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S RESUMEN.

Centrosema macrocarpum €s una especie con alto potencial forrajero para las

|
Py

il 8 8,8

condiciones agroecoldgicas de sabanas bien drenadas del Estado Guarico, Venezuela. El

&

objetivo de esta investigacion fue evaluar la utilidad de los marcadores moleculares
(RAPD) y bioquimicos a partir de proteinas totales solubles (SDS-PAGE) para estimar
= . el grado de variabilidad genética intrapoblacional presente en una poblacion de C.
macrocarpum proveniente de sabanas bien drenadas, estacion experimental La Iguana,

Estado Guarico.

Analisis molecular.

De los 40 iniciadores utilizados, no todos generaron productos de amplificacion con la
muestra de ADN seleccionada. Solamente se obtuvo amplificacion con 25 de ellos. Sin
embargo, para el analisis molecular sélo fueron incluidos los productos generados con
14 iniciadores, ya que produjeron bandas més intensas, nitidas y reproducibles. Se
registraron un total de 117 productos de amplificacion (bandas), de las cuales 56 fueron
monomorficas y 61 bandas polimérficas. Los indices de similaridad obtenidos revelan
que los individuos analizados de C. macrocarpum provenientes de sabanas bien
drenadas, muestran una similitud superior al 70%, encontrandose individuos con un

maximo de proximidad del 87% en términos de indice de similaridad.

Analisis bioquimico.

Alin cuando se realizaron repetidas extracciones y corridas electroforéticas, buscando
obtener perfiles proteicos 6ptimos, algunos de los extractos presentaron dos perfiles de

bandas diferentes, debido a problemas de degradacion de proteinas. La principal




diferencia entre los dos perfiles de proteinas radica en una marcada reduccién en la
intensidad de una banda cuyo peso oscila alrededor de 55 kDa, junto con la aparicion de
bandas de menor peso (cercanas a los 40 kDa) y una degradacion de proteinas al final de
la corrida electroforética. Los indices de similaridad obtenidos revelan que los
individuos analizados muestran una similitud superior al 85%, encontrandose individuos

con un maximo de proximidad del 100% en términos de indice de similaridad.

En nuestra investigacion encontramos que los marcadores RAPD y la electroforesis
unidimensional de proteinas totales solubles (SDS-PAGE) revelaron diferentes niveles
de variabilidad genética en la poblacion de Centrosema macrocarpum analizada. Debido
a que el analisis de la diversidad genética puede verse afectado por el tipo de marcador
molecular empleado, es necesaria la informacion suministrada tanto por los marcadores
moleculares como bioquimicos ya que complementan los estudios de diversidad

genética en esta especie.
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1. INTRODUCCION.

Las leguminosas constituyen desde el punto de vista alimentario y agricola la fuente
primigenia de la alimentaciéon humana y animal. Pueden proporcionar un alto grado
de nutrientes: proteinas, grasas, sales minerales, con un porcentaje alto de
digestibilidad, aspectos que se consideran de gran importancia, especificamente para

la optimizacion de los recursos forrajeros (Escobar y col, 1996).

Debido a su versatilidad y naturaleza multiproposito, las leguminosas ofrecen una
enorme ventaja, ya que poseen extraordinario valor bioldogico en términos de
proteinas de buena calidad, son ricas en minerales y poseen un elevado contenido de
calcio, fosforo y vitaminas A y D, lo que las convierte en una buena alternativa para
alimentar ganado bovino. Son plantas capaces de fijar biologicamente altas
concentraciones de nitrégeno mediante la asociacidon simbidtica con bacterias del
género Rhizobium y de otros géneros en menor proporcion; presentan una alta
concentracion de nitrogeno en las hojas y por lo tanto gozan de un alto grado de
independencia en relacion al abono nitrogenado (el cual constituye uno de los
insumos mads costosos de la agricultura moderna). Tienen particular importancia
economica por su papel de mejoradoras de la calidad del suelo, lo cual favorece el

desarrollo de cultivos sembrados bajo este sistema (Bravo y col, 1999).

En Venezuela, especificamente en las sabanas del Estado Gudrico existe una alta
diversidad de leguminosas en relacion a las especies de gramineas que alli se
encuentran (Medina y Bilbao, 1991). Sin embargo, a pesar de que este grupo de
plantas constituyen un recurso de gran potencial en muchas éareas, no ha sido
explotado rigurosamente (Chacon y Arriojas, 1989). El problema es mucho mas
agudo en las sabanas bien drenadas donde la vegetacion nativa no garantiza un aporte

adecuado de nutrimentos y biomasa a través del afio (Marin y col, 1982). En este



sentido, se han realizado exhaustivas revisiones sobre la produccién y el valor
nutricional de las pasturas en las sabanas venezolanas bien drenadas, y se ha puesto
en evidencia su extrema pobreza nutricional (Chacon y Arriojas, 1989). Es por ésto
que las tendencias de investigacion actuales se basan en la busqueda de nuevas

fuentes de proteinas para incrementar la calidad de los alimentos disponibles.

Durante mucho tiempo, diversos problemas relativos a la alimentacion animal y
humana se trataron de solucionar con especies de climas frescos o subtropicales,
desarrollando un sistema alimenticio que desechaba a las leguminosas como fuente
de proteina, tanto en la alimentacion humana (granos), como en la alimentacién
animal (forrajes), dando prioridad a las costosas fuentes de proteina animal
(Montaldo y col, 1989). No obstante, en este momento, las leguminosas tropicales
pueden jugar un papel fundamental en la reestructuracion de nuestro modelo de
alimentacion animal y humana, como especies perfectamente adaptadas a las
condiciones tropicales, debido a su enorme potencialidad como proveedoras de
alimentos y fertilizantes naturales, con una adicional disminucidn en los costos de la
alimentacion animal. Sin embargo, debido a que su tasa de regeneracion en ambientes
naturales es sumamente baja, o que su distribucion de forma amplia obedece
mayormente a razones estacionales, es necesario la implementacion de protocolos
eficientes para una rapida propagacion "in vitro" y para su mejoramiento genético. Es
precisamente por €sto, que en la actualidad se esta trabajando arduamente en la
creacion, desarrollo e implementacion de metodologias que garanticen la propagacion
masiva de estas especies y adicionalmente, la creacion de bancos de germoplasma,
los cuales permitan la conservacion del material vegetal seleccionado (Serrano y

Garcia, 1991).

El desarrollo de la Biotecnologia Vegetal incluye diversos aspectos en el ambito
fisioldgico, bioquimico y molecular, que han permitido el perfeccionamiento de
técnicas que resultan de gran utilidad en investigaciones realizadas en diversas

especies de plantas, favoreciendo el desarrollo de zonas de cultivo que no habian sido



utilizadas de forma eficiente. Una de las aplicaciones de mayor generalizacion y
repercusion mundial ha sido en el drea de propagacién masiva de plantas, a través de
la micropropagacion "in vitro", en la que se han proporcionado las bases para el
establecimiento de bancos de germoplasma, los cuales constituyen un excelente
recurso para concretar la idea de un desarrollo sustentable, donde se plantea mantener
la estabilidad de las condiciones fisicas de un area, preservar la biodiversidad, reducir
la degradacion ambiental y mantener la productividad agricola (Callow y col, 1977;
Dewan y col, 1991; Wilkes, 1992; Damania, 1996; Kolloge,1997; Mannion,1998;
Whiters y Engelman,1998; Pérez Ponce, 1998).

La diversidad de genes, las especies y ecosistemas constituyen los tres niveles
conceptuales de diversidad biolégica o biodiversidad (UICN, 1996). La biodiversidad
se considera esencial para la supervivencia humana pues afecta directamente el
desarrollo agrondémico sustentable y la adaptacion de estas especies a un ambiente
cambiante. Por su parte, la diversidad genética (variacién en genes y genotipos)
representa la variacion heredable entre y dentro poblaciones de plantas. Este “pool” o
reservorio de variacion genética dentro y entre poblaciones que se entrecruzan es la
base para la seleccion, asi como para el mejoramiento de plantas. La conservacién de
la diversidad genética es esencial para el presente y bienestar futuro de la humanidad.
En definitiva, un mejor entendimiento de la diversidad genética y su distribucion es

esencial para su conservacion y uso (Ramanatha y Hodgkin, 2002).

La seleccion de una determinada especie para cultivo, asi como la posible induccion
de mejoras genéticas en la misma, en busca de lograr un alto rendimiento y mejor
adaptacion, se puede lograr a través del inventario, andlisis, conservacion,
intercambio y experimentacién de los recursos genéticos, para asi determinar la

variabilidad genética existente entre las especies salvajes y las especies cultivadas.
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Al respecto, el andlisis de las poblaciones de plantas proporciona los datos para
evaluar, de primera mano, la diversidad dentro de una misma especie (variabilidad
intraespecifica), y por otro lado, la diversidad entre especies diferentes (variabilidad
interespecifica). El estudio de la estructura intrapoblacional de las especies
recientemente ha recibido una mayor atencién, sobretodo en el 4rea de la
conservacion bioldgica, en la cual la dindamica de la poblacién para la variabilidad
genética tienen especial interés (Olivieri y col., 1990; Hanski y Gilpin, 1991;
Debinski, 1994).

En el Instituto de Estudios Cientificos y Tecnologicos (IDECYT) de la Universidad
Nacional Experimental Simén Rodriguez (UNESR), con aporte del Fondo Nacional
de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (FONACIT), se estd desarrollando un proyecto
para establecer protocolos eficientes que permitan una rapida propagacion "in vitro" y
el mejoramiento genético de especies de interés econdémico y de impacto en las
sabanas neotropicales del Estado Guarico , con la finalidad de establecer un banco de
germoplasma "in vitro", que permita la preservacion, replicacion y multiplicacion de
especies nativas, en particular de especies de leguminosas forrajeras, como una
manera de establecer una opcion en cuanto a la problemética alimenticia nacional, a
través de la seleccion apropiada de plantas que proporcionen las alternativas para un

desarrollo sustentable en este tipo de agroecosistema.

Con miras al logro de estos objetivos, se presenta el siguiente estudio que persigue
realizar el anélisis bioquimico y molecular de una especie de leguminosa forrajera,
como lo es Centrosema macrocarpum, presente en las sabanas bien drenadas del
Estado Guarico, especificamente de la Estacion Experimental La Iguana. En este
agroecosistema, Centrosema es el género de leguminosas tropicales mas ampliamente
colectado como fuente de germoplasma con potencial forrajero, identificAndose hasta
ahora 14 especies (Flores, 1992; Schultze-Kraft, 1991; Schultze-Kraft y col., 1993).
Especificamente, Centrosema macrocarpum es una especie de alto potencial

forrajero para las condiciones agroecol6gicas de la region (Farifias y col. 1997),



presenta resistencia a la sequia, tiene altos contenidos de minerales y proteinas, es
apetecible para el ganado, ademés de resistir al pastoreo intensivo (FUSAGRI, 1986;
Montaldo y col., 1989). Sin embargo, debido a que su tasa de regeneracion en
ambientes naturales es relativamente baja, y que su distribucion obedece mayormente
a razones estacionales, es necesario la implementacion de metodologias que
garanticen su disponibilidad a lo largo de todo el afio. En este sentido, la
implementacién de alternativas biotecnoldgicas pueden ser una opcién para
garantizar la presencia de recursos forrajeros durante todo el afio. Al respecto, la
evaluacion de la variabilidad genética de poblaciones naturales que se deseen
micropropagar es, entre otras variables determinantes, de vital importancia para
seleccionar individuos que muestren similares huellas genémicas, con la finalidad de
obtener respuestas morfogenéticas uniformes a partir de la seleccion de individuos lo
mas homogéneos posibles. Esto permitirfa establecer protocolos eficientes para la
propagacion masiva de especies de leguminosas. Adicionalmente, entender la
distribucién y extension de la diversidad genética de especies de plantas nativas,
permitird la conservacion y uso de manera eficiente de los recursos con alto potencial

forrajero.
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2. ANTECEDENTES.

Histéricamente, los estudios relacionados con diversidad genética en plantas han sido
vinculados con datos arqueoldgicos, botanicos, lingliisticos, historicos y
morfoldgicos. Vale decir, que desde el punto de vista agronémico y comercial, la
caracterizacion de germoplasma se ha basado fundamentalmente en caracteristicas de
alta y baja heredabilidad medidas a través del fenotipo. Sin embargo, los principales
limitantes de esta caracterizacion a través de marcadores morfolégicos ha sido su
gran vulnerabilidad ante la influencia ambiental, su sensibilidad a ser alterados por
enfermedades, su variacion en funcién de la etapa del crecimiento o al ambiente
agroclimatico y al tiempo requerido para colectar los datos. Més alin, estas
evaluaciones son subjetivas y estan condicionadas al criterio y experiencia individual
de cada investigador (Narvéez y col., 2000). Esto ha llevado a que en numerosas
ocasiones existan genotipos mal indexados, especialmente cuando se trata de

cultivares que presentan fenotipos muy similares.

En la actualidad, el estudio de la diversidad genética, de su estructuracion y de su
organizacion es una de las vias de enfoque privilegiada de los temas de actualidad
como: Biologia de la conservacion, proteccion de la biodiversidad y de las especies
amenazadas, gestion y valorizacion de los recursos genéticos, estudio de patdégenos
de plantas, creacion de variedades, de razas mejoradas y dispersion de genes y
riesgos medioambientales, entre otras. Conocer la similitud entre los individuos y las
poblaciones permite, ademdas de la organizacion del material, la seleccion adecuada
de los genotipos superiores y la complementaciéon con datos fenotipicos y

agrondémicos para el desarrollo de una poblacidon mejorada.



