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RESUMEN:

La diversidad genética da lugar a la evolucién de las especies, permitiéndoles adaptarse al
medio ambiente cambiante, y contribuyendo de este modo a la genética de conservacién de
las poblaciones de organismos. Esta diversidad genética se mide con marcadores moleculares
o genéticos, siendo los marcadores de microsatélites los mas empleados. En este trabajo se
disponia de una serie de marcadores obtenidos por técnicas de Next-Generation Sequencing
(NGS), de dos especies endémicas del género Phlomis: Phlomis lychnitis y Phlomis crinita
subsp. Malacitana. De las cuales se queria obtener el potencial de amplificacion y variabilidad,
ademas de calcular los pardmetros basicos de la diversidad genética para asi poder determinar
el potencial de estos marcadores para futuros estudios de hibridacién. Nuestros resultados
muestran un conjunto de 10 marcadores de microsatélites que presentaban variabilidad, es
decir, marcadores que presentaban diferentes alelos en las muestras, por tanto, polimérficos;
y 12 monomorficos, los cuales presentaban un unico alelo en la misma posicién por lo que no
presentaban variabilidad. Para probar la capacidad diagndstica de los marcadores que
presentaron variabilidad se realizé un andlisis de coordenadas principales (PCoA) para ordenar
los genotipos multilocus de cada individuo en un espacio multidimensional. Esta
representacién determind la capacidad de diferenciar genéticamente las dos especies, al
tratarse de dos poblaciones puras. Por ello, podemos afirmar que el conjunto de marcadores
empleados es bueno para discernir entre las dos especies estudiadas. En un futuro este

estudio se podria transferir a otras especies endémicas del género Phlomis.

Palabras clave: variabilidad genética, hibridacién, microsatélites, NGS, SSR.
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INTRODUCCION:

La cuantificacién de la diversidad genética en las poblaciones de organismos es una prioridad
en la genética de la conservacidn (Frankham et al., 2004). La diversidad genética es necesaria
en las poblaciones para su adaptacién a un medio ambiente cambiante. En otras palabras, la
diversidad genética es la materia prima con la que la seleccién natural opera para la
adaptacion de las especies al medio. Usualmente poblaciones grandes de especies
ampliamente distribuidas tienen una mayor diversidad genética que las poblaciones de
especies endémicas que ocurren en un area geografica mas restringida (Gitzendanner y Soltis,
2000). Tipicamente la manera de medir esa diversidad genética es mediante el uso de

marcadores moleculares o marcadores genéticos.

MARCADORES GENETICOS:

El Instituto Nacional de Investigaciones del Genoma Humano define el Marcador genético
como “Un segmento de ADN con una ubicacion fisica identificable en un cromosoma y cuya
herencia se puede rastrear. Un marcador puede ser un gen, o puede ser alguna seccién del

ADN sin funcién conocida”.

Durante los procesos de replicacion del ADN se pueden producir mutaciones en el
genoma, originadas principalmente por sustituciones, delecciones, inserciones, inversiones o
translocaciones en una o varias bases nucleotidicas. Estas mutaciones generan variabilidad
entre los individuos de una poblacidn, y pueden usarse como marcadores genéticos (Brooker,
2012), lo que nos permite estudiar la evolucion de las poblaciones y en ultima instancia de las

especies.

Los marcadores genéticos, al ser fragmentos especificos de ADN, se pueden identificar
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR). Esta
técnica, desarrollada en 1983 por Kary Mullis, permite amplificar in vitro regiones especificas
de ADN para su posterior andlisis, incrementando el numero de copias. Este nuevo ADN se
sintetiza gracias a unos cebadores que se sitlan en los extremos de los segmentos de ADN que
estan presente en la muestra, y que es replicado selectivamente por una enzima denominada

Taq polimerasa (Nelson y Cox, 2007).

El procedimiento de la PCR tiene 3 pasos, que se repiten usualmente entre 25 y 30

ciclos (Figura 1):



1. Desnaturalizacién de la cadena de ADN: las dos hebras de ADN se separan por
calentamiento (normalmente a 95°C).

2. Hibridacién o alineamiento: los cebadores de ADN sintético flanquean la regién del ADN
que se desea amplificar (usualmente ocurre a una temperatura entre 45-65°C).

