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RESUMEN

El elefante marino del norte (Mirounga angustirostris) fue cazado intensamente durante el
siglo XIX, lo que llevd a la poblacion a un cuello de botella severo; s6lo sobrevivieron de
20 a 100 individuos. Aunque la poblacion actual se ha recuperado demograficamente,
analisis con diferentes marcadores moleculares como son las alozimas, secuenciacion del
mtDNA, minisatélites, MHC (Major Histocompatibility Complex) y cebadores de
microsatélites desarrollados para otras especies de pinnipedos, han revelado una
diversidad genética muy baja; esto ha complicado obtener los niveles de resolucion que
se requieren para realizar estudios poblacionales. Ademas se han desarrollado 7 pares de
cebadores especificos para M. angustirostris, pero solo uno es polimoérfico con 2 alelos.
Estos cebadores especificos fueron desarrollados a partir de genotecas tradicionales, las
cuales tienen una tasa de éxito menor en comparacion con las genotecas desarrolladas
con protocolos enriquecidos. Por lo tanto, el objetivo del trabajo fue disefiar cebadores
especificos mediante el desarrollo de genotecas enriquecidas, para obtener microsatélites
polimorficos que permitan incrementar la cantidad de cebadores polimorficos disponibles
para esta especie. A partir de muestras de DNA de 6 machos y 6 hembras de M.
angustirostris de las Islas San Benito, Baja California, México se construyeron 4
genotecas enriquecidas de microsatélites por medio de las sondas biotiniladas (CT)1s,
(GT)1s5, (CTGT)s y (GATA)1o. Se seleccionaron las clonas positivas, y a partir de 160
secuencias se detectaron 89 loci de microsatélites (55%), esta proporcion es superior a lo
reportado en otros pinnipedos cuando se usaron genotecas tradicionales, y similar o
superior cuando se comparan con resultados de genotecas enriquecidas. La mayoria de
los microsatélites fueron del tipo puro (90%), dinucleétidos (56%) y tetranucledétidos
(30%), en estos tipos de microsatélite es donde se ha observado mas polimorfismo. Se
disefiaron 48 pares de cebadores y se lograron estandarizar las condiciones de
amplificacion por medio de PCR de gradientes en 24 pares de cebadores. Se lograron
genotipar exitosamente 22 loci, en donde se observd un promedio de alelos por locus de
1.7 £1.2 (rango de 1-6 alelos), estos valores son similares a otros estudios en donde se
utilizaron cebadores de microsatélites de otras especies de pinnipedos en M.
angustirostris. Los niveles de variacion de microsatélites reportados en el presente trabajo
se encuentran entre los mas bajos encontrados en pinnipedos, similar a la foca monje del

Mediterraneo (Monachus monachus) y la foca monje de Hawaii (Monachus
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schauinslandi), las cuales también presentaron un cuello de botella genético y caza
intensiva. Se obtuvieron 9 loci polimérficos con un promedio de alelos por locus de 2.7
+1.3 (rango de 2-6 alelos) los cuales se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg con
un promedio de Hy,=0.434 y H.=0.403. Sin embargo, estos valores son bajos comparados
con los obtenidos en el desarrollo de marcadores de microsatélite especificos en otras
especies de pinnipedos. Los niveles bajos de polimorfismo en M. angustirostris, se
pueden atribuir al cuello de botella que sufrié la especie durante el siglo XIX, analisis con
diferentes marcadores moleculares también han revelado un bajo nivel de variacion
genética debido a esta reduccion de la poblacion. Cuando no se tiene la suficiente
resolucion para realizar estudios poblacionales o de comportamiento reproductivo, es
necesario incrementar el numero de loci utilizados, es por eso que aunque con niveles de
polimorfismo y heterocigosidad por debajo del promedio de otras especies de pinnipedos,
los cebadores microsatelitales disefados para el M. angustirostris contribuiran a
incrementar los niveles de resolucion que se requieren para realizar estudios

poblacionales en M. angustirostris y otras especies de pinnipedos.
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ANTECEDENTES

El elefante marino del norte (Mirounga angustirostris) fue cazado intensamente durante el
siglo XIX, lo que llevo a la especie a un cuello de botella severo de 20-100 individuos
(Bartholomew y Hubbs, 1960; Hoelzel et al., 1993). En 1810 comenzd la caza con fines
comerciales (Townsend, 1885), posteriormente en 1860 la caceria se volvié inviable
debido a sobreexplotacién (Townsend, 1885) por lo que la especie fue considerada tres
veces extinta, en 1870, 1884 y 1892 (Townsend, 1885; Townsend, 1912). En 1922 la
poblacién se estimé en 350 individuos y en ese afo los elefantes marinos fueron
protegidos por las leyes en Estados Unidos y en México (Bartholomew y Hubbs, 1960). A
raiz de esta proteccién, la poblacién se fue recuperando considerablemente, los censos
de 1960 estimaron 15,000 individuos (Bartholomew y Hubbs, 1960); en 1980 la poblacion
aumenté a 120,000 individuos (Le Boeuf y Bonnell, 1980) y para 1991 se reportaron
127,000 individuos (Stewart et al., 1994). Lo anterior permiti6 que se recuperara la
distribucion original de la especie, desde la Isla Natividad en Baja California Sur hasta

Point Reyes en California (Stewart et al., 1994).

Aunque la poblacién actual se ha recuperado demograficamente, analisis con diferentes
marcadores moleculares como son las alozimas (Bonnell y Selander, 1974),
secuenciacion del mtDNA (Hoelzel et al., 1993; Weber et al., 2000; Abadia, 2005),
minisatélites (Hoelzel et al., 1999a) y MHC (Major Histocompatibility Complex) (Hoelzel et
al., 1999b; Weber et al., 2004) han revelado una diversidad genética muy baja. Lo
anterior, ha complicado obtener los niveles de resolucién que se requieren para realizar
estudios poblacionales como puede ser la estructura genética y comportamiento

reproductivo.



Como ejemplo de los resultados antes mencionados, se puede citar la primera evaluacion
de variabilidad genética en M. angustirostris. Se analizaron 24 loci de alozimas, en 159
individuos y no se encontré polimorfismo (Bonnell y Selander, 1974). Posteriormente se
analizaron 67 individuos en 43 loci y tampoco se encontr6 variabilidad genética (Hoelzel
et al., 1993). Sin embargo, los loci antes mencionados, resultan polimorficos en la
mayoria de las especies de mamiferos (O’'Brien et al., 1980), incluso en el elefante marino

del sur (Mirounga leonina) (Hoelzel, 1999).

Uno de los marcadores genéticos considerados como poderosos, por su alta tasa de
mutacion, y consecuente polimorfismo intrapoblacional, son los microsatélites (Weber,
1990; Schldtterer y Pemberton, 1994). Por ello, su uso en estudios poblacionales ha
aumentado en los ultimos afios, como lo es el analisis sobre la estructura poblacional,

parentesco, paternidad, ciencia forense y DNA antiguo (Zane et al., 2002).

Los microsatélites son secuencias simples de repeticiones en serie de 2 a 6 pares de
bases, que se encuentran distribuidos a lo largo del genoma, principalmente en regiones
no codificantes (Weber, 1990; Schlotterer y Pemberton, 1994). Otras caracteristicas de los
microsatélites es que presentan herencia mendeliana codominante y se clasifican con
base en el tipo y repeticiéon que presentan (Weber, 1990; Schldtterer y Pemberton, 1994).
Por ejemplo, repeticiones di, tri o tetranucleétidas con diferentes arreglos; entre ellos se
encuentran los puros o perfectos, como (ACy); los puros interrumpidos, como
(CA2)AA(CA12); los compuestos (GT2)(TGy); los compuestos interrumpidos
(CT4)(GT2)CTAT(GT+s5) o los complejos (ACCg)TG(GA12)(TTAs)GC(TTA,) (Weber, 1990;

Schlotterer y Pemberton, 1994).



Cuando no existen “primers” o cebadores para microsatélites disefiados a partir de la
especie de interés (cebadores especificos), se pueden utilizar los cebadores disefiados a
partir de especies cercanas (Zane et al., 2002). Existen microsatélites desarrollados para
especies cercanas a M. angustirostris, como son los de la foca gris, Halichoerus grypus
(Allen et al., 1995; Gemmel et al., 1997); foca comun, Phoca vitulina (Coltman et al., 1996;
Goodman, 1996); lobo fino del sur, Arctocephalus australis (Gemmell et al., 1997); morsa,
Odobenus rosmarus (Buchanan et al., 1998); foca de Weddell, Leptonychotes weddellii
(Davis et al. 2002); foca cangrejera, Lobodon carcinophagus (Davis et al., 2002); foca
leopardo Hydrurga leptonyx (Davis et al., 2002; Gelatt et al., 2009); lobo marino de
California, Zalophus californianus (Hernandez-Velazquez et al., 2005); lobo fino de la
Antartica, Arctocephalus gazella (Hoffman et al., 2008); lobo marino de Galapagos,
Zalophus wollebaeki (Hoffman et al., 2007; Wolf et al., 2005) y lobo marino de Steller,

Eumetopias jubatus (Huebinger et al., 2007).

Sin embargo, se ha observado que los cebadores inespecificos pueden mostrar bajos
niveles de polimorfismo cuando se incrementa la distancia evolutiva (Rubinsztein et al.,

1995 y Morin et al., 1998).

El analisis de polimorfismo en el elefante marino del norte, mediante cebadores de
microsatélites desarrollados para especies de pinnipedos, cercanas a M. angustirostris,

han revelado poca variabilidad genética (Garza, 1998; Sanvito y Galimberti, com. pers.)'.

Los Drs. Sanvito y Galimberti, del Elephant Seal Research Group (ESRG), actualmente
trabajan con cebadores de loci de microsatélites disefiados para pinnipedos y obtenidos

de la literatura, para analizar la paternidad en colonias de M. angustirostris. EI ESRG

1 Drs. Simona Sanvito y Filippo Galimberti, Elephant Seal Research Group.



prob6 95 pares de cebadores en M. angustirostris, de los cuales 37 de ellos son
polimorficos, con un promedio de 2.7 + 1.1 alelos por locus y un maximo de 6 (Sanvito y

Galimberti, com. pers.)>.

