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Resumen en Espafiol

TITULO: ESTANDARIZACION DE MARCADORES MOLECULARES
MICROSATELI’TE*S EN MUESTRAS DE VACCINIUM FLORIBUNDUM DEL PARAMO
DE SANTURBAN

AUTOR: DANIELA JOHANNA MOJICA CANDELA™
PALABRAS CLAVES: SSR, EXTRACCION DE ADN, PCR Y HETEROLGOS.
DESCRIPCION:

Vaccinium floribundum Kunth (1819), comunmente conocido como agraz, mortifio, ardndano
0 blueberry andino, es considerada una especie promisoria por sus caracteristicas
organolépticas, propiedades nutricionales y alto contenido de antioxidantes presentes en el
fruto. Las condiciones Optimas para su crecimiento y desarrollo se encuentran en las regiones
de paramo y subparamo. En Colombia, su cultivo comercial se limita a Antioquia y Boyaca,
aunqgue en algunos departamentos como Santander se realiza la cosecha y comercializacion
del fruto silvestre presentes en zonas de paramo y subparamo. De manera general, en el pais
no se han realizado estudios que permitan establecer la diversidad genética de las poblaciones
naturales a partir de marcadores moleculares, siendo esta informacion importante para definir
la estructura poblacional y crear planes de uso, manejo y conservacién adecuados. Razén por
la cual, se estableci6 como objetivo estandarizar las condiciones de amplificacion de
marcadores moleculares tipo microsatélite (Simple Secuence Repeats) heterol6gos en la
especie V. floribundum. Los resultados indican que esta especie de arandano es de amplia
distribucion en el Paramo de Santurban. A partir del protocolo modificado por Doyle y Doyle
(1991) se obtuvo ADN con calidad suficiente para realizar PCR. Se estandarizaron las
condiciones para amplificar siete microsatélites heter6logos en V. floribundum, los cuales en
general son polimorficos y permitirian detectar diversidad genética en sus poblaciones. Este
conocimiento serd base para futuros proyectos que permitan determinar la diversidad y
estructura de las poblaciones naturales a partir de marcadores moleculares, informacion
necesaria para generar los planes de manejo, uso y conservacion de esta especie.

*Trabajo de grado.
**Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Luz Nayibe Garzén Gutiérrez.
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Resumen en Ingles

TITLE: STANDARDIZATION OF HETEROLOGOUS MICROSATELLITE MARKERS
IN SAMPLES OF VACCINIUM FLORIBUNDUM FROM PARAMO OF SANTURBAN*

AUTHOR: DANIELA JOHANNA MOJICA CANDELA™
KEYWORDS: SSR, DNA EXTRACTION, PCR AND HETEROLOGOUS.
DESCRIPTION:

Vaccinium floribundum Kunth (1819), commonly known as agraz, mortifio, blueberry or
Andean blueberry, is considered a promising species for its organoleptic characteristics,
nutritional properties and high content of antioxidants present in the fruit. The optimum
conditions for its growth and development are found in the Paramo and Sub paramo regions.
In Colombia, its commercial cultivation is limited to Antioquia and Boyac4, although in some
departments, such as Santander, the harvest and commercialization of the wild fruit present in
Paramo and Sub paramo zones are carried out. No studies have been carried out in the
country to establish the genetic diversity of natural populations from molecular markers, this
information being important for defining the population structure and creating plans for
appropriate use, management and conservation. For this reason, the objective was to
standardize the amplification conditions of microsatellite-type molecular markers (Simple
Sequence Repeats) in the species V. floribundum. The results indicate that this species of
blueberry is widely distributed in the Paramo of Santurban. Based on the protocol modified
by Doyle and Doyle (1991), DNA with enough quality was obtained to carry out PCR. The
conditions were standardized to amplify seven heterologous microsatellites in V.
floribundum, which are generally polymorphic and would allow the detection of genetic
diversity in their populations. This knowledge will be the basis for future projects that allow
the determination of the diversity and structure of natural populations based on molecular
markers, information needed to generate management plans, use and conservation of this
species.

*Bachelor thesis
**Faculty of Sciences. School of Biology. Director Luz Nayibe Garzén Gutiérrez
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Introduccion

El agraz (Vaccinium floribundum, Kunth) es un arbusto muy ramificado con hojas alternas
coriaceas, fruto globoso morado en la madurez. Se distribuye en el norte de los Andes, crece
en el limite del bosque alto andino hasta paramo medio, se desarrolla principalmente en
suelos acidos y porosos con bajo contenido de nutrientes en un rango altitudinal de 2400 -
3900 m s. n. m. (Cardozo et al., 2009; Granados, 2012). En Colombia se encuentran dos
especies, V. floribundum y V. meridionale (Luteyn, 2002), en los sistemas de paramos de las
tres cordilleras (Corantioquia, 2009), aunque sus poblaciones naturales se ven gravemente
afectadas por procesos antropogenicos y por la expansion de la frontera agricola que ocurre
en los paramos Andinos (Buytaert et al., 2006).

El agraz es considerada una especie promisoria porque es nativa de la region, no ha sido
domesticada extensivamente, es subutilizada y poco conocida y cuenta con potencial
economico (Corantioquia, 2009). Sus frutos son comercializados en mercados locales e
internacionales ya que presentan propiedades nutracéuticas debido a su composicion quimica.
Ademas, contiene una cantidad importante de compuestos polifendlicos que tienen la
propiedad de ser colorantes y presentar un efecto antioxidante (Torres et al., 2009; Coba
etal., 2012).

A pesar de que existen estudios relacionados con el estado de conservacion de las
poblaciones naturales en arandanos de Colombia (Corantioquia, 2009; Granados, 2012) éstos
se basan en caracteres morfoldgicos. En el pais no se han realizado estudios que permitan
establecer la diversidad genética de las poblaciones naturales de agraz a partir del uso de
marcadores moleculares, siendo esta informacion importante para definir la estructura

poblacional y crear planes de uso, manejo y conservacion adecuados.



ESTANDARIZACION DE MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES... 10

Por esto, en el presente informe final de trabajo de grado se reportan las condiciones de
extraccion de ADN y amplificacion de marcadores microsatélite heterélogos, informacion
base para desarrollar futuros estudios enfocados en la estimacion de diversidad genética que

permita elaborar planes de manejo y conservacion de esta especie promisoria.
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1. Objetivos

1.1  Objetivo General

Estandarizar las condiciones de amplificacion de marcadores moleculares tipo microsatélite

heterol6gos en la especie V. floribundum.

1.2 Objetivos Especificos

> Determinar la distribucion de V. floribundum en algunas localidades de California,
Charta, Piedecuesta, Santa Barbara, Surata, Tona y Vetas.

» Estandarizar el protocolo de extraccion de ADN para la especie V. floribundum.

> Establecer las condiciones de amplificacién para marcadores moleculares tipo

microsatélite en V. floribundum.

2. Marco Referencial

En esta seccion se detallan caracteristicas asociadas a la taxonomia, distribucion, morfologia,
reproduccion, entre otros aspectos generales de la especie de estudio. Se ponen en contexto
los protocolos de extraccion de ADN mas utilizados en plantas. Y finalmente, se abordan los
marcadores moleculares tipo microsatélite, sintetizando los estudios mas relevantes

realizados en este género.
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2.1  Generalidades de la Especie

El agraz (conocido también como ardndano, mortifio y vichacha) pertenece al orden Ericalean
y la familia Ericaceae, la subfamilia Vaccinioidade, el género Vaccinium y la seccién
Cyanococcus. Ericaceae es la familia con mayor extension geografica, se distribuye en las
regiones tropicales y templadas de todos los continentes, presentando una amplia diversidad
en el Neotrdpico. La subfamilia Vaccinioidade tiene mas de 1200 especies y Vaccinium es el
género mas diverso, con unas 500 especies (Luteyn, 2002; Pedraza-Penalosa, 2015).

V. floribundum es un arbusto que crece hasta tres metros de altura, usualmente es muy
ramificado y sus hojas son simples, alternas, espiraladas, con borde aserrado, presenta flores
agrupadas en inflorescencias racimosas apicales o terminales, las flores son perfectas y
completas, el pedicelo es glabro, el caliz es gamosépalo y la corola es gamopétala urceolada
(Luteyn, 1991). Los frutos son bayas globosas y carnosas que al madurar presentan un color
desde morado oscuro hasta negro y usualmente contienen de 45 a 60 semillas (Figura 1y

Figura 2) (Corantioquia, 2009; Granados, 2012).
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Figura 1. Arbusto de agraz en el Paramo de Santurban.
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Figura 2. Planta de agraz con frutos.

Dentro de las especies reconocidas como agraz en Colombia se encuentran V. meridionale
y V. floribundum (Luteyn, 1991; Rangel-Ch, 2000). De acuerdo con los reportes hechos por

el Global Biodiversity Information Facility (GBIF) y datos del herbario de la Universidad
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Industrial de Santander (HUIS), estas especies se ubican en el &rea de paramos de Colombia

incluido el Paramo de Santurban.

