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e Evaluacion desde etapas iniciales de desarrollo.
e Aplicacion a cualquier parte vegetal

e Analisis independiente de la época del afio
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar molecularmente el portainjerto de rosa #BG-1177 de la empresa “Agroinnovaciéon S.A.”
mediante el uso de microsatélites de sitio de secuencia marcada (STMS).

Objetivos Especificos

% Estandarizar un protocolo para la extraccién de ADN de hojas del portainjerto de rosa #BG-1177.
wEp

D, Establecer las condiciones éptimas para la amplificaciéon de marcadores moleculares STMS a partir de
& ADN de hojas del portainjerto de rosa #BG-1177.

Determinar las frecuencias alélicas especificas del portainjerto de rosa #BG-1177 mediante el uso de
marcadores moleculares STMS.
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Recoleccion del Material Vegetal

Portainjerto

Fotografia de M. Realde, 2022.

~—p

A

Extraccion de ADN

Andlisis de la Cantidad,

Calidad e Integridad del ADN

Extraccion de ADN rapido sin Nitrégeno Liquido, por

Ferdous et al., (2012).

Triturar : / .
hojas : " | -4 Vortéx
- — W
\b 9= Anadir Buffers y seguir vV
S—— triturando

-
V el S— <—  sobrenadant
Incubacién !l
l Afiadir _
ispropanol Centrifugar
J /’ Eimmar el
enadante |
= X Lavados con
Etanol 70% Resuspender el ADN +
RNAsa

Centrifugar

w0

Cantidad del ADN >
fluorometro (Qubit™ 4)

Calidad del ADN >

espectrofotometro

Thermo Scientific™
NanoDrop 2000.

La integridad del ADN - Gel de
agarosa al 1%
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Amplificacion por PCR

MATERIALES Y METODOS

sTMS Cepetidas  Tigaeion
1 RhOS17 (GAC) 1
(CAG)E CAA
2 RhEQS06 2
HCAG)
3 RRDZZ1 [TCT 21 4
4 RhEZb (TGTizos 5]
5 RhB303 {GA) 1 Desconocido
[ RhP518 {TGA} 1 Desconocido
T RhAB40 (TCalAC 12 4
i RhD201 [TCTha Desconocido
5 RhABZZ (GThx{GA)N: G
10 RhP50 3
1 RhP518 (CATMCAATT{CAT s 5
12 RhABT2 7
13 Rhk405 (TCTGAT)s Desconocido
14 RhAB15 (SThoa(GAME 2
15 RhC507 4

Esselink et al. (2003) y Vosman et al. (2006).

Componente, Concentracién Concentracién Volumen de
stock final trabajo
GoTaq® Green Master Mix, 1X 12,5 uL
2X
Primer Forward, 10 yM 1.0uM 1 pL
Primer Reverse, 10 yM 1.0uM 1 ML
ADN <250ng 1 gL
Agua libre de nucleasas - 8,5 UL
Volumen final 25 L
Proceso Temperatura  Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion
inicial 95°C 2min 1
Desnaturalizacién 95°C 30s
Correspondiente a
Hibridacién o 30s
Extensién 72°C 30s cada primer
Extensién Final 72°C 5min 1

(Esselink et al., 2003; UPOV, 2011; Vosman et al., 2001; Vosman et al., 2006 )

Andlisis de los Productos Amplificados

Se determinaron los tamafos de los
fragmentos amplificados > compardndolos
con escalera de 25 pb y 50 pb

Patrones alélicos = Numero de alelos
observados y el tamaiio expresado en pb

’

1

1]
[1 [} [}
0 [1] [}
1 1 1
1 1 1
1 1 1
[1 [} [
1 1 1
1 1] 1

s

Matriz binaria de la frecuencia de los
alelos, alelo presente—> valor 1 y ausente
- valor 0

Se determiné el nivel de polimorfismos

'—(EL.p)\  mediante el indice de Contenido Polimérfico
(PIC), el Poder discriminante (D),
Probabilidad de confusién (Cj)
NiN-1
= % Se determiné las combinaciones éptimas de

STMS para diferenciar el germoplasma
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. RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y cuantificacion de ADN

260/280 260/230

X . ID de la Muestra
Nitrégeno Liquido = Conservacién, almacenamiento y costos

Concentracién- Quibit

Método CTAB = Resultados favorables

Polifendles,
polisacdridos y

ARN

PVP y Buffers
de lisis con NaCl v T T

Nucleic acid

1.2 Protein

Absorbance
3

04 Sugar, Salt and Phenol

220 230 240 250 280 27 280 290 300 310 320 330 340

Ve (Armbrecht et al., 2019) fr?\z S P
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asago et al., 2021; Cadima et al., 2013; Eppendorf, 2018).




Geles de agarosa de los productos de amplificacién de 15 marcadores STMS

MG MW M MM W WO We e W

MM OCOMIOMDOMD MM NS M WD MW OO MM
MM G ML M2 M3 ML MS M NT ME WS VIO MM -
o -

..