2.1.- Marcadores moleculares.

El analisis de la molécula de ADN ha resultado ser una herramienta de gran
potencialidad para la resolucion de problemas de taxonomia y filogenia, debido a que
su estudio evita los problemas asociados a la plasticidad fenotipica con respecto al
ambiente (Montoya y col., 1996); esto es debido a que con el uso de los marcadores
moleculares se reconoce directamente las diferencias genéticas entre individuos,
obteniéndose un "perfil molecular" o "fingerprinting" caracteristico para cada
variedad independiente de las condiciones de crecimiento de las plantas (Morell y
col., 1995). Ademas, permiten obtener mejores estimaciones de la diversidad genética
de una poblacién determinada (Johns y col., 1997), asi como informacién sobre
frecuencias alélicas, nivel de heterocigocidad de una poblacion y subdivisién de
poblaciones, entre otras, en un periodo de tiempo menor al ocupado mediante
estrategias convencionales (Waugh y Powell, 1992). La medicion de la diversidad
genética y el establecimiento de las relaciones genéticas entre individuos vy
poblaciones son unas de las aplicaciones mas importantes de la tecnologia de los

marcadores moleculares (Skroch y Nienhuis, 1995).

Un marcador molecular debe reunir ciertas caracteristicas tales como: alto grado de
polimorfismo, herencia codominante, distribucion frecuente y uniforme en todo el
genoma, facilidad de estudio, rapidez en los resultados, y costo de desarrollo bajo o
proporcional a la cantidad de informacion reunida. Ademas, debe poseer un nivel de
reproducibilidad adecuado para comparar resultados entre distintos laboratorios.
Desafortunadamente, no existe un Unico marcador que cumpla con estas
caracteristicas, por lo cual es necesario probar diferentes técnicas para aprovechar sus

caracteristicas especificas (Narvaez y col., 2000).

Actualmente, los avances en Biologia Molecular han incorporado marcadores, de

naturaleza molecular y bioquimica de mayor sensibilidad para detectar cambios en



los genotipos de los individuos, situacion que ha permitido grandes avances en este
tipo de estudios. Con respecto a ésto, podemos citar; aquellos marcadores basados en
Fragmentos de Restriccion Polimérficos (RFLP), Polimorfismos de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP), las secuencias de ADN de mini (VNTR) y
microsatélites (SSR) y la Reacciéon en Cadena de Polimerasa (PCR) (White y col.,
1989), la cual ha derivado en la técnica de Amplificacion al Azar de ADN
polimérfico (RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA).

El uso de RFLP (Fragmentos de Restriccion Polimorficos) en plantas representa una
buena alternativa para realizar diversos estudios relacionados con los tres genomas
que existen en ellas, el nuclear (ADNn), mitocondrial (ADNmt) y el de cloroplasto
(ADNcp). La principal ventaja de los RFLPs es que se puede obtener un numero
ilimitado de estos marcadores moleculares, los cuales ademas de no ser afectados por
el medio ambiente, pueden ser evaluados en cualquier etapa de desarrollo de la planta
y son practicamente insensibles a las condiciones de la reaccion (Tohme y col.,
1996). Sin embargo, dentro de las principales desventajas de los RFLP estan la
clonacion de las sondas, deteccion de RFLP en las membranas y el uso de
radioactividad en la técnica; tareas consideradas laboriosas, lentas y costosas. Aunque
altimamente, el desarrollo de la técnica no-radioactiva ha simplificado esta

metodologia (Foolad y col., 1995).

Por su parte, en los AFLP (Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados) se
combinan los principios de los RFLP y PCR, donde una submuestra de fragmentos
producidos por la restriccion del ADN bajo estudio es amplificada selectivamente en
cascada. Una de las desventajas para la interpretacion de los datos obtenidos por esta
técnica, es el tiempo necesario para el analisis cuando se realiza en forma no
automatizada (visual), sin embargo, la técnica tiene la ventaja de que los loci de
AFLP son tan reproducibles como los RFLPs, pues son précticamente insensibles a

las condiciones de la reaccion (Tohme y col, 1996).



Los microsatélites son muy atractivos para los genetistas pues combinan varias
ventajas; su codominancia, multialelismo y su alta heterocigosidad. El alto nivel de
polimorfismo que detecta esta técnica permite una discriminacion precisa entre
individuos altamente emparentados. Ademas de ser altamente polimorficos, los
microsatélites usan cantidades minimas de ADN, equivalentes a las que se usan en
RAPD. Las condiciones de amplificacion y de reaccion son especie-especificos y la
variacion en el largo de los productos amplificados mediante PCR es funcion del
nimero de unidades repetidas. Sin embargo, una de las desventajas de los
microsatélites es el tiempo y costo involucrado en el proceso del disefio de cada
iniciador, atin cuando exista la posibilidad de usar los mismos iniciadores en mas de
una especie. Esto es debido, a que existe un grado de conservacion de las secuencias
de estos microsatélites variable entre algunos mamiferos y plantas anuales o perennes.
Esto no es generalizado en todas las especies, puesto que al comparar entre cereales
de grano pequefio como trigo, cebada y centeno, se ha detectado una limitada

conservacion de las secuencias microsatelitales (Becerra y Paredes, 2000).

El principio de la técnica PCR (Reaccién en Cadena de Polimerasa) se basa en la
amplificacion al azar de fragmentos de ADN usando un iniciador, ADN genémico
molde, nucledtidos, cloruro de magnesio y Taq ADN polimerasa. Esta reaccion es
sometida a diferentes condiciones ciclicas de temperatura, lo que permite la
amplificacion in vitro de multiples fragmentos de ADN a partir de una cadena molde.
Estos productos son polimérficos cuando se ha producido una pérdida, insercion o
cambio de un solo nucledtido en la cadena molde (ADN gendmico). A partir del PCR
se han generado una serie de técnicas, tales como la de Fragmentos Polimérficos de
ADN Amplificado al Azar (RAPD) (Williams y col., 1990).

El método RAPD tiene ciertas limitaciones sobre las técnicas moleculares anteriores
y tiene muchas ventajas sobre otros métodos, entre las que pueden destacarse: 1.- Se
pueden obtener rapidamente marcadores moleculares, ya que no se requiere conocer

la secuencia de nucledtidos del ADN, 2.- Pequefias cantidades de ADN son
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suficientes para una reaccion de amplificacion, 3.- El protocolo es relativamente
rapido y facil de realizar (Cloutier y Landry, 1994), 4.- Un grupo universal de
iniciadores puede usarse para el analisis genémico de una amplia variedad de
especies, 5.- No es necesario aislar sondas de ADN clonado, preparacion de filtros
para hibridacion o secuenciacion de nucleétidos, 6.- Cada marcador RAPD es el
equivalente de un sitio especifico de la secuencia (Williams y col., 1990), 7.- Usa
fluorescencia en vez de radioactividad (Tingey y col., 1992) 8.- Rapidez en la
obtencidn de resultados, 9.- El bajo costo y la baja complejidad técnica aunado a su
gran reproducibilidad dentro de condiciones de laboratorio (Tommerup y col. 1995).
Sin embargo, este grado de reproducibilidad se ve afectado severamente cuando las
condiciones entre parametros de amplificacion (temperaturas, rampas, tipos de
polimerasas, concentracion de MgCl2, ADN molde ¢ iniciadores) y el entorno son
alteradas. Esta desventaja se puede reducir logrando un alto grado de estandarizacion
de las condiciones de reaccion y de amplificacion, usando un control interno para
asegurar la reproducibilidad de los productos de la amplificacion y el registro de las

bandas nitidas y consistentes (Skroch y Nienhuis, 1995).

Los RAPD difieren de otros métodos de andlisis por PCR en que se usa un anico
iniciador de pequefio tamafio y se hace el apareamiento del PCR a bajas temperaturas.
El principio de la técnica de RAPD se basa en la amplificacion de fragmentos de
ADN gendémico usando como iniciador un oligonucledtido corto (<15 pb) de
secuencia nucleotidica arbitraria. Las secuencias amplificadas pueden ser altamente
polimorficas y usadas como marcadores genéticos. Los polimorfismos detectados por
RAPD son el resultado ya sea, de un cambio de base que altera el sitio de enlace del
iniciador, o de una insercién o deleccion dentro de la region amplificada. Los
productos de la amplificacion son separados por electroforesis y las bandas
visualizadas, de diferente peso molecular representan diferentes loci (Williams y col.,
1990). En todos los casos, la informacion aportada por los patrones RAPD (presencia
o ausencia de determinada banda) permite elaborar una matriz de simulacion

calculada utilizando indices de similitud apropiados (Distancia de Jaccard; indice de
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similitud de Nay y Li' s; Coeficiente de similitud de Sorensen-Dice, entre otros). Los
resultados se expresan luego por andlisis de agrupamiento UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetical Averages) en forma de dendrograma (Xena de
Enrech, 2000).

La técnica RAPD ha sido utilizada exitosamente en la creacién de mapas evolutivos
(Rafalski y col., 1991), localizacion de genes de resistencia a enfermedades (Martin y
col., 1991; Michelmore y col., 1992), identificando marcadores especificos de
cromosomas (Quiros y col., 1991), en la caracterizacion de hibridos somaticos (Bairt
y col., 1992) e identificacion de variantes somaclonales (Brown, 1991; Vidal y
Garcia, 2000).

Adicionalmente, el uso de esta técnica ha permitido hacer clasificaciones de varias
especies de Rosa sp., las cuales no se habian podido lograr bajo los criterios
tradicionales de clasificacion. Estos estudios permitieron construir dendrogramas
tanto a nivel inter como intraespecifico, los cuales mostraron una buena correlacion
con previas clasificaciones realizadas por diferentes autores basados en estudios
morfolégicos, lo que permitié concluir que la técnica RAPD es una herramienta

sensible y precisa para el andlisis genémico en este género (Millan y col., 1996).

Por su parte Chalmers y col. (1992), llegaron a la conclusién que a través del andlisis
RAPD se logra una discriminacion correcta entre  Gliricidia sepium 'y Gliricidia
maculata, debido a que los resultados indican que el método suministra suficiente
informacion genética para concluir que la segunda especie puede ser considerada un

taxon diferente.

La técnica RAPD también ha sido ampliamente usada para estudiar la diversidad
genética de cultivares y su relacién con un ancestro silvestre (Demeke y col., 1992;
Sharma y col., 1995). Adicionalmente, esta técnica ha sido usada de forma exitosa

para describir la estructura de la poblacion en muchas especies; Microseris elegans
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(Van Heusden y Bachmann, 1991), Hordeum spontaneum (Dawson y col., 1993),
Buchloe dactyloides (Huff y col., 1993), Pyrenophora teres (Preever y Milgroom,
1994), y més generalmente para estudiar el nivel de polimorfismo entre individuos de
una misma especie (Vierling y Nguyen, 1992; Marmey y col., 1994; M'Ribu y Hilu,
1994; Orozcocastillo y coli, 1994). Estudios realizados en Pinus resinosa permitieron
establecer los bajos indices de diversidad genética existente en esta especie a través
del analisis RAPD (Fowler y Morris, 1977: Mosseller y col., 1991), a pesar de ser una
gimnosperma, las cuales son consideradas altamente variables desde el punto de vista
genético (Hamrick y Godt, 1999). Divaret y col, (1999), confirmaron la eficiencia
de los marcadores RAPD en el estudio de la diversidad entre poblaciones de
Brassica oleracea L, estudio que no resulto fructifero mediante el uso de marcadores
morfolégicos, debido a la gran heterogeneidad presente entre los individuos

analizados.

2.2.- Marcadores bioquimicos.

Ademas de la utilidad de los marcadores moleculares para evaluar la diversidad
genética presente en especies vegetales, se ha sefialado que las variaciones a nivel de
proteinas dentro de una poblacion resultan igualmente utiles en estudios genéticos, ya
que variaciones en la estructura proteica sirven como indicadores de los niveles del
polimorfismo y relacion filogenética, asi como en la identificacion de razas, especies
y poblaciones, por lo que resultan ser una valiosa herramienta para los estudios

evolutivos y taxondmicos (Kesseli y Michelmore; 1986).

En este sentido, diversos estudios revelan el uso potencial de la electroforesis
unidimensional de proteinas totales solubles (SDS-PAGE) para evidenciar la posible
presencia de marcadores bioquimicos utiles en diferentes dreas de investigacion. Al
respecto, esta técnica ha permitido la deteccion de moléculas activas sobre la

diferenciacion de embriones. Especificamente, ha evidenciado diferencias
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bioquimicas entre callos embriogénicos y no embriogénicos de Coffea arabica, ya
que cada sistema presentd un patron proteico caracteristico. Ademas, esta técnica
permiti6 detectar cambios en algunas proteinas, las cuales aparecen diferencialmente
durante las distintas etapas de desarrollo de embriones somaticos (Menéndez y col.
1994). De igual modo, a través de este tipo de analisis se han podido revelar
diferencias cualitativas y cuantitativas entre las proteinas presentes en callos
embriogénicos y no embriogénicos de Oryza sativa (Chen y Luthe, 1987) y cafia de

azucar (Saccharum sp.) var CP5243 (Blanco y col., 1999).

