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Resumen

En décadas recientes se ha incrementado el uso de la informacién
genética para analizar procesos evolutivos. Sin embargo, la capacidad
de laboratorios modestos para generar esta informacion es limitada.
En el presente trabajo desarrollamos una estrategia que permite
dirigir esfuerzos de secuenciacién de ADN de manera eficiente, para
analizar un elevado nimero de muestras con recursos limitados.
La estrategia se basa en el uso eficiente de la informacién genética
disponible en las bases de datos de acceso libre y simulaciones in
silico de la PCR-RFLPs y DGGE.

Palabras clave: DGGE, PCR-RFLPs y simulacién in silico.

Abstract

In recent decades the use of genetic information to analyze
evolutionary processes has increased. However, austere laboratories
capacity to generate this information is limited. We show a strategy
that allows to guide efficiently the DNA sequencing efforts, in order
to examine a large amount of samples with limited resources. The
strategy is based on the efficient use of genetic information available
in databases and open access in silico simulations of the PCR-RFLP
and DGGE.
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Introduccién

Una de las principales fuentes de informacién para discernir
preguntas de cardcter evolutivo se encuentra en el genotipo de los
organismos. Este recurso ha sido objeto de anilisis empleando
distintas técnicas moleculares, particularmente en las tltimas
décadas (Hillis ez a/., 1996). Sin embargo, una limitante para
la obtencién de esta informacién es el acceso a laboratorios
especializados para desarrollar técnicas de biologfa molecular.
Las técnicas para evaluar los niveles de variacién dentro de
poblaciones, pueden ser clasificadas en dos grandes grupos
de acuerdo al nivel de cobertura del genoma: las técnicas que
tienen una cobertura amplia al azar sobre el genoma completo
del organismo (RAPD, AFLD, ISSR) y técnicas que enfocan
el andlisis a regiones particulares del genoma (secuenciacién
de ADN, PCR-RFLE DGGE, SSCP Isoenzimas, Micro y
Minisatélites). Mientras que la secuenciacién del ADN es la
técnica que permite detectar la totalidad de la variacion entre los
organismos (sustituciones, inserciones o deleciones), requiere el
acceso a laboratorios de primer nivel y/o el envio de muestras a
laboratorios especializados en servicios (ej www.macrogen.com).

Una manera de analizar un gran nimero de muestras sin
requerir el uso de laboratorios especializados consiste en la
combinacién de técnicas simples con la secuenciacidn. Bajo esta
estrategia se realiza la secuenciacién en una sub-muestra para
clasificar e identificar los distintos haplotipos, y posteriormente se
aplica una técnica sencilla que permita diferenciar los haplotipos
detectados con las secuencias, para aplicarse al resto de la muestra
(Fig. 1).

La estrategia planteada es posible por la existencia de
algoritmos que permiten predecir a partir de una secuencia
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especifica su comportamiento en el laboratorio. Este es el caso de
las técnicas DGGE y PCR-RFLPs que pueden simularse 7 sifico.
La DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis o
Electroforesis en Geles con Gradiente Desnaturalizante) es un
tipo de electroforesis para 4dcidos nucleicos de doble cadena
que permite detectar diferencias entre secuencias debido a
las variaciones que estas diferencias provocan en la 7z de la
molécula. La 7 se define como la temperatura a la que el 50%
de las moléculas de ADN se encuentran en estructura de doble
cadena unida por puentes de hidrogeno (Fig. 2). Este valor
depende de la proporcién de bases puricas y pirimidicas de la
secuencia, debido a que la unién entre A-T (dada por dos puentes
de hidrégeno) es més 14bil que la unién G-C (con tres puentes de
hidrdégeno). Por esto, la composicién del ADN afecta el patrén de
desnaturalizacion, siendo posible distinguir entre moléculas con
diferentes secuencias de ADN, debido a su movilidad diferencial
en geles con un gradiente de concentracién de un compuesto
desnaturalizante (ej. urea). El ADN desnaturalizado tiene una
velocidad de migracién menor que el ADN de doble cadena,
diferenciando dos o mds fragmentos del mismo tamafio en pares
de bases pero con distinta composicién. Empleando este método
es posible identificar substituciones, inserciones y deleciones en
una o més bases, en moléculas de 150 a 1000 pb, lo que permite
diferenciar secuencias de ADN Myers et al. (1987).
Se ha observado que la desnaturalizacién del ADN se
presenta con el cambio de estado de dominios (doble cadena-
cadena sencilla) de un niimero considerable de pares de bases (50
a 300) de manera simultdnea. Esto debido a que los dominios
responden a cambios de una sola base generando efectos en las
bases vecinas. Se sabe que la desnaturalizacién de 90 bases de
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muestra (Fig. 3).

