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Martinez Zelaya D.L. 2011 Evaluacion de métodos de extraccion de ADN en Rhizobium
sp._ Y determinacién de la diversidad genética utilizando marcadores moleculares RAMs.
Tesis Ing. Agr. Universidad Nacional de Agricultura, Catacamas, Olancho, Honduras.
pég.80

RESUMEN

El trabajo se efectud en el laboratorio de biologia molecular de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Palmira, ubicada en el Valle del Cauca, en los meses del 10 de Agosto al
03 de Septiembre, con el objetivo de evaluar diferentes métodos de extraccion de ADN de
bacterias (Rhizobium) de la coleccién de cepas que posee el Centro Internacional de
Agricultura. EIl cual consiste primeramente en cultivar 8 cepas de esta bacteria en medios
de cultivo LMA, y realizar varias repeticiones de cada una de las cepas para tener material
dispuesto y luego proseguir con la extraccion de ADN, utilizando aqui 3 diferentes métodos
de extraccion y asi poder verificar que tan aprovechables pueden resultar cada uno de ellos.

Se logro la extraccion de ADN de las bacterias de manera exitosa, al momento de utilizar
los 3 diferentes protocolos evaluados con las diferencias de cantidad de ADN extraido
primeramente, seguido de la calidad del amplificado que mostro cada uno de estos
protocolos, llevando esto a poder sacar conclusiones de cada una de las metodologias
puestas a trabajar, con esto que la informacidn obtenida pueda servir para investigadores
futuros.

En los diferentes métodos de extraccion, empleados para la extraccion de ADN se
obtuvieron resultados ya que el ADN su presencia en bajas y altas cantidades, ademas que
estos metodos son muy econdmicos y facil de emplear, por lo que se consideran estas
metodologias buenas para la extraccion de ADN para rizobios pero eso si que dependiendo
del objetivo del trabajo, porque si es para establecer un banco de ADN el mejor protocolo
es el primero que se evalu6 Dra. Kate Wilson 1990.

Con las pruebas de RAM’S empleadas las especies de rizobios (8) utilizando el cebadore o
primer (CCA), se observo que el ADN de las muestras observadas amplifico, el cual es un
indicativo que el ADN es de buena calidad y se pueden realizar trabajos de mejoramiento
con cualquiera de estos protocolos siendo el mas recomendado el anteriormente
mencionado.

Palabras Claves: Liofilizacién, Medio, ADN, CIAT.
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Martinez Zelaya D.L. 2011. Evaluation of DNA extraccion methods in Rhizobium sp and
determination of genetic diversity molecular markers RAM’s. Tesis Ing. National
Agriculture University, Catacamas, Olancho, Honduras. Pag 80.

ABSTRACT

The present work was conducted in the Molecular Biology Laboratoy of the National
University of Colombia campus Palmira, located in Valle del Caucaduring August 10" to
September 3", in order to evaluate different methods of DNA isolation from bacteria
(Rhizobium) from the collection of strains of International Center for Agricultural Research
(CIAT). Eigt strains were perform in order to have enough material and then we proceeded
with the isolation of DNA using there different methods here so we can extract can check
how profitable each result.

We achieved the isolation of DNA fron bacteria successfully when using there different
protocols. The differences in amount of DNA extracted first, followed by the quality of the
amplified showed that each of these protocols are useful and this information obtained may
assist future researchers.

In the different extraction methods used for DNA isolation results were obtained because
the DNA presence in low and high quantities, these methods are also very economical and
does to use, so these methods are considered good for DNA isolation from rhizobia but that
does depend on the objective of the work, because if it is to establish a DNA bank is the
best protocol that evaluated the first Dr. Kate Wilson 1990.

With RAM’s. tests used species of rhizobia using the primers or pimer (CCA) shows that
the observed DNA samples amplified, which is an indication that the DNA is good quality

and can be carry out improvement work with any of these protocols being the most
recommended above.

Key words: Lyophilization, Culture media, DNA, CIAT.
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| INTRODUCCION

Los suelos de Latinoamérica se caracterizan por ser deficientes en nitrogeno y tener, en
términos generales, niveles bajos de fosforo y un pH &cido, lo cual, ademas de ser factores
limitantes de la productividad de las plantas, afectarian el desarrollo de la simbiosis
leguminosa-Rhizobium. En vista de esto, los cientificos vislumbran la solucion en el
mejoramiento genotipico de las plantas y el fomento de microorganismos que favorezcan la

eficiente utilizacion de nitrégeno y otros nutrientes.

Son varias las especies de leguminosas comestibles que se siembran en Colombia; el area
gue ocupan se concentra principalmente en la Region Andina y valles interandinos. Este es
el primer pais productor de frijol en la Zona Andina, con alrededor de 130.000 hectareas
sembradas en 2007 y donde el primer lugar lo ocupa el frijol coman (Phaseolus vulgaris),
con 133.720 hectareas, mientras que en la Region Caribe, la importancia la tiene el frijol
caupi (Vigna sp), con 4.600 hectareas (7,8). Entre tanto, en el pais se tiene que importar
frijol, pues la demanda es mas alta que la oferta, por lo que se esta incentivando la siembra

de esa leguminosa. (Depto. Planeacion Colombia 2009)

El grupo de bacterias al que se conoce colectivamente como rizobios inducen en las raices
(o en el tallo) de las leguminosas la formacion de estructuras especializadas, los nodulos,
dentro de los cuales el nitrogeno gaseoso se reduce a amonio. Se estima que este proceso
contribuye entre el 60-80% de la fijacion bioldgica de nitrogeno, o (FBN), y esta simbiosis
aporta una parte considerable del nitrogeno combinado en la tierra y permite a las plantas
leguminosas crecer sin fertilizantes nitrogenados y sin empobrecer los suelos.

Algunos rizobios tienen un rango mas amplio de plantas huéspedes que otras y hay muchos
problemas con este acercamiento, incluso el hecho de que existen cerca de 18.000 especies



De legumbres e incontables tipos de rizobios. La “especificidad del anfitrion” de las

bacterias y plantas practicamente ha desaparecido. (Cuadrado et al. 2009).

El presente trabajo tuvo como objetivo establecer una metodologia precisa y confiable para
la extraccion de ADN de esta bacteria con el fin de evaluar la diversidad genética que existe
en la Coleccion Nacional de Rhizobium del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT) Palmira y su relacion con la distribucién geogréfica, ademas, con el fin de utilizar
el ADN en futuros trabajos de investigacion. Se evaluaron los diferentes protocolos y se
determind su capacidad de extraccion, en cuanto a cantidad de ADN, capacidad de
amplificacién de marcadores moleculares y la capacidad de durabilidad de estos a bajas

temperaturas.

Los datos recolectados se evaluan normalmente por un analisis de agrupamiento, la
taxonomia numeérica, lo cual puede ofrecer una vision detallada de la variacion de las
bacterias dentro de una especie o0 entre diferentes especies y reconocer rasgos
caracteristicos de cada especie, siempre con la ayuda de los marcadores RAMs utilizados

dentro del trabajo.



Il OBJETIVOS

2.1 General.

Evaluar metodologias para la extraccion de ADN de Rhizobium sp. De la coleccion de
muestras liofilizadas del CIAT vy establecer la diversidad genética utilizando marcadores
moleculares RAMs.

2.2 Especificos.

Interpretar el protocolo que se hace para trabajar con material liofilizado.

Estandarizar los protocolos en extraccion de ADN incorporando en estas cepas cebadores

para verificacion de la existencia de estos.

Interpretar el marcador molecular RAMs para determinar la diversidad genética y la

relacion gque existe entre las cepas mediante un analisis de varianza.



I11 REVISION DE LITERATURA

4.1 Leguminosas.

4.1.1 Generalidades.

Las leguminosas son plantas que crecen en vaina, de ellas, se consumen sus granos o
semillas secas. Entre las leguminosas podemos mencionar al frijol como uno de los
principales cultivos, las lentejas, el garbanzo y la soya entre las mas importantes para la
alimentacion humana. (INCAP /OPS s.f.).

Segun Lafarga y Delgado. (2,006). Al igual que en el caso de los cereales, la familia de las
leguminosas es numerosa en especies: guisante, frijoles, habin, altramuz, soja, vezas,
lenteja, garbanzos y otras. Esta diversidad permite una notable adaptabilidad genética; por
ello, cada regidn con sus caracteristicas pedoclimaticas especificas puede cultivar una o

varias especies de leguminosas con éxito.

Las leguminosas no requieren fertilizantes nitrogenados, y las evaluaciones del ciclo de
vida han demostrado su valor en términos de utilizacion de energias fosiles y de reduccion
de emisiones de gases de efecto invernadero.

Su valor aumenta cuando son introducidas en sistemas de produccion intensivos que
requieren mayor cantidad de insumos. Ademéas, como el mercado del carbono prevé
oportunidades para la agricultura, las leguminosas podrian aportar un nuevo beneficio

afiadido a las explotaciones agricolas. (Lafarga, A. Delgado, J. 2006)



4.1.2 Utilizacion de las leguminosas

El empleo de las leguminosas en la agricultura aparece junto con el de cereales, ya en
registros arqueoldgicos, y el reconocimiento de que fertilizan el suelo y que tienen, por
tanto, gran interés para la cosecha siguiente, se manifiesta en algunos de los escritos mas
antiguos de griegos, romanos, chinos y civilizaciones precolombinas. A partir de la
demostracidon a finales del siglo pasado de que intervienen en la fijacion de nitrégeno, se
generaliza su uso en rotacion con cereales hasta nuestros dias. Las estimaciones recientes
indican que contribuyen en la actualidad con méas de la mitad del nitrégeno fijado por
sistemas biol6gicos, con un aporte anual superior al de los fertilizantes quimicos.

Las leguminosas se utilizan para forraje, fertilizacion de pastizales, obtencion de aceites y

grano para su consumo, y como abono verde, (IRRNNA, 1984).

4.1.3 Caracteristicas biologicas de las leguminosas

Segun (Redondo, M et. Al s.f.). La fijacion biologica del nitrégeno atmosfeérico, consistente
en la reduccion de N, a NH," por la enzima nitrogenasa, es, después de la fotosintesis, la
ruta metabolica mas importante para el mantenimiento de la vida en la Biosfera.
Curiosamente, este proceso crucial solo puede ser llevado a cabo por unos pocos grupos de

seres Vvivos, todos ellos procariotas. (Sprent J. y Sprent P., 1990).

Los microorganismos fijadores de nitrobgeno no constituyen un grupo taxonomico
homogéneo, la Unica caracteristica que comparten es la presencia de la enzima nitrogenasa
(Zehr J.P. y col., 1998). Dichas bacterias comprenden organismos fototrofos, como
bacterias pertenecientes a la familia Rhodospirillaceae, Clorobiaceae y Cianobacteriae;
organismos quimioautotrofos, como bacterias de los géneros Thiobacillus, Xanthobacter y
Desulfovibrio y organismos heterotrofos como las bacterias petenecientes a la familia
Frankiaceae, al grupo Rhizobiaceae y a los géneros Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella y
Clostridium (Sprent J. y Sprent P., 1990).