Ciertas investigaciones han puesto de manifiesto la utilidad de las proteinas como
indicadores para evaluar el grado de respuesta a nivel bioquimico en una determinada
especie ante diferentes mecanismos de estrés. En tomate (Licopersicum esculentum),
por ejemplo, el andlisis electroforético SDS-PAGE permitié confirmar un elevado
grado de homogeneidad de los perfiles proteicos de 14 variedades con diferentes
grado de tolerancia al calor (Iglesias, 1995). Por el contrario, Iglesias y Gonzalez
(1995) lograron la diferenciacion a nivel bioquimico de 3 variedades de arroz, con
diferentes grados de tolerancia a la salinidad, a través de variaciones sustanciales en

los perfiles proteicos obtenidos utilizando el analisis SDS-PAGE.

Por otra parte, esta técnica también ha permitido evidenciar en especies de
leguminosas de interés econdmico cambios en los patrones proteicos ante el ataque de
patogenos. En este sentido, Moncada y Pérez (1994) trabajando con Phaseolus
vulgaris reportan cambios signitic-ativos en los perfiles proteicos obtenidos como

respuesta a diferentes niveles de estrés inducido por el ataque de Sclerotium rolfsii.

En estudios de resistencia a la sequia, el analisis electroforético de proteinas en una y

dos dimensiones en geles SDS-PAGE ha sido utilizado para determinar el patron de
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expresion de proteinas durante la embriogénesis tardia en Prunus amygdalus
(Campalans y col.. 2000). Estos investigadores encontraron una acumulacion de
proteinas en el embridn maduro de esta especie, evento que conduce a la adquisicion
de tolerancia a la desecacion del embrién. En Zea mays L. (maiz) este andlisis
proteico permitié evidenciar la acumulacion de proteinas en el medio durante el
cultivo de cigotes de maiz, producidas por el co-cultivo con microsporas de cebada.
Las microsporas sirven como células nodrizas y secretan proteinas las cuales se
acumulan durante los dias de cultivo, promoviendo la formacion y desarrollo de

embriones de maiz (Paire y col., 2003).

La técnica SDS-PAGE igualmente evidencid la distribucion diferencial de proteinas
moviles del floema entre organos fuente y sumidero de Cucurbita maxima Duch.,
evidenciando que su ubicacion depende del tejido analizado, ya que varias proteinas
fueron consistentemente observadas en todas las muestras de floema estudiadas,
mientras que otras son oOrgano-especificas (Kehr y col., 1999). En estudios de
mejoramiento genético, la electroforesis unidimensional igualmente ha permitido
mostrar la utilidad de usar el polimorfismo proteico para evaluar la variacion
somaclonal de plantas regeneradas a partir de cultivos de tejidos (Novak y col., 1990;
Vidal, 1996).

De aqui se desprende la utilidad del analisis electroforético unidimensional (SDS-
PAGE) y marcadores RAPD para ser empleados para revelar diferencias genéticas
presentes en distintos sistemas de plantas analizados, asi como para evidenciar el
nivel y distribucion de la diversidad genética presente en poblaciones naturales para
planificar la conservacion y uso eficiente de los recursos genéticos de sabanas bien

drenadas del Estado Guarico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Evaluar la variabilidad genética utilizando marcadores moleculares y bioquimicos
entre individuos de una poblacién natural de Centrosema macrocarpum, especie de
leguminosa forrajera ubicada en las sabanas bien drenadas del Estado Guarico,

Venezuela.

3.2 Objetivos Especificos:

I.- Establecer las condiciones éptimas de germinacion y crecimiento en condiciones
de vivero de semillas de Centrosema macrocarpum provenientes de sabanas bien

drenadas del Estado Guarico.

2.- Determinar el nivel de polimorfismo genético presente entre individuos de una

poblacion de Centrosema macrocarpum mediante marcadores RAPD.

3.~ Evaluar a nivel bioquimico la variabilidad intrapoblacional de Centrosema

macrocarpum mediante el andlisis de los patrones de proteinas totales solubles

obtenidos utilizando la técnica de electroforesis en una dimension (SDS-PAGE).

1M
=

4.- Realizar un andlisis comparativo del nivel de polimorfismo genético obtenido en

individuos de una poblacion de Centrosema macrocarpum mediante ambas técnicas

0 VR

(RAPD y SDS-PAGE), utilizando métodos estadisticos apropiados.
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA.

4.1 Material vegetal.

A partir de una poblacion de Cenfrosema macrocarpum mantenida bajo condiciones
de vivero, se seleccionaron de manera aleatoria 20 plantas para realizar su estudio
molecular y bioquimico. Las semillas utilizadas para el establecimiento de esta

poblaciéon de plantas fueron colectadas en la Estacién Experimental La Iguana,
UNESR, Estado Guarico.

Para lograr la germinacion y crecimiento en condiciones de vivero de semillas de
Centrosema macrocarpum provenientes de campo, se siguié la metodologia descrita
a continuacion: las semillas, previo proceso de desinfeccion con cloro al 80 % y tres
lavados sucesivos con agua destilada, se sumergieron por 24 horas en una solucion de
Activol® al 30%. Posteriormente fueron sembradas en una jardinera con tierra
abonada. Se realizaron fertilizaciones y fumigaciones periodicas, utilizando para ello

un fungicida bactericida (Kasumin® 5ml/I).

4.2 Caracterizacion genética de Centrosema macrocarpum mediante marcadores
RAPD.

4.2.1. Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN de Centrosema macrocarpum se utilizé el método

descrito por Doyle y Doyle (1990) a partir de hojas frescas.

- 500 mg de tejido foliar previamente macerado en un mortero frio con nitréogeno

liquido, fue tranferido a un tubo eppendorf conteniendo 700 pl de solucion



i)

amortiguadora de extraccion 2% CTAB (ver apéndice A) previamente precalentado a

65°C y mezclado con 1% de B-mercaptoetanol fresco.

- El tubo fue mantenido en bafio de Maria a esa misma temperatura (65°C) durante
45 min, agitando en vortex cada 15 min. Luego se adicionaron 700 pl de
Cloroformo/Alcohol Isoamilico (24:1) mezclandose por inversidén y se centrifugd a

14.000 rpm durante 5 min.

- A la fase acuosa se le agreg6 50 ul de 10% CTAB, mezcldndose por inversion y
luego se le agregaron 700 pl de Cloroformo/Alcohol Isoamilico (24:1).

Seguidamente se centrifugé a 14.000 rpm durante 5 min.

- A la fase acuosa se le adicioné 500 pl de Isopropanol frio y se mezclé por
inversion dejandose por 30 min a -20°C, para luego centrifugar a 13.000 rpm por 15

min a4 °C.

- El precipitado obtenido se lavo con 500 pl de 70% etanol, se centrifugd nuevamente
durante 10 min, a 4°C y a maxima velocidad. Se descarto el excedente de etanol y el
precipitado (pellet) se dejo secar completamente en una camara de flujo laminar con
el tubo eppendorf abierto. Finalmente, el ADN fue resuspendido en 100 ul de TE

(ver apéndice A).

El material y soluciones utilizadas para la manipulacion del ADN durante la
realizacién de todo el andlisis molecular, fue autoclavado por 20 min antes de ser
utilizado.

4.2.2 Stock de muestras.

Los extractos originales de cada una de las muestras, se llevaron a una concentracion

de 50 ng/ul en amortiguador TE (ver apéndice A). Para ello, se midid la absorbancia
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a 260 y se registro la relacion 260/280 nm de cada una de las muestras en un
espectrofotometro Bio Rad, modelo Smartspec ™3000, con la finalidad de

determinar la concentracion y calidad del ADN extraido.

4.2.3 Condiciones de amplificacion del ADN.

La amplificacion del ADN se realizo segtin el protocolo de Fauré y col. (1993). Para
un volumen final de reaccion de 20 ul, se mezclaron: 1X buffer de reaccién (20 mM
Tris-HCL (pH 8.0), 100 mM KCL, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glycerol, 0,5%
Tween ® 20 y 0,5 Nonidet ® - P40), 3 mM MgClz, 0,2 mM dNTP's, 0,4 uM del
iniciador, 100 ng de ADN, 2.5 unidades por reaccion de Taq Polimerasa de Promega
y agua destilada estéril (Tabla 1). Se utilizaron 40 iniciadores de secuencia
nucleotidica arbitraria de la casa Operon Technologies Inc.: serie OPA completa y
serie OPB completa, cada uno de 10 pares de bases (pb) (Tabla 2). Para cada
reaccion de PCR se incluyd un control negativo, el cual contenia todos los reactivos
de la PCR excepto el ADN de las muestras, el cual fue sustituido por agua destilada

esteril.

4.2.4 Condiciones de incubacion.

Las muestras de ADN fueron sometidas a las siguientes condiciones de incubacion:
un periodo de desnaturalizacion de la molécula de 1 min a 94°C; seguido de un
periodo de alineacion y otro de alargamiento o extension de 1 min a 36°C y de 2
min a 72°C respectivamente por 40 ciclos, seguidos finalmente de 10 min a 72°C
(Tabla 3). La mezcla de reaccion se incubd en un termociclador Bio-Rad modelo

ICycler. Todas las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su anélisis.
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4.2.5 Resolucion de los fragmentos amplificados.

Los fragmentos amplificados se resolvieron mediante electroforesis en geles 1.4%
agarosa, en 1X buffer TAE (ver apéndice A) y 0.5 pg/ml de bromuro de etidio para
efectos de tincion. La corrida electroforética se llevo a cabo inicialmente a 80 voltios,
hasta que las muestras entraron en el gel, y luego a 100 voltios hasta que el azul de
bromo fenol migré aproximadamente 3 cm. Se utilizo como marcador de peso
molecular 1Kb ADN Ladder de Promega y para la digitalizacion de los geles en el

equipo Gel Doc 2000 de la misma casa comercial.
4.2.6 Analisis estadistico de los datos RAPD.

El patron de bandas obtenidas a través del anélisis RAPD de cada iniciador fue
escrutado como presencia (1) o ausencia (0) de un determinado producto de
amplificacion  (banda). Con estos datos se elaboré una matriz de variaciones
genéticas, que fue usada para calcular los valores de similitud entre todos los
genotipos, usando el coeficiente de Jaccard. Partiendo de los valores de similitud, se
construy6 un dendrograma aplicando el algoritmo UPGMA (Unweighted pair-group
method, arithmetic average). Todos estos cdlculos se realizaron utilizando el paquete
estadistico MVSP (Multi Variate Statistical Package) version 3.10b de Kovach

Computing Services.

4.3  Caracterizacion bioquimica de Centrosema macrocarpum mediante

patrones electroforéticos de proteinas totales solubles en una dimension (SDS-
PAGE)

Las hojas jovenes provenientes de los individuos seleccionados se cortaron en

secciones de aproximadamente 1 cm2, se colocaron en un mortero frio y se trituraron

con nitrdgeno liquido hasta obtener un polvo muy fino. Para la extraccion de
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proteinas, se utilizaron dos métodos diferentes con la finalidad de poder establecer el

procedimiento mas adecuado.
4.3.1 Extraccion de proteinas totales solubles sin precipitar

- 0.33 g de tejido foliar fresco fue homogenizado en un mortero frio con 1 ml de
solucion amortiguadora de extraccion fria (ver apéndice B) y 1% de B-

mercaptoetanol fresco. La muestra procesada se transfirié a un tubo eppendorf.

- El extracto se centrifugdé a 13.800 rpm por 20 min a 4°C, se recogio el

sobrenadante y se centrifugé nuevamente a 13.800 rpm por 10 min a 4°C.

- Del sobrenadante obtenido, se reservaron 100 pl para determinar la concentracion

de proteinas por el método de Bradford (1976).

- Se midi6 el resto del sobrenadante y se mezcloé con buffer Laemmli (1970) de
muestra, en una proporcioén tal que permita cargar como minimo 50 pg de proteina en

cada bolsillo del gel.

- Las proteinas fueron disociadas a 95°C por 5 minutos y las muestras se cargaron en

los minigeles de poliacrilamida-SDS.

4.3.2 Precipitacion con acetona de proteinas totales solubles.

- 100 pl del extracto de proteinas totales solubles obtenido con la metodologia
anterior, fueron precipitadas con 7 volimenes de acetona fria, con 1% de B-

mercaptoetanol fresco y mantenido durante 1 hora a -20°C.

- La mezcla fue centrifugada a 13.800 rpm por 5 min a 4 °C.
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- Luego de descartar el sobrenadante y dejar evaporar el resto de la acetona, se
recuperaron las proteinas en solucién amortiguadora Laemmli (1970), en una
proporcion tal que permitiera cargar 50 pg de proteinas en cada bolsillo del gel de

acrilamida.

4.3.3 Cuantificacion de proteinas.

Para la cuantificacion de las proteinas totales solubles se utilizo el método de
Bradford (1976) usando como patrén albimina de suero bovino en un rango de

concentracion de 0 — 40 pg/pl.

4.3.4 Estudio de los patrones electroforéticos de proteinas en una dimension.

Para hacer el andlisis de los patrones electroforéticos de proteinas en una dimension
se siguio el método de Laemmli (1970). Los extractos de proteinas se cargaron en
mini-geles de poliacrilamida-SDS al 12%. La corrida se realizé con 1X amortiguador
Tris-glicina (ver apéndice B) a 60 voltios, hasta que las muestras pasaron al gel
concentrador, luego se increment6 el voltaje a 100 voltios manteniendo constante el
amperaje a 25 mA. La corrida electroforética se dejo hasta que el azul de bromofenol

alcanzd la base del gel.