3. Extensidn: el ADN nuevo se sintetiza por polimerizacién gracias a la acciéon de la ADN

polimerasa (suele llevarse a cabo a 72°C).
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Figura 1. Amplificacidon de un fragmento de ADN mediante PCR. Imagen tomada de:
https://archive.cnx.org/contents/67807e37-b253-4d45-92af-9e5cc4c13c57@8.html).



https://archive.cnx.org/contents/67807e37-b253-4d45-92af-9e5cc4c13c57@8.html

¢QUE SON LOS MICROSATELITES?:

Los microsatélites, también llamados SSR (Simple Sequence Repeat), STR (Short Tandem
Repeat) o VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) son secuencias de ADN constituidas por
repeticiones en tdndem de unidades cortas de 1 a 6 pares de bases (Jarne y Lagoda, 1996;
Selkoe y Toonen, 2006). Los microsatélites comprenden regiones de ADN no codificante. Las
repeticiones mas abundantes se dan en forma de mono, di y trinucleétidos, y en menor

porcentaje en tetra, penta y hexanucledtidos (Kantartzi, 2013).

En plantas, los microsatélites se localizan en regiones no repetitivas del ADN, es decir,
en regiones anteriores a la expansion del genoma. A pesar de ello, estan localizados
uniformemente a lo largo del genoma, aunque son muy variables en el nimero de unidades
repetidas entre individuos. El patron mas abundante encontrado en el genoma de las plantas
es (AT)n, (GA)n y (GAA)n donde n se refiere al nimero total de repeticiones, generalmente en
el rango de 5 a 40 (Selkoe y Toonen, 2006). Las regiones de ADN que rodean los loci de
microsatélites se denominan regiones flanqueantes y generalmente son regiones conservadas
entre individuos de la misma especie (a veces incluso entre individuos de especies cercanas
filogenéticamente). El desarrollo de marcadores de microsatélites se basa en el disefio de
oligonucledtidos cebadores (primers) en estas regiones flanqueantes que guien la

amplificacion del locus de microsatélite mediante PCR.

Como marcadores genéticos, los microsatélites son muy utiles y poseen una gran
variedad de aplicaciones en genética y ecologia vegetal gracias a su reproductibilidad, su
elevada variabilidad alélica debido a una alta tasa de mutacién (promedio de 5 x 10
mutaciones por locus por generacidn) (Schlotterer, 2000), su comportamiento selectivamente
neutro, una herencia codominante, abundancia relativa y buena cobertura a lo largo del
genoma. Entre sus multiples aplicaciones se encuentra por ejemplo la estima de la variacién
genética a nivel molecular en una coleccién de germoplasma que ayude a la correcta eleccidn
de progenitores para cruces en un programa de mejora, el mapeo y marcado de genes o QTL
(Quantitative Trait Loci, loci responsables de rasgos fenotipicos cuantitativos), el estudio de la
estructura y variabilidad genética de las poblaciones naturales de plantas asi como el
establecimiento de relaciones taxondmicas y filogenéticas entre poblaciones y especies (Lowe

et al., 2004).

Tradicionalmente un gran obstaculo para el uso de estos marcadores tan versatiles en
especies no-modelo era su desarrollo, costoso en tiempo y en dinero (Schoebel et al., 2013). El

proceso requeria usualmente la preparacion de librerias enriquecidas de ADN (fragmentacion
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del ADN y amplificacién de los fragmentos), clonacion (insercion de los fragmentos de ADN en
plasmidos de células E. coli competentes y cultivo de las colonias) y posterior secuenciacion

mediante secuenciacidn Sanger de los fragmentos clonados (p.e. Albaladejo et al., 2008, 2010).

TECNICAS DE SECUENCIACION MASIVA (NGS)

Las técnicas de secuenciacién masiva o de proxima generacion (Next Generation Sequencing o
NGS) han revolucionado en la ultima década el panorama en la secuenciacién del ADN. En un
breve periodo de tiempo tres marcas comerciales lanzaron al mercado casi de forma
simultanea tres plataformas de secuenciacidon masiva; el pirosecuenciador 454 Life Sciences
(Roche, Basilea, Suiza), el Solexa Genome Analyzer (Illumina Inc., San Diego, CA, EEUU) y el
SOLID (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Cada una con sus ventajas e
inconvenientes han rebajado los tiempos y sobretodo los costos de secuenciacidon por base

pudiendo generar millones de lecturas de ADN a una escala sin precedente.

