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RESUMEN EJECUTIVO
Juglans neotropica es una especie forestal andina de gran valor maderero, de esta especie
se realizé un andlisis de efectividad de ocho microsatélites para detectar diversidad
genética. Los microsatélites evaluados fueron: WGAO001, WGA004, WGA069, WGAO089,
WGA118, WGA225, WGA321 y WGA376 que han sido desarrollados a partir de otras
especies del género: Juglans nigra y Juglans regia. El estudio se llevd a cabo optimizando
condiciones de PCR. Mediante electroforesis capilar se realiz6 la deteccién alélica en
electroferogramas que presentaron picos de alelos y picos inespecificos denominados
artefactos de procedencia no alélica que se generan durante el proceso de amplificacién o
en la fase de deteccion alélica, su aparicién puede afectar o alterar la interpretacion final del
perfil genético. Uno de los principales resultados del estudio fue establecer criterios estandar
para la toma de decisiones en la interpretacién de los electroferogramas para cada uno de
los locus. En base a estos criterios se determinaron los alelos amplificados para cada loci.

Finalmente se realiz6 un analisis de confiabilidad de alelos identificados para cada loci.

Palabras clave: microsatélite, alelos, artefactos.



ABSTRACT
Juglans neotropica is an Andean forest specie with high timber value. We performed an
effectiveness analysis of eight microsatellite to detect genetic diversity this specie. The
evaluated microsatellites were: WGA001, WGAO004, WGA069, WGA089, WGA118,
WGA225, WGA321 y WGA376; these markers were developed for other species of the
same genus: Juglans nigra y Juglans regia. The study also aimed to optimize PCR
conditions. Allele detection in electropherograms was performed by capillary
electrophoresis. This technique can show peaks of alleles and unspecific peaks called
“artifacts” that are generated during the amplification process or allelic detection phase, its
appearance may affect or alter the final interpretation of the genetic profile. One of the main
results of the study was to establish standard criteria for decision making in interpretation for
each locus. Based on these criteria the amplified alleles for each loci were determined.

Finally, a reliability analysis of alleles was performed per loci.

Keywords: microsatellite, alleles, artifacts.



INTRODUCCION
Juglans neotropica (Diels), llamado también segun su distribuciébn geografica, Juglans
andina (Triana y Cortes), Juglans colombiensis (Dode), Juglan honorei (Dode), Juglans
ecuatoriensis (Linden), Juglans granatensis (Linden), es forestal nativa de los Andes,
distribuida en varias formaciones del Bosque Montano Bajo (Nieto y Rodriguez, 2010), crece
a 2000m s.n.m en una distribucién dispersa en la periferia de los Andes y en los valles
interandinos. En el Ecuador es frecuente hacia la cordillera oriental entre los 1600 y 2700
ms.n.m. (Echeverria, 1997). En nuestro pais el cultivo del nogal, nombre comun de esta
especie, es ocasional, los cultivos remanentes son rapidamente usados en tallado o
torneado debido a su excelente madera y al alto precio de la misma (Delgado & Torres,
1995). Las especies forestales son mayormente afectadas por la deforestacion, debido a su

alto valor comercial como especies maderables (Wunder, 2000).

La diversidad genética de los bosques tropicales esta disminuyendo debido al mencionado
proceso de deforestacion que ha reducido el tamafio de las comunidades naturales
existentes, ha eliminado poblaciones locales y/o las ha fragmentado, llevando consigo a un
aislamiento poblacional (Myers, 1986). Es importante, generar conocimiento acerca de la
diversidad genética de las poblaciones de especies nativas como es Juglans neotropica, que
a futuro posibilite la conservacién y mejora de la produccién forestal. La diversidad genética
de los poblaciones sirve para mantener un reservorio de condiciones de respuesta al medio,

que permita la adaptacién y supervivencia (Pifiero, 2008).

Se pueden hacer estudios de diversidad genética con varios marcadores moleculares,
basados en ADN como los RFLP’s (polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion),
RAPD’s (polimorfismo de ADN amplificado al azar), VNTR’s (ndmero variable de
repeticiones en tandem o minisatélites), AFLP s (polimorfismo de longitud de fragmentos
Amplificados) y SSR’s (Repeticiones Cortas en Tandem o microsatélites). Estos Ultimos son
una nueva e invaluable herramienta para garantizar y respaldar los programas de

mejoramiento y conservacion genética forestal (Becerra & Paredes, 2000).

En los dltimos afios, la utilizacion de microsatélites (SSR’s) como marcadores moleculares
en estudios de conservacion de la biodiversidad ha aumentado considerablemente, debido a
dos caracteristicas principales: su elevada tasa de polimorfismo y la posibilidad poder
trabajar con reducidas cantidades de ADN, que se puedan obtener sin ser indispensable el
sacrificio de ejemplares (Gonzales, 2003). En muchos casos resulta necesario aislar y
caracterizar marcadores especificos para la especie objeto de estudio, lo que supone un

elevado esfuerzo en términos de tiempo y recursos econémicos. En otros casos los



cebadores desarrollados para una especie se pueden utilizar en taxones cercanos si tener

que aislarlos especificamente (Primmer & Merild, 2002; Garner, 2002).

En el 2012 el departamento de Ciencias Naturales de la UTPL realiz6é un estudio previo para
seleccionar algunos microsatélites para el andlisis de la diversidad de Juglans neotropica,
por medio del analisis en electroforesis de poliacrilamida con productos de PCR (Reaccion
en cadena de la polimerasa) (Tapia & Cueva, 2012); estudio que selecciond ocho cebadores

que amplificaron alelos polimérficos.

Lo que se pretende con este trabajo es probar la efectividad de al menos cinco de estos
microsatélites; para conseguir este objetivo, se realizara la optimizacién de la PCR y del
analisis por electroforesis capilar en el secuenciador automéatico, que se basa en el analisis
e interpretacion de picos en el electroferograma a través del Programa Genemapper V4.1,
ya que la discriminacién entre picos de alelos reales y los picos de artefactos generados en
la amplificacion y su lectura, es un proceso clave en la estandarizacion del proceso de
genotipificacion. La ultima parte de este trabajo es comparar los resultados obtenidos con
los resultados de Tapia y Cueva (2012), que se obtuvieron con una metodologia diferente.



CAPITULO |



1. MARCO TEORCO
1.1. Generalidades de Juglans neotropica

1.1.1. Descripcién

El nogal (Figura 1) es una especie monoica de la familia Juglandaceae. Es conocida con
varios nombres comunes, como se muestra en la tabla 1. Este arbol tiene flores masculinas
gue estan dispuestas en espiga en las axilas de las cicatrices foliares, las flores femeninas
se ubican, en grupos de 2-4, en el extremo de las ramas; los frutos son de drupa redonda,
de color pardo a negro; su copa es irregular, con tendencia a ser proporcionadamente
reducida (Nieto & Rodriguez, 2010).

Figura 1. Hojas y frutos de Juglans neotropica

Tabla 1. Nombres de Juglans neotropica

Nombre cientifico:  Juglans neotropica (Diels).
Nombres Nogal, tocte (Pert y Ecuador), cedro negro. Cedro nogal, o

comunes: nogal bogotano (Colombia), nogal andino Bolivia.

Fuente:Catélogo de cien especies forestales de Honduras, 1997

Actualmente el nogal es una especie escasa, dificil de encontrar. Tiene mdltiples usos, ya
que genera madera de alta calidad, produce una nuez muy apetecida y la corteza, las hojas
y los frutos son ricos en taninos que se usan como tintes para textiles (Vasquez, 1980).

Ademas, es utilizada en varias é&reas de la medicina: de las hojas se prepara un jarabe



utilizado en el tratamiento de afecciones de vias respiratorias, gripes y tos, combate las
diarreas y sirve para lavar y cicatrizar heridas (ltzik, 2007).

1.1.2. Habitat

Es una especie forestal andina, que se distribuye hasta 3000m s.n.m. de forma dispersa en
la periferia de los Andes y en los valles interandinos, a menudo como individuos aislados en
tierras agricolas. Los &arboles se encuentran a menudo a lo largo de riberas de los rios y los
limites del campo donde se regeneran libremente (National Research Council, 1989).

Crece en buenos suelos protegidos contra el viento y donde hay humedad y buen drenaje,
los bosques casi puros de esta especie han desaparecido por la explotacion. En Colombia
se lo encuentra en las alturas de 1700 a 2700 m s.n.m. En el Ecuador es frecuente hacia la

cordillera oriental entre los 1600 y 2700 m.s.n.m. (Echeverria, 1997).

En los valles interandinos es frecuente ver este arbol junto a las casas de los campesinos o
en las corrientes de agua. También estan dentro de las propiedades urbanas con un uso

ornamental (Echeverria, 1997).

1.1.3. Usos

La madera (figura 2) es muy cotizada para la elaboracion de muebles finos, artesanias
torneadas y talladas, construccidon semiestructural, instrumentos musicales de cuerdas,
chapas decorativas, maqueteria, puertas y ventanas, molduras finas y ebanisteria en
general (Estrada, 1995).

Figura 2. Arbol y madera de Nogal

Fuente: Guia de reforestacion, 1998

En el Ecuador el cultivo del nogal es demasiado ocasional y los arboles que quedan son
rapidamente usados en tallado o torneado debido a su excelente madera y alto precio de la

misma (Delgado & Torres, 1995).



1.2. Relaciones filogenéticas en el género Juglans

1.2.1. El género Juglans

Juglans, una de los seis géneros de la familia Juglandaceae, agrupa cerca de 21 especies
(Manning, 1978) distribuidas desde el norte de China, las zonas aridas del sureste de
Estados Unidos y los bosques tropicales de Suramérica. Su distribucion incluye, como se
muestra en la figura 3, incluye las zonas orientales y occidentales de Asia, Sur de Europa,
zonas orientales y occidentales de Norteamérica, América Central, zonas occidentales de
Suramérica y el oeste de la India (Stanford et al., 2000).

Figura 3. Distribucién mundial del género Juglans.

60

30°

0°

30

a0 0w 60° 120° 180° 1200 60° 60°

Fuente: Stanford et al., 2007

1.2.2. Relaciones filogenéticas

Segun Stanford et al., (2007), la Unica revision del género Juglans ha sido realizada por
Dode (1906, 1909a, b) quien dividié el género en cuatro secciones basado, en la morfologia
de las hojas y las flores. Las secciones son: Dioscaryon Dode (Juglans tradicional),
Rhysocaryon Dode (nogal negro), Cardiocaryon Dode (Nogal de mantequilla asiatico), y
Trachycaryon Dode (Nogal de mantequilla americano). Los estudios filogenéticos

posteriores realizados para el género analizan los datos, refiriéndose a estas secciones.

