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“Strange is our situation here upon earth. Each
of us comes for a short visit, not knowing why,
but sometimes seeming to divine a purpose.
From the standpoint of daily life, however, there
is one thing we do know, that we are here for
the sake of others-above all for those upon
whose smile and well-being our own happiness
depends, but also for the countless unknown
souls with whose fate we are attached by a
bond of sympathy. Many times a day | realize
how much my own outer and inner life is built
upon the efforts of my fellows men, both living
and dead, and how earnestly | must exert
myself in order to give in return as much as |

have received.”

Albert Einstein
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RESUMEN

Los microsatélites son marcadores moleculares codominantes cuyos resultados
son reproducibles entre diferentes laboratorios, dos caracteristicas muy
importantes en los que supera a la técnica RAPD, la cual ha sido ampliamente
utilizada en diversos estudios de caracterizacién genética. Estos marcadores
han demostrado ser herramientas eficaces en muchas aplicaciones en genética
de poblaciones y actualmente es la herramienta mas utilizada en estudios de
especies forestales. La optimizacion de condiciones de PCR es uno de los
aspectos mas importantes a tomar en cuenta antes de amplificar y analizar
correctamente los microsatélites, ya que parametros no optimizados de PCR
pueden ocasionar productos no especificos. En este trabajo se logré amplificar
microsatélites para 19 plantulas de Pinus spp., con los siguientes parametros:
Concentracion de ADN: 1.6 ng, MgCl,: 1.5 mM; Taq polimerasa: 0.5 U/pul,
dNTPs 200 uM, primers: 0.2 uM y temperatura de anillamiento: 56°C, en un
volumen final de 12 pl. Con dichos parametros optimizados se logré amplificar
3 de 6 regiones microsatélites probadas para Pinus spp. Los amplicones
obtenidos fueron corridos en geles de acrilamida al 4%, lograndose la
separacion de 3 alelos para la regiébn microsatélite PtTX2123 y 2 alelos tanto
para PtTX3030 como para PtTX3025, por lo que se concluye que estos
primers presentan transespecificidad para Pinus spp. Con esta técnica se
aportard mayor informacién en los estudios de estimacién de diversidad
genética en poblaciones nicaraglienses de Pinus spp. con estos primers, y en

otras especies adquiriendo los primers apropiados.
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. INTRODUCCION

Los marcadores moleculares denominados microsatélites SSRs (Secuencias
simples repetidas) por sus siglas en inglés, son secuencias cortas de ADN de 1
a 6 nucledtidos (Schlotterer, 1998). Estas secuencias son altamente
abundantes en todo el genoma y el polimorfismo de estas regiones refleja

variacion en el nimero de unidades de repeticién (Varshney et al., 2004).

Actualmente existen una cantidad considerable de marcadores moleculares,
uno de los mas ampliamente utilizados han sido los RAPD (ADN polimorfico
amplificado al azar), los cuales tienen ciertas limitaciones, como: baja
reproducibilidad y dominancia. Los microsatélites son marcadores
codominantes y altamente reproducibles por lo que poseen una serie de
cualidades que los hacen Utiles para; estimar variacion genética Utiles en
colecciones de germoplasma, programas de mejora, detectar y mapear genes
(QTL), seleccidén asistida por marcadores (MAS), analizar pedigries, controlar
pureza, detectar diversidad genética, determinar relaciones entre especies y
razas, estudio de estructura de poblaciones, estimar relaciones taxonémicas y
filogenéticas (Kantartzi, 2013), asi como para andlisis de paternidad,
tipificacién de individuos, entre otras caracteristicas que hacen que esta técnica
se esté imponiendo como marcadores de alta calidad, en desarrollo constante y
en auge (Aranzana et al., 2001; Morera et al., 1999).

Desde finales de los 90s en el Laboratorio de Genética Molecular de la UNAN-
Ledn, se han realizado investigaciones, en las que se utiliza la técnica RAPD
(ADN polimérfico amplificado al azar) para detectar y estimar variabilidad
genética en poblaciones naturales de Jatropha curcas (Williams et al., 2000),
Sabal mexicana (Guido & Diaz, 2006), Bombacopsis quinata (Dolmus et al.,
2006), Pinus tecunumanii. (Cerda, 2007), Cedrela odorata (Tijerino, 2009) y
Calycophyllum candidissimum (Olivares & Gonzales, 2012). Sin embargo, los
RAPDs, por ser marcadores dominantes, no logran diferenciar homocigotos de

los heterocigotos, subestimando la cantidad de diversidad existente.




Ademas, la baja reproducibilidad de resultados implica utilizar mayor nimero
de primers, para generar un buen numero de marcadores RAPDs, lo que

resulta en un laborioso trabajo y mayor gasto de recursos.

Con el presente estudio se pretende optimizar la técnica microsatélite en las
condiciones del Laboratorio de Genética Molecular. Dicha técnica brinda
fidelidad en la lectura de bandas, propicia el ahorro de recursos, reduce el
tiempo de obtencién de datos moleculares y brinda mayor informacion sobre
cantidad y distribucion de la diversidad genética de las poblaciones a estudiar

en las investigaciones de caracterizacion de variabilidad genética.

Con este primer estudio de regiones microsatélites desarrollado en Nicaragua
utilizando Pinus spp., para el Laboratorio de Genética Molecular se abren una
serie de probables investigaciones con diversos enfoques, tanto en especies

vegetales como animales.




. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer la técnica microsatélites en las condiciones del laboratorio de

Genética Molecular de la UNAN-Leo6N.

2.2 .OBJETIVO ESPECIFICO

Optimizar condiciones de extraccion, amplificacion, electroforesis y

tincion de ADN, para la deteccion de microsatélites.




IIl. MARCO TEORICO

3.1. COMPOSICION DEL GENOMA EUCARIOTA

El conjunto de la informacion presente en las células se denomina genoma y
segun su localizacion, podemos identificar un genoma complejo nuclear,
también se encuentran cantidades pequefias de ADN en el citoplasma, fuera
del nucleo: en los cloroplastos (ADNcp) y en las mitocondrias (ADNmt), entre
otras secuencias transgénicas y de origen viral (Figura 1). Tanto los
cloroplastos como las mitocondrias tienen su propio ADN, del cual hay varias
copias (Dushek & Tobin, 2005). Sus genes codifican para la traducciéon y la
transcripcion de los componentes de estos organelos, y tienen funciones

altamente especializadas en la expresion del fenotipo del organismo a que

pertenecen (Cooper & Sunderland, 2000; Alberts et al., 2008).

Secuencias de
cloroplastos y
mitocondria

Genoma
L __ _} nuclear de la
planta

Genes y

—} secuencias

reguladoras de
copia Unica

Secuencias de
origen viral

Otras secuencias
transgénicas

ADN Repetitivo

Figura 1. Composicion del genoma eucariota (Heslop-Harrison & Schmidt,

Secuencias aun no
clasificadas

2007)




Por otro lado, en el genoma eucariota existen 2 tipos de ADN, de acuerdo a la

funcion biolégica que desempefian:

A. ADN codificante

Este tipo de ADN tiene una funcién conocida, como por ejemplo la expresion de
un gen cuyo producto final es una proteina. Soporta gran presion selectiva, lo
gue se traduce en pocas mutaciones (Reveles et al., 2008).

B. ADN no codificante

Comprende secuencias de ADN transcripcionalmente inactivas de funciones
diversas (como por ejemplo, promotores de genes, reguladores de la expresion
génica, etc.) y en otros muchos casos de funcién desconocida o sin funcién
aparente. Este tipo de ADN por ser altamente polimorfico, tiene un gran interés
de cara a la identificacion de individuos. Segun Rober (2008), se clasifican en

ADN de copia unica y ADN de copia multiple:

a. ADN de copia Unica

El ADN de copia Unica constituye al menos la mitad del ADN del genoma
pero su funcién sigue siendo un misterio, porque las secuencias que
realmente codifican proteinas son una pequefia porcién de todo el ADN de
copia Unica. La mayor parte del ADN de copia Unica se encuentra en ciertos

tramos entremezclados con varias familias de ADN repetitivo.

b. ADN de copia multiple

Las secuencias de este tipo de ADN también denominado ADN Repetitivo,

pueden ser altamente repetitivas, moderadamente o poco repetitivas.

Se clasifican en base a sus dos caracteristicas mas importantes: su

disposicion a lo largo del genoma y el tamafio de la unidad de repeticion.

De acuerdo a Brown (2002), se pueden reconocer dos grupos principales

ADN repetido en tandem y ADN repetido disperso:

i. ADN repetido en TAndem

Se compone de bloques de secuencias repetitivas agrupadas unas tras
otras. Segun el tamafo de la unidad de repeticion, se subdivide en: ADN
satélite, ADN minisatélite y ADN microsatélite (Flores & Garrido, 2012).

e
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El ADN repetido en tdndem se denomina ADN satélite por que los
fragmentos de ADN que contienen secuencias repetidas en tdndem, se
separan del resto de ADN gendmico cuando el ADN se somete a
centrifugacion en gradiente de densidad de Plata-Sulfato de Cesio,

obteniéndose 2 bandas, la de menor densidad corresponde al ADN satélite.

Los distintos componentes de este tipo de ADN repetitivo adoptan un
patron de distribucion cromosémica diferente: el ADN satélite se sitia en
la regiébn centromérica, el ADN minisatélite en los teldmeros o en sus
proximidades, y el ADN microsatélite aparece disperso por todo el

cromosoma.

Otra distribucién del ADN repetido en tandem segun Vogt (1990) se da de

dos maneras:
eTipo |

Grandes bloques formados por repeticiones de distintas unidades de
longitud variable.

eTipo ll

Pequefios bloques distribuidos a lo largo de todo el genoma, con un
namero variable de unidades de repeticion de secuencia similar.

Pertenecen a este tipo los minisatélites y los microsatélites.

Para Flores y Garrido (2012) resulta adecuado incluir en esta clasificacion

los genes paralogos y ADN de telomeros (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion del ADN repetido en tAndem (Flores & Garrido
2012)

ADN satélite

Cal (2001) cita a varios autores los cuales afirman que las secuencias
repetitivas se disponen en grandes bloques de diversas unidades de

complejidad variable, con una longitud desde 100 kb a varias Mb.

Para separar el ADN satélite del resto del ADN gendémico se somete a
centrifugacion en gradiente de densidad de Plata-Sulfato de Cesio,
obteniéndose dos bandas, la de menor densidad corresponde al ADN

satélite.

Existen 4 tipos de ADN satélite (I,11,11I,IV) los cuales se distinguen
segun el mayor o menor contenido de GC (Singer, 1982). Representan
en conjunto del 2 al 6% del genoma y tienen una secuencia consenso
de 5 a 170 pb (Waye & Willard, 1987). Algunos satélites poseen una
unidad de repeticion de tamafio pequefio, como los satélites Il y Ill, que

consisten en la repeticion en tandem de la secuencia ATTCC.

Existen otros tipos de ADN satélite que no son distinguibles ya que su
densidad es similar al de los satélites | y Ill, compartiendo una
secuencia consenso de aproximadamente 171 pb, con variaciones
individuales (Choo et al., 1991).

)




e ADN Minisatélite

Jeffreys et al. (1985) utilizo el termino minisatélite para designar loci de
ADN repetitivo de un tamafio menor que el de los satélites clasicos. Los
bloques de secuencias de este ADN poseen un tamafio aproximado
entre 0.1 y 40 kb y la unidad de repeticion es de 10-100 pb. Tienen un
alto grado de variabilidad, tanto en el niumero de repeticiones en
tandem como en la secuencia de la unidad de repeticion, por lo que

ante tamanos idénticos podemos estar frente a alelos diferentes.