Estos organismos pueden realizar la fijacion biolégica de nitrégeno ya sea

independientemente (a excepcidn de las rizobiaceas) o estableciendo relaciones simbioticas



con otros organismos. Son estas formas simbidticas, concretamente las establecidas entre
las rizobiaceas y las leguminosas, las que antiguamente eran aprovechadas para la
renovacion de los suelos mediante la préctica de la rotacion de cultivos; hoy en dia sin
embargo, desde la aparicion de la “revolucion verde” en agricultura, esta practica se ha
sustituido por la utilizacion de fertilizantes quimicos a pesar del elevado coste energético y
ambiental que supone. Para poder disminuir la dependencia a fertilizantes nitrogenados que
estd adquiriendo la agricultura mundial se han propuesto varias alternativas que abarcan
desde la modificacion genética de las plantas a la optimizacién y mejora de la fijacion
bioldgica de nitrégeno (cito Redondo M. et. Al por Vance C.P., 2001).

4.2 La simbiosis Rhizobium-leguminosa.

Las Leguminosas constituyen la familia de plantas con flores mas numerosas, después de
las gramineas, con unos 700 géneros y 14.000 especies. Si bien la nodulacion es una
caracteristica de las leguminosas en general, hay que decir que existen géneros que no
forman tales estructuras. En efecto, mientras que en la subfamilia Papilionoideae, donde se
incluye alfalfa, veza, soja, judia, garbanzo, se dan nddulos en un 95 por ciento de los
individuos examinados, en la Caesalpinioideae no se ha encontrado nodulacion en un 67

por ciento de los miembros estudiados (Allen and Allen, 1981).

4.2.1 Promedio de fijacion de Nitrogeno de algunas leguminosas en Sur América.

si se tiene en cuenta que mas del 50 por ciento de las leguminosas no han sido examinadas
respecto de si nodulan o no, se llaga a la conclusién de que el tema necesita de mayor
atencién. Al respecto cabe decir que muchas de las plantas que no nodulan en su ambiente
natural quizas pudieran hacerlo si las condiciones fueran otras. La cantidad de nitrogeno
fijado depende de la cepa o estirpe de bacteria, de la planta hospedadora, y de las
condiciones ambientales, niveles de fijacion que se pueden apreciar en la Tabla, (Picca, A.
et. al 1,984).



Valores medios de fijacion de nitrégeno de algunas leguminosas. Puede observarse, en
general, que la cantidad de la fijacion es mayor en las especies perennes y forrajeras

gue en las de grano.

Tabla 1 Especies de leguminosas que fijan N.

Leguminosa Nitrogeno fijado Kg. N/Hay afio  Especie de rizobio
Alfalfa 200-250 R. meliloti
Altramuz 150 R. lupini

Trébol rojo 100-150 R. trifolii
Meliloto 100-125 R. meliloti

Veza 100-120 R. leguminosarum
Guisante 100 R. leguminosarum
Lenteja 100 R. leguminosarum
Soja 80-90 R. japonicum
Garbanzo 60-80 R. leguminosarum
Judia 50 R. phaseoli

Citado por (Picca, A. et. al 1984).

4.2.2 Inoculacion con Rhizobium.

Si bien las leguminosas pueden estar bien noduladas y micorrizadas cuando crecen en
condiciones naturales, las modificaciones introducidas por el hombre, como es el caso de
monocultivos, aplicacion incontrolada de fertilizantes quimicos, tratamientos con pesticidas
y herbicidas, etc., han causado una pérdida en la efectividad de los suelos. Por ello, la
inoculacion de leguminosas con microbios adecuados es de gran importancia para el

desarrollo de aquéllas.

Un criterio de seleccion es que el rizobio forme nodulos en las raices de la planta
hospedadora bajo un amplio espectro de condiciones ambientales, muestre capacidad de
competir con ventaja sobre otros rizobios no deseados, sobreviva y se multiplique en el

suelo, tenga resistencia a pesticidas. (Picca, A. et. al 1,984).



4.3 Liofilizacion

El método méas usado para almacenar rizobios durante periodos prolongados. En el caso de
esta bacteria se suspenden en una solucion de peptona-sucrosa (peptona al 10% y sucrosa al
20%; esterilizar las soluciones separadamente y luego mezclarlas) y se liofilizan en
ampollas estériles rotuladas. Estas ampollas se cierran al vacio y pueden conservarse asi
indefinidamente. (CIAT 1990)

4.4 Medios de cultivos

Un medio de cultivo es un material alimenticio que se usa en el laboratorio para el
desarrollo de los microorganismos. Una vez que ha sido preparado, un medio de cultivo
puede ser inoculado (es decir, se le afiaden organismos) y a continuacién incubado en

condiciones que favorezcan el crecimiento microbiano. (CIAT 1990)

Los medios de cultivo deben contener los nutrientes y factores de crecimiento necesarios y
deben estar exentos de cualquier microorganismo contaminante. Los medios de cultivo
contienen como minimo: carbono, nitrogeno, azufre, fosforo y sales inorganicas. En
muchos casos seran necesarias ciertas vitaminas y otras sustancias inductoras del
crecimiento. También se afiaden colorantes que actlan como indicadores para detectar, por
ejemplo, la formacion de &cido o como inhibidores del crecimiento de unas bacterias y no
de otras. (CIAT 1990)

4.5 Bancos de ADN

Los bancos de ADN sirven para guardar pequefias colecciones centrales de accesiones con
la intencion de utilizarlas repetidamente para descubrir los genes utiles que poseen. La
conservacion en bancos de ADN es una opcion costosa de corto plazo. Debido a las
dificultades de realizar la caracterizacion molecular de poblaciones heterogéneas, el
conservar materiales en forma de ADN se justifica solo cuando se trata de accesiones que

tienen valor inmediato para la investigacion intensiva.



El banco de ADN sirve como fuente eficaz en cuanto al costo de muestras de ADN
idénticas que se utilizan en la investigacion, pero no remplaza la conservacion de las
accesiones originales. La mision de un Banco Nacional de ADN es recibir, procesar y
almacenar muestras de ADN, plasma y células de donantes voluntarios, asi como

informacidn relevante de salud y habitos de vida asociados a las muestras. (Carreras, J. s.f.)

4.6 Caracterizacion.

Se entiende por caracterizacion a la descripcion de la variacion que existe en una coleccion,
en términos de caracteristicas morfolégicas y fenoldgicas de alta heredabilidad, es decir
caracteristicas cuya expresion es poco influenciada por el ambiente (Hinthum, 1995, citado
por Abadie y Barrieta, 2001).

La caracterizacion debe permitir diferenciar a las accesiones de una especie. La evaluacion
comprende la descripcion de la variacion existente en una coleccion para atributos de
importancia agronémica con alta influencia del ambiente, tales como rendimiento. Se
realiza en diferentes localidades, variando los resultados segun el ambiente, ademas de
ocurrir interaccion genotipo-ambiente. EI objetivo principal de la caracterizacion es la
identificacion de las accesiones, mientras que el de la evaluacién es conocer el valor
agrondémico de los materiales, la distincion entre ambas actividades es esencialmente de

orden practico (Cerrato I. segun Abadie y Barrieta, 2001).

4.7 Marcadores Moleculares.

Tradicionalmente los marcadores utilizados en estudios de genética y mejoramiento eran

aquellos controlados por genes asociados a caracteres morfoldgicos, en general genotipos
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de fécil identificacion visual, que contribuyeron significativamente al desarrollo teérico del
analisis de ligamiento y en la construccion de las primeras versiones de mapas genéticos,

(Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Sin embargo, el bajo nimero de estos marcadores y la posibilidad de interferencia epistatica
o ambiental limitaban su uso. La revolucion en este plano se inicio con el descubrimiento y
utilizacién de los marcadores isoenzimaticos. El nimero de marcadores genéticos
disponibles fue ampliado y la aplicacion de la técnica se expandio practicamente a todas las
especies de organismos, (Ferreira y Grattapaglia. 1998).

Marcador molecular es cualquier fenotipo molecular oriundo de la expresion de un gen o de
segmentos especificos de ADN, que puede ser detectado y su herencia monitoreada. Un
marcador molecular recibe el nombre de marcador genético cuando su comportamiento se

rige de acuerdo con las leyes basicas de la herencia mendeliana, (Yafiez. 2002).

4.7.1 Marcadores moleculares de ADN.

Los marcadores de ADN constituyen la nueva generacion de marcadores moleculares y
solucionaron el problema de la carencia de marcadores que tenian las isoenzimas, pues son
capaces de generar una cantidad virtualmente infinita de marcadores (Andrade y Solis,
2007).

Un marcador de ADN es simplemente un punto de referencia en un cromosoma, que puede
0 no corresponder a un gen. Diversas técnicas de biologia molecular se encuentran
disponibles para detectar variabilidad en la secuencia de ADN. La reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR), las enzimas de restriccion, la separacion electroforética de los

fragmentos de ADN, las sondas marcadas y las hibridaciones son algunas de las técnicas
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que permiten obtener un ndmero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares y

cubrirla totalidad del genoma de un organismo (Carrera, et al. s.f.).

4.7.2 Caracterizacién con Marcadores Moleculares — ADN.

Son ampliamente utilizados en genética humana, vegetal, animal y microbiana. Permiten
evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia del ADN entre dos individuos,
modifiquen éstas o no su fenotipo. En relacion a los vegetales son de utilidad en estudios
evolutivos y de genética poblacional, manejo de bancos de germoplasma, identificacion,
proteccion legal de germoplasma, mapeo, seleccion asistida por marcadores y clonado de

genes.

Para que un caracter sea considerado un marcador genético debe mostrar una variacion
experimentalmente detectable entre los individuos de la poblacién y un modo de herencia
predecible segln las leyes de Mendel. Esta variacion puede ser considerada a diferentes
niveles biologicos, desde cambios fenotipicos heredables significativos hasta la variacion
de un solo nucledtido. Un marcador ideal debe ser: altamente polimorfico o variable dentro
y entre especies, de herencia mendeliana no epistatica (sin interaccion entre genes),
insensible a los efectos ambientales, codominante, de rapida identificacion y simple analisis
y de posible deteccion en los estadios tempranos del desarrollo de la planta.

En los analisis gendmicos, se han utilizado varios tipos de marcadores genéticos:
morfologicos, isoenzimas, proteinas y marcadores basados en ADN. (Biotecnologia y

mejoramiento vegetal).