Existen varios estudios que analizan las relaciones en especies del género. Orel et al., en
un estudio realizado en el 2003, analizaron accesiones de ocho especies del género; entre
las cuales esta Juglans neotropica, cuya accesion es de la provincia de Loja. El estudio se
basa en caracteres morfoldégicos y genéticos. En base a los caracteres morfologicos
analizados (textura y color de la corteza; follaje; las hojas su base, peciolo, textura, margen,
venacion; en la fruta la superficie, forma; estos son algunos de los caracteres, entre otros),

separan dos clados: uno del continente americano y otro del Viejo Mundo. J. neotropica y



Juglans nigra estan ubicadas en el clado del continente americano, mientras J. regia en el
clado del viejo mundo (Figura 4).

Figura 4. Arbol consenso de ocho especies del género Juglans, calculado en base a veintisiete
caracteres morfolégicos
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Fuente: Orel et al., 2003.

En cuanto a los estudios filogenéticos, hasta la fecha, se han desarrollado cuatro estudios
para el género: Aradhya et al., 2007; Orel et al., 2003; Satanford et al., 2007 y Donald et al.,
2009. Hacemos referencia a los resultados de Stanford et al., 2007, cuyo estudio se basa en
el andlisis de regiones ITS (espaciador interno del transcripto), matK (proteina codificante) y

RFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion); el arbol filogenético se
presenta en la figura 5.

Figura 5. Arbol filogenético del andlisis de regiones matK, ITS y RFLP.
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1.3. Diversidad genética

La presencia de variabilidad en el interior de las especies es un hecho facilmente notorio; los
individuos de una poblacién no son idénticos entre si. Esta variacion del genotipo se da por
mutacion del material hereditario, y es el requisito necesario para que la especie evolucione
y se adapte a nuevas condiciones, pues si no existen diversas alternativas la selecciéon no
puede actuar (Pifiero, 2008). Dada la importancia de la diversidad genética; su cuantificacion
ha sido un objetivo perseguido por los genetistas de poblaciones (Kasworm et al., 2007).

La variabilidad genética es el elemento basico de la biodiversidad y se define como las
variaciones heredables que ocurren en cada uno de los organismos, entre los individuos de

una poblacion y entre las poblaciones dentro de una especie (Pifiero, 2008).

La diversidad genética de una especie se estudia tanto a nivel de individuo (dada por la
frecuencia relativa de los alelos) como en términos poblacionales, definida por el tipo y
frecuencia de los alelos en una poblacién dada (Nason, 2002).

1.3.1. Diversidad genética de una poblacion

Una poblacién se define como un grupo de individuos de la misma raza que estan
separados o aislados de otros grupos de poblacion, pero puede cruzarse al entrar en
contacto (Magoulick & Kobza, 2003). La diversidad genética de una poblacién se mide por el
namero de alelos (variante genética) y heterocigosidad (Juanes, Pérez, & Garcia, 2007).

En las poblaciones la variabilidad genética se puede medir como la frecuencia de individuos
de la poblacién que son heterocigotos para un locus o como el niumero de alelos distintos
presentes en el conjunto de genes de la poblacion (Klug, Cummings & Spencer, 2006).
Cuando existen varios alelos para un gen o locus dado, se dice que la poblacién es
polimérfica con respecto a ese locus. Si no existe dicha variacion la poblacion es
monomorfica con respecto a ese locus, es decir, todo individuo es homocigoto para el

mismo alelo, por tanto, no hay diversidad genética (Frankhan, Ballou, & Briscoe, 2002).

1.4. Marcadores moleculares

La finalidad de los marcadores moleculares es identificar genes o secuencias de ADN que
permitan diferenciar entre organismos de diferentes especies, poblaciones o familias por lo
que es requisito indispensable que exista cierto polimorfismo (diferentes variantes) para el
marcador (Susol, Eyre, & John, 2000).

Los marcadores moleculares varian desde la forma en que funcionan hasta su poder

informativo y sus aplicaciones. Se define a un marcador molecular como “cualquier

diferencia fenotipica controlada genéticamente y utilizada en el analisis genético” (Nuez &

Carrillo, 2000). Pueden ser aplicados algunos campos que incluye desde la conservacion de
10



recursos genéticos hasta la mejora de variedades de importancia comercial (Nuez & Carrillo,
2000).

Dentro de los marcadores moleculares se suele hacer una distincién entre aquellos que
usan proteinas (isoenzimas) y aquellos que se basan en el ADN. Los marcadores
bioquimicos (proteinas) se limitan a un grupo de enzimas funcionales y su polimorfismo se
restringe a variaciones en la secuencia de los genes que codifican para tales proteinas, por
el contrario, el polimorfismo en los marcadores de ADN ocurre en cualquier parte del
genoma, tanto en secciones codificantes como no codificantes y tanto en elementos simples

como repetitivos del ADN (Bachmann, 1994).

Marcadores moleculares basados en ADN como los RFLP's, RAPD" s, VNTR’s, AFLP’s
y SSR’s. Los SSR’s constituyen una herramienta nueva e invaluable para garantizar y
respaldar los programas de mejoramiento y conservacion genética forestal (Becerra &
Paredes, 2000).

Ante la diversidad de marcadores disponibles actualmente, decidir cual es el mas
apropiado para un estudio en particular no siempre es facil, se deben considerar algunos
parametros y generalmente utilizar una combinacion de técnicas es la forma mas adecuada

para obtener la informacién requerida (Lanteri & Barcaccia, 2006).

Los microsatélites presentan caracteristicas que confieren un grado de preferencia frente a
otros marcadores: tienen efecto neutro frente a la seleccion, secuencias largas en el
genoma, la amplificacién de fragmentos es visible en geles de poliacrilamida o mediante
secuenciadores automaticos y poseen un elevado polimorfismo, son bastante conservados
de modo que los microsatélites descubiertos en una especie amplifican con éxito en otra

especie del mismo género y son marcadores codominantes (Chambers & MacAvoy, 2000).

1.5. Microsatélites

También conocidos como Repeticiones Cortas en Tandem (Short Tandem Repeats, STR) o
secuencias Simples Repetidas (Simple Sequence Repeats, SSR). Los microsatélites son
marcadores constituidos por secuencias de 1 y 6 pares de bases, de longitud no mayor a 1
Kb (Chambees & MacAvoy, 2000). Se han encontrado en todas las especies eucariontes y
procariontes estudiadas y también en los genomas de cloroplastos y mitocondrias (Jarne &
Lagoda, 1996).

1.5.1. Clasificaciény estructura
Los microsatélites son los elementos repetitivos mas pequefios dentro de los genomas

(Krawczak & Schmidtke, 1998), y se clasifican en mono, di, tri, tetra, penta y

11



hexanucleotidicos segun el numero de bases que la componen (Goldstein & Schlbtterer,
1999; Téth et al., 2000). De acuerdo a la estructura de su repeticion, un microsatélite es
perfecto cuando consiste en un s6lo motivo repetido y que no esta interrumpido por bases
que no pertenezcan al patron de repeticion. Por el contrario, un microsatélite imperfecto es
aquel en que una o mas repeticiones poseen una base que no se ajusta a su estructura.
Mientras que los microsatélites interrumpidos tienen un pequefio nimero de bases distintas
insertas en la repeticion. Finalmente un microsatélite se denomina “compuesto” cuando hay

dos 0 méas microsatélites adyacentes (Goldstein & Schlétterer, 1999).

1.5.2. Caracteristicas

Los microsatélites presentan herencia mendeliana simple, son codominantes, pueden
diferenciarse los individuos homocigoticos de los heterocigéticos (Golstein & Pollok, 1994;
Levitus et al., 2010), y con un nimero muy alto de alelos en un mismo locus (altamente
polimérficos). Su “genotipado” resulta relativamente facil y automatizable, con la posibilidad
de realizar multiples amplificaciones en una misma reaccién de PCR, con resultados faciles
de analizar, fiables y repetitivos; a mas de la presencia de un solo locus genético por
microsatélite hace que la lectura de las bandas sea clara y facil de interpretar y son
selectivamente neutros (Vendramin, Leli, Rosi & Morgante, 1996).Son muy abundantes en
los genomas nucleares de todos los eucariontes, algunos procariontes, en los genomas de
cloroplastos de las plantas (McCauley, 1995; Provan, Powell & Hollingsworth, 2001), e
incluso hay evidencias de su presencia en algunos genomas mitocondriales de vertebrados
(Hoelzel, Hancock & Dover, 1993; Zardoya & Meyer, 1998).

Se estima que la tasa de mutacion en los microsatélites varia entre 102 y 10 por
generacion y el mecanismo que lo explica es el alto grado de polimorfismo de los
microsatélites debido a los cambios en el numero de repeticiones, causadas por el
deslizamiento de la ADN polimerasa durante la replicacién, en que la mutacion mas comdn
es el aumento o disminucion en una sola unidad de iteracion (Schlétterer, 1998). También se
cree que los polimorfismos son causados por mutaciones tanto en los microsatélites en si
como en las regiones que lo flanquean, lo que cambia el tamafio de la regiébn microsatélite y
produce la duplicacion de una secuencia microsatélite en otra region del genoma,

generandose marcadores microsatélites multilocus (Jarne & Lagoda, 1996).

1.5.3. Ventajas y desventajas
La razon principal del incremento del uso de los SSRs como una herramienta molecular es
que proveen la mas alta incidencia de polimorfismo o PIC (Polymorphic Information
Content) a diferencia con otras técnicas como RFLPs y RAPDs (Powell et al., 1996).
Poseen, ademéas muy valorables caracteristicas que incluyen:
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e Ser altamente informativos: presentan herencia codominante y muchos alelos son
encontrados entre individuos estrechamente relacionados.

e Ser técnicamente simples: la tecnologia del PCR puede ser facil y rapidamente
utilizada para la automatizacion en el uso de estos.

e Ser una técnica sensible: s6lo pequefas cantidades de ADN son requeridas.

e Ser analiticamente simples: los datos son producidos de forma confiable y
reproducible.

e Ser muy abundantes: los microsatélites estdn uniformemente dispersos a través del

genoma, aproximadamente cada 10Kbp.

Entre sus desventajas se debe sefalar la necesidad del uso dela secuenciacién, asi como
geles de alta resolucion (Powell et al., 1996). Otro inconveniente es que éstos deben ser
aislados en las especies que van a ser examinadas por primera vez (Zane, Bargeloni &
Patarnello, 2002); por el esfuerzo y costos necesarios para su desarrollo (Echt et al., 1996;
Decroocq et al., 1997; Karhu et al., 1999).

La transferencia de microsatélites entre especies es viable cuando se trabaja con taxones
préximos, de igual género o géneros separados recientemente. La trasferencia de
cebadores entre especies no cercanas puede resultar en la aparicion de alelos nulos,
causados por delecciones e inserciones en las secuencias en los sitios de unién de los

cebadores especificos (Gonzélez, 2003).