2.2 Breve Revisién Sobre Marcadores Moleculares

2.2.1 Marcadores Moleculares. Los caracteres moleculares son universales; éstos
tienen la ventaja de trabajar directamente con la base genética de la variacién (Rentaria,
2000). Esta variacion, conocida también como polimorfismo, es producto de cambios
espontaneos en el acido desoxirribonucledtido (ADN), y pueden ir desde la substitucion de un
unico nucledtido hasta mutaciones que involucren cambios en el genoma completo

(Aranguren-Méndez et al., 2005).

Existen diferentes tipos de marcadores genéticos utilizados en plantas, dentro de ellos los
moleculares (Azofeifa-Delgado, 2006), los cuales entre otras aplicaciones, han permitido la
identificacion de la variabilidad en diferentes especies tanto a nivel inter como intraespecifico
(Aranguren-Méndez et al., 2005; Medina, 2010). En los ardndanos se han usado,
principalmente, marcadores moleculares del tipo isoenzimas, RAPD (Random amplified
polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y SSR (Simple
Sequence Repeat) (Tamayo, 2007; Die y Rowland, 2013; Garriga et al., 2013). Segun Boches
et al., (2005), los microsatélites son los marcadores mas eficaces para la identificacion de

genotipos en varias especies de Vaccinium.

2.2.2 SSRs. Los SSR también conocidos como microsatelites son secuencias de
ADN formadas de 1 a 4 pares de bases ubicadas en todo el genoma; tanto en regiones
codificantes como no codificantes, contienen polimorfismos con valores superiores al 90%.
Son utilizados para estudios de variacion genética a nivel intra e interespecifico, analisis de

linajes y de sistemas reproductivos (Rentaria, 2000; Azofeifa-Delgado, 2006), segregan de
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manera mendeliana, son codominantes, neutros y la presencia de un solo locus genético por

microsatélite hace que la lectura de las bandas sea clara y facil de interpretar (Rentaria, 2000).

Aunque el uso de microsatélites se ve limitado con respecto a otro tipo de marcadores (ya
que se requiere conocer la secuencia que los flanquea para disefiar los cebadores) los
microsatélites de una especie particular se pueden evaluar en especies filogenéticamente
relacionadas, y de esta manera se denominan heterélogos (Azofeifa-Delgado, 2006; Cobo,

2014).

2.3 Estudios en Vaccinium

Boches et al., (2005) desarrollaron 30 loci microsatélites provenientes de secuencias
expresadas etiquetadas (EST) en V. corymbosum. De éstos, algunos provienen de librerias
EST (identificados con el prefijo NA non acclimated y CA cold acclimated) y los otros de
librerias gendmicas (identificados con el prefijo VCC). Estos marcadores han sido utilizados
por Boches et al., (2006) en V. corymbosum; Schlautman et al., (2017a) en V. macrocarpon y
Cobo et al., (2016) en V. floribundum, con poblaciones de EE.UU. y Ecuador. Aunqgue la
mayoria de los estudios sobre diversidad (realizados principalmente en cultivares) han
utilizado marcadores moleculares tipo microsatélite derivados de ADN nuclear (Covarrubias-
Pazaran et al., 2016; Schlautman et al., 2017a), recientemente Schlautman et al., (2017b),
desarrollaron este tipo de marcadores en cloroplastos y mitocondrias para el género
Vaccinium. Estos investigadores encontraron que de los 54 loci SSR analizados, ninguno fue
polimérfico, aunque todos los cebadores fueron transferibles a 12 taxa en Vaccinium y cuatro
especies no Vaccinium.

Por otra parte, Georgi et al., (2013) realizaron el primer mapa genético del arandano

americano (V. macrocarpon), utilizando cuatro familias segregantes para la caracteristica de
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resistencia a la pudricion del fruto (ocasionada por el hongo Phyllosticta vaccinii). Para la
construccion del mapa se usaron marcadores SSR, SCAR (Sequence-Characterized Amplified
Region) y COS (Conserved Orthologous Set). Encontraron 14 grupos de ligamiento con un
total de 879,9 cM y 82,2% de cobertura.

Lo anterior da muestra de que no son escasos los estudios relacionados con marcadores
moleculares en especies del género Vaccinium; no obstante, las especies endémicas de
Suramérica no han sido tan ampliamente estudiadas y para el caso de Colombia no se ha
realizado ningun estudio a nivel de marcadores moleculares para este género. Por esto se
debe aunar esfuerzos en estudiar las especies que se encuentran en la region y que, ademas,
son de importancia por el papel ecol6gico que tienen en el ecosistema, teniendo en cuenta que
esta especie contribuye al mantenimiento de la biodiversidad de los paramos, a la proteccion
de los suelos y fuentes de agua (Pérez y Valdivieso, 2007).

Una amplificacion de los marcadores moleculares inicia con la extraccién exitosa de ADN
de alta calidad (Alejos et al., 2008). Existen diferentes técnicas utilizadas en la obtencién de
ADN en plantas y su posterior amplificacion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR). A continuacion, las pautas mas importantes para tener en cuenta durante este proceso.

2.4 Extraccion ADN Total

La extraccion de ADN de la planta es el punto de inicio para analisis de genotipos (Henry,
2014), en el género se han evaluado diferentes protocolos y kits comerciales, los cuales han
mostrado reproducibilidad (Tamayo, 2007). Sin embargo, es necesario estandarizar el
protocolo debido a la especificidad que éstos pueden presentar para cada especie.

Henry (2014), propone un protocolo general para plantas donde considera que el proceso
de extraccion comienza con la colecta y el almacenaje de la muestra, el cual puede hacerse

mediante discos foliares que permite almacenar un gran numero de muestras y tejidos.
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Ademas, sugiere que es necesario congelar la muestra hasta su procesamiento; la temperatura
Optima para refrigeracion esté en el rango de -20 °C a -190 °C (Gonzélez y Quintero, 2017).
Entre los componentes de un protocolo de extraccién se debe incluir solucién tampdn para
controlar el pH, sales que influyen en la solubilidad del ADN vy otras moléculas, agentes
quelantes, detergentes para romper los tejidos y paredes celulares, agentes de union fenolicos
como el PVP, enzimas que eliminan contaminantes como proteinas y ARN y disolventes

como el agua o el tampdn TE (Henry, 2014).

25 PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa es un procedimiento rapido para la amplificacion
enzimatica in vitro de un segmento especifico de ADN. Uno de los prerrequisitos para la
reaccion es que se precisa de alguna informacién sobre la secuencia nucleotidica del ADN a
clonar. La informacion se utiliza para sintetizar dos cebadores, uno para el extremo 5’ y otro
para el extremo 3’ de la secuencia que se clonard. Se afiaden los cebadores a una muestra de
ADN cuyas moléculas se han separado en cadenas sencillas. Los cebadores se unen a los
nucleétidos complementarios que flanquean la secuencia a clonar. Después de la hibridacién
se afiade la enzima ADN polimerasa que sea resistente al calor y ésta sintetiza una segunda
cadena de ADN, la repeticion de estos pasos genera mas copias del material genético

(Ausubel et al., 2003; Klug et al., 2006).

2.6 Electroforesis

Es una técnica ampliamente utilizada para la separacion y visualizacion de fragmentos
amplificados de ADN (Madriz y Peraza, 2017), consiste en la migracion de moléculas de

ADN a través de una corriente eléctrica, pasando por una red con tamafios de poro
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diferenciales que puede ser de agarosa o poliacrilamida, dependiendo de la resolucién y
tamarios en pares de base de los fragmentos amplificados se utiliza una u otra, esta ultima
forma redes con tamafios de poro méas pequefios que permiten la separacion de fragmentos
maés cortos (Espinosa, 2007). Para visualizar por lo general se utiliza la luz ultravioleta para
geles de agarosa, y la tincién con nitrato de plata para geles de poliacrilamida (Ausubel et al.,

2003; Espinosa, 2007).

3. Materiales y Métodos

En el siguiente apartado se describen los métodos seguidos para cumplir los objetivos del
presente trabajo, el cual se desarrolld en dos fases: la primera de muestreo o recolecta,
desempefiada en el departamento de Santander en inmediaciones del Paramo de Santurban,
bajo las consideraciones del permiso marco de recoleccién de especimenes de especies
silvestres de la diversidad biolégica con fines de ivestigacién cientifica no comercial
otorgado por la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales a la Universidad Industrial de
Santander (ANLA, 2015) y, la segunda en los Laboratorios adscritos al grupo de
investigacion en Microbiologia y Genética de la Universidad Industrial de Santander, en
donde se procesaron las muestras para extraccién de acidos nucleicos, amplificacién por
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), asi como diferentes técnicas de separacion y

visualizacidn por electroforesis.