También existen 7 pares de cebadores especificos para M. angustirostris, pero sélo uno
es polimorfico con 2 alelos (Allen, 1996; Garza, 1998; Hoelzel et al., 1999a; Hoelzel et al.,
2001; Sanvito y Galimberti, com. pers.z). Estos cebadores especificos fueron
desarrollados a partir de genotecas tradicionales, las cuales tienen una tasa de éxito
menor en comparacién con las genotecas desarrolladas con protocolos enriquecidos
(Zane et al., 2002). Es decir, el éxito obtenido a partir de genotecas tradicionales, es de
entre 0.04 a 12%; mientras que con protocolos a partir de genotecas enriquecidas, éste
es de entre 20 a 90% (Zane et al., 2002). Por lo tanto, el uso de bibliotecas enriquecidas

podria permitir disefiar mayor cantidad de cebadores especificos.

Mediante la creacion de genotecas tradicionales, los loci de microsatélite son aislados a
partir de la creacion de bibliotecas gendmicas parciales (con un tamano pequefo de
inserto) de la especie de interés, seleccionando las clonas a través de hibridacion de la
colonia a través de sondas con repeticiones de microsatélites. Esta estrategia funciona
bien en organismos con abundantes loci de microsatélite, sin embargo, este enfoque no
es eficiente cuando las repeticiones de microsatélite son menos abundantes (Zane et al.,

2002; Glenn y Schable, 2005).

Por lo tanto, dos clases de estrategias de enriquecimiento han sido desarrolladas: 1) por
extension del cebador (Ostrander et al., 1992; Paetkau et al., 1999) y 2) por medio de la

captura de microsatélite por hibridacion (Armour et al., 1994; Kandpal et al., 1994; Kijas et

2 Drs. Simona Sanvito y Filippo Galimberti, Elephant Seal Research Group.



al., 1994; Glenn y Schable, 2005). La captura por hibridacion es la estrategia de mayor
uso, ya que permite la seleccion de loci de microsatélites antes de la clonacion, y por lo
tanto, es mas rapido y mas facil de trabajar para la amplificacion simultanea de varios
microsatélites (multiplexing), en comparacion con el enriquecimiento por extension del
cebador, el cual requiere la aprobacion de cada biblioteca a través de dos cepas de

bacterias (Glenn y Schable, 2005).

Actualmente, el método mas eficiente para la deteccidn y aislamiento de microsatélites es

el de genotecas enriquecidas por medio de sondas biotiniladas (Glenn y Schable, 2005).

Aunque existen diferentes estrategias para el genotipado de microsatélites, actualmente
el método de marcado de fragmentos de PCR con fluorescencia, propuesto por Smith et

al. (1986) y modificado por Schuelke (2000), es de los mas econémicos.

Esta técnica consiste en la utilizacién de tres cebadores: un cebador especifico forward (o
reverse) con una adicion del cebador universal M13(-21) en su extremo %’, un cebador
especifico reverse (o forward) y un cebador universal M13(-21) marcado con
fluorescencia. Durante los ciclos de PCR los cebadores especificos forward con M13(-21)
y reverse se alinean al DNA templado y se amplifica el producto de PCR; después, en un
ciclo con temperatura de alineamiento especifica del cebador M13(-21) se alinean los
productos que contienen cebadores especificos con M13(-21) con los cebadores M13(-
21) marcados con fluorescencia, de esta forma se obtienen productos de PCR, que
incluyen el cebador universal, marcados con fluorescencia para su posterior deteccién por
electroforesis capilar (Schuelke, 2000). Debido a su alta precisién por la adicion del

cebador M13(-21), la asignacion de alelos es mucho mas sencilla (Boutin-Ganache et al.,



2001), ademas se pueden utilizar diferentes marcadores fluorescentes para realizar

multiplexing (Schuelke, 2000).

Por lo tanto, el presente trabajo busca disefiar cebadores microsatelitales especificos para
M. angustirostris, a partir de la construccion de genotecas enriquecidas, por medio de
sondas biotiniladas y genotipificacion de los microsatélites mediante el marcado de

fragmentos de PCR con fluorescencia.



HIPOTESIS

En base a la abundancia y utilidad reportada de los marcadores tipo microsatélite en otras
especies relacionadas con M. angustirostris, se esperan obtener por medio de la
construccion de genotecas enriquecidas, marcadores con elevado polimorfismo que
permitan incrementar la cantidad de cebadores polimérficos disponibles para esta

especie.



OBJETIVO GENERAL

Desarrollar cebadores microsatelitales especificos para el elefante marino del norte,

Mirounga angustirostris.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Caracterizar microsatélites presentes en M. angustirostris.

2) Disenar cebadores especificos para M. angustirostris.

3) Estandarizar condiciones de PCR para los cebadores disefiados, en M.
angustirostris.

4) Evaluar el polimorfismo en M. angustirostris.



MATERIALES Y METODOS

Extraccion de DNA genémico

La extraccion de DNA genomico se realizo a partir de 12 muestras de tejido epidérmico de
6 machos y 6 hembras de M. angustirostris, recolectadas en las islas San Benito, Baja
California, México, durante 2004 y 2005. Las muestras y la extraccion fueron facilitadas
por la Dra. Simona Sanvito; la extraccion se realizé por medio del kit Qiagen DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen) siguiendo el protocolo para cola de ratones con pequeias

modificaciones para mejorar la digestion del tejido y la extraccion de ADN.

La calidad y concentracion del DNA extraido de cada individuo se comprobé mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, se emplearon como estandares, un
marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb), marca Invitrogen y un marcador
de bajo peso molecular (20 ng/uL, Invitrogen). De acuerdo a la concentracion (ng/pL) de
DNA en cada muestra, se calcul6 el volumen necesario para obtener una mezcla de DNA
con una concentracion de 3 a 4 ug totales. La mezcla de DNA (de las 12 muestras) se
precipitdo con 100 yL de etanol (EtOH) 100% y 24 uL de acetato de sodio 3M, y se coloco
a -20°C durante 15 horas. Se realizé un lavado del DNA con EtOH 70%, se centrifugo la
muestra a 14,000 rpm durante 5 min y se eliminé el resto de EtOH con una centrifuga de
vacio. La mezcla de DNA se resuspendié en 200 uL de agua milli-Q (mQ). Para verificar
que la mezcla de DNA presentara una buena concentracién (50 ng/uL) se realizé una
electroforesis en gel de agarosa 1.2% y se compard con un marcador de baja masa

molecular.



Aislamiento de microsatélites

Para el aislamiento de marcadores microsatélitales en M. angustirostris se partio de la
construccion de una libreria gendmica parcial enriquecida, por medio del método de
propuesto por Glenn y Schable (2005) y siguiendo las modificaciones del trabajo realizado

por Esquer-Garrigos (2008).

Digestion del DNA y union de los fragmentos de DNA a adaptadores Super SNX

Con el objetivo de obtener fragmentos de DNA con un tamarfio entre los 500 y 1500 pb se
digirié una porcion del DNA con una solucién que contenia: 2.5 pL de la enzima RSA1 (10
U/uL) (sitio de restriccion GTAAC), 2.5 uL del buffer Rsal 10X y 20 yL de la mezcla de
DNA. Esta reaccion se incub6 a 37°C durante 24 horas. Mediante una electroforesis en
gel de agarosa al 1.2%, se comprob¢ el intervalo en tamafno de los fragmentos de DNA.

Como estandar se empled el marcador de peso molecular de 100 pb.

Los fragmentos de DNA obtenidos de la digestion se unieron a los adaptadores Super
SNX-24 forward (5’GTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC) y Super SNX-24 + 4P reverse

(5'pGATTCTGCTAGCTAGGCCTTAAACAAAA).

Como primer paso se crearon adaptadores de doble cadena (ds) para lo cual se
mezclaron volumenes iguales en cantidades equimolares (ej. 50 yL de cada adaptador
con una concentracion de 10 mM c/u) y se le afiadié 2 yL de NaCl 5M. Esta mezcla se
calento a 95°C durante 5 min y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se
prepard una reaccion de ligacion del DNA digerido a los adaptadores de doble cadena,

esta se llevo a cabo en un volumen final de 40.6 pL, con 1.72 mM de Super SNX-24 ds,
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16000 unidades de DNA Ligasa T4, solucion amortiguadora de ligasa T4 1x, 739

unidades de la enzima Xmn1 y 20 uL de DNA digerido.

La reaccion de ligacion se dejo en incubacion a 16°C durante ~15 horas. Transcurrido
este tiempo, se realizé una reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) para comprobar
que la reaccion de ligacidn resultd eficiente. La reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de 25 pL, que contenia una masa de 15 a 20 ng de DNA ligado a adaptadores,
solucion amortiguadora para Taq DNA polimerasa 1x (Invitrogen), MgCl, 2mM
(Invitrogen), dNTPs 200 pM (Invitrogen), Super SNX-24 forward, 0.4 uM (Invitrogen), y 2

unidades de Taq DNA polimerasa (Platinum Taq, Invitrogen).

Las condiciones del termociclador para la amplificacion por PCR incluyeron: un periodo
inicial de desnaturalizacion de 5 min a 95°C, seguido de 30 ciclos. Cada uno de estos
ciclos consistio en 20 segundos (seg) de desnaturalizacion a 95°C, 20 seg de
reincorporacion o acoplamiento de los cebadores a 60°C y 30 seg de extension a 72°C.

Por ultimo, un ciclo de 2 min de extension final a 72°C.

El intervalo en tamafo y la concentracion del producto de PCR se comprob6é mediante
una electroforesis en gel de agarosa 1.2%, se emplearon como estandares el marcador
de peso y de baja masa molecular. Una vez que se comprobd que la ligacion resultd
eficiente, se realizaron 3 reacciones mas de la PCR de la ligacidn; una por cada sonda a

emplear durante el enriquecimiento.
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Enriquecimiento de los fragmentos con microsatélites y captura con perlas magnéticas.