La elevada diversidad genética de especies forestales del neotrépico se debe tanto a la
heterogeneidad climatica como a su historia geoldgica; la heterogeneidad climatica, contiene
regimenes de temperatura y estacionalidad amplios, asi como la topografica, han tenido un
profundo efecto en la estructura y composicién de la vegetacion Neotropical; y la historia
geoldgica del continente, definida por el aislamiento del continente sudamericano desde el
Cenomaniense (Cretacico, ca. 95 millones de afios) hasta la formacién del Istmo de Panaméa
que terminé de tenderse hace 3.5 millones de afios, mientras se formaba la Cordillera de
los Andes que habia comenzado a levantarse unos 20 millones de afios antes, estos han los
elementos biogeogréaficos Unicos que han dado lugar a la actual riqueza de las floras, la
distribucion de las faunas y la complejidad de ecosistemas y vegetaciones tan diversos y

singulares que observamos hoy en dia en el Neotrépico (Burhan & Graham, 1999).

Juglans neotropica es una especie forestal del neotropico de gran interés por su utilidad y
conservacion; pero su diversidad genética se ha visto amenazada a lo largo del tiempo por
procesos de deforestacion (Wunder, 2000); en estos casos el estudio de microsatélites que

esta predominando en la definicién de genotipos individuales y en los estudios del flujo de
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genes de arboles forestales (Luikart & England,199), ayuda en gran medida para estudios
de diversidad genética y posterior a ello la conservacion de la especie.

1.5.4. Aplicaciones en el uso de microsatélites

En las plantas, los microsatélites evolucionan rapidamente porgue son valiosos como
marcadores moleculares (Kubis, Schmidt & Heslop, 1998). Es por esto que su uso en este
grupo se halla muy difundido, en una multitud de especies de importancia econdmica

(Segarra, Moragues, Iriondo, & Catalan, 2005).

En plantas, los microsatélites han sido aplicados de diversas maneras y con diversos fines,
desde el fitomejoramiento hasta la evaluacién de poblaciones orientada a la conservacion.
Dentro del analisis de la estructura poblacional han sido de ayuda para la evaluacion de la
diversidad genética intra e interpoblacional, en especies silvestres, cultivos e incluso bancos
de germoplasma. La naturaleza codominante de los SSRs permite su aplicacién para
determinar niveles de hibridacién dentro de los individuos de una especie (Provan, Kumar,
Shepherd, Powell, & Waugh, 1996). El caracter hipervariable de los SSRs permite
discriminar eficazmente entre individuos estrechamente relacionados (Powell, Machray, &
Provan, 1996). Han tenido especial realce en la genética de la conservacién ya que
requieren poca cantidad de material genético para el analisis (Beaumont & Bruford,
1999).También se utilizan para corroborar niveles de ploidia pues los microsatélites
muestran concordancia entre el nimero de alelos por locus por individuo y el nivel de ploidia

estimado para la especie (Ludwig et al., 2001).

1.5.5. Andlisis de microsatélites
Después de la amplificacion del fragmento que contiene el SSR, hay que proceder a la

separacion y visualizacion de los fragmentos. Hay diversas metodologias de visualizacion.

1.5.5.1. Electroforesis en gel de agarosa.

Ciertos microsatélites con suficiente diferencia de tamafio pueden ser visualizados mediante
un simple gel de agarosa con la concentracién Optima (2-3%) y posterior tincion con bromuro
de etidio (Romero, 2009). Aunque el tamafio del poro del gel puede ser ajustado con la
concentracion; a mayor concentracion menor tamafio de poro pero se debe tener en cuenta
que los geles de agarosa de alto porcentaje suelen opacarse mucho, disminuyendo la

visibilidad de las bandas.

1.5.5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida
La electroforesis en geles de poliacrilamida es utilizada para ver secuencias de ADN de bajo

peso molecular, entre 80pb y 300pb. Ha sido ampliamente utilizada para el trabajo con
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microsatélites 0 SSR en la construccion de mapas de ligamiento, estudios poblacionales y
en la seleccion asistida por marcadores moleculares (Posso & Ghneim 2008).

1.5.5.3. Electroforesis capilar

Se utilizan analizadores de fragmentos mas sofisticados como secuenciadores automaticos,
basados en electroforesis capilar. EI empleo de diferentes flurocromos para marcar los
cebadores permite su deteccion por emision de fluorescencia, de varios productos de PCR,
al mismo tiempo. Lo que ha hecho que se generalicen las reacciones de amplificacion
multiplex (Hayden, Nguyen, Waterman, & Chalmers, 2008). La interpretacion de los
genotipos (llamado de alelos) se basa en un patrén de picos un electroferograma siendo una
interpretacion visual de un fragmento de ADN (Applied Biosystems, 2003).

1.5.5.3.1. Artefactos técnicos de microsatélites

Los reactivos quimicos y cuestiones relacionadas con los instrumentos para la amplificacion
de fragmentos de microsatélites pueden provocar falsos alelos, picos falsos, también
conocidos como artefactos, entre los que se destacan: dye blobs (gotas de tinte), Spikes
(espigas), noise (ruido), stutters (tartamudeo), Non-Template Addition (adenilacion
incompleta), pull-up y mutations (mutaciones), los que pueden ser dificiles de diferenciar de
los alelos verdaderos (Applied Biosystems, 2003).

Figura 6. Artefactos de microsatélites a. Dye blob; b. Spike; c. Ruido; d. Pull-up; e. Stutter

a b ¢ d ] e

Dye Blob j

- m

Fuente: Erin Kruger, 2006.

Ml bbbl

¢ Dye blobs (gotas de tinte), (Figura 3a). Son picos anchos y suelen ser de menor

intensidad que los verdaderos alelos STR. Resultan debido a que los colorantes
fluorescentes unidos a los cebadores comienzan a descomponerse con el tiempo.
Los dye blobs son colorantes disociados de los cebadores, cominmente conocidos
como manchas de tinte, son bastante comunes en el andlisis de STR (DNA Advisory
Board, 1998).
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Spikes (espigas), (Figura 3b). Son picos estrechos generalmente atribuidos a la
fluctuacion en el voltaje o la presencia de burbujas de aire en el capilar. Los spikes
también pueden ser causados por los cristales en el polimero y / o material
fluorescente en el polimero o formamida. A diferencia de otros artefactos, se ven
generalmente en la misma posicion en todos los colores (DNA Advisory Board,
1998).

Ruido (noise), (Figura 3c).Describe una serie de picos de fondo no reproducibles que
se producen a lo largo de la linea de base en todas las muestras. Una amplia
variedad de factores, incluyendo las fluctuaciones amplificadas dentro de los circuitos
electrénicos, burbujas de aire, cristales de urea, y contaminacién de la muestra,
puede crear ruido (DNA Advisory Board, 1998).

Pull-up (Figura 3d). Representa un fallo del software de analisis para discriminar
entre los diferentes colores de tinte utilizados, durante la generacion de los datos.
Una sefal de un locus de marcado con colorante azul, por ejemplo, podria
interpretarse erroneamente como una sefial de color amarillo o verde, creando de
ese modo falsos picos en los loci de color amarillo o verde (DNA Advisory Board,
1998).

Stutters  (tartamudeo), (Figura 3e).Son picos pequefios que aparecen
inmediatamente antes (y, con menor frecuencia, después) de un pico real. Se
producen como un subproducto del proceso usado para amplificar el ADN (DNA
Advisory Board, 1998).

Non-Template Addition (Adenilacion incompleta), (Figura 4a). Se da cuando la
polimerasa es incapaz de completar la adicibn de adenina en todos los productos,
esto se traduce en lo que cominmente se conoce como picos de division (+ picos A
/-A), un producto de PCR que es un par de bases mas larga que la secuencia diana
real. Para reducir al minimo los picos de division, la fase de extension del proceso de
PCR esta diseflado para conducir la adicion de adenina, asegurar que todos los
amplicones sean de la misma longitud (lark, 1988).

Degradation (degradacion), (Figura 4c) del ADN. Es un proceso por el cual el ADN
se descompone en fragmentos mas pequefios. Los factores ambientales como la luz
solar, el calor y la humedad pueden aumentar la velocidad de degradacién. Las
muestras que estdn sometidos a factores ambientales que promueven la
degradacion pueden plantear problemas para la interpretacion de datos (DNA
Advisory Board, 1998).

Mutation (mutacién). Ocurre cuando el ADN est4 dafiado o cambiado en cualquier

lugar a lo largo de la cadena de ADN. Las mutaciones que se producen en las
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regiones de imprimaciéon (sitio de union) a lo largo de la region STR pueden
complicar la interpretacion del electroferograma (Butler & Dennis, 2006).

e Los picos que estan fuera de las categorias de alelos representados en la escalera
se denominan como off ladder (Figura 4b). Los alelos en los loci STR se sabe que
varian en gran medida entre los individuos y se establecen a través de la evaluacion

de los datos de varios individuos (Butler & Dennis, 2006).

Figura 7. Artefactos de microsatélites a. Adenilacién incompleta; b. escalera alélica; c.Degradacion.

e}

a b
-

Fuente: ErinKruger, 2006.

Existen mas clases de artefactos como allele droup out (caida o salida de alelos); asi como
efectos estocdsticos; se dan porque la cantidad inicial de ADN de entrada es demasiado
baja, lo que resulta un fracaso para amplificar uno o mas alelos en la muestra (Applied
Biosystems, 2003).

Considerando que los artefactos se pueden presentar en este tipo de analisis, se deben
establecer parametros que permitan nombrar los alelos, trabajo que se ha realizado para J.

neotropica y se presenta en los resultados.

A continuacion se presenta una tabla con ejemplos de algunos alelos y su patrén en el

electroferograma de otras especies.

Tabla 2. Ejemplos mas comunes para determinar alelos verdaderos

CRITERIO GRAFICA REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
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la Biosystems.

es el stutter de -2bp de
adenilacién incompleta del pico
1, el pico 4 es el stutter del alelo

18



verdadero -2bp y el pico 5 es el
stutter -4bp del pico adenilado. ﬂ
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Fuente: Autora.

1.6. Microsatélites en especies del género Juglans

El principal problema para disefiar microsatélites reside en su dificultad de aislar y clonar la
secuencia adecuada, en algunos casos los cebadores desarrollados para una especie se
pueden utilizar en taxones cercanos sin tener que aislarlos especificamente para cada

especie.

En especies del género Juglans, se han desarrollado varios microsatélites, en los siguientes

estudios:

Woeste et al.,, (2002), determinaron treinta marcadores microsatélites nucleares fueron
identificados a partir de Juglans nigra para su uso en estudios de genética de poblaciones,
genotipado de ADN de clones importantes, estudios de flujo de genes, y la cria de arboles:

los marcadores fueron polimorficos.