4.8 Marcador micro satélites amplificados aleatoriamente (RAMS).

Son secuencias de ADN pequefias y repetitivas, generalmente de dos a tres nucleétidos,
que pueden estar o no asociados con genes. Las unidades repetitivas no codifican para
formar proteina y probablemente esto se debe a que las secuencias de ADN repetitivo
consiguen recombinarse y transmitirse mas frecuentemente que otros tipos de secuencias

siendo variables y medibles entre especies (Zietkiewicz et al. 1994, citado por Lavaire,
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2009). Son secuencias de 1 a 5 nucleotidos repetidas una y otra vez (tandems) que existen
en forma abundante en plantas (Segun Cerrato, |. citado por Becerra y Paredes, 2000).

Mediante los microsatélites se puede medir la diversidad entre genotipos amplificando
mediante PCR la regiéon del ADN genémico que contiene estas secuencias repetidas.
Combinan varias ventajas como son su codominancia, multialelismo y su alta
heterocigosidad. EIl alto nivel de polimorfismo que detecta permite una discriminacion
precisa entre individuos altamente emparentados (Becerra y Paredes, 2000).

Ademas de ser altamente polimdrficos, los microsatélites usan cantidades minimas de
ADN, equivalentes a las que se usan en RAPD. Las condiciones de amplificacion y de
reaccion son especie-especificos y la variacion en el largo de los productos amplificados
mediante PCR es funcion del numero de unidades repetidas. En general, la amplificacion
de micro satelites ha demostrado que éstos son mas variables que isoenzimas, RFLP, AFLP
y RAPD (Becerra y Paredes, 2000).

4.8.1 Ventajas importantes del marcador RAMs.

Una de las ventajas de la técnica RAM es que se pueden separar los productos amplificados
utilizando geles de agarosa al 1.2% y visualizar en un transiluminador con luz ultravioleta.
También se pueden separar en geles de poliacrilamida para obtener una alta resolucion y

mejor separacion de los fragmentos, obteniendo mayor nimero de bandas por marcador.

El nimero de bandas polimoérficas posiblemente se vea afectada por la técnica de
electroforesis utilizada, especialmente por el polimero empleado para la creacion de la
matriz porosa a traves de la cual se separan los fragmentos generados en la amplificacion.
En el trabajo realizado en mora (Rubusspp.) se generaron 43 bandas polimérficas utilizando
seis primers RAM en geles de agarosa. En el trabajo de caracterizacién de guayaba
(Psidium guajava) realizada por Sanabria et al. 2006, se utilizaron los mismos primer

mencionados anteriormente, usando geles de poliacrilamida encontrandose asi 74 bandas
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polimorficas, superior a un trabajo realizado en Psidium spp por Rueda et al. 2006 con
marcadores RAPD (Morillo et al. 2008).

4.9 Aspectos genéticos importantes para el proceso de caracterizacion.

4.9.1 Heterocigosidad.

Frecuencia media de individuos heterocigotos por locus o, frecuencia media de loci
heterocigdticos por individuo. Primero se averigua cuantos individuos son heterocigotos en

cada locus estudiado. (Wikipedia, enciclopedia libre).

4.9.2 Alelo.

Cada una de las formas diferentes de un gen. Las distintas longitudes de repeticiones de

STR representan alelos diferentes en un locus genético.

4.9.3 Locus:

La posicion, dentro de un cromosoma concreto, en la cual se sitian los distintos alelos de

un marcador genético. El plural es loci.

4.9.4 Heterocigotico

Los dos o mas alelos de un locus son dife Heterocigotico. Los diferentes alelos de un

locus son diferentes (Proyecto Biologico. 2000).

4.9.5 Diferenciacion genética

Es el estudio de las poblaciones desde el punto de vista genético considerando la aplicacion
de las leyes de Mendel y otros principios genéticos, para el estudio de los cambios en las
frecuencias génicas. La diversidad genética observada es el resultado de: Seleccién,
Mutacion, Migracion, Recombinacion y Deriva genética. Estos llevan a cambio de
frecuencias genéticas y genotipicas, lo que implica la evolucion de las poblaciones.

(Proyecto bioldgico. 2000).
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IV MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del sitio de estudio

El trabajo de investigacion se realizd en el CIAT (Centro Internacional de Agricultura
Tropical) y en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Palmira, Municipio del Departamento Colombiano del Valle de Cauca.
Latitud 03° 31°48” N y longitud 76° 18'13”0. Se encuentra a una altura de 1,001 msnm. y
tiene una temperatura promedio de 23°C, con precipitacion media anual que alcanza
valores de 2,000 mm a 2,100 mm (Microsoft ® Encarta ®, 2008, citado por Lavaire, 2009).

El trabajo se realizd en el periodo comprendido entre el 11 de Junio y el 4 de Septiembre
del 2011 y consistio en la evaluacion y validacion de tres protocolos de extraccion de ADN
en cepas de Rhizobium liofilizadas establecidas en el CIAT.utilizando marcadores RAMs,
para verificar asi que el ADN que se extrajo puede amplificar esto dentro del Laboratorio

de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira.

5.2 Materiales y equipo

Para la extraccion del ADN se requirio del siguiente equipo: camara de flujo laminar,
Asas, Rastrillos de asa, platos petri, mechero, Micropipetas (5000, 1000, 200, 100, 20, 10,
2 ul), puntas para micropipetas amarillas, blancas y azules, termociclador, marcador
permanente, vortex, frascos eppendorf, frascos de 1.5 ml y para PCR, gradilla, servilletas
de limpieza, alcohol, cAmara de electroferésis horizontal y vertical, pipeta Pasteur, tijeras,
balanza analitica, papel parafilm. Entre los materiales y sustancias utilizadas estan: Medio
LMA (medio de cultivo especifico), Agua MQ, buffer TE, SDS 10%, proteinaza K, buffer
de extraccion CTAB/NaCl, Cloroformo isoamil, Isopropanol, etanol 70%, Agua dfe
(destilada, filtrada, y esterilizada) NaCl 1M Y 5M, fenol cloroformo, MgCl, DNTPs (TG.



GT, AG), Taq DNA polimerasa, ADN del Rhizobium, agarosa, TBE 5x, bromuro de Etidio,
poliacrilamida, Persulfato de Amonio, Temed, vaselina, BSA (albumina sérica bovina),

azul de Bromofenol, ADN de bacteriéfago lambda y Marcador de peso molecular.

5.3 Reconocimiento del Banco de Rhizobium liofilizado. (CIAT)

Primeramente se procedi6 al reconocimiento del banco de Rhizobios, que esta ubicado en
el Centro Internacional de Agricultura (CIAT). el cual posee 4,247 cepas en existencia
recolectadas a nivel mundial recolectadas desde 1,984 respectivamente. Dentro de las
plantas que se extrajeron estas bacterias existen al menos 65 géneros, y 195 especies de
estas leguminosas especificamente liofilizadas. (CIAT. Catalogo de cepas de Rizobio para

leguminosas forrajeras tropicales).

Dicho catalogo tiene como propdsito dar a conocer a los investigadores interesados en
trabajar con leguminosas y con caracterizaciones a nivel de bacterias, ubicacion de estas

entre otros tantos trabajos que se pueden realizar con las mismas.

5.4 Seleccidn de cepas

Dentro de mas de 5,000 cepas que posee el CIAT, seleccionaron principalmente de las mas
abundantes que existen dentro del banco. Se seleccionaron 8 cepas para reproducirlas en
medios de cultivo y poder extraer una mayor cantidad. (Tabla 2)

Tabla 2 Cepas seleccionadas para el estudio

N. | Numero de cepa | Huesped Depto. De recoleccién | Localizacion
1 | CIAT 299 Desmodium intortum Valle (Colombia) Palmira

2 | CIAT 2,295 Stylosanthes guineanensis | Par. (Brasil) Belén CPATV
3 | CIAT 593 Centrosema sp. México

4 | CIAT 192 Stizolobium deeringianu | Cordova ( Colombia) | Turipana

5 | CIAT 102 Crotalaria recta Zim. Marandellas

6 | CIAT 4, 862 Medicago sativa Brasil

7 | CIAT 3,934 Leucaena leucocephd Cuba

8 | CIAT 5,079 Cajanus cajan Colombia

(CIAT. Catalogo de cepas de Rizobio para leguminosas forrajeras tropicales).
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Estas fueron las cepas seleccionadas para la realizacion de este trabajo, que son mas que
suficiente dado a que estas se reproduciran en barias repeticiones para poder corroborar

cada uno de los protocolos de extraccion de esta bacteria.

5.5 Preparacion del medio de cultivo

Antes de someter las cepas hay que realizar el medio de cultivo, en este caso un medio
especifico para la reproduccion del Rhizobium.

Segun (CIAT) El medio de cultivo se prepard de la siguiente manera. (Tabla 3).

Tabla 3 Medio de cultivo manitol.agar (LMA)

Componentes Cantidades
Manitol 10.0g
Agua de levadura 0 100.0 ml
extracto de levadura 05¢
K;HPO, 05¢g
MgSO,*7H,0 01g
NaCl 0.2¢
FGC'g*GHzO 0.01 g
CaCl, 0.15¢
Agar (Difco-Bacto):

Medio neutro 15.0¢
Medio acido 20.09g
Solucion indicadora de Ph 0 5.0 mi
solucion de rojo congo 10.0 mi
Agua destilada, agragar hasta. 1000.0 ml

5.5.1 Preparacion
Se hierve el medio hasta disolver el agua, agitando de vez, en cuando. Después se esteriliza

en el autoclave, y se corrige su Pha 6.8 — 1 ml de NaOH 0.5 estéril, o se acidifica segun sea

el caso.
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Cuando se preparan cantidades grandes del medio como en este caso, es conveniente usar
soluciones de reserva (stock) de algunos de los reactivos preparados con anterioridad en
CIAT. Segun muestra tabla 4.

Tabla 4 Soluciones de reserva

Solucién Reactivos Concentracién ml/It
stock g/lt de medio
A KoHPO, 50 10
B MgSO4*7H,0 10
NaCl 20 10
C CaCl, 15 10
D FeCI3*6H20 10 1

Para preparar 1 litro del medio, se mezclaron los volimenes indicados de las soluciones

stock en el manitol del agua de levadura y el agua destilada.

Después que se tiene el agar preparado segun muestra la tabla 3, esta se lleva a una
autoclave para procesos de desinfeccion total y esterilizacion. Al salir este se deja enfriar a
aproximadamente 50°C para tomarle el Ph y verificar si esta en el punto optimo que es de
6.8 Ph para distribuirlo en las cajas petri, esto dado a que el agar se gelifica a 44°C .Se
obtuvieron variaciones en las preparaciones de 7.9 la primera y de 8. 16 de Ph en los
medios elaborados pero este se bajo con la ayuda de HCL el cual disminuye el Ph en un
rango de 0.45 a 0.80 de Ph. con un promedio de 0.60 Ph por cada 100ul (micro litros) que

se introduzca a la solucion. Esto medido en un pH metro.