3.1 Distribucion de Poblaciones Naturales de V. floribundum

Este trabajo se enfocO en el estudio de V. floribundum pese al hecho que en algunas

localidades también se observé V. meridionale. Para determinar la distribucion de V.
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floribundum en el departamento de Santander — Colombia, se realiz6 una busqueda de
literatura en las bases del Global Biodiversity Information Facility (GBIF), el herbario de la
UIS (HUIS), y adicionalmente se obtuvo informacion suministrada por la comunidad de
mercados locales donde se comercializa el fruto. De esta manera, se realiz6 una seleccion de
siete puntos de muestreo a lo largo del flanco occidental de la cordillera oriental, en los

siguientes municipios: California, Charta, Piedecuesta, Santa Barbara, Surata, Tona y Vetas.

3.2 Recolecta

La toma de muestras de tejidos foliares se llevd a cabo siguiendo las consideraciones
descritas por Gonzalez y Quintero (2017), por lo que se cortaron hojas jovenes en buen
estado y se introdujeron en sobres de papel debidamente rotulados, los que se depositaron en
bolsas plasticas con gel de silice que fueron mantenidas (durante la salida de campo) en un
lugar seco y oscuro a temperatura ambiente. Una vez ingresadas al laboratorio se
almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. Algunas muestras se ingresaron al Herbario de
la Universidad Industrial de Santander con los siguientes codigos de catalogo 18649, 18650 y

18651.

3.3 Protocolo de Extraccion de ADN Total para la Especie V. floribundum

A continuacion, se describen los protocolos que fueron ensayados en la estandarizacion del
proceso de extraccion de ADN a partir de muestras de V. floribundum recolectadas en las

localidades:

Protocolo 1 - Dellaporta et al., (1983) con modificaciones propias del laboratorio
Soluciones y reactivos



ESTANDARIZACION DE MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES... 20

Solucidn de extraccion (100 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA, pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM
mercaptoetanol, 10 mL 20% SDS)
5 M Acetato de potasio
3 M Acetato de sodio
Isopropanol frio
80% Etanol
Tampén TE
Procedimiento
1. Pesar 1 g de tejido fresco de la planta y pulverizar en un mortero con nitrégeno liquido.
2. Afnadir 8 mL de solucion de extraccion, mezclar bien e incubar 1 h a 65 °C.
3. Afadir 2 mL de acetato de 5 M potasio agitar vigorosamente e incubar en hielo por 30 min.
4. Centrifugar a 14000 rpm durante 30 mina 0 °C.
5. Filtrar el sobrenadante por malla miracloth hacia un tubo con 8 mL de isopropanol frio,
mezclar suavemente.
6. Incubar a -20 °C por 30 min.
7. Colectar ADN precipitado con micropipeta con punta cortadas pasar a un tubo de
microcentrifuga con 300 pL de tampon TE.
8. Afadir 2 uL de RNAasa 10 mg/mL e incubar 1 h a 37 °C.
9. Adicionar 30 pL de acetato de 3M sodio 3 M y 250 uL de isopropanol frio.
10. Incubar a -20 °C por 1 h.
11. Centrifugar a 20000 g por 10 mina 0 °C.
12. Lavar con 80 % etanol, colectar ADN con micropipeta pasar a un tubo nuevo y dejar
secar.
13. Resuspender ADN en 200 pL de TE.
Purificacion de ADN (opcional)
1. Afadir 600 pL de fenol equilibrado en el paso 12 mezclar bien y centrifugar a 13000 rpm
durante 10 min a 4 °C.
2. Tomar el sobrenadante y pasarlo a un nuevo tubo. Afiadir 600 pL de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 50:45:5 mezclar bien y centrifugar a 19000 g a 4 °C.
3. Tomar el sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo. Afadir 600 pL de
cloroformo/alcohol isoamilico 45:5 mezclar bien y centrifugar a 19000 g a 4 °C.
4. Tomar el sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo. Afadir ImL de isopropanol frio y
dejarlo en frio por 1-2 h y centrifugar a 19000 g a 4 °C.
5. Descartar el sobrenadante y resuspender en 200 pL de tampén TE.

Protocolo 2 - Chelex (Reyes-Escogido et al., 2010)

Solucién

Buffer TES 11 (10 mM TRIS- Base pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8; 0,5 % SDS)
Procedimiento

1. Resuspender el tejido macerado en 50 uL de lisis TES II.

2. Calentar en horno de microondas por 10 s en el nivel 6 (187 W).

3. Inmediatamente después agregar 150 pg de proteinasa K y 20 ug de RNAasa.
4. Nuevamente colocar en horno con las mismas condiciones del paso 2.
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5. Despues de la lisis, incubar durante dos min a temperatura ambiente, y 150 pL de
amortiguador TE y adicionar 25 mg de Chelex 100.
6. Agitar y luego se pasa al horno con las mismas condiciones del paso 2.

Protocolo 3 - Doyle y Doyle, (1991)
Soluciones

Tampon de extraccion 2% CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 1,4 M NacCl,

0,2% 2-mercaptoetanol, 20 MM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0)
Tampon de lavado (76% Et OH, 10 mM de acetato de amonio)
TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,4)
Procedimiento
1. Precalentar 5-7,5 mL de tampon de aislamiento CTAB 60 °C en un bafio de agua.
2. Triturar 0,5-1,0 g de tejido de hoja fresca en tampon de aislamiento CTAB a 60 °C en un
mortero precalentado.
3. Incubar la muestra a 60 °C durante 30 (15-60) min con ocasionales remolinos suaves.
4. Extraer una vez con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) mezclando suavemente, pero a
fondo.
5. Centrifugar (alrededor de 6000 x g) a temperatura ambiente para concentrar las fases
durante 10 min.
6. Retire la fase acuosa con una pipeta de orificio ancho, transfiera a un tubo de centrifuga de
limpio, agregue 2/3 vol de isopropanol frio y mezcle suavemente para precipitar los &cidos
nucleicos.
7. Si es posible, transfiera los &cidos nucleicos con un gancho de vidrio y vierta 10-20 mL de
tampdn de lavado.
8. Centrifugar los &cidos nucleicos (6000 x g por 10 min) después de un minimo de 20 min de
lavado.
9. Verter cuidadosamente el sobrenadante (algunos granulos aln estaran sueltos incluso
después de este centrifugado) y déjelos secar al aire brevemente a temperatura ambiente.
10. Resuspender el sedimento de acido nucleico en 1 mL de TE.
11. Agregar RNAasa a una concentracion final de 10 pg/mL e incube 30 min a 37 °C.
12. Diluir la muestra con 2 vol de agua destilada o TE, agregar acetato de amonio (7,5 M pH
7,7) hasta una concentracion final de 2,5 M; mezclar y agregar 2,5 vol de Et OH frio y
mezclar suavemente para precipitar el ADN.
13. Centrifugar a 10000 x g durante 10 min en una centrifuga refrigerada o ventilada.
14. Seque la muestra al aire y vuelva a suspender en la cantidad apropiada de TE.

La calidad y homogeneidad del ADN genomico se verific en gel de 1 % agarosa en
buffer TBE 1X, que se corrio a 90 V durante 1 h; en todos los casos se sembraron 5 pL de
ADN vy se us6é el marcador de peso molecular GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Thermo

Scientific). Para estimar la concentracion del ADN el gel se observé en un transiluminador de
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luz ultravioleta. Adicionalmente, se cuantifico la concentracién y calidad por medida de la

absorbancia (260 nm / 280 nm y 260-320nm / 280-320 nm) (Multiskan go-Thermo Scientific).

3.4  Condiciones de Amplificacion para Marcadores Microsatélite en V. floribundum

Se seleccionaron 11 pares de cebadores heterdlogos disefiados por Boches et al., (2005) para

regiones microsatélites de V. corymbosum. Durante la seleccion de los cebadores se

consideraron criterios de transferibilidad a otras especies del género Vaccinium, presencia de

elevado numero de alelos y polimorfismo (Tabla 1).

La amplificacion de los microsatélites se llevd a cabo partiendo de las condiciones

propuestas por Boches et al., (2005) y realizando modificaciones. El primer paso fue

determinar la temperatura éptima de hibridacion por lo que se realizé un gradiente que iba

desde 55 °C hasta 65 °C. En caso de ser necesario, posteriormente se modificé el tiempo de

extension final y el nimero de ciclos. El gradiente de temperatura se hizo en un termociclador

Eppendorf Mastercycler Realplex (Eppendorf) y para las siguientes amplificaciones se utilizo

un termociclador AB 2720 (Applied Biosystems).

Tabla 1.

Marcadores microsatélites seleccionados.

