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tha Thesis ahjectives. The Matergls snd Methods ane described in detail &and are
repraducible. The Rosuits folizw a logical flow of systematic processes thal leads to the
igerlificaion ol novel microsatediles, The eeulls Cleaarly ceasuribe (he pillals associalsd
with some screening methods. Application of the microsalellites on two poplations of
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within the contaxt of the project and conzider othar research studies and a detailad sat of
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Dear Prof. Arruga,

I found very interesting the PhD-thesis performed by Juan Antonio Ansén Garcia and entitled
“Estudios genéticos para la identificacion de la estructura genética de la perdiz roja (Alectoris
rufa1.) y su aplicacion en explotaciones y areas cinegéticas”.

Perdiz roja is a very important bird in many countries and, among the European ones, the
Spain is that where this species is particularly present. For this reason Spain could be the
country where this species not only can be studied very well, but could be the point of

reference for many other countries which have interest to import this species in their
territories.

Main goal of this study was to improve the knowledge on the genome of Alectoris rufa by
analyzing the genetic variability in both wild and captive species so to establish the
interbreeding coefficient, as well as to perform an easy and simple molecular technique
allowing to distinguish clearly males from females. As a tool to perform this goal, a
microsatellite genome library of Alectoris rufra was performed.

The study performed in 50 individuals revealed that inbreeding coefficient is higher in the
captive species than in the wild ones, as demonstrated by different statistical approaches,
underlining that captive species have much more problems than wild ones.
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The study is very original and can have practical applications to spread this species in Spain
and in other interested Countries.

DNA-extraction was performed from different sources. PCR-technique and restriction
enzymes were used to prepare a microsatellite genomic library. Fluorescence probes and
microscopes equipped for fluorescence hybridization observation were wused to select
different colonies.

The study has been constructed very well and adequately discussed.

Most of these studies have been presented in international meetings and published in referred
journals.

I think this thesis has all the requisites to obtain the European Doctorate award.

Sincerely yours

Prgf\Leopoldo lannuzzi

Director of the “Institute for Animal Production Systems in Mediterranean Environment”

2 L istiruto pER 1L SISTEMA PRODUZIONE ANIMALE IN AMBIENTE MEDITERRANEO (ISPAAM)



Este trabajo ha estado financiado por una beca de
investigacion FPI concedida por el Departamento
Ciencia, Tecnologia y Universidad del Gobierno de
Aragon, con referencia n°® B005/08. (Enero 2008-
Septiembre 2010), y por los proyectos y convenios:
EVALUACION ZOOTECNICA DE LA SITUACION
DE LA PERDIZ ROJA ESPANOLA financiado por
el Ministerio de Educacion y Ciencia. Instituto
Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA) n° ref: RZ2005-00011-00-00.
Af0s:2005-06 al 2008-09. CONVENIO DE
INVESTIGACION EN MATERIA DE GENETICA Y
FAUNA SILVESTRE EN ARAGON. Consejeria de
Medio Ambiente y Consejeria de Ciencia,
Tecnologia y Universidad del Gobierno de Aragoén.
Afos: 2007 al 2009.






Caminante, son tus huellas
el camino y nada mas;
Caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.
Al andar se hace el camino,
y al volver la vista atras
se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.
Caminante no hay camino
sino estelas en la mar.

Extracto del poem&@&aminante no hay camino
de Antonio Machado.
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RESUMEN / ABSTRACT






. RESUMEN.

Como objetivo primordial de este trabajo, se pretende profundizar en el
conocimiento del genoma de la especie Alectoris rufa.

Estos estudios se concretan en el sexaje a partir del ADN de perdiz en la
especie, en el estudio de la dindAmica de poblaciones, tanto en silvestres como
en cautividad y, por consiguiente, en el conocimiento de la variabilidad genética
existente y en la estima de los valores de consanguinidad. Finalmente se
pretende la construccién de una genoteca de A. rufa y la posterior busqueda de
marcadores moleculares microsatélites.

En la aplicacion de la metodologia de sexaje se ha introducido una
variacion respecto a lo publicado por diversos autores, consistente en la
necesidad de utilizar enzimas de restriccién para la correcta identificacion de
las bandas que corresponden al sexo femenino, y su diferenciacion de los
individuos de sexo masculino.

En el estudio poblacional se ha puesto de manifiesto la situacion
genética de dos poblaciones. La primera de ellas, es una poblacion silvestre de
Extremadura, y la segunda, una poblacién en cautividad correspondiente a una
granja de Cataluiia. Se estudian las frecuencias alélicas, las hetercigosidades,
el PIC, los estadisticos F de Wright y las distancias genéticas de Nei. Con
todos estos estudios se ha comprobado que la situacidon genética de la
poblacién en cautividad presenta mas problemas genéticos que la poblacion
silvestre, con respecto a la existencia de menor variabilidad genética y de un
cierto valor de consanguinidad.

Por altimo, se llevo a cabo la obtencion de una genoteca gendmica de A.
rufa. A partir de ella se puso especial énfasis en la busqueda de marcadores
moleculares microsatélites que ayuden a ampliar los conocimientos que se
tienen acerca del genoma de la especie. Se usaron para ello tres vias: una
primera, secuenciando al azar colonias con fragmentos de un tamafio
adecuado, una segunda; elaborando combinaciones de cebadores con
secuencias repetidas en PCR; y, por ultimo, mediante hibridacién con sondas
fluorescentes de ADN de secuencias microsatélite. Con la primera de las vias
se obtuvieron 2 posibles microsatélites, de los que so6lo uno resulté tener



variabilidad alélica (AG),. La segunda via resultd no ser la mas adecuada
debido a la dificultad de conseguir unas condiciones de PCR optimizadas para
cada colonia, obteniéndose de esta manera falsos positivos. Se ha demostrado
que la hibridacion es la mejor manera de obtener microsatélites a partir de una
genoteca. De esta manera se han obtenido dos microsatélites: uno compuesto
interrumpido (AT), (AC)3 T(AC), (AT),, y otro sencillo (AC),.

. ABSTRACT:

The main objective of this work is to increase the knowledge of the
genome of the species Alectoris rufa. These studies involved the reliable sexing
of partridges using their DNA, the study of population dynamics in the wild and
in captivity and, therefore, the utilisation of existing genetic variability in the
estimation of inbreeding values. Finally, the study involved the construction of a
DNA library of Alectoris rufa and the subsequent search for microsatellite
molecular markers.

In applying the methodology of sexing, a modification has been
introduced to the method reported by several authors, namely the introduction
of a restriction enzyme step for the correct identification of the bands
corresponding to female and male individuals.

The population study has revealed the genetic status of two populations.
The first of them a wild population of Extremadura and, the second, a captive
population at a farm. Allele frequencies were determined and used to calculate
the heterozygosities, PIC, Wright F statistics and Nei's genetic distances. All
these studies have shown that the genetic condition of the captive population
has more genetic problems than the wild population with respect to the
existence of low genetic variability and the existence of a certain degree of
inbreeding.

Finally, we constructed a genomic library of A. rufa. This library was
screened with special emphasis on the search for microsatellite markers to help
broaden the knowledge available about the genome of the species. This was
performed using three approaches: first, by sequencing cloned DNA at random,

second, by amplifying cloned DNA by PCR using primers containing repetitive



sequences and, finally, by hybridising the library with fluorescently-labelled
oligonucleotide probes containing repetitive sequences. Using the first way, we
have obtanined 2 possible microsatellites, which only one proved to be allelic
variability (AG),. The second approach have not worked very well, because of
the difficulty in obtaining PCR conditions optimized for each colony, thus
obtaining false positives. It has been shown that using hybridization, is the best
method to get microsatellites from a genomic library. Whith it, we have obtanied
2 microsatellites, one with(AT),(AC)sT(AC),(AT), form, and the other with
simply form (AC)h.






[ll. GLOSARIO

ADN: acido desoxirribonucléico.

amp: ampicilina.

BrEt: Bromuro de Etidio.

cADN: ADN procedente de ARN
mensajero

Cebador F: Forward (directo).
Cebador R : Reverse (reverso).
cfu/ug:  unidades formadora de
colonia/ microgramo.

cM: centimorgan.

g: gramo.

h: hora/s.

H.O: agua destilada.

H,Obd: Agua bidestilada estéril.

kan: kanamicina.

Kb: kilobases.

Mb: megabase = 10° bases.

Medio LB : Lysogeny broth or Luria-
Bertani broth.

min : minutos.

ms: microsatélite.

NaCl: Cloruro de sodio.

°C: grados Celsius o Centigrados.

p/v: peso/volumen.

pb: pares de bases.

rpm . Revoluciones por minuto.

Secs: segundos.

SSADN: Single stranded ADN. Con
solo una hebra.

SNP: Single nucleotide polymorphism.

Polimorfismo de un solo nucleétido.

STR: Short

repeticiones cortas en tandem.

Tandem  Repeats,
T2: temperatura.

T2a: Temperatura de anneling.

TAE: Tampodn Tris-Acetato-EDTA.

U: unidades enzimaticas.

V: voltios.

v/v: volumen/volumen.

Vt: Volumen total.

PCR: Polymerase Chain Reaction,
reaccion en cadena de la polimerasa.
RAPD: Random Amplified
Polymorphic DNA, ADN polimérfico
amplificado al azar.

RFLP: Restriction Fragment Lenght
Polymorphism, polimorfismo de
longitud de fragmento de restriccion.
Tampon TAE : Tris-acetate-EDTA.

Taqg: Thermophilus aquaticus.
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INTRODUCCION

V. INTRODUCCION.

V.1 Justificacion del trabajo.

Desde hace mas de 30 afios, y debido en gran medida al desarrollo
socioeconémico experimentado a nivel mundial, la concienciacion de los distintos
paises sobre la necesidad de conservar el medio natural ha pasado a un primer
plano. Se trata de preservar los recursos naturales, evitando la degradacion del
patrimonio genético caracteristico de un lugar.

La mano del ser humano se ha dejado notar en la hibridacion de muchas
especies, que aun estando en proceso de especiacion alopatrida, han producido
una descendencia fértil con algun tipo de caracteristica mas interesante para el
productor. En el caso de la perdiz, la introduccién de nuevas especies con mayor
potencial productivo, la caza desmesurada y los cambios ambientales, estan
haciendo desaparecer las poblaciones autoctonas, con el peligro de pérdida de su
linaje por medio de hibridaciones entre ellas.

La forma de combatir este problema, esta sustentada por la creaciéon de
leyes como la espafiola 42/2007, de 13 de diciembre, del Patrimonio Natural y de la
Biodiversidad, asi como la legislacion europea, Directiva 2009/147/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 30 de noviembre de 2009, relativa la
conservacion de las aves silvestres, que no permiten la introduccién de especies
foraneas que puedan contaminar el patrimonio genético de especies autéctonas.
La ley de Caza en Aragon, Ley 5/2002, sefiala que “queda prohibida la introduccion
de especies, subespecies o razas distintas de la autdctonas, en la medida en que
puedan competir con éstas, alterar su pureza genética o equilibrios ecoldgicos. A
estos efectos se entienden como especies autoctonas las que habitan de forma
natural en el territorio de la Comunidad Auténoma”.

Este trabajo pretende por tanto ampliar los estudios genéticos sobre la
especie Alectoris rufa. ElI descubrimiento de nuevos y mas eficientes marcadores
moleculares, haran posible su uso para combatir la hibridacién que esta sufriendo

esta especie tan emblematica de nuestro pais.



Tesis Doctoral de Juan Antonio Ansén

V.2 Objetivos.

El objetivo principal de este proyecto de Tesis doctoral ha sido aplicar
metodologias de sexaje individual y de analisis de poblaciones, para culminar con
la construccion de una genoteca de Alectoris rufa que contribuya en un futuro
proximo a un mejor conocimiento de las caracteristicas genéticas de esta especie.

El conocer el sexo individual de una poblacién es el primer punto de interés
en cualquier estudio poblacional, al igual que su estructura genética. De aqui el
interés de aplicar marcadores genéticos moleculares al estudio de las diferentes
poblaciones de perdiz.

Otro objetivo es realizar un estudio de dos poblaciones caracteristicas: una
salvaje procedente de individuos cazados en los campos extremefnos, y otra en
cautividad, originaria de una granja de reintroduccion cinegética en Catalufia. El
estudio de dos marcadores microsatélites con probada eficacia: p58 y m27, (Garcia
et al. 2007), indicaran la existencia o0 no de endogamia entre sus individuos y
parentesco entre poblaciones.

El interés de la realizacién de la genoteca reside en que, una vez preparada,
se convierte en punto de partida para la busqueda de cualquier regiéon de ADN o de
genes y su estudio mediante subclonacion, secuenciacion, expresion, etc. Al
tratarse de una genoteca gendmica, estara representado todo el genoma de la
perdiz, sus secuencias codificantes + no codificantes, siendo asi mas valioso para
todo tipo de estudios. El trabajo podra ser usado por la comunidad cientifica
interesada en la estructura génica de la perdiz, gendmica comparativa y estudios

funcionales de genes.

Para ello el trabajo realizado se puede resumir en los siguientes apartados:

1.- ESTUDIO DE SEXAJE MEDIANTE EL ANALISIS DE ADN EN PERDICES,
como complemento a la identificacion fenotipica en individuos en que no sea

evidente el sexo.

2.- ESTUDIO DE VARIABILIDAD GENETICA EN DOS POBLACIONES DE
PERDIZ, la primera de origen silvestre y la segunda en cautividad.

10
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3.- CONSTRUCCION DE UNA GENOTECA GENOMICA DE PERDIZ ROJA, como

trabajo pionero en los estudios genéticos realizados en esta especie autoctona.

4.- BUSQUEDA DE MARCADORES GENETICOS ESPECIFICOS, que
complementen a los ya existentes, para identificar la perdiz roja y posibilitar la
diferenciacion de otras especies préoximas (griega, chuckar, barbara, etc.), asi
como las posibles hibridaciones entre ellas. Igualmente, se identificaran
marcadores microsatélites a partir de la informacion existente en otras especies de
aves. Los métodos que se emplearan para ello seran: hibridacién, combinaciones

de cebadores en PCR, y secuenciacion al azar.

Los resultados no soélo permiten ampliar el conocimiento genético del
genoma de la perdiz, sino que también se podran utilizar con aplicaciones practicas
para la mejora de la produccion, ofreciendo instrumentos de seleccion a los
criadores (buscando genes que influyen en la misma) y proporcionandoles la
seguridad de autenticidad de sus animales, salvaguardando, asi, la pureza

genética de la perdiz roja.

V.3 Estado de la cuestion y revision bibliografica

La perdiz roja es la primera especie aviar en importancia cinegética y una de
las mas importantes en términos de produccién (Gonzalez-Redondo et al. 2010).
Ademas de la importancia cinegética y econdmica, forma parte de la cultura y
tradicion de nuestro pais y es parte integrante de numerosos ecosistemas.

La distribucion natural de la perdiz roja (Alectoris rufa), esta restringida a la
region mediterranea (Espafa, Portugal, Francia, noroeste de lItalia, y las islas
italianas de Elba y Cércega). Ha sido introducida en Reino Unido, islas del Atlantico
(Azores, Canarias y Madeira), y, con poco éxito, en Estados Unidos, Nueva
Zelanda y Europa central (Blanco et al. 2003). Ademas del género Alectoris, que es
el mas conocido en estas latitudes, existen otros géneros de perdices, entre los
que destacan Perdix, Arborophila, Ammoperdix o Francolinus. En el género

Alectoris se engloban diferentes especies de perdiz que tienen en comun el poseer
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patas y picos de color rojizo. De entre éstas caben destacar: A. rufa (perdiz roja), A.
chucar (asiatica), A. graeca (griega), A. barbara (moruna), A. magnha y A.
malanocifera. Salvo las dos Ultimas, todas ellas tienen distribucién mediterranea y
algunas de ellas morfolégicamente muy similares a A. rufa, pero con habitats
geograficos diferentes (Figura 1). Las tres especies naturales de Europa A. rufa, A.
graeca y A. chuckar, estan representadas en la lista de especies amenazadas bajo
la legislacion de la Unidn Europea (79/409 CEE Ap.2/1, 3/I; BERN Ap.3) y
clasificadas como Species of European Conservation Concern (BirdLife
International, 2004).
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Figura 1. Mapa de distribucion geografica de perdices de género Alectoris. (Randi et al. 1992).

Biologia de la Perdiz:

La perdiz roja en estado adulto tiene una longitud aproximada de entre 33 y
38 cm, y una envergadura de 50 a 60 cm., con una cola que llega medir unos 12
cm aproximadamente. Su coloracion y plumaje que lo caracteriza varia segun la
edad y el sexo. Los perdigones de una semana de edad no vuelan, no tienen cola,
y el plumon es blanco en la parte superior del pico y dorado en su parte ventral. A
las dos semanas comienza a realizar pequefios vuelos y el color del plumén en la
parte superior del pico se cambia a un color negro, mientras que en la parte ventral
el plumon se vuelve blanco. Cuando los perdigones cumplen 4 semanas sus vuelos

son mas largos y el plumaje del dorso toma un color crema con moteados en la

12



INTRODUCCION

parte ventral, a la vez que surge un ribete negro por encima del pico (Norman,

2008).

Con un mes y medio el capirote se vuelve gris, surgen manchas negras en la

parte superior del pico y en la posterior del cuello, la cola se hace visible y las

plumas del dorso ya aparecen de un color pardo y barrado. El color del cuello

tiende hacia el negro y los laterales de la cabeza y la garganta hacia el color

blanco.

Con tres meses el pico y las patas son
de color naranja y el collar del cuello esta sin
cerrar. En los quince dias siguientes las patas
se vuelven rojas y en los machos juveniles la
pluma mas externa del ala es puntiaguda y
con una mancha blanca.

La hembra adulta de quince meses
muestra la pluma mas externa del ala con su
borde gastado y una mancha blanca. Carece
de espoldn. A los veintisiete meses el plumaje
de la hembra es rojizo y presenta un collar
negro que va de la base del pico hacia la
garganta; tiene una tonalidad de color blanco
sucio, presentando un babero de plumas de
color gris perla y negro. En sus flancos se
aprecian las caracteristicas bandas
transversales, donde alternan los colores
rojos, blancos y gris perla, ribeteados de una

fina linea negra. Su pico y las patas son rojas

Perdiz roja =
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Alectoris rufa
(Linnaeus, 1758)

y en algunas ocasiones presentan un pequefio espolon.

En las patas es donde presenta una situacion caracteristica de dimorfismo

sexual, ya que los machos poseen en la parte posterior de los tarsos una

excrecencia de naturaleza cérnea que sirve de espolon. Las hembras, sin

embargo, no lo poseen, salvo las ya afosas, por lo que hace muy arriesgado el uso

de este caracter para el sexaje (Fig. 2).
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Figura 2: Imagenes de patas de hembra con espolén y sin espolon. La imagen de abajo-izquierda
pertenece a un individuo juvenil. La imagen de abajo-derecha es de un macho. (Blasco, 2011).

Tradicionalmente, aparte de la presencia o ausencia de espolon, la
caracterizacion del sexo se ha completado mediante biometria, usando la anchura
del tarso al nivel del espolén, la longitud del ala plegada y la altura del pico al nivel
de las narinas (Saenz de Buruaga et al. 1991).

Etologia y habitat.

La perdiz roja es un ave omnivora, de caracter sedentario, que se distribuye con
regularidad por la parte sur del Reino Unido, por Francia, por el norte de Italia y por
toda la Peninsula Ibérica. Su distribucion altitudinal varia desde el nivel del mar
hasta los 2500 metros (Norman, 2008). Esta especie vive en bandadas familiares
compuestos por uno o dos adultos con su prole, contando con un numero variable
de individuos, de 4 a 25; esta ultima cifra indica un buen estado de la poblacion.
Durante el periodo invernal, por su caracter sedentario, la perdiz habita en una
zona reducida de terreno y emite su peculiar canto al amanecer y al atardecer para
atraer a la bandada. En caso de espantada, todos saldran volando a toda velocidad
hacia la misma direccion. Las perdices aprovechan las charcas y el rocio del
campo para beber. Duermen en lugares abiertos para facilitar su huida. Pasadas
las heladas invernales, comienza la época de apareamiento, que variara en funcion
de como evolucione la siembra de cereales y leguminosas. Esto proporcionara a la

nueva pollada cobertura en el campo y alimento suficiente. Normalmente es a partir
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de enero cuando las bandadas de perdices rompen sus lazos de unién y los
machos inician la conquista de las hembras, produciéndose violentas peleas. La
perdiz anida en el suelo y prefiere los lugares pedregosos con monte bajo y tierras
de labranza, donde sean frecuentes las siembras de cereales de invierno y las
leguminosas. El macho es el que prepara los nidos en lugares con buena
cobertura; la hembra elige uno de ellos, donde pone de 9 a 18 huevos que incuba
en 23 dias y medio. Si por cualquier causa, sea meteoroldgica o por depredadores,
se pierde la primera puesta, la hembra suele efectuar una segunda reposicion mas
reducida que la primera. En algunos casos la puesta es doble y ambos adultos se
encargarian cada uno de incubar un nido, pero lo normal es que sea uno y el
macho se encargue de vigilar desde un punto dominante la presencia de intrusos.
A los 23 dias y medio se produce la eclosion de los perdigones, que vienen a pesar
unos 20 gramos. Sus progenitores velaran por su supervivencia y cuidaran de ellos
hasta que puedan valerse por si solos. Los factores que propician una mortalidad
que oscila entre el 65 y el 60%, son achacables, con las reservas propias de este
tipo de afirmaciones, a la caza en un 40%, incluyendo tanto la regulada como la
furtiva, a la climatologia excesivamente rigurosa del invierno en un 10%, a los
pesticidas en un 5% y a los depredadores en otro 10%. Bastaria que con un 30 por
ciento de las supervivientes fuese capaz de reproducirse para recuperar su

poblacion inicial.

Problemética de la hibridacion entre  Alectoris rufa y especies
emparentadas.