MM C-M1 M2M3 N4 MSMEMT MEMS MIOMM pos e it 2 M3 M4 MSMEMT MEMOMIOMN M © M1 w2 M3 A NS M6 N S S ML MM
.

= -

u - - "
. - 4

MM M1 M2 M3 RR WS NS M7 MS M9 MIO MM

----..-..---.
L

4 |

[— I 4

w ~
- - !

-

a

MM G M1 M2 MIME M5 NG M7 MS M9 MI0 MM MM G OML M2 M MG MG ME MD VS W MO0 MM

- * -

at
MG M MING MOMS ME N ME A MIOMM MM G MI M2 M3 ME M5 ME M7 MS M9 MI0O MM

.
MM G NI N M3 N WS ME MD MBS M MM

1

Imagenes procesadas en el software Image Lab
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Poca variabilidad
alélica

(A) RhO517
(B) RhEO506
(C) RhD221
(D) RhE2D
(E) RhB303
(F) RhP519
(G) RhAB40
(H) RhD201
(I) RhAB22
(J) RhP50
(K) RhP518
(L) RhAB73
(M) RhM405
(N) RhAB15
(0) RhO507

minan

(Cadima et al.,2013; Vishwakarma et al., 2019; Vosman et al., 2006).

Pem = - = o -
.okl §o 35 g2 B3 Ezdz Bz
Muestra Muestra g = E = £ = E SE= g= 2= 2=
[+
1 1177 155 102 256 204 110 165 200 188
2 &1 155 102 296 180 110 165 200 186
3 744 155 102 256 204 150 - 110 150 200 173
4 553 155 102 256 204 150- 110 185 200 186
5 1178 155 102 256 150 110 165 200 186
il 837 - 102 296 204 160-110 165 200 186
7 1041 170 102 262 2p4 110 185 5 186
i 8382 155 114 256 221 110 165 215 200
9 883 180 130-114 282 221 150 - 110 150 232 209
10 T46 155 102 262 221 110 165 232-215 209
Ne. lddela § -~ £ 2 B 8. 2_5_
28 g8 22 28 =8 22 818
Muestra Muestra = — % 5 = s = 5 = s = BT
1 177 157-100 183 239-194 164 338- 300 143
2 881 157-100 183 239- 194 164 300 143
3 744 157-70 183 194 154 338- 300 161
4 553 157- 100 183 209 164 338- 300 161
5 1178 157 -100 133 209 164 300 161
i a37 70 222 209 163- 164 345221 112- 91
7 1041  157-100 183  239-194 164 338- 300 143
a8 882 157- 100 183 229-194  183- 154 3a0- 293 134
9 383 145- 85 222 229-194  175-154 338- 300 134
10 T46 157- 100 183 - 164 300 -
| mar I : a r

!@/‘5
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RESULTADOS Y DISCUSION

STMS Se:ue!\cias G_rup-c_i _de
repetidas ligacion
1 RhO517 (GAC) 1
CCATNCAA STMS NUmero de alelos observados
2 RhEOS508 2 Al A2 A3 A4 A5 Ab
"CAG 1 RhO517 | 155 | 170 | 180
2 RhD221 (TCT)z14 4 2 RhEO506 102 114 130
4 RhEZb (TGT)2os ]
5 RhB303 (GA) Desconocido 3 RhD221 256 262
& RhF518 (TGA) -+ Desconocido 4 RhE2b 204 190 221
5 RhB303 110 150 160
! RhAB40 (TChalACH - 4 6 RhP519 165 | 150
g RhD201 (TCTha Desconocido 7 RhAB40 200 215 232
9 RhAB22 (GT)Hs(GA)3 & 8 RhD201 186 173 200 209
10 RRP50 ) 3 9 RhAB22 157 100 70 145 85
11 RhP518 CATMCAATT(CAT 5 10 RhPS0 183 22
(CARWCARTICAT 1 RhP518 | 239 | 194 | 209 | 229
12 RhAB73 - 7 12 RhAB7 3 164 154 183 175
123 RhM405 (TCTGAT)s Desconocido 13 RhM405 - - - -
14 RhAB15 (GT)s.2(GA)e - 14 RhAB15 338 300 345 221 380 293
15 p— - . 15 RhO507 143 161 112 91 134

Vosman et al. (2001), Esselink et al. (2003) y Vosman et al. (2006).
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Valores prdcticamente idénticos

cTws  Seouensas  Grupode
1 RhO517 (GACKH 1
(CAG)s(CAA) 1~
2 RhEQO506 2
ACAG)s
3 RhD221 (TCT)z1.1 4
4 RhEZb (TGT)2as 8
-] RhB303 (GA) Desconocido
& RhP519 (TGA) -+ Desconocide
T RhaB40 (TC)(AC )11 4
g RhDZ201 (TCTha Desconocido
8 RhAB22 (GTho(GA)2 B
10 RhPS50 - 3
11 RhP518 (CATCAATT(CAT s 5
12 RhABT73 - 7
13 RhM405 (TCTGAT)s Desconocido
14 RhAB15 (GT)ua(GA)e 2
15 RhO507 - 4