Las diferentes técnicas de NGS comparten tres pasos basicos en comun (Myllykangas
et al., 2012); (i) preparacion de librerias de ADN que basicamente consiste en la fragmentacion
del ADN con enzimas de restriccién y la adiccion de secuencias cortas conocidas (adaptadores)
a los extremos de los fragmentos, (ii) inmovilizacién de los fragmentos de ADN a una superficie
solida por medio de los adaptadores, y (iii) secuenciacién de los fragmentos inmovilizados

mediante una amplificacién previa de los mismos que permita obtener una sefial detectable.

La plataforma de secuenciacidn que se usé como paso previo a la realizacidn de este
TFG fue el pirosecuenciador 454 Life Sciences GS FLX. Un esquema de funcionamiento de esta
plataforma se encuentra ilustrado en la figura 2. En esta plataforma la superficie sélida donde
se ligan los fragmentos de ADN son cientos de miles de bolitas de 1 um de didmetro (beads) y
el proceso de amplificacién de ADN se lleva a cabo en una emulsion (emPCR). Cada bead se
encuentra en un pocillo microscépico de una placa denominada Picotiter con millones de
pocillos. Los diferentes nucleétidos se van afiadiendo de forma secuencial y cuando se
incorpora alguno a la cadena de ADN que se esta sintetizando en cada pocillo se libera una
molécula de pirofosfato que alimenta una serie de reacciones que culminan en la emisién de

luz por accidn de la enzima luciferasa. Esta sefial luminosa queda registrada por un sensor CCD.
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Figura 2. Esquema de funcionamiento de la plataforma 454. La construccién de la libreria liga
adaptadores especificos a los fragmentos de ADN. Los fragmentos se ligan a las beads en una
emulsion donde se realiza una PCR para la amplificacion de los fragmentos previa a la
secuenciacion. El panel inferior ilustra la reaccién de pirosecuenciacién que ocurre tras la
incorporacién de un nucleétido para reportar la secuencia de sintesis del ADN (tomado de
Mardis, 2008).

ANTECEDENTES:

Como paso previo a la realizacion de este TFG se disponia de los resultados brutos de una
carrera de secuenciacion realizada en un pirosecuenciador 454 GS FLX situado en el servicio de
Biologia Molecular del Centro de Investigacion Tecnologia e Innovacién de la Universidad de
Sevilla (CITIUS). Para ello se extrajo ADN de un individuo de la especie Phlomis lychnitis (= 5 pg)
con el que se construyd una libreria siguiendo las pautas del fabricante para su secuenciacion
en un cuarto de placa Picotiter. Como resultado de la carrera se obtuvieron 91704 lecturas de
ADN que se sometieron al analisis bioinformatico con la plataforma QDD 2.1 (Meglecz et al.,
2010). Este software busca secuencias que contengan regiones con microsatélites y disefia los
primers necesarios para su posterior amplificacidn. Al final del proceso, esquematizado en la
figura 3, se obtuvieron 38 secuencias con microsatélites que fueron apropiadas para el disefio

de primers y que fueron las seleccionadas para probar su amplificacidn y variabilidad.



Pirosecuenciador
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Figura 3. Esquema de procesado de las lecturas de ADN con el software QDD 2.1. Las lecturas
brutas de ADN provenientes del secuenciador se filtran eliminando aquellas de baja calidad y
se alinean por similitud para elaborar secuencias mas largas (contigs). Se filtran los contigs
seleccionando solo aquellos que contienen microsatélites en su secuencia. Se eliminan las
secuencias redundantes y por ultimo se seleccionan aquellas secuencias para las cuales se
pueden disefiar primers para su amplificaciéon. Por ultimo, manualmente se descartaron
aquellos marcadores que proporcionarian un producto de amplificacién esperado menor de
100 pares de base.