Los loci VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) fueron
nombrados por Nakamura et al. (1987) aludiendo a la variacién en el
namero de unidades de repeticion. Tomado en sentido estricto, este
término podria aplicarse a cualquier tipo de ADN repetitivo, haciendo
referencia s6lo al nimero de repeticiones y no exclusivamente al

minisatélite (Armour et al., 1989).

e ADN Microsatélite

Los microsatélites llamados asi por su pequefio tamafio, hasta unos
400 pb, lo que los hace idoneos para técnicas de PCR. También se
conocen como STRs (Repeticiones cortas en tandem) pues la unidad
de repeticion oscila entre 2 y 7 pb (Edwards et al., 1991). Se
encuentran ampliamente repartidos por todo el genoma (Litt & Luty,
1989).

ii. ADN repetitivo disperso

Esta representado por dos familias que se diferencian en el nimero de
nucledtidos que constituyen la unidad de repeticion (Singer, 1982).
Algunos componentes de estas familias pueden ser considerados como
transposones (elementos genéticos moviles), que son fragmentos
inestables de ADN con capacidad migratoria (Koremberg & Rykowski,
1988). Segun Flores y Garrido (2012) se clasifican en:
Retrotransposones (Tipo 1), Transposones (Tipo 1), genes dispersos

paralogos, retrogenes y retropseudogenes (Figura 3).
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Figura 3. Clasificacion del ADN repetitivo disperso (Flores & Garrido

2012)

Retrotransposones (Tipo 1)

Los retrotransposones son elementos en el genoma que pueden

amplificarse ellos mismos, estos se encuentran en casi todos los

organismos eucariotas, son los componentes principales del ADN

nuclear, siendo particularmente abundantes en plantas (San Miguel
& Bennetzen, 1998).

-Retrotransposones LTR (Repeticiones terminales largas) Son
elementos que se amplifican ellos mismos en el genoma, estas
regiones estan presentes en muchos organismos eucariotas. Son
abundantes en plantas y son el componente principal del ADN
nuclear, por ejemplo: en maiz representan el 49-78% (San Miguel
et al., 1998).

-PLE (Elements como penelope) El Unico representante trasponible
activo de este linaje ha sido aislado de Drosophila viridis. Este
elemento (Penelope) es responsable por el sindrome de
disgenesis en hibridos caracterizado por la movilizacion
simultanea de familias de elementos trasponibles no relacionadas
(Evgen'ev, 2005).

T 1

DIRS
[Dictyostelium
intermedizte

repest |




-SINEs (Elementos nucleares dispersos cortos) Los constituyen
repeticiones menores de 500 pb. La familia més representativa y
mejor estudiada es la ALU, asi llamada por presentar un lugar de
reconocimiento para la enzima de restriccion Alu | (Slagel et al.,
1987).

-LINEs (Elementos nucleares dispersos largos) Estan

constituidos por secuencias repetitivas mayores de 500 pb.

-DIRs (Elementos trasponibles de Dictyostelium) Probablemente
evolucionaron de Retrotransposones LTR (Repeticion terminal
larga), estos poseen algunas caracteristicas particulares como
contener un dominio de enzima recombinante tirosina en vez de
Integrasa y contienen LTRs, algunos DIRS retienen Intrones en

ORFs (Marco de lectura abierto).

e Transposones (Tipo Il)

Los elementos trasponibles son secuencias de ADN que se mueven
de una posicion a otra en el cromosoma. Estan presentes en todos
los reinos de los organismos vivos. Solamente genomas de

microsporidios y Apicomplexos parasitos han eliminado los TEs.

-Transposones “Copia y Pega” La trasposicion de los elementos
no involucra un ARN intermediario y las trasposiciones son

catalizadas por varias enzimas transposasas (Feschotte, 2007).

-Helitrones Este tipo de transposén ha sido encontrado en
genomas eucariotas y se replica a través del mecanismo Rolling-

cicle.

-Politrones Los genomas de los peces han mantenido o han sido
colonizados por elementos adicionales de ADN. Politrén es un
transposdon que ha sido encontrado en protistas, Hydra,
nematodos, erizos de mar, peces y lagartijas. Algunos de estos

elementos se han conservado en peces. Estos elementos todavia
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no han sido retenidos en el genoma de mamiferos. Los politrones

aparentemente han evolucionado de plasmidos (Villarreal, 2009).

3.2. POLIMORFISMO DEL ADN

El término polimorfismo fue empleado por Ford (1940) como la presencia en
una poblacion de dos o mas formas alélicas discretas, de las que la de menor
frecuencia no puede mantenerse solo por mutacion recurrente. En términos
generales se asume que un locus es polimorfico cuando el alelo mas comun

para este locus tiene una frecuencia inferior al 95 6 99% (Cruz, 2003).

En el ADN codificante existe poca variabilidad individual, exceptuando la region
HLA (Antigenos Leucositarios Humanos). El margen de variacion permitido es
muy bajo y los polimorfismos suelen acompafarse de modificaciones
fenotipicas. Por ejemplo, si se producen diferentes formas de una proteina se
puede condicionar su funcion o actividad, bien intrinsecamente o0 bien por
influencia ambiental. EI ADN no codificante por el contrario al no estar sujeto a
presion selectiva intensa, puede soportar generalmente grandes niveles de

variabilidad sin que se produzca repercusion fenotipica (Alcoceba, 2010).

Los polimorfismos pueden ir desde la modificacion de una sola base hasta
cambios en numero y/o tamafio en la unidad de repeticién. Segun Callisaya

(2007), pueden dividirse en 2 tipos:

A. Polimorfismos de secuencia. Se producen por el cambio de uno
(mutacion puntual) o mas nucledtidos en una secuencia de ADN. Suelen ser

poco polimérficos y son tipicos del ADN codificante.

B. Polimorfismos de longitud. Se producen por la insercion o delecion de uno
0 mas nucleodtidos. Este tipo es el mas abundante en ADN repetitivo, sobre

todo en el ADN minisatélite y microsatélite.

Los loci minisatélites y microsatélites estdn formados, por repeticiones en
tandem de secuencias similares que varian en longitud, pudiéndose acompaniar

simultdneamente de polimorfismos de secuencia (Cal, 2001). La causa de la
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variacion se supone distinta en ambos casos. En el caso de los minisatélites se
debe a un mecanismo de conversion génica, frecuentemente inducida por
regiones de flanqueo. Por otra parte en los microsatélites, segun Armour

(1996), la causa principal parece debida a un deslizamiento (Slippage) de

—a,[a;]a,]a,]a:]a.]a; )
Replicacitn
Deslizamicnto Deslizamicnto de la
de la hebra hebra de nueva
mulde sintesis

aja,
a,la.|a ﬂg

l Deleccion Duplicacion
.05, 2, o, o, B0 -
a,la.]a]a,la;] —a,lasla,la,[a[a,la.lag[a;}—

S

unidades de repeticion durante la replicacién (Figura 4), aunque Jeffreys et al.
(1997) postulan que también la conversion genética muchas veces inducida por

regiones de flanqueo, puede ser un mecanismo preferente de variabilidad.

Figura 4. Slippage como generador de variabilidad en una secuencia repetida
en tandem (Barros, 2008)

El lanzamiento de los microsatélites se da a finales de los 80°s por Alec J.
Jeffrey, el cual justificO que los microsatélites a diferencia de los minisatélites,
proveen loci variables, son facilmente amplificables y son més resistentes a la

degradacion (Fernandez, 2008).
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3.3. MICROSATELITES

Los microsatélites (SSRs) son secuencias cortas de ADN las cuales pueden
variar de 1 a 6 pb (Schlotterer, 1998), 1 a 10 pb (Instituto Internacional de
Recursos Fitogenéticos [IPGRI] & Cornell University, 2003), y 1 a 4 pb,
(Baginsky, 2005) y se repiten cierto numero de veces (Figura 5). Los
microsatélites se encuentran esparcidos por todo el genoma de los organismos
eucariontes (Tautz,1989) y procariontes (Zane et al., 2002). Estas repeticiones
se pueden ubicar dentro de genes, pero la mayoria se encuentra fuera de ellos
(Rusell, 1992) vy es posible que desempefien un papel en la regulacion
genética (Frendri, 2008) o actien como sefiales en los procesos de conversion

genética y recombinacion (Lopez, 2003).

Cuando las regiones microsatélites son individualmente amplificadas por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utlizando un par de
oligonucledtidos flanqueantes como iniciadores, muestran casi invariablemente
polimorfismo debido a las diferencias en su longitud, como consecuencia de los
diferentes numeros de las unidades de repeticion (Morgante & Olivieri,
1993)(Ver Figura 5). El origen de tal polimorfismo esta en debate, aunque
previsiblemente se deba al evento de “resbaldén” o slipagge durante la
replicacion del ADN (Schlbtterer & Tautz 1992; Zane et al., 2002). En el cual ya
sea la cadena nueva o la de patron se desliza sobre la otra en al menos un
motivo, resultando en un mal apareamiento de las mismas (Jovera et al., 2003).
Otras posibles causas para la generacion de polimorfismo se deben a otros
tipos de mutaciones, como las deleciones e inserciones, ya sean en el
microsatélite en si 0 en las regiones gue lo flanquean alterando el tamafio de la
region microsatélite. La duplicacion de una secuencia de microsatélite en otra
region del genoma da lugar a la generacion de marcadores microsatélites
multilocus. (Jarne et al., 1996; Villamon, 2000).

Los microsatélites fueron descubiertos inicialmente en humanos, y luego en
otros mamiferos como el raton y el cerdo. Su potencial como marcadores Utiles
para los estudios en plantas fue rapidamente reconocido, resultando en su

aislamiento y aplicacién en muchas especies (Brede et al., 2001; Wieczorek et

e
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al., 2002; Julian et al., 2003; Chan, 2007). Es asi, que los principales cultivos
en la actualidad cuentan con una base de datos con apreciable cantidad de
microsatélites como es el caso de la papa (Milbourne et al., 1998) y cebada

(Davila et al., 1999), solo para citar algunos ejemplos.

= Alelo (ACC),,
CromosomaA :
---mvaacmmmmm---
= Alelo (ACC),
e e AecacasCOACCRECRCCL L L T
Cromosoma A": R
Lo |
Electroforesis vertical en

gel de poliacrilamida
i =
Iniciadores poud

Alelo (ACC); | o

Alelo (ACC), B

facc) fface), (ace)acc), (acc) [face),

Figura 5. Polimorfismo de los microsatélites debido a las diferencias de su
longitud. En un individuo diploide, el cromosoma A'! en el locus homologo
presenta el alelo (ACC)sy el cromosoma A representa el alelo (ACC)g (Yariez,
2002).
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3.3.1. IMPORTANCIA

Rentaria en 2007 cita varios autores, quienes afirman que los microsatélites de
ADN nuclear han sido detectados en multiples grupos de plantas y animales.
Los cuales, han sido utilizados fundamentalmente para estudios de variacion
genética intra e interespecifica (Wright,1994), andlisis de linajes (Queller et
al.,1993) y de sistemas reproductivos (Martinez, 2007). Adicionalmente, se han
encontrado microsatélites en algunos organelos citoplasmaticos, como el SSR
cloroplastico (Powell et al., 1995; Vendramin et al.,1996) y el SSR mitocondrial
(Soranzo et al.,1998) lo que ha enriquecido la fuente de estudios evolutivos.
Los organelos son heredados uniparentalmente y no estan sujetos a
recombinacién, por lo que los cambios acumulados que observamos en las
poblaciones se deben solo a los procesos de mutacién y demogréficos (Echt et
al.,, 1998). Esto permite contestar preguntas evolutivas muy puntuales
relacionadas con el monitoreo del flujo genético, introgresion (Vendramin et al.,
1998) y el andlisis de paternidad (McCracken et al., 1999). En 2007, Renteria
también cit6 a Goldstein et al. (1996) destacando las utilidades de los
microsatélites, para hacer inferencias de parametros demograficos y para
determinar patrones evolutivos de los procesos histéricos del origen de

especies, formas o razas.

En 2013, Paiz-Mazariegos retoma la cita de Vendramin et al. (1996), quienes
afirman que los microsatélites han tomado ventaja sobre otros marcadores
genéticos como los AFLPs, RAPDs, RFLPs, debido a que tienen el mas alto
grado de polimorfismo, segregan de manera mendeliana y son codominantes.
Asimismo, la presencia de un solo locus genético por microsatélite hace que la
lectura de las bandas sea clara, facil de interpretar y son selectivamente

neutros.