Foroni et al., (2005), partieron de once cebadores disefiados a partir de las secuencias de
los clones aislados de Juglans nigra (Woeste et al., 2002), los cuales utilizaron para

amplificar el ADN gendmico de muestras de cultivares de Juglans regia.

Gerald, Koehmstedt, Potter& McGranahn (2005), de cebadores originalmente disefiados
para amplificar microsatélites en el nogal negro (Juglans nigra), seleccionaron los mejores
catorce pares de cebadores por su utilidad en el nogal persian (Juglans regia) y por su alto

polimorfismo; los cuales utilizaron para analizar diversos grupos hibridos de Juglans.

Malvoti et al., (2008), probaron diez marcadores microsatélites nucleares para confirmar la
transferencia de los locus de especies J. regia y J. nigra y detectar sus genotipos para saber
la capacidad espontanea de cruzarse e identificad nuevos hibridos de J. x intermedia y

caracterizar su filiacién a especies Juglans regia y Juglans nigra.

Woeste & Davis (2008), utilizaron diez marcadores microsatélites polimorficos que
amplifican para Juglans cinérea; para amplificar otras especies e hibridos examinados en

Juglandaceae.
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Ruiz & Lépez (2011), de treinta y dos pares de cebadores, desarrollados previamente en
Juglans nigra, tomaron de ellos 19 para la identificacion de cultivares de nogal (Juglans
regia) y evaluacion de su variabilidad genética.

Cueva y Tapia (2012), en el trabajo que realizaron sobre el estudio de transferencia de
microsatélites para el andlisis de diversidad genética en Juglans neotropica se basaron en
los estudios previos mencionados para la seleccion de catorce loci, los cuales tienen mayor
amplificacién de los locus en varias especies del género, asi como un alto nimero de alelos
(N,) y heterocigosidad (H,w) parametros para la determinacion de la diversidad genética; la
metodologia se bas6é en analisis por electroforesis de geles de poliacrilamida; estudio que
selecciond ocho cebadores los cuales detectaron mayor porcentaje de polimorfismo.

En el presente trabajo se pretende testar la efectividad de microsatélites que han sido
disefiados para especies del género Juglans en la amplificacion de polimorfismo en regiones
microsatélite de la especie Juglans neotropica, mediante electroforesis capilar en el
secuenciador, con adaptaciones de PCR diferentes al trabajo de Tapia y Cueva (2012).

1.7. Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa cominmente conocida como PCR, es un
procedimiento in vitro de sintesis de ADN, en que un fragmento especifico de la cadena es
amplificado al ser delimitado por un par de cebadores que lo flanquean. Su amplificacion se
logra en forma exponencial a través de repetidos ciclos de diferentes periodos y
temperaturas de incubaciéon en presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable
(Mullis, 1990; Templeton, 1992). Esta enzima realiza la sintesis de la cadena
complementaria de ADN en sentido 5° a 3’'usando un molde de cadena sencilla, a partir de
una region de doble cadena (Bartlett & Stirling, 2003).

El proceso de la PCR se realiza en un equipo automatizado llamado termociclador, el cual
permite calentar y enfriar los tubos de reaccién controlando la temperatura y tiempo

necesario para cada ciclo de la reaccién (Bartlett & Stirling, 2003).

1.7.1. Etapas de la PCR.

La PCR se basa en una serie de cambios repetidos de temperatura llamados ciclos (figura
5). En general el numero de ciclos es de 20 a 30, cada ciclo consiste en tres variaciones de
temperatura. Las temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo, dependen de
algunas condiciones que requiere la enzima usada para la sintesis de ADN, la concentracion
de iones divalentes y dNTPs en la reaccion asi como la temperatura de union de los
cebadores (Sambrook & Russel, 2001).
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Figura 8. Etapasde la PCR
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1.7.1.1. Desnaturalizacion del ADN

Desnaturalizacion del ADN es la primera etapa de la PCR, consiste en elevar la
temperatura de 94-96°C y se mantiene durante treinta segundos y un minuto. A estas
temperaturas el ADN se desnaturaliza (se separan las dos hebras que lo constituyen). La
temperatura a la cual se decide llevar a cabo esta etapa va a depender de la proporcion de
Guanina-Citocina (G-C) que tenga la hebra, asi como también del largo de la misma
(Sambrook & Russel, 2001).

1.7.1.2.  Alineamiento/Union del cebador a la secuencia complementaria

La segunda etapa de PCR también conocida como hibridacién, los cebadores se unen a las
regiones 3" complementarias que flanquean el segmento que se quiere amplificar. Para ello,
se requiere bajar la temperatura a 50-65°C (dependiendo de la secuencia del cebador)
durante 20-40 segundos, permitiendo asi el alineamiento. La polimerasa se une al hibrido

formado por la cadena molde y el cebador y asi empieza la sintesis del ADN. Los
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cebadores actian como limite de la region de la molécula que va a ser amplificada
(Sambrook & Russel, 2001).

1.7.1.3. Extension de la cadena

Extension de la cadena, es la tercera etapa del proceso, la polimerasa sintetiza una nueva
hebra de ADN complementario a la hebra molde, afiadiendo los dNTPs complementarios en
direccion 5™ a 3" uniendo el grupo 5 -fosfato de los dNTPs con el grupo 3'-hidroxilo del final
de la hebra de ADN creciente. La temperatura y tiempo; dependen del tipo de la ADN
polimerasa que se utlice; para la Taq polimerasa, la temperatura de actividad es
72°C.(Sambrook & Russel, 2001).

1.7.1.4. Elongacion final

La cuarta etapa de elongacion final, la temperatura debe ser regulada de 70-74°C (la misma
temperatura de la elongacion previa) durante 5-15 minutos tras el Ultimo ciclo de PCR, con
el objeto de asegurar que cualquier ADN de cadena simple restante sea totalmente
amplificado. Por ultimo, el producto amplificado es mantenido a una temperatura de 4°C por
un periodo indefinido lo cual permite conservar el producto de la reaccion (Sambrook &
Russel, 2001).

1.7.2. Tipos de PCR.

La PCR convencional, llamada también PCR de punto final. La PCR tiene diferentes
métodos en funcion de lo que nos interese investigar (como son los RAPDs, AFLPs, ISSRs,
STRs etc), se debe tener claro el tipo de informacion que necesitamos para elegir o disefiar
la estrategia mas apropiada para nuestro trabajo (Eeles, 1993).

No esta demas clasificar de manera breve algunas variaciones de esta técnica que han sido

desarrolladas en el presente trabajo.

1.7.2.1. PCR Multiplex

Este tipo de PCR emplea dos o mas pares de cebadores con el fin de amplificar los
fragmentos de ADN simultaneamente, junto con el resto de los reactivos de la reaccion en
cantidades suficientes, en un Unico tubo de reaccion. La ventaja de esta PCR es que se
obtiene la informacion de varios loci en una sola reaccion, utilizando menor cantidad de

molde para el analisis y menor cantidad de reactivos (Elnifro et al., 2000).

1.7.2.2. PCR Touch up

Touch up es un tipo de PCR que ofrece un medio sencillo y rapido para optimizar la PCR, lo

que aumenta la especificidad, sensibilidad y rendimiento, sin necesidad de largas

optimizaciones y/o el redisefio de cebadores. Este método emplea una temperatura inicial

de anillamiento por debajo de la temperatura de fusion, y progresivamente se dan
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transiciones de temperatura de anillamiento superior a lo largo de ciclos sucesivos (Darren
& Mattick, 2008).

PCR Touch up tiene una amplia aplicacién en protocolos de PCR estandar, asi como en la
generacion de bibliotecas de ADN y la deteccién polimorfismo de nucleétido. Es
particularmente util para las plantillas que son dificiles de amplificar pero también se puede
utilizar de forma estandar para mejorar la especificidad y la formacién de producto. El
procedimiento tarda entre 90 y 120 minuto, dependiendo de la longitud de la plantilla
(Ailenberg & Silverman, 2001).

1.8. GeneMapper® ID (GMID)

Es un programa de software de genotipado automatizado que presenta electroferogramas.
Este programa designa picos en electroferogramas y nombra alelos través de
comparaciones de tamafio a una escalera alélica. GMID proporciona la flexibilidad para
analizar los datos.

1.9. RelioType

Es un programa para evaluar el grado de fiabilidad de un genotipo multilocus observado y
para dirigir mas replicaciones en casos de baja fiabilidad. El programa se basa en el modelo
desarrollado por Miller & Waits (2000).
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CAPITULO Il



2. MATERIALES Y METODOS

2.1

El primer paso en todo estudio de investigacion es la revisién bibliografica, en este caso se

Seleccion de cebadores

realizé con el fin de identificar y seleccionar microsatélites de especies cercanas a Juglans

neotropica.

Las regiones seleccionadas por Tapia y Cueva en su trabajo previo fueron 14 microsatélites
de Juglans nigra que muestran un alto grado de polimorfismo permitiendo realizar andlisis
de diversidad (Gerald et al., 2005).

Es importante considerar que el trabajo de Tapia y Cueva (2012) el andlisis de diversidad
genética por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida, mediante PCRs
convencionales con concentraciones iguales de cebador para cada locus, con TAQ
polimerasa en volumen final de 20ul (Tapia & Cueva, 2012). De ese estudio, los cebadores

gue mejor amplificacién tuvieron se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Locus seleccionados para andlisis de diversidad genética en Juglans neotropica

Tamafio ) ) Repeticion en Temperatura
Locus (Otras Primer Secuencia i ) .
tandem anillamiento

Juglans)
WGAOQ001 Fw  ATTGGAAGGGAAGGGAAATG (GA)22 58,14°C

WGAO001 180-192
WGAO001 Rv.  CGCGCACATACGTAAATCAC 57,66°C
WGA004 Fw  TGTTGCATTGACCCACTTGT (GT)5(GA)1s 56,64 °C

WGAO004 226-238
WGAO004 Rv. TAAGCCAACATGGTATGCCA 57,32 °C
WGA069 Fw  TTAGTTAGCAAACCCACCCG (AG)ANB(AG)17 58,04°C

WGAO069 160-182
WGA069 Rv  AGATGCACAGACCAACCCTC 56,87°C
WGAO089 Fw  ACCCATCTTTCACGTGTGTG (GT),,(GA),, 55.94°C

WGAO089 212-222
WGAO089 Rv TGCCTAATTAGCAATTTCCA 54,05°C
WGA118Fw  TGTGCTCTGATCTGCCTCC (GA),(GT),, 56,08 °C

WGA118 186-200
WGA118 Rv.  GGGTGGGTGAAAAGTAGCAA 57,58 °C
WGA225 Fw  AATCCCTCTCCTGGGCAG (TC)22 56,79°C

WGA225 191-203
WGA225 Rv  TGTTCCACTGACCACTTCCA 56,35°C
WGA321 Fw  TCCAATCGAAACTCCAAAGG (GA),, 57,61°C

WGA321 223-245
WGA321 Rv  GTCCAAAGACGATGATGGA 53,05°C
WGA376 Fw  GCCCTCAAAGTGATGAACGT (AG)14 57,31°C

WGA376 243-253
WGA376 Rv. CATCCATATTTACCCCTTTCG 58,76°C

Fuente: Autora

En nuestro estudio, hemos decidido partir de los microsatélites ya seleccionados.
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2.2. Poblaciones y seleccion de Subpoblaciones

El material de trabajo de este estudio proviene del herbario del Departamento de Ciencias
Naturales de la Universidad Técnica Particular de Loja, el cual cuenta con un banco de
muestras de hojas secas de Juglans neotropica conservadas en gel de silice, preservante
utilizado por su capacidad desecante (Chase & Hills 1991). El material proviene de
diferentes poblaciones de cinco provincias del Ecuador; ubicadas al norte, centro y sur del
pais (Figura 6).

