3. GAIA. ZUZENEAN DETERMINATZEN DIREN MARKATZAILEAK
METODOAK:
DNA-REN ERAUZKETA
DNA leku askotatik erauzi daiteke, odola izan da tipikoena baina inbasiboa da eta gaur egun ez da hainbeste erabiltzen eta ahosabaiko zelulekin egiten da lan. Asko hobetu dira hezurretatik DNA ateratzeko teknikak. Arazorik larriena DNA erauzketan kontaminazioa da. DNA gutxi baldin badugu eta horrez gain kontaminatzen badugu kanpoko DNA bat sartuz, berri honek gaindi dezake erauzi beharrekoa. Hezurren bat hartuz gero, eskuekin kontaminatu daiteke. Hortaz, arau asko daude hezur batetik erauzitako DNA ontzat emateko. DNA erauzterakoan orokorrean hiru pausu daude: lehen pausua zelulak apurtzea da, ondoren DNA aterako da. Zelulak apurtzeaz gain entzimaren bat erabili behar da DNA askatzeko (2.pausua), adibidez histonak apurtzeko, baina baita ere DNAasa apurtzeko. Hurrengo pausua, DNA libre dagoela, zentrifugatu egiten da DNA libre geratzeko (3.pausua).
· Erauzketa klasikoa: hauspeatu egiten da
· DNA gainjalkin bezala izango dugu.

DNA-REN KUANTIFIKAZIOA
Behin DNA erauzita dagoela kuantifikatu egiten da. Bi modutara egin daiteke: 
-Agarosazko gel bat erabiltzen dugu DNAren kalitatea ikusteko, migrazio bat, elektroforesi bat burutzen da. Erauzketa ona lortzen badugu DNA zati handi bat izango dugu eta migrazioa ez da ia emango. 
-DNAren kuantifikaziorako fluorimetroa erabiliko dugu, DNAren kalitatea neurtuko duena. DNAk 260 nm-tako absorbantzia dauka eta proteinek 280 nm. Ikusi dezakegu zenbat kantitate dagoen batetik eta bestetik eta erlazio bat ezarri: 260/280>1,8  kalitate onekoa, zenbat eta baxuagoa gero eta txarragoa. Bi metodo hauek osagarriak izan daitezke.
ERRESTRIKZIO-ENTZIMAK
[image: ]Errestrikzio entzimen ezaugarri nagusia da ADN-aren nukleotido sekuentzia jakin bat ezagutu eta puntu horretatik mozten dutela, sekuentzia konkretu bat mozten dute. Ezagutzen dituzten sekuentzien luzera aldakorra da (normalean 4-8 nukleotido tartekoak). Adibidez polimorfismoak detektatzeko erabili daitezke.
Sekuentzia ezagutzen dutenean DNA mozten dute. Batzuetan mozketa ez da izango goitik behera, sekuentzia palindromikoak moztuko ditu; beste batzuetan bai. Adibidez SNPak detektatzeko erabiltzen dira. Behin DNA moztuta elektroforesi bat egiten da. Gaur egun ez da erabiltzen analisi metodo hau, elektroforesi bat eginez gero ez daukagulako modurik esateko, adibidez, xingola bi pertsona berdinarenak direnik, ez daukagu modurik frogatzeko beste norbaitek izango duen ala ez patroi bera. 
Hau konpontzeko, zunda erradiaktibo bat erabiltzen da, zuzenean elektroforesi bat egin beharrean, zunda erradiaktibo bat erabiltzen da gene baten emaitza bakarra lortu ahal izateko.
[image: ]Prozesua: Lehengo DNA errestrikzio entzima egokiekin mozten da. Ondoren lortutako fragmentuak elektroforesi baten bidez banatzen dira. Gero mintz batera transferitzen dira eta zatiak zunda markatu batekin hibridatzen dira, modu honetan ikuskor bilakatuz.