Goldstein et al. en 1996 exponen que para trabajar con SSR es necesario
conocer la secuencia de la regidbn a analizar para contar con primers
especificos que amplifiquen la region repetitiva (el microsatélite) responsable
de la variacion observada, que ademas es homdloga para diferentes especies

o incluso géneros. Es decir, los microsatélites son especificos para ciertos
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grupos de especies y homologos entre si (Vendramin et al.,, 1996), lo que

permite hacer estudios comparativos entre especies 0 géneros de un mismo

grupo.

3.3.2. CLASIFICACION

Basandose en la longitud de la unidad de repeticion y el numero de veces que
ésta se repite, junto con las posibles variaciones en su secuencia, Urquhart et

al. (1994) los clasifica en:
A. STRs simples o de baja microvariacion

Estan formados por dos 0 mas unidades de repeticion contigua e idéntica, tanto
en longitud como en secuencia. La diferencia en tamafo entre los distintos
alelos es de una repeticion. La presencia de alelos intermedios es excepcional.

Son de facil tipaje, pero tienen el inconveniente de su baja heterocigosidad.
B. STRs compuestos o de microvariacion intermedia

Estos microsatélites comprenden dos o mas unidades de repeticion contiguas

diferentes, que varian tanto en secuencia como en longitud.
C. STRs Complejos o de alta microvariaciéon

Pueden contener varios bloques de unidades de repeticion de longitud y
secuencias intermedias variables. En éstas, son frecuentes los alelos
intermedios y las sustituciones simples de bases en algunas unidades. Lo que
ocasiona importantes variaciones tanto estructurales como en tamafio,
produciéndose problemas de designacion de alelos. Son los STRs mas dificiles

de tipar y se acompafian también de una taza de mutacién mas alta.

Actualmente los microsatélites mas simples, presentan algun grado de
variabilidad interna en su estructura, por lo que la clasificaciébn anterior seria

cuestionable. Existen STRs relativamente simples y extremadamente variables
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al mismo tiempo, como D12S391 (Lareu et al., 1996), en el que la asociacién

directa entre variabilidad y complejidad no es sostenible.

Chambers y MacAvoy (2000) proponen que los términos puro (perfecto),
compuesto y complejo se utilice para especificar uno, dos o mas tipos de
motivos, respectivamente. Estos se encuentran presentes a lo largo de un
locus microsatélite y que el término interrumpido (o imperfecto) como descriptor
jerérquico adicional que implica una o mas unidades no repetitivas en el interior

de los microsatélites (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de microsatélites modificado de Jurgens Imke (2009).

Tipo de Microsatélite Ejemplos

SSR Puro (ACC)q

SSR Interrumpido puro (ACC)6TG (ACC),

SSR Compuesto (ACC)s(TTG)q

SSR Interrumpido compuesto (ACC)sTG(ACC)s GA (TTA)e

SSR complejo (ACC)sTG (GA)12 (TTA)s GC (TTA)4 43

3.3.3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS

A. Ventajas

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
(Contenido de informacion polimorfica) en comparacion con otras técnicas,
como RFLPs y RAPDs (Powell et al., 1996) entre otras de sus caracteristicas
(Tabla 2, en Anexos). Segun Yafiez A. (2002) los microsatélites poseen

ademas, atributos muy valorables que incluyen:

a. Ser altamente polimorficos. Generan polimorfismo con valores
superiores al 90 % ( Coltman et al.,1996; Gupta et al.,1996)
b. Son altamente informativos. presentan herencia codominante y muchos

alelos son encontrados entre individuos estrechamente relacionados.
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c. Son analiticamente simples. los datos son producidos de forma confiable
y altamente reproducibles.

d. Son muy abundantes. los microsatélites estan uniformemente dispersos
a traves del genoma, aproximadamente cada 10 Kb.

e. Son ampliamente aplicables. los loci son frecuentemente conservados
entre especies relacionadas y algunas veces entre géneros.

f. Dado que el ADN adyacente al microsatélite tiene mayor probabilidad de
ser conservado, los cebadores derivados de microsatélites se pueden usar a
menudo con muchas variedades e incluso con otras especies.

g. Son de facil intercambio de datos entre laboratorios. la informacion
puede ser comunicada por la simple secuencia de los iniciadores, sin la
necesidad de la transferencia fisica de los iniciadores. Una vez que las
secuencias de los iniciadores son disefiadas y publicadas, el analisis de los
loci microsatélites sera practico para cualquier laboratorio capaz de realizar
las técnicas de PCR y electroforesis.

h. Locus uUnico. Se pueden disefiar primers especificos para estudiar un
locus de interés (Fisher et al., 1996).

i.  Requieren muy poco ADN (1ng de ADN total) y este no necesariamente
de alta calidad, cuando se parte de ADN altamente degradado (Hagelberg et
al., 1991; Jeffreys et al., 1992), el tipaje con otros marcadores suele ser
negativo, mientras que la amplificacion de STRs proporciona generalmente
resultados satisfactorios. El uso de marcadores microsatélites de pequefio
peso molecular aumenta las probabilidades de obtener resultados positivos
de amplificacién cuando el ADN se encuentra degradado, cabe recordar que
los indicios biologicos que han estado sometidos a diversos factores (calor y
humedad), favorecen el crecimiento bacteriano y la degradacion del ADN
(Entrala, 2000).

Desventajas de los microsatélites

a. El procedimiento de descubrimiento de la secuencia microsatélite es

complejo.
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b. EIl costo del disefio de cebadores es elevado. (Matsuoka et al., 2002) se
requiere de una inversién inicial de recursos econémicos y la experiencia
técnica para la clonacién y secuenciaciéon de los SSR.

c. Mutaciones ocurridas en el sitio de apareamiento de los iniciadores,
tendrian como resultado alelos nulos.

d. Presencia de bandas “tartamudas”. Estas se encuentran frecuentemente
asociadas con la amplificacibn de ADN repetitivo como es el caso de los
microsatélites. Las bandas tartamudas son productos de la amplificacion por
PCR que difieren en una unidad de repeticién con respecto a la longitud del
alelo original. La ocurrencia de estos artefactos dificulta la lectura de los
geles, e inclusive, repetidamente son confundidos como alelos (Figura 6),
complicando el analisis genotipico. Sin embargo estas consideraciones no
han desalentado a muchos investigadores quienes han convertido a los
microsatélites en una herramienta muy popular (Chambers & Macavoy,
2000).

3.3.4. APLICACIONES

A. Diversidad genética. Segun IPGRI & Cornell University (2003), la
diversidad o variabilidad genética se puede definir como «la capacidad genética
para variar», y por ende, la capacidad a responder tanto a variaciones de
indole ambiental como a cambios en los objetivos de seleccion. Es asi, como la
variabilidad genética constituye la base del progreso genético (Rochambeau et
al., 2000).

En los dltimos afios se han realizado muchos estudios utilizado los
microsatélites para analisis filogenéticos, concluyendo que con un buen nimero
de loci analizados y con apropiadas tasas de mutacion, los microsatélites
pueden dar una buena aproximacion de la filogenia (Aranguren et al., 2001;
Farid et al., 2000).

En los estudios de genética de poblaciones, los marcadores microsatélites

permiten la identificacion de cada alelo por locus, la obtenciébn de datos

e
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poblacionales, y el célculo de las frecuencias alélicas. De esta manera
podemos estimar las distancias genéticas entre poblaciones o entre individuos
(Bowcock et al., 1994; Ponsuksili et al., 1999), asi como también realizar

analisis filogenéticos y de estructura de la poblacion.

B. Identificacion Individual y Pruebas de Paternidad. El principio de las
pruebas de paternidad utilizando marcadores genéticos consiste en la
comparacion del genotipo y/o fenotipo de la descendencia con el de sus

progenitores.

El elevado polimorfismo que presentan los marcadores microsatélites y la
posibilidad de poder detectar ambos alelos, los hace muy Uutiles para
identificaciones individuales y comparaciones padre-hijo, ya que resulta muy
poco probable que dos individuos elegidos al azarpresenten los mismos alelos
(Aranguren, 2005).

C. Mapas Genéticos y Gendmica Comparativa. Otra aplicacion, de los
microsatélites es la construccion de mapas de ligamiento mas completos y
detallados; asi como la identificacion de genes de interés (QTL'S), un mapa
genético bien surtido de marcadores se convierte en una herramienta muy Uutil
para identificar genes responsables de caracteres de interés. Se trata de
buscar asociacion entre varios alelos, en cualquiera de los marcadores,
segregando en poblaciones que presentan el caracter de interés, para
identificar regiones del genoma donde es mas probable que se encuentre el

gen responsable de ese caracter (Cheng & Crittenden , 1994).

D. Asignacion de Individuos a Raza. Diferentes procedimientos han sido
informados para este propdsito, indicando una gran variedad de aplicaciones y
de metodologias para la correcta identificacion de la fuente poblacional
(Cornuet et al., 1999; Paetkau et al., 1995; Rannala & Mountain, 1997).

Los dos métodos mas utilizados para asignar individuos a poblaciones o razas
son: basados en probabilidades y basados en distancias genéticas. En los
primeros, los individuos son asignados a aquella poblacién en la que su

genotipo presenta una mayor probabilidad de pertenencia; mientras que, en los
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segundos, los individuos son asignados a la poblaciéon que genéticamente sea

mas cercana (Aranguren, 2005).

Otras aplicaciones de los microsatélites segun IPGRI y Cornell University
(2003):

E. Cartografia de genomas (Kissinger & DeBarry, 2011)

F. Estudios evolutivos. Inferencias de parametros demograficos y para
determinar patrones evolutivos de los procesos historicos del origen de
especies, formas o razas (Goldstein et al., 1996)

G. Anaélisis de linajes. Posibilitan el andlisis de las fluctuaciones de
heterocigosidad a lo largo de la vida productiva de razas (Queller et al.,1993) y

sistemas productivos (Awadalla et al., 1997).

Otros autores mencionan las siguientes aplicaciones: Investigacion del cancer
(Ziegle et al., 1993), Botanica forense (Kathleen, 2006) y Variacion genética
intra e interespecifica (Edwards et al., 1991; Armour et al., 1993; Dervey et al.,
1996; Queller et al., 1993 ; Wright & Bentzen, 1994).

3.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En 1987 Kary Mullis y Faloona disefiaron un método para amplificar regiones
especificas de un genoma. Este método es ampliamente conocido por sus
siglas en inglés como (PCR) y en espafiol como reaccion en cadena de la
polimerasa. Dicho método consiste basicamente en la repeticion de ciclos de
temperaturas (termociclado), en los cuales una region del genoma es
seleccionada a través de primers especificos y amplificada por una enzima
termo estable (Taqg polimerasa). Los ciclos inician con la disociacion de las dos
hebras de ADN a una temperatura de 94°C, seguido de una temperatura de
anillamiento (entre 40-65 °C) en la cual los primers se adhieren a la region del
genoma a amplificar. Finalmente, para elongar el fragmento amplificadose se

aplica una temperatura de 72 °C (Freeland, 2005).
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Para lograr la amplificacion a través de la PCR, son fundamentales los
siguientes componentes: Buffers de PCR, Oligonucleotidos (Primers),
Desoxinucleosidostrifosfatos  (ANTPs), Taq polimerasa y el ADN molde
(McPherson & Mgiller, 2006).

3.4.1. BUFFER DE PCR

El Buffer de PCR estabiliza la reaccion de PCR manteniendo un pH, iones y
cofactores en proporciones estables para permitir la accion de la Taq polimersa
(Murray lab., 2011).

Los buffers de PCR que se utilizan normalmente contienen KCI, Tris y MgCl..
El MgCl, es el componente que mas influye en la especificidad y rendimiento
de la reaccién ya que los iones Mg?* son necesarios para la actividad de la Taq
polimerasa, es decir, actian como cofactores de la polimerasa (McPherson &
Mgller, 2006).

La concentracion Optima de MgCl, esta en torno a 1.5 mM si se emplean
concentraciones de 200 mM de cada uno de los dNTPs. No obstante, a veces
es necesario probar con diferentes cantidades de Mg*™*, un exceso Mg*"* origina
una acumulacién de productos inespecificos y una cantidad insuficiente hace

gue disminuya el rendimiento de la amplificacién (van Pelt-Verkuil et al., 2008).

3.4.2. PRIMERS

Los primers son nucledtidos sintetizados a través de procesos quimicos,
esenciales para el éxito de la reaccion en cadena de la polimerasa ya que
estos son los iniciadores del fragmento a amplificar (van Pelt-Verkuil et al.,
2008).