Es importante, para analizar la efectividad de los microsatélites y detectar la diversidad
genética, se deba crear subpoblaciones; las cuales constan de individuos que estén lejanos
geograficamente para cada una de las poblaciones muestreadas, reduciendo la posibilidad
del nivel de endogamia dentro dela misma (Waits, L. Informacion personal).

Figura 9. Mapa con la ubicacion de poblaciones de Juglans neotropica muestreadas.
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Fuente: Tapia, 2012.

La subpoblacion con la que se trabajé en este estudio fue escogida al azar, tomando al
menos tres individuos por subpoblacién. Cada uno de los individuos de las diferentes
poblaciones cuenta con un cAdigo de cuatro digitos que se les asign6 en el momento en que

fueron muestreados; para facilitar en el presente estudio y por conveniencia se les asigno un

26



nuevo codigo el cual consta con la letra inicial de la provincia de la que proviene, seguida del
namero que hace referencia al orden del cédigo asignado inicialmente. En la tabla 4 se

indican algunas de las muestras.

Tabla 4. Subpoblaciones de J. neotropica y sus respectivos codigos

LOCALIDAD CcODIGO CcODIGO
(Muestreo)
1270 N3
NAPO 1274 N7
(Huagrayacu) 1277 N10
1309 P2
PICHINCHA 1321 P14
(Atahualpa) 1337
1338 CH1
CHIMBORAZO 1342 CH5
(Pallatanga) 1344 CH12
1372 AS3
AZUAY 1373 AS4
(Suro) 1377 ASS8
1380 AS11
1381 AS12
1386 AS17
1401 LS2
LOJA 1404 LS5
(Sozoranga) 1407 LS8
1413 LS14
1412
1426

Fuente: Autora

2.3. Extraccion de ADN
La extraccién de ADN se la realizé a partir de hojas secas. Las muestras conservadas, son
hojas que no tenian signo de enfermedad o dafio en su estructura para obtener un ADN de

buena calidad.

Los protocolos que se utilizaron fueron de QIAGEN-Dneasy Plant Mini Kit (Anexo 1) y
PROMEGA-Extraccion de ADN gendmico Wisard® (Anexo 2).

La maceracion de las muestras se la realizo con nitrégeno liquido, ayudandonos de
micropistilos; la muestra debe quedar un polvo completamente fino, de ello depende la
calidad del ADN.

Una vez extraido el ADN, este se guarda en el congelador a -20°C, para su conservacion.
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2.4. Cuantificacion de ADN

Uno de los métodos més utilizados para la cuantificacion del ADN es el analisis de la
absorcion UV, ya que los nucleétidos poseen maximos de absorcion alrededor de 260nm.
Este método proporciona una estimacion simple y precisa de la concentracion de una
muestra, pero soélo si ésta se encuentra pura, sin contaminacion significativa de proteinas o

solventes organicos que absorben a longitudes de onda cercana (Puerta & Urrefia 2005).

Luego de obtener nuestro ADN se realiz6 la cuantificacion de moléculas obtenidas. EI ADN
fue cuantificado en el Espectofotémetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).

2.5. Adaptacion de PCR

Se realizé varias pruebas para optimizar las condiciones de PCR multiplex; pruebas que se
realizaron en geles de agarosa para observar la amplificacion de los locus mediante
presencia o ausencia de bandas, una vez ya optimizadas las condiciones de PCR se
procedi6 a realizar tres pruebas diferentes por electroforesis capilar.

Un problema que se presenta en el desarrollo de reacciones multiplex son todas las
interacciones que promueven la formacién de primer dimer (también llamados dimeros)
entre los cebadores que intervienen en una reaccién; tal situacién se da en las reacciones
gue contienen muchos cebadores que estan en alta concentracion, dando como resultado
una amplificacién inespecifica (Brownie et al., 1997). Para la amplificacién de microsatélites
en Juglans neotropica en este trabajo se ha decidido dividir en dos sets diferentes los locus
descritos en la Tabla 2 (Figura 7), tomando en cuenta la complementariedad y el tamafio
de los pares de bases de cada cebador para evitar la interaccion entre ellos y evitar la

formacién de dimeros en cada uno de los sets.

Figura 10. Primers fluoro-marcados segun sus pares de bases

Juglans sp multiplex set up

Size in Bp FLUOROCROMO 160 170 130 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

SET1
WGA004 226-238 NED tm
WGA118 1s6-200 VICr -
WGAQO0I 130-192 PET T
SET2
WGAO069 160-182 NED tm

WGA376 243-253 NED tm
WGA321 223-245 VICT

Fuente: Autora.

WGA225 191-203 6FAM tm
28



La amplificacién de los productos de PCR se la realizé en el termociclador para PCR
(Applied Biosystem) y la mix que se utilizo fue el Kit “"Multiplex PCR™" de la casa comercial
QIAGEN, el kit consta de: Mastermix, Q-Solution y agua destilada des ionizada estéril.

Para adaptar la PCR multiplex se partié de las condiciones utilizadas en el estudio de Tapia
& Cueva, condiciones que se indica en la tabla 5; a partir de éstas se fue adaptando las
condiciones de PCR con cebadores fluoromarcados en geles de agarosa.

Tabla 5. Condiciones de PCR y mix en el estudio de Cueva &Tapia

Condiciones de la mix para PCR Condiciones de PCR
MIX Vol. 20pl PROCESO TEMPERATURA TIEMPO CICLO
(s)
Agua dde. 8.6l Desnat. inicial 95°C 5 min. 1
MgCl2 2.8l Desnaturalizacion 94°C 1 min.
Primer c/p 1yl Amllam_pnto 55°C 1 min. 35
Extension 72°C 1 Oin.
dnTPs 0.5ul
GoTAQpolim. 0.1l Extension final 72°C 10 min. 1
Buffer 4ul
Hold 4°C
ADN 2yl

Fuente: Autora

2.5.1. Adaptacion en geles de agarosa

En principio se traté de adaptar la PCR verificando la amplificacion de los locus en geles de
agarosa al 3% con SB 20X, tefiidos con Gel Red, corridos a 128 voltios, 300 mA por 2 horas;
se cargo 2 ul de producto de PCR 'y 0,5 ul de azul de bromofenol; los marcadores utilizados

son 100pb y 50bp de los cuales se cargd 1ul de cada uno.
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2.5.2. Adaptacion de PCR por electroforesis capilar

Figura 11. Descripcion simplificada del procedimiento de microsatélites
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Ya establecidas las condiciones de PCR y mix se realizO tres experimentos en el

secuenciador, cambiando Unicamente la concentraciéon de ADN con diluciones, como se

detalla en la tabla 6, para realizar diferentes comparaciones.

Tabla 6. Experimentos realizados en el secuenciador variando Unicamente la concentracion de ADN.

Experimentos

Objetivo del experimento

Dilucién de ADN

Condiciones de PCR

y Mix
Contrastar  la fiabilidad  de Condiciones iguales
amplificacion en agarosa con la Sin dilucién de PCR y mix, que ya
Exp. 1 amplificacién de los microsatélites en 1:4 se establecieron en
el secuenciador. geles de agarosa
Mejorar  las  posibilidades de Condiciones iguales
amplificacion de ADN por la baja 14 de PCR y mix, que ya
Exp. 2 efectividad de amplificacion en el 19 se establecieron en
experimento 1, con el fin de diluir geles de agarosa
posible inhibidores.
Sin dilucién Condiciones iguales
Observar si el problema de (ADN de los de PCR que ya se
amplificacion se debe a la PCR individuos que establecieron en
Exp. 3 multiplex por algiin componente del amplificaron en geles de agarosa. Las

Kit o por los dimeros formados;
realizando PCRs individuales para

cada locus utilizando la multiplex.

el estudio de
Tapia & Cueva
con PCRs

individuales)

condiciones de la mix
varian ya que se
aumenta la cantidad

de agua.

Fuente: Autora

2.6. Andlisis de microsatélites

Para el analisis de la efectividad de los microsatélites los productos ya obtenidos de PCR, se
prepar6 la siguiente mix: 10,25 ul de tampdn de carga que contiene 10 ul de formamida y
0,25 pul de Lizz 600 todo esto para 1 ul de producto de PCR. La mix se coloca en un plato de

96 pocillos.

La mix tiene que pasar por un proceso de desnaturalizacion por 95°C por 3 minutos en el

termociclador Applied Biosystem y luego por enfriamiento durante 5 minutos vy

posteriormente el plato es llevado al Secuenciador ABI 3500.

Los resultados se analizaron en GENEMMAPER V4.1. Mediante la interpretacion de los
genotipos basandonos en un patrén de picos (electroferogramas), manteniendo un estandar

minimo para dar nombre a los alelos para cada locus.
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Mediante tablas se indicé los pardmetros que se tomd en cuenta para cada uno de los

locus.