STMS PIC Probabilidad de Poder
confusién (Cj) discriminante (D)
1 RhO517 | 0,370 0,588 0,412
2 RhEO506 | 0,314 0,652 0,348 D
3 RhD221 | 0,420 0,533 0,467
4 RhE2b | 0,620 0,311 0,689
> RhB303 | 0,439 0,512 0,488
6 RhP519 | 0,320 0,644 0,356
7 RhAB40 | 0,595 0,339 0,661
8 RhD201 | 0,580 0,356 0,644
9 RhAB22 | 0,659 0,267 0,733
10 RhP50 | 0,320 0,461 0,539
1 RhP518 | 0,704 0,218 0,782
12 RhAB73 | 0,485 0,461 0,539
14 RhAB15 | 0,678 0,246 0,754
15 RhO507 | 0,760 0,156 0,844 -
Media 0,519 0,410 0,590
n n 2 n
PIC = 1 Zpi2 — (zpiz) 4 Zpl4

(Botstein et al.,1980; Cichero., 2013; Tessier et al., 1999; Ahmad et al.,2019)

RESULTADOS Y DISCUSION

Marcador excelente
para la estimacién de
las variaciones alélicas

en los genotipos
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15 RESULTADOS Y DISCUSION

-PIC +P|C X":w&q Cj=ZI:ci

i=1 . (NPi-1)
Cl=1Fr1
N-1
m I
STMS diferenciados (Xk
11->RhP51 8 700

O

2>RhE 1,52

©506 14> RhAB] 5
]OéRhPSO 99RhAB22

A+B+C+D+E 0,03
AHBHCHDHERE 0,01

A+B+C+D+E+F+G 0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

A: RhO507, B: RhP518, C: RhAB15, D: RhAB22, E: RhE2b, F: RhAB40, G: RhD201,
H: RhnAB73, I: RhB303, J: RhD221, K: RhO517, L: RhP519 o, E S P E
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o M
ssier et al.,1999).




RESULTADOS Y DISCUSION

HIRhE2L FIRNAB 40 JOIRNAB 22 EIRNP518, BIRhAB 15: BBlIRNO507

Huella genética del portainjerto de rosa #BG-1177 . e e
mediante el uso de 6 STMS - - . - ¥ V)

:
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@ RhAB22
€ RhP518
@ RhAB1S
€@ Rn0507
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Nre. Muestra ID de la Muestra Marcadores STMS que permiten su diferenciacion
2 881 RhAB15; RhE2b
3 744 RhO507; RhP518; RhAB22
4 553 RhO507; RhP518
5 1178 RhO507; RhP518; RhAB15; RhE2b
Marcadores STMS que 6 837 RhO507; RhP518; RhAB15; RhAB22
permiten diferenciar al » 5 1041 RhABAO
portalmerto #BG-1177 de las . 682 RHO507: RWABT5; RhAB40
diferentes muestras
eStUdladaS 9 883 RhO507; RhP518; RhAB22; RhE2b; RhAB40
— . e leesssccnns (H)E S P E
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CONCLUSIONES

Se estandarizé un protocolo para la extraccion de ADN de hojas de 10 variedades de portainjertos de rosa por un método de CTAB, sin la
necesidad de usar nitrégeno liquido, obteniendo un valor medio de pureza 260/280 de 1,83 y una concentracion media de 30,91 [ng/ uL],

ambos valores fueron 6ptimos para la amplificacién de los marcadores moleculares microsatélites STMS.

e Se logré la estandarizacion de las condiciones para la amplificacion por PCR de 14 marcadores moleculares STMS. Los

loci microsatélites RhAB15, RhO507 y RhAB22, resultaron ser los mas polimérficos en nuestro germoplasma evaluado,

dado que presentaron de 6 a 5 alelos por locus y obtuvieron valores de PIC superiores a 0,5.

e La caracterizacion molecular de 10 muestras de portainjertos de rosas pertenecientes al banco de germoplasma de
la empresa “Agroinnovacion S.A.”, utilizando 14 marcadores microsatélites, revelo una riqueza de 49 alelos en

donde el numero de alelos amplificados por marcador molecular estuvo entre 2 a 6 alelos/locus.

e La identificacion del conjunto de marcadores STMS mas informativos, permitio la obtencion de la
huella genética del portainjerto de rosa #BG-1177 con tan solo 6 microsatélites, permitiendo asi su

facil diferenciacion entre las otras variedades analizadas en el presente estudio.
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RECOMENDACIONES

O Evaluar un germoplasma de portainjertos de rosa mas amplio para evitar la

poca variabilidad alélica de algunos marcadores STMS estudiados.

' Para evitar el grado de error generado en la deteccion de alelos mediante

estimacion visual, se recomienda utilizar sistemas de digitalizacion de geles.

O Se recomienda la combinacién de caracteres morfolégicos y
marcadores moleculares para la identificacion genotipica de las diferentes

variedades.

‘ Realizar PCR-multiplex para detectar mas de una secuencia a la vez,

permitiendo ahorrar tiempo, recursos y dinero en la caracterizacion.
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