[image: ]Adibidea: Irudian ikusten da 2. Susmagarria izan dela krimena burutu zuena. Hala ere, gaur egun ezin dugu honelako analisirik egin. Izan ere datu hauek ez dute balio ez dakigulako zein proportziotan agertu daitezkeen beste pertsonak xingola berdinak dituztenak. Estatistika aplikatu beharko litzateke baina ezin da aplikatu.
[image: ]Orduan, teknika hori hobetu zen. Gaur egun prozesua berdina da baino zati konkretuak hautatzen dira zunda erradiaktiboekin. Honela behin migrazioa egin ondoren erradiografia bat egin eta ikusten da markatzaile konkretu bat non dagoen. Gero emaitza bakarra lortzen da eta honela matematika aplikatu daiteke. Jakin dezakegulako xingola horiek zein maiztasunarekin agertzen diren populazio batetan. Adib. Aitatasun frogak egiteko erabil daitezke.
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POLIMERASAREN KATE-ERREAKZIOA (PCR)
Guzti hau gainditu egin zen PCRa (polimerasaren kate-erreakzioa) asmatu zenean. Honi esker DNAan aukeratzen dugu anplifikatu nahi dugun zatia eta hasle bat diseinatzen dugu milioika kopia eratzeko. . Zikloz ziklo DNA banatzen da, gero hasleak itsatsi eta DNA luzatu.
Prozesua termoziklagailu batean egiten da eta 3 tenperatura ezberdin behar dira. Lehenenho DNA desnaturaizatzen da 95-98ºC-tara. Modu honetan hidrogeno zubiak apurtu eta kateak banatzen dira. Ondoren T jaisten da 48-72ºC arte (DNA sekuentzia eta hasleen menpekoa da T hau), momentu honetan hasleak DNA kateekin hibridatzen dira. Azkenik 72ºC-tara ipintzen da eta Taq polimerasak (termoegonkorra) hasle bat txertatu deneko kate bakoitzaren kopia bat burutzen du. Hainbat serie bidez DNA zatiaren kopia asko lortuko dira eta ondoren elektroforesi baten bidez anplifikazioa behatu daiteke.
SEKUENTZIAZIOA
· Maxam eta Gilbert
Nahiko metodo zaharra da. Sekuentziazioa DNA apurtuz burutzen zen. Lau produktu kimiko erabiltzen ziren nahiko kantzerigenoak zirenak. Prduktu kimiko hauek DNA kate baten aurrean, zein base pare zegoen arabera, moztu egiten zuten. Beraz, berez degradazio prozesu bat zen. Baita ere erradioaktibitatea erabiltzen zen.
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· Sanger metodoa
[image: ][image: ]kasu honetan ez da degradazio metodo bat, sekuentzia eraiki egiten da. Honetan, nukleotido bereziak erabiltzen dira, konkretuki dideoxinukleotidoak. Sekuentziazioa aurrera doan heinean dideoxinukleotidoak sartuz joango dira, eta era honetan sekuentzia moztuko da. Honen ondorioz luzera desberdinetako sekuentziak izango ditugu, dideoxinukleotidoen mozketaren ondoriozkoak direnak. PCR zikloak bukatzean tutu bakoitzean luzera ezberdineko kateak egongo dira. Ondoren laser batek detektatzen ditu baseen kolore desberdinak, kolorearen argia irakurtzen da zein base daukagun ikusten delarik era honetan. Hau ere gaindituta dago gaur egun.

· Next Generation Sequencing (NGS)
[image: ]Sekuentziazio metodo berria da. Azken batetan, metodo berri hauek genoma hartzen dute, zatikatu egiten dute eta hasten da sekuentziatzen hor dagoen guztia zoriz. Hasle unibertsalak sartzen dira eta sekuentziazioa burutzen da. Metodo informatiko potenteak behar dira, zorizko sekuentziazio hori elkartzeko. Genoma sekuentziatzean oinarritzen da baina ez aurreko metodoak bezala, metodo berriago eta eraginkorragoak dira, errendimendu handiko sekuentziazioa ere deitzen zaie. Orokorrean, genoma zatikatu egiten da, hasle unibertsal batzuk jartzen dira eta sekuentziatu egiten dira. Azkenean, sekuentzia txiki askoren multzo handi bat izango dugu eta informatikoki informazioa ordenatzen da.


· SOLID PLATAFORMA: genoma zatikatuta dute, sekuentziatu nahi den zatiaren gainean hasleak jartzen dira. Botatzen dituzte hasleak, bat lotu egingo da, itsasterakoan fluoreszentzia igortzen du era honetan badakigu zein den lotu den haslea. Itsatsitakoaren zati bat kendu egiten da ondoren, ondoren beste hasle edo zunda batzuk sartzen dira, hurrengoa itsatsi egingo da… gero berriro hasten da hasieratik, baina oraingoan haslea base bat ezkerrerago itsasten da (a, b). 