A. Caracteristicas de una buena pareja de primers.

a. Longitud de cada primers entre 18 y 24 bases, ya que se ha comprobado
que primers de mayor longitud (30-35 bases) no aumentan el rendimiento y

los primers cortos carecen de suficiente especificidad.
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b. Ambos primers deben tener una temperatura de anillamiento similar
(como mucho la diferencia entre ambas temperatura debe ser de 5°C).

c. La relacion bases puricas: bases pirimidinicas debe ser 1:1 (0 como
mucho 40-60%).

d. La secuencia de los primers debe comenzar y terminar con 1-2 bases
puricas.

e. Comprobar que los primers no contengan secuencias complementarias
entre si, para evitar la formacién de dimeros de primers es necesario (van
Pelt-Verkuil et al., 2008).

Segun Entrala (2000), los dimeros de primers son fragmentos de doble cadena,
cuya longitud es muy proxima a la suma de los primers, y se producen cuando
un primer es extendido a continuacion del otro. Los primers con los extremos 3'
complementarios favorecen la formacion de dimeros, lo que sugiere que el
paso inicial se debe a interacciones transitorias que aproximan los extremos

complementarios.

3.4.3. DESOXINUCLEOSIDOS TRIFOSFATOS

Las concentraciones de dNTPs son usadas frecuentemente en torno a 200 uM
para cada uno de ellos. En un volumen de reaccién de 25 pl con esta
concentracion de dNTPs se sintetizarian entre 6-6.5 pg de ADN. La
concentracion de dNTPs y de MgCl, van relacionadas ya que el Mg*™* se une a
los dNTPs. A concentraciones elevadas de dNTPs se inhibiria la reaccion de
PCR, al no tener la Taqg polimerasa suficiente Mg**, como para incorporar
dNTPs.

3.4.4. TAQ-POLIMERASA

La enzima Taq polimerasa obtenida de la bacteria Thermus aquaticus, fue
descrita por Brock & Freeze en 1969. Esta enzima posee dos actividades
cataliticas: actividad polimerasa 5 —3° y actividad exonucleasa 5 —3°
(Freeland, 2005).
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Las cantidades 6ptimas de Taq polimerasa necesarias para la sintesis de ADN,
estan alrededor de 2 U en 25 pl de volumen final de la reaccién. La actividad de
esta enzima se ve influenciada por la concentracién de dNTPs, de Mg®* y de
algunos iones monovalentes, dado que concentraciones elevadas de los

mismos inhiben dicha actividad (Salazar, 2004).

Segun Entrala (2000), pequefias concentraciones de KCI estimulan la actividad
sintética de la Tag en un 50-60%, con un maximo aparente cuando su
concentracion es de 50 mM. Existen algunos datos relacionados con la
influencia de ciertos reactivos que se emplean antes de la amplificacién y que
alteran la actividad de la Tag. Por ejemplo, concentraciones 1M de urea
estimulan la actividad enzimética, y el SDS a bajas concentraciones inhibe la
actividad al igual que concentraciones mayores del 10% de etanol.

3.4.5. ADN MOLDE O “TEMPLATE"

Es el ADN que la Taq polimerasa utiliza como molde para la sintesis de nuevas
cadenas polinucleotidicas, es decir el ADN que interesa duplicar. La cantidad

de ADN necesaria para la PCR depende basicamente de dos factores:

Del marcador que se va a utilizar. Hay marcadores cuyos primers son mas
especificos o bien cuyas condiciones de amplificacion estdn mejor optimizadas
que las de otros. Por esta razén puede darse el caso, que cierta cantidad de
ADN (sobre todo cuando jugamos con cantidades minimas) amplifique para
unos marcadores pero no para otros. Por ello, cuando en laboratorio se va a
utilizar un nuevo marcador, es necesario hacer un estudio de validacion que
incluya un estudio de sensibilidad. En el cual se puede determinar la cantidad
de ADN que amplifica en condiciones estandar. De manera general, para casi
todos los microsatélites utilizados en Genética, la cantidad 6ptima de ADN que

asegura un rendimiento adecuado esta en torno a los 5 ng/ul (Entrala, 2000).
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Calidad del ADN. Cuando se trabaja con ADN de calidad éptima, no suele
haber problemas en la amplificacidén y las cantidades por encima o por debajo
de los 5 ng rinden buenos resultados. El problema aparece cuando la calidad
del ADN obtenido no es la idénea, bien porque esté degradado, o porque dicho
ADN vaya ligado a una serie de contaminantes que pueden inhibir la actividad
de la polimerasa. Si el ADN esta degradado por la accion de enzimas de
restriccion el resultado de la amplificacion va a depender de que el fragmento a
amplificar haya sido cortado o no. En el caso en que tengamos ADN sin
degradar pero unido a una serie de contaminantes habria que intentar diluir al
maximo la muestra para disminuir dichos contaminantes, pero siempre dentro
de un rango de ADN que no esté por debajo del limite de sensibilidad de la
PCR (Poddar,1998).

3.4.6. ADYUVANTES DE LA PCR

Los adyuvantes de la PCR son elementos que mejoran el rendimiento y la
especificidad de la reaccion. Aunque algunos autores han recomendado el uso
de DMSO (Dimetil Sulféxido) vy del glicerol, el ayudante mas extendido y
utilizado es el BSA (Albumina de suero bovino). A concentraciones por encima
de 0.8 ug/ul el BSA incrementa la eficiencia de la PCR y actia como una
proteina captadora de iones que pueden ser inhibidores de la Taqg polimerasa
(Ortiz, 2011).

3.4.7. VENTAJAS DE LA PCR

Segun Entrala (2000), la PCR ofrece una serie de ventajas, frente al uso de las

técnicas de analisis genético utilizadas con anterioridad, como son:

A. Su capacidad para obtener resultados en casos en los que la cantidad
de ADN es minima o en que parcialmente este degradado.

B. Genera en un espacio corto de tiempo, un elevado numero de copias de
la secuencia de ADN, lo cual permite utilizar técnicas de visualizacion mas

sencillas y rapidas que el uso de sondas marcadas radioactivamente.
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C. Permite la determinacion y agrupacion alélica en clases discretas, lo que
facilita la elaboracion de bases de datos. La estandarizacion inmediata
posibilita la aplicacién de métodos bioestadisticos y programas elaborados.

D. Una de las grandes ventajas de la PCR es su elevada sensibilidad, la
cual puede en ocasiones, convertirse en un gran problema al coamplificar un

ADN extrafio o ajeno al que nos interesa (Mifflin, 1997).

3.5. ELECTROFORESIS

La separacion de moléculas a través de un campo eléctrico o electroforesis, es
una técnica en la cual moléculas disueltas se desplazan o migran en un campo
eléctrico a una velocidad determinada, por su relacion carga:masa. Segun
Lodish (2000), si dos moléculas tienen masa y formas iguales, la de mayor

carga neta se desplazara mas rapido hacia el electrodo.

Es ampliamente conocido que existen variaciones de esta técnica en funcion
del equipo utilizado, soporte y condiciones fisico-quimicas en las cuales se va a
llevar a cabo la separacion. Estas son segun Westermeier (2001):

Electroforesis capilar.

Electroforesis en papel.

Electroforesis en gel de agarosa.
Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Isoelectroenfoque.

nmoow»

Electroforesis bidimensional.

Segun Sambrook y Russell (2001), los soportes de eleccion para la
electroforesis de proteinas son los geles de poliacrilamida (PAGE,
Electroforesis en gel de poliacrilamida) debido a su buena resolucion y gran
versatilidad. Algunas de las ventajas de los geles de acrilamida se relacionan a
gue son quimicamente inertes, estables en un amplio rango de pH, temperatura
y fuerza idnica y facil de generar mediante la polimerizacion de acrilamida. En
la mayoria de los casos, el gel se dispone entre dos receptaculos

independientes y separados, que contienen tampén de electroforesis y los
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electrodos positivo y negativo, de forma que la conexion eléctrica entre ambos
receptéaculos sélo es posible a través del gel. Una vez que la electroforesis ha
tenido lugar, el gel de poliacrilamida se puede tefiir, documentar o incluso se
puede purificar la molécula de interés cortando literalmente el fragmento del

gel.

Maldonado y Jorrin (2006) afirman que el entramado de los geles de
poliacrilamida se genera mediante la polimerizacion, a través de radicales
libres, de monémeros de acrilamida en presencia de pequefias cantidades de
“bis-acrilamida” (N,N,N’,N'-metilen-bis-acrilamida). Se forman enlaces cruzados
entre los dos polimeros de acrilamida, de manera que se generan geles con
tamafo de poro determinado tanto por la concentracion total (%T) como por la
concentracion relativa de acrilamida y de bisacrilamida. El tamafio del poro
puede ser ajustado para optimizar la separacion de la muestra de interés. Asi,
geles con un porcentaje alto de acrilamida (10-15%T) son Optimos para la
separacion de moléculas de pequefio tamafio (menores de 50 kDa), mientras
que geles de porcentajes menores (<10%T) son los indicados para la
separaciéon de moléculas mayores. Generalmente la relacion utilizada entre

acrilamida y bisacrilamida es 37 5:1.

La reaccion de polimerizacion se inicia por un sistema redox de catélisis. El
TEMED (Diamino tetrametil etileno) cataliza la formacién de radicales libres que
dirigen la reaccion a partir del i6n persulfato que se afiade en forma de APS
(Persulfato de amonio) y que actia como iniciador (Gonzéalez, 1995).
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3.6. DETECCION DE MICROSATELITES

Actualmente se pueden utilizar diversas metodologias de visualizacion y de

interpretacion de resultados en datos microsatélites.

3.6.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Cuando los alelos microsatélites tienen un tamafio suficientemente diferente,
estos se pueden correr en MetaPhor agarosa del 2 - 4 % y eventualmente ser

tefiidos con bromuro de etidio (Manikanda, 2013).

3.6.2. ELECTROFORESIS CAPILAR (SECUENCIACION AUTOMATICA)

El reciente desarrollo de la deteccién automatizada de microsatélites durante la
electroforesis ha permitido la deteccion de productos marcados con tinte
fluorescente (incorporados durante PCR) o utilizando primers marcados
radioactivamente. Cuando se activa la luz del secuenciador automatico, el laser
emite fluorescencia, con la cual se detecta el producto de PCR marcado. Los
primers marcados con flourocromos permiten la deteccion de la emision de
fluorescencia pudiéndose visualizar varios marcadores a la vez (Multiplex)
(Hayden et al., 2008).

3.6.3. DETECCION POR HRM (TEMPERATURA DE ANILLAMIENTO DE
ALTA RESOLUCION)

En el método HRM la secuencia objetivo es amplificada mediante PCR en la
presencia de un tinte fluorescente saturado (por ejemplo, Light Cycler 480 Reso
Light Dye). El tinte HRM muestra niveles altos de fluorescencia cuando se
adhiere al ADN de doble hebra (dsDNA).

Después de la PCR, los amplicones son desnaturalizados y luego reanillados.
Si la muestra es heterocigota las cadenas hibridas se acoplan perfectamente

(Homoduplex) de lo contrario las cadenas hibridas no se acoplan
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correctamente (Heteroduplex). Cuando la temperatura es aumentada, poco a
poco se separan las dos hebras de ADN vy la sefal fluorescente de un ADN
heterocigoto muestra una disminucion a dos temperaturas caracteristicas
debido a los diferente ratios de separacion en Heteroduplex y Homoduplex. Las
curvas obtenidas para muestras homocigotas y heterocigotas son

significativamente diferentes (Roche, 2008).
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Figura 8. Diferencias en las curvas de fusién contrastando temperatura y
fluorescencia normalizada, donde podemos observar heterocigotos (Hetero)

homocigotos (Homo) y tipo silvestre (WT).