2.7. Andlisis de confiabilidad de los alelos.

Para determinar la confianza de los alelos obtenidos se us6 el programa RELIOTYPE.
Programa que nos da ciertos pardmetros en tablas para determinar qué tan confiable es un
alelo y el nimero de PCRs se deben volver a repetir. A continuacion se describen los
pardmetros: el nUmero en la primera columna en los locus esperados es la confiabilidad de
genotipificacion de los loci; en cuanto el valor obtenido Miller & Waits (2000) si es 1 la
confiablidad de genotipificacion es alta, si cualquier valor es menor a 1 la confiabilidad sera
menor, y si el valor se acerca a 0,05 no hay confiabilidad de la genotipificacion. Los nimeros
en paréntesis para cada locus tienen su respectivo significado: el primer nimero en el
paréntesis representa el nUmero previsto de repeticiones necesarias para hacer que el
genotipo sea suficientemente fiable; el segundo nimero es el nimero de repeticiones que
deberia ser nimero requisito de observaciones para que los alelos tengan alta confiabilidad;
el nimero fuera del paréntesis es el mayor de los dos nimeros del paréntesis. Y el asterisco
es la informacién inconsistente de los locus 0 que no se ha tomado en cuenta durante el

analisis de los datos o que se los considera como alelos nulos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Cuantificacién de ADN extraido
La Tabla 7 muestra la cuantificacion de algunas muestras de ADN extraido en ng/ul,
indicando la presencia de acido nucleico.

Tabla 7. Cuantificacién de ADN ng/ul

Muestras Cuantificacion A260/A280 Muestras Cuantificacion  A260/A280
(ng/ul) (ng/ul)

P2 23 1,55 AS11 28,4 1,28
P14 10,2 1,02 AS12 29,2 1,37
1337 33,2 1,68 AS17 14,6 1,32
CH1 8,4 1,58 LS2 24,4 1,04
CH5 12,1 1,49 LS5 15,4 1,02

CH12 42 1,42 LS8 14,5 0,99
AS3 22,4 1,29 LS14 16,2 1,33
AS4 27,6 1,32 1412 10,8 1,72
AS8 28,1 1,33 1426 16,3 1,67

Fuente: Autora

La concentracion de &cidos nucleicos suele determinarse midiendo a 260nm, comparando
con un blanco; la interferencia de contaminantes puede determinarse calculando un
«cociente». Dado que las proteinas absorben a 280nm, se emplea el cociente A260/A280
para calcular la pureza de los acidos nucleicos. Los cocientes respectivos del ADN y el ARN
puros son aproximadamente de 1,8 y 2,0 (Zimmermann, Lithy, & Pauli, 1998).La pureza de
las muestras obtenidas en la extraccion de ADN no esta en el rango establecido entre la
relacionl,8 y 2,0;la relacién obtenida es menor, lo que atribuimos que nuestro ADN contiene

impurezas proteicas o fendlicas como lo indica Muller & Schweizer (1994).

En las plantas hay tres tipos de sustancias capaces de alterar las reacciones enzimaticas en
los extractos de ADN (Jobes, Hurley & Thien, 1995), los polisacéaridos (dificiles de separar
del ADN debido a su alta viscosidad y molécula de adhesion), polifenoles, algunos
compuestos terpeno y ARN, que disminuye la eficiencia de hibridacion (Pikaart &
Villeponteau, 1993). Las hojas de Juglans neotropica contienen derivados naftoquindnicos
(juglona, hidrojuglona), flavonoides (hiperdsido, juglandina), derivados de quercetina
(kaempferol), aceite esencial, terpenos monociclicos, taninos catéquicos, taninos, derivados
polifendlicos, acido galico, acido elagico, glicéridos, hidroxitriptamina, aminoacidos y acido
ascorbico. Alonso(1998), menciona que este tipo de contaminantes pueden interferir en
distintas etapas de los andlisis moleculares desde la extraccién de ADN hasta el proceso de
la PCR en donde los inhibidores bloquean el sitio activo de la polimerasa; evitando la
correcta replicacion (Taboada, 1998); lo que interfiere en algunas de las muestras

cuantificadas que contienen un bajo porcentaje de concentracion de ADN, asi también lo
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menciona Deshmukh et al.,(2007) que polisacéaridos de alta viscosidad, y polifenoles,
actian como inhibidores durante la extraccion del ADN. Es preferible la extraccion de tejidos
frescos debido al menor contenido de polisacaridos, polifenoles y otros metabolitos
secundarios (Zhang & McStewart, 2000), que extraer ADN de tejidos secos como es nuestro
caso. Un factor que influye en la variaciéon de la concentraciéon de ADN de las muestras es la
edad del tejido; ya que los tejidos jovenes contienen menos concentracion de metabolitos
secundarios que tejidos adultos (Alvarez, 2003); la variacion de concentracion de ADN
entre las muestras, la atribuimos en que no sabemos la edad, si provienen de tejidos

jévenes o adultos.

3.2.  Adaptacién de PCR en geles de agarosa.

Las mejores condiciones de optimizacion de PCR fue mediante PCR Touch-up, en la tabla
8 y 9 se indican las condiciones de la misma, las temperaturas de inicio y final de la PCR en
la que se aumentaron 2°C por encima y 2°C por debajo de las temperaturas de anillamiento

de los cebadores para la amplificacién de los locus.

Tabla 8. Condiciones de PCR Touch-up

PROCESO TEMPERATURA TIEMPO CICLO
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min. 1
Desnaturalizacion 95°C 1 min.
Anillamiento 51°C-61°C/0,5°C 1 min. 21
Extension 72°C 1 min.
Desnaturalizacion 95°C 1 min.
Anillamiento 51°C 1 min. 32
Extensién 72°C 1 min.

Extension final 72°C 1 min. 1
Hold 4°C 0

Fuente: Autora.

Tabla 9. Mix de PCR para Set 1y Set 2

SET 1 Mix (ul) SET 2 Mix (ul)

Master Mix 5 Master Mix 5

Q solution 1 Q solution 1

WGA 001 0,5 WGA 069 0,5

WGA004 0,8 WGAO089 0,5

WGAL118 0,5 WGA225 0,5

Agua dde 0,2 WGA321 0,8

ADN 2 WGA376 0,8
Agua dde -
ADN 2

TOTAL 10 TOTAL 11,1

Fuente: Autora
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A partir de bandas visualizadas en los geles se observé la amplificacion de algunos de los

locus con las condiciones optimizadas que se indican en las dos tablas anteriores.

Figura 12. Amplificacion de los cebadores del set 1 en gel de agarosa al 3%

Dilucion 1:4 Dilucion 1:9 Dilucion 0,2:9 Sin dilucién

'

=]

o
T

Figura 13. Amplificacion de los cebadores del set 2 en gel de agarosa al 3%

Dilucion 1:4 Dilucion 1:9 Dilucién 0,2:9 Sin dilucion

ooueq
dqog

Tanto en el set 1 como en el set 2, se observa amplificacion de los locus, la presencia de
bandas se observa entre los 100 pares de bases hasta los 300 pares de bases; recordemos
gue los tamafos de pares de bases de los locus en el estudio van desde los 180bp hasta
253bp, y que estos locus que han sido desarrollados en otras especies de Juglans, en la
figuras 12 y figura 13, Gnicamente podemos ver la amplificacion.

El optimizar condiciones de PCR en agarosa es un procedimiento inconcluso que no indica
especificamente que alelo amplifica, se requiere de una metodologia méas sofisticada como

es la electroforesis capilar (Posso & Ghneim 2008).
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3.3. Analisis de microsatélites por electroforesis capilar

Los electroferogramas obtenidos a través de GeneMapper se interpretaron mediante
algunos parametros basados en bibliografia como el tamafio de los alelos, los artefactos que
se dan durante el proceso (artefactos que ya se habia mencionado anteriormente en el
marco teorico), tomando decisiones mas adecuadas segun el criterio referente a la
bibliografia, y manteniéndonos constantes en cada decision.

La interpretacion de los electroferogramas no esta destinada a cubrir todas las situaciones
que se hayan presentado en los picos sino que se tratd de establecer un estandar para la
interpretacion de datos para cada locus basados en criterios tomados de referencias

bibliograficas.

A continuacién en la tabla 10 se indica los criterios tomados y los alelos que nombramos
segun los criterios establecidos:
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Tabla 10. Criterios para nombrar alelos

Criterios basados en referencias bibliograficas para nombrar alelos en

los 8 loci evaluados

Tamafo

Regularidad

Adenilacién incompleta

Stutter

Considerando que no existen umbrales de tamafio
de aceptacién para calificar un pico como un "alelo
verdadero" (Gilder, 2004). Se registraran como
alelos aquellos picos que presentan un minimo de
500 Unidades Relativa de Fluorescencia (RFU) de
altura, segun el criterio de Isabel Marquez y Lisette
Waits personas que tienen mas experiencia en el
tema de microsatélites, consideran que 500 RFU es
un umbral de referencia aceptable para trabajar con
microsatélites de plantas.

Se nombrard como
alelos a los picos del
electroferograma que
sean puntiagudos y
bien definidos (Applied
Biosystems, 1988)

Los denominados picos “+A”, son picos
con un nucleétido mayores que el pico
alelo, aparecen como un pico
independiente o como un hombro del pico
alélico, y pueden presentarse con mayor o
menor intensidad que el alelo verdadero
(Kimpton et al., 1993, Applied Biosystems
1999)

En nuestro estudio se registraran como
alelos verdaderos a los picos —A.

Para dar nombre a los alelos en este estudio se tomara en cuenta
que: un microsatélite tipico presenta pequefios picos de varias
bases mas pequefias que el alelo pico que se denominan stutters.
Contienen una repeticion menos que el principal pico alelo

correspondiente. El porcentaje de stutter es mayor para
microsatélites dinucleétido que para los microsatélites
trinucleédtidos, tetranucledtidos (Walsh et al.,, 1996). Segun

menciona los stutters puede aparecer antes del alelo o luego del
alelo, si es antes se da por la deleccion causada
por'resbalamiento’ en la cadena copiada y si se da luego del alelo
es causado Insercion causada porresbalamiento’ de la

cadenacopiante, sucede <2% (Butler, 2005).

Decisiones tomadas para nombrar los alelos de cada uno de los locus

Ejemplo de alelos nombrados

Ejemplo de pico que no cumple criterios

5 1860 162 164 168 168 170 1

Tamanfo |
»\

180-192 \

Chunged| [ Chanzed]
165 | [ 167

158 160

Heterocigoto

165-167

162 164 166 168 17

WGAOQ001

Motivo
repetitivo Homocigoto

(GA)IZ 166

1 213 215 217 213 221

223

|

e El nimero de alelos obtenidos en este locus
son tres: 165, 166 y 1667, de los cuales se
tomara en cuenta los alelos impares por
amplificar en mayor porcentaje.

o Alelos presentes en otras especies como J.
nigra son 182- 184-186-188 y para J. regia son
181-183-195 (Pollegioni et al., 2006).

e Los alelos obtenidos ninguno es comun con J.
nigra 'y J. regia.