· ROCHE 454 PLATAFORMA: pirosekuentziazioa. DNA zatitu eta bolatxo batzuetan itsasten dute. Bolatxo horiek gelaxketan sartzen dira. Bertan, dideoxi bat botatzen da eta nukleotido jakin bat itsatsiko da gelaxka bakoitzean. Prozesu horren ostean, polimerasarekin pirofosfato bat sortuko da eta entzimen laguntzarekin fluoreszentzia botako du. Ondoren beste entzima baten bidez, igerian dauden nukleotidoak apurtzen dira eta beste nukleotido bat botatzen da, berriro pegatzen dira eta prozesua errepikatzen da. Era honetan histograma bat lortzen da  (c, d). 
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Sanger metodoarekin ordu batetan 67.000 base irakur daitezke, Roche 454 metodoarekin 5.000.000.
· ION PROTON: sekuntziazio merkeena egin daitekeen metodoa.

Batzuetan aurreko metodoak erabilita ere oso garestia izan daiteke sekuentziazioa. Batzuetan genoma osoa sekuentziatu ordean, zati bat sekuentziatzen da, zoriz. Horrelako prozesuak:
· RAD (Restriction site associated): gene zati horietan zenbait zati gehitzen zaizkie, adaptatzaile bat, mozketak egiten beste zenbait sekuentzia. Behin txikitu ondoren sekuentziatu eta liburutegiak egiten dira: RRL (reduced representation library).
Genomak sekuentziatu daitezke baina transkriptomak baita ere (RNAra transkribatu den DNA zatia) baita exonak ere.
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PCR KUANTITATIBOA (q PCR/RT PCR)
[image: ]PCR bat da, baina PCRak zenbait ziklo egiten ditu eta amaitu ondoren zer erreplikatu den ikusten da. Kasu honetan, ziklo bakoitzean fluoreszentzia igortzen da, hortaz, badakigu ziklo bakoitzean zenbat kate sortu diren. Horrela, jakin daiteke ziklo bakoitzean zenbat kate berri sortu diren. Honekin, hasiera batetan zenbat kate zeuden jakin dezakegu. Prozesu hau, geneen adierazpena neurtzeko erabiltzen da askotan. Hortaz gene batzuen RNAk ditugu, guk jakin nahi dugu zenbat kopia dauden DNA zati batena eta egiten duguna da RNAk cDNA bihurtu. Zenbat eta DNA adierazpen handiagoa izan cDNA gehiago izango dugu eta guk jakin dezakegu zein izan den DNA horren adierazpena. Baita ere erabil daiteke birus baten zenbat kopia dauden infektatuta gizaki bat eta horren araberako tratamendua eman.
[image: ]DNA TXIPAK (DNA MICROARRAY
aazalera txikiak zulotxoekin eta bertan DNA zatiak itsatsita agertzen dira. Gene askoren sekuentziak daude eta zelula jakinek DNA horiek adierazten dituzten ala ez ikusten da. Horren gainera botatzen da cDNA (RNAtik pasatuta), hibridazioa ematen bada seinalea igorriko da eta argia ikusiko da.
Hurrengo irudian bi zelula mota ditugu, normalak eta kantzerosoak. Jakin nahi dena da zein gene dituzten aktibatuta edo gainadierazita eta zeintuzk diren gutxiago adierazita daudenak. Bakoitza kolore desberdinez tindatzen da, nahastu eta hibridatu egiten dira. Gene jakin bat hartuta zelula lerro bietan adierazpena berdina bada, ez dugu ikusiko ez berdea ez gorria, horia baino. Kantzer zeluletan gehiago adierazten bada normaletan baino, gorria ikusiko da eta gehiago adierazten bada normaletan berdea [image: ]ikusiko da. Bi kanaletako DNA txipak izango ditugu non nahastu egiten diren lerro zelular biak. Kasu honetan hibridazioa eta argia izango ditugu. 