107

ﬁ secuencias con

microsatélites

ESPECIES DE ESTUDIO:

El género Phlomis L. (Lamiaceae) se compone de mas de 100 especies distribuidas en Eurasia 'y
el Norte de Africa (Albaladejo et al., 2004). Consta de muchas especies endémicas de
distribucidon restringida, muchas de las cuales han sido utilizadas a lo largo de siglos en
medicina popular, cuyas propiedades farmacolégicas estan siendo corroboradas por estudios
recientes (Amor et al., 2009). Por citar sélo unos ejemplos, Ph. orientalis Mill, una especie
endémica de Iran, ha mostrado actividad antimelanogénica por lo que puede considerarse un
buen candidato en la terapia contra el melanoma (Sarkhail et al., 2017). Recientemente se han
demostrado también los efectos antiinflamatorios de Ph. lanceolata Boiss. & Hohen. (Mohajer
et al, 2006) y de Ph. purpurea L. (Algieri et al., 2013), esta Ultima especie siendo un endemismo

ibero-norte africano.

Este estudio se centra en dos especies endémicas del género Phlomis: Ph. lychnitis L.y
Ph. crinita Cav. subsp. malacitana (Pau) Cabezudo, Nieto Caldera & F.B. Navarro. Estas dos
especies son caméfitos sufruticosos con tallos erectos y pelosos, con pelos simples, estrellados
y glandulosos. Las hojas son basales y caulinares y pecioladas. Las inflorescencias se presentan
en verticilastros separados. El cdliz es actinomorfo, con cinco dientes lineares y pelosos. La
corola es bilabiada con un tubo cdénico. El labio superior es galeado, en forma de casco,

concavo hacia abajo; y el labio inferior es trilobulado, con un Iébulo central amplio y convexo
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hacia arriba en disposicién mas o menos horizontal. Presenta cuatro estambres con filamentos
curvados hacia abajo y anteras con tecas soldadas. El estigma es bifido, con ramas desiguales.

Los frutos, nuculas, son ovoides, subtrigonas y de color pardo o negruzco (Morales, 2010).

Phlomis lychnitis es una especie que se localiza en la Peninsula Ibérica y en el Sur de
Francia (Figura 4). Es un matorral que se localiza en baldios y lugares nitrificados,
preferentemente en pedregales calizos. Vulgarmente, esta especie se conoce como candelaria,

cola de gato, matagallo amarillo u oreja de liebre, entre otras.

Figura 4. Area de distribucion de P. lychnitis basada en datos de presencia segun la aplicacién
GBIF (Global Biodiversity Information Facility; https://www.gbif.org).

Este sufrutice se caracteriza por sus hojas lineares o estrechamente elipticas atenuadas
en la base con un peciolo casi indiferenciado. Sus tallos suelen estar erguidos y no ramificados
(Figura 5). Presentan una inflorescencia formada por 4-6 verticilastros con seis flores cada uno.
Las bracteas son sésiles, anchas en la base y agudas en el dpice y forman una copa cerrada
alrededor del verticilastro. Las bractéolas son lineares, con pelos plumosos y largos. La corola
es de color amarillo intenso, y el tubo glabro estd incluido en el caliz. El labio superior esta
cubierto por fuera de pelos estrellados y en su interior se localizan los estambres (Morales,

2010).
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Figura 5. Phlomis lychnitis. A: Habito. B: Detalle de los verticilastros y flores. Imagenes de
Wikipedia (A) y de Rafael G. Albaladejo (B)

Phlomis crinita subsp. malacitana es un matorral helidfilo de distribucion mucho mas
restringida que la anterior ya que crece a 1000-2000 m exclusivamente en las montafias del
Sur de Espafia, principalmente en Almeria, Cadiz, Granada y Malaga (Figura 6). Vulgarmente

son conocidas como barbas de pastor, orejas de burro o hierba mechera, entre otras.

Figura 6. Area de distribucién de Ph. crinita subsp. malacitana basada en datos de presencia
segun la aplicacion GBIF (Global Biodiversity Information Facility; https://www.gbif.org).
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Esta especie se diferencia de Ph. lychnitis principalmente en las hojas que son mucho
mas anchas, ovadas y cordadas en la base. Sus tallos suelen ser ramificados y las bracteas de
los verticilastros mas cortas y anchas que en Ph. lychnitis y en disposicion abierta alrededor de
los verticilastros. La corola es amarillenta frecuentemente con el labio superior de color pardo-

rojizo (Morales, 2010) (Figura 7).

