Vill Congreso Forestal Latinoamericano \/ Congreso Forestal Argentino

Desarrollo de marcadores moleculares microsatélites
derivados del transcriptoma foliar de
Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud.
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Introduccion

Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud (Boragin-
aceae) comunmente conocido como “petiribi” o “afa-
ta” es una especie forestal nativa de alto valor debido
a la calidad de su madera utilizada principalmente
en la fabricacién de muebles, revestimientos y como
ornamental. En Argentina, se encuentra distribuida
naturalmente en la selva de Yungas (NOA) y en la
Selva Paranaense (NEA) (Tortorelli 2009) en donde
estd sujeta a un intenso aprovechamiento forestal de
cardcter extractivo y selectivo, sin técnicas de manejo
adecuadas lo que ha generado un estado de alto riesgo
para la especie.

El estudio de la variabilidad genética a través de técni-
cas de biologia molecular nos permite determinar, por
ejemplo, el estado de fragmentacic'm y degradacidn de
las poblaciones, identificacién clonal o acortar tiem-
pos en los programas de mejoramiento basados en la
seleccion fenotipica. Estas aplicaciones, dependen del
conocimiento de las secuencias de ADN (genoma) o
ARN (transcriptoma) y de la disponibilidad de mar-
cadores moleculares.

En especies no modelo como C. trichotoma, la falta
de informacion genética ha sido una limitante para
esta clase de estudios dado principalmente por los
altos costos de secuenciacion. En este aspecto con el
surgimiento de las tecnologias de secuenciacién ma-
siva y de herramientas bioinformdticas asociadas, han
posibilitado la secuenciacion de grandes cantidades
de ADN y ARN vy el desarrollo de marcadores mo-
leculares en poco tiempo y a un costo relativamente
bajo. Dentro de los marcadores, los microsatélites o
SSR son segmentos de ADN con un motivo de repe-
ticion en tindem. Estos marcadores, presentan una
alta reproducibilidad, herencias codominantes y un
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alto nivel de polimorfismo. En el género Cordia, pre-
viamente se han desarrollado marcadores microsa-
télites derivados de secuencias gendmicas al azar en
las especies C. bifurcata (Spoon & Kesseli 2008) y C.
alliodora (Marulanda et al. 2011), de los cuales 10 han
sido transferidos a C. frichotoma (Soldati et al. 2019).
Hasta el momento no se han reportado marcadores
especificos desarrollados para C. trichotoma.

Este estudio tiene como objetivo desarrollar marcado-
res moleculares SSR a partir de las secuencias obteni-
das del transcriptoma foliar de C. trichotoma a fin de
incluir nuevos marcadores moleculares que comple-
menten los métodos de manejo y mejoramiento tra-
dicionales y avanzar en el conocimiento genético para
su conservacion y produccion sustentable.

Materiales y Métodos

Desarrollo del transcriptoma: El ARN total fue extrai-
do de hojas de 3 genotipos de C. trichotoma prove-
nientes de la region de las Yungas (PN Calilegua-Jujuy,
R. Acambuco-Salta, y Cedro Solo-Salta) utilizando el
método descripto por Chomczynki & Mackey (1995).
La biblioteca de cDNA se realizé utilizando un Kit
de Roche y luego fue secuenciado un cuarto de placa
mediante la metodologia 454-GS - FLX System (Ro-
che). Las secuencias obtenidas fueron ensambladas en
unigenes (isotigs y singletons) utilizando el programa
Newbler 2.9 (Roche, IN, USA) y luego fueron com-
paradas contra la Base Viridiplantae de proteinas No
Redundante del NCBI usando BLASTX (E-value 10
-10) (Altschul et al. 1990).

Desarrollo y validacién de marcadores microsatélites:
Con las secuencias obtenidas se efectud la busqueda
de motivos SSRs y se disefiaron primers (cebadores)
con el programa GMATA (Wang & Wang 2016). Los
pardmetros para el disefio fueron: amplicon compren-
dido entre 100-300 pb, tamafio de cebador de entre
20-24 pb, y la exclusion de los motivos mononucles-
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tidos. La validacién se realizé en 8 genotipos de la es-
pecie, provenientes de las regiones del NOA y el NEA.
La extraccion de ADN se realizo a partir de hojas segin
la metodologia de CTAB propuesta por Hoisington et
al. (1994). Los fragmentos de ADN portadores de mar-
cadores microsatélites se amplificaron mediante la téc-
nica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
ajustando las condiciones para cada marcador. Los pro-
ductos de amplificacion fueron visualizados en geles de
poliacrilamida tefiidos con Nitrato de Plata.