T8 —F
A AMASS o El 95% de los alelos nombrados, son alelos

Este pico no cumple uno de los criterios
de la forma de pico porque es un pico

irregular.

con adenilacion incompleta y un 100% posee
stutters.
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Ejemplo de alelos nombrados

Ejemplo de pico que no cumple criterios

Tamafio
226-238 Homocidoto El nimero de alelos obtenidos para este locus
g son cuatro: 228-230- 232- 234.
239 Los alelos presentes en otra especie como J.
nigra son 240-242-246-248-280-252-257 vy
b para J. regia son 231-233 (Pollegioni et al.,
2006).
30 4 5 G T o B B, T Este locus no presenta picos problema en Los alelos obtenidos ninguno es comun con J.
. todos cumplen los criterios establecidos. nigray J. regia.
Motivo El 100% de los alelos nombrados, son alelos
repetitivo con adenilacion incompleta.
(GT)5(GA)15 Heterocigoto
232-234
Ejemplo de alelos nombrados Ejemplo de picos que no cumple criterios
158 160 162 164 166 168 212 214 218 218
Tamafio
160-182 . :
El nimero de alelos obtenidos para este locus
son dos: 164-166.
Los alelos presentes en J. nigra son 169-
171-173 y para J. regia los alelos mas
comunes son 159-161-167 (Pollegioni et al.,
2006).
Los alelos obtenidos ninguno es comdn con J.
Motivo nigra y J. regia.
El 100% de los alelos nombrados, son alelos
s (Changed|  [Changed . L, . !
repetitivo = con adenilacion incompleta.
(AG)ANB(AG)17 o o]

Heterocigoto 164-166

Para este locus solo hay alelosheterocigotos
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Ejemplo de alelos nombrados

Ejemplo de picos que no cumple criterios

180-182

212 214 216 218 220
Tamafio .
212-222 Homocigoto
188 El numero de alelos obtenidos para este locus
son tres: 180-182-188 y 189 de los cuales el
o \ alelo 189 es cual amplifica en mayor
o8] J VI porcentaje.
© Para J. nigra los alelos mas comunes son 190-
< 196-201-203-207-213-22-230 y para J. regia
o _ son 215-221 (Pollegioni et al., 2006).
= Motivo Los alelos obtenidos ninguno es comun con J.
repetitivo Heterocigoto iy it N nigra y J. regia.
(GT)._(GA) 180-182 Er= El 100% _de_lps_alelos nombrados, son alelos
1A con adenilacién incompleta y poseen stutters.
Este pico no cumple uno de los criterios
iﬂ\/\ establecidos de la forma de los picos
_— - stutter.
Ejemplo de alelos nombrados Ejemplo de picos que no cumple criterios
Tamafio .
186-200 Homocigoto El nimero de alelos obtenidos para este locus
son seis: 202-212-214-216-218-224.
216 . .
00 Para J. nigra los alelos mas comunes son 210-
: 212-215-221-223-226-235-243 y para J. regia
= son 183-196-198-206 (Pollegioni et al., 2006).
5 Motivo Este locus no presenta picos problema en Los alelos obtenidos con J. nigra es comun
; repetitivo _ todos cumplen los criterios establecidos. solo el alelo 212 y J. regia no tienen alelos en
Heterocigoto comun.
(GA),(CT),, El 80% de los alelos nombrados, son alelos

con adenilacién incompleta y stutters en un
100%
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Ejemplo de alelos nombrados

Ejemplo de picos que no cumple criterios

200

190 200 210

W1 BT [cned]
335

i3z

Tamafio Homocigoto L
191-203 199 El tamafio de los alelos nombrados para J.
neotropica esta fuera del rango del valor
ﬁ estimado para este locus entre 191 y 203 bp.
N El nimero de alelos obtenidos para este locus
< son cuatro: 195-197-199-203
O] Mo e De los cuales se toara en cuenta los alelos
; i impares por amplificar en mayor porcentaje.
Motivo El 100% de los alelos nombrados, son alelos
repetitivo _ Emodhucdingal e con adenilacién incompleta como en stutters.
HeteI’OCIgO'[O
(TO)z Este electroferograma se lo considera como
197-199 problema puesto que la para 100% de los locus
exepto este y para esta muestra hay amplificacion de
un individuo dioloide.
Ejemplo de alelos nombrados Ejemplo de picos que no cumple criterios
Tamarfio ‘
223-245 .
| El numero de alelos obtenidos para este locus
‘ son seis: 228-230- 232-234-236-238.
(:} ﬁ\ “\ Heterocigoto Para J. nigra los alelos mas comunes son 236-
(90} _LJ\"/WL % 237-242-244-246-254-264 y para J. regia los
< B e 230-236 alelos mas comunes son 226-239-241-243-245
O] P | . bl (Pollegioni et al., 2006).
; Motivo Es;e ocus r:o plresen.ta g prbol g;wa en El 95% de los alelos nombrados, son alelos
- H todos cumplen los criterios establecidos. con adenilacion incompleta y el 100% con
repetitivo ‘ stutter.
©GA),, Homocigoto I ‘ ‘
I
230 | M } W ‘w
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Ejemplo de picos que no cumple criterios

210 230 207 209 211 215 217 219
Tamafio
243-253
MOtiVO M/W
repetitivo S
Changed]dded
(AG)14

El tamafio de los alelos nombrados para J.
neotropica esta fuera del rango del valor
estimado para este locus entre 243 y 253bp.
De las 27 muestras analizadas ningun alelo
sigue un patrén de picos.

Fuente: Autora
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Al haber interpretado, analizado y tipificado las muestras de cada experimento, se
obtuvieron casos de picos que tenian un tamafio de pico elevado pero que no siguen un
patron establecido de alelo que se lo permita denominar como alelo verdadero. Ademas
aparecen en algunas de las muestras una sefial intensa de color fucsia por la sobrecarga
de muestra o del cebador (Applied Biosystems, 2006).

La cantidad de ADN usado, el volumen de reaccién final, la temperatura y el nimero de
ciclos, son piezas claves en la obtencién de genotipado de buena calidad (Roux, 1995).

En cada ensayo realizado se obtuvo lo siguiente:

o Para el primer experimento se observo poca amplificacion en muestras diluidas (1:4)
como no diluidas, lo que corrobora la amplificacion que se vio en geles de agarosa.

e En el segundo experimento las dos diluciones 1:4 y 1:9 se utilizaron para mejorar la
amplificacién pero no se observé que haya incrementado la amplificacion para estas
muestras.

e En el tercer experimento se observé que del 100% de las muestras que se usaron
en el trabajo de Tapia y Cueva amplificaron el 67%usando la mix para PCR
multiplex, lo que se puede decir que en este caso una PCR individual funciona mejor

que una PCR multiplex.

La falta de amplificacién de las muestras puede deberse a la presencia abundante de
inhibidores que contienen las hojas de Juglans neotropica, y afectan a la amplificacion

durante la PCR, como se lo ha mencionado anteriormente.

En total las 27 muestras de ADN de individuos de las diferentes poblaciones de J. netropica

se analizaron mediante electroforesis capilar para cada locus en PCRs diferentes.

Para evaluar el porcentaje de amplificacion se consideré a las 27 muestras como el 100%. Y
segun se fue genotipificando los alelos se fue contando cuantas muestras amplificaron para
ese locus; y se hizo una relacién. De lo cual, el locus con mayor amplificacién, es WGA225
asi como mayor cantidad de alelos amplificados, en la tabla 11 se indica la cantidad y el
porcentaje de la efectividad de amplificacion para cada uno locus. Los cinco locus que mejor
amplificaron son WGA225, WGA069, WGA004, WGA321 y WGA118.

El locus WGA376 no es efectivo para el andlisis de diversidad genética en esta especie de

Juglans, puesto que no amplificé para ninguno de los individuos.
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Tabla 11. Porcentaje de amplificacion y polimorfismo por locus. Para cada locus se analizaron 27
individuos.

L Namero de individuos Porcentaje de individuos Namero total de alelos y
ocus
. genotipificados genotipificados polimorfismo encontrado
WGAO001 5 22% 3 alelos: 165-166-1667
4 alelos: 228-230- 232-
WGAO004 9 33%
234
WGAO069 10 37% 2 alelos: 164-166
3 alelos: 180-182-188'y
WGAO089 7 25%
189
6 alelos: 202-212-214-
WGA118 8 30%
216-218-224.
4 alelos: 195-197-199-
WGA225 13 48%
203
6 alelos: 228-230- 232-
WGA321 9 33%
234-236-238
WGA376 0 0% 0 alelos

El siguiente paso fue determinar el grado de confiabilidad de los alelos obtenidos mediante

el RelioType.

3.4. Analisis de confiabilidad de los alelos.
Una vez ya analizados los electroferogramas en GeneMapper V4.1, es necesario verificarla
confiabilidad de los alelos en Reliotype. Al ingresar los datos, este programa nos da un

archivo de resultados resumen como se indica en la tabla 12 y se puede concluir:

Para el locus WGAO0O01, se requiere realizar como minimo dos PCRs y ser observados dos
veces el alelo 165 para que sea 100% confiable en las muestras que amplificaron, el alelo

167 se considera como alelo nulo.

El locus WGAOQO04, requiere de PCRs adicionales en una muestra para considerar como
alelos verdaderos a los alelos 230 y 232, para el resto de muestras amplificadas no se
necesita de mas repeticiones de PCRs considerando como alelos verdaderos 230-232 y

como alelos nulos 228-234.

El locus WGAO069 necesita de pocas PCRs mas para la confiabilidad de genotipificacion de

los alelos 164 y 166 como alelos verdaderos.
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Para el locus WGAO089 no se requiere de réplicas de PCRs, el aleo confiable para este locus
es 189.

El locus WGA118 no requiere de mas PCRs, solamente para una muestra se requiere de

mas réplicas, los alelos confiables para este locus son 214 y 216.

El locus WGA225, para la mayoria de las muestras no necesita de réplicas de PCR, los
alelos confiables para este locus son 197 y 199, se considera como alelos nulos a los alelos
203y 195.

El locus WGA321 se necesita realizar mas PCRs para determinar como alelos confiables al

alelo 230 y 236, se considera como alelos.

Tabla 12. Resultados de RelioType

NUMERO DE REPLICAS POR HACER PARA CADA LOCUS

LOCUS

ESPERADOS WGAO001 | WGA004 | WGA069 | WGA089 | WGA118 | WGA225 | WGA321 | WGA376
CONFIABILIDAD

*

AS3
AS4
AS8
AS11
AS12
AS17 | 0,7412399
LS2 0,9259259
LS5 1

LS8 1F

LS14 | 0,984038 1(1,0) 0(0,0) *
1413 | 0,9210526 | 2(2,2) 3(0,3) * 1(0,1) 0(0,0)
1426 | 0,2293055 | * 5(4,5) 4(0,4) 1(0,1) 5(5,0)

*

0(0,0)

E I

PR R R

(0,0) * 0(0,0)
* 3(0,3)
* 3(0,3)

0(0,0)

(2.2)

* ok X O * Ok * F
L I I
L I

* kN Ok K F ok *

*
*

w
~
o

w
N

*
*

0(0,0)
5(5,0)
1 *
CH5 0,311161

* 4(0,4) 1(0,1) (3,0) 4(4,0)

(@]
I
=
N
[N

3(0,3) 3(0,3) 1(0,1)
0(0,0) * * (0,0)

*
0(0,0)

I T T R R R R

L I I I

EE T R N T

L I

E I I . N R I .