5.5.2 Introduccion a cajas Petri
Se elabora la distribucidn en las cajas petri de vidrio debidamente esterilizadas, estas con

volimenes de 30-40 ml de capacidad, y del medio introducir de 20.25 ml. Estas se dejan

que gelifiquen hasta el dia siguiente para luego proseguir con la metodologia.

18



5.6 Siembra de la bacteria

Primeramente tener lista la Peptona al 0.1%, u otro caldo estéril. Para poder extraer las
bacterias liofilizadas de las ampollas. Las ampollas donde se encuentran las bacterias
liofilizadas (estas estan cerradas al vacio) se rompen con la ayuda de una lima triangular;

por la mitad de la zona donde esté el tamp6n de algodon.

Luego que esta se rompid se procedid al proceso de extraer la bacteria, agregando de 3.5
gota de peptona 0.1% con una pipeta pasteur, siempre tratando de bafar las paredes de la

ampolla con la solucién para recuperar todas las células de rizobios que estan en la misma.

Luego de una pequefia mezcla y tratando de no dafiar el rotulo de la ampolla, se extrajo la
solucion o suspension de la ampolla con la misma pipeta pasteur y se coloco una gota en
cada caja petri que contienen el medio LMA. A un Ph de 6.8 esto porque las bacterias lo
requieren para acelerar su crecimiento. Se elaboraron 3 repeticiones de cada una de las

bacterias, esto siempre desinfectando y esterilizando los instrumentos utilizados.

Luego la gota dentro de la caja petri se riega con el asa realizando una distribucién en en
toda la caja petri comenzando por las orillas, esto se hace 3 veces en las orillas hasta llegar

a un sic sac hacia el centro de la misma.

Las cajas petri se sellas con papel parafil para evitar la contaminacion de otro tipo de

organismo dentro de la caja petri.

5.6.1 Incubacién

Una vez que se realiza el protocolo anterior se procede a la incubacién de las cajas petri a
una temperatura de 28°C las cuales estuvieron alrededor de 8-10 dias, y las Gltimas

muestras hasta los 15 dias.
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5.6.2 Resiembra

Luego que en estas cajas petri ya se notan las colonias muy bien se procedio a la realizacion
de nuevas siembras ahora partiendo de colonias ya crecidas. El procedimiento pues es
similar solo que en este caso se toma una colonia de la caja petri ya crecida y se distribuye
con el asa en otra caja que contiene el medio LMA.

Y asi igualmente la realizacion de 2 repeticiones por cada una de las cajas seleccionadas y
dejar incubando a la temperatura anteriormente escrita. Y se pueden cultivar muchisimas

muestras de estas bacterias y de cualquier otra.

5.7 Preparacion de reactivos para Buffer de extracciones

Para iniciar el proceso de extraccion antes se debe preparar los reactivos para el Buffer el
cual necesita de reactivos madre como ser: CTAB/NaCl; EDTA 0.5M pH 8.0; NaCl 5M, y
1M, Acetato de potasio, los que se preparan utilizando la siguiente formula: entre otros

PM x[]x Vol. (Lts.) = gr.
Donde:
PM= Peso Molecular
[ 1 = Concentracion del reactivo
Vol. = Volumen a preparar
TrisHCL 1M apH 8.0
gr.

Mol
A4—X 1— X 0. L= . .
121.14 Mol 1 Titro 0.11ts.= 12.114gr

Se agregan 70 ml de H,O en un Beaker de 100 ml luego se agrega el tris y se lleva hasta
100 ml. EIl pH inicial es de 10.8 pero se llevo a 8.0 agregando &cido clorhidrico liquido.
(Sambrook et al 1989)

20



EDTA 0.5M a pH de 8.0

372.24 & 0.5 Mol x 0.1lts.= 18.612
Mol T P itro < T TOP el

El pH inicial es de 6.0 pero se lleva a 8.0 agregando hidréxido de sodio en perlitas y se
completa el volumen a 100 ml con agua de tipo HPLC. (Sambrook et al 1989)

NaCl 1M

58448 x 1 MO 0.05lts. = 2.922
Mol ™ Mitro T T £74cs

NaCl 5M

58448 x5 MO 0 05its. = 14.61
Mol * Plitro T o T AHOAEE

El volumen se lleva a 50 ml agregando H,0 tipo HPLC. (Sambrook et al 1989)

Acetato de Potasio

gr. Mol
—— X 3—— X 0.05lts.=???gr.

I Mol litro

Luego se llevan las soluciones madre a la autoclave para esterilizar, este proceso dura

aproximadamente 40 — 50 min.

CTAB/NaCl (50ml)

Disolver 205 g de NaCl en 20 de agua y despacio adherir o ingresar 5g de CTAB (Hexadey
trimetry ammonium broide) y completar a 50 ml. Y refrigerar hasta el dia siguiente.
(Wilson 1990).

21



Cloroformo isoamil alcohol (C: 1)

Para realizar esta solucién es a una proporcion de 20:1 respectivamente y dependiendo lo
que prepare. En este 100 ml de Cloroformo y de isoamilico seré de

20 100%
1 X
X=5

100 * 0.05 = 5 ml de &cido isoamilico. (Sambrook et al 1989)
Agua dfe.
No es mas que agua destilada, filtrada y esterilizada.

Para esto se toma agua mQ que es agua doblemente filtrada y desionizada y se pasa por el

autoclave para poder esterilizarla. Mas o menos de 40 a 45 min. (Posso 2011)
Azul de carga.
60% Glicerol en agua
10 mg de azul de bromofenil
10 ml 100%
X 60%
X= 6ml se prepararon
6 ml de Glicerol mas 10 mg de azul de bromofenil 4 ml de agua. .(Sambrook et al 1989)
PRIMER CCA
9m pl de agua Mq y 1 ul del primer.

BSA
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10 mg de BSA granulado
TBE 5X

54 gr de tris base

27.5 gr Acido borico

Se completan con 800ml de agua destilada y mientras se mezclan los ingredientes se agrega
20ml de EDTA 0.5M luego llevar el Ph a 8.0 cuando haya una mezcla homogénea se
completa la mezcla hasta 1000ml.

Una vez que estén listas las soluciones madres y otros reactivos necesarios se procedié a

iniciar los protocolos de extraccion. Que son los siguientes.

5.8 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN que en este trabajo es uno de los principales factores a evaluar se
realizaron 3 protocolos diferentes anteriormente utilizados pero que no han seguido
llevando a cabo en la ciencia durante ya varios afos.

Uno de los primeros que se utilizo fue el protocolo de la Dra. Kate Wilson 1990 el cual se
defini6 como protocolo N° 1 para poder identificarlos por una numeracién hasta en el
momento de utilizarlos segun lo muestra el anexo N°3, este protocolo se elaboré 3 veces
con las 3 repeticiones de cada una de las cepas anteriormente mencionadas.

El segundo protocolo que se utilizo fue el protocolo elaborado por la Dra. Thies en un curso
de aplicacion de técnicas moleculares en bacterias segin lo describe el anexo N°4, Este
protocolo se realizd por 2 veces para su verificacion con diferentes muestras de las cepas.

Y el tercer y ultimo protocolo fue el de la Dra. Elizabeth Alvarez este utilizado en
Xantomonas axonopolis (también fue utilizado por el CIAT en 1967 por primera vez para
extraer ADN de rizobios y este funciono) segiin muestra el anexo N°5. Igualmente que el
protocolo anterior este se realizd por 2 ocasiones siempre para corroborar el proceso de
extraccion, con algunas muestras de las repeticiones.
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5.9 Verificacion de presencia de ADN en Geles de agarosa.

Para la verificacion de la presencia de ADN primeramente se realizaron geles de agarosa al
1.2 % para observar si se extrajo el ADN de cada uno de los protocolos anteriormente
descritos, esto con el apoyo del marcador molecular comercial lamda Fig. N°15

Se prepara el gel para una cdmara de 40ml en este caso,

40 ml de TBE 5X y 0.48 g de agarosa

Luego calentar la solucidn para homogenizar y diluir la agarosa, agregar 1 pl de bromuro, y
depositarlo en la camara de electroforesis, con sus respectivos peines para que asi se
formen los posos y dejar que esta polimerice.

Depositar 1 pl de azul de carga en un papel parafil por cada muestra de ADN, y del ADN
de cada protocolo tomar 2 ul, mezclarlo y depositar cada muestra en un poso diferente, y
dejar correr la cAmara de Electroforesis por:

Un tiempo de 40 minutos, 80 Voltios y 400 mA.

Observar la presencia de ADN, colocando luego de que termino de correr las muestras en la
camara, utilizando un Transluminador, manejado por una PC, colocar el gel, tomar la foto y
asi se verifica si existe ADN, si hay mucho, poco 0 nada de ADN, esto dependiendo de la

concentracion que exista comparandolas con el marcador molecular comercial Lamda.

5.10 Marcadores moleculares RAMs

Para la estandarizacion de las condiciones del cebador (RAMS) a seleccionar, se preparo
una mezcla de reactivos en un tubo estéril de micro-centrifuga (1,5 ml) para un volumen
final de 12.5 pl. El cebador utilizado en este caso se probd con las muestras
seleccionadas. La amplificacion se realiz6 en un termociclador, y asi se verifica en realidad
si existe ADN de cada uno de los protocolos evaluados, si las muestras amplifican
correctamente entonces quiere decir que el protocolo en verdad funciona, sin mencionar

cantidad de ADN extraido de cada uno de ellos.
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El RAMs se hizo practicamente para amplificar areas del ADN vy asi verificar si existe la
presencia de ADN para esto primeramente se debe de realizar un coctel de soluciones
necesarias para la PCR, para que este pueda amplificar muy bien. Todas las sustancias son
necesarias para este proceso de amplificacion, ninguna debe estar contaminada, y
prepararlos en sus condiciones Optimas y siempre dentro de una cdmara de preparacion,

para evitar todo tipo de contaminacién

Todos los cocteles realizados estan en las mismas condiciones para las muestras de cada

uno de los protocolos.

5.11 Seleccion de cebadores RAMs polimdrficos

Se dispuso de cebadores o primers RAMSs polimorficos para la especie, lo cual permitié
realizar analisis de diversidad de una manera &gil y simplificada.
5.12 Cebadores RAMs

Se evalu6 un solo cebador RAMSs a temperaturas de hibridacion. Para cada uno de los

cebadores, las temperaturas correspondientes son las siguientes:

AG-CA-ACA 50°C
CCA-TG-CT 55°C
GT-CGA 58°C

En este caso el cebador que se utilizo fue el CCA y la temperatura que se utilizo para el
proceso PCR fue de 55°C.

Para realizar la PCR serd necesario la preparacién de un coctel en el cual se tomara en
cuenta que todos los instrumentos estuvieran debidamente esterilizados (previamente auto
lavados y secados al horno) de forma adecuada al igual que el area de trabajo. Los pasos

para la preparacion del coctel sera el siguiente: (Tabla 5).