# alelos

GTTTAGTCAGCAGGGTGCACAA

Nombre Motivo F/R Secuencia PB GenBank
reportados
F TCAAATTCAAAGCTCAAAATCAA
CA421F* (CT)25 180-250 14 CF810704
R | GTTTAAGGATGATCCCGAAGCTCT
F GTCTTCCTCAGGTTCGGTTG
CAA483F (TC)8 300-370 9 CF810754
R GAACGGCTCCGAAGACAG
F CGGTTGTCCCACTTCATCTT
CAT794F* (GA)12 220-290 10 CF810941
R GTTTGAATTTGGCTTCGGATTC
F TCCTTGCTCCAGTCCTATGC
NA398 (AAAT)5 210-240 5 CF811369
R GTTTCCTTCCACTCCAAGATGC
F GCCGTCGCCTAGTTGTTG
NA741 (TC)9 240-290 14 CF811540
R | GTTTGATTTTGGGGGTTAAGTTTGC
F CAATCCATTCCAAGCATGTG
NA800* (TC)13 230-290 31 CF811589
R GTTTCCCTAGACCAGTGCCACTTA
F GCAACTCCCAGACTTTCTCC
NA1040* (TO)11 = 180-270 15 CF811165
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Nombre Motivo F/IR Secuencia PB # alelos GenBank
reportados
F AGGCGTTTTTGAGGCTAACA
VCC_I2 (CT)14 200-275 10 AY762678
R TAAAAGTTCGGCTCGTTTGC
F CCCCAACGGTCTTGATCTTA
VCC_J5 (TC)17 250-300 12 AY762682
R GTTTCCTCTCTCTCCAACCCCAGT
F CCTCCACCCCACTTTCATTA
VCC_K4 | (TC)16(TC)12 150-300 14 AY762684
R GCACACAGGTCCAGTTTTTG
F ATTTGGTGTGAAACCCCTGA
VCC_S10 (CT)22 200-300 29 AY762685
R GTTTGCGGCTATATCCGTGTTTGT

Nota: *Los cebadores y las caracteristicas descritas fueron tomados de Boches et al., (2005); los cebadores con
* fueron utilizados por Cobo (2014).

En el proceso de estandarizacion se utilizaron nueve muestras. Para determinar la
temperatura de hibridacion se realizd el gradiente con las siguientes condiciones en
reacciones de 10 pL: 1 pL de ADN [~2,5 ng/pL], 1X de buffer de reaccion, 2 mM MgCI2,
0,2 mM de dNTPs, 0,3 uM de cada cebador, 0,25 U de Taqg polimerasa (Thermo Ficher
Scientific) y se completd el volumen con agua grado biologia molecular (Amresco). La
denaturacion inicial se realizd a 94 °C por 3 min, el ADN fue amplificado por 35 ciclos y el
programa de cada uno consistié en denaturacion por 40 s a 94 °C, hibridacién con gradiente y
extension a 72 °C durante 40 s, y extension final a 72 °C por 30 min.

Una vez se identificd la temperatura de hibridacién para cada marcador, se siguio el
proceso de estandarizacién para eliminar bandas inespecificas y aumentar la resolucién de las
bandas especificas. En este caso, en la PCR se utilizaron reacciones de 10 pL con 1 uL de
ADN genémico [~2,5 ng/uL] y 0,6 pL de cada cebador [100uM pmol/uL], 5 pL de
TopTag™ Master Mix (Quiagen) [200 uM dATP, 200 uM dGTP, 200 uM dCTP, 200 uM
dTTP y 15 mM MgCI2], 1 uL de Coral Load 5X y 1,9 uL de agua HPLC; se realizaron
modificaciones de acuerdo a los resultados obtenidos. ElI cambio en la Taq polimerasa
utilizada se debio6 a que para la fecha en que se inicid este ensayo se tenia disponibilidad de
ésta en el laboratorio y a que en trabajos previos se evidencidé una mayor eficiencia de esta

enzima comparada con la Taq polimerasa convencional.
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Para visualizar los resultados de la amplificacion se realizé la estandarizacion en geles de
agarosa Yy poliacrilamida (PAGE), teniendo en cuenta la concentracion del gel, el tiempo y
condiciones de corrida. Los geles se analizaron mediante el software de tratamiento de
imagen de electroforesis Total Lab D1 con el objetivo de estimar del peso molecular en pares
de base de los productos amplificados.

Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacion, se seleccionaron 15 muestras de
ADN al azar, provenientes de tres localidades diferentes, y se amplificaron los marcadores
estandarizados con el fin de estimar, como un primer acercamiento, parametros de interés

genéticos poblacionales que aproximen a la diversidad genética de esta especie en Colombia.

4. Resultados

En este apartado se reportan los resultados obtenidos en el desarrollo de las actividades de
campo Y laboratorio realizadas en el marco del trabajo de grado. Adicionalmente, se incluyen
resultados de la evaluacion de pardmetros de genética poblacional en los marcadores

estandarizados.

41 Distribucion de Poblaciones Naturales de V. floribundum

Los datos de georreferenciacion de las salidas de campo se ingresaron al software Quantum
GIS v.3.2.2, para elaborar el mapa de distribucion (Figura 3 a la Figura 6). En los mapas se
logra apreciar los puntos de muestreo en cada municipio y la delimitacion del Paramo de
Santurban del afio 2014 (Minsiterio de Ambiente y Desarrollo Sostenible., 2014) y varias

capas correspondientes a las veredas, municipios y departamentos del pais. Esta informacion
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fue tomada de diferentes bases de datos (DANE e IGAC); por esta razén, algunos limites no
estan sobrepuestos.

En las zonas visitadas, el unico municipio donde no se observo V. floribundum fue Santa
Barbara. En cuanto a rango altitudinal, se logré colectar individuos desde los 2100 m s. n. m.

hasta los 3700 m s. n. m. (Tabla 2).
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Figura 3. Sitios de colecta en el municipio de California.
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Figura 4. Sitios de colecta en los municipios de Charta y Vetas.
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Figura 5. Sitios de colecta en el municipio de Surata.



ESTANDARIZACION DE MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES... 27

T
EL PALMAR

PITONES

ARNANIA

RMARIA
VEGAS

CARAGUA

SALAD)

GUAUMALES

Leyenda
@ Sitios de Colecta

[ veredas

Municipios

a Departamentos

[C7] Paramos Santurban

[ Complejos de Pdramos
) T

JUAN RODRIGUEZ

T

SANTA RITA 0 1 2 3 km

/©“D'étﬁigla\]. Mojica

=

Figura 6. Sitios de colecta en los municipios de Tona y Piedecuesta.

Tabla 2.
Ubicacion y rango altitudinal en el que se encontro V. floribundum en cada municipio muestreado.
Municipio Vereda Rango altitudinal (ms. n. m.) * Georeferenciacion*
California Centro 2429-2586 Longitud 7.35700001
Latitud -72.94350204
Charta El Centro 3611-3700 Longitud 7.26651401

Latitud -72.89966997

Longitud 7.10801701

Piedecuesta Santa Rita 2963-3042 Latitud -72.08766897

Nota: *Datos tomados en campo.

4.2 Protocolo de Extraccion de ADN para la Especie V. floribundum

Se inicid el proceso de estandarizacion con el protocolo universal para plantas de Dellaporta

et al., (1983) sin resultados positivos. A pesar de que se realizaron ajustes al periodo de




ESTANDARIZACION DE MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES...

incubacién (2, 4 y 6 horas) no se logré obtener ADN, por lo que se decidié ensayar los otros

protocolos.

El segundo protocolo que se utiliz6 fue el método de Chelex 100-Microwave reportado por

Reyes-Escogido et al., (2010), dado que este protocolo no mostrd resultados y teniendo en

cuenta que no esta disefiado para plantas, se descarto.

El tercer y ultimo protocolo ensayado fue el descrito por Doyle y Doyle (1991). En este,
se realizaron mas ajustes ya que desde el primer ensayo se observo una pequefia cantidad de

ADN en V. floribundum. En la Tabla 3 se presentan las modificaciones realizadas y el

resultado obtenido.

Tabla 3.
Modificaciones realizadas al protocolo descrito por Doyle y Doyle, (1991).
Modificacion Descripcion Resultado
Tiempo de
exposicion al EI_ protocolo indicaba de 15 a 60 NO se observé ADN.
buffer de min, por 2, 4, 6 h 'y toda la noche.
extraccion
El protocolo en miniprep utiliza | No se observd ninglin cambio al
Tejido inicial 15 mg, se cambi6 a 30 mg y utilizar 30 mg; sin embargo, con 45
posteriormente a 45 mg. mg se obtuvo ADN (Figura 7).
En miniprep se obtuvo muy poca
. - cantidad de ADN, y una parte quedd
Se trabajo con miniprep (tubos de . y parte
. . en el pozo (Figura 8, pozo 4). En
microcentrifuga 1,5 mL) y . .
. maxiprep al incrementar los pesos
maxiprep (tubos 15 mL), se . ,
Eppendorf — escalé el protocolo v se utilizé iniciales se notd un aumento en la
Falcon P y cantidad de ADN. Se observé la

diferente cantidad de material
vegetal (100, 250, 500, 750 mg).

saturacion del solvente cuando el peso
inicial sobrepaso el rango de 250-500
mg y el ADN extraido se quedo casi
por completo en el pozo (Figura 9).