Las perdices del género Alectoris se especiaron de forma alopatrida durante
el Pleistoceno, y no han desarrollado desde entonces mecanismos de aislamiento
reproductivo. Se pone de manifiesto en la hibridacion natural que se produce entre
A. rufa y A.graeca en zonas alpinas francesas de contacto natural entre las dos
(Barilani et al., 2007). También ocurren hibridaciones naturales entre A. graeca y A.
chuckar en las montafias Rodope, en la region de Tracia (Dragoev, 1974). Mientras
las hibridaciones naturales se producen en ciertas zonas limitrofes de contacto
entre las especies, la difusion por parte del ser humano de hibridos artificiales

parece tener un amplio rango de distribucion. Segun su distribucion natural, la
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hibridacion natural entre A. chukar X A. rufa no deberia ocurrir, pero entre la
década de los 60 y los 80, chukars o hibridos con chukars fueron introducidos
masivamente para repoblar poblaciones de perdiz roja en la Peninsula Ibérica
(Arruga et al. 1996), Francia (Goodwin, 1986) e Italia (Priolo, 1970). Hoy en dia,
estos hibridos han colonizado toda la parte este de Europa, asi como las islas de
Elba y Corcega (Barbanera et al. 2009).

Cuando se inici6 la cria en cautividad de la perdiz roja, los resultados eran
pobres, debido a que el caracter salvaje de esta especie hace dificil su
reproduccion y manejo en granja. Por otra parte, la explotacion intensiva de perdiz
griega y chukar para la produccibn de carne ya se encontraba bastante
desarrollada, existiendo lineas genéticas con una buena aptitud de puesta y con
alta velocidad de crecimiento adaptadas a la explotacion intensiva en granja. Como
consecuencia de ello se piensa que comenzaron algunos criadores del sur de
Francia, aprovechando la similitud de esas especies con la perdiz roja y su
capacidad para producir hibridos fértiles, a fin de obtener mediante cruzamiento
animales indistinguibles fenotipicamente de la especie pura (Negro et al. 2001).
Los primeras observaciones de las que se tiene constancia son de los primeros
afos de la década de los 70, cuando sueltas de A.chukar x A.rufa fueron
descubiertas en Reino Unido (Potts, 1989). Hibridos de Alectoris también han sido
detectados con el uso de técnicas moleculares en Grecia (Baratti et al. 2005;
Barbanera et al., 2005; Barilani et al., 2007), y en la peninsula Ibérica (Tejedor et al.
2009; Garcia et al. 2009; y Negro et al. 2001). En el caso de Espafia la hibridacion
natural no es posible debido a la distinta distribucién de las especies, y a que A.
chukar posee una distribucién que discurre entre el noreste de China y la region
mas oriental de la cuenca mediterranea (Magde and McGowan, 2002).

Tan solo una serie de caracteres morfolégicos sirven para caracterizar al los
hibridos de primera generacion, pero tras diversas generaciones de
retrocruzamientos, estos se difuminan y solo se conservan diferencias de
comportamiento que hace a los hibridos aptos para su cria en cautividad. Los
factores que hacen que la hibridacion sea beneficiosa para la cria en cautividad
son: un incremento en la densidad de poblacion, cierto aumento en el tamafio del
individuo, la reduccién de los costes de la produccidon en granjas, Yy la ausencia
hasta hace unos afios de marcadores efectivos para identificar los hibridos

(Carranza et al. 2003; Vernesi et al. 2003; Barilani et al. 2005). Existe evidencia de

16



INTRODUCCION

que la integridad genética de numerosas especies autéctonas de animales
cinegéticos ha sido manipulada por hibridacién antropogénica con otras especies
aléctonas. Se pueden encontrar ejemplos en Escocia como el nativo Cervus
elaphus hibridado con un ciervo traido de Asia Cervus nippon (Goodman et al.
1999); como la reintroduccion del jabali salvaje de Europa central en ltalia, con la
consecuente hibridacion entre las subespecies Sus scrofa majori y Sus scrofa
scrofa (Vernesi et al. 2003); como hibridaciones entre subespecies de conejo
salvaje Oryctolagus cuniculus cuniculus con Oryctolagus cuniculus algirus en
Espafa (Delibes-Mateos et al. 2008); y como una especie mas cercana a la de
estudio como la codorniz comun europea Coturnix coturnix coturnix hibridaza con la
domesticada Coturnix coturnix japonica (Barilani et al. 2005).

Entre los principales defectos de los hibridos del género Alectoris pueden
citarse su caracter menos agreste, que los hace mas susceptibles a la accion de
los predadores; su mayor capacidad de puesta y su inherente disminucion de la
cloquez o capacidad de incubar, que disminuye la viabilidad de las puestas en
libertad; su diferente patréon etiolégico, que provoca, a menudo, apareamientos
fallidos y disturbios entre los hibridos y los ejemplares silvestres, etc. (Gonzalez-
Redondo, 1997). La hibridacién, ademas, produce la pérdida de valores unicos en
el sentido genético, morfologico, ecoldgico y etoldgico, que han evolucionado en
poblaciones locales a lo largo del tiempo, estando asi estos hibridos menos
adaptados a ese medio ambiente. Esto se ha comprobado en las poblaciones
limitrofes de los Alpes franceses, en las que la seleccion natural acaba
seleccionando a los individuos puros A. graeca o A. rufa frente a los hibridos
(Randi and Bernard-Laurent, 1999). Como resultado pueden manifestar menor
exito en la fertilizacion, reduccion de la supervivencia embrionaria, menor
resistencia a las enfermedades y patégenos, menor efectividad en la busqueda de
alimentos, menor supervivencia ante sus predadores, y una reducida capacidad
para soportar el estrés fisiologico (Hutchings and Fraser, 2008; Edmands, 2007).

Los estudios realizados hasta la fecha para identificar, tanto a nivel de
sueltas como en estado salvaje, los posibles hibridos, se han basado en el analisis
de genoma mitocondrial (region del gen citocromo-B y la D-loop control region)
(Barbanera et al. 2009; Blanco et al. 2008; Barilani et al. 2007) y nuclear (STR
microsatélites, RAPD y SNP) (Barbanera et al. 2005; Gonzalez et al. 2005; Garcia,
2005; Morin et al. 2004).
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El genoma de la perdiz.

La mayor parte del conocimiento que se tiene del genoma de la perdiz ha
sido gracias al desarrollo del genoma de pollo (Gallus gallus). Esta ha sido la
primera especie de animal doméstico secuenciada, (I.C.G.S.C. 2004), debido a su
importancia como animal de produccion; asi como modelo para el estudio en
biologia del desarrollo, virologia, oncogénesis e inmunologia (Brown et al. 2003).

El tamafio gendmico del pollo es de 1,2x10°Kb, lo que comparativamente es
mucho menor que el de la mayor parte de las especies de mamiferos. Tiene una
peculiar organizacion en macro y microcromosomas, y posee pocas secuencias
repetidas, lo que indica un genoma compacto. Mediante varios métodos se ha
estimado que existen entre 20.000 y 23.000 genes codificantes para proteinas, lo
que es similar al de mamiferos. No obstante, su genoma es un 65% mas pequefio
que el genoma de mamiferos (3x10%). Se especula que esto esta relacionado con
nuevos requerimientos ante la aparicion de una demanda fisioldgica para el vuelo
(Hughes and Piontkivska, 2005).

Microsatélites.

Los microsatélites son secuencias de ADN en las que un fragmento (de 2 a
6 nucledtidos) se repite de manera consecutiva. La variacion en el numero de
repeticiones crea diferentes alelos los cuales se distinguen entre si por el nUmero
de repeticiones. Generalmente se encuentran en zonas no codificantes del ADN.
Son neutros, co-dominantes y poseen una alta tasa de mutacién, lo que los hace
muy polimérficos. Por ello, la variabilidad que presentan es util para su uso como
marcadores genéticos respecto al nimero de repeticiones.

Un microsatélite esta tipicamente conformado por un motivo repetitivo, en el
cual se encuentra contenido, la secuencia repetida, y dos regiones flanqueantes,
las cuales se encuentran a ambos lados del motivo repetitivo. Sin embargo, en
algunos casos, puede haber dos motivos repetitivos 0 mas. Para que un
microsatélite sea considerado Gtil como marcador molecular, toda la variacion de la
secuencia o polimorfismo debe hallarse dentro del motivo repetitivo y por el
contrario, las regiones flanqueantes deben estar altamente conservadas, hasta el

punto de no presentar ninguna variacion de secuencia.

18



INTRODUCCION

Se ha probado que los microsatélites son versatiles marcadores
moleculares, particularmente para los analisis poblacionales, pero no por ello se
encuentran ausentes de limitaciones. Aquellos desarrollados para unas especies
particulares pueden con frecuencia ser aplicadas a especies emparentadas, pero el
porcentaje de loci que se amplifican satisfactoriamente puede disminuir cuando
aumenta la distancia genética entre dichas especies.

Los microsatélites se clasifican de acuerdo al nimero de nucleétidos que
posea el motivo de repeticion como: mono, di, tri, tetra, penta o hexanucleoétido. La

clasificacion también incluye el patron de orden de los motivos:

« Puro o perfecto : Un solo motivo repetido n veces en serie. ej: (AC)o

« Puro interrumpido : Un solo motivo repetido n veces, donde se intercalan
nucledtidos entre las distintas repeticiones. ej: (CA),AA(CA)1.

« Compuestos : Dos 0 mas motivos repetidos en serie. €j: (GT)2(TG)1o

« Compuestos interrumpidos : Al menos uno de sus motivos presenta
nucleotidos intercalados. ej: (CT)4(GT),CTAT(GT)15

+ Complejos : Combinaciones entre cualquiera de las clases anteriores, sin
ningun patron de orden definido. ej: (ACC)g+ TG + (GA)12 + (TTA)s + GC +
(TTA)a.

Importancia de los microsatélites como marcadores m oleculares.

Los microsatélites tienen numerosas ventajas frente a otros tipos de
marcadores moleculares (Vélez, 2007):
 Polimorfismo muy elevado.
* Analisis rapido y escrutinio de alelos facil y objetivo.
* Reproducibilidad muy alta.
* Resultados transferibles entre laboratorios.
» Herencia mendeliana codominante, y por ello permiten analisis de genealogias.

* No estan influidos por el ambiente.

Microsatélites en ave.

Solo el 9-11% del genoma de pollo son secuencias repetidas intercaladas

(1.C.G.S.C. 2004b), en contraste con el 40-50% de los genes de los mamiferos,
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pero aun asi, no se explicaria la diferencia en tamafio, que es dos-tres veces
mayor en mamiferos que en aves. Los primeros informes acerca de la secuencia
genomica del pollo, indicaron que la aparicion de microsatélites es relativamente
escasa (Primmer et al. 1997), lo que posteriormente se confirmé tras secuenciarse
el genoma entero de pollo. Los ultimos estudios indican que la frecuencia de
microsatélites es de un 30-80% superior en mamiferos que en pollo, siendo en éste
de un 0,1% respecto al total del genoma (1.C.G.S.C. 2004b). Si se compara la
frecuencia de microsatélites respecto al tamafio del genoma nuevamente en
mamiferos, resulta de tres a cinco veces superior que en pollo (Brandstrom and
Ellegren, 2008).

Como indican Primmer et al., en 1997, los microsatélites mayoritarios en
todo tipo de aves son del tipo (AC), y (AG),. El polimorfismo de los microsatélites
parece variar segun el numero de repeticiones y el contenido en bases Gy C
(Brandstréom, 2008). Como es logico pensar respecto al nimero de repeticiones, los
microsatélites con mas de 10, tienen un 50% de posibilidades de ser polimoérficos, y
con 15 o mas, una posibilidad del 75-80%. Aquellos microsatélites con un alto
contenido en G y C parecen tener menos polimorfismo que los que no contienen
este tipo de bases, salvo en los microsatélites formados por trinucleétidos
(Brandstrom and Ellegren, 2008).

En cuanto a la secuencia repetida, hay que tener en cuenta que existen
casos en que ésta es interrumpida por un pequefio numero de bases distintas al
motivo. Esto se explica por la existencia en pollo de un 6% de microsatélites con
algun tipo de interrupcion en las repeticiones. En microsatélites con mas de 15
repeticiones esto se eleva a un 16%. Esto es muy interesante, pues estas
imperfecciones suelen situarse en la zona final de las repeticiones, dejando asi la
zona inicial como punto para que se produzcan las mutaciones repetitivas
(Brandstréom and Ellegren, 2008).

Organizacion cromosomica.

El genoma de perdiz esta organizado en macrocromosomas Yy
microcromosomas (Arruga et al. 1996). Los rangos de tamafio varian entre 5 —

180Mb, y el cariotipo esta definido como 2n = 78 (Kasai et al. 2003), de los cuales
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los 10 primeros estan considerados macrocromosomas, incluyendo los
cromosomas sexuales (algunos autores consideran del 6 al 10 como cromosomas

intermedios), y del 11 al 38 son microcromosomas.
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Figura 3: Cariotipo de Alectoris rufa (Arruga et al. 1996).

Los microcromosomas poseen un alto contenido en nucleétidos C y G, con
gran densidad en islas CpG, genes y repeticiones (Ellegren, 2005). La naturaleza
compacta de los microcromosomas se pone en evidencia por la correlacion positiva
entre el tamafio de los cromosomas, y la distancia intergénica y tamafio de los
intrones; pero donde mas se ponen de manifiesto las diferencias entre micro y
macrocromosomas es en la tasa de recombinacion. La media para los
macrocromosomas es de 2,8 cM/Mb y para los microcromosomas es de 6,4 cM
/IMb, siendo 1cM aproximadamente un 1% de recombinacion. Comparandolo con
mamiferos, en humanos el rango es de 1-2 cM/Mb por cromosoma y en raton es de
0,5-1 cM/Mb. Esta alta tasa de recombinacion por parte de los microcromosomas
es de esperar, debido al obligado sobrecruzamiento para la correcta migracion
cromosOmica durante la meiosis. Gracias a esto se considera que el
microcromosomas mas pequefio sera de 50 cM (Ellegren, 2005).

Se han hecho estudios de bandeo de cromosomas y de mapeo comparativo

usando sondas de pollo, revelando grandes zonas conservadas, incluso entre
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especies de aves muy alejadas filogenéticamente (Kasai et al, 2003). Se observé
una baja ratio de duplicaciones para genes y para segmentos cromosémicos, que
junto con otros estudios, parecen confirmar que los genomas de las aves han
permanecido relativamente estables a lo largo de la historia (Bourque et al, 2004.
Burt et al, 1999).

Gallus gallus

La hipdtesis tradicional que
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Figura 4: Arbol filogenético basado en los genomas mitocondriales de Galliformes (Shen, et al.
2010).

Dificultades para la aplicacion del genoma del poll o en Alectoris.

El primer mapa genomico de calidad que se ha realizado para un ave salvaje
ha sido para Coturnix coturnix (Kayang et al. 2004; Roussot et al. 2003). Un
aspecto importante de la gendémica comparativa es la habilidad para traspasar
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informacion de marcadores 0 mapas génicos entre especies. Los investigadores
han venido usando secuencias de pollo para el disefio de cebadores en el resto de
especies emparentadas, y asi amplificar la mayor parte de sus genes a estudio; por
ejemplo, los SNPs en genes precisos han sido buscados de esta manera (Garcia
and Arruga, 2005).

En el caso de los microsatélites es mas problematico. Primero porque la
mayoria de los microsatélites estan situados en regiones con pocos o0 nulos efectos
selectivos, y el éxito de amplificacion comparativa disminuye rapidamente al
incrementarse las distancias genéticas (Primmer et al.1996). En segundo lugar, la
utilizacién de microsatélites de una especie a otra, no garantiza la obtenciéon de
polimorfismo en esta ultima. Como ejemplo, tan solo el 5% de los microsatélites de

pollo han resultado ser polimorficos en codorniz.

Situacion actual del conocimiento genémico de Alect oris .

Hasta el mes de abril de 2011 se han localizado las siguientes entradas de
estudios publicados en uno de los registros bibliograficos mas importantes en
biotecnologia, el N.C.B.l. (National Center for Biotechnology Information). La
bdsqueda fue en relacion al género Alectoris e hibridos, y A. rufa (entre paréntesis).

155 (71) entradas en PubMed de articulos y resiumenes.

59 (33) entradas de articulos completos en revistas de libre acceso.

1188 (407) entradas de secuencias nucleotidicas.

1 (0) entrada para un marcador de secuencia expresada E.S.T. (expressed
sequence tag) procedente de una genoteca de cADN.

80 (43) entradas a GSS (Genome Survey Sequences). A diferencia de las
anteriores, las secuencias tienen origen gendémico y no de mRNA.

579 (159) entradas a secuencias protéicas.

33 (15) entradas a PopSet que son secuencias nucleotidicas consecuencia de
estudios comparativos.

1 entrada a Taxonomia:
o Alectoris barbara _(Barbary partridge)

o Alectoris chukar _ (Chukar partridge)

= Alectoris chukar dzungarica
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= Alectoris chukar falki

= Alectoris chukar potanini

» Alectoris chukar pubescens

o Alectoris chukar x Alectoris rufa

o Alectoris graeca _ (Rock partridge)

o Alectoris magna__ (Przewalski's partridge)

o Alectoris melanocephala _ (Arabian partridge)

o Alectoris philbyi _ (Philby's partridge)

o Alectoris rufa _(Red-legged partridge)

o Alectoris rufa x Alectoris chukar

V.4 Sexaje en perdiz.

Como se ha comentando en la parte de introduccion, las perdices
pertenecen a un grupo de aves que carece de rasgos fenotipicos totalmente fiables
para identificar su sexo. Se estima que alrededor del 50 % de las especies de aves
presentan ausencia de dimorfismo sexual, ya sea en estado juvenil o adulto.

Los métodos hasta ahora empleados en el caso de la perdiz roja se basan
muchas veces en observaciones subjetivas de gente familiarizada con la especie.
Los rasgos por los que se suelen guiar son la observacion de espolones en las
patas (propias de machos, pero también de hembras afosas), y el tamafio, que
suele ser algo menor en el macho (aunque también esta sujeto a otras muchas
variables).

El empleo de marcadores genéticos moleculares para determinar el sexo de
las aves es una herramienta muy util debido a la exactitud y rapidez de los
resultados. La determinacién temprana del sexo en perdices resulta de especial
relevancia en programas de conservacion, produccion y explotacién en granjas.
Todos estos parametros son controlados por genes ligados a los cromosomas
sexuales; en el caso de las aves son los cromosomas Z y W y en el de mamiferos
XY (Frayer and Wolpoff, 1985). En aves las hembras son heterogaméticas ZW y
los machos homogaméticos ZZ. Los estudios hechos hasta la fecha sobre estos

cromosomas seflalan que gran parte del cromosoma W (al igual que el Y en
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mamiferos) presenta sefiales tipicas de un cromosoma sexual degenerado. Este
cromosoma contiene una cantidad desproporcionada de ADN no codificante, por lo
que estas secuencias han evolucionado rapidamente, incluso entre especies
emparentadas. Es rico en heterocromatina, similar a la encontrada en los
centrémeros, lo cual lo hace muy susceptible a cambios y mutaciones pues no esta
sujeta a una presion selectiva (Fridolfsson et al. 1998). El cromosoma Z (como el
X), sin embargo, esta muy conservado ya que mantiene el mismo grupo de genes
codificantes, cerca de 350 (Stiglec et al. 2007).

Los principales genes con actuacion en la determinacion del sexo en aves
estudiados hasta la fecha son el gen DMRT1 (Smith, 2009; Marshall, 2009) y el
HINTW-Z (Ceplitis and Ellegren, 2004). DMRTL1 se encuentra en el cromosoma Z y
causa la formacion en el desarrollo testicular en los machos. HINTW-Z esta
presente en ambos cromosomas y participa en el desarrollo de las génadas.

Tradicionalmente, para sexar molecularmente se ha empleado la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el gen de la helicasa CHD
(Chromobox-helicase-DNA-binding gene), situado en los cromosomas sexuales y
descrito por Griffiths and Tiwari, 1995. Los sexajes basados en este gen se
caracterizan por el uso de un juego de cebadores que amplifican un fragmento del
gen situado en ambos cromosomas. Al obtenerse dos fragmentos del mismo
tamafo, para visualizarlo de forma correcta, se usan enzimas de restriccion que
corten el fragmento, obteniéndose dos bandas en las hembras (ZW), y una en los
machos (ZZ) (Griffiths et al.1996).

La prueba molecular se reforzé al identificarse regiones no codificantes
(intrones) en el gen CHD. Esto permitio disefiar cebadores mas especificos que
hibridaban en una zona exoénica a ambos lados de un intron, y asi amplificaban una
zona no codificante. Al ser regiones menos conservadas, los tamafos que se
obtienen segun procedan del cromosoma Z y del W, difieren de tal manera que
pueden visualizarse directamente al hacer una electroforesis en agarosa. Esto
hace al método mas rapido y barato, ya que no es necesaria la digestion con la
enzima de restriccion (Griffiths et al. 1998).

A pesar de gque la metodologia anteriormente expuesta es aplicable para un
amplio rango de taxa de aves, existen dificultades para la asignacion del sexo en
aguellas que pertenecen a las familias Anatidae, Gruidae, Scolopacidae,

Falconidae y Accipiteridae. Esto es debido a que los productos de amplificacion
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obtenidos del gen CHD-W y CHD-Z son muy similares, pues tan solo existe una
diferencia de 2pb, que hace dificil identificar los productos obtenidos de la PCR (Ito
et al. 2003).

V.5 Genética de poblaciones.

Generalmente, el habitat apropiado para una especie se presenta de manera
discontinua, por lo que raramente una especie aparece como una sola unidad
panmictica. Por el contrario, cualquier especie se encuentra mas 0 menos
fragmentada en distintas subpoblaciones o poblaciones locales.

Cuando una poblacion esta fragmentada geograficamente en varias
poblaciones locales, la variabilidad genética total no describe adecuadamente como
esta estructurada esta variacion. Cuando hablamos de perdices se establecen
poblaciones atendiendo exclusivamente a regiones geograficas, ya que al ser una
especie cinegética, la mano del hombre esta detras de todo flujo génico. Incluso en
Mallorca se ha detectado hibridacién (Blanco-Aguiar et al. 2008). La diversidad
genética total de una especie se encuentra fraccionada en dos componentes:
variabilidad genética intrapoblacional (contenida en cada una de las subpoblaciones)
y diferenciacion genética interpoblacional (diferencias genéticas entre las
subpoblaciones), por lo que es muy importante conocer el estado genético de las
granjas destinadas a la repoblacién y su posible endogamia.

Una poblacién se puede describir segun:

* Frecuencias alélicas (p). ElI numero de veces que un alelo se encuentra
presente en relacidon con el numero total de alelos de una poblacién en
estudio, para un locus dado.

* P (X%). Porcentaje de loci polimoérficos. La X indica el porcentaje del que el
alelo mas frecuente no puede superar para que el locus sea considerado
como polimoérfico.