Figura 7. Phlomis crinita subsp. malacitana. A: Habito. B: Detalle de los verticilastros y flores.
Imagenes de Rafael G. Albaladejo (Ay B)

Ambas especies son diploides (2n = 20) y filogenéticamente préximas y cuando ambas
especies conviven la hibridacién es muy frecuente dando lugar a un complejo de hibrido con
plantas de morfologia intermedia cuyas formas se han denominado como complejo Phlomis x
composita Pau (Albaladejo et al., 2004, 2005, 2007). El disponer de un conjunto de marcadores
de microsatélites supondria un avance cuantitativo y cualitativo en el estudio de estos

fendmenos evolutivos tan importantes como son la hibridacién y la introgresién.
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OBIJETIVOS DEL TFG:

Los objetivos que se quieren conseguir con este trabajo se pueden resumir en tres puntos:

—Comprobar la amplificacion de las regiones con microsatélites seleccionadas para las cuales
se disponia de primers.

—-Determinar la variabilidad de las regiones amplificables en las dos especies de estudio.

—Calcular pardmetros de basicos de diversidad genética y determinar el potencial de estos

marcadores para futuros estudios en el complejo hibridégeno entre estas dos especies.
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METODOLOGIA:

MUESTREO Y EXTRACCION DE ADN

Se recolectaron dos poblaciones para el estudio. Una poblacién de Ph.lychnitis situada en la
Sierra de Cazorla, Jaén (37956’13”’N; 2954’16’0) y una poblacién de Ph. crinita subsp.
malacitana en la Sierra de Grazalema, Cadiz (36244’48"’N; 5223’39”70). En cada una de ellas se
recolectaron hojas jovenes de 20 individuos separados al menos cinco metros que se

dispusieron en gel de silice para su desecacién y posterior proceso en el laboratorio.

Para la extraccion del ADN se trituraron 20 mg de hojas desecadas de cada individuo
en un molino de bolas (Retsch MM200). El polvo resultante se usé como material de partida
utilizando el kit de aislamiento de ADN para plantas Invisorb Spin Plant Mini Kit (Stratec
Molecular, Berlin, Alemania) siguiendo el protocolo ofrecido por el fabricante con ligeras
modificaciones. Para comprobar el éxito de la extraccion se cuantificd la concentracion de ADN
final en 6 muestras mediante fluorimetria con un Qubit Fluorometer (Life Technologies, Grand

Island, NY).

Para amplificar las 38 regiones potenciales con microsatélites se hicieron reacciones de
PCR siguiendo la reaccién de PCR anidada de Schuelke (2000). Este método permite reducir
costes de amplificacién y posterior andlisis en el secuenciador mediante el uso de tres primers,
un primer directo al que se le afiade en el extremo 5’ |la secuencia del primer universal M13 (5’-
TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’), el primer M13 marcado en el extremo 5’ con un fluoréforo
(que permitira su deteccién en el secuenciador automatico) y el primer reverso. Las reacciones
de PCR se hicieron en un volumen final de 10 pl conteniendo agua estéril (5,86 pl), MyTaq Red
DNA Polymerase buffer (2 ul), MyTaq Red DNA polymerase (0,2 pl) (Bioline, Londres, Reino
Unido), primer universal M13 y primer reverso (0,4 ul de cada uno a 10 uM), primer directo
(0,14 pl a 10 uM) y 1 pl de la elucién de ADN de cada muestra. El primer M13 se marco con los
fluoroforos FAM, NED, VIC o PET.

El ciclo de la PCR constdé de un primer paso de desnaturalizacion del ADN a 952C
durante 1 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 952C durante 15 seg, anillamiento a
652C durante 15 seg y extension a 729C durante 10 seg, por ultimo terminando con un paso de
extensién final de 729C durante 3 min. En aquellas muestras en las que no se obtuvo un
amplificado se repitid la PCR de forma sucesiva rebajando la temperatura de anillamiento
desde 62°C hasta 559C. Para verificar la amplificacion de ADN se realizaron electroforesis en

gel de agarosa al 1,5%.