La técnica de RFLPs (Restriction
Fragments of Length Polymorphism)
permite detectar diferencias entre genomas
de distintos organismos con base en la pérdida o ganancia de
sitios de restriccién (secuencias especiﬁcas que son reconocidas
por endonucleasas de restriccién). Existen varios protocolos,
todos tienen como objetivo identificar la variacidn en tamafio de
los fragmentos que permitan diferenciar a las entidades de estudio
(individuos, poblaciones, especies, y faxa supra-especificos) Hillis
et al. (1996).

Posterior al desarrollo de la PCR es posible dirigir los
andlisis de RFLP’s hacia regiones especificas del genoma de un
organismo Saiki ez /. (1985). Los fragmentos amplificados con
PCR son sometidos a restriccién (corte) con endonucleasas,
para posteriormente visualizar los fragmentos de restriccién con
métodos sencillos de tincién (bromuro de etidio o tincién con
plata) en geles de agarosa o poliacrilamida.

La combinacién de PCR con RFLP es util, pues permite
detectar diferencias en secuencias de distintos individuos
aprovechando la sensibilidad de PCR para amplificar regiones
especificas de un genoma y la resolucién de RFLP para comparar
secuencias. Este método ha sido empleado previamente en
tortugas marinas con buenos resultados Avise & Karl (1993).

En el presente trabajo se realizé una simulacién in silico
del comportamiento de 17 haplotipos de la regién control
del ADNmt, de Chelonia mydas (Encalada, 1996), evaluando
la capacidad de los DGGE y PCR-RFLPs para diferenciar
haplotipos.

TEMPERATURA

Materiales y métodos

Previo a las simulaciones in silico se realizé el alineamiento de
las secuencias obtenidas por Encalada et al. (1996); Genbank
750131.1 “Cm 97, Z50130.1 “Cm 87, Z50126.1 “Cm 47,
750125.1 “Cm 27, Z50140.1 “Cm 187, Z50139.1 “Cm 177,
750138.1 “Cm 167, Z50137.1 “Cm 157, Z50136.1 “Cm 147,
750135.1 “Cm 13”, Z50134.1 “Cm 127, Z50133.1 “Cm 117,
750132.1 “Cm 107, Z50129.1 “Cm 77, Z50128.1 “Cm 67,
750127.1 “Cm 57, Z50124.1 “Cm 1”) con ClustalV para PC
versién 1.7 Thompson ez al. (1994) y revisado a ojo empleando
GeneDoc para PC versién 2.2.0 Nicholas ¢ al. (1997) para
verificar que los 17 haplotipos fueran diferentes en al menos una
posicién (Fig. 4).

Para obtener una simulacién in silico de la respuesta bajo
condiciones desnaturalizantes de secuencias de la regién control
del ADNmt, emulando su comportamiento al someterse a
DGGE se someti6 a las secuencias obtenidas por Encalada ez al.
(1996) al programa Poland disponible en linea donde se calcul$
la 7in de las 17 secuencias empleando el algoritmo descrito por
Steger (1994) en donde se asume que secuencias con diferente
Tin dada una concentracién de sales, generan diferente velocidad
de migracién en un sistema de DGGE.

Los mapas de restriccién (patrones de fragmentos obtenidos
con las endonucleasas disponibles comercialmente) de las 17
secuencias fueron obtenidos con el programa Webcutter 2.0
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Heiman (1997). Tabla 2).