* Heterocigosidad observada (Ho). Expresa el porcentaje promedio de loci
heterocigoéticos por individuo. n°® de genotipos heterocigotos/n® total de

genotipos analizados.
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Heterocigosidad esperada (He). Proporcion esperada de loci
heterocigoticos por individuo en una poblacion con cruzamientos al azar.

PIC (contenido de la informacion polimorfica). Mide la “informatividad” de
un marcador genético, que depende del numero de alelos para ese locus y
de sus frecuencias relativas. Se calcula mediante la férmula propuesta
(Botstein et al. 1980).

PIC=1-Y p?-3 (2:p}p?)

Fis (coeficiente de endogamia) (Weir and Cockerham, 1984). Mide la
reduccion en la heterocigosidad individual debido a las desviaciones de los
cruzamientos al azar. En otras palabras, se define como la correlacion de

alelos homologos dentro de individuos con referencia a la subpoblacion.

+H, Promedio de la heterocigosidad

observada en todas las poblaciones
H, *H. Heterocigosidad esperada en cada
' subpoblacion

H_—H,
P‘ _ o !

55

Fst (indice de fijacion). Es la correlacion de alelos homdlogos dentro de
una subpoblacion con respecto a la poblacién total. Es indicativo de la
distancia genética entre poblaciones.

Ho- H_ H. Heterocigosidad esperada en la
Fg=21 18 pablacion total (=X de todas las
Hr poblaciones)

Fit (coeficiente de endogamia total).  Es la correlacién de alelos homologos
dentro de individuos con respecto a la poblacion total. Se trata de una
medida de la desviacion respecto al equilibrio Hardy-Weinberg en el total de la
poblacién. FIT = FIS+FST-(FIS*FST)

FE=HT_HI
Hr
Gst (coeficiente de diferenciaciébn génica): Nei (1973) propuso una

redefinicion de la Fst de Wright basada en funcion de la diversidad génica de

varios loci multialélicos.

Gst=1- 5
Ht
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V.6 Genoteca.

Una genoteca, o libreria gendmica, es una coleccion de bacterias que
contienen una molécula de ADN insertada en un vector. Toda esta coleccion de
ADN clonado, representa el genoma entero del organismo fuente. Se distinguen
dos tipos de genotecas: genotecas gendmicas, y genotecas de ADNc (ADN
complementario). La principal diferencia entre las dos radica en que la primera se
construye a partir del genoma entero de un organismo, por lo que se encuentra
representado en su totalidad; y la segunda se construye a partir de copias de ADN
complementario del ARN mensajero presente en un determinado tejido.

La eleccion entre una genoteca u otra depende de lo que se quiera
investigar. Una genoteca de ADNCc esta basada en las regiones de ADN que se
transcriben, por lo que serd mas pequefia que una genoteca genémica en la que
deberia contener todo el genoma. Ademas, estas Ultimas contienen los genes en
su forma nativa, incluyendo los intrones y las secuencias reguladoras (Griffiths et
al. 2008). Hasta ahora las genotecas preparadas en perdiz se han orientado hacia la
basqueda de microsatélites especificos, por lo que se han decantado por la opcion
de librerias enriquecidas en estas secuencias (Gonzalez et al. 2005).

El tamafio de la libreria génica debe ser proporcional al tamafio del genoma,;
si un genoma de una especie es muy grande, ej: humanos 3x10°, necesitara una
gran cantidad de clones para que esté todo representado, o que no sucedera en
un genoma pequefio como el de E. coli 4x10°.

Clonacion.

Clonar significa introducir un fragmento de ADN en un vector, introducirlo en
una célula, y replicar esta informacion para obtener cantidades abundantes del
ADN clonado. Normalmente se utiliza como célula huésped una bacteria. Es un
término que no debe confundirse con el de clon, ya que éste significa la obtencion
de copias genéticamente idénticas de un organismo. Como los clones pueden ser
replicados una y otra vez, para los investigadores en biologia molecular es una
herramienta importantisima para la obtencion de gran cantidad de material
genético, aprovechandose de la capacidad de division bacteriana y su bajo coste.
Esta “ilimitada” replicacion del fragmento de interés no es el Unico aspecto

importante en los clones de ADN. A través del vector es posible introducir
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caracteristicas adicionales que expanden su uso considerablemente. Por ejemplo
un promotor de ARN polimerasa en el vector, 0 un promotor viral, permiten que se
de la expresion de cADNs en células de mamiferos (de esta forma se han obtenido
hormonas de crecimiento, insulina, etc.).

Al comienzo del experimento, el investigador debe decidir el vector de

clonacion a utilizar segun la finalidad que persiga.

Tipos de Vector.

Los vectores deben ser moléculas pequefias para permitir una manipulacion
lo mas cdmoda posible. Entre sus caracteristicas deben figurar las de ser capaces
de replicarse en células vivas para poder amplificar el fragmento insertado, y
poseer las sitios de restriccion adecuadas en las cuales se pueda insertar el ADN
que se quiere clonar. Esta diana deberia de estar representada una sola vez en el
vector, para que el inserto se establezca en solo una Unica posicion, y que el vector
no se descomponga en decenas de pequefias piezas. También es importante
contar con una manera de identificar y recuperar la molécula recombinante con
rapidez. Actualmente se utiliza un gran niumero de vectores de clonacién segun los

diferentes tamafios de inserto o los diferentes usos del clon (Griffiths et al. 2008).

Las caracteristicas a tener en cuenta para la eleccion de un vector son:
- Latalla del inserto.
- Latalla del vector.
- Los sitios de restriccion.
- El nimero de copias.
- La eficiencia de clonacion.

- Capacidad para el analisis de insertos.

Plasmidos: los plasmidos son moléculas de ADN extracromosOomicos circulares y
de doble hebra, que pueden multiplicarse en las bacterias de manera
independiente al genoma bacteriano. Las caracteristicas minimas que debe poseer
un vector son: un inicio de replicacion (por ejemplo el origen de replicacién [ori]), un

gen de seleccién (lo mas comin es que se use un gen con resistencia a un
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farmaco), y una regién de clonacion en el que se introduzca el ADN que se quiera
clonar en el plasmido. Dependiendo del objetivo que se pretende con la clonacion,
el vector puede contener otras secuencias como un segundo marcador de
seleccién, o un promotor si el propdsito es la expresion del gen insertado. (Mulhardt
et al. 2007).

El tamafio de los plasmidos suele variar entre 1 hasta 1000Kb, dependiendo
de las caracteristicas que presenten. Pese a que en teoria el tamafo del plasmido
es ilimitado, en la practica los fragmentos que se suelen insertar son de hasta
15kb. La dificultad de insertar fragmentos mayores a los de este tamafio se
incrementa proporcionalmente.

El nUmero de copias plasmidicas que puede contener una bacteria depende
del origen de replicacion. Si las copias son menores de 20, el plasmido sera
denominado como de bajo nivel de copia (low-copy plasmid), y si es del orden de
cientos de copias por bacteria se denominara de alto nivel de copia (high-copy
plasmid).

El lugar en el que se inserta el ADN es el mismo que el de la secuencia de
reconocimiento de una enzima de restriccion. La mayor parte de los vectores
plasmidicos contienen de 10 a 20 de ellos, y entonces se habla de sitio multiple de

clonacion (MCS de multiple cloning site) o polylinker.

Vectores virales: un vector viral es un virus modificado que hace de vehiculo para
introducir material genético de interés. El mas comun es el fago-A. Una de las
ventajas que ofrecen es su capacidad infectiva, ya que el gen clonado se introduce
en las células hospedadoras con mucha mas facilidad que con una transformacion.

Tienen una capacidad maxima de inserto de 25kb.

Cosmidos y fésmidos: son vectores hibridos entre un fago y un plasmido, de
modo que su ADN puede replicarse en una célula como un plasmido, y
empaquetarse como un fago. Los fosmidos son similares a los césmidos, pero
basados en el factor-F bacteriano. Pueden clonarse insertos de ADN de hasta
45Kb.

BACs (cromosoma artificial bacteriano): es una construccion de ADN basada en

factor-F. Se usa como los anteriores para la clonaciéon en bacterias, normalmente
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E. coli. Los fragmentos insertados van de 30-300kb, por lo que se usan para
secuenciar el genoma de organismos como, por ejemplo, en el proyecto genoma
humano (McElheny, 2010). Los PAC son vectores de clonacion similares

producidos a partir del plasmido P1.

YACs (cromosoma artificial de levadura): son los vectores con mas capacidad
de inserto: de 300 a 1500kb. Se utilizan para clonar genomas complejos y para
genes especialmente largos. Contienen el telomero, centrdmero y origen de
replicacion de secuencias necesarias para la replicacion y mantenimiento en

levaduras. Fueron descritos por primera vez por Murray and Szostak en 1983.

HAC (cromosoma artificial humano): €S un microcromosoma sintético con
funcionamiento independiente en células humanas, en el que se suelen introducir
nuevos genes. Puede albergar hasta 2000Kb. Fue sintetizado por primera vez en

1997 por Harrington and Bokkelen et al.

Plasmido pSMART ®-HCKan.

Uno de los plasmidos mas recomendados por sus caracteristicas de clonaje
es el pPSMART-HCKan (Lucigen®), de alta replicacion y con resistencia al antibiético
Kanamicina (fig. 5).

Blunt Claning Site
Figura 5: Mapa del

plasmido pSMART-

HCKan. Kan: resistencia

MART" " .
e 1?;5 .:;“a“ a la kanamicina, Ori:

origen de replicacién.

De los kits comerciales existentes es el mas indicado debido a que:
= El background de vectores vacios es muy bajo (menos del 0,5%), y asi no
haria falta hacer una busqueda (screening) para identificar los

recombinantes (Godiska et al. 2005).
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* No es necesario el uso de XGAL/IPTG y asi no hay opcion de obtener
falsos negativos (colonias en azul claro), y falsos positivos (colonias blancas
sin inserto).

= La cantidad inicial de ADN necesaria es muy poca, del orden de
nanogramos.

= ElI kit viene recomendado por su capacidad de clonaje de zonas
complicadas, como las repetitivas. En nuestro caso, esta observacion es
muy interesante, porque uno de los objetivos es la obtencién de
microsatélites.

» El plasmido posee regiones terminadoras a ambos lados del inserto, y esto
elimina la transcripcion dentro de la regidon insertada. Es especialmente
interesante para aquellos insertos que se pueden comportar potencialmente
como promotores o secuencias que codifican productos toxicos.

= El antibidtico de seleccién es kanamicina que no crea halo de resistencia.

= La particularidad de que los extremos cortados del plasmido sean romos
choca con la idea de que los extremos cohesivos ligan mejor con el inserto,
ya que tiene mayor superficie para hibridar (Griffiths et al. 2008). Al tratarse
de un plasmido que acepta extremos romos, N0 Sera necesario que estén
cortados por una enzima de restriccion que produzca los extremos

cohesivos.

Aunque, segun las caracteristicas del kit, estd disefiado para producir una
genoteca con la maxima representacion del genoma, pueden producirse resultados
no esperados durante la ligacién y transformacion como indican (Godiska et al.
2005):

- La unién de varios insertos no consecutivos en un mismo plasmido, que
podria falsear la lectura de la secuencia.

- La dificultad de clonacién de secuencias ricas en AT y las repetitivas, y la
mayor facilidad de las secuencias mas cortas para insertarse, hacen que ciertas
zonas interesantes puedan no estar representadas.

- La entrada de mas de un vector diferente en la misma bacteria durante la

transformacion puede dar lugar a la amplificacién de varias bandas.
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Resistencia a antibiodticos.

El antibiético mas estandarizado para la seleccion directa de clones
recombinados ha sido la ampicilina. Presenta algunas desventajas como, por
ejemplo, el hecho de que el producto de gen de resistencia a la ampicilina, la beta-
lactamasa, es secretada al exterior para que actue alli, por la célula hospedante del
plasmido. Como resultado se crea un halo alrededor de las colonias transformadas,
libre de ampicilina, en el que pueden crecer células no resistentes, denominadas
colonias satélite. Estas interfieren en el posterior andlisis del inserto, pudiendo
contaminar la recogida de los clones que poseen insertos. Si, en vez de tratarse de
un medio solido, se trabaja en medio liquido, el mismo proceso permite el
crecimiento de clones que no han recombinado, o ni siquiera poseen el pladsmido.
Por esta razon se viene utilizando antibidticos cuyo producto de resistencia al

antibiético no es secretado al exterior, como la kanamicina o el cloranfenicol.

Problematica en el clonaje de repeticiones.

Los mecanismos responsables de expandir o reducir las repeticiones en
células de mamiferos parecen operar también en E. coli. Las repeticiones
gendmicas pueden ser clonadas en los plasmidos (Bichara et al. 2000). Sin
embargo, la habilidad de las bacterias para reagrupar estas secuencias interfiere
en la obtencion de clones con la formacion original. Diversos estudios en bacterias
han puesto de manifiesto que la secuencia de la repeticion y los niveles de
replicacion y transcripcion del plasmido, tiene que ver en gran medida en el
mantenimiento de las repeticiones (Wells et al. 2005; Lin et al. 2010). Se ha
sugerido que estos mecanismos de delecion y expansién ocurren por la formacién
de horquillas durante la reparacién (Parnieweski et al. 1999) o durante la
replicacion tanto en la hebra conductora como en la retrasada de la horquilla de
replicacion. Los plasmidos que sufren deleciones tienen mayor capacidad de
crecimiento, en comparacion con las moléculas originales sin la delecién (Bowater
et al.1997). Minimizar la trascripcién del plasmido, es por tanto, critico a la hora de

mantener la integridad de los clones que contienen repeticiones.
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La cepa bacteriana.

No todas las bacterias son validas para la construccion de genotecas.
Normalmente el vector utilizado y la cepa bacteriana que se usa como hospedador
estan directamente relacionados. Las comparfiias que comercializan los plasmidos
proveen también de informacion en cuanto a las cepas bacterianas que pueden se
utlilizadas. Esto no limita la libertad de usar otras bacterias, pero lo normal es que
las disefiadas por la compafiia en cuestién sean las mas indicadas.

Las bacterias se pueden diferenciar segun sus sistemas de metilacion y
restriccion. Estos, por ejemplo, pueden causar problemas si queremos cortar
fragmentos con enzimas sensibles a la metilacion. La mayor parte de cepas son
Dam y Dcm positivas, lo que significa que son deficientes en estas metilasas
(Ausubel et al. 1999)

Otro caracter a tener en cuenta es el tipo de competencia que poseen, que
puede ser electrocompetente (transformacién por electroporacion) para una
maxima eficiencia, y quimiocompetente (transformacion por choque de calor).

Aunque el utilizar los plasmidos pSMART®-HCKan, no limita en la eleccién
de la cepa bacteriana hospedadora (se puede usar algunas cepas comunes en
laboratorios como DH10B™ o DH5a™) para asegurar unos resultados lo mas
optimos posibles, se optd por la recomendada por la casa Lucigen. El no poseer
aparato electroporador también condicioné la eleccién a: E.cloni 10G Chemically
Competent Cells. Genotipo: F mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) endAl recAl
¢80dlacZAM15 AlacX74 araD139 A(ara,leu)7697. galU galK rpsL nupGA tonA.

Tras la eleccion del vector, los siguientes pasos a realizar en la construccién
de una libreria génica o genoteca son la preparacion de los insertos y el vector, una
ligacion de los dos anteriores y, por ultimo, la transformacion en una bacteria

hospedadora (fig. 6).
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Figura 6: Resumen esquematizado de los pasos a seguir en la obtencion de una genoteca.
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Hibridacion.

Una genoteca puede contener cientos de miles de clones con fragmentos
diferentes clonados que deben examinarse en buUsqueda de las secuencias
existentes (Griffiths, 2008). Esto se realiza mediante el método de hibridacion. Este
método consiste en la fijacion de ADN a una membrana para, posteriormente,
hibridar de manera especifica con una sonda de ADN marcado y asi poner de
manifiesto una secuencia buscada. Las membranas utilizadas pueden ser de
nitrocelulosa o nylon en dos variantes: cargada negativamente o neutra. Las
segundas, mas modernas, son capaces de fijar covalentemente fragmentos
pequeios (menores de 500pb), hibridar varias veces y soportar mejor distintos
tratamientos que las primeras (Milhardt and Beese 2007).

Las sondas empleadas en la deteccion pueden ser fragmentos de ADN (o
ARN, segun con qué se trabaje) con una longitud de 12-1000pb. Para detectar la
hibridacién entre la sonda y la secuancia buscada, la sonda debera contener un
marcador molecular como puede ser radioactividad (como P*%) o fluorescencia
(como Dioxigenina o0 Rhodamina). La visualizacion se hara mediante
autorradiografia en el primer caso, y a través de un microscopio, u otras técnicas
de visionado en la segunda. La deteccion de secuencias con mas o menos
similitudes depende de cuan restrictiva se haga la reaccién de hibridacion. Por
ejemplo, unas condiciones con alta temperatura y baja concentracion de sales en el
tampon de reaccion permitira la sola hibridacion entre secuencias muy similares. Al
contrario, una baja temperatura y una alta concentracion de sales hard que

secuencias menos similares lleguen a hibridar.

Las razones de no usar marcadores radiactivos fueron tres:
1) Vida media muy corta.
2) Resultan cancerigenos durante la preparacion y uso.

3) Los residuos radiactivos que se generan.

Un marcador ideal debe poseer las siguientes caracteristicas (Kricka, 1992):
- Fécil de unir al acido nucléico.
- Estable en las condiciones de hibridacion, con temperaturas de hasta 80°C,

y expuesto a soluciones que contienen detergentes disolventes.
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- Detectable a muy bajas concentraciones, usando un analisis simple e
instrumental no complejo.

- Que no obstruya la reaccién de hibridacion.

- Compatible con distintas soluciones, por ejemplo las que se usan para
preparar la membrana.

- No destructiva. EI marcador deberia ser facilmente extraible para poder usar
la membrana en sucesivas pruebas. Esto no es problematico para sondas
radiactivas, pero si para las que no lo son.

- Debe permitir distinguir las hibridadas de las que no lo estan.

- Estable durante su almacenaje, con una vida media larga.

- Compatible con analisis automatizados (en los casos que haya que analizar

a gran escala).

No existe ningin marcador hoy en dia que cumpla bien todas las caracteristicas

expuestas.
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V. MATERIAL Y METODOS.

V.1 Material animal.

Se han empleado perdices de diversas especies, procedencias y habitat
(silvestres o en cautividad en granjas). Se ha estudiado un namero total de 50
individuos para el estudio de poblaciones, 10 para los estudios de sexaje, y 25
individuos para el estudio de la genoteca. Las especies utilizadas han sido Alectoris
rufa, A. barbara, A. graeca, y A. chuckar. Los animales procedian de las
provincias de Lérida, Burgos, Jaén, Zaragoza, Alava, Badajoz, Cuidad Real,
Toledo, Mallorca, Cerdefa, Grecia, y Chipre.

Los diferentes tipos de muestra que se han procesado fueron gotas de sangre
fresca, impregnadas en tarjetas FTA® (Whatman® BioScience), y muestras de

tejidos como plumas y lenguas en formol.

V.2 Extraccion de ADN.

A) Extraccion de ADN a partir de tarjetas FTA® (Whatman® BioScience) con resina
chelex (Gutierrez-Corchero et al. 2002).

Estas tarjetas tienen una matriz que conserva la sangre para luego poder ser
procesada en cualquier momento y extraer el ADN genomico. Ofrecen ciertas
ventajas frente a otras formas de conservacion de muestras, como mantener el
ADN estable a temperatura ambiente durante mucho tiempo. De esta forma las
muestras ocupan un espacio minimo y no necesitan de refrigeracién o congelacion.
Una vez depositadas las gotas de sangre en las tarjetas se secan a temperatura

ambiente y cada tarjeta se guarda en bolsas de plastico individuales.

1.- Se corta un cuadradito de la tarjeta con un bisturi esterilizado en la llama y se
afiade a un tubo eppendorf de 0,5ml. A esto se le afladen 180ul de la resina
Chelex® BioRad al 5% en agitacién permanente.

2.- Una vez que queda bien mezclado se somete a 2min a 100°C en un

termociclador.
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3.- Se saca, se mezcla con un vortex y se vuelve a someter a 100°C durante
25min.

4.- EI ADN quedara disuelto en el buffer de extraccion. Antes de su uso para PCR,
se remueve con un vortex, se aplica una breve centrifugacion para que la resina se
deposite en el fondo y se recoge del sobrenadante lo que se vaya a cargar.

5.- La muestra se guarda congelada.

B) Extraccion de ADN a partir de sangre fresca.

El material biolégico de partida fue una muestra de sangre que se extrajo
desde la vena radial del ala. Para ello, se utilizaron jeringuillas con agujas de 0,3
x13 mm de didmetro, impregnadas en 80ul de heparina (5000U/ml al 5%) que
impide la coagulacion.

Antes de clavar la aguja, debe desplumarse un poco la zona en donde se va
a trabajar, se limpia con alcohol, y se impregna con vaselina para resaltar la vena e
impermeabilizar la zona. Conforme se va extrayendo la sangre, se guarda en un
eppendorf de 1,5ml a 4°C en la nevera. Al acabar la extraccién se aplica Aluspray®
sobre la herida para una mejor cicatrizacion, y asi permitir al supervivencia del
animal.

Se probd a realizar la extraccion de ADN desde sangre extraida usando
distintos kits:

- Puregene DNA isolation Kit de Gentra®, siguiendo el protocolo de la casa
comercial.

- Quantum prep aquapure genomic DNA Kit de Biorad®, siguiendo también al pie
de la letra el protocolo recomendado por la casa comercial.

- DNeasy blood and tissue de Qiagen®, variando algiin paso como se explica a

continuacion.

Al tratarse de sangre de ave, los eritrocitos también estan nucleados, y se
necesita muy poco material para obtener una buena cantidad de ADN. Se pipetean
20ul de proteinasa K en una pipeta de 1,5ml a la que se aflade 8ul de sangre sin
coagular. El volumen se ajustdé a 220ul con tampén PBS, pH 7,2 (50mM KH,;POy,
150 mM NacCl). Para evitar posteriores interferencias en la ligacion entre el ADN y
el plasmido, se eliminé el ARN afadiendo 4ul de RNasa A (100 mg/ml) de Qiagen,
y se mezcla e incuba a temperatura ambiente durante 2 min. El resto del protocolo
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se siguid al pié de la letra segun la casa comercial. Para la elucién final del ADN
desde el filtro se emplearon 70ul de H,O libre de nucleasas o Buffer AE (10mM
Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0), previamente calentados a 55°C. De esta manera se
obtiene una concentracion mucho mayor. Hay que tener en cuenta que el ADN
extraido en agua se puede conservar menos tiempo por estar sujeta a reacciones
de hidrolisis acida.