El producto de la PCR de la ligacién fue hibridado a sondas que contenian repeticiones de
microsatélites. Las sondas empleadas fueron los dinucledtidos CTys y GTi5 y los
tetranucledtidos CTGTe y GATA1. Estas sondas fueron sintetizadas con biotina en su

extremo 5.

Para cada reaccion de hibridacion se prepard un volumen final de 50 pL, que contenia 10
ML de DNA ligado a adaptadores (producto de PCR), sonda biotinilada 1 pM, solucién de
hibridacion 2x (12x SSC: NaCl 1.8 M, citrato de sodio 0.18 M, pH 7.0; SDS -dodecil sulfato

sodico- 0.2%).

De acuerdo con la concentracion de las sondas y la concentracién de sales en la
reaccion, se calcul6 la temperatura de incorporacion o hibridacion (Tm), de cada sonda en
el programa OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies). A partir de esta Tm se
programd el ciclo de la PCR para la hibridacion. El ciclo de la PCR para las sondas de
dinucleodtidos incluyod: periodo inicial de desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos (min),
seguido de un descenso rapido de temperatura hasta los 80°C y una disminucion de
0.2°C cada 5 seg durante 99 pasos, la temperatura se mantuvo a 60°C durante 10 min,
posteriormente descendi6é 0.5°C cada 5 seg durante 20 pasos hasta alcanzar los 40°C.

Por ultimo se mantuvo en espera a 15°C.

El ciclo de PCR para las sondas de tetranucleétidos incluyd: periodo inicial de

desnaturalizacion a 95°C durante 5 min, seguido de un descenso rapido de temperatura

hasta los 75°C y disminuyendo 0.2°C cada 5 seg por 99 pasos y permanecio a 55°C por
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10 min, después descendio 0.5°C cada 5 seg durante 20 pasos hasta alcanzar los 35°C.

Por ultimo se mantuvo en espera a 15°C.

El proposito de este programa de PCR es permitir que los fragmentos de DNA que
contienen microsatélites se unan a las sondas de repeticion. Al emplear un intervalo tan
amplio de temperatura durante el ciclo de PCR se favorece la hibridacién de repeticiones

largas.

Después del ciclo de la PCR se realizé un lavado de perlas magnéticas (50 pyL por cada
reaccion de hibridacion). Por cada sonda empleada se tomaron 50 pL de perlas
magneéticas marcadas con estreptavidina (Dynabeads M-280, Invitrogen), y se realizaron

los siguientes lavados:

a) Dos lavados con 250 yL de TE (Tris 10 mM y EDTA 1 mM). En cada lavado se
recuperaron las perlas en solucidon mediante una unidad magnética colectora (6

MPC por Magnetic Particles Colector).

b) Dos lavados con 250 pL de la solucidn de hibridacion Hyb 1x (6x SSC: NaCl 0.9 M,
citrato de sodio 0.09 M, pH 7.0; SDS 0.1%). En cada lavado se recuperaron las

particulas empleando el MPC.

Posteriormente, se resuspendieron las perlas en 150 yL de la solucion Hyb 1x y a este
volumen se le afadi6 el producto de la hibridacién. Después se colocaron las muestras en
un agitador vertical a baja velocidad y a temperatura ambiente durante 30 min.

Transcurrido este tiempo, se separaron los fragmentos de DNA (que contenian

13



repeticiones complementarias a las sondas) unidos a las perlas magnéticas mediante el

MPC.

Se realizaron los siguientes lavados:
a) Dos lavados con 400 yL de SSC 2x, SDS 0.1%. Entre cada lavado se capturaron
los fragmentos de DNA unido a las perlas mediante el MPC y se elimino el

sobrenadante.

b) Dos lavados con 400 yL de SSC 1x, SDS 0.1%. En este paso las soluciones de
dinucledtidos se calentaron a 65°C durante 3 min inmediatamente después del
primer lavado y a 68°C después del segundo lavado. Las soluciones de
tetranucledtidos se calentaron a 55°C durante tres min inmediatamente después
del primer lavado y a 58°C por tres min durante el segundo lavado. Entre cada

lavado se elimino el sobrenadante empleando el MPC.

A cada muestra se le aiadio 200 pL de TLE (TrisHCI 10 mM, LDAO 0.025y EDTA 1 mM,
pH 7.0), se mezclé y se incub6 a 95°C durante 5 min en un block de calentamiento.
Transcurrido este tiempo, se recuperd inmediatamente el sobrenadante con ayuda del
MPC y se coloco en un nuevo tubo. Esta solucidn se conoce como “pure gold”; contiene el
DNA enriquecido con microsatélites. Las soluciones se recuperaron inmediatamente
después del calentamiento, para evitar que los fragmentos de DNA que contienen

microsatélites vuelvan a unirse a las perlas magnéticas.

A cada producto del enriquecimiento se le afiadieron 22 uL de NaOAc 3M, se mezclo y se
le agregaron 444 pL de EtOH 95%. Se almacenaron las muestras a -20°C durante 12

horas.
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Se centrifugaron las muestras a 14000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 min y se
elimino el sobrenadante. Se realiz6 un lavado de las muestras con EtOH 70%, se removio
el sobrenadante y se volvio a centrifugar a 14000 rpm durante un minuto. Se removio todo
residuo de EtOH con una centrifuga de vacio. Finalmente se resuspendié el DNA
enriquecido en 25 pL de TLE y se mantuvo en hidratacion durante al menos 30 min antes

de proceder con el paso siguiente.

Recuperacion del DNA enriquecido mediante PCR

Para recuperar la doble cadena del DNA enriquecido con microsatélites, se realizé una
PCR para cada enriquecimiento. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25
ML, que contenia solucion amortiguadora para Taq DNA polimerasa 1x (Invitrogen), MgCl,
2mM (Invitrogen), 400 uM de dNTP Mix (Invitrogen), 0.6 yM de Super SNX-24 forward
(Invitrogen), 2 unidades de Taq DNA polimerasa (Platinum Taq, Invitrogen) y 5 yL de DNA

enriquecido.

Las condiciones del termociclador para la amplificacion por PCR incluyeron: un periodo
inicial de desnaturalizacion de 4 min a 95°C, seguido de 30 ciclos. Cada uno de estos
ciclos consistio en 20 seg de desnaturalizacion a 95°C, 20 seg de reincorporacion o
acoplamiento de los cebadores a 60 °C y 40 seg de extension a 72°C. Por ultimo, un ciclo

de 2 min de extension finala 72°C.

Para comprobar la concentracién y el intervalo en tamafno del DNA enriquecido se realizd

una electroforesis en gel de agarosa al 1.2% empleando un marcador de peso y baja

masa molecular como estandar.
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Clonacion del DNA enriquecido

Cada producto de PCR del DNA enriquecido fue clonado mediante el empleo del producto
comercial TOPO TA Cloning Kit for sequencing (Invitrogen). Se utilizo el vector pCR 4-
TOPO, para transformar las células E. coli TOP 10 incluidas en el kit y siguiendo las

especificaciones del proveedor.

Para realizar la insercion del DNA enriquecido o “pure gold” al vector de clonacién, se
tomaron 2 yL de DNA enriquecido, 1 puL del Vector pCR 4-TOPO TA (Invitrogen), 1 yL de
solucion salina (NaClz 1.2 M, MgCl, 0.1 M) y 2 pL de H,O mQ (para la construccion de
cada genoteca). La mezcla se incubé 20 min a temperatura ambiente, después se
agregaron 2 uL del inserto a las bacterias competentes E. coli (Invitrogen), por medio de

choque térmico a 42°C por 30 seg y se dejo incubar 30 min. en hielo.

Deteccion de clonas positivas

La deteccidn de colonias recombinantes que contuvieron el plasmido con inserto se
efectud en placas de agar LB con ampicilina (100 mg/mL). La presencia del inserto de
interés se verificO tomando una pequefia muestra de las colonias con un palillo estéril y
sumergiéndolo en 5 pyl de agua mQ en un tubo de PCR. Para la reaccién de PCR se
utilizé una mezcla de los cebadores M13 Fw (5' GTAAAACGACGGCCAG 37), M13
reverse (5' CAGGAAACAGCTATGAC 3°) y una sonda con la repeticion de interés (CTys,
GT45, CTGTs 0 GATA1), de acuerdo con el método sugerido por Wang, et al. (2007). De
cada colonia amplificada se realizé un duplicado en cajas de Petri nuevas con medio LB

soélido y ampicilina (100mg/mL), en caso de que la clona contuviera un inserto de interés.
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La reaccion se llevdo a cabo en un volumen final de 15 pL, que contenia solucidn
amortiguadora para Taq DNA polimerasa 1x (Invitrogen), MgCl, 2.5 mM (Invitrogen), 440
MM de ANTP Mix (Invitrogen), 440 uM de sonda biotinilada, M13 forward 440 pyM, M13
reverse 440 yM, 0.5 unidades de Tag DNA polimerasa (Platinum Taq, Invitrogen) y 5 pL

de DNA enriquecido.

Las condiciones del termociclador para la amplificacion por PCR incluyeron: un periodo
inicial de desnaturalizacion de 5 min a 95°C, seguido de 30 ciclos. Cada uno de estos
ciclos consisti6 en 1 min de desnaturalizacion a 94°C, 1 min de reincorporacion o
acoplamiento de los cebadores a 50 °C y 1 min de extensién a 72°C. Por ultimo, un ciclo

de 10 min de extension final a 72°C.

Mediante electroforesis en gel de agarosa 1.2% se detectaron y seleccionaron las clonas
que mostraban un patron de barrido acorde a la presencia de microsatélites. Las clonas
seleccionadas fueron reamplificadas para su secuenciacion empleando uUnicamente los

cebadores M13 forward y M13 reverse y bajo las condiciones y ciclo de PCR ya descrito.