4.3.5 Tincion de proteinas con azul de Coomasie.

Los geles se colocaron en una solucién colorante de azul de Coomassie (ver apéndice
B) por un periodo de 30 min. Posteriormente se almacenaron en un recipiente
plastico conteniendo una solucién destefiidota (ver apéndice B) hasta el momento de

digitalizarlos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Analisis molecular.

El ADN obtenido a partir de hojas frescas de 20 individuos de C. macrocarpum,
resultdé amplificable y de alta calidad, como lo demuestran las absorbancias a
260/280 nm obtenidas en el espectrofotémetro, las cuales se ubican dentro del rango
entre 1,8 - 2,0, lo que indica que los extractos de ADN obtenidos presentan un bajo
nivel de contaminacion con proteinas (Tabla 4) (Mercado y col., 1999, Sambrook y
Russell, 2001). El protocolo de extraccion utilizado resulté pertinente para la
realizacion del estudio molecular en esta especie, ya que permitié obtener suficiente
cantidad y calidad de ADN para realizar todas las amplificaciones requeridas.
Adicionalmente, se pudo verificar que se obtuvo un ADN de alto peso molecular y
que no habia degradacién del mismo bajo estas condiciones de extraccion (Figura |
(a y b)). Esto demuestra, que con este protocolo de extraccion, se obtiene un ADN

con las caracteristicas adecuadas para realizar amplificaciones por PCR.

En esta investigacion, se logrd estandarizar las condiciones de amplificacién de la
reaccion de PCR en C. macrocarpum, obteniéndose perfiles RAPD nitidos y
reproducibles. Para ello, se procedié a determinar las condiciones dptimas de
amplificacion del ADN, utilizando diferentes concentraciones del iniciador, dNTP' s
y ADN. La matriz consistié de tres variables con dos niveles (Tabla 5). Las
concentraciones de las variables que se probaron fueron: iniciador (0,3 y 0,4 uM),
dNTP's (0,1 y 0,2 mM) y ADN (100 y 150 ng por reaccién), manteniéndose las
concentraciones del resto de los reactivos invariables, como son: 1X amortiguador, 3
mM MgCly, 2,5 unidades de Taq, en cada una de las reacciones realizadas. Para
estandarizar la reaccion de PCR, se seleccioné el iniciador OPB 06 y la muestra de
ADN de la planta nimero 6. De las 8 combinaciones de reactivos probados, no se

obtuvo productos de amplificacion con las condiciones de 0.3 uM de iniciador, 0,1 y
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0,2 mM dNTP's y 100 ng de ADN, y 0.3 uM de iniciador, 0,1 mM dNTP's y 150
ng de ADN (Figura 2) (bolsillos 1, 3 y 8), y para la concentracién de 0.3 pM del
iniciador, 0,2 mM dNTP' s y 150 ng ADN (bolsillo 2) se logré un producto de
amplificacion de baja calidad. Por el contrario, la combinacién de 0,4 uM para el
iniciador, 0,1 y 0,2 mM dNTP's y 100 y 150 ng de ADN mostré patrones RAPD
nitidos y reproducibles (bolsillos 4, 5, 6 y 7). La mayor intensidad de bandas se
obtuvo con las concentraciones de 0,4 pM para el iniciador, 0,2 uM dNTP's y
100 ng ADN (bolsillo 6) (Tabla 5). Estos resultados muestran que para lograr una
buena calidad de los marcadores RAPD en C. macrocarpum, las concentraciones del
iniciador, de los dNTP' s y del ADN (0,4 uM, 0,2 uM dNTP' s y 100 ng,
respectivamente) deben ser mantenidas para lograr patrones reproducibles en las 20

muestras sometidas a estudio.

En relacion a ésto, se ha sefialado que la inconsistencia de los perfiles RAPD es una
de las principales desventajas de esta técnica, debido a que diferentes condiciones de
laboratorio con pequefias alteraciones en los pardmetros de amplificacion pueden dar
origen a resultados diferentes. Esta desventaja se puede reducir logrando un alto
grado de estandarizacion de las condiciones de extraccion y de amplificacion, ademas
de realizar el registro Gnicamente de bandas nitidas y reproducibles (Halldén y col.,
1996; Penner y col., 1993). Al respecto, Skroch y Nienhuis (1995), utilizando 50
iniciadores en un total de 10 individuos de Phaseolus vulgaris L., comprobaron el
alto grado de reproducibilidad y disminucién del error experimental que se puede
alcanzar estandarizando las condiciones de amplificacion e incubacién de PCR

desarrolladas durante el proceso de investigacion con marcadores RAPD,

En este sentido, varios autores han reportado que cambios en las concentraciones de
algunos reactivos utilizados en la reaccién de PCR pueden variar los resultados
obtenidos en los patrones RAPD. Vidal (1996), estudiando la variacion genética de
somaclones de Musa sp. obtenidos mediante procesos de cultivos in vitro, pudo

evidenciar que variando la concentracion del i6n magnesio se podian generar muy
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pocos cambios en los patrones RAPD en esta especie. Resultados similares reportaron
Weeden y col., (1992), al verificar que al variar las concentracion de este i6n, desde
1,5 a 3,0 mM se obtuvieron pequefios cambios en los patrones de bandas obtenidos.
Por esta razon se ha sefialado que la concentracion del ion magnesio es relativamente
facil de controlar, y no deberia representar una fuente importante de variabilidad de
los patrones RAPD. Resultados contrarios se han reportado con respecto al uso de
distintas concentraciones de la enzima Taq polimerasa en las reacciones de PCR. Se
ha encontrado que la concentracion de esta enzima en el coctel de reaccion influye de
forma definitiva en los patrones de bandas RAPD obtenidos en bananos (Vidal, 1996).
Sin embargo, el uso de enzimas provenientes de casas fabricantes distintas (Perkin-
Elmer, Promega y Life Technologies) no influye en la obtencién de patrones RAPD

reproducibles (Weeden y col., 1992; Vidal, 1996).

Por tanto, resulta sumamente importaﬁte mantener invariables las condiciones de
extraccion y amplificacion del ADN durante el desarrollo del estudio realizado para
obtener bandas nitidas y reproducibles (Xena, 2000). Es por esto, que para lograr
obtener resultados confiables en C. macrocarpum, se establecieron inicialmente las
condiciones dptimas durante la realizacion de los procesos de extraccion y
amplificacion del ADN. Para la extraccion del ADN de tejido vegetal, el
establecimiento de un protocolo tinico durante el desarrollo del proceso resulta ser
determinante para la obtencion de buenos resultados en esta primera fase de la
investigacion. Por otra parte, para la estandarizacion del protocolo de amplificacion,
deben establecerse las concentraciones 6ptimas de la mayoria de los reactivos de la

reaccion de PCR, como por ejemplo, ADN, dNTP's e iniciador.

En esta investigacion se utilizaron para la amplificacion del ADN de C.
macrocarpum, los iniciadores de la serie OPA completos (OPA 01 hasta OPA 20) y
los iniciadores de la serie OPB completos (OPB 01 hasta OPB 20) (Figura3 (ay b) y
Figura 4 (a y b)). De los 40 iniciadores probados no todos generaron productos de

amplificaciéon con la muestra de ADN seleccionada. Solamente se obtuvo
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amplificacion con 25 de ellos (Tabla 6). Sin embargo, sélo fueron incluidos los
productos generados con 14 iniciadores para el analisis molecular, ya que produjeron
bandas mds intensas, nitidas y reproducibles (Tabla 7). Al respecto, se ha reportado
que las bandas RAPD intensas son mas representativas de un genotipo que las bandas
débiles, ya que su intensidad depende de su frecuencia y el grado de homologia entre

el iniciador y la muestra (Thorman y col., 1994; Divaret y col., 1999),

Con los 14 iniciadores seleccionados, se obtuvo un total de 117 productos de
amplificacion (bandas). Del total de bandas obtenidas, 56 fueron monomorficas y 61
bandas polimérficas, con 48% y 52 %, respectivamente. El nimero total de bandas
amplificadas obtenidas con cada iniciador varié desde 6 para el iniciador OPB 20 a
11 bandas con el iniciador OPA 14 (Tabla 7). Con la finalidad de establecer que
iniciador generd el mayor nimero de bandas polimérficas, se realizo el cociente entre
bandas polimérficas y monomérficas, pudiendo precisar la frecuencia con la cual la
aparicion de bandas polimorficas se vio favorecida (marcadores RAPD), con los 14
iniciadores utilizados y los 20 individuos analizados. De esa manera, obtuvimos un
primer grupo formado por los iniciadores OPA 04, OPA 19, OPB 08, OPB 09, OPB
12 y OPB 20, cuya frecuencia de bandas polimérficas resulté estar en un rango de
1,33 - 5, evidenciando la mayor potencialidad para generar marcadores polimdrficos
en este genotipo. Un segundo grupo formado por los iniciadores OPB 02 y OPB 04
cuya relacion entre bandas monomorficas y bandas polimorficas resultd ser 1:1, y un
altimo grupo donde se ubicaron los iniciadores OPA 14, OPA 15, OPA 18, OPB 05,
OPB 07 y OPB 17 en los que los valores oscilaron entre 0,33 para el OPB 05 y 0,84
para el iniciador OPB 17 (Tabla 7).

Para asegurar que los marcadores moleculares (bandas) obtenidos a través del analisis
RAPD, correspondian a la amplificacion del ADN de los individuos de C.
macrocarpum analizados, fue necesario incorporar un control negativo por cada
amplificacion de PCR realizada, que permitiera verificar que no existian dentro de los

patrones obtenidos, bandas que correspondieran a una posible contaminacion por
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ADN de los reactivos utilizados. Los resultados evidenciaron que sélo con el
iniciador OPA 18 se obtuvo una banda débil en el control negativo. Sin embargo, se
tuvo especial cuidado en verificar que la banda presente no correspondiera a ningin
marcador utilizado para el andlisis RAPD (Figura 8). Este resultado permitio
desechar resultados derivados de una mala manipulacion de los diferentes materiales

y reactivos utilizados, que condujeran a un resultado errado dentro del analisis RAPD.

En este estudio se realizo un andlisis estadistico con la finalidad de evaluar la
variabilidad genética intraespecifica presente entre los individuos de C. macrocarpum
analizados. Se utilizaron el Coeficiente de Jaccard y el andlisis de agrupamiento
UPGMA, como herramientas para valorar los resultados obtenidos, tomando en
consideracién que el Coeficiente de Jaccard asigna un mayor peso estadistico a las
bandas presentes, lo que es deseable en marcadores de tipo dominante como RAPD
(Powell y col., 1996; Johns y col., 1997) y al hecho que diversos estudios han puesto
de manifiesto la utilidad del uso del andlisis de agrupamiento (UPGMA) basado en
los polimorfismos encontrados a través del andlisis RAPD, con fines de establecer la

variacion genética intra e interespecifica en plantas.

Partiendo de la informacion recopilada en la matriz general de ausencia y presencia
de bandas, se obtuvo una matriz de similaridad y el dendrograma de las distancias
genéticas, donde se muestra ¢l grado de similitud existentes entre los 20 individuos de
C. macrocarpum estudiados, a partir de los 117 marcadores RAPD registrados. El
dendrograma obtenido muestra que existe un porcentaje de variabilidad genética
intrapoblacional ubicado alrededor del 25% entre los 20 individuos sometidos a

estudio (Tabla 8) (Figura 20).

Se puede evidenciar que los 20 individuos estudiados se reunieron en tres grupos
(Figura 20); un primer grupo conformado por los sub-grupos A y B: el sub-grupo A
reine a los individuos 1, 2, 4, 6, 9, 8 y 11, dentro del cual encontramos que los

individuos 1 y 6 representan los dos genotipos mds similares entre si con un
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porcentaje de similitud de 87,6%, y el individuo 8 el mds disimil. Por su parte, el
subgrupo B esta constituido por los individuos 5, 7, 10, 13, 14, 19 y 20, y muestra
que fos dos genotipos mas similares son los individuos 19 y 20 con porcentaje de
similitud de 85,4%, y al individuo 10 como el mas disimil dentro de este segundo
subgrupo. El segundo grupo esta formado por los individuos 15, 16, 17 y 18, en
donde los mas similares son los individuos 16 y 18 (87,1%), y el mas disimil con
respecto a este grupo es el individuo 17. El tercer grupo estd formado por los
individuos 3 y 12, los cuales ademas de caracterizarse por ser el grupo mas disimil
con respecto a los dos grupos anteriores, presentan un porcentaje de similitud de
77,1% entre ellos. Sin embargo, analizando la matriz de similaridad (Tabla 8),
podemos ver que de este andlisis tanto los individuos 3 y 10 como los individuos 12
y 16 resultaron ser los genotipos mas disimiles con respecto al grupo en general
(70,1%). Adicionalmente, se puede observar que los individuos 8, 10y 17 son los
genotipos con menos afinidad dentro de sus respectivos grupos, por lo que podemos
sugerir que estos individuos podrian ser considerados “genotipos de transicion” con
respecto al siguiente grupo, trayendo como consecuencia la conformacion de grupos

poco solidos.