25



Tabla 5 Cantidades para preparar un coctel para PCR.

Reactivo Volumen (ul) N. de muestras Total
Buffer taq 1.25 18 22.5
DNTPs 2 18 36
PRIMER 1 18 18
MgCl, 1.25 18 22.5
BSA 1 18 18
ADN 2

TAQ POLIM. 0.1 18 1.8
H,0 3.9 18 70.2
TOTAL 12.5 18 225

(Posso, 2009).

Siempre es necesario colocar 2 muestras mas para la elaboracion del coctel una por el
testigo que se coloca y otra por las pérdidas en los pipeteados y lo que queda en el tubo.

dNTP’s: dinucleotido trifosfatado (A,G,C,T)

Taq Polimerasa: sintesis de ADN extendido la cadenade 5" a 3".
Buffer Tag: mantiene el pH del coctel.

MgCl,: es un cofactor de la Tag polimerasa.

Cebador: es el indicador de la secuencia.

BSA: es una proteina del suero bovino que ayuda a relajar el ADN inactivando los

inhibidores de la Tag Polimerasa.

Cada uno de estos reactivos sirve para que se obtengan las condiciones necesarias para PCR
por lo que se trabajo de manera que se conservaran en optimas condiciones, el trabajo se
realizé con diferentes muestras. EI nGmero de muestras se multiplicaron por los micro-litros
(ul) requeridos de cada reactivo, el testigo estuvo conformado por el coctel puro (sin el
ADN) por lo que si en la electroforesis este amplificada, significaria que hay una posible

contaminacidén o algun reactivo esta en mal estado.
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5.13 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se tomaron en cuenta todos los factores
importantes para su realizacion como la preparacion del coctel, el cebadore a utilizar tanto
como los materiales para el proceso de visualizacion del amplificado. (Posso, A. 2009).
Programable Termal Controller de MJ Research, Inc. Que siempre se utiliza en la PCR.

Y en este caso y para este determinado Cebador (CCA) sera el siguiente. (Tabla 6).

Tabla 6 Reaccion de la cadena de polimerasa (PCR)

Pasos Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 min
Desnaturalizacion normal 95 30 seg
Hibridacion 55 (dep. cebador) 45 seg
Extension 72 2 min

37 veces (go too)
Extension final 72 7 min

For ever 16

(Posso, A. 2009).

El producto amplificado se observara mediante electroforesis en geles de agarosa y

poliacrilamida respectivamente (Posso, A. 2011)

5.14 Geles de Agarosa para PCR

Al terminar el proceso de PCR se prepard el gel de agarosa al 1.2% el cual contiene
cantidades de agarosa y solucion TBE 5X dependiendo de la camara de electroforesis a
montar, en dicho trabajo se utilizaron varias de estas, y agregar siempre 1 pul de bromuro
para la ayuda a visualizar al momento de ver las bandas en el gel.

Montar las muestras siempre colocando el testigo de primero o al final, dejar correr por 40

minutos, a 80 voltios y 400 mA.
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Este luego se cerifico en el transluminador si el ADN logro amplificar en la PCR y asi
llevar las muestras hasta un gel de poliacrilamida que es donde mejor se notan las bandas y
asi poder realizar la caracterizacién de estas 8 cepas solamente como un protocolo para
verificar si este ADN es capaz de sufrir todos estos pasos para en un futuro poder utilizar
uno de estos protocolos.

5.15 Gel de Poliacrilamida en tincién con bromuro

Se procedié a la elaboracion de geles de poliacrilamida para poder obtener una mejor
lectura de las bandas para la identificacion de cada alelo, y asi poder a partir de ahi sacar
conclusiones acerca de las cepas evaluadas y también poder proseguir hasta llevar estas

muestras a una tincion en plata.

El proceso para la elaboracion de estos geles es: Primeramente desinfectar con alcohol los
vidrios, armar los vidrios (colocando cintas especiales para sellar estos), prensar los vidrios

para que no derrame la solucion, preparacion de la solucion. (Tabla 7).

Tabla 7 Preparacion de gel de Poliacrilamida en camara Biorad

REACTIVOS CONCENTRACION 7%
TBE 5x (ml) 5
Poliacrilamida 37:1 (ml) 4.6
Persulfato 10% (pl) 150
Temed (ul) 25
Agua (ml) 15

(Sambrook et al 1989).

La solucion se introduce al vidrio antes armado con cuidado que no queden burbujas dentro
de este, luego que esta la solucion dentro se procedio a colocar los peines para construir los
posos donde se colocaran las muestras de la amplificacion del ADN, esto se debe hacer lo
mas ligero posible antes de que la solucién se polimerice. Al tener todo listo se debe

esperar alrededor de 15 a 20 minutos hasta que el gel se polimerice completamente. Se
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extraen los peines y montar las muestras igual siempre utilizando el azul de carga (azul de

metilo) 1 uly 5 ul del ADN amplificado.

Dejar correr la camara de electroforesis vertical por.

Voltios 140
Tiempo 1.10 horas
mA 400

Al salir el gel preparar unos 200ml de agua con 3 ul de bromuro y dejarlos en agitacion por
10 minutos, luego agregar los geles de poliacrilamida que salieron de la camara de
electroforesis y dejar otros 10 minutos, esto se hace para poder observar muy bien las
bandas del gel al momento de colocarla en el transluminador. Y al finalizar tomar la foto,

observar y la lectura del gel.

5.16 Tincion con plata para acidos nucleidos y proteinas

Esta tincion se puede realizar directamente luego de preparar el gel de poliacrilamida y que
este haya corrido en la camara de electroforesis, pero en este caso y para un mejor
aprovechamiento del tiempo y trabajo, se utilizaron los geles que sometimos en bromuro,
para hacer esto luego que se verifico su amplificacion con bromuro; estos geles se deben
dejar en agua destilada toda la noche para poder limpiar el gel del bromuro y evitar
contaminacién y que la tincidn en plata pueda salir muy bien segin muestra el protocolo en

el anexo N° 6.

5.17 Caracterizacion de las cepas seleccionadas

Caracterizacion de cepas establecidas, permitiendo conocer la diversidad genética en
relacion a su distribucion geografica y el huésped de estas, concluyendo con las accesiones
de ADN que se extrajeron en este caso, este permitira disponer de una base de datos
completa y detallada de los materiales seleccionados. Ademas, los protocolos evaluados

permitiran adelantar trabajos futuros en trabajar con forrajes tropicales, diversidad y
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deteccion de genes de interés comercial mediante herramientas de biologia molecular.
(Sanabria, H. 2011)

5.18 Andlisis de la informacion

Para el andlisis de la informacion se desarrollaron las siguientes metodologias:
Construccion de matriz de ceros (0) y unos (1) para la determinacién del Coeficiente de
Similitud de Nei-Li anexo N°2, para el estudio de individuos también conocida como
similitud de Dice cuya férmula es:

G = 2a
T 2a+b+c

Dénde:

Sij= Similitud entre el individuo iy el j.
a= Numero de bandas presentes simultaneamente en los individuos iy j.
b= NUmero de bandas presentes en i y ausentes en j.

c= Numero de bandas presentes en j y ausentes en i.

El coeficiente de Dice omite la consideracion de pares negativos (0-0) y da doble peso a los
pares positivos (1-1), lo que hace util en términos de similitud del ADN, en que la ausencia

compartida de una banda no es necesariamente indicacion de similitud entre dos individuos.

Se construyé la matriz binaria (cero: ausencia de bandas, uno: presencia de bandas) en la
cual las accesiones forman las filas y las columnas las bandas evaluadas en cada uno de
ellos. La matriz de similitud Fig N°18, se construyo con el programa SIMQUAL (Morillo
et al. 2008).

Se utiliz6 el Método de Clasificacion de distancia (0 similitud) media UPGMA
(Unweighted Pair-Group Methodwith Arithmeticmeans); con el cual se construyo un

dendrograma Fig. N°18 que agrupo las accesiones evaluadas; se realizd un andlisis de
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Correspondencia Mdltiple para realizar una representacion multidimensional del grupo de
individuos con caracteristicas descriptivas de ellos en un plano; se realiz6 un Andlisis de
Varianza Molecular (AMOVA) en el cual se verifico las relaciones entre los grupos
formados; se calcularon los valores de heterocigosidad Esperada, % de loci polimérfico y
Coeficiente de Diferenciacion Genética (Fst) para determinar el grado de variabilidad
existente en los materiales de la Coleccion. Se utilizaron los programas NTSys y TFPGA

para la determinacion de los parametros anteriores.
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V RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cepas seleccionadas

Se seleccionaron 8 cepas de Rizobio liofilizadas que estan ubicadas en el CIAT colectadas
en varias partes del mundo que dispone de una base de datos completa y detallada de los
materiales colectados el cual sirvié para obtener muchos resultados, y poder comparar a
nivel mundial tanto las plantas en que estan ubicadas estas bacterias segun muestra la Tabla
N°2, como la caracterizacién de cada una de ellas, en este caso las 8 bacterias seleccionadas
son de las mas abundantes que se encontraban en este banco, para su crecimiento en agar
especifico LMA, a un Ph de 6.8 que es un Ph que acelera el crecimiento de estas bacterias,
dichas bacterias obtuvieron un crecimiento muy bueno entre 9-15 dias, y luego poder

trabajar con estas.

6.2 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé mediante 3 protocolos que el CIAT habia utilizado hace
muchos afios. Estos con algunas pequefias modificaciones del laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad Nacional de Colombia. Se decidio utilizar estas metodologias
ya que no se ha trabajado con estas bacterias y asi poder dejar un protocolo de extraccion

base para estas dos instituciones, y ademas son métodos muy econémicos y practicos.

Esto se hizo para dejar el protocolo mas completo, preciso y eficiente de los tres, y asi
poder realizar trabajos futuros sin necesidad de estar corroborando estos protocolos.

Para esto se tomaron las primeras Tabla N°8 muestras de las bacterias ya crecidas, se
realizé el primer protocolo (Dra. Kate Wilson) Anexo N° 3 anteriormente mencionado este

se realiz6 siguiendo cuidadosamente los pasos y se obtuvo lo siguiente.