Secuenciacion

El tamafio y la concentracion de los productos amplificados se corrobor6 mediante
electroforesis en gel de agarosa 1.2% empleando como estandares el marcador de peso
molecular y la escalera de baja masa molecular. Se seleccionaron para secuenciar las
clonas que amplificaron productos entre los 500 y 1500 pb y que contenian una
concentracion de al menos 100 ng/pL. Las clonas fueron secuenciadas con los cebadores
M13F (5" GTAAAACGACGGCCAGT 37) y M13R-pUC (5" CAGGAAACAGCTATGAC 3)

empleando un secuenciador automatico 3730x1 DNA analyzer (Macrogen, Corea).
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Analisis de secuencias

La deteccion de microsatélites se realizoé con la ayuda del programa ChromasPro version
1.31 (Technelysium Pty). Como criterios para la seleccion de secuencias utiles para el
posterior disefio de cebadores se considerd: a) tipo de microsatélite (ej., puro,
interrumpido 6 compuesto) y longitud de la unidad de repeticion (ej., al menos 4
repeticiones), b) distancia entre la ubicacién del microsatélite y la zona que contenia parte
de la secuencia del vector de clonacion y del adaptador SuperSNX24 y c) presencia de

largas repeticiones de poli-A 6 poli-T en las regiones adyacentes al microsatélite.

Diseno de los cebadores

El disefio de cebadores se realiz6é en el programa en linea Primer3, version. 0.4.0 (Rozen
y Skaletsky, 2000) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm) respetando los parametros
ya establecidos en el programa (ej. longitud 6ptima de los cebadores de 20 pb,

temperatura optima de alineamiento de 60°C, contenido de GC 20-80%).

Se  utilizd6 el programa Reverse Complement (Bioinformatics Organization,
http://www.bioinformatics.org/sms/index.html) para convertir la secuencia del cebador

reverse a 3’-5’.

Mediante el programa OligoAnalizer 3.1 (Integrated DNA Technologies) se analizé la

posible formacion de estructuras secundarias tipo “hairpin’, homodimeros y heterodimeros

en los cebadores disehados.
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Estandarizacion de cebadores

Se utilizaron 8 muestras de M. angustirostris para realizar la estandarizacion de la Tm de
los cebadores mediante PCR de gradientes. Esta estandarizacion se realizé en diferente

etapas:

1) Se realizaron PCR con gradiente de temperaturas, en donde el volumen final de la
reaccion fue de 15 pL, que contenia solucién amortiguadora para Tag DNA polimerasa
1X, MgCl; 1.5 mM, dNTP Mix 200 uM, cebador forward 0.3 uM, cebador reverse 0.75 yM
que incluia la secuencia universal M13(-21) (5° TGTAAAACGACGGCCAGT 3’), marcador
fluorescente (Hex, Fam, Ned) unido a la secuencia universal M13(-21) 0.3 yM (Schuelke,
2000) y 0.02 unidades de Taq DNA polimerasa (Promega). Las condiciones del
termociclador para la amplificacion por PCR incluyeron: un periodo inicial de
desnaturalizacion de 5 min a 95°C, seguido de un periodo de 35 ciclos y otro de 8 ciclos.
En el primer periodo, los ciclos consistieron en 20 seg de desnaturalizacion a 95°C, 20
seg de reincorporacion o acoplamiento de los cebadores en un gradiente de 40 a 64°C y
30 seg de extension a 72°C. En el segundo periodo los ciclos consistieron en 20 seg de
desnaturalizacion a 95°C, 20 seg de reincorporacién o acoplamiento de los cebadores a
47°C y 30 seg de extension a 72°C. Por ultimo, un ciclo de 10 min de extension final a

72°C. Finalmente, se uso el ciclo de espera a 4°C.

2) Para verificar la amplificacion y tamafno del producto, se realizé una electroforesis en

gel de agarosa al 1.7%.

3) En los cebadores que presentaron una condicion Optima (banda intensa y limpia en el

gel) se amplificaron por PCR 22 muestras de DNA de M. angustirostris (Anexo 1) mas un
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control negativo con cada par de cebadores que se logro estandarizar exitosamente. Las
condiciones del termociclador incluyeron: un periodo inicial de desnaturalizacién de 5 min
a 95°C, seguido de un periodo de 35 ciclos y otro de 8 ciclos. En el primer periodo, los
ciclos consistieron en 20 seg de desnaturalizacién a 95°C, 20 seg de reincorporacion o
acoplamiento de los cebadores a la temperatura estandarizada de cada cebador y 30 seg
de extension a 72°C. En el segundo periodo los ciclos consistieron en 20 seg de
desnaturalizacion a 95°C, 20 seg de reincorporacién o acoplamiento de los cebadores a
47°C y 30 seg de extension a 72°C. Por ultimo, un ciclo de 10 min de extension final a

72°C. Finalmente, se uso el ciclo de espera a 4°C.

4) Si desde la etapas anteriores no se identificaron condiciones éptimas (como falta de
amplificacion, amplificacion débil, amplificacion sucias o con especificidad, etc.), se
cambiaron las condiciones (temperatura y/o concentracion de MgCly) y se repetio la PCR

con gradiente, para después seguir desde la etapa 2.

5) Si con la etapa anterior aun no se obtenia amplificacion, se les aumentd la

concentracion final de cebador reverse con TAG a 0.3 mM.

Genotipado

Se utilizaron las 22 muestras de DNA de M. angustirostris amplificadas por PCR (Anexo
1) mas un control negativo de cada par de cebadores que se logré estandarizar

exitosamente, para realizar el genotipado.

Para preparar los productos de PCR para su genotipado; se realizaron cuatro paneles

(multiplexes) de 6 loci de microsatélites, cada uno dividido con base en el tamafo (pb)
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aproximado del producto de PCR como fue observado en gel de agarosa y tipo de
marcador fluorescente de manera que los loci no se traslaparon (Anexo 2). En cada panel
se realizo una mezcla de los productos de PCR con una concentracion variable (Anexo 2)
en un volumen final de 10 pL en cada una de las muestras. Se hizo una dilucién de 1:5
con H,O DDE; se tomaron 2 pL de esta dilucién y se mezclaron con 10 pL de una mezcla
de formamida (Applied Biosystems) con la escalera de DNA GeneFlo™ 625 adicionada
con marcador fluorescente ROX(ChimerX). Esta mezcla final se envié al laboratorio
Biotechnology Center of the University of Wisconsin para ser genotipado en un
secuenciador automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems) (Envio A038_P1). Las
muestras que no presentaron sefal, la sefial fue débil o confusa en los resultados del

genotipado, se mandaron a genotipar de nuevo (Envio A053_P1).

Analisis de genotipos

Los resultados del genotipado se analizaron con el programa GeneMarker versién 1.85
(SoftGenetics LLC) de acuerdo a los parametros establecidos en el programa y se

asignaron los tamarnos de los alelos. Los parametros utilizados fueron los siguientes:

Auto ajuste (Auto Range): Elimina la zona donde se encuentran los dimeros formados por

los cebadores y reactivos no consumidos.

Eliminacién de ruido (Smooth): Esta funcion suaviza la linea de base mediante la

eliminacion de pequefios picos de ruido.

Correccion de saturacion (Saturation correction): Los instrumentos de genotipado saturan

los picos intensos, que son mayores a 8000 RFU (Unidades Relativas de Fluorescencia,
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por sus siglas en inglés), por lo que la cima del pico se parte en dos y puede aparecer un
pico de pull-up. Esto también se puede deber a un exceso de DNA templado producto de

PCR.

Eliminacion de linea de base (Baseline substraction): Elimina la linea de base para que el

eje de las Y se eleve por encima del nivel del ruido.

Correccion por suma de picos (Pull-up Correction): Elimina los picos causados por la
longitud de onda de otros marcadores fluorescentes.
Eliminacién de burbujas (Spike Removal): Elimina los picos causados por subidas de

tension provocados por micro-burbujas de aire o suciedad.

Asignacion del tamaio (Size Call): Estima el tamafo de los picos mediante el método
“Local Southern”, el cual realiza una interpolacién de los puntos de la escalera de DNA

para asignar el tamario a los alelos, la escalera de DNA utilizada fue GeneFlo™ 625.

Asignacion de alelos (Allele Call): Encuentra alelos y les asigna su tamafio, para
asegurarse que el programa los asigné de manera correcta se revisaron de forma manual

por dos personas hasta llegar a una concordancia en su atribucion.

Analisis de variacion genética

El analisis de heterocigosidad esperada, heterocigosidad observada y desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg se realiz6 mediante el programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier

et al., 2005).
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RESULTADOS

Digestion del DNA y unién de los fragmentos de DNA a adaptadores Super SNX

En la Figura 1 se muestra el producto de la digestion de la mezcla del DNA de las
muestras, con la enzima RSA1; el tamafno se encontré entre los 100 y 2000 pb. Los
fragmentos del DNA digerido y ligado a los adaptadores Super SNX, se puede observar

en la Figura 2.

Digestion con  Escalera de 100 ples pl
RSA 15 pl masa 2 |

Figura 1. Tamarfo en pares de bases (pb) de los fragmentos digeridos con la enzima
RSA1.
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Escalera de ADN ligado C- 100 ph 5 pl
masa 2 pl

:

Figura 2. Fragmentos del DNA digerido con RSA1 y unido a los adaptadores Super SNX.
El tamano de los fragmentos esta entre los 300 y 2000 pb.

DNA enriquecido con microsatélites

Los fragmentos con la repeticion (GT)4s se encontrd entre 300 y 900 pb, los fragmentos
enriquecidos con la repeticion (CT)s se encontraron entre los 500 y 2000 pb, el
enriquecimiento del DNA con la repeticion (GATA)1o comprendié entre los 500 y 2000 pb y
los fragmentos enriquecidos con (CTGT)o tuvieron un tamafio entre los 500 y 2000 pb

(Figura 3).
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Pure Golg 10024l o o1 100 pb o= *Pure Pure,
BT 10 1 100pb COld  Gold

CTis 10 pl o 2l GATA, CTGT,
10 10 pl

Figura 3. Tamano de los fragmentos de DNA enriquecidos con las repeticiones (GT)+s,
(CT)15, (GATA)1O Yy (CTGT)10

Aislamiento de microsatélites

El éxito global en el aislamiento de microsatélites por medio de genotecas enriquecidas,
fue de 55% (Tabla I). En algunos casos las clonas con microsatélites secuenciados no
presentaron la sonda correspondiente, es decir, alguno de los microsatélites no

corresponden a la sondas utilizada [(GT)1s, (CT)1s, (CTGT)s, (GATA)10].
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Tabla I. Exito de aislamiento de microsatélites usando genotecas enriquecidas por medio
de sondas biotiniladas, a partir de DNA de elefante marino del norte (Mirounga

angustirostris).
Genoteca Clonas Clonas con Exito de
secuenciadas microsatélites aislamiento (%)
(GT)s 36 28 78
(CT)s 27 15 55
(CTGT)s 17 4 24
(GATA)1o 80 41 51
Total 160 88 55

Con base en el numero de repeticiones, la mayoria de los microsatélites aislados, fueron

dinucledtidos (Tabla lla) y con base a su pureza, los mas abundantes fueron los puros y

los puros interrumpidos (Tabla Ilb).