Resultados

Con la técnica de PCR-RFLPs se identificaron 42 enzimas
que tienen sitios de restriccion dentro de las secuencias. Sin
embargo, sélo 19 de estas podrian generar cortes informativos
(que permitan diferenciar las secuencias), el resto (23 enzimas)
generarfan el mismo patrén de corte (enzimas sombreadas en la

Enzima de restriccion

A partir del andlisis tedrico de restriccién, se agruparon las
enzimas que generaron un mismo patrén. Por ejemplo, la enzima
Alul, tiene la capacidad de distinguir dos grupos en los haplotipos
empleados; el primero constituido por las secuencias 1, 2, 3, 4, 9,
13, 14, 17, 15, 16, 18 y el segundo por las secuencias 5, 6, 8, 10,
11, 12. La enzima Mwo-1 agrupa a las mismas secuencias y por
esta razdn se le agrupé con la enzima A/u I (Tabla 1).

Tabla 1. Patrones de restricciéon esperados. Se
presenta en columnas (verticales) de distinto tono
(gris o blanco) las enzimas que generan la misma
asociacién de grupos de las secuencias analizadas.
0 indica que la enzima no tiene sitios de restriccion,
1, 2, 3, 4 indican el nimero de cortes esperados. Las

o g
S, % = = 8 % Z Q 8 3 lineas (horizontales) en distintos tonos agrupan las
= = 2 secuencias que no son distinguibles (3, 4; 5, 6; 10, 11;
13,14y 17).
Cm1 i 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 O O 1 0 0 O
Cm 2 i1 0 2 1 1 0 O 1 1 1 1 1 O O O 1 0 O 1
1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0O O O
] 0O 0 1 1 o 1 1 1 0 0 O
Cm 5 21 1 0 2 1 1 1 1 0 O 2 1 O O 2 1 0 O
Cm 6 21 1 0 2 1 1 1 1 0 O 2 1 O O 2 1 0 O
Cm38 21 1 0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1
Cm9 i+ 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 O O 1 1 0 1

Cm12 2 1 1 o0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 0

Cm15 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1
Cmil6 1 0 1 1 1 0 0 2 O0 1 1 1 0 O
Cm18 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 2 1 0
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Tabla 2. (continuacion).

133/130/214  133/139/214  133/139214  133/139/214  133/139/214

133/139/214

133/139/214 133/139/214

133/139/214 133/139/214

133/139/214

133/130/214  133/139/214  133/139/214

133/139/214 133/139/214

133/139/214

Tsp4c

125/361 125/361 125/361 125/361 125/361

125/361

125/361

125/361

125/361

125/361

125/361

125/361 125/361 125/361

125/361 125/361 125/361

Xcml

19/467 19/467 19/467

19/467 19/467

19/467

19/467

19/467

19/467

19/467

19/467

19/467 19/467 19/467

19/467 19/467

19/467

Xmnl

8739

87/39

87/39

BsrGI

%0/3%

%0/3%

90/3%

%0/3%

%0/3%

%0/3%

%0/3%

CviR

213/273

213/273

213/273

213/273

213/273

213/273

213/273

Ms1l

77/409

77409

77/409

77/409

77/409

77/409

Mwol

56/428 58/428 58/428

58/428

58/428

58/428

Psp14:

144/342

144/342

144/342

Siml:

SENE9Y/387

99/387 99/387 99/387 99/387

99/387

99/387

99/387

SfaNI

89/397

89/397

89/397

Tatl

5/32/70/106/133/140  5/32/70/106/133/140

5/32/70/106/133/140  5/32/70/106/133/140

5/32/70/106/133/140

5/32/39/101/106/203

Tsp50

Genética y Biologia Molecular

Simulaciéon de DGGE y PCR-RFLPs sobre secuencias ADN

De este andlisis se identificaron 11 enzimas de las 19
seleccionadas previamente con las cuales es posible distinguir 12
de las 17 secuencias sometidas al andlisis (70 % de los haplotipos
analizados).