[image: ]

Beste honetan CGH array (Comparative Genomic Hibridation), kopiak neurtzen dira, gene konkretu baten kopia kopurua neurtzen da, koloreen bidez ikusiko dugularik baita ere: horia, kopia kopuru berdina dute zelula kantzerosoek eta normalek, gorria, kopia gehiago kantzerosoek eta berdea, normalek.

POLIMORFISMO MOTAK
1) SNP
2) RFLP
3) Geneen aleloak
4) VNTR-ak 
5) Alu insertzioak
6) Mitokondrioko DNA
7) Y kromosoma
SNP (single nucleotide polimorfism): 
Oinarrizko aldakortasuna genoman, base bakarra dago aldatuta. SNP da populazio batetan posizio konkretu batetan bi alelo ezberdin agertzen direnean. Gure genomaren aldakortasunaren parte garrantzitsuena dira. Barne aldakortasunaren %80-90 SNP-tan aurkitzen da. SNP-tan normalean bi alelo agertzen dira (A-T eta G-C). Horrek abantaila itzela ematen digu, bi edukita bakarrik 0 eta 1 bezala kodetzen dira eta horrek informatikoki duen tratamendua oso erraza izatea eragiten du. 
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Zergatik SNP gehienek 2 alelo dituzte bakarrik ?
Populazio batek posizio batetan adenina badauka, eta mutazio baten ostean indibidio batek zitosina bat dauka. Belaunaldiz belaunaldi zitosina zabalduz doa, eta zitosina finkatu egingo da bietako bat mekanismo ebolutiboei esker eta ondoren, beste mutazio bat gertatu daiteke mutazio-tasa oso altua baita, berriz ere bi alelo izango ditugularik soilik.
Anemia faltziformea: beta-globinaren genea. Gene honek tipikoki SNP bat dauka (A eta T). T aleloa daukatenek, igitai itxurako globulu gorriak izango dituzte eta anemia faltziformea gaixotasuna izango dute.
-ASOZIAZIO ANALISIA
SNP-ekin egindako ikerketa mota bat da, oso analisi tipikoa gaixotasunen oinarri genetikoa identifikatzeko. Honetan, bi indibiduo talde hartzen dira, ezaugarri ezberdin bat dutenak, tipikoki batzuk gaixotasun bat izango dute eta besteek ez. Helburua da aztertzea ea gaixo eta osasuntsuen artean SNP-ren bat dagoen. Adibidez, gaixoek SNP bat baldin badute A aleloaren maiztasuna 0,80koa bada eta T aleloaren maiztasuna 0,20 eta osasuntsuek alelo biak 0,50 maiztasuna baldin badaukate, esan genezake A aleloak gaixotasuna pairatzeko probabilitatea emendatzen duela. Gaixotasun gehienetan ez da anemia faltziformearekin bezala gertatzen, gene asko daude elkarrekintzan, bakoitzak gaixotasuna izateko probabilitatea emendatzen duelarik. Horrelako kasuetan, asoziazio analisiak burutzen dira. Gaixo eta osasuntsu taldeak (milaka indibiduo talde bakoitzako) hartu eta genomak aztertzen dira, aleloen maiztasunak konparatuz txi karratuaren bidez. Hortaz, kasu honetan 10.kromosoman zentratuko ginateke. Y ardatzean daukaguna da probabilitatearen –logaritmoa. Txi karratuaren gero eta balio handiagoa izan, gero eta ezberdintasun handiagoak daudela esan nahi du, gero eta esangarriagoa da. 10.kromosoman ikusten duguna da, badagoela SNP bat, ezberdintasun handiena daukana.
[image: ]
Hurrengo pausua eskualde hori aztertzea da. Ikuksten duguna da hiru gene daudela: HHEX, KIF11 eta IDE. Honetan ere, gene bat dago probabilitate handiena duena, HHEX genea. Beraz, gene hori aztertu egiten da ikusteko zein zerikusi duen diabetesean, eta zein eragin duen diabetesaren agerpenean.
[image: ]

Horretaz gain, populazioen arteko konparaketak egin daitezke SNPak erabiliz. Adibide honetan Indiako kasta desberdinak konparatu dira. Ikusi dena da behe kastakoak eta goi kastakoak hurbilago daudela, probintziako biztanleak baino; hau da, kasten artean gehiago nahastu dira.
[image: ]