Para establecer las relaciones genéticas a nivel intra e interespecifico mediante

marcadores RAPD, es conveniente evaluar el efecto de las variables implicadas en el
T analisis de agrupamiento, ya que se ha encontrado que la incorporacion de algunos
patrones de amplificacion, asi como el tamafio de la muestra, pudieran ejercer algun
“._, efecto que distorsionara las relaciones entre los individuos analizados. En esta
investigacion, encontramos que la incorporacion de los 117 marcadores RAPD
generd grupos débilmente conformados, como lo sefialamos anteriormente, y por
tanto, se decidio analizar cual o cuales de los iniciadores podrian estar influenciando
en los resultados del andlisis de agrupamiento. De esta busqueda se obtuvo que al
| - eliminar al iniciador OPB 20, se logra reunir a los individuos 8, 10 y 17 dentro de un

Ay grupo comun, sin alterar la disposicion de los grupos ya formados en el dendrograma

original (Figura 21), es decir, la asociacion entre individuos estrechamente
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relacionados se mantiene, lo que cambia en algunos casos, es su ubicacién dentro de
los subgrupos A y B. Como se puede observar, esta nueva condicion permitio la
conformacion de 4 grupos claramente definidos. Por otra parte, dentro de la matriz
de similaridad generada bajo esta nueva condicion, los individuos 16 y 18 se
presentan como los mas similares entre si (88.4%) y los individuos 3 y 19 como los

mas disimiles (70.4%) (Tabla 9).

Adicionalmente, algunos estudios han puesto de manifiesto que los resultados
obtenidos en los analisis de agrupamiento pueden o no verse alterados segin el
tamafio de la muestra analizada (M'Ribu y Hilu, 1994). Estos investigadores
evaluaron la variabilidad genética en trece genotipos de Panicum mileaceum, tres
genotipos de Panicum sumatrense, asi como en Panicum sonorum y Panicum
capillare. El estudio de la variabilidad interespecifica entre las cuatro especies de
Panicum, produjo un porcentaje de bandas polimérficas del 32%, 28%, 20% y 22 %
respectivamente, para un total de 11 iniciadores probados y 18 genotipos de cada
especie estudiada. Para verificar si los resultados obtenidos podian verse afectados
por el tamafio de la muestra estudiada, se vario el nimero de genotipos utilizados de
18 a 8 y luego a 4 para dos experiencias distintas. Los resultados obtenidos revelaron
una leve alteracion en la correlacion interna entre los grupos, sin evidenciarse

ninguna variacion en el patrén general del dendrograma original obtenido.

Uno de los aportes mas importante de la tecnologia de los marcadores moleculares ha
sido el poder dimensionar la diversidad y las relaciones genéticas existentes entre
individuos y poblaciones (Skroch y Nienhuis, 1995). En este sentido, el
conocimiento de la variabilidad genética (distancias genéticas) entre los individuos de
una poblacion, resulta ser una informacion 0til para los programas de mejoramiento,
ya que facilita el proceso de muestreo y utilizacion de los recursos genéticos (Dos

Santos y col., 1994).



29

Diversos estudios han puesto de manifiesto la utilidad de los marcadores RAPD en
estudios a nivel de poblaciones. Especificamente, utilizando este analisis estadistico,
Jorge y col. (2003) evaluaron la diversidad genética presente en tres variantes de
Camellia sinensis (L.) mediante marcadores RAPD, pudiendo comprobar que éstos
resultan ser buenos métodos para establecer las variaciones genéticas entre esta
especie y sus variantes, tanto taxondmica como geograficamente. Jan y col. (1999),
trabajando con marcadores RAPD y el andlisis de agrupamiento UPGMA pudieron
diferenciar entre diferentes genotipos de rosas, y agrupar las especies dentro de sus
respectivas secciones. Igualmente, el analisis RAPD ha sido utilizado en plantas del
género Lilium para la identificacion de varios hibridos y cultivares (Lee y col., 1996).
De igual manera Varsney y col. (2001), estudiaron recientemente la variabilidad
genética presente en brotes de Lilium producidos in vitro a través de yemas
adventicias. En este estudio ellos encontraron, que los marcadores RAPD constituyen
una técnica adecuada para evaluar la estabilidad genética de plantas obtenidas
mediante procesos de cultivo in vitro, ya que encontraron que las plantas de Lilium
propagadas de manera adventicia no mostraron variacion genética con la metodologia

empleada.

Por su parte, Vierling y Nguyen (1992), estudiando la variabilidad inter e
intraespecifica en dos especies dipliodes de trigo: Triticum monococcum 'y Triticum
urartu, lograron resultados que indican que el analisis RAPD, el coeficiente de
similaridad de Jaccard y el analisis de agrupamiento UPGMA, resultan ser un analisis
adecuado para determinar la diversidad genética existente en este género. Se logro
separar con éxito los diferentes genotipos estudiados para cada especie, ademas de
que los grupos formados en el dendrograma coincidieron con los datos filogenéticos,
la tolerancia térmica y la ubicacion geografica de cada grupo. El andlisis de
agrupamiento reveld una mayor similitud entre los genotipos con diferente tolerancia
térmica (7. monococum) que entre los genotipos procedentes de diferentes paises (7.

urartut).
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En este mismo sentido, la técnica RAPD fue utilizada para estimar la variacion intra
e interespecifica en el género Lens (Abo-elwafa y col., 1995). Se evaluaron 20
cultivares de Lens culinaris ssp. culinaris, los cuales incluyeron 11 cultivares de
semilla pequefia (microespermas) y 9 de semilla grande (macroespermas), ademés de
16 cultivares silvestres (4 genotipos de cada especies: Lens culinaris ssp. orientalis,
Lens odemensis, Lens nigricans y Lens ervoides), obteniendo un total de 50 bandas
reproducibles, dentro de las cuales el 90% fueron polimoérficas. En este estudio se
evidencié que con excepcion de la especie silvestre L. ervoides, el nivel de
variabilidad intraespecifica en lenteja cultivada es menor que para las especies
silvestres. Adicionalmente, L. culinaris ssp. orientalis podria ser el progenitor mas
probable de las especies cultivadas, y por ultimo, las especies macroespermas y
microespermas no pudieron ser separadas entre si con los marcadores RAPD
identificados en este estudio, resultado que se ve corroborado con estudios
morfologicos y bioquimicos (proteinas en semillas) anteriores ( Williams y col., 1974,
Ladizinsky, 1979).

De los resultados expuestos anteriormente, se desprende la utilidad de los marcadores
RAPD para evaluar el polimorfismo intraespecifico presente tanto en especies
silvestres como cultivadas, revelando adicionalmente un mayor nivel de variacién en
especies silvestres, debido a que las especies cultivadas han pasado por un “efecto de
cuello de botella” genético durante su domesticacion (Abo-elwafa y col., 1995). En
esta investigacion, encontramos que en la especie de leguminosa forrajera C.

macrocarpum, el nivel de polimorfismo presente en una muestra de 20 individuos de

una misma poblacién, oscil6 alrededor de un 25%. Resultados similares han sido

»

]

obtenidos en leguminosas destinadas para el consumo humano, como por ejemplo

3

"

diversas especies de lentejas, donde la variabilidad intrapoblacional de especies
silvestres se ubico en un 25% para L. culinaris orientalis 'y un 40% para L.
Odemensis, comparado con la variacion encontrada en especies cultivadas
pertenecientes al mismo género, cuya distancia genética no supera el 15% (L.

culinaris ssp. culinaris) (Abo-elwafa y col., 1995).
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Los resultados obtenidos en esta etapa de la investigacion revelan la utilidad de los
marcadores RAPD en evidenciar la diversidad genética presente en poblaciones

naturales de C. macrocarpum.

5.2 Analisis bioquimico.

Con el objetivo de evaluar a nivel bioquimico la variabilidad intrapoblacional en los
mismos 20 individuos de C. macrocarpum seleccionados para el analisis molecular,
se estableci6 una metodologia que nos permitiera garantizar la reproducibilidad de los
resultados obtenidos a través del anélisis SDS-PAGE. Para ello se trabajé en una
primera fase en la estandarizacion de los procesos de extraccién y corrida

electroforética de las proteinas totales solubles.

El protocolo de extraccion a partir de tejido foliar fresco de C. macrocarpum
utilizado, proporciond una cantidad suficiente de muestra para realizar el analisis
bioquimico. Para lograr estandarizar el protocolo de extraccion de proteinas totales
solubles se realizaron ensayos con diferentes cantidades de tejido foliar fresco (0,33
g, 0,5 gy 0,7 g), ajustando el volumen del amortiguador de extraccion para mantener
una proporcion de mezcla adecuada (entre muestra y amortiguador), con el proposito
de utilizar tubos de micro centrifuga (eppendorf) y poder obtener muestras proteicas
apropiadas para realizar el analisis SDS-PAGE. La estandarizacién del protocolo a
pequefia escala (tubos eppendorf) facilita considerablemente la investigacion, ya que
se trabajan con volimenes menores y se pueden procesar simultaneamente mas
muestras. Con las cantidades de 0,5 y 0,7 g de tejido foliar, el volumen total de la
mezcla sobrepasaba la capacidad de los tubos eppendorf (1,5 ml) y los extractos
obtenidos presentaron cierta oxidacién, por lo que fue necesario disminuir la cantidad
de tejido foliar a 0,33 g. De esta manera, se logré mayor facilidad en la manipulacion
de la muestra, una mayor homogenizacion del material vegetal y del amortiguador

de extraccion, y por consiguiente un menor grado de oxidacién del extracto proteico.
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Por otro lado, el método de Bradford (1976), permitié de manera satisfactoria

cuantificar la cantidad de proteinas presentes en los extractos proteicos (Figura 22)
(Tabla 10).

El procedimiento desarrollado para la precipitacion con acetona de las proteinas
totales solubles no genero resultados satisfactorios, bajo las condiciones de extraccién
utilizadas en este estudio, debido a que probablemente hubo una precipitacién
simultanea de compuestos insolubles, que interfirieron con la solubilizacién de las
proteinas y por tanto, en la corrida electroforética. Tomando en consideracion estos
resultados, se decidié utilizar para el andlisis electroforético en mini geles de

poliacrilamida, los extractos de proteinas sin precipitar.

Una vez cuantificadas las proteinas, se procedié a probar diferentes concentraciones
del gel de corrida (10%, 12% y 14%), con el propédsito de verificar a que
concentracion del gel se lograba una mejor resoluciéon de las bandas durante la
corrida electroforética). De los resultados obtenidos, la concentracion al 12 % del gel
de acrilamida produjo resultados favorables durante la corrida de las muestras, ya que
se logré una mayor resolucion y mejor separacion de las bandas bajo estas

condiciones (Figuras 23 y 24).

Bajo las condiciones de extraccion y corrida electroforética de las proteinas totales
solubles desarrolladas en este estudio, se obtuvieron patrones de bandas nitidas y
reproducibles en 19 individuos de C. macrocarpum de un total de 20 individuos
analizados, esto se debid a que la muestra 15 presentd degradacion durante todas las

extracciones (Figura 29).

Aun cuando se realizaron repetidas extracciones y corridas electroforéticas con cada
una de las 20 muestras seleccionadas, buscando mayor calidad de los perfiles
proteicos, algunas de ellas presentaron dos perfiles distintos de bandas (Figuras 24,

25, 26, 27, 28, 29 y 30). En el primer perfil (A), se pudo ubicar una banda muy
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intensa cuyo peso aproximado es de 50 kDa, acompafiada de bandas de pesos
ligeramente inferiores y menos intensas. Adicionalmente, se destaca un duplete de
menor peso (15 kDa y 12 kDa aproximadamente). En el segundo patrén de bandas
(B), se puede observar la notoria disminucion en la intensidad de la banda cuyo peso
oscila alrededor de 50 kDa, junto con una leve reduccion en la intensidad del grupo
de bandas de pesos ligeramente inferior a éste. Cabe destacar, que en este perfil de
bandas se evidencid la aparicion de otras bandas de menor peso (menores a 40 kDa).
Especificamente, se pudo ubicar un triplete de bandas cercano a los 30 kDa. En este
patron de bandas, también se observé al final de la corrida electroforética, cierta
degradacion de proteinas. En los dos tipos de patrones proteicos obtenidos, pudimos
observar que en la mayoria de las muestras también estaba presente una banda de

aproximadamente 25 kDa.

En relacién a ésto, se ha sefialado que la sub-unidad grande de la proteina Rubisco
tiene un peso de 54 kDa, mientras que la sub-unidad pequefia tiene un peso de 14 kDa
(Distefano y col., 1997), por lo que se puede inferir que las bandas presentes en
nuestros geles, con pesos similares a éstos, podrian corresponder igualmente a los
dos subunidades de la proteina Rubisco. Adicionalmente, se ha reportado que la
Rubisco es la proteina mas abundante en las hojas (Peoples y col., 1980; Makino y
col., 1984; Ferreira y Texeira, 1992), lo cual también coincide con la mayor
intensidad encontrada en la proteina de 50 kDa y en la 15 kDa presentes en nuestros

perfiles proteicos.

Un aspecto muy importante que se tiene que tomar en consideracion para la
obtencion de proteinas totales solubles en plantas, es el hecho de establecer un
criterio previo de seleccién sobre el estado fisiologico del material vegetal para
realizar la extraccion. En este sentido, en esta investigacion para la extraccion de
proteinas totales solubles de C. macrocarpum, se seleccionaron hojas jovenes sin
dafios aparentes en los tejidos, con la finalidad de obtener extractos a partir de hojas

con el mismo estado de desarrollo, y adicionalmente bajo las mismas condiciones
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ambientales, para evitar asi introducir variables adicionales que pudieran interferir en

el analisis de los resultados.