3.6.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Dado que los geles de poliacrilamida poseen mas resolucion cuando el tamafio
de los alelos es muy cercano, se pueden correr en PAGE (Geles
desnaturalizantes de Poliacrilamida). Los resultados se pueden detectar con
sales de nitrato de plata, también se pueden incorporar nucledtidos marcados,
el marcaje de uno de los primers en uso (primers de etiquetado terminal)
marcados con P*? o bien con fluoréforos IRD-700 e IRD-800, y eventualmente
se visualizan los resultados en un analizador de fragmentos (Pic6 & Gomez,
2012).
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A. Tincion con nitrato de plata

La deteccidn radioactiva o por fluorescencia de ADN, es cara, consume tiempo,
y requiere facilidades especiales que lo convierten en un método impracticable
en la mayoria de los paises en vias de desarrollo, donde se carecen de
infraestructuras sofisticadas (Benbouza, 2006). La tinciébn con nitrato de plata
es relativamente una técnica rapida y barata. Esta metodologia fue descrita
originalmente para deteccion ultrasensitiva de polipéptidos separados en geles
de poliacrilamida (Merill et al.,1981). Después fue modificada para la deteccién
de &cidos nucleicos, aumentando la sensibilidad de la técnica de acuerdo a
varias pequefias adaptaciones al método de tincion con nitrato de plata original
(Sommerville & Wang , 1981; Goldman & Merrill, 1982; Blum et al.,1987;
Bassam et al.,1991; Sanguinetti et al.,1994).

Los ultimos métodos de deteccion de acidos nucléicos usando nitrato de plata
pueden ser considerados tan sensitivos como las técnicas de marcacion
autoradiografica y fluorescente (Christensen et al.,1999). Comparado con el
procedimiento fotoquimico desarrollado por Merill et al. (1981) se aumento la
sensibilidad a 1pg.mm, al incluir la preexposicién con formaldehido durante la
impregnacion de nitrato de plata y disminuyendo la concentracion de nitrato de
plata. El fondo oscuro fue reducido por la inclusion de tiosulfato de sodio y la
eliminaciéon de un tratamiento preoxidativo con dicromato de potasio y &cido
nitrico. Este método de tincion es muy sensitivo y es considerado un estandar
para la detecciébn de ADN no radioactiva. Los problemas mas relevantes que
presenta esta técnica son:. su largo procedimiento, un contraste de bandas
relativamente pobre, la necesidad de mantener la temperatura a 10°C para las
soluciones de revelado y solucion de parada de la reaccion y el bajo rango de

reutilizacion de soluciones de tincién (Benbouza et al., 2004).

Acidos nucleicos separados en geles de poliacrilamida pueden ser detectados
consistentemente al nivel de picogramos, usando una tinciéon acida muy simple.
El procedimiento es rapido, tiene relativamente pocos pasos y reactivos, y

produce un menor numero de artefactos de tincion (Bassam et al.,1991).

La tincion con nitrato de plata puede realizarse a través de dos metodos; el

primero usa diamina o nitrato amoniacal para la impregnacion del gel en
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soluciones de acido diluido y formaldehido para el desarrollo de la imagen. El
otro método consiste en la impregnacién de nitrato de plata en medios de
acidos débiles y el uso de formaldehido para reducir el nitrato en condiciones
alcalinas. El método en el cual se utiliza diamina en condiciones alcalinas, es
menos sensitivo pero mejor adaptado a geles gruesos, mientras el método

acidico es rapido y trabaja mejor con geles delgados (Merril, 1990).

De los procedimientos de tincion con nitrato de plata existentes, algunos
proveen bastante sensibilidad y reproducibilidad. Durante el desarrollo de la
imagen (revelado), casi todos los procedimientos de tincién reducen el nitrato a
nitrato metalico, el cual se deposita en la inmediata vecindad del sustrato en
tincion. Para un contraste 6ptimo de la imagen, el nivel de nitrato reducido en la
matriz de poliacrilamida debe ser mantenido al minimo. Usualmente mediante
la impregnacion de aniones a la plata o mejorando los pre-tratamientos de la
matriz del gel que preceden la impregnacion con nitrato de plata. Esto se logra
a través de una apropiada modulacion de la velocidad del proceso de
reduccion, lo que depende principalmente del pH, las concentraciones
absolutas y relativas del nitrato, del agente reductor y la velocidad constante
en la reaccién. Por ejemplo, los complejos formados por los iones de nitrato de
plata, decrecen tanto la concentracion de nitrato, como la velocidad constante,
permitiendo una selectiva observaciéon de bandas separadas con nitrato
metdlico. Hay que notar que este proceso no es manejado
termodinamicamente, pero esto depende de la cinética de la reduccion de

nitrato (Bassam et al., 1991).

Originalmente la tincidn con nitrato de plata fue utilizada para la deteccion de
pequefias cantidades de proteinas, pero luego, la demanda de aplicaciones
como los analisis de perfiles de ADN complejo (Generados en la amplificacion
de huella genética y la secuenciacion de ADN), fueron resueltos en geles de
poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata, dado que la tincién con nitrato de
plata utiliza protocolos mas versatiles. Mezclas de acidos nucleicos complejos
usualmente son resueltos en geles de poliacrilamida muy delgados,
produciendo bandas que deben ser detectadas con alta sensibilidad
(Stockinger Lab., 2005).
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Los reactivos deben ser altamente puros, de grado analitico y las soluciones
deben ser preparadas con agua desionizada. Tinciones con baja calidad se
deben usualmente a la baja calidad de los reactivos, o0 a que los reactivos son
demasiado viejos. La solucion de fijacion debe ser guardada a temperatura
ambiente, pero la solucion de revelado debera ser guardada a 4°C. La solucién
de &cido acético es estable y usualmente se hace en grandes voliumenes. La
solucién de nitrato/formaldehido se hace al momento de uso y protegida de la
luz por un tiempo relativamente largo. El nitrato de plata es toxico y se tiene
gue manejar con sumo cuidado. El nitrato utilizado se puede precipitar con
NaOH y la sal insoluble acumulada se puede desechar. La solucion reveladora
es elaborada en el momento de uso, cantidades acordes a lo que se va a
utilizar y es guardada a 8°C. Las soluciones de carbonato de sodio son
relativamente estables y se pueden preparar en grandes volumenes. El
tiosulfato tiene que ser preparado al momento de uso. El formaldehido debe ser
guardado a temperatura ambiente, temperaturas bajas pueden inactivarlo
(Freifelder & Davison, 1963).

Es necesario contar con un agitador de geles durante la tincion, y se debe
portar guantes para evitar la tincion de artefactos. Las bandejas de tincion no
necesitan ser absolutamente limpias, pero se pueden limpiar con papel toalla
después de uso. Se debe limpiar inmediatamente cualquier derrame de
solucion de nitrato, el cual puede ser removido con &cido nitrico (Chambers et
al., 1962).

a. Parametros que influyen en la tincion

I. Fijacion de acidos nucleicos

Segun Bassam et al. (1991), la fijacién es un paso usado para prevenir la
difusion de moléculas de &acido nucléico separadas en la matriz del gel,
también ayuda a remover y neutralizar quimicos no deseados en la
tincion como Urea y Buffer. La fijacion es muy importante con respecto a
la sensibilidad, dado que al omitir o limitar la fijacion a tiempos de
exposicion cortos, resulta en una imagen poco desarrollada. Por el

contrario largas exposiciones pueden resultar en bandas borrosas
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(débiles), un minimo de 5 minutos en inmersion a 7.5% de acido acético
mantiene el limite de deteccién de fragmentos de ADN de distintas
longitudes.

ii. Lavado del gel

Segun estos mismos autores, este paso remueve acidos, sustancias
trazas y remanentes de componentes solubles en el gel que interfieren
con la tincion. Un minimo de tres lavados de 2 minutos en agua
desionizada es adecuado. Un mayor o menor numero de lavados son

posibles, dependiendo del grosor del gel
iii. Impregnacion de Nitrato (Tincién)

Entre 1 y 2 gramos de nitrato de plata por cada litro de solucién son
recomendables. La concentracion de nitrato no puede ser reducida sin
afectar la sensibilidad y el contraste. Tinciones Optimas deberan realizarse
por un tiempo de solo 20 minutos. Largos tiempos de impregnacion
pueden causar perdida de la imagen. La presencia de formaldehido en la
solucién de nitrato mejora la sensibilidad y el contraste. El formaldehido
reduce el nitrato a cantidades bajas pero suficientes para producir
nucleacion inicial de los sitios alrededor del sustrato a tefiir (ADN). Estos
sitios favorecen la construccion rapida de depdsitos durante el paso de

revelado (Bassam et al., 1991).
iv. Lavado post Impregnacion

Este lavado con agua desionizada se da con el propésito de que los
remanentes de nitrato no formen precipitados color café en la solucidon
durante el revelado. Alternativamente, puede ser remplazado por un
enjuague con solucion de revelado (Harwood, 2000). Disminuir la
concentracion de nitrato en la superficie del gel a través de un lavado
evita tanto la precipitacion de nitrato como la disminucion de la
sensibilidad (Bassam et al.,1991).
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v. Desarrollo de la imagen

En la mayoria de procedimientos de tincion con nitrato de plata, el
desarrollo de la imagen requiere un abrupto cambio en el pH, lo que
causa la inevitable formacién de sales de nitrato insolubles. Estas sales,
precipitan sobre la superficie del gel y disminuyen el contraste de la

imagen, incrementando la oscuridad del fondo (Bassam et al., 1991).

Los complejos de iones de nitrato, tanto como el tiosulfato de sodio,
disminuyen la concentracién de iones libres de nitrato e incrementan el
potencial redox alrededor de la matriz del gel, minimizando el fondo
oscuro en la tincion. La concentracion de 4ul de tiosulfato de sodio,
reduce la tincion no especifica del fondo del gel, y altas concentraciones
no proveen ventajas notables. Disminuir la concentracién de carbonato de
sodio debajo de los niveles recomendados (menos de 4g/l) causa fondos
muy oscuros Yy pobre contraste de la imagen, probablemente
disminuyendo la velocidad total de la reduccion de nitrato (Szabadvary,
1992).

Segun Bassam et al. (1991), concentraciones de formaldehido entre
0.028 y 0.111% por volumen, proveen una tincion Optima. Bajas
concentraciones causan el efecto general de reduccién de sensibilidad
produciendo colores café claros. En contraste, altas concentraciones de
formaldehido reducen el tiempo de revelado, haciendo dificil el control de
la reaccion de tincion y producen un fondo oscuro con bandas café
negruzcas. El tiempo de revelado estd en dependencia de los
componentes de la solucion de revelado y puede variar altamente de
segundos a minutos. La concentracion de formaldehido utilizada en la
tincion de geles de acrilamida también afecta la calidad de la tincién (ver
en anexo, Figura 8). Obviamente, el tamafio y la densidad de granos de
nitrato y la velocidad de la formacion de los mismos, ocasiona cambios en
el color de las bandas. La oscuridad de los acidos nucleicos tefidos, no

es controlable.

La temperatura en el revelado es crucial, la cual tiene que mantenerse

entre 8-10°C. Los requerimientos de temperatura varian con el grosor del

e
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gel y los componentes quimicos de revelado. Como una regla general el
revelado de la imagen ocurre rapidamente, para poder controlarlo el
revelado es realizado a temperaturas cercanas a 10°C, de no realizarse a

10°C el gel se tornara café (Hamilton, 2003).
vi. Solucién de parada

Cuando se obtiene una imagen Optima, la solucion de revelado es
detenida por disminucién del pH, para evitar un sobre revelado accidental.
La reaccion debe ser parada tan rapido como se pueda. Esto se logra
preferiblemente usando &cido acético a 7.5 % a 4°C. Altas
concentraciones de &cido acético pueden causar imagen borrosa
(Rabilloud et al., 2009).

viii. Preservacion del gel

La preservacion del material original provee muchas ventajas, por
ejemplo, no requerir camara fotogréfica y cuarto oscuro. Cuando se
requiera las bandas de ADN pueden ser extraidas de los geles tefiidos
con nitrato de plata seco, el gel se puede preservar en glicerol y

posteriormente ser cubierto con plastico de envolver (Ciafardini, 1994).