Beste adibide honetan zenbait indibiduo sartu dira: sardiniarrak, italiarrak, frantzesak, errusiarrak, kaukasoko batzuk, eta euskaldunak. Eta puntu bakoitza indibiduo bat da. Horrelako analisietan ikus dezakeguna da indibiduo baten jatorria, baita ere. Dena den, hau egitea oso garestia da. Aurreko analisiak gehiago agertzen dira, populazioen artekoa baita.
[image: ]
-ERRESTRIKZIO-ZATIEN LUZERAREKIKO POLIMORFISMOAK edo RFLP:
Errestrikzio entzimekin lortzen den polimorfismo baten informazioa dira. Errestrikzio entzima bat erabiliz, DNA zati bat moztuko da eta horren arabera zein alelo agertzen den ikusiko da. Metodo honekin SNP bat dagoen ala ez ikusten ari gara. Moztean 2 zati agertuko dira eta ez moztean bakarra modu honetan SNP bat dagoen ala ez ikusi dezakegu. Alelo bat badago moztuko du eta bestea badago ez du moztuko. 
[image: ]
Metodo merkeagoa da eta indibiduo askoren SNP-ak aztertzeko balio du. Adibide honetan, RFLP elektroforesi bat dugu. Markatzaile bat dago (M) eta bi xingola mota ditugu. 4 indibiduoak xingola gorago dauka, horrek esan nahi du ez dela moztu eta DNA zatia handiagoa dela. 15 eta 16 indibiduoek bi xingola dituzte, beraz, heterozigotoak dira. Besteak homozigotoak dira mozketarako, alelo biak berdinak dira eta berdin moztu dira, beraz, berdin migratu dute. Baina bi indibiduo hauek heterozigotoak dira, beraz kasu batetan moztu egin du eta bestean ez, xingola bi dituelarik, bat 4 indibiduoa bezalakoa eta bestea beste indibiduo homozigotoek bezalakoa.
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RFLPei esker ikusi zena izan zen giza espeziearen aldakortasun handiena populazioen baitan dagoela, espeziearen aldakortasun guztiaren %85 inguru. Giza talde ezberdinak ez dira hain ezberdinak, beraz. RFLPetatik ateratako informazioetatik, populazio bakoitzean zein maiztasunetan agertzen den alelo bat ikusten da, eta hori RFLP askokin egiten da eta populazioen arteko informazioa lor daiteke modu honetan, gizakiaren eboluzioa ikus daitekeelarik, populazioen arteko egituraketa eta baita ere espezieen artekoa lortuz. 
RFLP metodoarekin ez ditugu bakarrik SNPak ikusiko, baita ere indelak, bereziki delezioak. Alelo bat ez baldin badago ere, ez du moztuko DNA moztu beharreko lekuan ezta ere.
[image: ]GENEEN ALELOAK
Zenbait gene aztertu egiten dira proteina mailan (adb odol taldeak) baino gene horien aldakortasuna ere aztertu daiteke zuzenean DNAn. Batez ere gaur egun AB0 edo HLA modu honetan aztertzen dira.  ABO geneak, HLA genea asko aztertzen diren geneak dira. 
SSP-PCR edo Sequence specific Primer-PCR, hau da, sekuentziarekiko espezifikoak diren hasleak erabilzen dira. Exonetan dagoen aldakortasuna aztertzen da. Haslea aldakortasunaren gainean jartzen da, sekuentzia bera baldin bada hibridatu egingo du eta ez baldin bada, ez. Hau da, aleloa baldin badago, hibridatu egingo du eta PCR erreakzioa izango dugu, ez baldin badago ez dugu erreakziorik izango.