El control de la calidad detecta el nivel de degradacion de ADN durante la
extraccion, y se realizd migrando la muestra en un gel de agarosa al 1% en tampon
TAE. Para medir la concentraciéon se utilizé un espectrofotometro nanodrop

(NanoDrop Grupo Thermo Fisher Scientific).

C) Extraccién de ADN a partir de plumas con Chelex® .

1.- Se cortan dos secciones de unos 2mm en la base de la pluma, que es donde
se encuentran las células que contiene material genético y se depositan en un
eppendorf de 0,5ml. La pluma, por tanto, debe ser arrancada; no sirven plumas de
muda ni plumas cortadas con tijeras. Deben extraerse antes de que hayan pasado
pocas semanas (Garcia y Arruga, 2005).

2.- Se afladen 200pl de Chelex® al 5% en constante agitacion.

3.- Se afiaden 10pl de proteinasa K a partir de un stock de 25mg/ml.

4.- Se mezcla con un vortex y se incuba toda la noche en agitacion a 55°C.

5.- En el termociclador se aplican dos pasos de 10 min a 100°C, sacandolo entre
medias para mezclarlo bien en el vortex.

6.- Se recupera el sobrenadante tras centrifugar la muestra durante un minuto,
dejando de esta manera la resina en el fondo del eppendorf.

7.- La conservacion de la muestra se hace por congelacion. En este caso, cuando
se vaya a emplear para PCR, no precisara vortex y spin previo.

8.- En caso de que exista ARN que estorbe en la interpretacion de geles, se
afiaden 10ug de RNasa por cada 100ul de muestra recuperada, y se incuba 3h a
37°C.

D) Extraccion de ADN a partid de lenguas en formol.
El primer problema que presentaron es el endurecimiento del tejido al haber
estado conservadas asi durante meses. Tras diversas pruebas de extraccion de

ADN con distintos métodos, con el que se obtenian mejores resultados fue, una
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vez mas, DNeasy blood and tissue de Qiagenl. La clave fue el utilizar la parte de
lengua que habia estado menos en contacto con el alcohol y, por lo tanto, menos
degradada. Se utilizd el mismo protocolo de extraccién que el recomendado por la

casa comercial.

E) Extraccion de ADN a partir de una migracion electroforética en gel de agarosa.
Tiene como objetivo la recuperaciéon de ADN con un tamafio especifico.

Para ello se empled el kit: Montage™ DNA Gel Extraction (Millipore), que permite

extraer fragmentos de 100bp hasta 10kb en unos 10 min. Se siguio el protocolo

recomendado por la casa comercial.

V.3 Sexaje de perdices.

Para determinar el sexo en estos casos, la metodologia empleada fue la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). De esta manera se amplifico el gen de
la helicasa CHD (Chromobox-helicase-DNA-binding gene) descrito por Griffiths y
Tiwari (1995). Los cebadores utilizados han sido P2 y P8 descritos por Griffiths et

al. (1998). Las condiciones de PCR para un Vt= 18ul se indican en la tabla I.

La Polimerasa utilizada en todas las reacciones PCR ha sido: Taq
polimerasa (Ecotaq®), y su tampén (Ecogen®) tiene una composicién de 16.6 mM
(NH4)2S0O4, 67 mM Tris-HCI (pH=8) y 0.01% Tween-20.

Reactivo Tampon MgCI2 dNTP's Cebador P8 y P2 Taq pol. ADN
Concentracion 1x 1,5mM 0,2mM 1,6uM 0,5U 4ul

W 5 -CTCCCAAGGATGAGRAAYTG
4 5 -TCTGCATCGCTAAATCCTTT

Proceso T Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5min 1
Desnaturalizacion 94°C 30seg

Hibridacidon 48°C 45seg 42
Extension 72°C 45seg

Extension final 72°C 5min 1

Tabla I: Condiciones PCR para el sexaje de perdices. 2.-Secuencia de los cebadores. 3.-Programa
Termociclador.
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Los fragmentos de amplificacién que se obtienen son digeridos con la
enzima de restriccion Haelll (Roche®) a 0,25 U/pl y tampén SuRE/Cut 1X. Se
incuba durante 4h a 37°C.

Composicion SuRE/Cut 10X: (100 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 100 mM
MgCl,, 10 mM Dithioerythritol, pH 7.5).

Los productos de restriccibn se migran por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% tefido con BrEt en tampdn TAE, y las bandas son visualizadas en

un transiluminador de luz ultravioleta.

V.4 Estudios poblacionales.

Se han estudiado dos poblaciones de perdices, una de 27 perdices
silvestres procedentes de Extremadura, y otra de 22 ejemplares criados en
cautividad procedentes de una granja de Catalufa. Para el estudio de
caracterizacion genética de ambas poblaciones se utilizaron dos microsatélites con
contrastado polimorfismo, denominados p58 y m27 (Garcia et al. 2007)

Para la poblacién extremefia, las muestras llegaron al laboratorio en forma
de lenguas fijadas en formol. Para la poblacion ilerdense, las muestras se
presentaban en tarjetas FTA.

Para estudiar la existencia o no de hibridacién se realizaron pruebas RFLP y
RAPD (Garcia, 2005) patentadas por el laboratorio de Citogenética y Genética
molecular de la Universidad de Zaragoza. Seleccionando Unicamente las perdices
pertenecientes a la especie A.rufa se procedid a estudiar los microsatélites p58 y
m27. Los cebadores utilizados para la amplificacion de ambos microsatélites se
marcaron con el fluorocromo FAM (Sigma-Aldrich), ya que los fragmentos
amplificados para cada uno difieren considerablemente.

Se amplificaron mediante PCR con las condiciones que se indican en la

tabla Il en un volumen total de 12,5ul/muestra.

Reactivo Tampoén MgCI2 dNTP’s Cebador F.y R. | Taqg pol. ADN
Concentracion 1x 3mM 0,2mM 0,3uM 0,5U 2,5ul
S F: 5-6GCGCATCACTCTCTTTCTCA R: 5-TGCCCTAGATGTCTGGCTTC
(NPYEl F. 5 -6ATGCAGAATGAAACCCGAAG R: 5"-CAAGCTGGCATGTTTTGAGA
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Proceso Ta Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5min 1
Desnaturalizacion 94°C 45secs
Hibridacion p58 62°C 45secs
40x

m27 60°C 45secs
Extension 72°C 1min
Extension final 72°C 5min 1

Tabla II: 1.-Condiciones de PCR para los estudios poblacionales. 2.-Secuencia de los cebadores. 3.-
Programa Termociclador.

El producto de PCR se migra por electroforesis con tampén TAE, en un gel

de agarosa al 1% tefiido con BrEt, y se revela en un transiluminador ultravioleta.

Q

Los tamafios esperados para cada microsatélite: ms. p58 = 120pb; ms. m27
350pb. Se mandan a genotipar al servicio de secuenciacién de la Universidad de
Zaragoza. Los datos obtenidos se tratan mediante los programas informaticos
Genetix (Belkhir et al. 1996-2004) y Cervus (Kalinowski et al. 2007).

V.5 Construccion de una genoteca.

Para la realizacion de la genoteca se emple6 como animal de

experimentacion una perdiz macho previamente analizada como A.rufa pura, de

edad aproximada de un afio (fig. 7).

Figura 7: A la derecha se muestra el individuo conservado vivo en una jaula, y a la izquierda el
proceso de extraccion de sangre con tarjeta FTA.

Preparaciéon de los insertos.

Una vez extraido el ADN gendmico, el siguiente paso es prepararlo para

insertarlo en el plasmido. El tamafio aceptado por el plasmido vector es de 1 a 4
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kb, con la particularidad de que los extremos tiene que ser romos. La mejor manera
de degradar el ADN y obtener una genoteca con el menor sesgo posible es
mediante degradacion mecanica. De esta manera, la ruptura del ADN sera
totalmente aleatoria, obteniéndose tanto extremos romos, como cohesivos, seguida
por un paso de reparacion de los fragmentos mediante una enzima (y asi obtener
extremos romos). Por ultimo, la seleccién de fragmentos con un tamafio adecuado
se haria tras una migracion electroforética en un gel de agarosa al 1% tefiida con
BrEt, en tampon TAE.

Al no poseer el laboratorio ningan aparato de degradaciéon del ADN
(sonicacion, nebulizacién, etc.) la primera opcion que se empled para degradar el
ADN fue mediante pipeteos sucesivos . El método se basa en que, al pasar el
ADN a través de una abertura estrecha como puede ser la punta de una pipeta, la
hebra se romperd por sus puntos mas fragiles. Cuanto mas pequefia sea la
abertura, mas traumatico sera el paso de las hebras. Por ello se emplearon puntas
de pipeta pequefias transparentes (0,5-20ul, 46mm abertura). Se utilizaron
diluciones 1:10 y 1.1000 en H,O a partir del producto de extraccion de ADN. Se
pipetearon 200, 50 y 0 (como control negativo) veces, para comprobar si se
producia degradacion aparente.

La segunda opcion de degradacion mecanica fue mediante congelaciones
y descongelaciones repetidas. El método se basa en que al congelar (-20°C) una
muestra en tampdén con alto contenido en H,O, se formaran cristales que
desestabilizaran las hebras de ADN, produciendo puntos de fractura. Al
descongelar (a 50°C) y congelar de nuevo, el proceso ira rompiendo las moléculas
de ADN en multiples tamarios.

La tercera y ultima opcion empleada fue realizar digestiones parciales
usando una enzima de restriccién. Las caracteristicas debian ser por un lado que
cortara dejando los extremos romos, y por otro que tuviera un sitio de restriccion no
demasiado complejo, acorde con el tamafio de fragmento que queriamos obtener.
Si la posibilidad de encontrar una base en un sitio determinado es de %, con esta
enzima que tiene un sitio de reconocimiento de 4pb la posibilidad de que corte en
este punto es de (1/4)* = 1/256. Por lo tanto, si la dejamos actuar el tiempo
suficiente obtendriamos tedricamente fragmento pequefios, en torno a 256pb de

media. No obstante, el que tenga un sitio de restriccion muy comun no implica
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obtener tamafios relativamente grandes, ya que la técnica consiste en variar los
tiempos de restriccion, dejando asi actuar a la enzima mas o menos tiempo.

La enzima elegida fue Alul (New England Biolabs 10.000 U/ml), con
temperatura optima de incubacion a 37°C y capacidad de inactivarse por calor a
65°C. Se preparé un mix de reaccion con el ADN extraido de perdiz, el tampon
indicado para la enzima de restriccion Alul, NETampén4 (10X), y H,O, hasta
completar un volumen total de 150ul. El mix se reparte en 9 tubos eppendorf, de
manera que el primero de ellos contenga 30ul y los restantes 15ul como se explica
en la figura 8. Se afiade un volumen de enzima al primer eppendorf y a partir de
este se traspasan 15ul al siguiente, y asi sucesivamente dejando el Ultimo como
control negativo, en el que no se aflade enzima. De esta manera la cantidad de
enzima por eppendorf se reducira a la mitad con cada transferencia. Se realizaron
varias series de digestion usando 0,5ug ADN/eppendorf, variando la cantidad de
enzima de partida (desde 4U a 1U), y manteniendo el tiempo de digestion 30min y
la temperatura a 37°C. De esta manera obtendremos las mejores condiciones de

restriccion para obtener la mayor cantidad de fragmentos de 1 a 4kb.

100ul de ADN a 50ng/ul

15pl de tampdn 10X enzimatico

35ul de H,0O

150pl Vt =) se reparte en los 9 tubos

0,24l Alul(2U) j mmmﬁm\ﬁm\ﬁm\ﬁm\

'RRRRRR

30ul 15ul 15ul 15ul 15ul 15ul 15ul 15ul 15l
Figura 8: representacion esquematica de las digestiones parciales

El conocer la concentracion de enzima adecuada, permite realizar una
digestién a gran escala, con todo el ADN necesario para los posteriores pasos de
clonacion.

Para constatar que se ha digerido en ADN en los tamafios considerados, ha
de comprobarse migrando un pequefio volumen de la reaccion de restriccion en un

gel de agarosa al 1% con BrEt, en buffer TAE.
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Otras posibilidades de degradacion mecanica son la nebulizacion (Sambrook
and Russell, 2006), sonicacion (Sambrook and Russell, 2006b) y ruptura
hidrodinamica (Joneja and Huang, 2009). Estas técnicas fueron desechadas al no

poseer el material adecuado para realizarlas

Preparacion de medios de cultivo.

Los medios de cultivo recomendados por la compafiia Lucigen para el
crecimiento de su cepa bacteriana E. cloni son YT y TB. Se ha utilizado el medio
YT de manera general, y el medio LB para cultivos en los que no hace falta un
rapido crecimiento ni uso de antibidtico.

Un litro de medio enriquecido YT se prepara con 8g de Bacto-tyrptona, 5g de
extracto de levadura, 5g de NaCl, 15g de agar y el antibiético Kanamicina en una
concentracion final de 30ug/ml.

Un litro de medio LB se prepara con 10g de triptona, 5g de extracto de
levadura y 10g de cloruro de sodio.

Se esteriliza a 121°C durante 20 min. Se atempera el medio a 55°
conservandolo en una estufa a esta temperatura hasta que alcance la temperatura
correcta. En el caso de afiadir antibiético debe hacerse en este punto, ya que si la
temperatura fuera superior podria destruirlo.

Para la preparacion de la kanamicina se prepard un stock a 40mg/ml. Se
esteriliza mediante un filtro de 0,22um de diametro. Posteriormente de afiaden
750ul al medio preparado.

Se reparten 20-25ml por placa de Petri. Se dejan enfriar en una campana de
extraccion para evitar su contaminacion, y cuando se han solidificado y perdido
parte de su contenido acuoso, se conservan en refrigeracion a 4°C. De esta
manera se pueden conservar hasta 2 meses.

Para el control de transformacién con el plasmido pUC19 se preparan placas
YT con antibiético ampicilina. La metodologia empleada ha sido la misma que para

el medio con kanamicina.
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Ligacion.

Para la ligacion y la transformacién se ha empleado el kit CloneSmart de
Lucigen” siguiendo las indicaciones de su manual. El vector utilizado es un
plasmido modificado de los pUC19 denominado pSMART-HCkan de Lucigen® con
las caracteristicas de alta replicacion y resistencia a la kanamicina. Los vectores
vienen comercialmente predigeridos, con los extremos de tipo romo Yy
desfosforilado para impedir la union de forma natural. La ligacién se lleva a cabo
segun las indicaciones del fabricante. Se han empleado 500ng de ADN digerido
con el enzima Alul, fosforilado en 5°.

En la tabla 11l se indican los componentes utilizados para preparar el mix de

ligacion.

Volumen Tipo de producto

3,7ul [135ng/ul] Inserto de ADN (500ng de una digestion parcial con Alul).
2,5ul [4X] CloneSmart Vector Premix (pSMART, ATP y Tampdn)
1ul [2U/ul] Ligasa CloneSmart

2,3ul H,O

10ul Volumen total de reaccién

Tabla lll. Componentes del mix de ligacion

Se incuba a temperatura ambiente a 21-25°C durante 2h para obtener un
maximo rendimiento. Una vez transcurrido el tiempo suficiente para que actue la
enzima ligasa, se paraliza la reaccion sometiendo la reaccién a una temperatura de
70°C durante 15 min.

Transformacion.

Antes de comenzar la transformacion, las bacterias conservadas a -80°C se
descongelan lentamente colocandolas en un bafio de hielo. Se afiade 1ul de
producto de ligacion al vial que contiene 40ul de bacterias E.cloni descongeladas.
Todo el proceso debe llevarse a cabo en hielo para evitar que las membranas
bacterianas comiencen a abrirse con el calor. Se mezcla bien el contenido evitando

introducir burbujas de aire. La mezcla se reposa en hielo durante 30seg.
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El siguiente paso es un golpe de calor para permitir la apertura de las
membranas plasmaticas. Los vectores ya preparados con el inserto podran durante
este tiempo atravesar la membrana y pasar al interior celular. ElI eppendorf se
deposita en un bafio a 42°C durante 45 segundos. Rapidamente se pasa el vial al
hielo y se mantiene 2 minutos para que las membranas bacterianas se cierren. Se
afiaden 960ul de medio de recuperacioén al vial de cultivo, que no es sino medio de
cultivo para permitir a las bacterias comenzar a duplicarse. El vial contiene en este
momento 1ml y se deja incubando en un bafio a 37°C en agitacion durante 1h.

Para comprobar que las colonias poseen el plasmido recombinado, se
sembraron en masa 50ul del vial obtenido en una placa de Petri con medio
YT+Kanamicina. Se mantienen durante 24h en una estufa a 37°C para obtener

crecimiento.

Medida de la eficiencia de transformacion

Representa la eficacia con la que se ha producido la introduccion de material
genético externo a la célula hospedadora. Esto se calcula sembrando un volumen
de la genoteca obtenida en una placa de Petri, se deja incubar 24h a 37°C y una

vez obtenido crecimiento se aplica la siguiente férmula:

n° de colonias resistentes al antibiético/placa
g ADN/placa

Eficiencia de transformacion =

Y para calcular en nimero de colonias que forman la genoteca:

n° colonias resistentes

x Vt del producto de genoteca =n° colonias
Volumen sembrado

El nimero de clones recombinantes necesarios para tener una probabilidad

alta de poseer el genoma completo es segun la férmula de Clarke y Carbon (1976).

P: probabilidad deseada, 99%
_In@-P)
In(L- f)

N: recombinantes necesarios como minimo.

f. fraccién del genoma en un solo recombinante.
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Para calcular la probabilidad de tener representada la totalidad del genoma

en el conjunto de clones que forman una genoteca, se despeja P a partir de la

formula anterior:

P — 1_ eN.ln(l—f)

Controles.
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1)

2)

3)

4)

Control positivo. Se utiliza un ADN conocido. Para ello se us6 1ul (500ng) de

fragmentos de ADN digerido con Hincll (cortado en extremos romos)
provisto por el kit en la ligacion. Se hacer crecer 5ul de producto de
transformacion durante 24 h en medio YT+Kan. Existen unas tablas creadas
por la casa comercial, para relacionar el crecimiento experimental con el
tedrico. Se comprueba por PCR que los plasmidos, contienen el inserto
lamda Hincll.

Control negativo. Sirve para poner de manifiesto que las bacterias utilizadas

no tienen por si mismas capacidad de resistencia al antibiético kanamicina.
Para ello se sembraron 25ul de bacterias E.cloni sin transformarlas con el
vector plasmidico en medio YT+Kan. No se observd crecimiento tras 24h ni
48h.

Control sin inserto (Background del vector): Se omitié el paso de afiadir el

inserto en la reaccion de ligacion sin variar el resto de pasos del protocolo.
De esta manera, se conocera el grado de autoligacion del plasmido. Se
siembran 50ul por placa y se hacer crecer en medio YT+ Kan a 37°C. Segun
el fabricante cualquier numero de colonias obtenidas menor de 25 significa
que existe un background menor al 0,1%. La explicacion es que al
mantenerse el vector de forma lineal, no se transcribe el gen que codifica

para la resistencia al antibiotico.

Control de transformacién. Se usé un plasmido del que se conoce su

rendimiento de transformacion como es el plasmido pUC19. El proceso de

ligaciéon y transformacién se realiz6 siguiendo el protocolo marcado por el kit.
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La Unica variacion fue a la hora de sembrar, ya que se considero la cantidad
recomendada como muy pequeia para obtener un resultado sin sesgo (2ul
por placa). Se opté por sembrar una segunda vez con una mayor cantidad
(100ul/placa). EI numero de colonias que se deben obtener en condiciones

Optimas viene calculado por la casa comercial.

Conservacion.

Las células obtenidas son directamente congeladas en un vial con glicerol
para evitar la ruptura de las cfielulas, a -80°C para una conservacién a largo
tiempo. En posteriores usos se recoge una pequefia alicuota con la ayuda de una

punta de pipeta, con la precaucion de no descongelar totalmente el vial.

V.6 Estudios de la genoteca.

Miniprep.

Esta técnica se emplea para aislar el plasmido del resto de la célula y sus
componentes. Para ello se utilizé el kit Qiaprep® Miniprep de Quiagen, que se
fundamenta en la lisis alcalina de las células (Birnboim y Doly 1979) seguidas por

una adsorcion del ADN en una membrana de silica-gel.

Los tres pasos para su realizacion son:
1.- Cultivo de colonias de la genoteca y lisado de las células.
2.- Adsorcion del ADN en la membrana de silica-gel.
3.- Lavado y elucion del pladsmido aislado.

Para comprobar que los clones poseen los fragmentos de ADN del genoma
de perdiz insertados en los plasmidos, se amplifican por PCR usando como
cebadores los extremos flanqueantes del inserto. Esta prueba complementa al
control positivo de ligacion.

Para ello se cultivaron 10 colonias individualizadas en 5ml de medio liquido
LB + Kanamicina [30ul/ml] a 37°C y en agitacion durante toda la noche. Tras

observar que existe crecimiento y que la muestra no esta contaminada, se
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centrifuga para obtener el pellet. Las células bacterianas son lisadas con SDS a
alto pH (NaOH 0,2M), con lo que se consigue la desnaturalizacion del ADN. Al
neutralizar posteriormente la preparacion, el ADN del plasmido renaturaliza, pero
no asi el ADN bacteriano de mayor peso molecular, que precipita formando un
complejo de proteinas-ADN-SDS. Se hace pasar el sobrenadante a través de una
membrana de silica-gel, que adsorbera el pldsmido. Los componentes celulares
desnaturalizados y precipitados pasan a través del filtro. La extraccion del plasmido

se realiza mediante un tampon (10mM Tris.Cl, pH 8.5) bajo en sales o H»0.

Amplificacion directa desde colonia.

Para amplificar el inserto de genoma bacteriano, se procede a la recogida
directa de las colonias. Esta técnica es mucho mas rapida y barata, ya que evita el
empleo de Kits comerciales.

La particularidad que presenta es que el ADN necesario para la reaccion de
PCR se toma sin “depurar”, es decir, se utiliza una punta de plastico y se recoge
cierta cantidad de la colonia crecida que puede considerarse como 1pul. Esto se
mezcla con el resto de mix de manera homogénea (ver figura 9). Puede aparecer
algo de material celular decantado tras la amplificacion en el termociclador, que es
facilmente eliminado si se recoge el sobrenadante y se traspasa a otro tubo

eppendorf.