3.7. ANALISIS DE INFORMACION ALELICA

En genética de poblaciones y filogeografia actualmente se estan utilizando
herramientas como: Inferencias de coalescencia (Beerli & Felsenstein, 1999;
Rannala & Mountain, 1997), acercamientos a la determinacién de la panmixia
de una poblacion (Pritchard et al., 2000), andlisis asimétrico de migracion
(Beerli & Felsenstein, 1999), analisis de cuellos de botellas y comparaciones de
la estructura de la herencia del ADN mitocondrial (Piertney et al., 2000;
Chesser & Baker, 1996). Entre otras herramientas estadisticas en genética de
poblaciones se encuentran; la Heterocigosidad, el equilibrio de Hardy-
Weinberg, el desequilibrio de ligamiento, el estadistico F, las distancias
genéticas (Distancia de cuerda, Distancias de Nei), la mutacion y la migracion.
También, se utilizan estadisticos especificos para datos microsatélites basados

en el modelo mutacional SMM como: du? (delta mu squared) de Goldstein et al.
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(1995); Dsy de Shriver et al. (1995); Rst de Slatkin (1995); implementada por
Goodman (1997); y @ de Michalakis y Excoffier (1996) resultan Utiles para

analizar informacién alélica.
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IV. METODOLOGIA

El presente estudio se realizé en el Laboratorio de Genética Molecular de la

UNAN- Ledn, en el periodo comprendido entre septiembre 2008 a 2010.

4.1. MATERIAL VEGETAL Y GERMINACION DE SEMILLAS

Las semillas que se utilizaron para el presente estudio fueron recolectadas, por
el Laboratorio de Genética Molecular (Proyecto Pino), en el afio 2005 entre
Marzo y Abril de poblaciones de la zona norte de Nicaragua (Nueva Segovia,

Matagalpa y Jinotega) entre los 901 y los 1242 msnm.

Se tomaron semillas de 17 individuos de diferentes poblaciones, las que
primeramente se lavaron con agua del grifo. Luego se depositaron en un
Beaker conteniendo cloro al 2 % agitando con barra magnética por 20 min para
su debida desinfeccion. En platos Petri se colocd papel filtro humedecido y con
pinzas esterilizadas se depositaron las semillas sobre éste. Se taparon las
placas Petri y se cubrieron con papel aluminio. Entre 5 - 7 dias de germinada la
plantula se extraia el ADN. Finalmente se rotulé con la fecha y la poblacion que

le correspondia.

4.2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Se partié del protocolo Doyle y Doyle (1990) modificado por Cerda G. (2007) y
se hicieron varias modificaciones las que se presentan en el siguiente

protocolo.

Inicialmente se precalentd en un bafio maria a 65°C el buffer de extraccion
compuesto por CTAB (w/v) 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 50 mM, Tris-HCI 100 mM, a
pH 8.0, se agregaron 5 pl de 2-3 mercaptoetanol y 5 ul de proteinasa K. En un
mortero, se depositd una plantula de aproximadamente 60-75 mg a la que se le
adiciono 1 ml de buffer de extraccion, y se macero hasta obtener un liquido. La
muestra se paso a un tubo eppendorf de 2 ml y se incub6 a 65°C por 40 min en
bafio maria, con agitacion fuerte por inversién cada 10 min. Para separar los

acidos nucléicos de los restos celulares se agregd 1 volumen de
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cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) mezclando por inversion. Posteriormente
se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min a 4 °C y se repitid el proceso de
separacion una vez mas en las mismas condiciones. Posteriormente para
precipitar los acidos nucleicos se traslado el sobrenadante a un tubo limpio, se

afiadieron 2 volimenes de isopropanol frio, y se mezclo por inversion (Fotol).

Foto 1. Precipitacion de los acidos nucléicos de Pinus spp. con isopropanol

frio.

Con este mismo proposito se dejo el ADN a -20 °C por un minimo de media
hora y luego se centrifugé a 12,000 rpm por 5 min a 4°C. Se descartd el
isopropanol y se lavo el sedimento por 20 min con 200 pl de Buffer de lavado
| (etanol al 76% y 1 M de acetato de sodio).

A continuacion, se realizé un segundo lavado con 500 ul de Buffer de lavado 1l
(etanol al 76% y 10 mM de acetato de amonio). Seguidamente se centrifugd a
12 000 rpm por 5 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se dejé secar el
sedimento. Finalmente el sedimento se disolvié en 100 ul de buffer TE [10 mM
Tris-HCI (pH 7.4), 1 mM EDTA], el cual se trat6 con ARNasa (1 ul por cada
100 pl de solucion de ADN) durante 15 min a 37 °C y se conservo a — 20°C.
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4.3. CHEQUEO Y CUANTIFICACION DE ADN (Sambrook & Rusell,
2001)

El ADN extraido se chequed cualitativamente por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%. En un microondas se fundié la agarosa en una solucion de
TAE 1X, se dejo enfriar y se vertio el gel liquido en la cubeta conteniendo los
peines para formar los pocillos y se esperé a que solidificara para depositarlo
en la cAmara de electroforesis conteniendo buffer TAE 1X.

A 10 pl de ADN se le agreg6 2 pl de azul bromofenol (conteniendo glicerol al
30% y azul bromofenol 0.25%) esta mezcla se deposité en los pocillos y, se
conecto la camara a la fuente de poder y la corrida electroforética se realizé a
90V por media hora. Una vez finalizada la electroforesis, se tifi6 el gel en una
cubeta conteniendo en bromuro de etidio (0.5 pg/ml) por 30 minutos. Se
visualizé la presencia de ADN sobre una ldmpara de luz ultravioleta y se tomo

una foto con camara digital utilizando un filtro.

El chequeo cuantitativo se realizO mediante espectrofotometro (Lambda
EZ201 UV/Vis Perkin Elmer) para lo cual, las muestras se diluyeron con un
factor de dilucion de 200. Se calibr6 el aparato y se realizé la lectura en
cubetas de cuarzo, a una absorbancia de 260 nm. La concentracion de ADN se
calculé con la formula presentada a continuacion (Robert & Farrell, 2010):
(A x 200 (factor de dilucion)x 50 wg/ml)
1000

260

Concentradonde ADN (zg/ml)=

Una vez conocida la concentracion del ADN extraido para su amplificacion, se

prepararon diluciones en buffer TE a 5 ng/ul y se conservaron a — 20°C.
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4.4. AMPLIFICACION DE MICROSATELITES POR PCR

Se hicieron varias pruebas en las que se modificaron diferentes

concentraciones de Taq polimerasa, ADN y cloruro de magnesio. También se

hicieron varias pruebas en las que se probaron diferentes temperaturas de

anillamiento. Dichas modificaciones aparecen reflejadas en el siguiente

protocolo:

Se amplificaron microsatélites utilizando un Termociclador Amplitron® I

Thermolyne en el cual se corrid el siguiente programa de PCR:

Una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, seguidos de 30 ciclos, cada

uno de los cuales incluia:

A. Desnaturalizacion a 95 °C por 1 min

B. Hibridacion a 56 °C (con variantes segun el primer a amplificar) por 1 min

C. Elongacion a 71 °C por 1 min

Con una elongacion final a 72 °C por 5 min y con la opcion de refrigeracion a
4° C.

Para realizar la mezcla de reaccion, se prepararon reacciones de PCR para un

volumen final de 12 pl. Los detalles de la concentracion de los reactivos

utilizados se encuentran en la siguiente tabla (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones iniciales y finales de la mezcla de reaccién de PCR

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen para
inicial final 12 pl (uh)

Buffer A 10 X 1X 1.2
MgClI 25 mM 1.5 mM 0.72
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.24
Primer F 10 mM 0.25 uM 0.3
Primer R 10 mM 0.25 uM 0.3
Taq polimerasa 5 U/ul 0.5U 0.1
H,O 5.13
ADN 5 ng/ul 20 ng (1.6 ng/ul) 4 ul
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Se ensayaron 6 primers con 5 individuos de diferentes procedencias cada

primer se amplificé a la temperatura recomendada por Auckland (2002) y luego

se realizaron variaciones de los parametros de PCR segun fue requerido.

Los primers utilizados en este estudio se encuentran inventariados en la

Universidad de Texas A&M. Las caracteristicas de los mismos se muestran en

la siguiente Tabla.

Tabla 4. Las caracteristicas de los cebadores utilizados (Auckland, 2002)

S ~ o ~ ©
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E 3 B x |S | ¢ T E
s 3 £EQ 5|3 |gs I
[} o 5 o © D o = ]
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9_') =) % 9 ?5' (@) @/ © o
o} =y o 6 E © ~ > >
e :8 [l _g o [} g c =
2 G cEc |5 |§ |5 =
S o [ = o
l_
PtTX2123 AF143960 202 55 400 GAAGAACCCACAAACACAAG-F (AGC)g
GGGCAAGAATTCAATGATAA-R
PtTX3013 AF143966 134 63 235 GCTTCTCCATTAACTAATTCTA-F (GTT)10
TCAAAATTGTTCGTAAAACCTC-R
PtTX3025 AF143970 266 59 306 CACGCTGTATAATAACAATCTA-F (CAA) o
TTCTATATTCGCTTTTAGTTTC-R
PtTX3030 | AF143972 | 287 59 | 334 | AATGAAAGGCAAGTGTCG-F (TA)a...(GGT)10
GAGATGCAAGATAAAGAAGTT-R
PtTX4033 AF324769 156 59 190 ACCCATTTCCTTTTTCAAC-F (CA)15
GGTGGCGAGGCATTATTC-R
PtTX4114 AF324791 130 56 281 ACACATGTCTTGAGGAGT- F (CA),3

CAATTTGATCTATAACTTTCACC-R
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4.5. ELECTROFORESIS Y TINCION DE ADN MICROSATELITES

A. Preparacion de vidrios

Vidrio con pestafia. El vidrio con pestafia se lavdo muy cuidadosamente con
jabén liquido, luego se enjuago6 con abundante agua del grifo, y posteriormente
con abundante agua destilada. Se dejé secar y se hizo una segunda limpieza
en el lado del vidrio que estaria en contacto con el gel, la que consistié en
verter alcohol corriente y distribuirlo homogéneamente con papel toalla hasta
secarse totalmente (Foto 2). Procedimiento que se realizd tres veces.
Posteriormente se le agregé 50 pl de RepelSilane (llamado comunmente
repelente), el que evita que el gel se adhiera a este lado del vidrio. El repelente
se distribuy6é con papel toalla (Foto 3).

Foto 2. Limpieza del vidrio con pestafia

Foto 3. Agregando RepelSilane
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Vidrio sin pestafia. El vidrio sin pestafia se lavé utilizando el mismo
procedimiento que para el vidrio con pestana, sin embargo, a este vidrio se le
agregd 1 pL de una mezcla conteniendo: 992 uyL de etanol, 5 pl de &cido
acético y 3 pL de BindSilane. Se esparcio la mezcla con un papel toalla por el
lado del vidrio en la que se debia adherir el gel. Se limpié el excedente y se
dejé secar durante 5 minutos procurando obtener un vidrio con una superficie lo
mas uniformemente posible (Foto 4).

Foto 4. Distribucién del BindSilane sobre el vidrio sin pestafia con papel toalla
B. Ensamblaje de la camara

Se prepar6 un espacio en la mesa de trabajo sobre el cual se ubicé el vidrio sin
pestafia. Luego a lo largo del margen de este vidrio se coloc6 un separador de

0.4 mm que determina el grosor del gel (Foto 5).

Foto 5. Ubicacién de separadores

Seguidamente se colocé el vidrio con pestafia con la cara tratada con repelente
sobre el vidrio sin pestafia (cara tratada con adherente) quedando ambos
separados por 0.4 mm (Foto 6).
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Foto 6. Ensamblaje de molde de gel

Seguidamente se cubrid la superficie de trabajo con un color que hiciera
contraste de fondo, para una mejor visualizacion. Se colocaron objetos que
permitieran mantener los vidrios a una altura aproximada de 2 cm, uno en cada
esquina (Foto 7). Para presionar los vidrios se colocaron clanes a lo largo de
estos (3 a cada lado) y los cristales se inclinaron un poco de 2 a 3 cm con un
soporte mas alto en la parte superior de los vidrios, para facilitar el

desplazamiento de la solucion de acrilamida (Foto 8).

Foto 8. Ubicacion de clanes

e
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C. Preparacion del gel de acrilamida

El gel se preparé al momento del uso, vertiéndose en un Beaker 50 ml de
solucion de acrilamida al 4%, 300 pl de persulfato de amonio al 10% y 50 pl de

TEMED. Se mezclé bien, evitando la formacion de burbujas.