14



Los productos amplificados y marcados con fluorescencia se analizaron en un
secuenciador automatico ABI 3730 DNA Analyzer (PE Applied Biosystems, Foster City, CA,
EEUU) en la Unidad de Gendmica (Universidad Complutense, Madrid). El analisis y puntuacion
de los fragmentos amplificados se realizd con el software Peak Scanner Software v1.0 (PE
Applied Biosystems). Con este programa se visualizan los fragmentos amplificados de ADN
separados en funcién del fluoréforo y de su tamano, permitiendo asi calcular con precision el

tamafio en pares de base de los fragmentos amplificados.

Una vez puntuados los fragmentos se calcularon pardmetros basicos de diversidad
genética para cada especie con Genalex v.6.5 (Peakall y Smouse, 2012) incluyendo para cada
marcador o locus el nimero de alelos (Na), nimero de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad

esperada (He), heterocigosidad observada (Ho) e indice de fijacion (F). El nUmero efectivo de
. 1 . . ., .

alelos se calculé como Ne = 1=, Y Proporciona informacidn acerca de la frecuencia de los

diferentes alelos en la poblacién. Para la heterocigosidad esperada se utilizé el estimador no

2 ~ .
sesgado, He = Zn—:(l - Zpiz) donde n es el tamafio de muestra, y p; es la frecuencia del alelo

He—Ho | \roporciona
———y prop

i en la poblacién. Por su parte, el indice de fijacion se calcula como F =

informacidn sobre los apareamientos en una poblacién; valores cercanos a cero indican
reproduccion aleatoria, valores positivos son indicativos de la existencia de endogamia
(inbreeding) en la poblacién y valores negativos indican un exceso de heterocigotos debido a
una reproduccion no aleatoria dirigida (negative assortative mating) o a la existencia de

hibridacién (Hartl, 2000).

Para probar la capacidad diagndstica de los marcadores resueltos se realizé un anélisis
de coordenadas principales (PCoA) para ordenar los genotipos multilocus de cada individuo en

un espacio multidimensional. Este analisis se realizé también en Genalex v6.5.
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RESULTADOS Y DISCUSION:

RESULTADOS DE LA EXTRACCION Y AMPLIFICACION DE ADN:

La concentraciéon medida de ADN en las extracciones fue muy elevada en las muestras
seleccionadas (> 100 ng/ul), por lo que no se plantearon problemas derivados de un escaso

rendimiento en la extraccion.

De los 38 marcadores de microsatélites disponibles que se probaron se obtuvo un
producto amplificado mediante PCR en 24 de ellos (63%) (Figura 8). El analisis de los
fragmentos amplificados y marcados con fluorescencia de estos 24 microsatélites revelaron los
siguientes resultados; dos de ellos produjeron patrones poco claros dificilmente
interpretables, 12 produjeron un unico producto amplificado homogéneo en todas las
muestras analizadas (i.e. presentaban un Unico alelo en la poblacién por lo que no mostraron
variabilidad y fueron considerados monomorficos), 10 loci presentaron patrones de
amplificacion claros y variables (i.e. mostraron diferentes alelos en las poblaciones y se
consideraron polimorficos). Las caracteristicas de los 22 marcadores monomorficos vy

polimérficos se recogen en la Tabla 1.

Figura 8. Amplificacion de ADN en gel de agarosa al 1,5% del marcador Phlomis 11. La primera
calle corresponde al marcador de peso molecular (100 bp), las calles 2 a 5 se corresponden con
cuatro individuos de Ph. lychnitis y las calles 6 a 9 se corresponden con cuatro individuos de
Ph. crinita subsp. malacitana.
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Tabla 1. Caracteristicas de los 22 marcadores de microsatélites desarrollados para especies del
género Phlomis.