Tabla II. Tipo de microsatélites aislados usando genotecas enriquecidas por medio de

sondas biotiniladas, a partir de DNA de elefante marino del

angustirostris).

a) Cantidad de microsatélites por repeticion

norte (Mirounga

b) Cantidad de microsatélites por pureza

Tipo de microsatélite Cantidad Tipo de microsatélite Cantidad
Dinucleétido 50 Puro 39
Trinucledtido 10 Puro interrumpido 41
Tetranucledtido 27 Compuesto 1
Trinucledtido-Tetranucledtido 1 Compuesto interrumpido 7
Dinucleotido-tetranucleoétido 1 Complejo 1

Total 89 Total 89
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Diseno de los cebadores

Se disefiaron 48 pares de cebadores a partir de 89 loci de microsatélites. Las
caracteristicas de los cebadores disefiados son superiores a los valores de referencia
(Tabla 11).

Tabla Ill. Cantidad de cebadores, de los 48 disefiados, que cumplen con el valor de

referencia. La cantidad de cebadores esta expresada como porcentaje. En el Anexo 3 se
encuentran las caracteristicas para cada par de cebadores.

Caracteristica Valor de Cantidad de
referencia cebadores

(%)

Maxima complementariedad <8 100

Maxima complementariedad en 3’ <3 85

Tamafio en pb =18 75

Temperatura de reincorporacion, Tm (°C) =50 98

% de GC =20 100

Estandarizacion de cebadores

De los 48 pares de cebadores disefnados, se lograron amplificar 24 loci microsatélites. Las
condiciones Optimas de amplificacion para cada par de cebadores disefiados y el

contenido de mezcla 6ptima se encuentran en la Tabla IV.
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Tabla IV. Condiciones 6ptimas de amplificacion de PCR de los microsatélites que fueron
disefiados para M. angustirostris. Los ciclos de PCR fueron: 5§ min a 95°C, 35 ciclos de 20
seg a 95°C, 20 seg de la temperatura de alineamiento (Ta) y 30 seg a 72°C; 8 ciclos de
20 seg a 95°C, 20 seg a47°C y 30 seg a 72°C; finalmente un ciclo de 10 min a 72°C.

Locus [Cebador reverso] (M) [MgCl;] (mM) Ta (°C)

Mang01 0.3 1.5 55
Mang03 0.75 1.5 55
Mang04 0.75 1.5 55
Mang05 0.75 1.5 55
Mang06 0.75 1.5 55
Mang09 0.75 1.5 52
Mang14 0.3 1.5 55
Mang16 0.75 1.5 58
Mang17 0.75 1.5 55
Mang21 0.75 1.5 55
Mang23 0.75 1.25 57
Mang26 0.75 1.2 60
Mang27 0.75 1.5 55
Mang31 0.75 2.25 52
Mang33 0.75 1.5 55
Mang34 0.75 1.7 61
Mang35 0.75 1.5 53
Mang36 0.75 1.5 55
Mang37 0.75 1.5 56
Mang38 0.75 1.5 56
Mang41 0.75 1.5 55
Mang43 0.75 1.5 55
Mang44 0.75 1.5 55
Mang48 0.75 1.5 55

Genotipado de muestras

Nueve loci microsatélite demostraron polimorfismo. Después del primer genotipado
(AO38_P1) se observd que algunas muestras en el electroferograma no presentaron
sefal, la sefal fue débil o confusa, por lo que se genotiparon de nuevo (A053_P1).
Aunque solo en algunas muestras de los loci Mang09 y Mang31 no fue posible asignar

alelos tras el primer genotipado, se genotiparon de nuevo todas las muestras de estos
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dos loci ya que el numero de muestras con problemas fue grande. En la Tabla V se

observa cuales muestras presentaron problemas.

Tabla V. Muestras, problemas observados en el primer genotipado y confirmacion de
asignacion de alelos en los loci de M. angustirostris que se genotiparon por segunda
ocasion.

Locus Muestras Problemas Confirmaciéon
observados de alelos
Mang01  A07_0007, A07_0560, A07_0561, A07_0562, Sin senal Si
A07_0565
Mang05 A07_0575 Sefial débil Si
Mang09 A07_0007, A07_0543, A07_0546, A07_0549, Senal débily Si
A07_0560, A0O7_0562, A0O7_0571, A07_0573, senal
A07_0574, A07_0580 confusa.
Mang21  A07_0559, A07_0590. Sefial débil Si
Mang23  Todas las muestras Sefial Si
confusa
Mang26  Todas las muestras Sefial No
confusa
Mang27  A07_0007 Sefial débil Si
Mang31  A07_0005, A07_0008, A07_0542, A0O7_0549, Senal No
A07_0559, A07_0574, AO7_0575y confusa
A07_0590
Mang33  A07_0560, A07_0592 Sefial débil Si
Mang34  A07_0005, A07_0007, A07_0562, A07_0571 Senal débil Si
Mang38 A07_0571, A07_0573, A07_0574, A07_0575, Sin sefal Si

A07_0580, AO7_0590, AO7_0592

El numero de alelos para cada uno de los 24 loci que se amplificaron exitosamente y el

tamano del producto amplificado se muestran en la Tabla VI.
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Tabla VI. Unidad de repeticion, tamafio aproximado observado en gel (To), tamarfio de los
productos asignados por electroforesis capilar y numero de alelos de los loci genotipados
de M. angustirostris. NA= No asignado.

Tamano Num. de

Locus Unidad de repeticion To (pb) alelos
Mang01 (CT).GT(CT)4...(CT)10 230 230 2
234
Mang03 (TA)s 150 165 1
Mang04 (GA)g 120 123 1
Mang05 (GT)s 140 130 1
Mang06 (GT)o...(GA)14 180 177 2
179
Mang09 (TATC)sCATC(TATC);ATC(TATC)s...(TATC)12 250 248 6
252
253
256
257
260
Mang14 (CT)sGT(CT)s 150 147 1
Mang16 (CT)y 250 245 1
Mang17 (CA)sTG(CA)s 170 171 1
Mang21 (GT)sCTCT(GT)s 150 150 1
Mang23 (CA)11 150 154 1
Mang26 (GT)s;AT(GT)3(GATA)14 170 NA NA
Mang27 (GT).GA(GT)1e 130 127 2
129
Mang31 (GT)as2 250 NA NA
Mang33 (CT)sT(CT)e 300 291 1
Mang34 (GT);GCA(TG)sCA(TG)4 250 214 3
216
218
Mang35 (CA)14 250 263 2
266
Mang36 (CCAT)s...(CCAT)s...(CCAT),...(CCAT)s 350 357 2
361
Mang37 (TC)a 140 122 1
Mang38 (GATA),GATTA(GATA)+3 250 235 1
Mang41 (GATA)s...(GATA)sGAT(GATA).GAT(GATA)s... 300 294 1
(GATA)3...(GATA);GAT(GATA)10
Mang43 (GATA),GAT(GATA)4 250 256 3
261
265
Mang44 (GATA)14...(GATA)GAT(GATA), 200 194 3
202
206
Mang48 (GT)16(GA)1o 300 288 1
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El promedio de numero de alelos por locus, considerando 22 loci fue de 1.7 1.2 Para el
calculo del promedio de alelos por locus se tomaron en cuenta todos los loci a excepcién

de los loci Mang26 y Mang31, ya que en estos dos loci no fue posible atribuir alelos.

Analisis de variacion genética

En la Tabla VIl se muestran los resultados del analisis de equilibrio de Hardy Weinberg
para los nueve loci que presentaron polimorfismo (2 6 mas alelos).

Tabla VII. Numero de alelos, heterocigosidad observada (H,), heterocigosidad esperada
(He), valor de P y desviacion estandar (s.d.) en los loci polimorficos de M. angustirostris.

Locus Num de alelos Ho He Valor de P s.d.
Mang01 2 0.545 0.495 0.681 0.000
Mang06 2 0.091 0.089 1.000 0.000
Mang09 6 0.773 0.771 0.724 0.000
Mang27 2 0.273 0.304 0.537 0.001
Mang34 3 0.591 0.559 0.201 0.000
Mang35 2 0.364 0.359 1.000 0.000
Mang36 2 0.273 0.241 1.000 0.000
Mang43 3 0.182 0.173 1.000 0.000
Mang44 3 0.818 0.635 0.107 0.000

El promedio del numero de alelos por locus para los loci polimérficos es de 2.8 £1.3.
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DISCUSION

Enriquecimiento de microsatélites

Entre los productos de digestion de la enzima RSA1 se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 500 pb. Posteriormente en el enriquecimiento con sondas biotiniladas
los tamarnios de los fragmentos obtenidos fueron los ideales (entre 300 y 2000 pb) ya que
los fragmentos de aproximadamente 500 pb son mas faciles de secuenciar y se mantiene
una alta probabilidad de tener suficiente DNA que flanqueé el microsatélite para que los

cebadores se puedan disefiar (Glenn y Schable, 2005).

Aislamiento de microsatélites

El éxito global en el aislamiento de microsatélites fue de 55%, esto se encuentra dentro
de lo reportado cuando se utilizan genotecas enriquecidas (20-90%) (Zane et al., 2002);
especificamente para mamiferos se reporta un éxito entre 25 a 75% (Zane et al., 2002). El
valor de éxito que aqui se reporta, es superior al que de manera general se obtiene en

trabajos con protocolos tradicionales (0.04-12%) (Zane et al., 2002).