La mezcla se depositd con una jeringa de 50 ml, procurando mantener
constante la solucion de acrilamida en la parte superior de los vidrios, para
evitar que entrara aire y se formaran burbujas (Foto 9). En los casos que se
formaron burbujas, los cristales se lavaron nuevamente y se reiniciaba todo el

procedimiento (Foto 9).

Foto 9. Depositando acrilamida con jeringa de 50 ml

Una vez vertido el gel, para evitar perdida de éste, rapidamente se elimind la
inclinaciébn y se dej6o en posicion totalmente horizontal. Posteriormente se
introdujo el peine en posicién invertida (dientes hacia arriba) para formar un
frente totalmente lineal donde se ubicaron los pocillos, luego se espera una

hora para que ocurriera la polimerizacién (Foto 10).

45



Foto 10. Introduccién del peine invertido para formar frente de corrida del gel

de poliacrilamida
D. Precorrida y corrida del gel

Para eliminar restos de acrilamida, se lavaron muy bien los vidrios a nivel del
frente de corrida con gasa o esponja. Luego se colocaron los vidrios sobre la
cubeta de buffer inferior y se ajustaron a la cubeta superior con los sujetadores
de la cAmara de electroforesis (Foto 12). Se llenaron las cubetas (superior e
inferior) de la camara con TBE (Tris, Acido Bérico y EDTA) 1X (Foto 11, Foto
12).

Foto 12. Llenado de Buffer camara superior
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Una vez polimerizada la acrilamida, se retird el peine que formoé el frente de
corrida y se limpié6 nuevamente el frente del gel de urea y restos de
poliacrilamida con la misma solucion buffer. Se coloco el peine con los dientes
de tiburon hacia abajo para formar los pozos (Foto 13). Se repitio el
procedimiento de limpieza del frente de corrida. Se depositaron 2 uL de tampon
de carga (Formamida 95%, EDTA 2mM, Azul de bromofenol 0.05% vy
Xilenocianol 0.05%) en algunos de los pozos. Se conectd la cdmara a la
fuente de poder y se realiz6 la precorrida a 100 W, 2000 V y 400 mA.
Alcanzando el gel 45 °C durante 20 minutos para verificar la correcta
formacién de pozos y el desplazamiento de la mezcla (Formamida/EDTA/Azul

de bromofenol /Xilenocianol) en el gel (Foto 14).

Foto 14. Precorrida de gel

Mientras transcurria la precorrida, se agregaron 5 ul de tampon de carga a
cada uno de las muestras (productos de PCR), las que se desnaturalizaron a
95 °C durante 2 min y se enfriaron rapidamente en un termo con hielo (Foto
15).
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Se detuvo la pre-corrida y para efectuar la corrida se colocaron entre 2.5 a 3
ML de muestra de ADN por pozo. Se inicio la corrida (100 W, 2000 V, 400 mA) y
se dejo que las muestras hubieran recorrido 2 cm dentro del gel, se detuvo la
corrida y se retiraron los peines. Seguidamente se corrieron las muestras

durante aproximadamente 2 horas.

Una vez finalizada la corrida se desmont6 la camara electroforética, se retiraron
los vidrios que contienen el gel, y se desprendié el vidrio con pestafia del gel,
evitando que el gel se desprendiera del vidrio sin pestafia, ya que este sirvio de

soporte al gel en el proceso de tincién (Foto 16).

Foto 16. Separar con delicadeza el virio con pestafa el vidrio sin pestafia
E. Tincion de geles con nitrato de plata

La tincion del gel con nitrato de plata consistio de siete pasos sucesivos, en los
cuales es indispensable hacer uso de guantes de latex, mascarilla y gabacha

para evitar el contacto fisico y la inhalacion de soluciones nocivas.
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El proceso de tincibn comprendio diferentes pasos y en cada paso se sumergio
el gel de poliacrilamida (adherido al vidrio sin pestafia) en dos litros de solucién,
dentro de una bandeja plastica de un metro por cuarenta centimetros.

a. Fijacion

Se depositd el gel en la solucién fijadora compuesta de acido acético al 10
%, durante veinte minutos o mas (Foto 17). La solucidon de fijacion se

preparé al momento de la corrida.

Foto 17.Fijacion de &cidos nucléicos
b. Lavado con agua destilada

Se realizaron tres lavados con agua destilada a temperatura ambiente, cada
lavado se realiz6 por dos minutos en constante agitacion (Foto 18).

Foto 18. Lavado de geles con agitacion gentil y constante
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c. Tincidn

Se sumergi6 el gel durante 30 minutos en una solucion de nitrato de plata al
0.01% con 2.6 ml de formaldehido para un litro de solucion, evitando el
contacto con la luz (Foto 19). La solucion de nitrato de plata se prepar6 en
un frasco oscuro preferiblemente al momento de uso, una vez utilizada, la

solucion se desecho precipitandola con NaCl a saturacion.

Foto 19. Gel sumergido en solucién de nitrato de plata y protegido contra la

luz
d. Lavado con agua estilada

Para eliminar restos de nitrato de plata se sumergio el gel en agua destilada
a temperatura ambiente y en constante agitacion por 10 segundos.

e. Revelado

Se coloco el vidrio con el gel en la solucién reveladora en agitacion
constante, hasta que aparecieron las bandas, entre 3 y 5 minutos (Foto 20).
La solucion reveladora esta compuesta por carbonato de sodio (30 Q),
formaldehido (1.28 g) y tiosulfato de sodio (200 pl) por un litro de solucion. El
tiosulfato de sodio se prepar6 en un tubo eppendorf en el cual se agregoé 1
ml de agua destilada, adicionando luego los cristales de tiosulfato (0.01 g).

Esta mezcla se agit6é en vértex a temperatura ambiente.
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Foto 20. Gel de poliacrilamida revelado con nitrato de plata
f. Fijacion/Parada

El gel se sumergio por cinco minutos en soluciéon de parada (4cido acético
10%) para detener el proceso de revelado. Posteriormente se realiz6 un
lavado con agua desionizada para eliminar los restos de acido acético, para
lo que se sumergio el gel en agua destilada por cinco minutos, eliminando

excesos de acido acético.

F. Documentacién del gel

Las bandas fueron observadas directamente sobre el gel y se tomaron fotos

con una camara digital.

G.Desprendimiento del gel

Para desprender el gel adherido se introdujo el vidrio sin pestafa en 2 litros de
NaOH al 2%, agitando constantemente. Una vez desprendido el gel, se
desecho en un recipiente para su eliminacion segura. Luego, se procedio a la
limpieza del vidrio a través de 3 lavados de 15 minutos con 2 litros de agua
corriente, utilizando una esponja con jabén liquido (botando el agua utilizada
después de cada lavado y fregando con la esponja). Finalmente se realizd
limpieza, la que consisti6 en agregar alcohol corriente con una pizeta,
extendido con papel toalla a lo largo del vidrio. Se dejé secar y se repiti6 el
procedimiento una vez mas. Los vidrios se guardan limpios entre papel toalla.
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V.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion de ADN del presente estudio se utilizé tejido diploide de
plantulas de Pinus spp. a diferencia de Cerda G. (2007), quien utiliz6é ADN
gendmico de megagametofitos. Cuando se extrae ADN de diferentes tejidos a
veces hay que hacer modificaciones para dicho tejido como explica Cerda-
Granados y Diaz (2013). Al usar las modificaciones que hizo Cerda G. al
protocolo original de Doyle y Doyle (1990), el ADN que se obtuvo estaba
degradado y buena parte de él quedaba retenido en los pocillos, indicando
algun tipo de contaminacién (Zimmer, 2005) (Foto 22). Esto se comprobd con
las pruebas de espectrofotometria donde se obtuvieron valores medios
Aze0/A280=1.96. Por consiguiente se tuvieron que hacer las siguientes

modificaciones aplicadas al tejido diploide de plantulas:

Se utiliz6 1 ml de buffer de extraccion, conteniendo 50 mM de EDTA, similares
concentraciones utiliz6 Teza et al., (2012) en la estandarizacion de
microsatélites para la industria forestal en Colombia, diferente a la
concentracion de 20 mM utilizada por Cerda G. (2007) y Cerda-Granados y
Diaz, 2013), el EDTA es un agente quelante que inhibe la accién de las

nucleasas (Puerta & Urefia, 2005).

La proteinasa K se incubd a 65 °C igual a lo utilizado por Teza, (2012), esta
proteasa se inactiva a temperaturas mayores de 65 °C, la temperatura 6ptima
de la proteinasa K es de 65 °C y la actividad puede durar aproximadamente 30

min, incubaciones muy largas no son necesarias (Hilario & Mackay, 2007).

Se hicieron dos lavados (precipitaciones de ADN) parecido al protocolo
utilizado por Teza 2012, uno con solucion de lavado | (Acetato de sodio/
Etanol) y otro con solucion de lavado Il (Acetato de amonio/Etanol), igual a lo
utilizado por Hicks, et al. (1998) en el desarrollo de marcadores RAPDs y
Microsatélites en Pinus contorta. El acetato de sodio es una sal carboxilada

utilizada en la precipitacion de ADN y ARN (Maniatis et al. 1982). Debido a las
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diferencias estructurales del etanol con el agua (constante dieléctrica: 24/80), el
etanol (alcohol preferido para la precipitacion de ADN y ARN) aumenta la
atracciéon entre los cationes y el ADN con carga negativa. Cuando cationes y
acidos nucleicos con carga negativa interaccionan, los acidos nucleicos son
neutralizados, de tal manera que precipitan fuera de la solucion, las sales en
particular los iones monovalentes son criticos para una efectiva precipitacion de
acidos nucleicos, en algunas situaciones una sal es preferida sobre otra. El
acetato de amonio reduce la coprecipitacion de dNTPs libres y oligosacaridos,
sin embargo, el acetato de sodio es la sal mas utilizada para precipitaciones
(Maniatis et al, 1982).

Una vez realizados los cambios obtuvimos un ADN limpio con valores medios
de Azs0/A280=1.87. Esto se puede comprobar al observar en la Foto 23 donde
obtuvimos bandas de ADN bien definidas y sin arrastre. En algunos casos en
que el ADN no quedo totalmente limpio (quedaba retenido en el pocillo), por lo
cual se resuspendié en mayor volumen de buffer TE hasta 200 ul y se precipitd
nuevamente con buffer de lavado | y Buffer de lavado Il. También se hizo un

segundo tratamiento con ARNasa.

El ADN obtenido con el protocolo modificado fue de alto peso molecular, con
poco barrido y de concentracion de 100 ng/pl promedio, cuantificado por

espectrofotometria con ratios cercanos a 1.8 (ver en Anexo Figura 9).

Foto 22. ADN obtenido con el protocolo de Doyle y Doyle (1990) modificado
por Cerda G. (2007) (10ul de ADN/5ul tampon de carga)
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Foto 23. Extracciones con protocolo modificado (10 pl de ADN/5 pl tampon de

carga)

5.2. EFECTO DE CONDICIONES DE AMPLIFICACION

Para amplificar las regiones microsatélites, inicialmente se establecieron las
condiciones de amplificacion (temperatura, tiempo y numero de ciclos). Para
ello se ensayaron concentraciones estandares de los componentes de la

mezcla de reaccion de la PCR.
A. Efecto de la concentracion de ADN

En este trabajo las amplificaciones se ensayaron con concentraciones de ADN
de 1.3y 1.6 ng por pl, obteniéndose mejor resultado a 1.6 ng. Lo que es una
pequefia diferencia del protocolo de Xiang-xiang y Ji-sen (2005) que utilizaron
de 2 a 5 ng por ul en Pinus spp. Por otra parte, Zhang et al. (2005) utilizaron
1ng/ pl para amplificar P. squamata. En cambio, Mei et al. (2009) utilizaron
hasta 6ng/ul para obtener bandas claras y especificas en P. radiata y P.
tabulaeformis, Estos datos ponen de manifiesto que la optimizacién de la
concentracion de ADN es necesaria para cada especie. Ademas la
concentracion del ADN es uno de los principales factores que afectan las
reacciones de PCR para amplificar regiones microsatélites. Con altas
concentraciones se pueden obtener productos no especificos y a bajas
concentraciones no se obtienen productos amplificados (Mei et al., 2009).
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Foto 24. Microsatélites amplificados en el Laboratorio de Genética Molecular,
utilizando el primer PtTX2123

B. Efecto de la concentracién de Magnesio

Se ensayaron dos concentraciones de MgCl,: 1.5 y 2 mM, obteniéndose
buenos resultados a 1.5 mM. En cambio se han reportado buenas
amplificaciones a 2 mM para los cebadores PtTX2123, PtTX3025 y PtTX3030
en P. palustris, P. echinata, P. radiata, P. patula, P. halepensis. y P. kesiya, de
acuerdo al estudio de Kutil y Williams, (2000). Altas concentraciones de MgCl,
pueden aumentar las probabilidades de inespecificidad, lo que se observa
como un barrido de bandas en el gel, por otra parte, bajas concentraciones
pueden eliminar productos no especificos (Cortazar & Silva, 2004), pero muy
bajas concentraciones pueden resultar en poco producto de PCR (Sigler,
2004). Otro efecto es que mucho magnesio inhibe a la polimerasa (Espinosa,
2007).