Nombre Secuencia del Primer (57-3") MOti\./O. (,je . T d_e F_Iuoréforo
del Locus repeticion anillamiento  primer M13*
promis & AACTECACAGCCAATICC e w
Phlomis 2 ;:: géﬁ?:iﬁggiiﬁ'%;\?g:;gGGAAA (TTTTC)s 5 NED
oronss £, ISCACATCCAMGCAOM o w e
orons £ AAACSAATATCSACRAGTAATEC R
proniss & ICCTAATTATS OTOTCCC e w e
oroniss & SeSeATIoACTTOTTACKET we s v
promis7 & SARTETECCTOCTECTACKS, e e
oroiss §STIOMCOACITISOCTTIT con 0w s
proniss & SCTOOAMTIGTTICCTICE e s e
Phlomis 10 E:: iiTA%TACf:GTAAACXngGTAGT%AAATCAAA €D 5 vic
oo 11 TTeCACSACRTCRTOTICST O
orois 12 & SASTOAGATCTOTTICCOA, o s e
oronis1s | TSTTSOACTOTOMTENCE o w e
proms 15 ACCSTIOATCOTOACETCT . e e
prons 16 AATICAAATTOACAGCOCC o e
oo 7 TOAGTOSASANTEAGRACCACA T
ornis 5[ TASSCTECOOTOTTANCT @ v
oroms 19 & SAACECTCACACCAGOAGA o s e
om0 £ TLCGASAAGACACOARCCAGA po @ e
orons21 EOTIACCIOMCTOMATTEN | am. e
Phlomis 22 E:ATCAAAAATTTCGGCACGAT (TA) 60 viC

:GCTGGGTTAGGTCGGATTTT
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A modo ilustrativo en la figura 9 se muestra la resolucién del secuenciador de un

marcador monomoérfico (Phlomis 3) en cuatro individuos, dos de la especie Ph. lychnitis y dos

de Ph. crinita subsp. malacitana.
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Figura 9. Captura del software Peak Scanner mostrando el microsatélites Phlomis 3. Los dos
paneles de la izquierda se corresponden con muestras de Phlomis lychnitis y los dos paneles de
la derecha con Phlomis crinita subsp. malacitana. En este ejemplo todas las muestras

amplificaron un Unico producto de 172 bp.

Los 10 marcadores polimérficos (aquellos con mas de un alelo en la poblacién) fueron
los correspondientes a Phlomis 1, Phlomis 2, Phlomis 5, Phlomis 6, Phlomis 9, Phlomis 13,
Phlomis 15, Phlomis 17, Phlomis 21 y Phlomis 22. Hay que destacar que dos de estos

marcadores (Phlomis 1 y Phlomis 15) no mostraron variabilidad en la poblacién de Ph. crinita

subsp. malacitana.
En la figura 10 se muestra la salida del secuenciador para el marcador Phlomis 9 que

presenta varios alelos en las dos especies de Phlomis estudiadas.
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Figura 10. Captura del software Peak Scanner mostrando el microsatélite Phlomis 9. Los cuatro
paneles de la derecha se corresponden con muestras de Phlomis lychnitis y los cuatro paneles
de la izquierda con Phlomis crinita subsp. malacitana. En este ejemplo se muestran cinco alelos

diferentes del locus (177-179-181-183-185 bp).

Estos marcadores permitieron calcular parametros basicos de diversidad genética para

cada especie con Genalex v.6.5. Estos valores re encuentran reflejados en la tabla 2.



Tabla 2. Valores de diversidad genética para las poblaciones de Phlomis lychnitis y Phlomis
crinita subsp. malacitana usando el conjunto de marcadores de microsatélites polimérficos.

Nombre del Na Ne Tamafio de los He Ho F
Locus alelos (bp)
Phlomis lychnitis
Phlomis 1 2 1,923 174-176 0,492 0,800 -0,667
Phlomis 2 2 1,882 222-227 0,481 0,750 -0,600
Phlomis 5 2 1,536 150-152 0,358 0,450 -0,290
Phlomis 6 2 1,995 140-142 0,512 0,950 -0,905
Phlomis 9 6 3,137 177-187 0,699 0,450 0,339
Phlomis 13 3 1,946 229-256 0,499 0,650 -0,337
Phlomis 15 4 2,623 192-242 0,635 0,650 -0,051
Phlomis 17 2 1,600 235-238 0,385 0,500 -0,333
Phlomis 21 2 1,980 426-429 0,508 0,700 -0,414
Phlomis 22 2 1,819 199-201 0,462 0,684 -0,520
Media + SD 2,70+1,34  2,044+0,482 0,503+0,102  0,658+0,159  -0,378+ 0,344
Phlomis crinita subsp. malacitana