Con respecto a las simulaciones del comportamiento de las
mismas 17 secuencias en un DGGE, los valores de 7in obtenidos
(Tabla 3) sugieren que sélo serfa posible detectar ocho secuencias
diferentes (47% de las secuencias).

Los valores de 7m se ven afectados por la concentracién de
sales y ADN de una solucién determinada, por lo que se buscé
aumentar la capacidad de resolucién de la técnica empleando
distintos valores de la concentracién de sales y ADN para
detectar diferencias entre dos secuencias que en un principio
fueron indistinguibles. Si bien el cambio de las variables afect6 los
valores de 77 este cambio fue uniforme para todas las secuencias,
lo que impidi6 aumentar la resolucién (Tabla 4).

Discusion

En los resultados se observa que cada técnica por separado
genera datos con menor discriminacién que un anilisis con
ambas técnicas ya que permiten diferenciar mds secuencias. Por
ejemplo, las secuencias 3 y 4 son indistinguibles empleando
RFLP con las enzimas seleccionadas, pero estas mismas secuencias
presentan diferente valor de 7m, por lo que su comportamiento
en un DGGE serfa diferente. Sin embargo, las secuencias cm17
y 14 muestran un comportamiento homogéneo frente a ambas
simulaciones, por lo que son indistinguibles. Con este andlisis
concluimos que no es posible distinguir con las dos técnicas la
variacién genética de los 17 haplotipos. Sin embargo, este tipo
de simulaciones son recomendables como estudios preliminares
que permiten potenciar la capacidad de anilisis de muestras en
un proyecto

Particularmente la técnica PCR-RFLPs es mds simple que la
secuenciacién, que ofrece la méxima resolucién para detectar la
variacién genética de la regién control, pero desafortunadamente
no permite detectar toda la variacién presente.

Si se logra a partir de un primer esfuerzo de secuenciacién
de ADN identificar los sitios polimérficos que distinguen
haplotipos y las simulaciones particularmente de RFLP permiten
distinguirlos, detectando enzimas de restriccion diagnésticas, es
posible entonces, analizar en el laboratorio, un gran niimero de
muestras en las que se requerird la amplificacién de la regién de
andlisis mediante PCR seguida de una reaccién de restriccidon
y electroforesis, para estimar la frecuencia de cada uno de los
haplotipos detectados con RFLPs previamente asociados a las
secuencias de ADN previamente analizadas.

Este tipo de simulaciones son dtiles particularmente si
consideramos que las bases de datos como el Genbank tienen,
gracias a los avances de la tecnologia de secuenciacién un
crecimiento notable que se reporta cada dos meses. Este
crecimiento es particularmente importante con respecto al
ndimero de especies. En el 2001 existfan secuencias de 14,068
especies y hasta el 2010 hay informacién de 226,024 especies.
Esto representa que la base de datos ha duplicado la cobertura de
especies cada ocho meses en promedio, contando hasta el 15 de
abril de 2010 con 119, 112, 251 /oci, y un total de 114, 348, 888
y 771 bases secuenciadas.
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Tabla 3. Valores de Tm. se presentan los distintos valores obtenidos de Tm y entre
lineas se presentan los grupos de secuencias que se pueden distinguir.

CM4 486 90.4
CM14 486 90.6
CM17 486 90.6
CM3 486 90.6
CM1 486 90.7
CM16 486 90.7
CM13 486 90.8
CM15 486 90.8
CM2 486 90.8
CM18 486 90.9
CM11 486 91.1
CM6 486 91.1
CM10 486 9il2
CM12 486 91.2
CM9 486 91.2
CM5 486 91.3
CmM8 486 91.3

Esta cobertura de especies permite tener acceso a secuencias
de multiples grupos de organismos que pueden no corresponder
con nuestra especie de interés pero probablemente sea de
una categorfa taxonémica cercana y pueda emplearse como
experimento piloto para estimar la capacidad de las técnicas
empleadas en el presente trabajo como alternativa con respecto
a la obtencién de secuencias de ADN. Identificando incluso para
la regién del genoma que presente el nivel de diversidad genética
necesario para el nivel de universalidad de la investigacién
(infraespecifico, intraespecifico, géneros, familias).
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