Figura 9: 1) Placa de Petri con medio YT+Kan y colonias de la genoteca que han crecido de manera
individualizada. 2) Recogida de colonia usando una punta de pipeta. 3) Mezcla de la colonia con el
mix de PCR. 4) El eppendorf ya esta listo para termociclar.

Debido a las caracteristicas de la PCR, la elevacion de temperatura que se

produce en la primera etapa (94°C, 10 min), es suficiente para romper la pared y
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membranas celulares y asi facilitar la mezcla de material genético con los
productos de PCR. Como los cebadores usados (SL1 y SR2), solo hibridan a
ambos lados del inserto, se amplificara tan solo esta region. El producto obtenido
se visualiza haciéndolo migrar en un gel de agarosa al 1% en tampdn TAE.

Las condiciones de amplificacion por PCR en un Vt=13ul se presentan el la
tabla IV.

Reactivo Tampon MgCI2 dNTP's Cebador SL1y2 Taq pol. ADN
Concentracion 1x 3,85mM 0,48mM 0,096uM 1U =1pl

SL1 5-CAGTCCAGTTACGCTGGAGT
SR2 5 -GGTCAGGTATGATTTAAATGGTCAGT

Proceso T2 Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 10min 1
Desnaturalizacién 94°C 1min

Hibridacion 58°C 1min 42x
Extension 72°C 3min

Extension final 72°C 10min 1

Tabla IV: Condiciones PCR para una amplificacién directa desde la colonia. 2.- Secuencia de los
cebadores. 3.- Programa Termociclador.

Preparaciéon de un stock de ADN.

En los casos en que se obtuvieron insertos, que por sus caracteristicas eran
interesantes para el estudio pormenorizado, se procedié a su conservacion. La
metodologia empleada se basa en la capacidad del NaOH para romper las células
bacterianas, obtener el ADN concentrado, y su no interferencia en PCR. (Sambrook
and Rusell, 2001).

Se cultiva la colonia en 5ml de medio YT+Kan liquido 37°C en agitacion
durante 24h en un tubo de ensayo. Se centrifuga el tubo para separar la fase
celular de la acuosa y asi obtener el pellet. Se pasa a un tubo eppendorf y a este
se afiaden 100ul de NaOH [0,5M] se mezcla con un vortex, y se deja actuar 15
minutos. Durante este tiempo el hidréxido de sodio actuara rompiendo las células y
atacando las ribosas del ARN. Se centrifuga durante 10min a 10.000rpm
obteniéndose, por una parte el pellet con los restos bacterianos, y por otra el ADN
en el sobrenadante. Para guardarlo como stock se recogen 5ul de este
sobrenadante y se afiade 200ul de H,O, o de tampon TE si se considera
conservarlo por mas tiempo. El ADN quedara como ssADN (ver figura 10). Se mide

la concentracion final con un nanodrop.
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Figura 10: Extraccién de ADN para su preparacion cono stock por el método del NaOH.

Otro método para conservar los insertos de interés mostrado en la figura 11,
se hace recogiendo desde el mismo producto de PCR un pequeiio volumen y
diluirlo 1:1000 en H,Obd.

-
N

H20 bd

Figura 11: Método para preparar stock de ADN a partir del producto de PCR.

Secuenciacion de las muestras.

La secuenciacion de las muestras se realiza en el servicio de secuenciacion
de la Universidad de Zaragoza mediante un secuenciador de ADN Megabace 500
(GE Healthacare) que permite la separacion de fragmentos de acidos nucleicos por
electroforesis capilar. El tamafio 6ptimo para secuenciar es de unas 600-800bp.
Para comprobar si el método por el que se han amplificado los fragmentos
influye en la secuenciacion, se mandoé secuenciar un mismo fragmento amplificado:
1.- Tras extraer el plasmido con miniprep.

2.- Tras recoger su colonia directamente con el método de la punta.

El estudio se hizo con 4 insertos distintos. Para el Tratamiento de
secuencias nucleotidicas se empled el programa Bioedit 7.0 (Hall, 1999).
Para las busquedas y comparativas de secuencias, se empled la base de

datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Se usé para comprobar si
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existian estudios previos de las secuencias nuceotidicas obtenidas a partir de la
genoteca, y en tal caso conocer las diferencias entre ellas.

Para la obtencion de cebadores en los distintos estudios de la genoteca, se
utilizé el programa Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000). Para dar validez al los
cebadores de chequea en BLAST para secuencias similares en Alectoris y otras
especies emparentadas como Gallus gallus, y se comprueba que no existan

hibridaciones en otras zonas.

Seleccion de colonias para su estudio.

Se estudian las colonias que poseen insertos con un tamafo adecuado para
su secuenciacion: de 0,5 a 1,5kb. Fragmentos menores a estos tamafios seran
poco informativos y fragmentos mayores presentan problemas de fidelidad de
secuencia en la lectura. Para ello se eligen colonias al azar que hayan crecido de
manera individualizada del resto, y de esta manera evitar una posible
contaminacion con bacterias de otras colonias vecinas. Se amplifican por PCR
empleando el método de la punta de pipeta y para su visualizacion, se hace en un
gel de agarosa tefiido con BrEt al 1%.

Para la amplificacién de los microsatélites obtenidos mediante seleccion de
colonias al azar (GTTTT)n y (AG)n, las condiciones de PCR para un volumen total

por muestra de 13ul fueron las indicadas en la tabla V.

Reactivo Buffer | MgCI2 dNTP’s | Cebador F. yR. | Taq pol. ADN

Concentracion 1x 3,85mM 0,48mM 0,25uM 1U 1l
R: 5-CGGAAGAGATCTGTTTGAAGATG
F: 5-ACTCTAGGTGCATGCAAGCC

R: 5-TGTGGACCAGCAGCTGTACT
F: 5-GCTGAGATAGGTGTGCGTTC

Params. (GTTTT)n

Para ms. (AG)n

Proceso T2 Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 10min 1
Desnaturalizacion 94°C 1min

61°C para (GTTTT)n
Hibridacion 1min 30x

57°C para (AG)n
Extension 72°C 3min
Extension final 72°C 10min 1

Tabla V: 1.- Condiciones PCR para amplificar los microsatélites (GTTTT)n y (AG)n. 2.- Secuencia
de los cebadores. 3.- Programa Termociclador.
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Busqueda de microsatélites mediante PCR.

Se disefd, utilizando como herramienta la PCR, una via directa para la
obtencion de marcadores microsatélites a partir de colonias. Se trata de una
busqueda orientada hacia aquellos microsatélites mas comunes en perdiz
(Gonzalez et al. 2005; Anson et al. 2009) que son repeticiones en tandem de (TG)n
o (AC)n (segun el sentido desde donde se mire). Son estas repeticiones en nimero
de 12, las que se usaron como cebadores tras comprobar previamente con el
programa primer3 que funcionan en combinacién con los cebadores que amplifican
el inserto, que no hibridan con ninguna regién propia del plasmido ni del genoma
bacteriano. De esta manera se disefid una metodologia consistente en 5
amplificaciones PCR por clon, variando las combinaciones de las parejas de
cebadores (fig.12). El numero de amplificaciones esperadas, en el caso de que el
inserto contenga el microsatélite en cuestion, serd de dos reacciones
complementarias (SL1/(TG)12 con SR2/(AC)12, 0 SL1/(AC)12 con SR2/(TG)12), mas el
control SR1-SR2 que amplifica el inserto en su totalidad. Ambas bandas
complementarias deberian sumar el tamafo del inserto (fig.13). Las colonias que
resultaron positivas se secuenciaron y con el programa Bioedit 7.0 (Hall, 1999) se
comprobd el tipo y nimero de repeticiones que presentaba.

/" PCR usando primers:

- SL1/SR2
- SL1/GT),,
N - SLIAC),,
- SR2/(GT)y,
- SR2/(AC)12
s
SR2

Figura 12: Combinaciones de cebadores usados.

En el caso en que tengamos el microsatélite situado en un zona interior del
fragmento, las combinaciones de cebadores (SL1-TG) y (SR2-AC), amplificaran
obteniéndose al sumar ambas el equivalente al tamafio del inserto al completo
(SL1-SR2). Como se ve en la figura 13, las combinaciones (SL1-AC) y (SR2-TG)

no producen amplificacion, al unirse en la misma hebra de ADN.
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En el caso de tener el microsatélite cercano al extremo del inserto, se

2 | ala

fio, cuya suma sera igua

~

obtendra un fragmento muy grande y otro muy peque

de fragmento al completo (SL1-SR2). Puede dar lugar a confusiones en la lectura,

sobre todo en la visualizacion del fragmento mas pequefio (fig.13).
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Las condiciones de amplificacion por PCR en un Vt=13pul se presentan en la
tabla VI:

Reactivo Tampon MgCI2 dNTP’s Cebador F. yR. | Taqg pol. H.O
Concentracion ks 3,85mM 0,48mM 0,2uM 1U 5ul

SN 5'-CAGTCCAGTTACGCTGGAGTC

SIRVAll 5 -GGTCAGGTATGATTTAAATGGTCAGT
AC 5-ACACACACACACACACACACACAC
GT 5-GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT

Proceso T2 Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 10min 1
Desnaturalizacion 94°C 1min

Hibridacion 58°C 1min 30x
Extension 72°C 3min

Extension final 72°C 10min 1

Tabla VI: 1.- Condiciones de PCR para la busqueda de microsatélite usando cebadores con las
repeticiones buscadas. 2.- Secuencia de los cebadores. 3.- Programa Termociclador.

Hibridacién de la genoteca con sondas fluorescentes

Se pretende estudiar colonias de la genoteca de una manera encaminada a
la busqueda de microsatélites complementarios a la sonda empleada. En este caso
dos repeticiones de las mas comunes en aves (AC)ny (AG)n.

El método elegido en un método de observacion directo, en la que las
sondas especificas para el analisis estan directa y covalentemente unidas con el

grupo que genera la sefial.

1.- Preparacion de las colonias.

Se parte del vial en el que esta contenida la genoteca. Como se encuentra
guardado en congelacion a -80°C, el transito de medio sdlido a liquido debe
hacerse de la manera menos trauméatica posible para las bacterias. De esta
manera se deja descongelar lentamente en hielo picado, hasta que tenga la
consistencia adecuada para su captura con una pipeta. Se pretenden conseguir
colonias individualizadas a partir del vial. Por ello se hacen diluciones, de tal
manera que se mezclan 75ul de genoteca + 925ul de YT liquido. A partir de esto se
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diluy6 102, 10, 10, 107, 10®. Se sembraron 200p! de cada dilucién en placas de
Petri YT+Kan y se incubaron en una estufa a 37°C 24h.

Una vez obtenidas suficientes colonias individualizadas para la experiencia,
es necesario ordenarlas y para ello se usaron placas con forma cuadrada de
10x10cm con medio YT. El uso de este tipo de placa es debido a su particular
tamafio y forma, en las que se pueden obtener 144 colonias/placa (fig.14). Se
obtienen una mayor cantidad de colonias bien aislada por superficie, ademas de
una mejor ordenacion y facil manipulacién a la hora de superponer la membrana.
Se utilizan puntas de pipeta estériles para transferir las colonias desde las placas
de Petri hasta las placas cuadradas. Es una manera directa, limpia, y muy dificil
gue se produzca contaminacion si se lleva a cabo en el entorno adecuado. Se
prepard una replica por placa para conservarla como placa maestra. Para ordenar

las colonias se construy0 una plantilla cuadriculada transparente que sirviera de

guia para la colocacion de las distintas colonias (fig.18).

Figura 14: 1) Placa de cultivo cuadrada y su réplica. 2) y 3) Transferencia de colonias de manera
individual colocandolas en su casilla correspondiente. 4) Crecimiento ordenado de las colonias.
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2.-Preparacion de la membrana.

Se utilizaron membranas hybond nylon(-) healthcare. Este tipo de
membranas permite la union de moléculas de ADN de forma covalente a su matriz.
Debido a su comercializacion en grandes laminas, es el investigador el que las
corta con el tamafio y la forma de interés. En nuestro caso se cortaron cuadradas y
como referencia se cortd una muesca en un extremo, en donde se numera la
membrana a lapiz. De esta manera y teniendo en cuenta la cara donde esta escrito
el nUmero, se conoce la orientacion de la membrana y donde estan situadas las

colonias.

1.- La membrana se extiende en la placa de tal manera que la humedad presente
embeba y se quede fijada, y asi las colonias queden impresas en ella.

A continuacion se realizaron una serie de tratamientos (Sambrook and Russell,
2001) utilizando una bandeja lavadora como contenedor. En el fondo se coloca
papel de filtro para que, estando totalmente empapado y con un poco de liquido en

exceso, las membranas de nylon queden totalmente expuestas y asi no floten.

2.- El primer tratamiento es la aplicacion de una solucion desnaturalizante (para
200ml: 4g NaOH +17,5g NaCl + H,O) durante 6min. El NaOH lisa las células y
desnaturaliza las cadenas de ADN separandolas. EI NaCl pegara el ADN a la

membrana previamente a la fijacion con U.V.A.

3.- Seguidamente, se aplica una la solucion de neutralizacion (para 200ml: 12,1g
TrisBase + 150ml H,0). Esto se ajusta a ph 7,4 con alrededor de 7ml de HCI. Por

altimo, se afiade 17,5g de NaCl y se completa con H,O.

4.- El tercer tratamiento es con SSCx2 para equilibrar el contenido de sales.
Para preparar 200ml de SSS X 20: 35,06g NaCl + 17,649 Nascitrato + H,O hasta

completar. Tras ajustar el ph a 7 con NaOH se debe autoclavar.

5.- Se prepara una lamina de papel secante plegado sobre si mismo, en el que se
depositan las membranas. Todo esto se mete en un horno a 80°C para que el

secado sea completo y asi durante la posterior manipulacion no se pierda material.
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6.- Las membranas de nylon se cubren con papel film de cocina transparente. De
esta manera se introducen en un transiluminador y se les somete a un golpe de luz
ultravioleta durante 1min (se considera poco tiempo para que se formen dimeros
de timina) para fijar el ADN a la membrana. Las membranas ya pueden guardarse

en refrigeracion durante unos dias.

3.- Preparacion de las sondas.

Como sonda se han elegido las dos repeticiones mas comunes en el
genoma aviar (Primmer et al. 1997; Brandstrom and Ellegren, 2008) (AC)13 Y (AG)13
(Sigma®), marcadas con los fluorocromos TexasRed y Fluoresceina con el fin de

que fueran compatibles con el microscopio de fluorescencia utilizado (Nikon Eclipse

E400).
(AC)13 marcada con Texas Red -------- -  Emision roja. Amax emision = 527
(AG)13 marcada con Fluoresceina ------ - Emision verde. Amax €mision = 622

Antes de comenzar a hibridar con las secuencias tandem disefiadas, hay
gue asegurarse de que no existen repeticiones en el genoma de la bacteria que
puedan producir interferencias y falsos positivos. Como la cepa utilizada ha sido
E.cloni 10G de Lucigen y tiene copyright, su secuencia no se encuentra publicada
en bancos de datos publicos. Por tanto, la busqueda de estas posibles
hibridaciones se hizo poniéndolas de manifiesto frente al genoma de E.coli en
BLAST (ya que E.cloni 10G es una cepa derivada de esta). Se hizo lo mismo para
el vector usado pPSMART-HCKan®.

4 .- Hibridacion.

1.- Prehibridacién. Previamente a la hibridacion, es necesario preparar las
membranas para retirar el exceso y los restos de las colonias, pero, sobre todo,
para saturar los espacios que quedan vacios, para que no unan nada mas. Se

utiliza un bafio con agitacion a 65°C. Se realizan 2 lavados de 1h con 150ml de
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solucién de prehibridacion, utilizando un Tupperware profundo como soporte
(fig.15).

Tampon de
prehibridacion

— Agitador
N ,\/\/\/,Z\W\/\/

_‘i 65°C

Membranas de nylon

Figura 15: Esquema explicativo del proceso de prehibridacion

Composicion de la soluciéon de prehibridacion segun Sambrook y Russell, 2001.

29 de leche desnatada en polvo..................... 0,5% p/v.
120ml de 20X SSC.......ccvoivviiiiviiie i e, BX
0,8mlde 10% SDS.........ccccvvvevieeviieeeneenn. 0,02% plv.
4ml de 10% N-laurylsarcosina........................ 0,1%.

275,2ml de agua.

400ml de volumen total.

2.- Para la hibridacion es necesario poseer unas bolsas con cierre hermético, que
impida la pérdida de liquidos como se muestra en la fig.16. La preparacion de la
solucion de hibridacion se hace con la misma solucion de prehibridacion a la que
se le afiaden las sondas marcadas. La concentracion necesaria de sondas es de
50-200ng/ml (Sambrook and Russell, 2001). La concentracién media empleada fue
125ng/ml. Se mantiene en agitacion durante toda la noche a una temperatura de
hibridacion de 45°C.
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Cierre
Tampon de hibridacion /hermético

/

/
/

Membrana de =
nylon

Figura 16: Esquema de la preparacion de las bolsas de hibridacion.

3.- Una vez efectuada la hibridacién de la membrana, el siguiente paso fueron una
serie de lavados a distintas concentraciones en sales como se indica en la tabla
VII. Muchos investigadores consideran el lavado como el mas importante de los
pasos para obtener la especificidad buscada. Las sales permiten que se formen
puentes de hidrégeno y se ira reduciendo esta concentracion de tal manera que se
mantengas las uniones entre el ADN y la sonda. Se lleva a cabo en un bafio a 35°C
para facilitar de esta manera la eliminacion de uniones inespecificas y que

permanezcan las especificas.

Volumen (ml) Concentracién de sales Tiempo (minutos)
150 4 X SSC 10
150 2 X SSC 15
150 2 X SSC 15
150 0,2 X SSC 5
150 0,2 X SSC 5

Tabla VII: Se muestran los sucesivos lavados a los que se sometieron las membranas.

4.- Por ultimo, se secan las membranas depositandolas sobre papel secante
durante 1h a temperatura ambiente. De esta manera ya estan listas para su
visionado en microscopio.

5.- Visionado con el microscopio.

Para la observacion de las colonias hibridadas con las sondas ADN

marcadas con Texas-Red y Fluoresceina se empleé un microscopio de
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fluorescencia modelo Nikon Eclipse E400 con iluminador vertical. El filtro utilizado
tiene la caracteristica de emitir una triple banda de excitacion y asi poder visualizar
tres fluorocromos simultdaneamente; azul, verde y rojo (en nuestro caso los dos

altimos), con un minimo de interferencia. Las longitudes de onda de excitacion:

A = 385-400nm. Excitacion violeta y sefial en azul.
A = 475-490nm. Excitacién en azul y emision en verde.

A = 545-565nm. Excitacion en verde y repuesta en rojo.

Se empled un objetivo de 10x y un ocular 10x. Para realizar la captura de las
imagenes se empled una camara digital acoplada con salida a un ordenador (ver
montaje en fig.17). Para lograr una visidon de la membrana al completo sin tener
que cortarla en partes mas pequefas, se utilizé una porta de 10cm x 8cm. De esta
manera se logré situar la mayor parte de la membrana encima del porta, y tan solo
realizando dos cambios de posicibn se conseguia revisar toda la superficie. La
fabricacion de una plantilla transparente, cuadriculada y con la posicion de los

controles indicada, sirvi6 para correlacionar la posicion de los hibridos en la

membrana y el la placa maestra.

Figura 17: Fotos tomadas en la visualizacion con microscopio de fluorescencia de las colonias
hibridadas.

6.- Controles de hibridacion.

La disposicion de los controles en la membrana de hibridacién pueden

observarse en la figura 18.
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Figura 18: Detalle de la disposicion de los controles en las placas en la plantilla usada para disponer
las colonias.

e (C): Se trata de un control negativo. Son colonias de bacterias E.cloni 10G
sin transformar y, por tanto, sin plasmido. No debe dar seiial.

* (-): Control negativo. Contiene tan solo el plasmido pSMART HC-Kan sin
inserto y, por lo tanto, tampoco ha de dar sefial.

e (+): Control positivo que contiene la secuencia (TG)i,. En este caso debe
obtenerse sefial luminosa en rojo, ya que su sonda complementaria (AC)13
esta marcada con TexasRed .

* (+2): Se utiliza también como control positivo 1ul de las sondas diluidas 1:10
(10uM) en un trozo de membrana para comprobar la emision de
fluorescencia verde y roja. Las sondas se colocan justo antes de visualizar la

membrana, por lo que no reciben ningun tipo de tratamiento.

7.- Examen de los positivos.

Tras localizar en la membrana las colonias que emiten fluorescencia, se
correlacionan con la placa maestra, y se recoge una pequefia muestra de las
colonias correspondientes. Después se siembran en medio soélido TY+Kan
cultivandose 24h a 37°C, y se amplifica el inserto por PCR.

Las condiciones de PCR utilizadas para un Vt = 13ul se muestran en la
tabla VIII. La manera de introducir la fraccion de ADN en el mix de reaccion es la

misma que la usada en el apartado de “amplificacion directa desde colonia”.

67



Tesis Doctoral de Juan Antonio Ansén

Reactivo Tampon MgCI2 dNTP’s Cebador SL1y 2 Tagq. Pol. ADN
Concentracion 1x 3,85mM 0,5mM 0,1mM 1U =1yl

Proceso T2 Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5min 1
Desnaturalizacion 94°C 45secs

Hibridacion 60°C 45secs 30x
Extensién 72°C 2min

Extensién final 72°C 5min 1

Tabla VIII: Condiciones de PCR para los positivos en el examen de hibridacion.

La lectura de los fragmentos amplificados se realiza en geles de agarosa al
1% tefiidos con BrEt, en tampon TAE y tras una exposicion a luz ultravioleta en un
transiluminador. Los insertos amplificados se envian al servicio de secuenciacion
de la Universidad de Zaragoza. Para el analisis de las secuencias se usé el
programa Bioedit 7.0 (Hall, 1999). En los casos en que se obtuvieron secuencias
candidatas a microsatélites, el siguiente paso fue obtener unos cebadores con los
gue se amplificara la repeticidn en cuestion. De esta manera se podra amplificar
en individuos con distinto origen y se comprobara la variabilidad alélica del

microsatélite.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION.
VII.1 Extraccion ADN.

Sangre fresca.