Resultados

Como resultado de la secuenciacién se obtuvieron
un total de 196.717 secuencias con una longitud pro-
medio de 465 bp, de las cuales 14.729 resultaron no
redundantes. Sobre estas secuencias se identificaron
1.503 motivos microsatélites con una frecuencia de
un 18% teniendo en cuenta las multiples ocurrencias
repetidas en un mismo locus (Tabla 1.).

Los motivos predominantes fueron los dinucledtidos
con un total de 985 motivos (6,54%), seguido por los
trinucledtidos con 501 (33,33%) y en menos medida
los tetra y los pentanucledtidos conl2 y 5 respectiva-
mente (0,80% y 0,33%) (Figura 1).

La longitud de SSR mas abundantes fueron las de 10
pb (484), seguida de 15 bp (309), 18 pb (173), 12 pb
(158) y 14 pb (102). De acuerdo a la distribucion en
base al tipo de motivo repetitivo, para las repeticiones
en tindem de dinucledtidos las frecuencias mas abun-
dantes se observaron para los pares TC/GA (202), TA/
TA (188), AG/CT (187), AT/AT (180). Los motivos
de repeticion de trinucle6tidos mas comunes fueron
TGA/TCA (57), AGA/TCT (48), TTC/GAA (40) y
ATC/GAT (31).

Para 903 de los 1.503 motivos SSR identificados se
disenaron cebadores con el programa GMATA segtn
los parametros descritos en Materiales y métodos. De
este grupo, 34 pares de cebadores fueron selecciona-
dos para su validacion en base a motivos microsatéli-
tes localizados en secuencias con potenciales funcio-
nes biologicas a determinadas a través del algoritmo
BLASTx. Se priorizaron en genes de interés biologico,
como por ejemplo los relacionados con caracteristicas
la respuesta a estrés abidtico o reloj circadiano (Tabla
2). Como resultado, un total de 31marcadores (91%)
presentaron productos de amplificacion, y tres de
ellos (Ct15, Ct21 y Ct25) no amplificaron o presenta-
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ron una amplificacién inespecifica por lo cual fueron
descartados del analisis. El tamafio de los fragmentos
amplificados abarcé el rango de 121 pb a 350 pb.

Dentro de los marcadores que amplificaron, 14 no pre-
sentaron variacion (monoméorficos) y 17 marcadores
resultaron polimorficos con un numero de alelos que
van de 2 a 8 (Tabla 2). Los marcadores con un mayor
numero de alelos fueron Ct4, Ct26 y Ct38 (Tabla 2).
En algunos marcadores se hallo mds de dos alelos
por individuo, lo que es esperable dado que la espe-
cie presenta poliploidia (2n = 104, x = 13) (Las Penas
2003). Esto también ha sido reportado por Soldati et
al. (2019).
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Fig. 1. Niimero de SSR seguin los tipos de motivos

Tabla 1. Resultados de la busqueda de SSRs

Pardmatros Valores

Numero total de secuencias analizadas 14729
11.329.61

Tamafo total de secuencias examinadas (pb) 3
Numero total de S5R identificados 1.503
Numero de secuencias que contienen S5R 1.262
Numero de marcadoras unicos 798
Numero de secuencias que contienen mas de 1
S5R 188
Numero de SSRs con primer disefiado S01
Numero de S5Rs sin primer 602
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Tabla 2. Marcadores SSRs analizados
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Discusion y Conclusiones

En el presente trabajo se desarrollaron marcadores
SSR para C. trichotoma a partir de

secuencias de RNA desarrolladas con la tecnologia
454 FLX Roche. Estos representan los primeros mar-
cadores desarrollados en la especie.

La frecuencia de SSRs observada (18%) es ligeramen-
te superior a la reportada en otras especies forestales
nativas como Prosopis alba (11%, Torales et al. 2013),
y similar a la reportada en Nothofagus (15%, Torales
et al. 2012). Los motivos mas abundantes fueron los
dinucledtidos, al igual que en Handroanthus impetigi-
nosus (Com. Pers.).

Se hallé un alto nivel de polimorfismo en microsatéli-
tes localizados en secuencias de interés biologico. Es-
tos marcadores al encontrarse en regiones expresadas
podrén ser utiles para evaluar la diversidad genética
funcional en la especie.

Este enfoque constituye un punto de partida para la
caracterizacion de la diversidad genética y asistir a los
programas de mejoramiento en curso, como asi tam-
bién a los programas de conservacion en la especie.
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