Este aspecto es necesario tomarlo en cuenta, debido a que diversos estudios revelan
que la degradacion de las proteinas es un evento que puede estar influenciado por
diversos factores tanto fisiologicos como ambientales. En plantas, la degradacién de
las proteinas es un proceso complejo que involucra muchas vias proteoliticas y que
puede ocurrir en muchos compartimientos celulares, tales como vacuolas (Vierstra,
1996), cloroplastos (Huffaker, 1990; Adams, 1996; Vierstra, 1996; Sokolenko y col.,
1997; Nettleton y col., 1985; Musgrove y col., 1989; Buschnell y col., 1993; Otto y

Feierabend, 1994), entre otros.

Al respecto, Distefano y col. (1997) reportaron una disminucion en la intensidad en
las sub unidades de la Rubisco (54kDa y 14 kDa) en hojas de arvejas después de 16
horas de incubacion con peroxisomas. De igual manera, encontraron la aparicién de
una banda de 30 kDa durante este proceso, y sugirieron que esta proteina
probablemente deriva de la degradacion de la sub unidad grande de la Rubisco. Se ha
sefialado, que incubaciones de Rubisco en ausencia de peroxisomas solamente
disminuye en un 10% la intensidad de las bandas correspondientes a la sub unidad
grande y pequefia. Por tal motivo, en nuestra investigacién, la aparicién de un grupo
de bandas inferiores a 50 kDa en el perfil proteico B, pudiera deberse igualmente a la
degradacion de la subunidad grande de la Rubisco, durante el proceso de extraccion

de proteinas.

Adicionalmente, bajo condiciones de estrés (condiciones ambientales desfavorables,
tales como alta intensidad de luz, baja disponibilidad de CO,, deficiencia de
nitrogeno, temperaturas desfavorables, estrés oxidativo) o durante el envejecimiento
de las hojas, la capacidad del sistema antioxidante de los cloroplastos se debilita
(Luna y col., 1994; Polle, 1996; Polle, 1997) trayendo como consecuencia la
produccién de oxigeno activo (Asaka, 1994; Del Rio y col., 1998; McRae vy
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Thompson, 1983) en los plastidios y otros organelos, el cual causa diversas
alteraciones a las proteinas bajo condiciones de luz o en oscuridad (Davies,1987;
Casano y col., 1994). En este sentido, ha sido ampliamente reportado que la Rubisco
es particularmente propensa a sufrir modificaciones oxidativas y degradaciones por
oxigeno activo (Mitsuhashi y Feller, 1992; Mitsuhashi y col., 1992; Eckardt y Pell,
1995; Ishida y col., 1997; Ishida y col., 1998; Mehta y col., 1992; Pefiarrubia y
Moreno, 1990; Wilson y col., 1995), por lo que resulta razonable asumir que bajo
condiciones de estrés, se puede estimular de manera natural la degradacion de la

Rubisco en cloroplastos de arvejas (Pisum sativum L) (Roulin y Feller, 1998).

Desimone y col., 1996, también estudiaron el efecto del estrés oxidativo en la
degradacion de la Rubisco en cloroplastos de cebada (Hordeum vulgare L. cv
Angora). La formacién de oxigeno activo fue generado variando la intensidad de luz,
la concentracion de oxigeno y la accion de herbicidas en el medio. Dichos autores
encontraron que bajo los tratamientos utilizados se producia una asociacion de la
Rubisco, ademds de una parcial proteolisis de la sub-unidad grande de esta enzima,
generando una banda de menor peso (36kD). Ishida y col., 1998, reportaron que en
cloraplastos de trigo, la sub unidad grande de la Rubisco es degrada a polipéptidos de

37 y 16 kDa. Similar resultados han sido reportados en plantas de guisantes (Roullin
y Feller, 1998).

En relacién a la banda cercana a 25 kDa encontrada en la mayoria de los patrones
proteicos de C. macrocarpum, Wittenbach (1982) reportd la acumulacién en soya
(Glycine max L.) de cantidades significativas de dos glicoproteinas con peso similares
a eéste, especificamente protefnas con pesos entre 27 kDa y 29 kDa, referidas como
proteinas de almacenaje, por lo que se pudiera sugerir que la proteina encontrada en
C. macrocarpum, sea una glicoproteina. Por otro lado, las proteinas presentes en soya
se encuentran en un tejido especial denominado mesdfilo paravenal (PVM),
constituido por una sola capa de células a nivel del floema (Fisher, 1967).

Adicionalmente, diversos estudios han reportado la existencia de PVYM en una gran



36

cantidad de leguminosas (Lackey, 1978; Kevekordes y col., 1988; Lersten y Curtis,
1993) y la presencia de proteinas similares a las proteinas de reservas encontradas en

soya (Klauer y col., 1991).

Por todo lo sefialado anteriormente, se desprende la necesidad de realizar
extracciones de proteinas de hojas jovenes con un tiempo de emergencia similar y
sometidas a las mismas condiciones ambientales, con la finalidad de evitar la
degradacion de proteinas, ya que ésto produce una variacion en los perfiles proteicos
que pudieran generar interferencias en la interpretacion de los resultados.
Adicionalmente, para los analisis estadisticos basados en proteinas totales solubles,
solo fue incluida la informacion generada de los perfiles proteicos sin degradacion
evidente, es decir, los perfiles proteicos denominados A. Hay que destacar,
nuevamente que aun cuando se realizaron extracciones en varias oportunidades, los
perfiles obtenidos a partir del extracto proteico del individuo N° 15, resultaron en
todos los casos con un nivel de degradacion importante, con lo cual la informacion

procedente de este individuo no fue incluida para el andlisis bioquimico.

Para evidenciar a nivel bioquimico el grado de variacién intrapoblacional en C.
macrocarpum, se realizo el analisis estadistico de 19 individuos mediante el analisis
UPGMA, utilizando el Coeficiente de Jaccard, para obtener el grado de similarilidad
presente dentro de los individuos de esta poblacion. Para ello se siguid la misma
metodologia utilizada para analizar el nivel de variabilidad genética mediante
marcadores RAPD, de los mismos individuos seleccionados de esta especie de

leguminosa forrajera.

Del analisis UPGMA construido utilizando estos marcadores bioquimicos, se pudo
evidenciar un bajo nivel de polimorfismo proteico entre las muestras analizadas, lo
cual no permiti6 la separacion entre varios de los individuos de C. macrocarpum
incluidos dentro de un mismo grupo. De modo general, los 19 individuos fueron

distribuidos en 4 grupos (Figura 31). Lo mas resaltante de este analisis, es la



37

diferencia bioquimica encontrada entre los individuos 4 y 19, los cuales ademds de
ser los mas disimiles entre si (8% aproximadamente), también se presentan como los
menos similares con respecto al resto de los individuos que forman los demas grupos.
Adicionalmente, estos individuos son disimiles en un 15% aproximadamente del

resto de los individuos analizados (Tabla 11).

Por tal motivo, con las condiciones metodoldgicas utilizadas en esta parte de la
investigacién, el analisis unidimensional de proteinas totales solubles SDS-PAGE,
resulté igualmente ser una metodologia adecuada para evidenciar el grado de
variabilidad intrapoblacional presente en C. macrocarpum. Al respecto, otros estudios
igualmente han sefialado la utilidad de la electroforesis unidimensional en generar
marcadores bioquimicos que permitan la diferenciacion genética en distintos sistemas
en plantas. En banano, el anélisis de proteinas en una dimension permitio la
diferenciacion de clones con diferente grado de susceptiblidad frente al ataque de la
Sigatoka amarilla (Vidal, 1996). Por su parte Novak y col. (1992) encontraron
diferencias en la electroforesis de proteinas solubles entre cuatro clones distintos de
banano, lo cual les permiti6 utilizar dichos marcadores para discriminar entre clones

de Musa del grupo genémico A.

Finalmente, en nuestra investigacion encontramos que los marcadores RAPD vy la
electroforesis unidimensional de proteinas totales solubles (SDS-PAGE) revelaron
diferentes niveles de variabilidad genética en la poblacion de C. macrocarpum
analizada. Al respecto se ha reportado, que el andlisis de la diversidad genética puede
verse afectado por el tipo de marcador molecular empleado, debido a que poseen
propiedades distintas, y a su vez ser bastante diferentes de aquellos obtenidos usando
marcadores bioquimicos tales como isoenzimas o caracteres morfoldgicos
(Ramanatha y Hodgkin, 2002). Es por ésto, que la informacién suministrada por
marcadores moleculares y bioquimicos complementan los estudios de diversidad
genética, y permitiran conocer mejor el nivel y distribucion de la variabilidad

genética en poblaciones naturales, lo que generard beneficios para la conservacion y
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uso eficiente de los recursos forrajeros en este agroecosistema de sabanas bien
drenadas del Estado Guarico. Adicionalmente, esta informacion sera atil en los
programas de produccion animal en donde se requiera micropropagar de manera
Optima esta leguminosa forrajera, ya que permitird seleccionar individuos de C.
macrocarpum lo mas homogéneo posibles con la finalidad de obtener repuestas

morfogenéticas uniformes durante los procesos de cultivo “in vitro”.
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6.- CONCLUSIONES

En esta investigacién se encontré que los marcadores RAPD y la electroforesis
unidimensional de proteinas totales solubles (SDS-PAGE) resultaron ser

metodologias adecuadas para el estudio a nivel de poblaciones naturales de plantas.

Las dos técnicas utilizadas revelaron diferentes niveles de variabilidad en la
poblacion de Centrosema macrocarpum analizada, debido principalmente a que el
analisis de la diversidad genética se ve afectada por el tipo de marcador molecular
empleado ya que éstos poseen propiedades distintas. Por tanto, la informacion
suministrada por ambos tipos de marcadores (moleculares y bioquimicos) permite la
complementacion de los estudios de diversidad y facilitara conocer mejor el nivel y
distribucién de la variabilidad genética en poblaciones naturales, lo que generara
beneficios para la conservacion y uso eficiente de los recursos forrajeros en este

agroecosistema de sabanas bien drenadas del Estado Guarico.
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7.- RECOMENDACIONES.

Una vez estandarizados las condiciones de extraccion y corrida del ADN, asi como la
extraccion y corrida electroforética de las proteinas totales solubles para el realizar el
estudio de los marcadores RAPD y el andlisis electroforético unidimensional SDS-
PAGE en C. macrocarpum, resulta sumamente importante hacer las siguientes
recomendaciones, con la finalidad de que se puedan continuar las investigaciones en

esta especie de leguminosa forrajera:

Analisis molecular.

> Para poder aproximarse mas al nivel de variabilidad genética presente en esta
poblacion de Centrosema macrocarpum, es aconsejable incrementar tanto el nimero
de individuos analizados como el numero de iniciadores empleados en el estudio, con

la finalidad de revelar con mayor precision la dinAmica poblacional existente en este

agroecosistema.

-l
a
1
-
=

Analisis bioquimico.

i

Al

i » Para lograr una mejor separacion de las bandas durante la corrida

hAALLES

electroforética de las muestras proteicas, se recomienda utilizar un gel mas largo que
permita que las bandas con pesos similares puedan separarse mejor. Adicionalmente,
serfa conveniente realizar el analisis electroforético en dos dimensiones para lograr

que estas bandas se separen, adicionalmente, por la diferencia de sus cargas.
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Tabla 1. Concentraciones utilizadas de los reactivos para realizar la amplificacion

por PCR del ADN en Cenfrosema macrocarpum.

Nombre del Concentracion
Reactivo

Buffer de reaccion
(20 mM Tris-HCL (pH 8.0),
100 mM KCL, 0,1 mM EDTA,
1 mM DTT, 50% glycerol,
0,5% Tween ® 20 y 0,5
Nonidet ® - P40)

MgClz 3 mM

dNTP's 0,2 mM

Iniciador 0.4 uM

Taq Polimerasa 2,5u/ul

ADN 100 ng /pl




Tabla 2.

realizar el analisis RAPD en Centrosema macrocarpum.

Iniciadores
Serie OPA

Secuencia
SI_ST

Iniciadores
Serie OPB

Secuencia
5-3

42

Secuencia nucleotidica arbitraria de los iniciadores utilizados para

OPA 01

CAGGCCCTTC

OPB 01

GTTTCGCTCC

OPA 02

TGCCGAGCTG

OPB 02

TGATCCCTGG

OPA 03

AGTCAGCCAC

OPB 03

CATCCCCCTG

OPA 04

AATCGGGCTG

OPB 04

GGACTGGAGT

OPA 05

AGGGGTCTTG

OPB 05

TGCGCCCTTC

OPA 06

GGTCCCTGAC

OPB 07

GGTGACGCAG

OPA 07

GAAACGGGTG

OPBO08

GTCCACACGG

OPA 08

GTGACGTAGG

OPB 09

TGGGGGACTC

OPA 09

GGGTAACGCC

OPB12

CCTTGACGCA

OPAI0

GTGATCGCAG

OPB 10

CTGCTGGGAC

OPA 11

CAATCGCCGT

OPB 11

GTAGACCCGT

OPA 12

TCGGCGATAG

OPB 12

CCTTGACGCA

OPA 13

CAGCACCCAC

OPB 13

GTCCCGACGA

OPA 14

TCTGTGCTGG

OPB 14

TCCGCTCTGG

OPA 15

TTCCGAACCC

OPB 15

GGAGGGTGTT

OPA 16

AGCCAGCGAA

OPB 16

TTTGCCCGGA

OPA 17

GACCGCTTGT

OPB 17

AGGGAACGAG

OPA 18

AGGTGACCGT

OPB 18

CCACAGCAGT

OPA 19

CAAACGTCGG

OPB 19

ACCCCCGAAG

OPA 20

GTTGCGATCC

OPB 20

GGACCCTTAC
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Tabla 3. Condiciones de incubacion utilizadas para realizar la amplificacién por PCR

del ADN de Centrosema macrocarpum.