Se probé a realizar la extraccion de ADN desde sangre extraida con heparina
usando distintos kits:
- Puregene DNA isolation Kit de Gentra. Se obtuvo el material muy degradado.
- Quantum prep aquapure genomic DNA Kit de BioRad. La concentracion del
ADN aislado fué muy baja.
- DNeasy blood and tissue de Qiagen. Los resultados obtenidos con este fueron

los mejores en comparacion con los kit anteriores.

La concentracion media de ADN obtenida en las extracciones con este
altimo kit de Qiagen fue de 180ng/ul. El rendimiento tedrico segun el protocolo
predice que usando 5ul de sangre se obtienen 9-40ug de ADN, y el rendimiento
real obtenido usando 8pl de sangre fue de de 12,6ug (1,57pug ADN/ul sangre).
Para comprobar la integridad de la muestra obtenida se migré6 en un gel de
agarosa (fig.19). Al compararlo con un marcador molecular que, como maximo
registra 2,6Kb, se puede concluir que la integridad es buena por obtener tamafos

muy superiores a este ultimo.

Figura 19: Comprobacién de la
calidad en la extraccion con el kit
de Quiagen. Calle 1 Ladder XIV
Roche®, calles 2,3 y 4 muestras
extraidas con DNeasy blood and
tissue de Qiagen.
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VIl.2 Sexaje de perdices.

El trabajo de Griffiths et al. de 1998 indica que en la especie Gallus
domesticus, que pertenece a la misma familia que la perdiz, la Phaisanidae, es
susceptible de sexaje por PCR sin necesidad de una digestibn enzimatica.
Simplemente, se visualizarian una o dos bandas en un gel de agarosa al obtenerse
distinto tamafio de bandas segun amplifique en el cromosoma Z o W.

Tras sexar Alectoris rufa siguiendo la misma metodologia, se ha visto que en
el caso de perdices, al igual que en otras familias de aves, la visualizacién directa
de dos bandas no es posible (fig.20). Esto puede ser debido a la obtencion de
bandas para machos y hembras con tamafo idéntico, 0 con muy pocas pares de
bases diferentes. Si la diferencia se debe a unas pocas pares de bases, seria
necesario un gel de agarosa lo suficientemente concentrado como para que ambos
fragmentos migraran a distinta velocidad, o utilizando geles de acrilamida. La
opcién de digerirlo utilizando una enzima de restriccion como Haelll (fig.20), si ha
dado resultados aparentes, por lo cual en nuestro caso la metodologia aplicada fue
una RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms). En este caso, el corte por
la enzima de restriccion al producto amplificado es selectivo para CHD-Z, pero no
para W; de esta manera se visualizan las hembras con dos bandas y los machos
con una (Reddy et al. 2007).
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Figura 20: Sexaje con cebadores P2-P8 de 6 muestras pertenecientes a 6 individuos diferentes de
Alectoris rufa. H: hembras. M: machos.

En la figura 20 se observa como en las 6 primeras muestras migradas
directamente a partir del producto de PCR no se dilucidan las dos bandas. En las 6

siguientes, que si estan digeridas con Haelll, se ven dos bandas en el caso de las
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hembras y una banda en los machos. La tercera banda esperada segun el trabajo
de Griffiths et al. (1998) tendria unas 43pb y tendria que verse cerca del frente de
migracion, en la parte baja de la imagen. Como puede comprobarse, no aparece ni
rastro del fragmento, salvo una pequefia mancha difuminada, debida seguramente
a un exceso de cebadores. El individuo sexado en la calle 2 no ha amplificado y
por ello se ve vacio.

Esta metodologia PCR-RFLP tiene la limitacion de la necesidad de una
secuencia especifica para que el corte con la enzima de restriccion ocurra, ya que,
cuando ésta ha mutado y no ocurre tal reconocimiento, dificulta la diferenciacién

sexual (Bermudez-Humaran et al. 2002).

VI1.3 Estudios poblacionales.

Mediante la aplicacion de los 2 sistemas de marcadores microsatélites p58 y
m27, se han obtenido los resultados que se indican en la tabla IX. Se refieren a las
poblaciones de perdices rojas estudiadas: poblacién silvestre (27 individuos) y la

poblacion en cautividad (22 individuos).

Frecuencias alélicas

Poblacion silvestre

Locus p58 Locus m27
Alelo | N° | Het. | Hom. | Frec. Frec-n. Alelo | N° | Het. | Hom. | Frec. Frec-n.
104 2 2 0 0.0370 | 0.0374 338 1 1 0 0.0200 | 0.0202
110 0 0.0741 | 0.0762 340 25 | 13 6 0.5000 | 0.5092
112 3 3 0 0.0556 | 0.0566 342 1 1 0 0.0200 | 0.0202
114 12 | 12 0 0.2222 | 0.2516 344 8 |8 0 0.1600 | 0.1752
116 21 | 17 2 0.3889 | 0.4491 346 2 |2 0 0.0400 | 0.0408
118 6 6 0 0.1111 | 0.1168 352 4 |4 0 0.0800 | 0.0834
120 4 |4 0 0.0741 | 0.0762 354 2 |2 0 0.0400 | 0.0408
122 1 1 0 0.0185 | 0.0185 356 3 |3 0 0.0600 | 0.0618
124 1 1 0 0.0185 | 0.0185 358 1 1 0 0.0200 | 0.0202
360 3 |3 0 0.0600 | 0.0618

Tabla 1X: Pesultados obtenidos en la poblacion silvestre para los dos loci estudiados: locus p58 y
m27. N° n° de veces que esta representado el alelo. Het: n°® de heterocigotos. Hom: n° de
homocigotos. Frec: frecuencia génica. Frec-n: frecuencia génica teniendo en cuenta los alelos
nulos.
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Como se indica en dicha tabla, para el locus p58 se han obtenidos 9 alelos
diferentes. La frecuencia génica mas elevada corresponde al alelo 116 (0.3889), y
la menor corresponde a los alelos 122 y 124 con un valor de 0.0185. A pesar de
estas frecuencias génicas bajas, tal y como indican Joyce y Tavare (1995), la
consideracion de alelo raro se hace dependiendo del tamafio de la poblacion. Se
considerarian alelos raros si aparecieran 2 veces 0 menos en una poblacion de 100
individuos (0.01 de frecuencia en el total de alelos). Hay que destacar el hecho que
de los 27 animales estudiados en esta poblacién, tan solo 2 de ellos resultaron
homocigoticos.

Para el locus m27 se han obtenido 10 alelos diferentes. La frecuencia
génica mas elevada corresponde al alelo 340 (0.5000), frente a los alelos 338, 342,
358 que presentan las frecuencias mas bajas. En este locus se han obtenido 6

individuos homocigotos, todos ellos para el alelo 340.

Para la poblacion en cautividad los resultados se indican en la tabla X.

Poblacién en cautividad

Locus p58 Locus m27

Alelo | N° Het. | Hom. | Frec. Frec-n. | Alelo | N° Het. | Hom. | Frec. Frec-n.
108 |2 2 0 0.0455 | 0.0433 | 340 |18 10 4 0.4286 | 0.4226
112 |1 1 0 0.0227 | 0.0214 | 344 |5 3 1 0.1190 | 0.1003
114 |21 5 8 0.4773 | 0.3293 | 346 |2 2 0 0.0476 | 0.0488
116 14 4 5 0.3182 | 0.2132 | 348 1 1 0 0.0238 | 0.0241
118 1 1 0 0.0227 | 0.0214 | 352 11 9 1 0.2619 | 0.2762
120 |3 3 0 0.0682 | 0.0656 | 354 |1 1 0 0.0238 | 0.0241
124 |2 2 0 0.0455 | 0.0433 | 356 |4 4 0 0.0952 | 0.1003

Tabla X: Resultados obtenidos en la poblacién en cautividad para los dos loci estudiados: locus p58
y m27. N° n° de veces que esta representado el alelo. Het: n°® de heterocigotos. Hom: n° de
homocigotos. Frec: frecuencia génica. Frec-n: frecuencia génica teniendo en cuenta los alelos
nulos.

Se obtuvieron resultados de 22 individuos para el locus p58 en esta
poblacién, de los que 9 resultaron heterocigotos y 13 homocigotos. Como se
observa en la tabla X, para el locus p58 se han obtenido 7 alelos diferentes. La
secuencia mayor corresponde al alelo 114 (0.4773), y la menor corresponde a los

alelos 122 y 118, con una frecuencia de 0.0227.
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En cuanto al locus m27 se han obtenido resultados de 21 individuos. De
ellos 15 fueron heterocigotos y 6 homocigotos. EI nimero de alelos encontrados
para esta poblacion fue de 7, correspondiendo la mayor frecuencia génica al alelo
340 (0.4286). Este mismo alelo también aparece con la mayor frecuencia en la
poblacién silvestre. La menor frecuencia corresponde a los alelos 348 y 354, con
una frecuencia de 0.0238.

Heterocigosidades y PIC.

Respecto a los valores de heterocigosidades y de PIC los resultados

obtenidos se muestran en la tabla XI.

Locus p58 Locus m27

He Ho PIC He Ho PIC
Silvestre 0.7855 0.9259 0.7440 0.7208 0.7600 0.6834
Cautividad 0.6765 0.4091 0.6085 0.7387 0.7143 0.6820

Tabla XI: Resultados obtenidos para las heterocigosidades esperadas (He), observadas (Ho), y PIC
en las dos poblaciones, y para los dos loci analizados.

Como se observa en la tabla, para la poblacion silvestre la heterocigosidad
observada ha resultado mayor que la esperada para los dos loci, lo que indica una
importante variabilidad genética existente en la poblacién. Teniendo en cuenta que
el valor de PIC ha sido elevado en ambos loci, y de una manera especial para el
locus p58 (0.7440), se revela como un marcador interesante para los estudios de
variabilidad genética en perdices.

Con relacion a la poblacion en cautividad los resultados han sido diferentes
a los de la poblacion silvestre, puesto que, este caso, la heterocigosidad observada
ha sido siempre menor a la esperada. Por otra parte, los valores de PIC para cada
uno de los marcadores han revelado que el marcador con un mayor contenido de

informacion polimaorfica ha sido el microsatélite m27 (0.6820).

Estadisticos F y distancias génicas

Para el estudio del coeficiente de consanguinidad y de distancias genéticas
entre las poblaciones, se han utilizado los F-estadisticos de Wright (Weir and

Cockerham, 1984): Fis, Fit, Fst . Estos resultados se indican en la tabla XII.
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Fis Fit Fst

Silvestre -0.12188 (-0.22853 - -0.06258) 0.04615 0.02399

Cautividad | 0.21011 (0.02138 - 0.36380) (-0.00373 -0.09410) | (0.01041 - 0.03704)

Tabla XII: Resultados obtenidos en la poblacién silvestre y cautiva para los estadisticos de Wright.

Como se indica en esta tabla, en la poblacion silvestre el valor obtenido para
Fis es de -0.12188, lo que indica que no hay consanguinidad en esta poblacion,
puesto que como ya se indicd en el apartado de introduccion, el estadistico Fis
mide la correlacion que existe entre los genes de los individuos de una poblacion.
El hecho de que sea un valor negativo, indicaria que no habria genes compartidos
y, por tanto, no hay consanguinidad. La situacibn genética de esta poblacion
silvestre es de una amplia variabilidad y no habria individuos emparentados entre
ellos. En cambio el valor de Fis es positivo para la poblacion en cautividad, aunque
bajo (0.21), lo que no es preocupante. Si seria necesario un control genético cada
cierto tiempo para controlar que este valor no aumente debido a la endogamia
local.

Respecto a Fit, estima la correlacion entre los genes en el total de individuos
analizados, poniendo en evidencia la consanguinidad media estimada en el
conjunto de las dos poblaciones (0.04615), que sigue siendo un valor muy bajo,
aunqgue sea un valor positivo.

En cuanto a Fst, que estima la correlacion que existe entre los genes de los
individuos de una poblacion respecto a la otra (silvestres-cautivas), midiendo la
distancia genética entre ambas. A pesar de haberse obtenido un valor bajo
(0.02399), al ser positivo, estaria indicando una diferencia genética entre ambas
poblaciones, y no se estaria produciendo una fijacion de alelos.

En definitiva, la poblacion silvestre presenta una situacion genética muy
positiva, con un alto grado de heterocigosidad, una elevada variabilidad genética y
ausencia de consanguinidad. En cambio, la poblacion en cautividad presenta una
poblacién con una heterocigosidad baja, un nimero medio de alelos aceptables, y
una presencia de consanguinidad que, aunque no muy elevada, esta sefialando la
necesidad de un control genético para evitar los cruzamientos entre los individuos
emparentados.

Hay que sefalar que este aspecto es enormemente practico en el manejo de

una poblacion en cautividad, ya que los cruzamientos se pueden dirigir
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seleccionando para ello los individuos mas alejados genéticamente, eliminando asi
la consanguinidad en una sola generacion.

Segun las distancias genéticas de Nei (Nei, 1973), los resultados que se
acercan al 0 indican que los individuos son proximos genéticamente, hasta tal
punto que, si es exactamente 0, los individuos son genéticamente idénticos para
los loci estudiados. Al contrario, cuanto mas se aleje el resultado de 0, mayores
seran las distancias genéticas entre los individuos. En la poblacion silvestre puede
observarse como los individuos 5y 21, 8 y 12, 16 y 18 son idénticos en dotacion
alélica (tabla XIll). Las distancias en negativo no se tienen en cuenta al ser un
artefacto matematico. En la figura 21 puede verse la representacion en una grafica

bidimensional y tridimensional de toda la poblacion silvestre.

77



Tesis Doctoral de Juan Antonio Ansén

ENEEEINEREAEEE

T e o] w3z | o3 =] e [27 [ [ 2 | 2 Tam iz e les [ 28| 22

[1 [o,000 693 [o,282 0,693 0,490 |o,296 [0,693 [0,490 0,693 b,22% [1,386 [0,490 [0,252

0,228

0,282 | 0,490 [0,490 | 0,490 | 1,386 [ 1,386 0,400 | 1,386 |0,693 [0,693 |0,693 1,040 (1,040

[2 [o,000 o000 [o,282 0,693 0,596 o206 [ 1,384 [0,490 0,693 693 [ 1,386 (0,490 [ 1,386

0,693

0,693 0,296 (0,490 |0,896 | 1,336 [0,693 |0,896 |0,693 | 1,386 |0,693 |0,693 |-1,000 L1,000

[3 [n,000 b,000 [o,000 0,693 0,450 0,296 (0,653 0,400 0,282 288 [ 1,334 [0.490 0,693

|0,693

0,285 {0,203 0,490 {0,203 |0,693 |0,693 [0,400 |0,603 (0,693 0,693 1,326 [ 1,040 |1,040

(4 [o,000 o,000 0,000 jo,000 [0,490 296 [ 1,326 0,203 j0,693 [o.693 [-1,000 {0,203 [ 1,386

0,288

0,693 0,490 (0,896 (0,490 |1,386 |-1,000 0,490 |1,386 |1,386 |1,386 |0,693 [1,040 [1,040

[5 (1,000 p,000 [1,0001,000 [0,000 b,405 [ 1,589 [0,182 (0,490 |p,490 [-1,000 [0,182 [ 1,589

[0,490

0,490 [0,405 [0,405 0,405 |1,589 |1,5890,000 0,296 |1,589 0,490 | 0,896 [1,242 [1,242

_|_m|_au8_u.vb_u_u 10,000 0,000 {1,000 11,000 [-1,000 {0,405 0,256 11,896 | 1,589 0,405 |.1,000 {0,896

0,896 | 1,099 (0,405 (1,099 |1,589 |-1,000{0,405 {0,203 |-1,000 |0,896 [0,896 [1,242 {1,000

[7 [o,000 o,000 [o,000 0,000 0,000 000 0,000 1,589 1,326 p.69% [ 1,386 {1,589 [0,693 (1326 0,693 [0:296 [1,589 [0,296 (1,386 [1,356 [1,520 [-1,000 [0,28% [0,693 [-1,000 1,040 [1,040
[8 (1,000 ft,000 1,000 [1,000 0,000 t,o00 0,000 [0,000 0,490 b.400 [1,006 0,000 1,589 (0,203 [0,400 [0,405 0,405 [0,405 [1,589 [-1,000 [0,122 (0,896 [1,589 [0,806 [0,400 [1,242 [1,242
[9 [o,000 o,000 [o,000 0,000 {1,000 o000 0,000 (1,000 [o,000 657 [1,000 (0,490 [ 1,386 (0,693 0,693 [0,203 [0,296 (0,203 [0,697 [1,356 [0,490 [0,693 [1,386 [1,3%6 [1,386 [1,040 [0,347
10 [n,000 b,000 [0,000 {0,000 {1,000 o000 {0,000 1,000 0,000 |p,000 (0,693 [0.490 (0,693 [0,693 0,282 [0,490 [0,490 {0,490 [ 1,386 [1,326 (0,490 [1,326 [0,693 (0,693 {1,326 [1,040 [1,040
11 [o,000 |o,a00 [n,000 jo,000 [o,000 000 {0,000 [o,000 jo,000 o000 0,000 [1.000{1,386 [1,000 1,386 1,001,589 [-1,000 [-1,000 [ 1,386 [1,000[1.3%6 [1.386 [1,386 [1,000 1,040 [1,000
12 {1,000 1,000 1,000 {1,000 [0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1000 (0,000 [o.000 1,589 0,203 0,490 (0,405 [o,405 0,905 [1,589 [-1,000 {0,182 [0,396 [1,589 [0.296 [0,490 [1.242 [1.242
_m_aba_u.vb_u_u 10,000,000 {0,000 11,000 {0,000 0,000 {0,000 10,000 {0,000 {0,000 0,000 (0,663 0,693 0,896 (1,589 0,996 0,603 | 1,386 | 1,589 |-1,000 {0,693 1,326 |1,386 1,040 |1,040
_ﬂ_abg 0,000 {0,000 0,000 {1,000 0,000.{0,000 {1,000 0,000 0,000 |0,000 {1,000 0,000 0,000 0,693 0,490 (0,896 0,490 [1,326 |-1,000 (0,490 |1,386 1,326 | 1,386 0,282 | 1,040 [1,040
(15 0,000 0,000 [o,000 0,000 1,000 o000 0,000 {1,000 0,000 b,000 (0,000 1,000 [0,000 (0,000 0,000 [0,490 0,490 0,490 1,386 (0,693 [0,490 [1.386 [0,28% [0,693 1,386 [1,040 (1,040
16 {1,000 0,000 {1,000 {1,000 {1,000 o000 0,000 [i1,000 (1,000 1,000 (0,000 {1,000 [0,000 {1,000 1,000 (0,000 _r%@@g%a |1,589 |0,405 [0,896 0,896 1,589 |1,589 0,549 |0,549
[17 1,000 |t,000 1,000 0,000 1,000 {000 [0,000 {1,000 0,000 {000 (0,000 {1,000 (o000 (0,000 (1,000 {0,000 fo.000 1,009 [1,000(1,580 [0,405 (0296 [1,589 0400 (0,296 [-1,000 [1,000
18 1,000 p,ooa [1,000 1,000 [1,000 000 {0,000 [1,000{1,000 fi.0oo 0,000 [1,000 [0,000 [1,000 [1,000 {0,000 jo,000 [0.000 [0.400 [1,529 (0,405 (0,296 [0,396 [ 1,529 [1,589 [0,549 [0 549
(19 |n,000 000 [0,000 0,000 0,000 [o,000 0,000 0,000 0,000 |b,000 (0,000 {0,000 0,000 [0,000 [o,000|1,000 0,000 1,000 (0,000 [ 1,326 [1,529 [0,693 [ 1,326 [-1,000|-1,000( 1,040 [1,000
_m_aba_u.vb_u_u {0,000 {0,000 0,000 10,000 {0,000 {0,000 {0,00019,000 | 0,000 {0,000 [0,000 {0,000 0,000 0,000 {0,000 {0,000 |0,000 {0,000 [1,589 [1,386 0,693 0,693 [-1,000 1,000 {1,000
_m_rgg 0,000 {1,000 1,000 {0,000 {1,000, {0,000 {0,000 1,000 1,000 0,000 {0,000 0,000 {1,000 |1,000|1,000 {1,000 {1,000 0,000 |0,000 {0,000 [0,896 |1,589 |0,490 0,296 | 1,242 [1,242
22 [0,000 bp,000 [0,000 0,000 {0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 p,000 (0,000 {0,000 0,000 (0,000 [0,000 [0,000 [0,000 {0,000 (0,000 (0,000 (0,000 [0,000 [-1,000 (1,324 [1,326 [1,040 [1,000
23 0,000 0,000 [o,000 0,000 fo,000 o000 0,000 fo,000 0,000,000 (0,000 (0,000 [0,000 (0,000 0,000 (0,000 f0,000 (0,000 (0,000 (0,000 [o,000 (0,000 (0,000 [0,69% [1,000 1,040 1,040
[24 0,000 o,000 [o,000 0,000 [1,000 0,000 [0,000 0,000 0,000 .00 (0,000 {0,000 (0,000 (0,000 0,000 {0,000 1,000 {0,000 [o,000 (0,000 [1,000 (o000 (o000 (o000 1,326 [1,000 F1,000
25 [0,000 o000 [0,000 [0,000 0,000 o,000 {0,000 1,000 [o,000 p,000 (0,000 {1,000 [0,000 (0,000 (0,000 0,000 0,000 (0,000 (0,000 (0,000 [0,000 [0,000 [0,000 [0,000 [0,000 1,000 [1,000
26 [n,000 000 [0,000 0,000 {0,000 [o,000 {0,000 0,000 |0,000 |o,000 0,000 {0,000 0,000 [0,000 [0,000 0,000 [0,000 {0,000 (0,000 (0,000 [0,000 (0,000 (0,000 (0,000 (0,000 (0,000 0,693
27 [0,000 |p,000 0,000 0,000 [0,000 j1,000 {0,000 0,000 0,000,000 0,000 {0,000 0,000 [0,000 [0,000 [0,000 [0,000 [0,000 (0,000 (0,000 {0,000 {0,000 0,000 [0,000 {0,000 [0,000 [0,000

Tabla XIlI: Distancias genéticas de Iso individuos de la poblacion salvaje.
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Figura 21: graficas 3D y 2D mostrando las distancias génicas entre los individuos de la poblacién
silvestre.