El porcentaje de éxito obtenido (55%) es superior a lo reportado en otros pinnipedos
cuando se han usado genotecas tradicionales, y similar o superior cuando se comparan
con resultados de genotecas enriquecidas. A partir de genotecas tradicionales, se ha
reportado un éxito de 2.7% en el lobo marino de California (Hernandez-Velazquez et al.
2005) 6 21 clonas positivas en el elefante marino del norte (Garza 1998) contra las 88 que

se obtuvieron en este trabajo.
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En otros trabajos en donde se aislaron microsatélites en pinnipedos por medio de
genotecas enriquecidas, el éxito fue similar o menor a lo que aqui reportamos. Hoffman et
al. (2008) tuvieron un éxito de 56% con el lobo fino de la Antartica; con el lobo marino de
Steller el éxito fue de 1.9% (Huebinger et al. 2007); con el lobo marino de California
obtuvieron un éxito de 9% (Hernandez-Velazquez et al. 2005) y en Z. wollebaecki se

aislaron 65 clonas positivas, pero no reportan el total de clonas (Wolf et al. 2005).

La mayoria de los microsatélites aislados con base en su motivo de repeticién fueron del
tipo dinucle6tidos (50), algo que no es raro pues son los mas abundantes en el genoma
(Zane et al. 2002). Con base a su pureza, la mayoria fueron puros (39) o puros
interrumpidos (41), lo que favorece la busqueda de marcadores microsatelitales
polimérficos, ya que los microsatélites puros se encuentran entre los mas polimorficos

(Zane et al., 2002).

En algunos casos (4) los microsatélites encontrados no correspondieron a la sonda
utilizada, lo que estrictamente se consider6 como clona negativa, para esa sonda. Sin
embargo, no es poco comun que se encuentren por casualidad otros tipos de
microsatélites durante el proceso, ya que éstos estan distribuidos a lo largo del genoma

(Schlotterer y Pemberton 1994).

Diseno de los cebadores

Se disenaron 48 pares de cebadores a partir de 89 loci de microsatélites (1 clona positiva
tuvo 2 loci de microsatélite). Estos resultados ubican a este trabajo en el de mayor éxito

en cuanto a la cantidad de cebadores de microsatélites disefiados (48 cebadores) en
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pinnipedos, y el segundo en cuanto a la proporcion de cebadores por clonas positivas

(55%).

El dnico trabajo con elefante marino del norte reporta un éxito del 10% en cuanto a la
proporcion de cebadores disefiados por el numero de clonas positivas obtenidas (Garza
1998). En el lobo marino de California el éxito obtenido fue entre el 29 y 36% (Hernandez-
Velazquez et al. 2005); con el lobo fino de Galapagos se reportdo un 42% (Wolf et al.
2005); 37% en el lobo marino de Steller (Huebinger et al. 2007) y 81% en el lobo fino de la

Antartica (Hoffman et al. 2008).

Los 48 cebadores disefiados con el programa en linea Primer3 version. 0.4.0 (Rozen y
Skaletsky, 2000) cumplieron con los valores de referencia del programa, a continuacion
se describen los principales parametros a considerar para obtener cebadores con altas

probabilidades de amplificar:

Maxima complementariedad: Se refiere a la puntuacion maxima de alineamiento
permisible entre un solo cebador y entre cebadores forward y reverse. Esta puntuacion se
utiliza para predecir la tendencia de los cebadores para alinearse el uno al otro sin causar
necesariamente dimeros en la PCR. El sistema de puntuacién da 1.0 para las bases
complementarias, -0.25 para una alineacion de cualquier base (o N) con una N, -1.00 por
cada no alineamiento, y -2.00 por un vacio. Sélo un par de bases con vacios estan
permitidas para la evaluacion, por ejemplo, el siguiente alineamiento:

5' ATCGNA 3'

3 Theder 5
esta permitida al presentar sé6lo un vacio y da un resultado de 1.75, sin embargo el
alineamiento:
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5' ATCCGNA 3'

3' TA--CGT 5'

no es considerado al presentar dos vacios, y una puntuacién de 0 indica que no hay un
alineamiento local considerable entre dos cebadores (Rozen y Skaletsky, 2000). EI 100%

de los cebadores disefiados cumplieron con este valor de referencia.

Maxima complementariedad en 3’: Se refiere a la puntuacion maxima de alineamiento
permisible en el extremo 3’ entre un solo cebador y entre cebadores forward y reverse.
Esta puntuacién se utiliza para predecir la probabilidad de que se amplifiquen dimeros en
la PCR, por ejemplo el alineamiento:

5' ATGCCCTAGCTTCCGGATG 3'

3' AAGTCCTACATTTAGCCTAGT 5'

presenta una puntuacién de 7.0, los criterios de calificacion son los mismos que el de
maxima complementariedad. Una puntuacion de 0 indica que no hay suficiente
alineamiento entre los extremos 3’ para formar dimeros (Rozen y Skaletsky, 2000). Un

total de 41 cebadores (85%) cumplieron con este valor de referencia.

Tamafo del cebador: Este parametro se relaciona con la especificidad y la temperatura
de reincorporacion (Tm). Cebadores que tienen entre 18 y 25 pb tienden a ser muy
especificos si la temperatura de alineamiento de la PCR es similar a la temperatura de
reincorporacion de los cebadores (Dieffenbach et al. 1993; Sharrocks, 1994). El 78% de

los cebadores tienen una longitud mayor de 18 pb.

Porcentaje de G-C (Uniones Guanina-Citosina): La composicion de los cebadores es un
factor que también influye en la Tm. Los cebadores deben mantener una proporcion de
razonable de G-C para tener un alineamiento especifico, por lo que se sugiere que el

35



intervalo de G-C sea de entre 45 y 65% (Dieffenbach et al. 1993). Sin embargo se puede
aceptar hasta un minimo de 20% (Rozen y Skaletsky, 2000). El 100% de los cebadores

cumple con el 20% minimo de G-C.

Estandarizacion de cebadores

La concentracion de los cebadores forward y reverse para la preparacion de la mezcla
para PCR, se utilizé de manera desequilibrada (forward 0.3 uM, reverse 0.075 pM) ya que
el cebador reverse, al tener la secuencia universal M13(-21) sélo se utiliza durante los
primeros 35 ciclos de la PCR; en los posteriores 8 ciclos se utiliza la secuencia universal
M13(-21) marcada con fluorescencia para amplificar los productos de PCR (Schuelke,
2000). Solo en dos loci se utilizé una concentracion equilibrada de cebadores (Mang01 y
Mang14), ya que no se presentaba producto final de PCR cuando se utilizaba una

concentracion desequilibrada.

En los cebadores Mang31 y Mang34 se utilizé una concentracion de MgCl,de 2 mM y 1.7
mM respectivamente, ya que el producto de amplificacion de estos dos loci fue bajo al
utilizar 1.5 mM de MgCl,. En los cebadores Mang23 y Mang26 se utilizd una
concentracion de MgCl, de 1.25 mM y 1.2 mM respectivamente ya que el producto de
amplificacion de estos dos loci fue un poco inespecifico. Experimentalmente, se ha
comprobado que una mayor concentracion de MgCl, produce una mayor cantidad de
producto de amplificacion aunque esto podria causar amplificacion de productos
inespecificos y una menor concentracion de MgCl, produce productos mas especificos

(Sambrook y Russell, 2001).

Las temperaturas de desnaturalizacion de los cebadores no deben ser superiores a 85°C,

ya que efectuaran una completa separacion de las cadenas de DNA durante el ciclo de
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desnaturalizacién, y que la temperatura de alineamiento de los cebadores al DNA
templado se encuentre 3-5°C por debajo de la temperatura de desnaturalizacién de los
cebadores. Por lo cual las temperaturas de alineamiento para cada juego de cebadores
(52°C-61°C) optimizadas en el presente trabajo, se encuentra dentro de lo recomendado
para una 6ptima amplificacidbn. Temperaturas muy altas causan un mal alineamiento entre
cebadores provocando poco DNA amplificado y temperaturas muy bajas causan la

amplificacion de DNA inespecifico (Sambrook y Russell, 2001).

Analisis de genotipos

En todos los loci, a excepcion de Mang26 y Mang31, el patron de picos en los
electroferogramas fue claro y el tamafo de los alelos fué similar a los observado en los
geles de agarosa. A continuacion se detallan los problemas presentados en los loci

Mang26 y Mang31:

Mang26: El electroferograma de las muestras genotipadas muestra un patrén de picos en
el cual no es posible asignar alelos (Figura 4). En todas las muestras se presenta una
serie de stutter de 11 picos (4 grupos de 2 picos y uno de 3) con un tamafo de entre 166

a 185 pb.
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Figura 4. Electroferograma de la muestra A07 0005 del locus Mang26, como ejemplo.
Todas las muestras presentaron el mismo patron.

Al presentar el mismo patron de picos en todas las muestras del locus Mang26, lo mas
probable es que se trate de un solo alelo, aunque esto no se puede decir con certeza
debido a que las amplitudes relativas de los diferentes picos no siempre son
perfectamente iguales. Si se quiere utilizar este locus para futuros estudios poblacionales
y de comportamiento, se requeriria mejorar las condiciones de amplificacion y ciclos de
amplificacion mas complejos como PCR touchdown para eliminar los picos espurios y

obtener mayor especificidad (Don et al. 1991).

Mang31: Los resultados del genotipado A038 P1 revelaron que algunas muestras
presentaron un tamano y patrén de picos diferentes al esperado (250 pb de acuerdo a lo
observado en gel de agarosa), aunque en gel no presentaron producto visible, los picos
266 y 296 solo se vieron con electroforesis capilar y en la mayoria de los casos con una
intensidad mucho mas baja que las muestras con pico a 250. En la Figura 5 se muestran
ejemplos del electroferograma cuando se presentd un tamafo y patron de picos diferentes

al esperado (266 pb y 296 pb) y cuando se presento el tamafio esperado (250 pb).
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Figura 5. Electroferogramas de dos muestras del locus Mang31 en el genotipado
A038_P1. a) La mayoria de las muestras presentaron el tamafio que se observé en gel, b)
Las muestras A07 0005, AO7 0008, A07 0542, AO7 0549, A07 0559, A07 0574, AO7 0575
y A07 0590 presentaron un tamafio y patrén de picos diferente a lo esperado.