Phlomis 2 2 1,105 222-227 0,097 0,100 -0,053
Phlomis 5 2 1,406 150-152 0,296 0,350 -0,212
Phlomis 6 2 2,000 140-142 0,513 1,000 -1,000
Phlomis 9 4 1,957 177-187 0,502 0,211 0,569
Phlomis 13 2 1,205 229-256 0,175 0,188 -0,103
Phlomis 17 2 1,430 235-238 0,309 0,368 -0,226
Phlomis 21 2 1,724 426-429 0,431 0,600 -0,429
Phlomis 22 2 1,051 199-201 0,050 0,050 -0,026
Media + SD 2,25+0,71 1,485+0,371 0,297+0,178  0,358+0,312 -0,185+ 0,438

Los resultados obtenidos de diversidad genética muestran que la mayoria de los
marcadores utilizados no son extremadamente variables, ya que la mayoria de los locus
resueltos presentaron solo dos alelos. Estos valores son bajos si se comparan con datos
obtenidos en otros estudios en los que se emplearon marcadores de microsatélites. Por
ejemplo, en una compilacién de estudios de microsatélites en plantas (Nybom, 2004) el
nimero medio de alelos por locus reportado por estudio fue de 9.9 alelos/locus, bastante
superior a los 2,7 alelos/locus mostrados aqui para Ph. lychnitis y los 2,25 para Ph. crinita

subsp. malacitana.

Los valores de diversidad genética en general fueron mayores en Ph. lychnitis que en
Ph. crinita subsp. malacitana de acuerdo con las expectativas de que especies con
distribuciones mas restringidas presentan por lo general valores mas reducidos de diversidad
(p.e. Gitzandanner y Soltis, 2000). No obstante, para corroborar este resultado seria necesario

un estudio que ampliara de manera significativa el nimero de poblaciones de cada especie.
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Asi mismo, es importante resaltar el valor del indice de fijacidn (F) obtenido. Este dato
proporciona informacidn sobre los apareamientos entre individuos en una poblacién. Tal y
como se ha comentado anteriormente, valores negativos como los reportados en este estudio,
indican un exceso de heterocigosidad debido a una reproduccién no aleatoria dirigida
(negative assortative mating) o a la existencia de procesos de hibridacion e introgresion entre
especies ya que la mezcla de pool genéticos diferentes aumentan mucho la heterocigosidad
observada. En este caso, los valores negativos se deben a la hibridacidn frecuente entre Ph.
lychnitis y Ph. crinita subsp. malacitana ya que los valores negativos concuerdan con los
valores negativos obtenidos anteriormente para este complejo de especies mediante el uso de

otros marcadores moleculares (Albaladejo & Aparicio, 2007).

Sin embargo, a pesar de que los marcadores empleados no son excepcionalmente
variables, han mostrado un gran poder para discriminar genéticamente entre las especies. El
anadlisis de coordenadas principales (PCoA) permitié diferenciar los individuos de las dos

especies claramente en un espacio multidimensional (Figura 11).

® Ph. lychnitis @ Ph. crinita subsp. malacitana
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Figura 11. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en 10 marcadores polimadrficos
para Ph. lychnitis y Ph. crinita subsp. malacitana.
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Con los resultados de este analisis se puede afirmar que el conjunto de marcadores
desarrollados seran de utilidad para futuros estudios sobre los patrones de hibridacién entre

estas especies.
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CONCLUSIONES:

En este trabajo se han desarrollado un conjunto de marcadores genéticos que permiten la
amplificacion de microsatélites especificos para las especies Ph. lychnitis y Ph. crinita subsp.
malacitana a partir de técnicas de secuenciacién masiva a un coste econdmico inferior a los
métodos tradicionales. Estos marcadores han permitido estudiar la variabilidad genética
existente en dos poblaciones de estas especies y servirdn para el estudio de sus patrones de
hibridacion. Otra potencial utilidad de estos marcadores muy interesante seria probar Ia
transferencia de estos marcadores a otras especies del género. Este conjunto de microsatélites
es el primero desarrollado para el género. El género Phlomis es muy rico en especies
endémicas interesantes desde el punto de vista de la genética de la conservacién. Disponer de
herramientas moleculares utiles es fundamental para asegurar la conservacion de las especies,
mantener la variabilidad genética de las especies y asi garantizar su capacidad de adaptacién a

un medio cambiante.
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