Concentracion
CTAB

En el protocolo inicial el buffer
de extraccion contiene CTAB al
2%. Se cambi6 a 4%, con el fin
de evitar la precipitacion de

polisacaridos junto con el ADN.

Se eliminaron los residuos de
polisacéridos, aunque también se
disminuy0 la cantidad de ADN
obtenido (Figura 9 y 10). En la Tabla 4
se muestran los valores tomados por
espectrofotometria.
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30 mg 45mg
2ul 5ul 2ul 5ul

Figura 7. ADN de V. floribundum extraido cuando se modificd peso inicial en mini prep.

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una muestra de agraz con 30 mg y 45 mg, sembrando volimenes
diferentes.

M 100 mg 50 mg 100mg 50 mg

1000pb
—

Figura 8. ADN de V. floribundum extraido cuando se modifico el peso inicial.

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1%.M: marcador de peso molecular de 1000 pb (Thermo Scientific).
Dos muestras de agraz con 100 mg y 50 mg cada una.
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Figura 9. ADN de V. floribundum extraido cuando se modificé la relacion peso/volumen.

30

Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1% M: marcador de peso molecular de 1000 pb (Thermo Scientific).

Pozos 2-8 dos muestras de agraz con 100 mg; 250 mg; 500 mg y 750 mg de tejido inicial cada una.

©lDanielalJiMojica

Figura 10. ADN de V. floribundum extraido con el protocolo estandarizado en el presente trabajo.

Nota: Gel de agarosa al 1% que evidencia la extraccion positiva de ADN en ocho muestras de la especie de

estudio. M: marcador de peso molecular de 1000 pb (Thermo Scientific).

Tabla 4.
Mediciones de calidad y concentracion de ADN obtenido con el protocolo estandarizado.

Muestra | A260/A280 | (260-320) / (280-320) | [pg/mL]

1 1,38 1,82 4,84
2 1,54 1,81 3,14
3 1,64 1,80 2,00
4 1,25 1,78 2,06
5 1,64 1,84 1,71
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Muestra | A260/A280 | (260-320) / (280-320) | [Hg/mL]
6 1,42 1,82 4,33
7 1,26 1,77 571
8 1,38 1,69 3,11

Se presenta a continuacion el protocolo estandarizado para extraccion de ADN vegetal de

hojas V. floribundum en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia.

Protocolo 4: Protocolo estandarizado modificado a partir de Doyle y Doyle, (1991).
Soluciones

Solucién de 4 % CTAB, (1,4 M NaCl, 0,02 M EDTA, 0,1 M Tris HCI, 2% mercaptoetanol)
Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1

Tampon de lavado (76 % etanol, 10 mM acetato de amonio)

Procedimiento

1. Precalentar la solucion de extraccion a 60 °C.

2. Pesar 100 mg de tejido macerado previamente con nitrégeno liquido.

3. Adicionar 7 mL de solucion de extraccion. Incubar la muestra a 60 °C durante 1 h en bafio
de maria con agitacion a 130 rpm (los tubos se pueden girar 90° para que exista mas espacio
y evitar la sedimentacion de la muestra).

4. Extraer una vez con un volumen de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 mezclando
suavemente, pero a fondo. Puede ser por inversion 20 veces.

5. Centrifugar 6000 g por 10 minutos.

6. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo, afiadir 2/3 de volumen de isopropanol frio y
mezclar suavemente, dejar incubando en frio por toda la noche.

7. Si es posible sacar con micropipeta el ADN precipitado, si no, centrifugar a 6000 g por 10
minutos, descartar el sobrenadante y transferir el pellet a un tubo de microcentrifuga.

8. Adicionar 1 mL de tampon de lavado, transferir a un microtubo 1,5 mL y resuspender
cuidadosamente dejando minimo por 20 minutos.

9. Centrifugar a 6000 g por dos minutos, descartar sobrenadante y dejar secar sobre una
servilleta estéril.

10. Resuspender en 50 pL de tampdon TE o en un vol mayor, dependiendo del tamafio del
pellet.

11. Adicionar 2 pL de RNAasa 10 mg/mL e incubar por 30 min a 37 °C (0 a 65 °C para
desactivar nucleasas).

12. Diluir la muestra en dos voliumenes de tampon TE. Adicionar acetato de amonio 7,5 M a
una concentracion final de 2,5 M y 2,5 vol de etanol frio y mezclar para precipitar ADN.

13. Centrifugar a 10000 g durante 10 min.

14. Descartar sobrenadante, dejar secar boca abajo sobre una servilleta estéril y resuspender
en 50 pL de tampon TE.
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15. Realizar la medicion de calidad y concentracion de ADN (p.ej. con espectrofotometria,
260/280 nm).

16. Realizar las diluciones en agua milli Q para obtener el ADN en la concentracion
adecuada. En el presente la solucion de trabajo adecuada se establecié a una concentracion de
2,5 ng/pL.

4.3  Condiciones de Amplificacion para Marcadores Microsatélite en V. floribundum

Como se menciond anteriormente, el primer paso en la estandarizacion de los marcadores
microsatélite, dado que son heterélogos, fue realizar un gradiente de temperatura de
hibridacién. La temperatura de hibridacion reportada por Boches et al. (2005) fue la misma
en seis de los sietes marcadores estandarizados (Tabla 5), donde el microsatélite VCC_K4
amplificé mejor a 60 °C, dos grados por debajo de la reportada por esos investigadores.
Después de realizar el gradiente de temperatura de hibridacion a los once SSR determind
que, la 6ptima para el marcador NA398 es 56 °C, mientras que los marcadores CA794F,
NA800, NA1040, VCC _K4 y VCC_S10 presentaron mejor producto amplificado, y el
marcador VCC _12 a 62 °C; para un total de siete marcadores estandarizados (Tabla 5). En
los marcadores CA421F, CA483F, NA741 y VCC_J5 no se observé producto amplificado en

ninguna de las temperaturas evaluadas, por consiguiente, se descartaron.

Tabla 5.
Temperatura de hibridacién de marcadores estandarizados.

SSR T° de hibridacién (°C) Boches et al. T° de hibridaci(’)n_ (°C)
(2005) presente trabajo
CAT94F 60 60
NA398 56 56
NAS80O 60 60
NA1040 60 60
VCC_I2 62 62
VCC_K4 62 60
VCC_S10 60 60
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Las modificaciones al protocolo de amplificacion consistieron en incrementar el tiempo de
denaturacion inicial (3 a 5 min), y disminuir el tiempo de extension final (30 a 5 min) y el
naumero de ciclos (35 a 30).

Aunque con las condiciones descritas se obtuvo amplificacion en la mayoria de las
muestras, al momento de la visualizacion por medio de electroforesis en PAGE se observo de
manera constante un barrido (smears) en todos los carriles, lo que dificulta la lectura del
producto principal. Se realizaron ensayos disminuyendo el volumen de Top Taq Master Mix
(5a2,5 puL), y aunque se logré amplificacion, al visualizar los productos de PCR se siguieron
observando bandas inespecificas, aspecto que se mantuvo pese a la eliminacion de la reaccion

del colorante Coral Load (Figura 11).



ESTANDARIZACION DE MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES... 34

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

i

e a*®sens

2 8.

© Daniela J. Mojica

~

Figura 11. Producto amplificado del SSR VCC_S10.

Nota: *Electrofosresis en gel de poliacrilamida en donde se muestra el producto esperado (200- 300 pb) cuando
se utiliz6 TopTagq Master Mix. A pesar de que se observan bandas, los smears dificultan la lectura de las
mismas. M: marcador de peso molecular 100 pb (Thermo Scientific) todos los pozos excepto el 9 muestran
productos amplificados.

Se realizaron ensayos de amplificacion con el kit Go Taq Green Master Mix. Los
resultados no muestran smears y evidencian una mejoria significativa en la visualizacion de
los productos de PCR (Figura 12). En el caso particular del marcador VCC_I2, se lograron
apreciar productos de PCR en el tamafio esperado que no se veian cuando se utiliz6 Taq DNA

polimerasa y Top Taq Master Mix.
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Figura 12. Producto amplificado SSR NA398.

Nota: Electrofosresis en gel de poliacrilamida en donde se muestra el producto esperado (210—240 pb) al
utilizar el kit Go Taq Green Master Mix (Promega). M: marcador de peso molecular 100 pb (Thermo
Scientific); todos los pozos excepto el 9 muestran productos amplificados. Las bandas superiores a los 200 pb se
concideraron stutters (ver discusion 5.5).