Para la poblacion en cautividad existen individuos para los que la distancia
también es 0O (tabla XIV) y, por tanto, compartiran el contenido alélico para los loci
p58 y m27. Estos son 1y 10, y 13 con 16 y con 20. En la figura 22 se representan
las distancias entre individuos en 2D y 3D. Gracias al conocimiento de los
individuos que estan genéticamente mas alejados, se pueden planificar
cruzamientos entre estos, para asi solucionar el problema de la endogamia en esta

poblacién en tan solo una generacion.
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Cautividad
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Figura 22: Gréaficas 3D y 2D mostrando las distancias génicas entre los individuos de la poblacién

en cautividad.
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En la figura 23 se muestran las dos poblaciones en una representacion
grafica 2D y 3D. Puede observarse como la poblacion salvaje contiene individuos
mas distribuidos en la grafica, lo que se traduce en una mayor distancia genética
entre ellos. Por el contrario, la distribucién de los individuos en cautividad es mas

agrupada, sefalando la posible endogamia que puede tener esta poblacion.
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Figura 23: graficas 3D y 2D mostrando las distancias génicas entre los individuos de las dos
poblaciones. Amarillo (claro): poblacion salvaje. Azul (oscuro): poblacion en cautividad.
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VI.4 Resultados de la genoteca.

Preparacion del ADN para clonar.

Como se indica en el apartado de métodos, hace falta preparar el ADN para
el paso de ligacién. El objetivo es degradar el genoma para asi obtener fragmentos
compatibles en tamafio con el plasmido vector. Se probaron tres métodos con los

resultados que se detallan a continuacion:

A) Método de pipeteo continuado . Como se puede observar en la figura 24, a
pesar de llegar a pipetear hasta 200 veces, con los sucesivos 200 pasos del ADN a
través de la obertura de la pipeta, la degradacién no parece significativa.

Figura 24: Comprobacion de la
degradacion del ADN mediante pipeteo.
Calle 1: marcador molecular Il Roche®.
Dilucion 1:10; Calle 2: 200 pipeteos. Calle 3:
50 pipeteos. Calle 4: sin degradar. Dilucién
1:1000; Calle 5: 200 pipeteos. Calle 6: 50
pipeteos. Calle 7: sin degradar. Calle 8:
muestra sin diluir. Tamafio aproximado de
las bandas, 10kb.

o

En la figura se observa como el método de pipeteo continuo no parece
ejercer degradacion alguna. Las tres primeras calles se ven con mas intensidad, ya
gue la muestra esta mas concentrada que en las tres siguientes. El grado de
dilucién parece no influir tampoco en la degradacion. En la calle que presenta la
muestra directamente migrada de la extraccion previa de ADN, se ve un pequefio
gradiente a partir de 10kb. A pesar de que el kit de extraccién indica que los
fragmentos de ADN extraidos tendran un tamafio comprendido entre 100pb-
50000pb (con una media de 30kb), los obtenidos han resultado tener una media de
10-20kb. Esto podria ser debido a que el filtro de silica-gel empleado no deje pasar
fragmentos pequefos (lo que contradice el manual del kit), o que la extraccién haya
resultado de tal calidad que no se encuentren fragmentos tan degradados.
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B) Método de congelacion/descongelacion. La segunda via empleada para
conseguir una degradacion mecanica fue mediante congelaciones seguidas de
descongelaciones. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 25. Con este
método tampoco se han obtenido los resultados esperados, ya que no se observo
degradacion aparente, ni con 5 series de congelacion-descongelacion, ni con 10.

s S e
EE "5"‘-_—'-3"4* |
- o =
i Figura 25: Degradacion de la muestra
23%b mediante congelacion-descongelacion. Calle
~ 1: marcador Il Roche. Calle 2: tras 10 series
A, de congelacién/descongelacion. Calle 3: tras
| R 5 series de congelacion-descongelacion.
-

& 2kb

¢Son el nimero de veces congelado/descongelado suficientes? Se piensa
que si (Sambrook and Russell, 2001), ya que la degradacion con una variacion de
temperatura de -20°C a 50°C deberia ser suficientemente lesiva para la doble
hebra de ADN, como para obtener algo de degradacion del genoma. La no
degradacion podria deberse también a la composicién del buffer de extraccién
(bajo en sales), que crearia un ambiente estabilizador de las hebras de ADN.

C) Restriccion enzimatica. Tras no obtener resultados aparentes mediante
degradacion mecéanica, se optd por utilizar el método de digestiones parciales
usando la enzima de restriccion Alul. El problema que acarrea esta técnica es el
sesgo gue pueda introducir la enzima al cortar solo en unos puntos determinados
por su sitio de reconocimiento.

La concentracion Optima de enzima para obtener el maximo de fragmentos
entre 0,5-4Kb resulté 0,016U (0,032U/ug ADN), o también 0,008U (0,016U/ug
ADN) (fig.26).
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Figura 26: Restricciones parciales con
Alul. Calle 1: marcador Il de Roche®.
Calles 2-9: digestién del ADN de
menor a mayor concentracion
enzimética. Calle10: control (-) sin
digerir.

43kb &

1.2 34, -5 aian s ol
2o B

10

7 001607 Control
MO U 02514, 0.0650
0.125U 0.031U 0.008L7

Para extraer el ADN con los tamafios buscados a partir del gel se empled el
kit Montage™ DNA Gel Extraction. Tras tratar de extraerlo varias veces y
comprobar con un aparato nanodrop que no se obtenia casi cantidad de ADN, ni
era de calidad, se desech¢ la idea de obtenerlo de esta manera.

Se hizo, por tanto, una digestion a gran escala, usando la concentracion de
enzima calculado para obtener fragmentos de 0,5 a 4kb (fig.27). Todos estos
fragmentos tienen la caracteristica de ser solapantes, asegurando asi que todas las

secuencias puedan estar representadas.

1 2
*f‘--“ . y
' Figura 27: Comprobacion de
& & s | digestion a gran escala Calle 1:
5". marcador Il de Roche®.Calle 2:
axh 4 Digestion a gran escala con una

concentracion enzimatica de
0,032U/ug de ADN.

S6dpb

Este ADN asi obtenido se utiliz6 directamente para las reacciones

posteriores de ligacién y transformacion, ya que estas se pueden llevar a cabo con
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la enzima empleada en la restriccion Alul inactivada por calor (no influyendo en el

proceso, Milhardt and Beese, 2007).

Medida de la eficiencia de transformacion.

Para comprobar que se habian obtenido colonias en la genoteca, se
sembraron 50ul en una placa de Petri, obteniéndose 533 colonias. Conociendo que
la cantidad de ADN utilizada inicialmente en la reaccién de ligacién es de 500 ng,

se calcul6 la eficiencia de transformacion

533 colonias/placa
0,0025 ug ADN/placa

=213.200 transformados/ ygADN

Y el n° de colonias que forman la genoteca
533colonias x 1000ul x 10Vt del producto de reaccién = 106.600 colonias
50ul

Comprobacion:
213.200 Transformados x 0,5ug ADN = 106.600 colonias transformadas
1pg ADN

Teniendo en cuenta que el tamafio medio de los insertos obtenidos ha sido
aproximadamente 1,5kb, y que el genoma de perdiz es de 1,2 10° bp (Kasai et al.
2003), segun la formula de Clarke y Carbon (1976), la estimacién del nUmero de
colonias con una posibilidad del 99% de contener todo el genoma, es de 3.684.136
colonias; y al 95% es de 2.396.585 colonias. Estas cifras se sitian muy por encima
de las 106.600 colonias obtenidas. Esto significa que, dificilmente, estara
representado en su totalidad el genoma de Alectoris rufa.

La probabilidad de tener representada la totalidad del genoma de perdiz roja
en el conjunto de clones obtenidos es del 12%. Esta cifra representa una
probabilidad muy baja de poseer el genoma representado en toda su extension. Se

barajan 4 hipétesis para explicar esta baja eficiencia:

86



RESULTADOS Y DISCUSION

a. Puede deberse al empleo de una cepa de E.Cloni 10G quimiocompetente. El Kit
recomienda el empleo de la misma cepa bacteriana, aunque con capacidad
electrocompetente (2x10'°cfu/ug pUC19 ADN) para maximizar el nimero de
transformantes.

b. Los restos de la reaccién de restriccion, a pesar de que la bibliografia
consultada (Milhardt and Beese, 2007) indica que no ocurre ninguan tipo de
interferencia, podrian haber interaccionado en la reaccion de ligacion y en la
posterior de transformacion.

c. La ligacion podria no haberse desarrollado en las condiciones Optimas. A pesar
de que el protocolo del kit indica que la ligacion debe desarrollarse a
temperatura ambiente de 30min a 2h, otras citas parecen orientarse (en el caso
de fragmentos romos) a realizarla en ambientes a 4°C, y dejando actuar la
enzima toda la noche (Mulhardt and Beese, 2007).

d. Siempre en toda manipulacion existen variables que no se pueden medir, como

la habilidad del investigador, el material empleado, etc.

Controles

Controles de ligacion:

1) Control positivo. Tras realizar el control positivo se obtuvo un crecimiento

medio de 5 colonias por placa, siendo 1 colonia el nimero minimo esperado
para encontrar resultado positivo. De acuerdo con las tablas de equivalencia
se estima que la genoteca posee un 99,9% de clones portadores del
plasmido recombinante.

2) Control negativo. Todos los controles que se esperaba no dieran crecimiento

se han obtenido negativos. Esto indica que la resistencia al antibidtico sélo
es conferida si son portadoras del plasmido pSMART.

3) Control sin _inserto (background del vector): No se obtuvo crecimiento

ninguno, lo que indica que no existe autoligacion del plasmido. Este dato es
indicativo de que no se hace necesario el empleo de una busqueda de las

colonias con inserto, ya que todas lo tendran.
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4) Control de transformaciéon. Al sembrar 2ul por placa se obtuvieron 3

colonias, cifra que estaria dentro de los limites de un buen rendimiento
esperado tratdndose de bacterias quimiocompetentes. Sin embargo, al
sembrar 100ul/placa crecieron 65 colonias, o que extrapolando a sembrar
2ul, daria 1,3 colonias, cifra que ya no seria suficiente para considerar una
eficiencia de transformacion teérica =1.10° cfu/ul de plasmido, prevista por la

casa comercial.

Amplificacion directa desde colonia.

Tras realizar un gran numero de amplificaciones por PCR de los insertos de
las colonias transformadas, mediante el uso de la punta de pipeta para recoger las
colonias, la técnica ha resultado ser igual o incluso mas efectiva que amplificando

el ADN tras una miniprep.

37 |
. u
: - " g 4
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.

Figura 28: Calle 1: marcador Il Roche®. Calles 2 y 3: amplificacion con el método de la
punta. Calles 5, 6 y 7: controles negativos. Calles 8,9 y 10: amplificacién tras miniprep. Calles 11 y
12: amplificacién a partir de medio LB liquido. Calle 13: Control.

En la figura 28 se observa como las calles 2 y 3 han amplificado el inserto
perfectamente, usando directamente como fuente de ADN la colonia recogida con
una punta. Los insertos de las mismas colonias amplificados tras una miniprep se
muestran en las calles 8,9 y 10, pudiendo visualizarse una triple banda, que

corresponde a las 3 formas que adopta el plasmido (mellado con una muesca en

88



RESULTADOS Y DISCUSION

una hebra, linearizado y superenrollado). Este resultado demuestra que las dos
técnicas funcionan bien. De hecho, la eleccion de la técnica de amplificacion
directa con punta resulta mas recomendable por su rapidez y su menor coste
econdmico.

Las calles 11 y 12 son de nuevo las mismas colonias de las calles 2y 3,y 8
y 9 respectivamente, pero procedentes de medio LB liquido. Esto demuestra que
una amplificacion de colonias crecidas en medio liquido funciona igual de bien que
a partir de medio solido.

Las calles 5 y 6 son controles negativos en los que se emplearon colonias
sin transformar y, por tanto, sin inserto que amplificar. La calle 7 es un control
negativo que solo contiene el mix de reaccion de PCR.

A la hora de secuenciar las muestras, el método con el que se han

amplificado los insertos no parece influir en la calidad de lectura.

Secuenciacion al azar.

En la figura 29 se muestra un ejemplo de los tamafios de insertos

obtenidos amplificando el ADN de colonias recogidas al azar.

23Kb

6.5Kb
43Kb
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Figura 29: Imagen correspondiente a un gel de agarosa mostrando los distintos tamafios de
inserto observados en 11 clones elegidos al azar. Calle 1: marcador molecular || Roche®. Calles 2-
12. Insertos de las colonias amplificados por PCR. Calle 13: Control (-). Solo lleva el mix de reaccién
sin el ADN. Calle 14: Marcador molecular XIV Roche®.
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Se estudiaron secuencias de los insertos para 20 colonias tomadas al azar.
Las colonias elegidas fueron aquellas que tras la amplificacion del inserto por PCR
tenian un tamafo apropiado para secuenciarla, entre 0,5 y 1,5 Kb. Las colonias
seleccionadas para su estudio en el caso de la figura 29, fueron las de las calles 3,
6,7,10y 11.

A pesar de que la bibliografia consultada advierte de la baja frecuencia de
microsatélites en aves (Brandstrom and Ellegren, 2008; Primmer et al., 1997), se
obtuvieron 2 posibles microsatélites (Ansén et al. 2009b), cuya secuencia se

muestra en la tabla XV.

A) Una repeticion de 5pb (GTTTT)4x.
B) Una repeticidon de 2 bp (AG)8x.

Secuencia del clon con repeticiones (GTTTT)4x:

CGGAAGAGATCTGTTTGAAGATGACTTTGGTCATTTIGTTTTGTTTTGTTTTCCATTTGCAAAG
TTGCTAAATCTGTTAGTTAGAATGGGTAACATCAGCCTGAGATGTGTCAGCTTAGCCAAAAG
TCAGTGTGTTGAATTCTGCCTTGTTTTTGCTCTCTGACAAGGTGGCTGCATCAGAAATCCTA
CCCTTG TGGTGAAGGCTTGGAGGTCAAAAAATGCCTATTGTTAGGCTTGCATGCACCTAGA
GT

Secuencia del clon con repeticiones (AG)8x:

ACAGTGCTGAGATAGGTGTGCGTTCAATGTAGGAACTTGACCAAATAAAGAGAGAGAGAGA
GAGCAGGGAATGACTCAATAGTACCCAGTGATAAGAGAGGAAATCTAATAGACTTAA ATATC
CTTAGAAGAGAGCTGTCAGATTTGATGACAGCCTCTTTCACGGCACTGATA GAGTAGAAGAT
GCTTCAGTGAGATACCAGTACAGCTGCTGGTCCAC

Tabla XV: Secuencias de los microsatélites encontrados en la secuenciacion al azar de los insertos
de las colonias. Resaltados en gris los cebadores usados, en subrayado el motivo repetido, y en
negrita, la secuencia con similitud al genoma de pollo.

Como puede comprobarse, el nucleo de repeticion es puro o perfecto, ya
gue son repeticiones en tandem el primero de 2 y el segundo de 4 nucleétidos. La
longitud de las secuencias amplificadas es de aproximadamente 265pb para
(GTTTT)n, y de 222pb para (AG)n.

El siguiente paso consistio en comprobar en otros individuos del género
Alectoris que, efectivamente, se trataba de microsatélites con variabilidad intra e
interespecifica. La comprobacién se hizo con muestras del banco de ADN del
Laboratorio, en el que existen perdices de distintos géneros y partes del mundo,
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fruto de décadas de investigacion en el campo de las aves. Se analizaron

individuos de Alectoris rufa (19), chukar (6), graeca (6) y barbara (3), con un total

de 34 animales estudiados, de 12 poblaciones diferentes (tabla XVI).

N° individuos + especie | Procedencia Habitat Alelos GTTTT | Alelos AG
3 Alectoris rufa Granja Cataluia Cautividad | (GTTTT)4x (AG)8x

3 Alectoris rufa Castilla la Mancha | Silvestre (GTTTT)4x (AG)8x

3 Alectoris rufa Burgos Cautividad | (GTTTT)4x (AG)8x

1 Alectoris rufa Jaén Silvestre (GTTTT)4x (AG)8x

2 Alectoris rufa Mallorca Silvestre (GTTTT)4x (AG)8x

3 Alectoris rufa Cerdeiia Silvestre (GTTTT)4x (AG)8x

3 Alectoris chukar Chipre Silvestre (GTTTT)4x (AG)7x

4 Alectoris rufa Zaragoza Silvestre (GTTTT)4x (AG)8x

3 Alectoris graeca Grecia Silvestre (GTTTT)4x (AG)8x

3 Alectoris barbara Cerdeiia Silvestre (GTTTT)4x (AG)7x

3 Alectoris chukar Grecia Cautividad | (GTTTT)4x (AG)6X, 7X, 8X.
3 Alectoris graeca Grecia (kavala) Silvestre (GTTTT)4x (AG)7x, 8X.

Tabla XVI: Se muestran las distintas especies y origenes de las perdices utilizadas para comprobar
la validez de los microsatélites obtenidos en el andlisis de colonias al azar.

Tras el estudio en distintos animales se comprobé que el posible
microsatélite (GTTTT)n no presentaba variabilidad en ninguno de los casos.
Comparando la secuencia encontrada con el genoma de pollo en BLAST, se
obtiene una similitud de 91% con el gen de la prolactina, situdndose en una zona
exobnica codificante. Por tanto, es de suponer que no existan variantes alélicas para
esta repeticion, al estar sometida a una presion evolutiva.

En el caso de (AG)n se observaron repeticiones x6, X7 y x8 veces, por lo
que se constata la existencia de diferentes alelos, como se indica en la tabla XVI.
La particularidad de este microsatélite reside en que todas las poblaciones de
Alectoris rufa poseen (AG) repetido 8 veces, por lo que seria una caracteristica que
serviria para excluir posibles hibridos con un nimero de repeticiones distinta. Al
comparar esta secuencia en BLAST respecto al genoma de Gallus gallus, se
obtiene que a partir de la base n°69 (resaltado en negrita en la tabla XV) justo al
acabarse el microsatélite, se produce un 92% de identidad de la secuencia
respecto a una proteina similar a la fosfatasa 2C epsilon. Esto nos indica que el
microsatélite estaria situado en un intron y, por lo tanto, no tendria efectos en la
funcion de la proteina.

Tal y como indica la bibliografia (Primmer et al. 1997), el microsatélite (AG)n
corresponde a uno de los mayoritarios en aves. Si tenemos en cuenta que el

namero de repeticiones esta directamente relacionado con las posibles variantes
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alélicas que existan (Brandstrom and Ellegren, 2008), el microsatélite encontrado

tendra aproximadamente un 40% de posibilidades de ser polimérfico.

Blusqueda de microsatélites mediante metodologia PCR

Se analizaron un total de 20 colonias. Aquellas para las que se obtuvieron
amplificaciones acordes con lo que deberia obtenerse en el caso de contener un

posible microsatélite (fig.30), se secuenciaron.
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Figura 30: Se muestran dos geles (A y B) para dos colonias positivas diferentes. Calles 1: marcador
XIV Roche® Calles 2-6: combinaciones de cebadores.

Puede observarse como las bandas complementarias SL1/(AC)1, Yy
SR2/(TG)12, al ser sumadas, dan el mismo tamafo que el inserto del plasmido para
esa colonia (SL1-SL2) usado como control (+). Con un resultado asi, nos
encontrariamos ante un posible microsatélite. Se obtuvieron 6 colonias que por su
migracion podrian contener microsatélites. Se secuencié su inserto y todas ellas
dieron como resultado falsos positivos. Esto se debié a que la secuencia donde se
hibrida el plasmido (AC);2 o (TG);2 posee una alta concentracion de bases

similares, tal y como se puede ver en la figura 31.
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Figura 31: Secuencia de una de las colonias analizadas.

Estos falsos positivos se compararon en la bases de datos con especies
emparentadas a Alectoris rufa, resultando ubicarse en secuencias codificantes
(fig.32).

>r-ref|NH 001471435,1 | Ggall WGALGS 2 [J Gallus gallus chromosome 11 genonic contig, ref

{based on Fallus_gallus-z.1)
Length=9575615

Features in this part of subject sequence:
W domain-containing oxidoreductase

Soore = 817 bits (442), Expect = 0.0

Identities = 4657481 (98%), Gaps = 074581 [(0%)

jtrand=Plus/Plus

Juery 1 CTCATCCTGTGT T TAAT GALACAGARATGAACATCATATTGCCCTTGTTITICTGTCAGAT 60

RN N N N RN RN RN
Fbict 6620604 CTCATCCTGTGTTTAATGAAACAGAAATGAACATCATATTGCCCTTGTTTTCTETCAGAT 6020663

Muery 61 TTTCCAGGTCTCCATGAGGCTTAT TAATCTTTGGGTHTAATGRALAATGTGTTGCTACGT 120
R N RN R NN RN
Fhict 6620664 TTTCCAGGTCTCCATGAGGCTTATTAATCTTTGGGTGTAATGCAAMATGTGTTGCTATGT BE20723

Query 1zl TACARLCTACAGCAGCCTTTGCGCTCARAAGATT FAAGGCATTATTAGTCTTTETCTTAT L&D

PR ERE L e e EL L e e e e el
Fhict 6620724 TACARACTACAGCAGCCTTTGTGCTCARAAGATTGAAGGCATTATTAGTCTTTETCTIAT 6620783

Query 181 TTACATACTGTETTTGEET GOGTGE CAGAGCTGCACTTAGAGCACAGTGGAGAGTGE 240

RN N N N N N N N N R AR RN
Fbict 6620754 TTACATACT CFACCAGAGCTGCACTTAGAGCACAGTGFAGAGTGL 6620843

Juery 241 ACCTAGALAATGTTTETGEATTTETCALGTCAGTTCTAATGCGTHHEACCAGATGGCTGE 300
Shict 6620944 ADLTAGAMASTETTTCTOGATTTCTORAGTETETICTAATSCTORECECACKTORTSE 6620903
Query 301 ATGETAGGTCACTGCAGC CTGCAGTAACCATCAGAGATTCRAGALACTGACGGCACACGS 360
Shict 6620904 ATCOTACSTLALTGLACCTOLALTAMCGATCARAGATTECARAAACTEALABIACALSS 6620963
Tuery 361 TCCAGGCTTTGGARATTTTCTGT TG FAALLL TGO TARATAGRAGGACTTGCTTCATGAC 420
Shict 6620964 TLCAGACTTTOGARATTTTCTOTTOCCAMAAATECTAMTARTACGACTIOLTCOATOAL 6621023
uery 421 CTTATTTTAGTGCACCCCARL AL TETGTGATTCTGCATTTCTTAACTCTTGARATTAGCT 450
Shict 6621024 CTTATTTTAATSCACCLCAMAAATETOTGATTCCOEATTTETTAALTCTTCAMITAGET 6621033
Query 481 ? 4581

Ghict 6621084 C 6621084

Figura 32: Comparativa de las secuencias obtenidas con el genoma de pollo. Se obtiene una
similitud del 98% con una proteina oxidoreductasa. La zona sefialada puede ser una regién en la
que el cebador haya hibridado incorrectamente.