Debido a estas inconsistencias, se genotiparon nuevamente todas las muestras
(A053_P1). Las condiciones de amplificacion en el envio A053_P1 se cambiaron
ligeramente con una Tm de 52°C y concentracion de MgCl, de 2.25 mM, con el fin de
obtener productos mas especificos, mientras que en A038 P1 se utilizé una Tm de 50°C
y concentracion de MgCl, de 2.0 mM. Con estas nuevas condiciones solo se presento el
pico de 250 pb en las muestras que lo presentaron en el anterior genotipado; sin
embargo, las muestras que presentaron los picos en 266 y 296 pb en el primer
genotipado, no mostraron sefial en el segundo. La muestra A07_0008 fue el unico caso
en el que se pueden observar los otros dos picos (266 y 296 pb), pero muy bajos de

intensidad.
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Lo anterior puede explicarse de dos formas distintas. La primera es que los picos 266-296
que aparecen en A038_P1 son efectivamente alelos, pero con problema de large allele
drop-out, el cual se presenta cuando hay una amplificacidn menos eficiente en alelos de
mayor tamano (Wattier et al.,, 1998). Sin embargo, es raro que la mayoria de las veces el
pico 296 se vea mas intenso que el 266 (Figura 5), ya que deberia ser al contrario en caso
de large allele drop-out (Wattier et al., 1998). La segunda explicacibn es que las
condiciones de amplificacion usadas en A038_P1 producen picos espurios, que no son
alelos, y al cambiar las condiciones de amplificacion en el genotipado A053_P1 estos
desaparecen. Lo anterior se podria interpretar como alelos nulos, que en caso de ser
homocigotos dan como resultados una no amplificacion (Dakin y Avise 2004). Debido a
estos problemas de large allele drop-out o alelos nulos no es recomendable utilizar este

locus para futuros estudios poblacionales o de comportamiento.

El nUmero promedio de alelos por locus para los 22 loci que se genotiparon exitosamente
es de 1.7 (maximo 6 alelos). Este valor es mayor al reportado por Garza (1998) en M.
angustirostris, en donde se obtuvieron 1.46 alelos por locus (maximo 4 alelos), a partir de
24 pares de cebadores disefiados para distintas especies de pinnipedos. Sin embargo, el
valor obtenido en el presente trabajo es menor en comparacion con Sanvito y Galimberti
(com. pers®.), en el cual obtuvieron un promedio de 2 alelos por locus (maximo 6 alelos)

en M. angustirostris, en un total de 64 marcadores tomados de la literatura.

Los niveles de variacion de microsatélites reportados en el presente trabajo se encuentran
entre los mas bajos encontrados en pinnipedos, al igual que la foca monje del

Mediterraneo (Monachus monachus) y la foca monje de Hawaii (Monachus

3 Drs. Simona Sanvito y Filippo Galimberti, Elephant Seal Research Group.
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schauinslandi). La foca monje del Mediterraneo presenta un promedio de 1.92 alelos por
locus (maximo 3 alelos) (Pastor et al., 2004) y la foca monje de Hawaii tiene un promedio
de 1.29 (maximo 4 alelos) (Gemmell et al., 1997). Al igual que M. angustirostris, M.
monachus y M. schauinslandi han presentado un cuello de botella genético y una caza
intensiva (Kenyon y Rice, 1959; Marchessaux, 1989; Aguilar, 1999; Johnson y Lavigne,
1999; Pastor et al., 2004; Schultz et al., 2009); sin embargo el tamafio actual de la
poblacién de M. angustirostris es de 127 000 individuos (Stewart et al., 1994), el cual es
mayor que estas dos especies: 300-400 individuos en M. monachus (Forcada et al., 1999)

y 1300 individuos en M. schauinslandi (Ragen, 1993).

El promedio de numero de alelos por locus en los loci polimorficos de M. angustirostris es
de 2.7, estos valores son similares a los encontrados por Sanvito y Galimberti (com.
Pers®.) los cuales también fueron de 2.7 alelos por locus. Sin embargo, estos valores son
bajos comparados con los obtenidos en el desarrollo de marcadores de microsatélite
especificos en otras especies de pinnipedos. Davis et al. (2002) reportaron un promedio
de 9.7 alelos por locus en la foca de Weddell (Leptonychotes weddellii), 6.8 alelos por
locus en la foca leopardo (Hydrurga leptonyx) y 11.3 alelos por locus en la foca cangrejera
(Lobodon carcinophagus). En el lobo marino de California, Zalophus Californianus, se
encontré un promedio de 6 alelos por locus (Hernandez-Velazquez et al., 2005), en el
lobo marino de Galapagos Z. wollebaeki, un promedio de 6.6 alelos por locus (Wolf et al.,
2005; Hoffman et al., 2007), en el lobo marino de Steller, Eumetopias jubatus, 3.4 alelos
por locus (Huebinger et al., 2007) y en el lobo fino de la Antartica, Arctocephalus gazella,

6.5 alelos por locus (Hoffman et al., 2008; Hoffman, 2009).

Los niveles bajos de variacion de microsatélites a nivel global (1.7 alelos por locus) y a

nivel de marcadores polimorficos (2.7 alelos por locus) en M. angustirostris, se pueden
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atribuir al cuello de botella que sufrio la especie durante el siglo XIX (Bartholomew y
Hubbs, 1960; Hoelzel et al., 1993). Analisis con diferentes marcadores moleculares como
son las alozimas (Bonnell y Selander, 1974), secuenciacion del mtDNA (Hoelzel et al.,
1993; Weber et al., 2000; Abadia, 2005), minisatélites (Hoelzel et al., 1999a) y MHC
(Major Histocompatibility Complex) (Hoelzel et al., 1999b; Weber et al., 2004), también

han revelado un bajo nivel de variacion genética debido a esta reduccion de la poblacién.

Analisis de variacion genética

El analisis de Hardy Weinberg muestras que los 9 loci polimérficos se encuentran en
equilibrio con valores de P superiores a 0.05; los loci Mang01, Mang09, Mang34 y
Mang44 presentaron los valores de heterocigosis mas altos. El promedio de
heterocigosidad observada y esperada es 0.434 y 0.403 respectivamente, estos valores
son similares a los de otra especie con baja diversidad genética, la foca monje del
Mediterraneo, la cual presenta promedios de H,=0.422 y H.=0.4. Sin embargo, los
promedios de H, y He de M. angustirostris son inferiores a los de otras especies de
pinnipedos, H,=0.453-0.813, H.=0.465-0.814 (Davis et al. 2002; Hoffman et al., 2008;
Hoffman 2009; Wolf et al., 2005; Hoffman et al. 2007; Huebinger et al., 2007; Hernandez-

Velazquez et al., 2005).

Cuando no se tiene la suficiente resolucion para realizar estudios poblacionales o de
comportamiento reproductivo, es necesario incrementar el numero de loci utilizados
(Parker et al., 1998; Jones y Ardren, 2003). Es por eso, que aunque con niveles de
polimorfismo bajos (2.7 alelos por locus, maximo 6) y niveles de heterocigosidad por
debajo del promedio de otras especies de pinnipedos, los cebadores microsatelitales

disefados para el M. angustirostris contribuiran a incrementar los niveles de resolucién
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que se requieren para realizar estudios poblacionales en M. angustirostris y otras

especies de pinnipedos.
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CONCLUSIONES

> El porcentaje de éxito obtenido (55%) es superior a lo reportado en otros
pinnipedos cuando se usaron genotecas tradicionales, y similar o superior cuando

se comparan con resultados de genotecas enriquecidas.

» La alta proporcion de microsatélites fueron del tipo puro (90%), dinucleétidos (56%)
y tetranucleotidos (30%). En estos tipos de microsatélite es donde se ha observado

mas polimorfismo.

» Se disefaron 48 pares de cebadores en los cuales la mayoria cumple con los
valores minimos de referencia. Estos resultados ubican al presente trabajo en el de
mayor éxito en cuanto a la cantidad de cebadores de microsatélites disefiados (48
cebadores) en pinnipedos, y el segundo en cuanto a la proporcion de cebadores

por clonas positivas (55%).

» Se lograron optimizar las condiciones de amplificacion por PCR en 24 pares de

cebadores.

» Se genotiparon exitosamente 22 loci de M. angustirostris por lo que se recomienda

ensayar estos marcadores en otras especies de pinnipedos.

» Se obtuvo un promedio global de 1.7 alelos por locus + 1.2 (maximo 6), el cual se

encuentra entre los mas bajos encontrados en pinnipedos; y un promedio de 2.7
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alelos por locus £1.3 en los loci polimorficos; aunque sigue siendo bajo comparado

con lo reportado con otras especies de pinnipedos.

Se obtuvieron 9 loci polimorficos, los cuales se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg con un promedio de H,=0.434 y H.=0.403, aunque son inferiores a los de
la mayoria de especies de pinnipedos. Estos marcadores seran utiles en futuros

analisis genéticos con M. angustirostris.

Los bajos niveles de polimorfismo y variacion genética en M. angustirostris con loci
especificos de microsatélite, reafirman los resultados obtenidos con alozimas,

secuenciacion del mtDNA, minisatélites y MHC.

Los 9 loci polimérficos detectados en M. angustirostris por medio de protocolos
enriquecidos de aislamiento de microsatélites, contribuirdn a incrementar los
niveles de resolucion que se requieren para realizar estudios poblacionales y de

comportamiento.
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PERSPECTIVAS

» Optimizar condiciones de PCR y evaluar polimorfismo en M. leonina, P. vitulina

richardsi, Z. californianus y A. townsendii.

» Ultilizar los loci polimorficos detectados en el presente trabajo, junto con los loci
polimérficos de marcadores disefados en otras especies de pinnipedos que el
ESRG ha evaluado, para realizar estudios poblacionales, de comportamiento

reproductivo y estructura social en M. angustirostris.
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ANEXOS

Anexo 1. Muestras de DNA de M. angustirostris genotipadas.