4.3.1 Visualizacion de Productos de PCR. Con el objetivo de establecer
condiciones 6ptimas para la visualizacion de productos de PCR, se estandarizod la
concentracion de la poliacrilamida no desnaturalizante y las caracteristicas de corrida para la
electroforesis. En el sentido expuesto, se establecié que geles de poliacrilamida 19:1 al 8%
[PA40%] mostraron buena separacion de los productos de PCR de los SSR estandarizados,
cuando la corrida se realiz6 como sigue: 30 mina 45V; 4 ha 120 V; 30 mina 150 V.

4.3.2 Protocolo Estandarizado de Condiciones de Amplificacion por PCR.
Para un volumen de reaccion de 10 pL el mix incluyé 2,5 uL de Go Tag Green Master Mix,
1,5 uL de ADN [2,5 ng/pL], 0,125 pL de cada cebador [0,25 mM] y 5,75 pL de agua HPLC.
Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 5 min de denaturacion inicial a 92 °C,
seguido por 30 ciclos de 40 s a 92 °C, 40 s (ver temperatura en Tabla 5) y 40 s a 72 °C;

finalizando con 5 min de extensién a 72 °C.
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4.4 Evaluacién de Marcadores SSR Estandarizados

De manera adicional a lo propuesto en los objetivos del presente trabajo y para dar una
aplicacion inicial de estos marcadores al estudiar la diversidad genética de V. floribundum, se
estimaron diferentes parametros genético-poblacionales en una muestra aleatoria de 5
individuos de tres localidades diferentes (Charta, Surata y Vetas) para un total de 15.

La amplificacion se hizo siguiendo el protocolo estandarizado para cada marcador, y
posterior a la electroforesis se fotodocumenté cada gel. Los resultados obtenidos se
analizaron siguiendo el método de comparacion directa con el marcador y con informacion
proveniente del software Total Lab D1 (Figura 13) con el fin de determinar el peso en pares
de bases de cada banda. Para evitar la sobreestimacion de los parametros, solo se tuvieron en

cuenta las bandas nitidas que estuvieron cercanos al tamafio esperado.
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Figura 13. Lectura de productos de PCR del marcador NA1040.

Nota: A. Foto original; B. Lectura por comparacién. C. Lectura con el software Total Lab D1. Electrofosresis en
gel de poliacrilamida en donde se muestra el producto esperado (180-270 pb) en todos los casos M: marcador de
peso molecular 100 pb (Thermo Scientific); todos los pozos excepto 3 y 9 muestran productos amplificados.

En la Figura 13 se muestran los resultados para el marcador NA1040, donde se observan
diferentes tamafos de banda para las muestras evaluadas. Por ejemplo, para este marcador en
la muestra 13 se presento el fendmeno conocido como stutter bands (Gugerli et al., 2008)
(Figura 13-A) por lo que estas bandas (recuadro azul) no se tuvieron en cuenta para analisis
posteriores, con el fin de evitar la sobreestimacion de los pardmetros. Todos los marcadores
estandarizados se evaluaron de esta manera.

Seis de los siete marcadores evaluados mostraron alto porcentaje de amplificacion (86,7-

93,3 %) dado que en la mayoria de las muestras se observé producto de tamafio esperado. Por
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el contrario, el marcador VCC_S10 solo fue eficiente en el 46,7% de las muestras evaluadas

(Tabla 6). En las muestras 1, 6, 13 y 14 amplificaron los siete marcadores, mientras que en

las demas, excepto la numero 9, amplificaron entre cinco y seis microsatélites (Tabla 6).

En la Tabla 7 se detalla el rango de los productos de PCR amplificados (pb) y el numero

de alelos obtenidos para cada marcador estandarizado en las 15 muestras evaluadas,

comparados con el reportado por Boches et al., (2005). Cuatro de los marcadores

estandarizados (CA794F, VCC_12, VCC_K4 y VCC_S10) se encuentran en el rango

esperado; NA398, NA80OO y NA1040 mostraron productos de PCR de valor inferior al

reportado por Boches et al., (2005).

En cuanto al nimero de alelos, los microsatélites

CAT94F, NA398 y NAB800O exhibieron 4 y los sistemas NA1040 y VCC K4 8 y 9,

respectivamente, siendo éstos los SSR que mayor nimero de alelos presentaron.

Tabla 6.

Amplificacion (%) de marcadores SSR estandarizados en 15 muestras de V. floribundum.

Porcentaje de

(%)

Muestra\Marcador CAT794F | NA398 | NA800 | NA1040 | VCC_I2 | VCC_K4 | VCC_S10 amplificacion (%)
1 v v v v v 100
2 v v v v 85,7
3 v v v v v 85,7
4 v v v v v 714
v v v v v v 85,7
6 v v v v v v v 100
7 v v v v v v 85,7
8 v v v v v v 85,7
9 0
10 v v v v v 85,7
11 v v v v v 85,7
12 v v v v v v 85,7
13 v v v v v v 100
14 v v v v v v 100
15 v v v v v 714
Porcentaje de
muestras amplificadas 86,7 93,3 86,7 86,7 86,7 93,3 46,7

Nota: v: producto amplificado en el rango esperado.
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Tabla 7.
NUmero de alelos y rango de productos de PCR de marcadores estandarizados.
Namero de alelos Rango productos de PCR (pb)
Nombre Boches etal, t(r?:lg)a?j)o Presente Boches et al., (2005) Presente trabajo
CAT94F 10 4 220-290 226-264
NA398 5 4 210-240 180-230
NAS800 31 4 230-290 202-226
NA1040 15 8 180-270 179-248
VCC_I2 10 7 200-275 211-281
VCC_K4 14 9 150-300 201-262
VCC_S10 29 5 200-300 202-228

Para la evaluacion de parametros genéticos-poblacionales se us6 el genotipo de las
muestras para cada marcador amplificado en pares de bases. Se estimd la presencia de
polimorfismo, el nimero de alelos, la heterocigosidad y el contenido de informacion
polimorfica (PIC Polymorphism Information Content). Para estos dos Gltimos pardmetros se
utilizé el software MolKin V.3 (Gutiérrez, 2005).

Todos los marcadores SSR estandarizados en V. floribundum, excepto NA398, son
informativos puesto que el valor de PIC es >0,5 segln Botstein et al., (1980) (Tabla 8), pese
al bajo nimero de alelos (Tabla 7) con relacién a lo reportado por Boches et al., (2005). Con
respecto a la heterocigosidad (He), el marcador mas diverso es VCC_K4 mientras que el
menos diverso es el NA398 (Tabla 8). En cuanto a las localidades, se observd un mayor
numero de heterocigotos en Charta, mientras se espera que Vetas sea mas diversa para los
marcadores estandarizados pese al bajo valor de PIC promedio respecto a lo definido por

Botstein et al., (1980).

Tabla 8.
Paréametros poblacionales evaluados con el software MolKin V.3 (Gutiérrez, 2005).
SSR He PIC EAI
CA497F 0,64 0,57 2,74
NA398 0,31 0,29 1,45
NAS00 0,63 0,57 2,70
NA1040 0,76 0,73 4,17




ESTANDARIZACION DE MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES...

SSR He PIC EAI
VCC_I2 0,80 0,77 4,90
VCC_K4 0,81 0,79 5,23
VCC S10 0,70 0,67 3,37
Localidad He Ho PIC EAI

Vetas 0,49 0,39 0,37 2,70
Charta 0,46 0,81 0,35 2,45
Surata 0,39 0,51 0,31 2,01

Promedio 0,66 0,57 0,62 3,51

40

Nota: Los parametros evaluados en las localidades siguieron el método de rarefaccién implementado en el
software MolKin V.3 (Gutiérrez, 2005). He: heterocigosidad esperada; Ho: heterocigosidad observada; PIC:

contenido de informacion polimérfica; EAIl: nimero de alelos esperados.

5.

51 Distribucion de V. floribundum

Con respecto a su ecologia fue comdn encontrar a V. floribundum en diferentes habitats p. ej.
en bosque alto andino, pastizales, potreros y paramo medio, acorde a lo expresado por

Luteyn, (2002). Con el muestreo realizado se pudo constatar que las poblaciones naturales de

Discusién

V. floribundum se encuentran amenazadas por la sobre explotacion de sus frutos. Aungue se

han reportado diferentes técnicas para la propagacion por estacas (Mufioz, 2004) o por

cultivos in vitro de esta especie (Pinzon, 2006), en las localidades visitadas no se evidencié la

presencia de cultivos comerciales. Por esta razon, se podria decir que la cosecha del fruto

solamente se realiza a partir de las poblaciones silvestres.