6.2.1 Primera extraccion de ADN Protocolo 1

Figura 1 Primera extraccion del protocolo 1

Primeras 15 extracciones de ADN. Se pueden observar la presencia del ADN el cual es
primer banda bien definida que se puede observar en la mayoria de las muestras, y lo demas
que se logra a ver como una barrida son particulas de ARN la cual no la necesitamos, pero
que si se comprueba que se realizd correctamente la extraccion de ADN en la primer
extraccion del primer protocolo. Se puede apreciar correctamente el ADN solo que no
sabemos en qué cantidades se encuentra y aun en los posos que no se logra ver bien
definida la banda puede haber ADN en estas accesiones, lo cual solo se comprueba en una

amplificacién PCR.
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Tabla 8 Cepas para la primera extraccion

Identificacion N. Cepa Repeticion
Al CIAT 192 1
A2 CIAT 192 2
A3 CIAT 102 1
A4 CIAT 102 2
A5 CIAT 299 1
A6 CIAT299 2
A7 CIAT 593 1
A8 CIAT 2195 1
A9 CIAT 2195 2
Al10 CIAT 4862 1
All CIAT 4862 3
Al2 CIAT 5079 2
Al13 CIAT 5079 3
Al4 CIAT 3934 1
Al5 CIAT3934 3

6.2.2 Amplificacién PCR

Figura 2 PCR de la primera extraccion protocolo 1

En esta primer amplificacion no se notaron muy bien las bandas, pero si se nota que
amplifico bien las muestras, aunque hubo algan error en algun proceso realizado o en las
concentraciones aplicadas para esta, se verificara en las siguientes amplificaciones de este

protocolo inicial para asi poder tomar una decision en cuanto a este proceso de
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amplificacion PCR con RMAs que es el mas importante para trabajos de Biologia

molecular.

6.2.3 Segunda Extraccion de ADN, Protocolo 1

Figura 3 Segunda extraccion del protocolo 1

En el segundo proceso de extraccion de ADN se puede observar bandas muy bien definidas
las cuales muestran el ADN que contiene cada una de las muestras que se aplicaron para
este protocolo, igualmente con algunas presencias de ARN la cual no es mucha.
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Tabla 9 Cepas para la segunda extraccién

Identificacion N. Cepa Repeticion
Al6 CIAT 299 1
Al7 CIAT 299 2
Al18 CIAT 102 1
Al9 CIAT 102 2
A20 CIAT 192 1
A21 CIAT192 2
A22 CIAT 2195 1
A23 CIAT 2195 2
A24 CIAT 3934 1
A25 CIAT 3934 3
A26 CIAT 4862 1
A27 CIAT 4862 3
A28 CIAT 593 1
A29 CIAT 5079 2
A30 CIAT5079 3

6.2.4 Amplificacion PCR

Figura 4 PCR de la segunda extraccion, protocolo 1

Segun el segundo proceso de amplificacion se puede ver que ademas que las cantidades de
ADN son a simple vista muy buenas, también amplifica muy bien y ademéas la
identificacion de las bandas es notable en gel de agarosa y que este no es el indicado para

leer estas bandas.
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6.2.5 Tercera extraccion de ADN, Protocolo 1

Figura 5 Tercera extraccion, protocolo 1

Igualmente se comprobd una vez mas que el protocolo funciona muy bien, y aunque la

presencia abundante del ADN no esta en todas las muestras de las cepas aunque faltaria

corroborar si existe ADN aunque sea en partes un poco mas bajas que las demas esto

igualmente en una prueba de amplificacion en PCR.

Tabla 10 Cepas para la tercera extraccion

Identificacion N. Cepa Repeticion
A3l CIAT 299 1
A32 CIAT 299 2
A33 CIAT 192 1
A34 CIAT 192 2
A35 CIAT 102 1
A36 CIAT102 2
A37 CIAT 593 1
A38 CIAT 2195 1
A39 CIAT 2195 2
A40 CIAT 3934 1
A4l CIAT 3934 2
A42 CIAT 4862 1
A43 CIAT 4862 3
Ad4 CIAT 5079 2
A45 CIAT5079 3
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Concentracion de ADN

m<0.5ul
mOo.5ul
m1.0ul
m15ul

Figura 6 Concentraciones de ADN del Protocolo N°1, segiin marcador Lamda.

Al observar los datos de estas extracciones se realizo la comparacion de concentraciones
con el marcador molecular Lamda Figura 21 , realizando una tabla demostrativa de cada
una de las extracciones del primer protocolo con sus respectivos porcentajes, Anexo 7 , se
puede observar en este protocolo que solamente un porcentaje de 20% esta por debajo de la
concentracion deseada < 0.5 pl el cual son todas aquellas bandas que no muestran la
presencia de ADN en los geles de agarosa, esto nos indica que este protocolo esta en
optimas condiciones para poder utilizarlo para poder extraer y almacenar ADN bacterial
correctamente dado a que el 80% representa concentraciones aptas para el almacenamiento,
el cual también muestra un menor porcentaje en la baja concentraciéon de ADN segun

muestra la figura anterior.
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6.2.6 Proceso de amplificacion PCR

Figura 7 PCR para la tercera extraccion del protocolo 1

Esta tercera amplificacion nos muestra que el ADN amplifica muy bien y que el protocolo
nos puede servir tanto como para almacenar ADN por las altas cantidades que representa en
los geles de agarosa de comprobacién de la presencia de ADN, como también para trabajos

de caracterizacion para estas bacterias, perfectamente.

6.3 Segundo protocolo de extraccion para verificacion de presencia de ADN

6.3.1 Primera Extraccién de ADN, Protocolo 2

Figura 8 Primera extraccion para el protocolo 2
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En este segundo protocolo se observaron cantidades muy pequefias y a pesar de ser un
protocolo tan corto, pues para estas bacterias funciono bien, aunque no es un proceso que
nos pueda servir como para almacenar el ADN que se pueda extraer con él, dio resultados
positivos segun muestra la B6 y B7 en estos pozos se nota muy bien la presencia de ADN,
y aunque en las otras no se puede determinar a simple vista podria ser que existiera ADN
pero a muy bajas concentraciones.

Las muestras utilizadas para este protocolo fueron.

Tabla 11 Cepas para la primera extraccion del protocolo 2

Identificacion N. de cepa Repeticion
B1 CIAT 299 3
B2 CIAT 299 3
B3 CIAT 102 1
B4 CIAT 102 1
B5 CIAT 3934 1
B6 CIAT 3934 1
B7 CIAT 4862 1
B8 CIAT 4862 1
B9 CIAT 593 3

B10 CIAT 593 3

6.3.2 Amplificacion PCR

CIrELIrrrreE

Figura 9 PCR de la primera extraccién del protocolo 2
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En esta amplificacion del protocolo 2 se puede ver que también nos amplifico aunque al
inicio no se observaba la presencia de ADN segun muestran las imégenes de los geles de
agar para la extraccion, pero si se comprueba que la extraccion funciono en todas las

muestras tomadas para este protocolo, y su amplificacion esta muy bien.

6.3.3 Segunda Extraccion de ADN, Protocolo 2

Figura 10 Segunda extraccion del protocolo 2

Se puede observar igual que el anterior gel de agarosa para extraccion que la presencia
puede ser muy bajo o nulo de ADN utilizando este protocolo de extraccidn, pero aun asi se

comprobd mediante la prueba de amplificacion de ADN en PCR.
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Tabla 12 Cepas de la segunda extraccion de ADN protocolo 2

Identificacion N. de cepa Repeticion
B11 CIAT 593 1
B12 CIAT 192 2
B13 CIAT 299 2
B14 CIAT 299 2
B15 CIAT 593 3
B16 CIAT 5079 1
B17 CIAT 5079 1
B18 CIAT 4862 2
B19 CIAT 102 3
B20 CIAT 102 2
B21 CIAT 192 2
B22 CIAT 5079 1
B23 CIAT 4862 1
B24 CIAT 3934 3
B25 CIAT 2195 2
B26 CIAT 2195 3

6.3.4 Amplificacion de ADN en PCR

-
— — -

-
- - -“
-

- -

- -
RSN 3
.

Figura 11 PCR de la segunda extraccion del protocolo 2
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Se comprobd que si; en realidad existe ADN utilizando este protocolo pero este, esté en
muy bajas concentraciones y no serviria como para un proceso de almacenamiento de ADN
de esta bacteria por la poca cantidad de ADN que esta poseen, pero que si se puede trabajar
dependiendo el trabajo que se va a realizar, porque este amplifica muy bien segin lo

muestra la figura.

Concentracion de ADN

m<0.5ul
mO.5ul
mi.0upl
m15pul

Figura 12 Concentraciones de ADN del Protocolo N°2, segin marcador molecular

Lamda.

Al realizar una tabla para identificar concentraciones de ADN, Anexo 8, se pudo extraer
esta grafica la cual muestra segin comparacion con el marcador Lamda Figura 21, nos
muestra gque en este protocolo el porcentaje de concentracion deseado > 0.5 ul es muy bajo
siendo solamente un 27 %, lo cual muestra mucha desconfianza en cuanto a la presencia o
ausencia de el ADN en cada una de las bandas del gel, dicho ADN esta en concentraciones

muy bajas para poder ser almacenado para trabajos futuros.
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6.4 Tercer protocolo de extraccion para verificar de presencia de ADN

6.4.1 Primera extraccion, Protocolo 3

Figura 13 Primera extraccién del protocolo 3

Tercer y ultimo protocolo de extraccién para ADN en Rizobios, este ultimo método que se

utilizo es el mas extenso a nivel de pasos y de duracion de los procesos, pero a pesar de eso

la cantidad de ADN que se pudo extraer en la primeras muestras no es muy significativa

aunque si existe ADN en dos de estas, en abundancia eso nos dice que en las demas puede

que se encuentre pero en cantidades sumisas, el cual se comprobo en la amplificacion con

PCR.

Las muestras que se utilizaron para este protocolo fueron

Tabla 13 Cepas para la primera extraccion del protocolo 3

Identificacion N. de cepa Repeticion

C1 CIAT 593 1
C2 CIAT 593 1
C3 CIAT 3934 2
C4 CIAT 3934 2
C5 CIAT 192 2
C6 CIAT 192 2
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6.4.2 Amplificacion con PCR.

Figura 14 PCR de la primera extraccion del protocolo 3

Al igual que los otros dos al parecer este protocolo también puede ser usado para extraccion
pero con amplificaciones de ADN dado a que las cantidades de ADN para almacenar son
en concentraciones muy bajas, pero si es un protocolo que podria funcionar perfectamente
para muchos trabajos, con el Unico impedimento retraso que es un protocolo de extraccion

demasiado largo para tratarse de bacterias.

6.4.3 Segunda extraccion, Protocolo 3

Figura 15 Segunda extraccion para el protocolo 3
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En este gel ya se nota un poco mas la presencia del ADN aunque si lo comparamos con el
primer protocolo todavia es muy poco, pero si se comprueba que este Ultimo protocolo, es
muy eficiente para el proceso de extraccion de ADN en rizobio, igual que los otros dos, y
para terminar de comprobar esto se realizé la Gltima amplificacion de PCR.