ABO genearen egitura: 3 SNP daude, (nt261, nt796, nt803) eta zein agertzen denaren arabera glikoproteina bat agertuko da, beste bat, ala bat ere ez. Indibiduo bakoitzeko lau erreakzio egiten dira, indibiduoa segun eta zein odol taldekoa den, hasle bakoitzarekin anplifikatu egingo du, PCR erreakzioa gertatuko da. 
Honen abantaila nagusia da, alelo errezesiboak identifikatzeko gai garela. Hau da, O aleloa errezesiboa da, eta aglutinazioarekin egiten badugu, indibiduoa zein taldekoa den jakiteko aukera dugu soilik, ez dugu desberdintzatuko AA eta AO artean. Aldiz, mota honetako erreazkioekin bai, erreakzioak desberdinak baitira indibiduoak dituen aleloen arabera.
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VNTRak edo Variable Number Tadem Repeats
Bi aldakortasun mota daude edo bi talde bereizten dira, minisateliteak eta mikrosateliteak. Gune bat egongo da tandemean errepikatuta agertzen dena. Aldakortasuna, zenbat alditan agertzen den nukleo hori datza. Minisateliteen kasuan 7-17 errepika inguru izango ditugu, mikrosateliteetan 2-6 errepika. Mutazio tasetan ere desberdintasunak ditugu: minisateliteetan u=10ber-2 eta mikrosateliteetan u=10ber-3 edo 10ber-4. Mikrosateliteak STRak (Short Tandem Repeats) eta SSRak (Simple Sequence Repeats) bezala agertzen dira.
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Hauek ez dira asko erabiltzen konplikatua delako identifikatzea eta metodologia.
Minisateliteetan ere, errepikapen nukleoaren barruan, normalean aldakortasuna ager daiteke, SNPak ager daitezke errepikapenen barruan. Horrelako VNTRak mutazio-tasa altua dute. Errepikapenak polimerasak akatsak sortzen dituelako. Kopiatzen hasten da eta momentu bat heltzen da, VNTR bat agertzen dena, kopiatzen hasten da eta errepikapen asko direnez, prozesuan liatu eta gehiago kopiatzen ditu, era honetan akatsak sortuz eta mutazioak sortuz. Nukleotido batetan mutazio bat emateko 10ber6 belaunaldi itxaron behar da berez, mikrosateliteetan 1000 eta minisateliteetan 100.
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MIKROSATELITEAK:
Multiplex prozesuari esker markatzaileak sortzen ziren eta honen arabera errepika kopurua jakitea posible zen.
Gaur egun eskualde genomiko bat anplifikatzen da, errepikapen genommikoak dituguna. Bi hasle desberdinekin anplifikatu egiten da. Kasu honetan 4 nukleotidotako errepikapenak ditugu. Sekuentziatzaile automatikoan sartzen dira gorriz eta urdinez markatuta, gorriz daudenak badakigu zein tamaina duten, urdinak gure errepikapenak dira. Normalean mikrosateliteen izena D batekin hasten da eta zenbaki bat, zenbagarren mikrosatelitea den esaten diguna. Jakin dezakegu baita ere mikrosatelite honetan errepikapen bakoitzean zenbat nukleo dauden, zenbat aldiz errepikatzen den (3 eta 4). Konkretuki indibiduo hau heterozigotoa da bi kurba dituelako, batek 174 nukleotido ditu eta besteak 178. Dagoeneko badakigu, mikrosatelite hau lau nukleotidotako errepikapenak dituela eta gainera 174 nukleotidotako honetan 3 errepikapen dituela eta 178koak 4 errepikapen. Emaitzak elektroferograman ikusten ditugu:
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Mikrosateliteak asko erabiltzen dira. Mikrosatelite bakoitzak alelo asko ditu, aldakortasun handia aurkezten dute. Gaur egun aitatasun probak egiteko, identifikazio probak egiteko erabiltzen dira, oso zaila baita aldakortasun berdina aurkeztea ahaidetuta ez dauden bi pertsonek.
[image: ]
AMEL amelogenina genea indibiduoen sexua identifikatzeko erabiltzen da, x eta y kromosometan agertzen delako, baina X kromosoman 106 nukleotidotako xingola ematen duelako eta Y kromosoman 112 nukleotidotakoa. Hortaz, arra bada bi xingola izango ditu eta emea baldin bada, bakarra.
Hurrengo adibide honetan, 377 mikrosatelite aztertu dira, STRUCTURE programan. Indibiduo bakoitzeko 377x2 alelo (datu) lortuko dugu eta honekin irudia lortzen da. Irudiak informazioaren sintesirako erabiltzen dira, batez ere joerak ateratzen direlarik irudi hauetan. Indibiduo baten beste batekiko oso antzekoak diren ezaugarriak baditu, elkartu egingo ditu. 1056 zutabe daude eta zutabe bakoitza indibiduo bat da. Programari, 1000 indibiduo hauetan bi populazio egongo balira nola banatuko zenituzke indibiduo hauek? Galdetzen diogu. Programak alde batetik indibiduoak populazio batetan edo bestean sartu ala tarteko gauza bat direla proposatzen du. Laranjak populazio batekoak izango dira, moreak bestekoak, eta beste zenbait indibiduo tartekoa dira. Ondoren, hiru populazio balira bezala banatzeko eskatzen zaio programari (K=3). Morea berdin mantentzen du, laranja ordea, laranja eta urdinetan banatzen ditu. Era honetan, antzekotasunetan oinarritutako zuhaitza eraikitzen da, mikrosatelite berdinetako alelo desberdinetan oinarritzen diren antzekotasun eta ezberdintasunetan oinarritzen delarik.
[image: ][image: ]
Beste adibide honetan, antzekotasunak eta desberdintasunak ikusita, joera berdintsuak dituztenak taldekatzen dira.