Numero de | Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Condicion del ADN

Ciclos

Desnaturalizacion

Alineacion

Extension

Estabilizacion
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Tabla 4. Concentracion (ug/ml) y absorbancia (nm) del ADN de los individuos de

Centrosema macrocarpum seleccionados para realizar el analisis RAPD,

Numero de | Concentracion de ADN | Absorbancia
individuo (ng/ml) A260/A280 nm
1 14,38 1,89
47,84 1,83
16,19 1,88
26,43 1,90
24,80 1,85
15,75 1,86
42,98 1,82
10,67 1,80
9,58 1,74
30,09 1,85
14,23 1,81
16,41 1,85
18,85 1,84
37,58 1,79
15,35 1.82
42,76 1,81
32,37 1,86
49,93 1,81
58,22 1,82
50,02 1,86
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Tabla 5. Calidad de los productos de amplificacion obtenidos con las diferentes

combinaciones de reactivos probados para establecer los parametros de PCR optimos

en Centrosema macrocarpiui.

Concentracion
del
Iniciador(uM)

Calidad
de
bandas

Calidad
de
bandas

No
amplificéd

No
amplifico

No
amplifico

Bandas
débiles

Bandas
Intensas y

Bandas
débiles

Saolo
bandas intensas

Bandas
intensas y
bandas débiles

Bandas
intensas y
bandas débiles
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Tabla 6. Productos de amplificacion obtenidos en Centrosema macrocarpum con

los 40 iniciadores seleccionados.

Resultado de la Resultado de la

Iniciador X <y Iniciador amplificacion por PCR
amplificacion por

PCR

No Amplifico OPA 04 Si amplifico
No Amplifico OPA 14 Si amplificé
No Amplificé OPA 15 Si amplifico
No Amplifico OPA 17 Si amplificé
No Amplifico OPA 18 Si amplificéd
No Amplifico OPA 19 Si amplificd
No Amplifico OPB 02 Si amplifico
No Amplifico OPB 04 Si amplifico
No Amplifico OPB 05 Si amplifico
No Amplifico OPB 06 Si amplifico
No Amplifico OPB 07 Si amplifico
No Amplifico OPB 08 Si amplifico
No Amplifico OPB 09 Si amplifico
No Amplifico OPB 10 Si amplificé
No Amplifico OPB 11 Si amplifico
Bandas débiles OPBI2 Si amplifico
Bandas débiles OPB 13 Si amplificd
Bandas débiles OPB 14 Si amplificod
Bandas débiles OPB 15 Si amplifico

Si amplifico OPB 17 Si amplifico
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Tabla 7. Total de bandas monomorficas y polimdrficas generadas con los iniciadores
seleccionados en el analisis RAPD en Centrosema macrocarpum y frecuencia de

bandas polimorficas por iniciador.

Bandas andi Total de | Frecuencia

Iniciador bandas de bandas
obtenidas | polimdrficas

monomorficas | Polimérficas

OPA 04
OPA 14
OPA 15
OPA 18
OPA 19
OPB 02
OPB 04
OPB 05
OPB 07
OPB 08
OPB09
OPB 12
OPB 17
OPB 20

Total de
bandas

1,33
0,83
0,75
0,50
3,00
1,00
1,00
0,33
0,80
2,00
1,33
2,00
0,84
5,00

—
—_—

O~ |ND|ND Q0|00 |00 |00 | O~

—
(=

— O [ [ | Oy | B | B | D | O A | T |2
hih |y B = (RN W W k&

=)

Ln
(o)}
(=)
—

1,10




Tabla 8. Matriz de similaridad generada utilizando el Coeficiente de Jaccard y los 117 marcadores RAPD en Centrosema
macrocarpum obtenidos con los 14 iniciadores seleccionados (Serie OPA y serie OPB) en este estudio.

Individuo 1
Individuo 2
Individuo 3
Individuo 4
Individuo 5
Individuo 6
Individuo 7
Individuo 8
Individuo 9
Individuo 10
Individuo 11
Individuo 12
Individuo 13
Individuo 14
Individuo 15
Individuo 16
Individuo 17
Individuo 18
Individuo 19
Individuo 20

1
1,000
0,856
0,765
0,856
0,798
0,876
0,802

0,788

0,812
0,773
0,827
0,770
0,828
0,830
0,752
0,762
0,750
0,804
0,792
0,788

1,000
0,730
0,837
0,835
0,857
0,802
0,806
0,830
0,755
0,772
0,806
0,792
0,812
0,752
0,729
0,750
0,769
0,828
0,806

1,000
0,730
0,800
0,750
0,768
0,735
0,709
0,701
0,720
0,771
0,794
0,778
0,788
0,728
0,683
0,735
0,689
0,717

4

1,000
0,816
0,820
0,802
0,844
0,867
0,755
0,865
0,752
0,792
0,777
0,704
0,779
0,784
0,752
0,810
0,788

1,000
0,818
0,837
0,823
0,828
0,771
0,735
0,804
0,827
0,828
0,767
0,710
0,748
0,750
0,790
0,823

1,000
0,804
0,808
0,832
0,740
0,792
0,755
0,777
0,814
0,788
0,798
0,804
0,842
0,777
0,755

1,000
0,808
0,814
0,723
0,792
0,755
0,794
0,814
0,738
0,731
0,769
0,738
0,777
0,772

1,000
0,800
0,779
0,778
0,740
0,745
0,782
0,740
0,767
0,790
0,792
0,798
0,776

1,000
0,804
0,838
0,731
0,769
0,806
0,716
0,808
0,814
0,781
0,840
0,818

10

1,000
0,745
0,742
0,784
0,786
0,709
0,770
0,758
0,743
0,765
0,779

11

1,000
0,743
0,765
0,767
0,710
0,786
0,740
0,760
0,800
0,743

12

1,000
0,780
0,782
0,724
0,701
0,705
0,708
0,745
0,776

13

1,000
0,840
0,779
0,788
0,777
0,796
0,802
0,798

14

1,000
0,833
0,790
0,745
0,781
0,804
0,818

15

1,000
0,817
0,738
0,825
0,729
0,740

16

1,000
0,816
0,871
0,771
0,750

17

1,000
0,824
0,794
0,721

18 19 20
1,000
0,796 1,000

0,740 0.854 1,000
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Tabla 9. Matriz de similaridad generada utilizando el Coeficiente de Jaccard y los marcadores RAPD en Centrosema

macrocarpum obtenidos con 13 de los 14 iniciadores seleccionados para este estudio sin incluir el iniciador OPB 20.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 18 20
Individuo 1 1,000
Individuo 2 0,851 1,000
Individuo 3 0,768 0,732 1,000
Individuo 4 0,851 0,832 0,732 1,000
Individuo 5 0,802 0,840 0,796 0,821 1,000
Individue 6 0,872 0,853 0,753 0,814 0,823 1,000
Individuo7 0,806 0,806 0,781 0,806 0,853 0,808 1,000
Individuo 8 0,781 0,800 0,737 0,839 0,828 0802 0813 1,000
Individuo 9 0,806 0,825 0,710 0,863 0,833 0,827 0,818 0,794 1,000
Individuo 10 0,796 0,777 0,713 0,777 0,785 0,760 0,735 0,802 0,828 1,000
Individuo 11 0,821 0,765 0,722 0860 0,737 0,786 0,796 0,771 0,833 0,766 1,000
Individuo 12 0,789 0,828 0,783 0,771 0817 0,773 0,784 0,758 0,747 0,753 0,760 1,000
Individuo 13 0,840 0,802 0,815 0,802 0,849 0,786 0814 0,753 0,778 0804 0,773 0,798 1,000
Individuo 14 0,844 0,825 0,781 0,788 0,833 0,827 0837 0,794 0818 0,788 0,778 0,784 0,853 1,000
Individuo 15 0,755 0,755 0,784 0,705 0,762 0,792 0,750 0,743 0,717 0,720 0,712 0,733 0,798 0,838 1,000
Individuo 16 0,770 0,735 0,745 0,788 0,725 0,808 0,748 0,776 0,818 0,789 0,796 0713 0,778 0,800 0,838 1,000
Individuo 17 0,768 0,768 0,707 0,804 0,776 0,825 0,780 0,811 0835 0,787 0,758 0727 0,794 0,780 0,765 0,835 1,000
Individuo 18 0,814 0,778 0,753 0,760 0,768 0,854 0,755 0,802 0,790 0779 0,768 0,720 0,804 0,808 0,847 0,884 0,825 1,000
Individuo 19 0,802 0,840 0,704 0821 0,811 0,786 0,796 0,809 0,853 0,785 0,811 0,760 0,792 0,814 0,745 0,760 0,813 0,804 1,000
Individuo 20 0,789 0,809 0726 0,789 0,837 0,755 0,784 0777 0,821 0,791 0742 0,785 0,798 0,821 0,750 0,747 0,745 0,755 0,857 1,000
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Tabla 10. Cantidad de proteina presente en las muestras de Centrosema

macrocarpum analizadas, utilizando el método de cuantificacion de Bradford.

Concentracién | Volumen de

Numero de | Absorbancia | de proteinas | muestra (pl)
muestra (595nm) | (ng/ub (50pg)
I 0,440 183,5 13,64
0,362 80,0 32,07
0,422 159,0 15,71
0,382 105,0 23,81
0,371 90,0 27,74
0,350 61,5 40,65
0,468 221,0 11.31
0,393 119,5 20,91
0,401 130,5 19,15
0,415 149,5 16,72
0,406 137.5 18,18
0,398 126,5 19,76
0,387 111,5 22,42
0,400 129,0 19.40
0,401 130,5 19,15
0,371 90,0 27,80
0,345 55,0 45.45
0,419 155,0 16,13
0,451 198.0 12,62
0,397 125,5 19,92
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Tabla 11. Matriz de similaridad genética utilizando el Coeficiente de Jaccard y los marcadores bioquimicos en Centrosema
macrocarpum obtenidos con 19 de los 20 individuos analizados.

1,000
1,000
0,923
0,769
0,923
0,923
0,923
0,923
0,923
10 0,846
110,846
12 0,923
130,923
14 0,846
15 1,000
16 0,846
17 0,846
18 0,923
190,846

o~ IS I R R e T R S

1,000
0,923
0,769
0,923
0.923
0,923
0,923
0,923
0,846
0,846
0,923
0,923
0,846
1,000
0,846
0,846
0,923
0,846

1,000
0,846
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,923
0,923
1,000
1,000
0,923
0,923
0,923
0,923
1,000
0,923

1,000

0,846
0.846
0,846
0.846
0,846
0,769
0,769
0,846
0,846
0,769
0,769
0,769
0,769
0,846
0,917

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,923
0,923
1,000
1,000
0,923
0,923
0,923
0,923
1,000
0,923

1,000
1,000
1,000
1,000
0,923
0,923
1,000
1,000
0,923
0,923
0,923
0,923
1,000
0,923

1.000
1,000
1,000
0,923
0,923
1,000
1,000
0,923
0,923
0,923
0,923
1,000
0,923

1,000
1,000
0,923
0,923
1,000
1,000
0,923
0,923
0,923
0,923
1,000
0,923

9 10 11 12 13 14 15 16 74 18 19
1,000

0,923 1,000

0,923 1,000 1,000

1,000 0,923 0,923 1,000

1,000 0,923 0,923 1,000 1,000

0,923 1,000 1,000 0,923 0,923 1,000

0,923 0.846 0,846 0923 0,923 0,846 1.000

0,923 1,000 1,000 0,923 0923 1,000 0,846 1,000

0,923 1,000 1,000 0,923 0,923 1,000 0,846 1,000 1,000

1,000 0,923 0,923 1,000 1,000 0923 0923 0,923 0,923 1,000

0,923 0,846 0,846 0923 00923 0,846 0,846 0.846 0,846 0,923 1,000
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Figura 1 (a y b). ADN total de los 20 individuos de Centrosema macrocarpum
utilizados para realizar el analisis molecular RAPD, separado por electroforesis en gel
0,8% de agarosa y tefiido con bromuro de etidio. Carril MP, marcador de peso
molecular (I Kb Ladder, Promega). La flecha sefiala la banda de maximo peso
molecular del marcador (10.000 pb).

pb
10.000

MP 15 16 17 18 19
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Figura 2. Estandarizacion de las condiciones de amplificacion de la reaccién de PCR
en Centrosema macrocarpum utilizando el ADN del individuo 6 y el iniciador OPB
06. Los productos de amplificacion RAPD obtenidos se separaron por electroforesis
en gel 1,4% de agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. El disefio experimental
consistio en tres variables (iniciador, dNTP's y ADN) con 2 niveles. Carril MP,
Marcador de peso molecular; Carril 1, 0,3 uM iniciador, 0,1 mM dNTP's y 100
ng/pul ADN; Carril 2, 0,3 pM iniciador, 0,2 mM dNTP's y 150 ng/ul ADN; Carril 3,
0,3 uM iniciador, 0,2 mM dNTP's y 100 ng/ul ADN; Carril 4, 0,4 pM iniciador,
0,1 mM dNTP's y 100 ng/ul ADN; Carril 5, 0.4 uM iniciador, 0,1 mM dNTP's y
150 ng/nt ADN; Carril 6, 0,4 pM iniciador, 0,2 mM dNTP's y 100 ng/pl ADN;
Carril 7, 0,4 pM iniciador, 0,2 mM dNTP's y 150 ng/ul ADN; Carril 8, 0,3 uM
iniciador, 0,1 mM dNTP's y 150 ng/ul ADN.
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Figura 3 (a y b). Perfiles RAPD generados con los iniciadores de la serie OPA
completos (OPA 01 al OPA 20) utilizando el ADN de la muestra 6, separados por
electroforesis en gel 1,4% de agarosa y teflidos con bromuro de etidio. Carril MP,
marcador de peso molecular.
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Figura 4 (a y b). Perfiles RAPD generados con los iniciadores de la serie OPB
completos (OPB 01 al OPB 20 menos OPB 06) utilizando el ADN de la muestra 6,

separados por electroforesis en gel 1,4% de agarosa y tefiidos con bromuro de etidio.
Carril MP, marcador de peso molecular.
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Figura 5 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPA 04 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y teflidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. La flecha sefiala la posicién de un duplete polimorfico presente en la
muestra 7, 11, 16, 17 y 18.