Ano Muestra

AO7 0005
AO7 0007
AO7 0008
AO7 0542
AO7 0543
AO7 0546
AO7 0549
AO7 0559
AO7 0560
AO7 0561
AO7 0562
AO7 0565
AO7 0566
AO7 0571
AO7 0573
AO7 0574
AO7 0575
AO7 0580
AO7 0590
AO7 0592
AO7 0593

AO7 0594




Anexo 2. Paneles de los loci de microsatélite disefiados para su genotipificacién. Tamaro

en pares de bases (pb).

Panel 1:
pb Marcador Volumen
Loci esperado fluorescente uL
Mang16 245 HEX 1.1
Mang05 130 HEX 0.8
Mang21 150 NED 0.5
Mang48 288 NED 0.7
Mang36 357-361 FAM 1.5
Mang35 263-266 FAM 2
H.0 3.4
Total 10
Panel 2:
pb Marcador Volumen
Loci esperado fluorescente uL
Mang04 123 HEX 1.1
Mang34 214-218 HEX 3
Mang06 179 NED 1
Mang31 250 NED 1.1
Mang03 165 FAM 1.2
Mang01 230-234 FAM 2.2
H20 0.4
Total 10
Panel 3:
pb Marcador Volumen
Loci esperado fluorescente uL
Mang14 147-150 HEX 1.8
Mang09 253-257 HEX 2.2
Mang17 171 NED 0.7
Mang41 290 NED 1.1
Mang27 127-129 FAM 1.3
Mang44 187 FAM 1.2
H20 1.7
Total 10
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Panel 4:

pb Marcador Volumen

Loci esperado fluorescente uL
Mang23 154 HEX 1.2
Mang38 235 HEX 14
Mang26 162 NED 0.7
Mang33 290 NED 1
Mang37 122 FAM 2.3
Mang43 256-260 FAM 0.9
H.0O 2.5

Total 10




Anexo 3. Caracteristicas de los 48 cebadores disefiados que cumplen con los valores de
referencia, obtenidos a partir del programa de computo Primer3 v0.4.0. Maxima
complementariedad (MC), Maxima complementariedad en 3’ (MC-3’). Al cebador reverse

se le agrego la secuencia universal M13(-21) (5" TGTAAAACGACGGCCAGT 3’).

Tamano Tm GC

Cebador Secuencia MC MC-3' (pb) (°C) (%)
Mang01 F: GCCTTTGGTTAGGTATCCAG 6 4 20 56 50
R: CACTCTTGAATACTGTAGCCTTG 5 1 23 56 43

Mang02 F: CCATATTATGTGTCGTTCAGG 7 0 21 56 43
R: CTCCTCATACTCTCACAGCAC 3 1 21 55 52

Mang03 F: GTGGAAAGAGCCAAGATG 3 1 18 54 50
R: CTCAGCATAGTATCCTCTAGTTCC 7 0 24 56 46

Mang04 F: GAGCTCTAGGTTATGATTTG 6 0 20 49 40
R: CTGCTGCTCTACCAGC 6 6 16 51 63

Mang05 F: GTTGTCGTGAGGACTGATG 5 2 19 55 53
R: GAGATGAGCCTTAAAGAATGG 5 0 21 56 43

Mang06 F: CTATCACGGAGATGGGTG 5 2 18 56 56
R: CTCAGGAAACCTTCATTGC 3 2 19 56 47

Mang07 F: GCCATCAGAAAAGCAGAC 3 1 18 54 50
R: CGTCCTCATCTTCCCTTC 2 0 18 56 56

Mang08 F: CTTAACCAACTGAGCCACTC 4 3 20 55 50
R: CCTGCTTCTCCCTCTGC 2 2 17 57 65

Mang09 F: GGAAGGAGGTGCTATTACTCTC 4 4 22 56 50
R: CTCATCTCTTGAGGCATCC 4 2 19 56 53

Mang10 F: CTAACTTATTTCTAGGACTTCCCTTC 5 0 26 57 38
R: CAACACTTCAGTTGCTGATATG 5 5 22 56 41

Mang11 F: GCTCATACAGTGTTGTAAGGG 5 4 21 55 48
R: GTTATTCTTGTGTAAAGGTCTCC 3 1 23 54 39

Mang12 F: CACTTTACCTGCTCTGTAGC 3 3 20 53 50
R: CATGAAAGTAACCTAAGTATCCATTG 4 3 26 58 35

Mang13 F: GAAGGGAAAGAAGCATGTTC 6 6 20 56 45
R: GACCCAGAGTAGTCACATCAC 4 2 21 54 52

Mang14 F: GAGCCTCCTCTGTAATGG 5 0 18 53 56
R: GATTCGTGACCAGAAAATC 4 2 19 53 42

Mang15 F: GAATTAGATGCTTCACATCATG 5 5 22 55 36
R: GTATTAACCTTCCACCTTAGGG 5 4 22 56 45

Mang16 F: CAGAACATCAAACCAAGTGAG 3 0 21 56 43
R: GGTTCAGTGTCTGCCTTC 3 0 18 54 56

Mang17 F: GAGTGTCACCCTTCCTCG 5 2 18 57 61
R: GCAAAATGCTGTGTATGAGC 4 2 20 57 43

Mang18 F: GCCAGGATCTACCAAGC 4 2 17 54 59
R: CTCATCACTACTAGCCCTGC 5 2 20 55 55

55



Mang19
Mang20
Mang21
Mang22
Mang23
Mang24
Mang25
Mang26
Mang27
Mang28
Mang29
Mang30
Mang31
Mang32
Mang33
Mang34
Mang35
Mang36
Mang37
Mang38
Mang39
Mang40
Mang41

Mang42

AT T AOMAOMAOTNT AT AT AOOTAOTMAOTAOTAOTAOTAOTNTAOOTNT AT AOOTAOMAOTAOTAOTAOTT A0 AO™M

: GGAGACCCATAGTAGTAGGCAC
: CATGTGAATTACATCTCAATAAAGC
: CTATGGTGTGCTGATTCTTGG

: CAACATTCGATGCTGACG

: GATAACTTCTGGGGTGGG

: GCTGAGAAAAAATACTGTAAGATTC
: GGTTCTCCATGTCTCCTACC

: CTCAAGGCTCCTGTTTCAC

: CAGTGACTTCCCCCTCC

: GATCACAGGACAGCCTTCAG

: CATTTTGGCACTTGGTCTTC

: CTGGAGGATAGATATTGCCC

: CATCCGTGCCGTCC

: GTGACCATCACAAATCAAG

: GACTTCCATCCCTCCCC

: GCATACAGGGCACCGC

: GGAAATGGTATTGTAGTTATGTAGG
: CTCCCCCTTCTGCATC

: CGTCTTTCAACGAACAACTTC

: GTAACTCCTTCTCAACTCCCTC
: CAGGGCACTTTCCTTATTC

: GCATCATAACCATTCCCC

: AAAGTATTAGCATTCTCCAAAAA
: CTCCCTGCTTCCTTTCTCC

: CTGAAGGGAAAGAAGCAT

: GAAATAAATACACAGGAGACA

: GATTTCCTCATTTTTATGGC

: CCCAGCACCCAGAGAT

: CCTGGGTGGCTCTTGATT

: TGACACATTACAAAATACTCCA
: GCTGATGGACTGGCATTTTA

: GTGCTCGCCTCCTCTCCT
:ATTGGTTTCTTGATTATGC

: ATGCCCGTATCTATTCCT

: GGGGACACAAGCACAAC

: CTCAAAGGATGGATAGATAAGC
: GAGCCCCGCATCAGG
:TTTATTTATTTAGAGAGTGTTCGTG
: GGGGACAGCACAAGGAAG

: GAAGGAATGGGGAAGCCTA

: TATGGTGTCGGTGTGTATG

: CTGTGCTTGTGAGAGGAAGAA
: GCACCCCTATGTTCA
:ATTCGCCCTTGTTTA

: GCCTTTCCTTTCTTTCC

: GTCTCCATAACTGCCTGA

: GACTTCCCTTCTGTAACTAA

CCTCCCCCAACACTT

N WONDNDNDNODNONDNDNDDNDNDNDNDNONWWWODNWDNDNNPEAPOPRPOCAORRWODNNODNPOPAOPRRPOOWO WO M

) 2 a2 O NDNMNOONOONNOONONDNO-CNNDNONO _,LPOOONOONOOONONO_LOWONODNNDN

22
25
21
18
18
25
20
19
17
20
20
20
14
19
17
16
25
16
21
22
19
18
23
19
18
21
20
16
18
22
20
18
19
18
17
22
15
25
18
19
19
21
15
15
17
18
20
15

57
57
58
57
95
95
56
56
95
58
58
56
95
52
58
60
95
95
58
56
95
56
54
59
56
49
54
95
59
53
59
61
50
52
56
95
60
54
59
59
53
58
48
47
52
52
49
52

55
32
48
50
56
32
55
53
65
55
45
50
71
42
65
69
36
63
43
50
47
50
26
57
44
33
35
63
56
32
45
67
32
44
59
41
73
28
61
53
47
47
53
40
47
50
40
60
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Mang43
Mang44
Mang45
Mang46
Mang47

Mang48

F:

F:
R:

ACAGGATAGGGAATGGTGA

R: GGGGAAAGAGGATTGTTC
F: CATCTTACCCAGGAGACAG
R: GAGACAAGGGATAGGTCA
F: GTGTGCCTGCTTGGGA

R:
F
R
F
R

GATAAATGGATGGATGGATG

: TTTCTAGGACTTCCCTTCTGT
: ATCCCTCCCCCAACACT
:CTTGGTTTCCGTGCTT
:ATTCGCCCTTGTTTA

AGCCTGTAGCCCTTGT
GCACCCTTCTGTGTGAG

W WNDNDNBENDNWWWDN

O ONO OO0 O0O A2

19
18
19
18
16
20
21
17
16
15
16
17

95
54
53
50
58
95
95
58
53
47
51
53

47
50
53
50
62
40
43
59
50
40
57
59

57