Mikrosateliteak gaixotasunekin erlazionatuta egon daitezke: distrofia miotonikoa. Gaixotasun hau duten indibiduoek muskuluetan ez dute indarrik, aurpegia eusteko ezta ere. Mikrosateliteen errepikapena exoian ematen baldin bada arazoak egongo dira ekoizten duen proteinan. Gero eta errepikapen gehiago izan orduan eta gazteago agertzen da gaixotasuna. Errepikapen asko daudenenan askoz errezagoa da errepikapen gehiago agertzea oraindik, polimerasaren aktibitatea emendatzea baitakar, hortaz hurrengo belaunaldiak errepika gehiago aurkeztuko ditu. Gero eta errepikapen gehiago izan, lehenago identifikatzen da gaixotasuna.
[image: ]
Huntington gaixotasuna huntingtina genearen CAG errepikapenaren ondoriozkoa da; CAG errepikapen asko baldin baditu indibiduo batek gaixotasun hau pairatuko ditu, proteina hau neuromotorea baita eta mugitzeko arazoak agertuko dira.

ALU INSERTZIOAK: erretrotransposomak. LTR eta ez-LTR
· LTR: Long Termina repeat
· Ez-LTR
· LINE: Long Interspersed Nuclear Elements (tartekaturiko elementu nuklear luzeak)
· SINE: Short Interspersed Nuclear Elements (tartekaturiko elementu nuklear laburrak)
[image: ]Zoriz genoman txertatzen diren DNA zatiak dira. LINEak >500pb eta SINEAK<500pb. LINEak gure genoma osoaren %17 dira eta SINEak %11. SINE hauetan oso ezagunak diren ALU sekuentziak daude, ALU errestrikzio entzimak mozten dituenak. Oso garrantzitsuak eta ezagunak dira, ALU sekuentziak soilik primateetan aurkitzen ditugulako. Genoman ALU sekuentzia bat dugu txertatuta, RNA sortzen da eta ondoren beste nonbait txertatzen da zoriz. ALU sekuentzia batzuk polimorfikoak dira. Genoman ALU sekuentzia bat egongo da indibiduo batzuek badituztenak eta beste batzuk ez, beraz, maiztasunak izango ditugu populazio horretan. ALU sekuentzia guztiek berdin neurtzen dute, gutxi gora behera 300 bp.
Hurrengo adibide honetan ALU sekuentzia bat aztertu da (DM) eta populazio batzuetan intsertsioa ez dago (berdea) eta beste batzuetan bai. Intsertsioen maiztasuna populazio batzuetan 0koa izango da eta beste batzuetan nahiko altua.
[image: ]
Normalean ALU sekuentzietan intsertsioa badago edo ez, beraz, izan gaitezke homozigotoak intsertsiorako edo homozigotoak ez intsertsiorako, edota heterozigotoa.
[image: ]
Aleloen arteko ezberdintasuna 300 bp-takoa denez, agarosazko gelean argi ikusten da. Homozigotoa intsertsiorako 2.zutabea. homozigotoa ez-intsertziorako 4 eta 5 eta heterozigotoak bi aldiz migratuta ikusten ditugunak.