Tabla 14 Cepas para la segunda extraccion del protocolo 3

Identificacion N. de cepa Repeticion

C7 CIAT 2295 1
C8 CIAT 2295 1
C9 CIAT 2295 2
C10 CIAT 2295 2
Cl1 CIAT 192 1
C12 CIAT 192 1
C13 CIAT192 3
Cl4 CIAT 192 3

6.4.4 Amplificacién en PCR.

Figura 16 PCR de la segunda extraccion del protocolo 3

Con esto se comprueba que el tercer protocolo también amplifico muy bien por lo tanto se
podria utilizar en algun tipo de trabajo para procesos de extraccion y temas de investigacion

relacionados con biologia molecular.
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Se podria decir que los tres protocolos funcionaron a la perfeccidn, con las variaciones de
concentracion de ADN extraido en cada uno de ellos. Pero si se ratifico al final de este que
los tres protocolos se podrian utilizar para la extraccion de ADN en rizobios, pero esto va a
depender del fin que se le dara al trabajo a realizar en cada una de las investigaciones.

Concentracion de ADN

m<0.5ul
mO0.5pl
m1.0ul
m15ul

Figura 17 Concentraciones de ADN del Protocolo N°3, seglin marcador molecular

Lamda.

Al igual que en los otros dos casos, para este protocolo también se hizo una tabla de
equivalencias de concentraciones de cada extraccion, Anexo 9, el cual representa los
diferentes porcentajes de cada una de las concentraciones que se obtuvo con este protocolo,
logrando asi compararlo con el marcador molecular Lamda Figura 21, y poder obtener esta
grafica la cual nos muestra que las concentraciones estan equilibradas, teniendo una
variacion en las concentraciones pero que se podria utilizar para un almacenamiento aun

desconfiando en si de la vida anaquel de este, por la variacion que se obtiene.
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6.5 Comparacion de concentraciones de ADN.

S — e — T
. 2 =3 2 _= =1

S0Omahywa="3=1

Figura 18 Marcador de peso molecular

Los tres pozos de cada fila corresponden al marcador de peso molecular conocido como
(Lamda) donde cada microlitro de este contiene 50 ng de ADN y se coloco 0.5 pl, 1.0 pl y
1.5 ul del marcador para poder hacer una mejor comparacion de las bandas de ADN para la
cuantificacion de estos, estas serian las cantidades mas visibles que se pudieron distinguir
en las cepas utilizadas con cada uno de los protocolos y las cantidades optimas con las que
se puede almacenar el ADN una por la concentracion, otra porque verificamos la existencia
del mismo, como se ha notado en los geles anteriores en algunos la concentracion de ADN
de estos estaba por debajo de estas cantidades igual que en otras estaban por encima igual
en los dos casos estas amplificaron muy bien, pero hasta este el punto de la extraccién no se
sabe si hay presencia de ADN bacteriano cuando las concentraciones estan por debajo de
25 ng/ pl o por decirlo menor que 0.5 pl. y debido a esta tabla se elabord el siguiente

cuadro.

48



Tabla 15 Cuadro comparativo de los protocolos de extraccion.

Protocolo Grupos # De muestras Extraccion # bandas Amplif. # bandas
1. Dra. Kate Wilson 1 15 13 15
2 15 14 15
3 15 9 14
2. Dra. Thies 1 10 3 10
2 16 4 16
3.Dra. E. Alvarez 1 6 3 6
2 8 4 8

Tomando de cada uno de los protocolos de extraccion un porcentaje neto en las muestras

totales del 100% segin muestra la Tabla 15, tendriamos lo siguiente.

100%

90%

80%

70%

60%

50% M Extraccion visible

m Amplificacion

40%

30%
20%

10%

0%

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3

Figura 19 Graficas de comparacién entre cada uno de los protocolos

Llevando a cabo la suma de las muestras para tomar un 100% total como una mayor
representacion de cada protocolo, y sacando el porcentaje tanto de extraccién y de

amplificacion segin lo muestra la figura 22. Se puede observar una notable diferencia entre
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el porcentaje total de extraccion de ADN visible segun los geles de cada uno de los
protocolos evaluados, siendo el protocolo uno, el de mayor significancia para este proceso
que es el fundamental para el almacenamiento del ADN dado a que muestra cantidades
altas de presencia de ADN, segin el aspecto de amplificacion de PCR para la
caracterizacion de cepas los tres protocolos mostraron alta significancia esto nos muestra
que para una llevar un trabajo que no requiera de almacenamiento de ADN y solamente
para una caracterizacion se podria utilizar el protocolo que lleva menos tiempo dado que
aungue el ADN no es visible en todas las muestras esto nos indica que la presencia de este
si estad en todas, con la Unica diferencia en las concentraciones, siendo la mejor para este

objetivo segun lo muestra la tabla el protocolo nimero uno.

6.7 Estandarizacion de condiciones para PCR

La calidad del ADN fue validada a través de su amplificacion Figura 24, siendo
consistentemente amplificable a través de la técnica de PCR.

Y para esto se realizo el gel de Poliacrilamida y poder hacer una mejor visualizacion.

A30 A29 A28 A27 A26 A25 A24 A23 A22 A21 A20 Al19 Al18 Al7 Al6 MM

_’MH.—‘-_‘—‘—H?—'—_‘_\‘—'—’_

GEL DE POLIACRILAMIDA
Figura 20 Gel de poliacrilamida para la cuantificacion de alelos.

PCR de Rhizobium. EIl pozo No. 16 es el marcador molecular para la comparacién de las

bandas amplificadas de ADN, se puede observar que se utilizaron las cepas de rizobio de la
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1 ala 15 con el “primer CCA”. Dicho primer ba desde los 100pb hasta los 1200pb (pares de
bases) y estas muestras mostraron respuesta a este ya que se observo como las muestras se
replicaron entre si mostrando varias diferencias de las bandas siendo un indicativo que el
ADN extraido es de buena calidad. Y en este caso se utilizd el primer protocolo que fue el
que mostro mejores cualidades en cantidad de ADN y calidad de amplificaciony el cual se
comprueba haciendo el conteo de las bandas y comparandolas para ver las similitudes y
diferencias obteniendo mucha variabilidad, lo que significa que se puede usar para
cualquier interés de mejoramiento, y dependiendo de ese interés poder poner en practica
cualquiera de estos tres protocolos que estan descritos anteriormente.

6.8 Seleccidn de cebadores RAMs polimorficos

Se usO un cebador o primers RAMs (CCA) polimdrficos para las especies de rizobios,
solamente para hacer algunas pruebas de amplificacion del ADN y observar si estas
especies estan sujetas a cambios genéticos, lo cual permite realizar analisis de diversidad de
una manera mas agil y simplificada, y que otros investigadores puedan acceder a estos

protocolos como principales para la extraccion de sus bacterias.

6.9 Analisis de la informacion

La informacidn fue analizada utilizando la metodologia construccion de matriz de ceros (0)
y unos (1) para la determinacion del Coeficiente de Similitud de Nei-Li Anexo N°2, donde
los unos indican presencia de bandas de ADN en la muestra tomada comparada con el
marcador molecular el cual es utilizado para observar si el ADN amplifico y los ceros
representan ausencia de bandas o sea que no amplificé esa muestra en comparacion con el
marcador. Con los datos obtenidos se construyd un dendrograma que agrupo las cepas

evaluadas para comparar las similitudes entre las diferentes especies de rizobio.

Cepas:
CIAT 299 — Valle Colombia CIAT 3934 - Cuba
CIAT 2295 — Brasil CIAT 5079 — Colombia.

CIAT 593 — México
CIAT 192 — Cérdova Colombia
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CIAT 102 — Zimba

CIAT 4862 - Brasil

299

|593

5079

102

192

4862

2295

3934

Cosafficient

Figura 21 Dendograma 8 cepas de Rhizobio.

Al considerar un coeficiente de similitud de 0.43 o bien 0.5 podemos observar que se
forman 2 grupos de individuos; el primero esta conformado por las cepas CIAT 299 (Valle
de Colombia), la CIAT 593 (México), la CIAT 5079 ( Colombia), CIAT 102 (Zimba),
CIAT 192 (Cordova, Colombia), y la CIAT 4862 (Brasil). Estas accesiones poseen
caracteristicas genotipicas mas cercanas o similares entre si, pero se puede notar que las
muestra 299 y 593 tienen caracteristicas mas cercanas entre ellas y asi también la muestra
5079 se asemeja a estas dos muestras y en un rango mas lejano se encuentran en similitud
con las deméas muestras y asi entre mas avance el coeficiente de similitud podemos tener

mas caracteristicas notables y/o ausentes entre las cepas.

El segundo grupo posee las accesiones restantes donde se encuentran la muestra; CIAT
2295 (Brasil) y la CIAT 3934 (Cuba) las cuales mostraron mayor semejanza entre ellas

solamente con el coeficiente de semejanza de 0.43 lo que indica en los dos grupos que hay
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materiales que tienen muchas caracteristicas genotipicas similares aunque sean de diferente
origen, y diferente huésped segin lo muestra la tabla 2.

El cual muestra que ninguna de las cepas provienen del mismo huésped es més estas varian
también hasta en su lugar de recoleccidn, siendo Colombia uno de los paises que coinciden
entre los lugares de recoleccion de las cepas liofilizadas y ain ni asi con un coeficiente de
similitud més alto estas varian mucho. Esta diversidad entre las muestras es importante para
cualquier interés de mejoramiento que se desee cambiar o modificar.

Y si tomamos un coeficiente de similitud de 1, se observa que todas las muestras son

diferentes entre si.

102
192

299

4862

Figura 22 Agrupamiento en dimensién de las cepas.

En este corte de dimension podemos observar como las muestras adquiridas se agrupan
manteniendo el coeficiente de similitud anteriormente utilizado para el agrupamiento segun
la presencia o ausencia alelopatica que estos poseen, mostrando siempre que cada una

posee caracteristicas muy propias y a pesar de que se agrupan asi no son semejantes, y para
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una mejor visualizacion podemos tomar los datos en los cuatro cuadrantes para una mejor

observacion de los mismos a continuacion:

(=

70
12295 - l
1 593
033 1 cuadrante 2 cuadrante 0
| 299
. 0
Dim-2 002
] 192
] 0
0419 3 cuadrante 4 cuadrante
] o 102
' 3934 0 4862
.:\Sl 1 I I 1 | 1 Q I 1 I I 1 1 | 1 I 1 1
165 11 059 006 047
Dim-1

Figura 23 Vista en un plano de cuadrantes para un mejor agrupamiento.

Utilizando esta grafica de cuatro cuadrantes podemos observar como nos agrupa las
muestras en 4 sub grupos podemos verificar nuevamente que aunque son de diferentes
paises ahi cepas que muestran similitudes con otras, y lo contrario que cepas que son del
mismo pais como el caso de CIAT 2295 — Brasil y CIAT 4862 — Brasil se agrupan en
cuadrantes muy diferentes y separados, pero las cepas ; CIAT 299 — Valle Colombia, CIAT
5079 — Colombia, y CIAT 192 — Cordova Colombia se ubican dos en el mismo cuadrante y

la otra en un cuadrante distinto pero a la misma vez cercano.
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6.10 Heterocigosidad

Tabla 16 Cuadro de heterocigosidad y loci polimérfico

CCA 0.3750 90%

Tomando un criterio de 95% en el % de loci polimérfico, esto quiere decir que los locus
son polimdrficos dado a que las frecuencias de los alelos mas comunes pueden varia
mucho segln su comportamiento de genes, una alta diversidad genética de los materiales
evaluados.
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VI CONCLUSIONES

Se logré la extraccion de ADN de rizobios con respecto a los tres protocolos evaluados con
algunas diferencias a nivel de concentracion de ADN en cada uno de los protocolo. Estos se

podran utilizar para fines de mejoramiento genético de las especies.