Algunos de los posibles fallos para la aplicacién de este método son (fig.33):

1) Que el cebador se una a lo largo de la secuencia en diferentes posiciones,

cuando se trate de un microsatélite largo. Esto se visualizard como un
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gradiente difuminado, en el que las bandas se diferencian de dos en dos
pares de bases (por ser el microsatélite la repeticiéon de un dimero).

2) También en el caso de haber un microsatélite largo; si el cebador se une
dejando su extremo 3° libre se dara la amplificacion del fragmento, pero, en
cambio, si el extremo 3" se queda suelto sin hibridar con su complementario,
la amplificacion no tendra lugar. De esta manera se produce un falso
negativo, existiendo microsatélite, pero no visualizandose.

3) Si el microsatélite estd muy pegado a uno de los extremos del inserto, el
fragmento amplificado sera de muy pocas pares de bases y no se apreciara
en un gel de agarosa. Se obtendra otro falso negativo.

@ PRIVIER.

Figura 33: Esquema de los posibles errores que se dan al usar cebadores con motivos repetidos.

Otro problema detectado al emplear esta metodologia es que, al emplear
como fuente de ADN tanto stocks preparados con NaOH como preparados a partir
de una reaccién PCR (ver apartado “preparacion de un stock de ADN” de Material
y Métodos), la cantidad de ADN puede ser tal que se visualice siempre la banda del
inserto en todas las combinaciones de cebadores (fig.34). Se ha llegado a detectar
sefal en el gel a partir de ADN procedente de una PCR anterior, aun habiendo sido
diluido 1:1000. Esto se soluciona afiadiendo el ADN a los mix de PCR lo

suficientemente disuelto para que no emita sefial por si. Hay que tener en cuenta
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qgue la cantidad minima de ADN que puede detectarse mediante fotografia de los
geles tefiidos con bromuro de etidio es de aproximadamente 2ng con una banda de
0,5cm de ancho (Sambrook et al. 1989).

Figura 34: imagen en la que se

muestra se muestra como en todas

2 5Kl
t. H : las calles aparece la banda de 2kb
. - del inserto. Esta procede del ADN
b empleado en el mix de reaccién, que

i no es necesario que amplifique para

gue se visualice por su

fag
|

concentracion.

0.5 i

c— a4

S5L1-TG
S5L1-5R2

SL1-AC
BR2-TG
SR2Z-AC

Aungue tedricamente el disefio parece idoéneo para la basqueda de un tipo
de microsatélite, en la practica ha resultado no ser el mas adecuado. Primero,
porque va demasiado dirigida hacia un tipo de microsatélite marcado por la
eleccion de los cebadores. Segundo, porque resulta muy laborioso, pues se trata
de 5 reacciones independientes y, a veces, puede resultar dificil encontrar unas
condiciones genéricas para todas ellas. Y tercero, se ha comprobado que es
relativamente facil obtener falsos positivos si la optimizacién no es buena. Como
aspecto positivo, se trata de una técnica que, aplicando bien el método de la PCR,
puede ser recomendable para laboratorios que no posean grandes recursos

materiales y econdmicos.
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Hibridacion.

Al comprobar si existia hibridacion entre los cebadores disefiados y el
genoma de E.Coli, aparecieron repeticiones en tandem (AC)s y (AG)s. Como las
sondas que hemos preparado son 13 repeticiones en tandem (26bp), aunque la
temperatura de anillamiento no sea muy restrictiva (45°C), en principio no tienen
por qué producir falsos positivos. El que pudieran ocurrir estas hibridaciones, se
comprobd con la observacion del control C. De esta manera, de visualizarse
fluorescencia, indicaria que se ha producido hibridacion con el genoma bacteriano
y, por lo tanto, no seria valido el experimento. Como no se observé fluorescencia,
se pudo dar validez al experimento.

La aparicion de artefactos en la membrana no fue muy numerosa. Algunos
puntos aislados emitian una especial intensidad luminica, muy significativa para
considerarlos como artefactos (fig.35).

Se encontraron 7 posibles colonias portadoras de microsatélites (como se
comprobara posteriormente no todas ellas son microsatélites verdaderos) de tipo
(AC)n caracterizadas por su emision de luz roja (fig.35), en un total de 654 colonias

analizadas. Esto haria un porcentaje de 1,07% de colonias en la genoteca con

repeticiones AC.

Figura 35: Fotografias 1 y 2) Imagenes tomadas desde el microscopio de fluorescencia para dos
colonias positivas (AC)n con filtro especifico para emision en rojo. 3) Artefacto tipo producido para
sonda Texas Red. 4) Control sonda Fluoresceina. 5) Control sonda TexasRed. 6) Control (+). Las
imagenes se tomaron haciendo uso de los filtros adecuados para resaltar cada color en particular.
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Al no encontrar hibridaciones con (AG)3, podria deberse a la no existencia
de repeticiones de este tipo, o que su longitud es demasiado pequefa para hibridar
con la sonda para las colonias estudiadas. Se repitieron todos los pasos de
hibridacion partiendo de las mismas membranas, aprovechando asi que ya se
tenfan las colonias fijadas. La Unica variacién fue que se utilizé una T a distinta en
los pasos de prehibridacion y de hibridacion propiamente dicha (33°C en lugar de
45°C). Se us6 como control positivo una nueva membrana con material de PCR de
A.rufa que contenia el microsatélite (AG)gx obtenido en el punto “Secuenciacion al
azar’. No se consiguié hibridacion con este control, ni tampoco se obtuvieron
colonias marcadas de verde en membrana alguna. Las posibles explicaciones a

gue no haya funcionado la hibridacién con esta sonda son:

1.- Que 33°C siga siendo una temperatura restrictiva para la hibridacion. La
sonda (AG)i3 tiene una Tm=60,4°C estimada por la casa comercial. Si a esto le
aplicamos que en este tipo de experimentos suele usarse 10-15°C por debajo de
Tm, siendo maxima la hibridaciéon a 25°C menor a la Tm (Mudlhardt and Beese,
2007), la temperatura Optima seria de 35°C. Como nosotros la hemos puesto a
33°C, esta variable no deberia plantear problemas.

2.- El detalle que si podria ser relevante es el haber utlizado unas
membranas que ya habian sido expuestas a los procesos de hibridacion. EI ADN
de las colonias fijado en la membrana podria estar degradado. No obstante, el
control empleado de material PCR con la secuencia (AG)gx tampoco ha dado sefial
verde alguna, y la membrana en la que trabajo era nueva.

3.- Que la repeticion (AG)sx es corta para hibridar con la sonda (Kricka,
1992). Esta idea es muy remota, ya que estamos hablando de hibridar una sonda
de 26 bases con un ADN de 16 bases fijo en la membrana, y se considera
suficiente la longitud para que se produzca sefial.

4.- Que el flourocromo sea muy grande e interfiera en la union (Kricka,
1992).

Para obtener microsatélites del tipo (AG) la solucion que se plantea seria la
repeticion de todo el proceso desde el principio, usando membranas nuevas y
colonias distintas a las anteriores (es posible que no se haya obtenido ninguna

colonia verde porque efectivamente no exista ninguna entre las colonias
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exploradas). La temperatura de hibridacion habria que reducirla hasta 25°C, y para
conservar la especificidad se usaria 50% v/v de formamida en la solucién de
hibridacion. Empleando aun mas cebadores que la cantidad usada, ya en exceso,

también podria ayudar a que se produjera la hibridacion.

Se secuenciaron las 7 colonias obtenidas con fluorescencia roja, obteniéndose:
» 2 portadoras de microsatélite (AC)n.
* Unaresulté ser la misma que una de las que contenian microsatélite, lo que
significa que estaba duplicada.
* Una no se pudo secuenciar tras diversos intentos.

» 3 falsos positivos, con secuencias ricas en Ay C.

De esta manera, si reconsideramos los resultados al haber obtenido falsos
positivos (y sin tener en cuenta posibles falsos negativos), el porcentaje de
microsatélites de tipo (AC)n fue del 0,3%, y no del 1,07%.

La secuencia de las colonias portadoras de los insertos con microsatélite fueron

las siguientes (tabla XVII):

Microsatélite de la colonia n°14.

TTATTATTCCATTTCTGTTTCTGCCATTTACCTCCTCAACTGTAATACGTC CATGCAAACAGC
ATGGTGTGCCTGAAATATCAAGGAGAAACCAAACTGCTTTCTCTCTTGGAA GACGGGTGGG
ATTCTTAATGAGCCA ACACACACACACACACACACACACACAGAAAAAAAAAAAAAAAACTA
ACCAGATAAAATTACACAAGATAANCACTAGAGACTATTTTATCCTCTTTCTTTTCCCAAAAC
GCTTTGCCTGGCTCTCCAGCCCCATCACTGCCACTAAACTGAAGTAGAAAGGTATTTAGAG
AAAAAGTTGCCAGATCATTGGCCAACATCCCCTTACACTAATGCAAATTTAACGCTTCTTCC
ACA

Microsatélite de la colonia n°15

ATTCGTCTCTAGTTGGCTTCTTTATAATTTTCACTAAGACTTAGGAATCTGATCTCATTAGAA
GCCACAATAATTTAATGTTTCTCAATTATTTTTTCATTAAAATTATATGTATGTGTATATATGTG
CATATATATATATACACACATACACACACACACACACACACACATATATATATATATATATATA
TAAAAATACATGTATAATATATATGGAATGGTTACCTGGAGGGAGAGCAGGTCTGTGAGGTG
GGAGTCCTCCCAAGCACTCACTAGTTTCACTAACAGATGGTAAAGGACGAA TTCTCTAGTAT
ATCGCTCAATACTGACCATTTAAATCATACCT

Tabla XVII: Secuencias de los microsatélites encontrados en la secuenciacion al azar de los insertos
de las colonias. Resaltados en gris los cebadores usados, subrayado el motivo repetido, y en
negrita la parte con homologia a una secuencia protéica de Gallus gallus publicada en BLAST.

Para comprobar que realmente se trata de microsatélites, el siguiente paso
que se siguid fue la obtencion de los cebadores correspondientes para amplificar
por PCR la zona de las repeticiones en otros individuos de la especie A. rufa. Su

secuencia se encuentra subrayada de azul en la tabla XVII. Se obtuvieron bandas
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con un tamafno de producto de aproximadamente 250pb para el ms. col.14 y de
aproximadamente 216pb para el ms. col.15.

Tras comprobarlo en 22 individuos procedentes de distintos lugares de Espafa
y de Europa, los resultados a nivel de polimorfismo que se obtuvieron fueron los

siguientes:

A) Para el microsatélite col.14, no se han obtenido buenos resultados en la
secuenciacion, por lo que todavia no estd comprobado su polimorfismo. Esto
puede ser debido a la temperaturas de fusion (melting) de cada cebador
(resaltados en gris en la tabla XVII), pues segun la casa comercial Sigma
indica 64,1°C para TACGT... y 63,9°C para el reverso TTCAG...(AAGTC...
en misma tabla), mientras que calculandolo mediante la formula de Wallace,
1979: Ty = 2C(A+T) + 4C(G+C)C+G da lugar a unas Tm de 58° C en el
primer caso y de 64°C en el segundo. Por lo tanto, existe una diferencia de
6°C entre lo calculado por la casa comercial y lo obtenido segun la férmula
de Wallace.

Segun la bibliografia consultada, al tratarse de una repeticion tandem
de (AC).3, tiene segun Brandstrom y Ellegren 2008, una posibilidad de mas
del 50% de ser polimérfico. Habria que optimizar la PCR para conseguir
secuencias de calidad que pudieran ser secuenciadas correctamente.

Comparando la secuencia en BLAST con el genoma de pollo (fig. 36),
se obtiene semejanza con la protenina eukaryotic translation initiation factor

3, subunit 6, situada en el cromosoma 2.

>r-ref|NU 001471654, 1| Ggas WEASL 2 [] Fallus gallus chromosomwe 2 genomic contig, reference assembly
(bazed on Gallus galluz-Z.1)
Length=14158016

Features flanking this part of subject sequence:
68564 bp at §' side: hypothetical protein
9405 bp art 3' gide: eukarvoric translation initiation factor 3, subunit 6 45kDa

7e-53
57144 (3%)

Soore = 211 bits (114), Expect
Identities = 135/144 (94%), Gaps
Strand=Flus/Plus

Query 1 TTATTATTCCATTTCTGTTTCTGCCATTTACCTCCTCAACTGTAATACGTCCATGLALAL A0
N N N N N e N e AR NN
Sbjct 3170957 TTATTATTCCATITCTGTTTCTGCCATTTAACTCCTCAACTGTAATATTTCCATGCAALC 3171016

uery 61 AGCATGGTGTGCCTG- AL -4 -~ -TATCAAGFAGRLLCCARACTGCTTTCTCTCTTGRALS 115
B o LELETELLE LR TR e L

Shict 3171017 AGCATGGTGTGCCTGARATATCTTATCALGGAGAALCCARAACTGCTTTCTCTCTTGRALG 3171076

Query 1lla ACGGETGOGATTCTTAATGAGCCA 139

FLCLE TRTEEET el
Shiot 3171077 ACGGGAGGGATTCTTAATGAGCCA 3171100

Figura 36: Comparacion en BLAST de la secuencia del inserto col.14 con Gallus gallus.
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Tan solo la primera parte de la secuencia (remarcada en negrita en la
tabla XVII) coincide con la secuencia protéica (con una porcentaje de
identidad del 94%), terminando justo cuando empieza la zona del
microsatélite. El resto de la secuencia seria propia de la perdiz v,
posiblemente, pertenezca a un secuencia intrénica, y por lo tanto no
conservada. Como ya se ha comentado en la introduccion, estas zonas son
Optimas para la aparicion de ADN repetido, como el caso de los

microsatélites.

B) Para el microsatélite col.15 si se obtuvo amplificacion y secuencias para la
totalidad de los 22 individuos estudiados. Se obtuvo un microsatélite

compuesto interrumpido con la forma:

VlehlelrN =Rz (AT), (AC)3 T(AC), (AT),

MOTIVOS: 1 2 3

* Alelos para el motivo 1 (AT),. n=4,5,6y 7. (4 alelos).
» Alelos para el motivo 2 (AC),. n=4,5,8,9,10,11 y 15. (7 alelos).
* Alelos para el motivo 3 (AT),. n=5,6,10,12,13,14,17,18 y 20. (9 alelos)

Las secuencias flanqueantes estdn altamente conservadas, obteniéndose
siempre la amplificacion de una banda. Por ello, los cebadores utilizados serian
candidatos a utilizarse con el marcaje adecuado para estudios de genotipado.

Si se introduce toda la secuencia y se compara en BLAST con el genoma
de pollo, se obtiene una semejanza al gen eukaryotic translation initiation factor 2-
alpha kinase 1, situada en el cromosoma 14 (fig.37). La semejanza es del 96%
para el 23% de la secuencia introducida, y comienza justo después de la zona que
contiene el microsatélite (subrayada en la tabla XVII). La explicacién es la misma
que para el caso del microsatélite col.14. Por tanto, puede considerarse que el
microsatélite se encuentra en una zona intrénica, Optima para contener este tipo de

secuencias.
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Una vez comprobada su validez como microsatélite el siguiente paso seria

marcar los cebadores para hacer estudios de genotipado en distintas poblaciones,

y asi comprobar su verdadero poder como microsatélite.

>r"refINw 001471454, 1| Ggald WEaA=02 2 [J Gallus gallus chromosome 14 genomic
(based on Fallus_gallus-2.1)
Length=11975588

Featurez in this part of subject sequence:
eukaryotic translation initiation factor Z-alpha kinase 1

Soore = 130 bits (70), Expect = Z2e-28
Identities = 79483 (96%), Gaps = 1/83 (1%)
Gtrand=Plus/Flus

contig, reference assenbly

Query 217 GRAATGGTTACCTERAGFGAGAGCAGGTCTGTGAGGTGEGAGTCCTCCCALGCACTCACT 276

R N N N N N e e N e N R
Shict 970552 GGAATGGTTACCTGGAGGGAGAGCAGGTCTGTGAGGTGEGAGCCCTICCARACACTCACT 970611
Query 277 AGTTTCACTAACAGATGGTARLG 299

e
Shict 970612 A-TTTCACTAACAGATGGTAAAG 970633

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &
iMnuse over to see the defline, click to show alignments |
Color Key for alignment scores
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ey e
|
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Figura 37: Comparacion en BLAST de la secuencia del inserto col.15 con Gallus gallus.

Estudios posteriores siguendo la misma linea, daran lugar a la obtencion de

nuevos microsatélites marcadores. Es por ello tan interesante la realizacion previa

de la genoteca, ya que una vez preparada, se convierte en punto de partida para la

busqueda de cualquier regiéon de ADN o de genes y su estudio. En el caso de la

busqueda de microsatélites, es fundamental que se trate de una genoteca

genomica, ya que es en las secuencias no codificantes, donde normalmente se

sitian este tipo de marcadores. El trabajo podra ser usado por la comunidad

cientifica interesada en la estructura génica de la perdiz, genémica comparativa y

estudios funcionales de genes.
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VIl. CONCLUSIONES.

1. En la comparacion de los 3 kits empleados para la extraccion de ADN, se
concluye que el kit DNeasy blood and tissue de Qiagen, permite una
extraccion optima de ADN para nuestros intereses (sin degradar y con alta

concentracion).

2. Para la identificacion del sexo en perdiz mediante el analisis de ADN, se
hace necesario el uso de una enzima de restriccion (Haelll), a diferencia de

lo sugerido por Griffits et al. en 1998.

3. Cuando se analizan dos poblaciones de perdiz (una silvestre y otra en
cautividad) mediante 2 marcadores microsatélites (p58 y m27), se obtienen
valores de heterocigosidad, PIC y consanguinidad. Para la poblacion
silvestre la heterocigosidad observada es siempre mayor que la esperada,
un PIC para los 2 marcadores de 0.744 y 0.683, y no existe consanguinidad.
En la poblacion en cautividad la heterocigosidad observada es menor que la
esperada, el valor de PIC es de 0.608 y 0.682, y la consanguinidad, aunque

baja, se estima en un valor de 0.210.

Con respecto a la obtencidon de la genoteca se han obtenido las siguientes

conclusiones:

4. A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que el
mejor método de ruptura del ADN genomico es el enzimatico (Alul), frente a
los métodos de degradacion por pipeteo o el de congelacion-

descongelacion.

5. La eficiencia de transformaciéon obtenida ha sido mas baja de lo
tedricamente esperado, 106.600 colonias, frente a las casi 2.400.000
colonias. Es por ello, que la probabilidad de tener representado el genoma

completo de perdiz, con el 95% de probabilidades, es del 12%.

105



Tesis Doctoral de Juan Antonio Ansén

El método de amplificacion del inserto mediante la técnica de recogida
directa de la colonia con punta, es tan valido a la hora de secuenciar y de

obtener el inserto amplificado aislado, como realizandolo tras una miniprep.

. A pesar de que la bibliografia advierte de la baja frecuencia de microsatélites

en aves, mediante el método de secuenciacion al azar, se han analizado 20
colonias con tamarnos de inserto adecuados, encontrandose una repeticion
(AG)n con tres variantes alélicas. Esto hace, que por colonia, haya un 5% de
posibilidades que contengan secuencias microsatélite.

. Cuando la busqueda de microsatélites se realiza por PCR vy utilizando

cebadores con secuencias repetidas en tandem, se obtienen numerosos
falsos positivos, de lo que se concluye que no es un método adecuado para

ello.

. Con el método de hibridacién por sondas marcadas se han identificado dos

colonias portadoras de microsatélites (AC)n, uno de ellos perfecto, y el otro,
compuesto interrumpido. Los dos estarian localizados en una secuencia
intronica; el primero en el locus correspondiente a la protenina eukaryotic
translation initiation factor 3, subunit 6, situada en el cromosoma 2, y el
segundo, en el locus del gen eukaryotic translation initiation factor 2-alpha

kinase 1, situado en el cromosoma 14.

VIIl. CONCLUSIONS.

1. In the comparison of the 3 kits used for DNA extraction, we conclude that the

DNeasy blood and tissue kit from Qiagen, allows optimal extraction of DNA for our

interests (without degrading and high concentration).

2. For the identification of sex in partridge by DNA analysis, it is necessary to use a

restriction enzyme (Haelll) unlike suggested by Griffiths et al. in 1998.
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3. When testing two populations of partridge (a wild and other captive) with 2
microsatellite markers (p58 and m27), we obtained values of heterozygosity, PIC
and inbreeding. For the wild population the observed heterozygosity is always
greater than expected, a PIC for the 2 markers 0.744 and 0.683, and there is no
inbreeding. In the captive population the observed heterozygosity is lower than
expected, the PIC value is 0.608 and 0.682, and inbreeding, while low, is estimated

at a value of 0,210.

With regard to the library, we have obtained the following conclusions:

4. In view of the results obtained in this study, we conclude that the best method of
breaking the genomic DNA is the enzyme (Alul), compared to the methods of
degradation by pipetting or freezing and thawing.

5. The transformation efficiency obtained was lower than expected theoretically,
106,600 colonies, compared to the nearly 2,400,000 colonies. That is why the
probability of having represented the entire genome of partridge is 12%.

6. The method of amplification of the insert using the technique of direct collection
of the art colony, is equally valid at the time of sequencing and the insert amplified
get isolated, made with a miniprep.

7. Although the literature warns of the low frequency of microsatellites in birds, one
was obtained by sequencing 20 random colonies with appropriate insert sizes. It is
a repeat (AG)n with three allelic variants. Makes a 5% chance per colony having 1-
1,5Kb sice of insert to contain a microsatellite.

8. When the search is performed by microsatellite PCR using primers with
seguences repeated in tandem, you get many false positives, and found that there
is an adequate method for this.

9. By the method of hybridization probes labeled, two colonies where identified to

carry of microsatellite (AC)n, one perfect and another compound interrupted. The
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two will be located in intron sequence, the first in the eukaryotic translation initiation
factor protenina 3, subunit 6, located in the chromosoma 2, and the second in the

gene eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 1, located on

chromosome.
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