A pesar, de que la localidad visitada en Santa Barbara se encuentra dentro del rango

altitudinal de distribucion no logramos encontrar individuos de V. floribundum. Esto

posiblemente se dio por que el muestreo no fue intensivo, en ese sentido se recomienda

ampliar las localidades.
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5.2 Extraccion ADN Total

La recolecta de la muestra es el paso inicial para el proceso de extraccion, una vez se
desprenden los foliolos se inicia la oxidacion del ADN debido a algunos compuestos de la
hoja como los polisacaridos y polifenoles (Alejos et al., 2008; Borges et al., 2009; Henry,
2014). Para evitar esto es necesario mantener un adecuado manejo de la muestra, aunque lo
mas recomendable es una cadena de frio que la conserve a baja temperatura (p. €j. nitrégeno
liquido) lo que implica un costo alto. El gel de silice es una alternativa viable que puede
mantener condiciones favorables para la muestra (Funk et al., 2017). Dadas las propiedades
higroscépicas del gel de silice éste mantiene estable la temperatura y absorbe la humedad
eficientemente (Zallama et al., 2018). Esto se pudo evidenciar en el presente trabajo, en el
que las muestras se mantuvieron en silice hasta ser llevadas al laboratorio, posteriormente se
almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. Segun Alejos et al. (2008) y Borges et al.
(2009) esto puede mejorar la calidad de ADN obtenido al final de la extraccion.

Durante el proceso de recoleccién se tuvo en cuenta el estado de desarrollo de las hojas.
Aunque el color verde generalmente esta asociado a hojas jovenes, en algunas especies por la
incidencia del sol se presentan diferentes tonalidades (Chaves, 2007). Por esta razon, en el
agraz el color no fue un buen indicador. De esta manera y teniendo en cuenta que es una
especie coriacea como criterio de seleccion se utiliz6 la dureza de la hoja, y se tomaron las
que presentaban una textura suave.

Las hojas de agraz al ser coriaceas dificultan el proceso de extraccion de ADN,
especificamente durante la ruptura de la célula de forma fisica, por lo que es imprescindible
realizar el macerado con nitrogeno liquido como lo sugieren Burden, (2012) y Henry (2014).
Ademas, otros autores indican que al utilizar nitrégeno liquido para macerar las muestras se

rompen con mayor facilidad las paredes y membranas celulares ya que este congela las
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muestras de -196 °C a -210 °C (Alejos et al., 2008; Gonzélez y Quintero, 2017) lo que
conlleva a tener una mayor concentracion de ADN.

Adicionalmente, las hojas jovenes contienen mas células por unidad de peso y poseen
menos polisacaridos y polifenoles, compuestos que pueden llegar a dificultar la extraccion
(Alejos et al., 2008). En el caso de los polisacaridos, generalmente precipitan junto con el
ADN Yy resulta una solucién altamente viscosa, que puede interferir en la PCR (Arruda et al.,
2017); mientras que los polifenoles disminuyen la calidad y concentracion de ADN extraido
ya que al entrar en contacto con este lo oxidan (Fang et al., 1992).

El color de las hojas de agraz (tonalidad rojiza) evidencia la presencia de flavonoides
previamente reportado en las hojas de las ericaceas (Abreu et al., 2008) y se ha probado que
el exceso de radiacion solar que reciben las plantas de paramo puede inducir esta
caracteristica (Chaves, 2007). Este es otro factor que pudo influir en la alta tasa de
degradacion del ADN, obtenida al iniciar los ensayos de extraccion, ya que estos flavonoides
interfieren en los procesos relacionados con la oxidacién del mismo (Trueba, 2003).

Una vez se tiene el tejido macerado apto para iniciar el proceso de extraccidn es necesario
determinar la cantidad apropiada de tejido inicial, pues si se toma en exceso se puede
sobresaturar la mezcla, lo que afecta el rendimiento y aumenta las impurezas del extracto
(Alejos et al., 2008). Por lo anterior, durante la estandarizacion del protocolo se ensayaron
distintos pesos iniciales de tejido macerado, estos experimentos se realizaron tanto en tubos
de 1,5 mL como en tubos de 15 mL con el fin de encontrar la mejor relacion tejido inicial vs
solucion de extraccion, procurando obtener la mayor concentracion de ADN genomico. Se
pudo evidenciar que para 100 mg de tejido inicial de V. floribundum se logra obtener ADN de
alta calidad y concentracion, utilizando 7 mL de solucion de extraccion (Tabla 4) (Figura 9

y Figura 10).
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El siguiente paso es la solucién de extraccion; ésta puede variar en cuanto a sus
componentes y en el tiempo de exposicion con la muestra. EI CTAB es un detergente
comunmente utilizado en la solucién de extraccion vegetal (Doyle y Doyle, 1991; Dhanya et
al., 2007; Borges et al., 2009; Sanchez et al., 2012) y ha sido reportado ampliamente en la
bibliografia para la obtencion de ADN a partir de tejidos vegetales ya que tiene una
capacidad de liberar a los &cidos nucleicos y ademas formar complejos con los mismos, lo
cual facilita su separacion de los demas componentes celulares (Ausubel et al., 2003; Arruda
etal., 2017).

En el presente trabajo cuando en la solucion de extraccion se aumento la concentracion de
este componente, se observo el ADN con menos contaminantes (Figura 10) y se verifico este
resultado por mediciones de espectrofotometria (Tabla 4). La mejoria en la extraccion
posiblemente se dio por un aumento en la precipitacion del ADN, puesto que el CTAB es un
surfactante que  disminuye la tension superficial del agua y produce un cambio
conformacional en el ADN, compactandolo en un glébulo, lo que conlleva a que la
precipitacion del ADN sea mas efectiva (Azmat et al., 2012). Por el contrario, no se noto6
diferencia cuando se vario el tiempo de exposicion del buffer de extraccion con la muestra,
por lo que se mantuvo dentro del rango del protocolo original (15-60 min a 60 °C).

Teniendo en cuenta que la concentracion en las 15 muestras preliminares vario de 1,71-
6,58 ug/mL (Tabla 4) el protocolo de extraccion se puede considerar eficiente en cuanto a la
concentracion de ADN obtenido.

Para lograr la correcta amplificacion del ADN se debe tener en cuenta la calidad y
concentracion de ADN molde (Alejos etal., 2008). Con el protocolo de extraccion
estandarizado en el presente trabajo se logro obtener el ADN total de calidad, que permitié la

estandarizacion de los marcadores microsatélite.
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53 Estandarizacion de Marcadores-Transferibilidad

La serie de marcadores de tipo microsatélite que fueron disefiados inicialmente para V.
corymbosum han sido utiles en la evaluacion de diferentes especies del género como V.
ovarum, V. bracteatum, V. vitis-idaea, V. crassifolium, V. macrocarpon, V. darrowii, V.
tenellum, V. elliotti, V. arboreum, V. Oldhamii y V. floribundum (Boches et al., 2005, 2006;
Cobo et al., 2016). La transferibilidad de éstos es posible, puesto que estas especies se
encuentran relacionadas filogenéticamente e inclusive algunas pertenecen a la misma seccion
(Cyanococcus) (Boches et al., 2005). En este trabajo de grado se logré estandarizar siete de
once marcadores, por lo que el porcentaje de transferibilidad fue del 63%. Este resultado esta
acorde con lo reportado por otros autores para especies del género Vaccinium, por ejemplo,
Bassil etal., (2009) reportaron 84,6% de transferibilidad para EST-SSR y 60-70% de
transferibilidad para SSR de librerias gendmicas; Liu et al., (2014) obtuvieron un promedio
de 78,6% para 8 especies con un rango de 68-89% de transferibilidad para EST-SSR; y Cobo
et al., (2016) reportan que el porcentaje de transferibilidad fue 91,67%.

La transferibilidad puede verse afectada por muchos factores que van desde el disefio del
cebador hasta las condiciones de ciclado y reaccion de la PCR (Chen et al., 2014), ademas,
ésta podria ser exitosa 0 no en dependencia de la coexistencia de sitios de union de los
cebadores (Silva etal., 2014). A pesar de esto se ha reportado que los marcadores SSR

presentan un alto nivel de transferibilidad entre especies relacionadas (Yan et al., 2017).

5.4 Estandarizacion de la PCR

Con respecto a las modificaciones del protocolo de amplificacion de los marcadores
microsatélite, en este trabajo se pudo evidenciar que las temperaturas 6ptimas de hibridacion

no varian significativamente entre especies relacionadas como es el caso de V. floribundum y
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V. corymbosum, puesto que se encuentran clasificadas en la misma seccion, lo que facilita la
transferencia de marcadores moleculares entre especies (Luteyn, 1991; Boches et al., 2005).