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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Figura 6 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPA 14 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular; Carril CN, Control negativo. La flecha sefiala la posicion de un ejemplo
de banda polimdrfica presente en las muestras 2, 5, 9, 10, 12, 15, 16, 18 y 20.

MP 1 2 3 4 5 6 7 8-9 10 11 12 13 14
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Figura 7 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPA 15 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y teflidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular; Carril CN, Control negativo. La flecha sefiala la posicion de un ejemplo
de banda polimoérfica ausente en las muestras 4, 5, 9 y 20. Nota: No se obtuvo
amplificacion del ADN de la muestra 16, por lo que se realizo la reaccion de PCR
para esta muestra en un segundo evento (Figura 19, carril 7).

MP 15 16 17 18 19 20
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Figura 8 (a, b y ¢). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPA 18 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular; Carril CN, Control negativo (amplificacién por ADN foraneo). La flecha

sefiala la posicion de un ejemplo de banda polimorfica presente en las muestras 3, 6,
15,16y 18.
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Figura 9 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPA 19 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. La flecha sefala la posicién de un ejemplo de banda polimoérfica presente
en las muestras 3, 4, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 18. Nota: La amplificacion del
ADN de las muestras 1, 2 y 12 resulté muy débil, por lo que se realizé la reaccion de
PCR para estas muestras en un segundo evento (Figura 19, carril 8, 9y 10).
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Figura 10 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 02 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y teflidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso

molecular. La flecha sefiala la posicion de un gjemplo de banda polimérfica presente
en las muestras 5, 10, 13, 14, 15 y 19.
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Figura 11 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 04 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular; Carril CN, Control negativo. La flecha sefiala la posicién de un ejemplo
de banda polimérfica presente en las muestras 5, 14y 17.
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Figura 12 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 05 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular; Carril CN, Control negativo. La flecha sefiala la posicion de un ejemplo
de banda polimérfica presente en las muestras 3, 8, 15 y 18.

MP 15-16 17 4B 19 20 .
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Figura 13 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 07 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. La flecha sefiala la posicion de un ejemplo de banda polimérfica ausente
en las muestras 4, 8, 10, 17 y 18.
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Figura 14 (a, b y ¢). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 08 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. La flecha sefiala la posicion de un ejemplo de banda polimorfica ausente
en las muestras 2, 3, 5, 7, 12, 13, 14, 15 y 20.
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Figura 15 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 09 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. La flecha sefiala la posicion de un ejemplo de banda polimdrfica ausente
en la muestra 1, 3, 5, 10, 14, 15 y 20.

15- 16 17 18 18 2
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Figura 16 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 12 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. La flecha sefiala la posicién de un ejemplo de banda polimérfica presente
en las muestras 2, 14, 15y 19.
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Figura 17 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 17 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. La flecha sefiala la posicion de un ejemplo de banda polimorfica presente
en las muestras 3, 5, 8, 12, 16 y 17. Nota: Los productos de amplificacion del ADN
de la muestra 19 y 20 se encuentran en la figura 19 carriles 11y 12.
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Figura 18 (a y b). Perfiles RAPD generados con el iniciador OPB 20 en los 20
individuos analizados de Centrosema macrocarpum, separados por electroforesis en
gel 1,4% agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. Carril MP, el marcador de peso
molecular. El asterisco indica la posicién de un ejemplo de banda monomérfica. La

flecha sefiala la posicion de un ejemplo de banda polimorfica ausente en las muestras
3,5,10,12, 14y 17.

MP 15 16 17 18 19 20
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Figura 19. Repeticion de los perfiles RAPD generados con los iniciadores: OPA 04
(individuos 15 al 20, carriles 1,2, 3, 4, 5y 6); OPAI15 (individuo 16, carril 73
OPA19 (individuos 1,2 y 12, carriles 8, 9 y 10) y OPB 17 (individuos 19 y 20,
carriles 11 y 12). Carril MP, marcador de peso molecular.




07

UPGMA
—
——
—
—
—
_{
—
I O,I?E; D:B {],55 0:9 D,|95
Jaceard's Coeficient

nd 12
hd3
hd17
id 18
d 16
nd15
nd10
20
hd19
hd14
hd13
hd7
hd$
hd8
hd 1
hd9
hd4
nd2
a6
1

i

}_ Grupo
3

. Grupo

>B

>Grup0
1

J

Figura 20. Analisis de agrupamiento (UPGMA) basado en el Coeficiente de Jaccard
para 117 marcadores RAPD en una poblacion de 20 individuos de Centrosema

macrocarpum



32

UPGMA
Individuo 12

= Indviduo 3 Grupo 4
Indviduo 18

| ndvidiot5 - GTUPO 3
Individuo 15
Individuo 10

| o Grupo 2
Individuo 17

— Idviduo §

] Individuo 20 )

Individuo 19

Individuo 11 B
Individuo 9

_{ Individuo 4

Individuo 14 _/ >
Individuo 13 Grupo 1

Individuo 7

_{ Individuo 5

Individuo 2
Individuo 6

— Individuo 1 )
| T

080 (% 00 0,93 |

Jaceard's Coefficient

Figura 21. Analisis de agrupamiento (UPGMA) basado en el Coeficiente de Jaccard
para los marcadores RAPD obtenidos en una poblacion de 20 individuos de
Centrosema macrocarpum sin incluir el iniciador OPB 20.
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Figura 22. Curva de calibracion utilizada para la cuantificaciéon por el método de
Bradford de las proteinas totales solubles de Centrosema macrocarpum. Se utilizd

como patron alblimina de suero bovino en un rango de concentracion de 0 — 40 pg/pl.

1,2

Absorbancia

0 10 20 30 40 50
Concentracién de BSA
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Figura 23 (a y b). Patrones proteinicos de 2 individuos de Centrosema macrocarpum.
Las lineas corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos:
14 y 15. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 10% (a) y 14% (b). MP:
marcador de peso molecular.
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Figura 24. Patrones proteinicos de 4 individuos de C. macrocarpum. Las lineas
corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos: 1, 2, 3, y
4. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 12%. MP: marcador de peso
molecular. El perfil mostrado para los 4 individuos corresponde al patrén proteico
denominado A.
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Figura 25. Patrones proteinicos de 4 individuos de C. macrocarpum. Las lineas
corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos: 4, 5, 7, 9,
11, 18 y 20. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 12%. MP: marcador
de peso molecular. El perfil mostrado para los individuos 5, 7, 9, 11, 18 y 20
corresponde al patrén proteico denominado A, mientras que el perfil del individuo 4
corresponde al patron denominado B.
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Figura 26. Patrones proteinicos de 7 individuos de C. macrocarpum. Las lineas
corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos: 1, 2, 3, 4,
5, 6 y 7. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 12%. MP: marcador de
peso molecular. El perfil mostrado para los individuos 1, 2, 3, 4 y 7 corresponde al
patron proteico denominado B, mientras que el perfil de los individuos 5 y 6
corresponde al patrén denominado A.
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Figura 27. Patrones proteinicos de 7 individuos de C. macrocarpum. Las lineas
corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos: 5, 6, 7, 8,
9, 10y 11. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 12%. MP: marcador de
peso molecular. El perfil mostrado para los individuos 6, 8, 9, 10 y 11 corresponde al
patron denominado A, mientras que el perfil de los individuos 5 y 7 corresponde al
patron proteico denominado B.
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Figura 28. Patrones proteinicos de 7 individuos de C. macrocarpum. Las lineas
corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos: 8, 9, 10,
11, 12, 13 y 14. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 12%. MP:
marcador de peso molecular. . El perfil mostrado para los individuos 12, 13 y 14
corresponde al patron denominado A, mientras que el perfil de los individuos 8, 9, 10
y 11 corresponde al patrén proteico denominado B.

kDa
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Figura 29. Patrones proteinicos de 7 individuos de C. macrocarpum. Las lineas
corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos: 12, 13,
14, 15, 17, 18 y 19. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 12%. MP:
marcador de peso molecular. El perfil mostrado para los individuos 12, 13, 14, 17 y
18 corresponde al patrén denominado A, mientras que el perfil de los individuos 15 y
19 corresponde al patrén proteico denominado B.
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Figura 30. Patrones proteinicos de 4 individuos de C. macrocarpum. Las lineas
corresponden a los extractos de proteinas totales solubles de los individuos: 11, 16,
19 y 20. Las proteinas se analizaron en geles SDS-PAGE al 12%. MP: marcador de
peso molecular. El perfil mostrado para los individuos 16 y 19 corresponde al patron
denominado A, mientras que el perfil de los individuos 11 y 20 corresponde al patrén
proteico denominado B.
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Figura 31. Andlisis de agrupamiento (UPGMA) basado en el Coeficiente de
Similaridad de Jaccard para los marcadores bioquimicos de una poblacion de
individuos de Centrosema macrocarpum.
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9. APENDICE
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9.1.- Apéndice A.

9.1.1.- Amortiguadores y Soluciones utilizadas para la extraccion del ADN

Solucién amortiguadora de extraccion 2% CTAB.

2 gr. CTAB

1.4 M NaCl

20 mM EDTA

100 mM Tris HCI pH 8
1% PVPP

Agua destilada 100 ml.

Solucion amortiguadora TE.

10 mM Tris-HCI IM pH 8.0
1| mM EDTA pH 8.0

Solucién amortiguadora TAE 1X.

40 mM Tris acetato
1 mM EDTA

Solucién stock/Lt 50X,

242 gr. Tris base

57.1 ml. acido acético glacial




Al

=

r
Ly

W
ul N
|

i

,-;' ‘ . imj f

b
1 I\ e e 1 L
B e B | R | St {5
T HE i
A \ ! 3 b )

..-..]r Li
A

MmN

i

100

100 ml. 0.8 M EDTA pH 8.0

Solucion amortiguadora cargador de geles.

0.25% Azul de bromofenol
0.25% Xileno cianol FF
30% Glicerol en agua

Almacenar a -20°C

Bromuro de etidio.

1 gr. en 100 ml de agua

9.2.- Apéndice B.

9.2.1.- Amortiguadores y Soluciones utilizadas para la extraccion de proteinas

Totales Solubles.

Solucion amortiguadora de extraccion.

50 mM Tris-HCL pH 8.0
5% Glicerol

0.1 mM EGTA

0.2 M KCL

1.5% PVPP

1% MER

Solucién amortiguadora Laemmli de Muestra 2X.

62.5 mM Tris-HCI pH 6.8
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10% Glicerol

1% SDS

0.001% Azul de bromofenol
5% MER

9.2.2.- Preparacion De Reactivos Utilizados Para La Cuantificacion De Proteinas.

Reactivo de Bradford.

0,01 % Coomasie Brillant Blue G
5% Etanol al 95%
10% Acido fosforico al 85%

9.2.3.- Amortiguadores Y Soluciones Utilizadas para el Analisis Unidimensional

de Proteinas.

Solucion amortiguadora del gel separador (inferior).

1 M Tris pH 8.8

Ajustar a pH 8.8 con HCL concentrado; luego aforar con agua al volumen final.

Solucion amortiguadora del gel concentrador (superior).

1 M Tris pH 6.8

Ajustar a pH 6.8 con HCL concentrado y aforrar con agua al volumen final.

Solucion amortiguadora de corrida tris-glicina 10X.

10% de SDS
1.5 M Trisma - HCI base




102

192 mM de Glicina
El pH debe ajustarse a 8.3.

Solucion patréon de acrilamida 30%.

30% (p/v) Acrilamida
0.8% (p/v) Bisacrilamida

Mezcla del gel separador (12%).

30% de acrilamida-mix
1.5 M Tris-HCI pH 8.8
10% SDS

TEMED

10% APS

Mezcla del gel concentrador.

30% acrilamida-mix
1.0M tris-HCI pH 6.8
10% SDS

TEMED

10% APS
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Solucion de tincion Azul de Coomasie.

i ki

0.2 % Coomasie Brillant Blue R-250
30% Metanol

10% Acido acético
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Solucion desteiiidora de geles.

10% Acido acético glacial
10% Metanol
80% Agua
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