Se determin6 que el protocolo nimero uno (Dra. Kate Wilson) Anexo N°3, fue el méas
eficiente con respecto a las concentraciones de ADN que se pueden extraer utilizando este
protocolo y que para fines de amplificacion de estas bacterias los tres protocolos suelen
funcionar perfectamente pero con riesgos de que en no podemos observar la presencia del
ADN en todas las bandas esto utilizando el marcador molecular de ADN lamda Fig. N°15,
del protocolo 2 y 3 Anexo 4 Y 5 respectivamente.

Con la técnica RAM’S empleada en las especies de Rhizobium utilizando el cebador o
primer (CCA), se observé que el ADN de las muestras expuestas a la tecnica PCR eran
facilmente visibles (amplifico), el cual es un indicativo que el ADN es de buena calidad y

se pueden realizar trabajos de mejoramiento.

A pesar que las cepas que se evaluaron en este proceso eran de diferentes partes del mundo
estas lograron agruparse segun sus caracteristicas genotipicas, prevaleciendo algunos alelos
notables entre ellos y pese a que algunas tenian origen igual hablando por si del mismo pais
estas no se agrupan alelopaticamente, también podria influir el huésped de cada una de ellas

dado a que son huéspedes diferentes en los 8 casos.



VIl RECOMENDACIONES

Al momento de la reproduccion de la bacteria en el medio de cultivo el Ph de este es de
vital importancia para la reproduccion de la bacteria, siempre es necesario verificar el Ph
hasta llegar al pH optimo que la bacteria requiere en este caso 6.8 Ph, esto con la ayuda mas
frecuentemente de un &cido (HCI).

El ADN que se logra obtener de estas cepas de la recoleccion del CIAT se pueden utilizar
en cualquier area de interés que el investigador convenga pudiendo utilizar estos protocolos
de extraccion preferiblemente si es para almacenamiento de ADN utilizar el protocolo N. 1
dado a que es uno de los mas eficientes en cuanto a calidad y cantidad de ADN.

Se recomienda establecer un banco de ADN en el laboratorio de Biologia molecular de la
Universidad Nacional de Colombia como réplica al banco de bacterias liofilizadas que se
encuentran en CIAT, para poder tener materia prima para muchos otros estudios que se
puedan realizar con estas bacterias que son de mucha importancia muchos cultivos de

leguminosas.

Trabajar de siempre con Higiene y seguridad dado ya que puede haber una contaminacién
de nuestra materia prima el ADN por otro organismo extrafio al que se esta evaluando y

puede distorsionar los resultados.
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IX ANEXOS

Anexo 1 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDAD MESES
Junio Julio Agosto

2 5 7 91]10(11)12
Busqueda y revisién bibliografica X[ X X X X X|X[|X|X]|X
Reconocimiento de las instalaciones y presentacion. X X
Extraccion de ADN Bacteriano. X XX X X
Verificacion de calidad y cantidad. X X
Ensayo con cebadores RAMs X XX X X
Amplificacion de algunas muestras X X X X
Visualizacion en geles de agarosa XX X X
Visualizacion en geles de poliacrilamida X X
Escritura de informe final X| X




Anexo 2 Matriz de ceros (0) y unos (1) para la determinacion del Coeficiente de
Similitud.

N° de cepa
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Anexo 3 Protocolo 1 Dra. Kate Wilson (1990)

Para este protocolo se llevaron a cabo 13 pasos hasta llegar a la extraccion los cuales se

describen a continuacion:

1. Crecimiento de rizobio en cajas de petri en el medio LMA.

2. Agregar 5 ml de agua en la caja petri para preparar la emulsion de las células crecidas.

3. Sacar 1 ml de emulsién y centrifugar a 14000 rpm por 10 min. Descartar el sobrenadante.

4. Re suspender el pellet en 567 pl de buffer TE, y con pasos de vortex y golpes en el
tubito, disolver el pellet. Adicionar 30pul de 10% SDS y 3ul de proteinasa K (solucion

20mg/ml). Mezclar en el vortex e incubar a 27°C por 1 hora.
5. Adicionar 100 pul de 5M NaCl y mezclar en el vortex.
6. Adicionar 80 pl de CTAB/NaCI solucion. Mezclar en el vortex e incubar 10 min a 65 °C.

7. Adicionar 500 pl de cloroformo-isoamil alcohol, mezclar en el vortex y centrifugar a

14000 rpm por 5 min.

8. Remover el acuoso, viscoso sobrenadante para un tubo nuevo. Si el sobrenadante sale

turbo repetir el paso del cloroformo-isoamil alcohol, agregando 1 ml.
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9. Adicionar 0.5 ml de isopropanol (.20°C) para precipitar ADN. Dejar toda la noche a -
20°C.

10. Al otro dia centrifugar a 14000 rpm por 5 min.

11. Descartar el sobrenadante con cuidado y lavar con 1 ml de etanol 70% centrifugando a
14000 rpm por 10 min.

12. Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet.
13. Diluir en 50ul TE vy si es necesario adicionar 1pl de RNAsa.

Este protocolo se elabor6é 3 veces con las 3 repeticiones de cada una de las cepas

anteriormente mencionadas.

Anexo 4 Protocolo 2 Dra. Thies .curso de aplicacion de técnicas moleculares.

1. Crecimiento del rizobio en el medio LMA.

2. Pasar una colonia con el asa a un eppendorf que contiene 50l de agua dfe. (Destilada,
filtrada y esterilizada).

3. Colocar a 95°C en un termociclador por 10 min.

4. Dar un paso de vortex y centrifugar a 20000 rpm por 5 min.

Este protocolo se realiz6 por 2 veces para su verificacion con diferentes muestras de las

cepas.
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Anexo 5 Protocolo 3 Dra. Elizabeth Alvarez para Xantomonas axonopodis.

(Fue utilizado por CIAT 1967 para extraer ADN de rizobios y funciono)

1. Crecimiento del rizobio en el medio LMA.

2. Lavar el rizobio: pasar una colonia aislada con el asa a un eppendorf que contiene 1ml de
NaCl 1M y centrifugar a 13200 rpm por 5 minutos. Descartar el sobrenadante y repetir el

proceso, agregando nuevamente 1 ml de NaCl 1M.

3. Resuspender la bacteria en 540 pl TE Ph 8.0, mezclarla bien empleando el vortex y
dejarla 15 min a 70 °C en bafio maria.

4. Retirar del bafio-maria y adicionar 1.5 pl de proteinaza Ky 20 pl de SDS 10% mezclar

bien los tubos.

5. Dejar en bafio-maria a 50°C toda la noche.

6. Al otro dia adicionar 900 pl de fenol-cloroformo, mezclar empleando vortex y

centrifugar a 13200 rpm por 15 minutos.

7. Tomar el sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo.

8. Adicionar 750 pl de cloroformo-isoamil y mezclar empleando vortex, suavemente,

centrifugar a 13200 rpm por 15 min.

9. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 1ml de etanol absoluto y 50 pl de
acetato de potasio o sodio 3M. Mezclar y llevar 2 hs o toda la noche preferiblemente a -
20°C.

10. Centrifugar 20 min. A 4°C descartar el sobrenadante y lavar el pellet con etanol a 70%,

centrifugando 14000 rpm por 10 min.
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11. Descartar el sobrenadante y dejar que el pellet seque completamente.

12. Diluir el pellet en 100 pl de TE y almacenar.

Anexo 6 Pasos para la tincién en plata para dos geles de tamafio aproximadol0 x 12

cm.

1.

Fijacion: Metanol 15 ml; Acido acético 3.6 ml; Formaldehido 37% 15 pl, completar con
agua a un volumen de 30 ml, luego agitar por lo menos 1 hora.

Lavado: Etanol 30 ml; agua 30 ml, hacer 3 lavados de 20 minutos cada uno.
Pre-tratamiento: Tiosulfato de sodio (2 gr/It) proteger de la luz, se agita por 1 minuto
suavemente.

Lavado: Se hacen 3 lavados con agua destilada por 20 segundos cada uno.

Impregnante: Nitrato de Plata 0.06 gr; Formaldehido 15 ul, completar con agua hasta 30
ml, dejar 20 minutos en agitacion.

Lavado: Dos lavados con agua 20 segundos cada uno.

Revelado: Carbonato de Sodio 1.8 gr; Formaldehido 15 ul; Tiosulfato de sodio (2gr/It)
600 ul, completar con agua hasta 30 ml, agitar hasta la aparicion de las bandas, se agita
por dos o tres minutos (se sugiere en hielo, porque la aparicién de las bandas se
demora).

Lavado: Dos lavados con agua, uno rapido y otro por dos minutos.

Fijador: Metanol 15 ml; Acido acético 3.6 ml, completar con agua a 30 ml, dejar por lo

menos de 5-7 minutos.

10. Preservar: Metanol 15 ml; agua 15 ml, si se desea secar los geles usar papel celofan.

Todo este proceso dura aproximadamente 2 horas con 45 minutos

Nota: En todos los casos utilizar agua destilada estéril, y si se haran varios geles, colocar

sefales en los geles para identificarlos dado a que son idénticos.
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Anexo 7 Concentraciones de ADN del Protocolo N°1, segin marcador Lamda.

Concentracion de 1 2 3 Total Porcentaje
ADN Extraccion  Extraccion  Extraccion %

< 0.5l 2 1 6 9 20%

0.5 pl 5 5 1 11 24%

1.0 ul 3 5 4 12 21%

1.5 pl 5 4 4 13 29%

Total de muestras 15 15 15 45 100%

Anexo 8 Concentracion de ADN del protocolo N° 2, segun marcador molecular
Lamda.

Concentracion de ADN 1 Extraccion 2 Extraccion Total Porcentaje

< 0.5pl 7 12 19  73%
0.5 ul 1 1 2 8%
1.0 pl 2 2 4 15%
1.5 ul 0 1 1 4%
Total de muestras 10 16 26 100%

Anexo 9 Concentracion de ADN del protocolo N°3, segin marcador molecular

Lamda.

Concentracion de ADN 1 Extraccién 2 Extraccion Total Porcentaje

< 0.5l 3 1 4 29%
0.5l 0 3 3 21%
1.0 pl 3 2 4 29%
1.5 pl 1 2 3 21%
Total de muestras 6 8 14 100%
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