O * * 2k F X X X O * * X F * * F
—~

o

(=)

~

E I

E N S I . N I I N N N S I I

RPRRRPRRPRRRRRRRR

En la tabla 13 se muestra los alelos genotipificados de algunos locus para J. regia y J. nigra
segun el estudio de Pollegioni et al., (2006), comparados con los alelos confiables, segun el

andlisis de RelioType obtenidos en J. neotropica en el presente estudio.

En algunos estudios realizados para especies el género Juglans, los locus WGA225 y

WGA376 se mencionan, pero no se indica los genotipos obtenidos para estos loci.
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Tabla 13. Comparacion de alelos desarrollados para otras especies de Juglans.

Locus J. nigra J. regia J. neotropica

WGAO001 182-184-186-188 181-193-195 165

240-242-246-248-
WGAO004 231-233 230+-232-
280-252-257

WGAO069 169-171-173 159-161-167 164+-166¢

190-196-201-203-
WGAO089 215-221 189
207-213-222-230

210-212-215-221-
WGA118 183-196-198-206 214+-216¢
223-226-235-243

WGA225 197--199-
236-237-242-244-
WGA321 226-239-241-243-245 230--236¢
246-254-264
WGA376 No hay efectividad

*Alelos confiables para Juglans neotropica que amplificaron en el presente trabajo.

Esta tabla alude una diferencia significativa entre el bajo polimorfismo de J. neotropica
respecto a J. nigray J. regia. Y a pesar de que el nUmero de muestras empleadas es bajo
para los ocho loci (de las cinco poblaciones en estudio, se tomé al menos 3 individuos por
subpoblacion), esto proporciona importante informacién para cada uno de los locus, ya que
nos da a conocer los alelos genotipificados para Juglans neotropica y comparar con las

otras dos especies de Juglans.

Tal como se habia mencionado en el marco tedrico, Stanford et al. (2007) ubica, dentro del
clado de Juglans, dos subclados: el uno que consiste en la seccion Rhysocaryon y el otro
clado consiste en secciones Cardiocaryon, Dioscaryon y Trachycaryon (Ver figura 5). Dentro
del clado Rhysocaryon se encuentra J. nigra y J. neotropica; encontrandose emparentadas
(lejanamente) por un ancestro comin mas cercano que para J. regia ya que esta se
encuentra en el otro clado Dioscaryon, lo que hace que evolutivamente sea mas lejana y
diferente de J. neotropica y J. nigra. Es por ello que una de las razones que el polimorfismo
sea diferente entre los alelos de las tres especies. También observamos que J. nigra y J.
neotropica aunque se encuentren en el mismo clado estan lejanamente emparentadas.
Esta relacion filogenética, es, probablemente la razén por la cual la transferencia de los ocho
locus seleccionados de J. nigra a J. neotropica ha sido poco efectiva. Sin embargo, es

necesario considerar que se debe aun trabajar en la optimizacion de esta transferencia.
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En algunas especies, los loci para microsatélites, son desarrollados especificamente para
estas especies (Glenn & Schable, 2005). Este desarrollo requiere informacién genética
especifica de la especie. EI método méas ampliamente manejado es la utilizacion de
genotecas gendmicas enriquecidas en cada especie, cuyos fragmentos utilizados son ricos
en microsatélites como lo indican Selkoe & Toonen (2006), estos mismos autores
mencionan que hay laboratorios que requieren desde 2 a 6 meses para desarrollar
microsatélites, y la mayoria cuestan menos de 1.500 USD por locus o loci. Las dos
limitaciones significantes o desventajas de los microsatélites puede ser la inversion inicial de
recursos econdmicos Yy la experiencia técnica requerida para el clonamiento y secuenciaciéon
de los loci SSR (Blum et al.,, 2004). Sin embargo, en la ultima década, el proceso de
aislamiento de nuevos microsatélites se ha simplificado con los avances tecnoldgicos y la
optimizacion de protocolos para hacer el proceso mas barato, mas eficiente y mas exitosa
(Zane et al 2002; Glenn & Schable, 2005).

Desarrollar microsatélites propios para Juglans neotropica es una alternativa a la
transferencia de especies cercanas; puesto que su obtencién seria fuente de informacion
genética importante para una variedad de propdésitos (Goldstein & Schlotterer, 1999). Por la
dificultad técnica y econdmica en el desarrollo de los microsatélites, se sugiere como

alternativa, inicamente en el caso de solicitar su desarrollo a laboratorios especializados.
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CONCLUSIONES

El factor mas importante en la efectividad de la transferencia de microsatélites a Juglans
neotropica a partir de microsatélites ya desarrollados en otras especies del género Juglans,
es la optimizacion de las condiciones de PCR. En este estudio de los ocho microsatélites
analizados, los cinco con mayor porcentaje de amplificacion son: WGA225, WGAO069,
WGA004, WGA321 y WGA118. La efectividad de estos microsatélites no supera el 50% de
amplificacién de polimorfismo, debido, probablemente, a las condiciones de la PCR y por

otra parte a la evolucion filogenética de la especie.

Los artefactos de microsatélites son consecuencia de diferentes fenébmenos técnicos que
causan la aparicion de falsos alelos en los electroferogramas. Existen varios factores que
pueden generar una ambigiiedad en la interpretacion, los analistas deben ser capaces de
identificar y resolver problemas de estas ambigledades y comprender sus implicaciones.

El proceso de optimizacion de PCR puede verse afectado por compuestos presentes en la
hojas de Juglans neotropica que interfieren con la interaccion entre el ADN y componentes
de la mix, y por tanto inhiben la reaccién, lo que puede resultar en pérdida de datos.
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RECOMENDACIONES

Antes de analizar y solucionar problemas de los datos de microsatélites, se recomienda
comprender los métodos y los problemas en el proceso de andlisis de éstos. Hay estudios
gue proporcionan validaciones de datos para que el laboratorio pueda establecer como
pautas de interpretacion de los electroferogramas y mantenerse constante en los criterios

para la genotipificacion de alelos.

Reliotype es un programa que ayuda a discernir qué tan confiable es un alelo, por lo que se
recomienda realizar el nimero de PCRs que nos sugiere para obtener una genotipificacion
confiable del 100% de los alelos obtenidos, y lograr una estandarizacién optima de los locus

analizados.

En el caso de Juglans neotropica, se recomienda evlauar dos posibilidades: i. seguir
trabajando con la optimizacién de las condiciones de PCR para mejorar la eficacia de
transferencia de los microsatélites; y ii. desarrollar microsatélites especificos para la especie,

con la ayuda de laboratorios especializados.
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ANEXOS

ANEXO 1. EXTRACCION DE ADN QIAGEN (DNeasy Plant Mini Kit)

NOTAS ANTES DE EMPEZAR

Realizar todos los pasos de centrifugacion a temperatura ambiente (15-25 ° C)

Si es necesario, redisolver cualquier precipitados de concentrado de buffer AP1y el
buffer AW1

Etiquetar tubos

Precalentar la plancha a 65°C

PASOS DE EXTRACCION

Triturar las muestras

Anadir 400ul de buffer AP1 y 4ul RNAase A. Dar vortex e incubar por 10 minutos a

65°C. Invierta el tubo 2-3 veces durante la incubacion.

3. Anfadir 130 ul Bufferf P3 y mezclar por pipeteo e incubar por 5 min en hielo
4. Centrifugar el lisado por 5 min. a 20,000 xg (14000 rpm) hasta que se haya formado

10.

11.

12.

13.

bien el pellet.

Transferir el lisado (sobrenadante) en una columna de color lila colocado en un tubo
de 2 ml. Centrifugar durante 2 min (14,000 rpm)

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo sin que se disturbe el pellet (eliminar el
tubo con el pellet .

Afadir 1.5 volumenes de AW1, y mezclar por pipeteo ( se recupera 450ml
aproximadamente lo que equivale a 675ul de AW1, lo que puede ser 700ul).
Transferir 650ul de la mezcla anterior a una columna de color blanco en un tubo de
2ml. Centrifugar por un minuto a 8000 rpm. Desechar el sobrenadante.

Repetir el paso anterior con las muestra restante .

Colocar la columna en un tubo nuevo de 2ml. Afadir 500ul de buffer AW2 y

centrifugar por un minuto a 8000rpm. Descartar el sobrenadante.

Afadir nuevamente 500ul de buffer AW2. Centrifugar por dos minutos a 14000

rpm.

Transferir la columna cuidadosamente (de modo que no entre en contacto con el
sobrenadante) a un tubo de 1.5ml o 2ml.

Afadir 100ul de Buffer AE para eluir. Incubar por 5 min. A temperatura ambiente y

centrigugar por un minuto 8000rpm
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ANEXO 2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO (WISARD® DE PROMEGA)

1. Triturar el tejido siempre en nitrdgeno liquido hasta que éste sea un fino polvo.

2. Antes de que se evapore el nitrégeno liquido afiada 600 pl de la solucién de lisis Nucleic

Lysis Solution y aplique vortex por no mas de 3 seg.
3. Incubar la mezcla a 650C por 15 min.

4. Anadir 3 pl RNase Solution y mezclar por inversion de 2 a 5 veces. Incubar la mezcla a 37

oC por 15 min. Dejar enfriar la muestra a temperatura ambiente por 5 min.

5. AAadir 200 ul de la solucion de precipitacién de proteinas Protein Precipitation solution y

aplicar vortex vigorosamente a alta velocidad por 20 seg.
6. Centrifugar por 3 min., a 13000 rpm. El precipitado de las proteinas formara un pellet.

7. Remover cuidadosamente el sobrenadante que contiene el ADN y colocarlo en los tubos

con membrana. Incubar a temperatura ambiente por 2 min.
8. Centrifugar por 30 segundos y conservar el sobrenadante en un tubo etiqueta en hielo.

9. Lavar dos veces con 650 pl de la solucién Wizard® SV Wash Solution. Centrifugar

durante 2 min. en un tubo nuevo para eliminar el exceso de etanol.
10. Centrifugar durante 2 min. en un tubo nuevo para eliminar exceso el exceso etanol.

11. Colocar la membrana en un tubo nuevo y colocar 100 pl de agua libre nucleasas.

Incubar a temperatura ambiente por 1 min y centrifugar a velocidad maxima por 1 min.

12. Inmediatamente colocar en hielo hasta almacenar a -20°C.
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