Por otra parte, teniendo en cuenta que la reaccion en cadena de la polimerasa es una
técnica de amplificacion exponencial, reducir el nimero de ciclos puede resultar en cambios
significativos en el producto amplificado (Ausubel et al., 2003; Klug et al., 2006). Esto se
corroboré en el presente trabajo ya que, al pasar de 35 a 30 ciclos, permitié obtener sélo las
bandas objetivo, y disminuir significativamente las inespecificas. La PCR se optimizo
siguiendo las sugerencias de Espinosa (2007), al aumentar el tiempo de denaturacion inicial
(de 3 a 5 min) y disminuir el tiempo de extension final (de 30 a 5 min), conservando la
amplificacion de productos de PCR especificos.

En cuanto a las concentraciones de las reacciones, se siguio lo sugerido por Boches et al.,
(2005), principalmente en la concentracion de ADN total que para un volumen final de 10 pL
2,5 ng de ADN molde parecen ser suficientes para una amplificacion exitosa (Tabla 6).

Ya que los microsatélites utilizados en este trabajo son secuencias cortas de un tamafio
esperado no superior a 370 pb, y para este tipo de marcadores los cambios entre un alelo y
otro pueden ser s6lo de un par de bases (Rentaria, 2000), era fundamental contar con un
sistema altamente resolutivo para separar las variantes alélicas (Espinosa, 2007). Por lo tanto,
se realizo la visualizacion de fragmentos en agarosa de alta resolucién 3%, en la cual se
esperaba un poder de resolucion de 0,04-0,7 Kb (datos del fabricante); Sin embargo, al no
evidenciar polimorfismos se utilizO PAGE. Para la visualizacion de los fragmentos y
polimorfismos, PAGE fue una técnica eficiente debido a que las moléculas de acrilamida
forman redes con tamafios de poros mas uniformes y pequefios (Espinosa, 2007), apropiados

para el tamafio de banda esperados con los marcadores evaluados.
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55 Evaluacién de Marcadores SSR Estandarizados

Pese a que el alcance de este trabajo no era llevar a cabo un estudio de diversidad genética
poblacional, de manera preliminar se estimaron parametros de esta indole a partir de 15
muestras seleccionadas al azar.

En primera instancia las corridas electroforéticas permitieron observar aspectos no
visualizados en el proceso de estandarizacién como la presencia de stutter bands. Se observo
que con algunos de los cebadores amplificaban bandas inespecificas cerca del producto de
tamafo esperado, un fendGmeno comun en este tipo de marcadores conocido como tartamudeo
o “stutter”, que se generan por la formacion de un tipo especial de ADN homoduplex durante
la PCR, en donde las cadenas se complementan de manera parcial (dado por inserciones o
deleciones) y esto conduce a la formacion de bucles. Esta estructura afecta la conformacion
de la doble cadena de ADN y por tanto su migracion, lo que se evidencia como fragmentos
adicionales en el gel, que pueden conducir a errores en el momento de la lectura (Gugerli
et al., 2008; Kulibaba y Liashenko, 2016).

En el presente trabajo de grado para los marcadores NA1040 (Figura 13-A), CA794F,
VCC_12, y el NA8OO se observaron dos bandas y segun la nitidez y el tamafio del fragmento
puede considerarse como stutter band. Adicionalmente, la mayoria de los microsatélites que
presentaron esta caracteristica son dinucleétidos, y se ha reportado que las bandas stutter son
mas frecuentes en este tipo de motivos (Kulibaba y Liashenko, 2016).

En cuanto a los resultados mostrados en la Tabla 6 se puede observar que la Unica muestra
en la que no se obtuvo producto amplificado con ningin marcador fue la nimero 9. En las
mediciones de absorbancia del ADN de esta muestra obtuvo un valor de 1,65 como cociente
de la medicién de absorbancia A260/A280; este valor deberia estar entre 1,8 — 2 (Madriz y

Peraza, 2017). Esto puede indicar que posiblemente en el proceso de extraccion la remocion
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de proteinas no fue adecuada, siendo este uno de los factores que puede inhibir la PCR
(Espinosa, 2007); sin embargo, no es lo Unico, otros factores como residuos de la extraccion y
condiciones de ciclado de la PCR son los principales inhibidores de la PCR (Huggett et al.,
2008; Schrader et al., 2012) los cuales pudieron interferir en el proceso de amplificacion de
esta muestra.

A pesar de estar estandarizado el microsatélite VCC_S10 present6 el niUmero mas bajo de
muestras amplificadas (7/15), posiblemente por la naturaleza de los polimorfismos
(Aranguren-Méndez et al., 2005), que puede conllevar a que los sitios de union de este
marcador no sean complementarios para V. floribundum y se generen alelos nulos, es decir,
“cuando un alelo no puede ser amplificado por PCR, debido principalmente a una mutacion
en el punto de hibridacion del iniciador” (Pemberton et al., 1995; Dawson R.J. et al., 1997;
Aranguren-Méndez et al., 2005). Esto es una explicacion viable teniendo en cuenta que se
esta trabajando con marcadores heter6logos. Ademas, la falta de conservacion de los sitios de
unién de cebadores puede conllevar a la no amplificacion de productos de PCR esto es mas
comun en transferencias de cebadores entre especies (Silva et al., 2014), como se evidencid
al no encontrar producto amplificado con los cuatro marcadores en los que no se obtuvo
producto. Es importante destacar que la probabilidad de ocurrencia de alelos nulos aumenta
cuando se trabaja con marcadores heterélogos (Kim et al., 2004).

Respecto a los pardmetros indicadores de diversidad genética, con los marcadores SSR
estandarizados el nimero de alelos estuvo en un rango entre 4 y 9, lo que puede dar indicio
de variabilidad entre los individuos de V. floribundum en las localidades muestreadas. De
igual manera, el contenido de informacion polimorfica de seis SSR esta acorde a lo descrito
por Botstein et al., (1980) lo que indica que se esperaria que estos marcadores (Tabla 7)

exhiban un alto polimorfismo, en particular aquellos cuyo PIC fue >0,76 lo que esta en
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concordancia con lo reportado por Liu et al., (2014) donde los marcadores evaluados por esos
autores mostraron una media del PIC de 0,77, indicando un alto nivel de polimorfismo.

La expectativa del nimero de alelos varia entre 1,45 (NA398) y 5,23 (VCC_K4), resultado
acorde a los valores de PIC estimados (Tabla 8). Lo anterior, podria indicar que en
individuos silvestres se esperaria encontrar diversidad alélica, de ser utilizados estos SSR en
un analisis genético poblacional. Este resultado es consistente con lo reportado por Boches
et al., (2006) ya que para individuos silvestres estos investigadores encontraron una mayor
diversidad alélica, comparado con los cultivares (en promedio 15,5 alelos y 12,6
respectivamente).

El ndmero promedio de alelos en una poblacion es una medida de diversidad genética
altamente informativa y un estadistico atil en la identificaciébn de poblaciones para la
conservacion; sin embargo, este pardmetro puede ser afectado por el tamafio de la muestra
(Kalinowski, 2004; Rodrigafiez et al., 2008). Para disminuir el error que pueda producir este
factor se aplico a dicho parametro la correccion de Hurlbert, (1971) (método de rarefaccion)
asi este valor para las localidades estudiadas fue 3,51 (Tabla 8) lo que indica que hay
variacion en éstas (Kalinowski, 2004; Gutiérrez, 2005; Rodrigafiez et al., 2008). A partir de
los resultados se sugiere plantear dos hipétesis; la primera, V. floribundum constituye una
poblacion genéeticamente idéntica pese a la variabilidad detectada en las localidades (He y
Ho, Tabla 8); y la segunda, como consecuencia de la baja diversidad alélica (PIC y EAI,
Tabla 8), se esperaria que V. floribundum este perdiendo su diversidad genética. Hipotesis

que deberan ser validadas en estudios futuros.
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6. Conclusiones

Vaccinium floribundum se encuentra ampliamente distribuido en el Paramo de Santurban y
sus inmediaciones, donde se logr6 identificar individuos en ambiente natural en 6 de 7
municipios muestreados, lo cual podria constituir poblaciones naturales que desde el punto de
vista genético poblacional no han sido determinadas.

El protocolo més eficiente para extraer ADN a partir de hojas de V. floribundum es el
reportado por Doyle y Doyle, (1991). Con las modificaciones realizadas se puede obtener
ADN de calidad y cantidad éptimos para PCR.

De los 11 marcadores seleccionados se logré estandarizar siete, de los cuales seis
presentan un alto contenido informativo polimdrfico y valores de diversidad que superan el

60%, lo que los hace potencialmente eficientes para realizar estudios genético-poblacionales.

7. Recomendaciones

Se recomienda:

> Ampliar el nmero de SSR base con respecto a los estandarizados en este trabajo
de grado para garantizar conclusiones mas certeras al estimar la diversidad vy el
grado de estructura genética y, de ser posible el uso de marcadores propios de la
especie. En caso contrario ampliar el nimero de individuos por localidad para que

le dé robustez a los diferentes parametros genético-poblacionales.
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