[image: ]

MITOKONDRIOKO DNA
DNA mitokondriala ia guztia kodetzailea da eta ez da errekonbinatzen, beraz, mutazioen metaketa jarraitzeko oso aproposa da. Mutazioak jatorrizko sekuentziatik nola joan diren gehitzen ikus dezakegu, leinu desberdinak eraiki ditzazkegularik.
[image: ]
Jatorri amatiarra daukatenez, emakumeen historia eraiki daiteke. Beste abantaila bat dauka gizakiaren historia berreraikitzeko, ia dena kodetzailea denarekin erlazionatuta dagoena: mutazio-tasa. Alde batetik, gene kodetzaileetan ematen diren mutazioak hautespen naturalaren bidez segituan ezabatuko dira, aldiz, eskualde ez kodetzaileetan ematen direnak ez, metatuz joango direlarik. Beraz, bi erloju ditugu: erloju batek esaten digu zein erlazio dagoen leinu urrunen artean (txinpantze, neanderthalak), aldiz, oso azkar metatzen diren mutazio hauek duela gutxiko eboluzioari buruzko informazioa emango digu.
Azken milaka urteetan eman diren aldaketei, hau da, eskualde ez kodetzailea ikusten baldin badugu, horrelako leinuak ikusiko ditugu:
[image: ]
Leinuak, konpartitzen dituzten mutazioen araberakoak izango dira, era horretan taldekatzen dira. Metatzen joan diren mutazioetan oinarritzen dira leinuak eta azpileinuak. Gainera, mutazio-tasa edo zein abiaduratan ematen diren mutazioak badakigunez, banaketak eman ziren momentuak ezagutzen ditugu gutxi gora-behera.
[image: ]
Y KROMOSOMA
Y kromosomarekin gauza bera egin daiteke: eskualde bat dago errekonbinaziorik ez dena ematen, eta berreraiki dezakegu modu berean, leinuak eraiki ditzakegularik, gizonen eboluzioa irudikatu dezakegularik.
[image: ]
Zergatik ikusten ditugu irudi desberdinak Europan mitokondrioko DNA eta Y kromosomaren DNAri dagokionez? Emakumeak mugitu egin dira, gizonezkoak baino gehiago. Eskualde batetan jaiotzen ziren eta ezkontzera beste eskualde batetara mugitzen ziren, bertan umeak izaten zituztelarik. Era honetan, emakumeen DNA banaketa homogeneoagoa da.
Mitokondrioko DNA ez denez errekonbinantea beste espezieekin konparatzeko ere oso erabilgarria da.
[image: ]
Oso espezie gaztea da gizakiarena, banapen txikiagoa ikusten delako grafikoan, aldiz, txinpantzeen banapen oso handia ikusten da. Honek esan nahi du denbora gehiago daramatela txinpantzeek dibertsifikatzen.
Y kromosoman mikrosateliteak ditugu, mitokondrioan ez ditugunak, gainera, nahikotxo. Honek abantaila dakar leinuen berreraiketan. SNPek, mutazio-tasa oso baxua duten bitartean, mikrosateliteek 1000 aldiz tasa handiagoa dute, oso azkar mutatuko dutelarik, mitokondrioko DNAk bezala bi erloju izango ditugu: SNPen erloju molekularra, zeinetan espezieen arteko informazioa jasoko dugun mutazio tasa geldoa dela eta, eta bestetik, mikrosateliteen mutazio tasa azkarragatik, azkeneko urteetako giza eboluzioaren informazioa izango dugu.
[bookmark: _GoBack][image: ]Mutazio bat agertzen baldin bada, pertsona batetan emango da mutazio hori. Errepikapen kopuru jakin bat izango zuen indibiduo honek. Beste pertsona batetan beste mutazio bat gertatu zen, errepikapen kopuru jakin bat izango zuelarik. Denbora pasatuz joan ahala, polimerasak akatsak burutuko zituen eta errepika kopuruak aldatuko ziren, aldakortasuna aldatuz mikrosatelite horretan. Gaur eguneko aldakortasun hori konparatuz, 11 eta 18 errepika artean badituzte indibiduoek, eta beste mutazioan 11 eta 13 artean, azken hau berriagoa dela esan genezake, aldakortasun edo aldaketa horiek pilatzeko beharrezko denbora luzeagoa baita lehenengoaren kasuan.
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