C. Efecto de la concentracion de Tag polimerasa

Mei et al. (2009) luego de ensayar diferentes concentraciones de Taq
polimerasa obtuvieron los mejores resultados para P. radiata y P. tabulaeformis
en concentraciones dentro de un rango de 1y 1.5 U. Por otra parte Kutil &
Williams (2000) uso 0.62 U/ pl. En este estudio la concentracion de optima de
la enzima utilizada fue de 0.5 U/ul, al igual que Teza et al. (2012) en P. taeda y
Araucaria angustifolia, concentraciones bajas de Taqg polimerasa son muy

recomendadas dado el alto costo que tiene la enzima.
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D. Efecto de la concentracion de dNTPs

Las concentraciones de dNTPs en este trabajo se mantuvieron constantes a
200 pM durante toda la fase experimental. Similares concentraciones fueron
utilizada por autores como Marquardt y Epperson (2004) en Pinus strobus y
Acufia et al. (2012) en Eucalyptus globulus. Es ampliamente documentado que
altas concentraciones pueden promover incorporaciones incorrectas por un
fendmeno conocido como “infidelidad” (Cortazar et al., 2004). En 2007, Wujun
et al. probaron un amplio rango de concentraciones, encontrando que la
concentracion de 200 uM es la recomendada y que a concentraciones menores
a 100 uM se obtienen productos de amplificacibn con barrido y bandas

inespecificas.
E. Efecto de la concentracion de primers

En este estudio, la concentracion final de primers utilizada fue de 0.2 uM, un
poco mas de la que utilizaron Marum et al. (2009) en P. pinaster (0.1 uM de
cada primers) y menos de lo que utiliz6 Moraga et al. (2012), con 0.25 uM para
amplificar ISSR en P. radiata. En 2007, Wujun et al. establecieron parametros
criticos de concentracion de primers entre 0.2 y 1 uM, para amplificar ISSR en

una especie herbacea (Osmanthus spp.).

McPherson y Mgller (2006) documentan que altas concentraciones de primers
pueden aumentar la formacion de dimeros de primers y el mal apareamiento
con secuencias no objetivos. Estos mismos autores reportan que se

recomiendan concentraciones de primers en un rango de 0.1 a 1uM.
F. Efecto de la temperatura de anillamiento

La temperatura de anillamiento es uno de los parametros criticos en las
amplificaciones por PCR. De las tres temperaturas de anillamiento probadas en
este estudio (50°C, 56°C y 59°C), los primers utilizados presentaron oOptima
amplificacion a 56°C. Estos resultados difieren a los publicados por Mei
(2009), quien utilizé entre 45°-49°C para amplificar secuencias microsatélites
en P. radiata y P. tabulaeformis, y Acuia et al., (2012) quienes reportan entre
42°C y 58°C, en dependencia del primers en E. globulus. Lo que evidencia que
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la temperatura de anillamiento en microsatélites debe ajustarse a cada primer y

a cada especie.

5.3. ANALISIS DE BANDAS

Se observaron un total de 120 bandas. Los amplicones tuvieron un tamafio
entre 250 pb y 350 pb, presentandose con mayor frecuencia bandas de 300
pb. Las bandas obtenidas representan de 2 a 3 alelos por locus para Pinus spp.

con los 3 primers que amplificaron las regiones microsatélites.

Los primers que amplificaron estas regiones fueron: PtTX2123, PtTX3025 y
PtTX3030. Estas regiones microsatélites en tripletes son ort6logas para P.
taeda (Elsik et al., 2000). Segun Ellegren et al. (1995), cuando microsatélites
ortdlogos son amplificados con otras especies es probable la obtencion de
poco polimorfismo, a pesar de ello, Kutil y Williams en 2000 determinaron que

los microsatélites son utiles para el estudio de diversos linajes de coniferas.

Pocos microsatélites nucleares de copia simple han sido reportados en Pinus,
ya que la complejidad de los genomas de Pinus y el antiguo tiempo de
divergencia empobrecen la transespecificidad de los microsatélites. Chagné et
al., en 2004 obtuvieron un porcentaje de éxito de transpecificidad de 54% de
primers de P. radiata en P. pinaster, Echt et al. en 1999 detectaron un 29%
entre las especies P. strobus y P. radiata y Gonzales et al. (2004) un 42 %
entre P. taeda y P. pinaster. En este ensayo, amplificaron 3 de 6 cebadores, es
decir, un 50% de las secuencias flanqueantes de microsatélites de P. taeda se
encuentran conservadas en Pinus spp. de Nicaragua. Los locus no
amplificados podrian tener repeticiones interrumpidas que hacen irreconocible
la secuencia del cebador, quizd por mutaciones puntuales De acuerdo con
Taylor (1999), estas interrupciones son responsables por monomorfismos y
degeneracion de la regidbn microsatélite. Sin embargo, polimorfismos en
regiones de flanqueo pueden ser Utiles para determinar relaciones entre alelos

o entre especies (Orti et al., 1997).
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En el caso de P. taeda, se han reportado hasta 4 alelos por locus para el
cebador PtTX3030 y 7 alelos por locus para el cebador PtTX3025
(Liewlaksaneeyanawin et al.,, 2004). Al-Rabab’ah (2003) reporta para esta
misma especie (P. taeda) 6 alelos con PtTX2128 y 16 alelos con PtTX3030.
Para el caso del cebador PtTX2123 se ha reportado hasta 6 alelos por locus en
P. roxburghii. Comparando con estas especies probablemente Pinus spp. de
grupos reproductivos nicaraglienses posean un bajo niumero de alelos para
estos locus, puesto que la diferencia no se debe a ningun aspecto
metodoldgico en la aplicacion de la técnica, las bandas se diferencian con la
suficiente nitidez, lo que elimina la ambigiiedad de presencia o ausencia de las
bandas obtenidas por medio de otras técnicas, como por ejemplo, RAPD,
aunque el numero de muestras amplificadas podria influir en el bajo nivel de
loci por locus obtenido. Sin embargo, para poder afirmar que hay baja
heterocigosidad entre las poblaciones de Pinus. spp. estudiadas, hay que
realizar un estudio poblacional en donde Ila unidad muestral sea

suficientemente significativa.

Es importante mencionar que en este ensayo se amplificaron 3 locus
microsatélites. Segun Nowakowska (2005), para estudios parentales en P.
sylvestris como minimo deberian ser utilizados de 3 a 4 locus microsatélites.
Con el proposito de reducir el sesgo en los resultados Takezaki y Nei en 2008
demostraron que aumentando el niumero de loci dentro de los dos modelos
evolutivos IAM (Modelo de Alelos Infinitos) y SMM (Modelo de mutacién paso a
paso) se incrementa la probabilidad de encontrar la verdadera topologia en un

grupo taxonémico.

El cebador PtTX2123 se utilizd como indicador de la fiabilidad de la técnica, el
cual se corri6 3 veces obteniendo resultados repetibles claros y confiables.
Cabe destacar que el motivo de repeticion de PtTX2123, lo podemos encontrar
en mas de 7 especies de Pinus (Kutil, 2000). El anico parametro de eleccion de
este cebador para demostrar la repetitividad de los resultados con las muestras
de Pinus spp. fue la suficiente disponibilidad del cebador en el Laboratorio de

Genética Molecular.
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Mediante este ensayo determinamos que los microsatélites utilizados en este
estudio son transespecificos y proveen una herramienta eficaz en estudios de
Pinus spp. (ej., Fitzsimmons et al., 1995; van Treuren et al., 1997; Whitton et
al., 1997).
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VI. CONCLUSIONES

Con el protocolo de extraccion de ADN de plantulas de Pinus spp.
optimizado, se obtuvo ADN de alto peso molecular, amplificable para la
Tag-polimerasa, con ratios de Azso/Asg €ntre 1.6 - 1.85 y concentraciones
maximas de ADN de 100 ug/ul de ADN.

Electroforamos regiones microsatélites en geles verticales a 2000 v, 500
ma y 150 W solucionando problemas de resistencia eléctrica y limpieza.
Visualizamos los fragmentos electroforados utilizando un método sencillo
y barato como es el caso de la tincion de geles de poliacrilamida con
nitrato de plata.

Se logro amplificar regiones microsatélites con las siguientes condiciones
de amplificacién: Concentracion de ADN: 1.6 ng, MgCl,: 1.5 mM; Taq
polimerasa: 0.5 U/ul, dNTPs 200 uM, primers: 0.2 uM y temperatura de
anillamiento: 56°C, en un volumen final de 12 pl.

Con dichos parametros optimizados se logré amplificar 3 de 6 regiones
microsatélites probadas para Pinus spp.

Las regiones microsatélites PtTX2123 PtTX3030 y PtTX3025 empleadas
en este estudio muestran transespecificidad para Pinus spp.

Se detectaron 3 alelos para el locus PtTX2123 y 2 alelos para PtTX3030
y PtTX3025.
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VII. RECOMENDACIONES

Reutilizar reactivos de tincion para ahorrar recursos (fijacion y revelado).
Probar otros primers en un estudio poblacional con Pinus spp.

Mejorar condiciones de infraestructura en el Laboratorio de Genética
Molecular, que facilite el desarrollo de la técnica y la adopcion de medidas
de bioseguridad.

Adquirir primers transespecificos para otros géneros, con el propésito de
aplicar esta técnica en otras especies forestales.

Evaluar los resultados en otras condiciones y comprobar la

reproducibilidad de la técnica en otros laboratorios nicaraglenses.
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ANEXOS

Tabla 2. Principales marcadores moleculares y sus caracteristicas mas importantes (modificado de K. Semagn, 2006)

Caracteristicas

Principio

Tipo de
polimorfismo

Polimorfismo

N° loci
detectados

Dominancia

Conocimiento
del genoma
estudiado

Dificultad
técnica

Costo de
desarrollo

RFLP

Cambios de bases en
sitios de restriccion,

inserciones y

deleciones

la3

Ninguno

Intermedio

Minisatélites

Cambios de
bases
,inserciones y
deleciones

Muchos

Ninguno

Intermedio

Microsatélites

Diferencias en
longitud debido a
numero de
unidades repetidas

Si

Alto

RFLP-PCR

Cambios de bases
en sitios de
restriccion,

inserciones y
deleciones

Si

Alto

RAPD

Cambios de bases en sitios de
union del partidor al templado
inserciones y deleciones

lal0

No

Bajo
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Amplificacion preferencial

X T

|

b
-

Diterencias Cantidades
significativas muy pequenas
en el tamaiio de muestra

Polimerlismos en
Ia secuancia
diana del cebador

Interterencita en la
sintesis de DNA por
G-cuadruplex

Figura 6. Representacion esquematica de los mecanismos que pueden
producir artefactos durante la PCR. En el esquema de todos los geles en el

carril N se muestra lo que se obtendria en una amplificacion normal y en el

carril A lo que produciria como consecuencia del artefacto (Barros, 2008)

84




Figura 9. Efecto de la concentracion de formaldehido durante el rebelado de la

imagen. Tomado de Bassam, 1991
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