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1 RESUMEN

Muchos organismos de distintas especies son dificiles de identificar inicamente en base a su
morfologia, bien sea debido a la falta o escasez de caracteres Utiles para la diferenciacion
entre organismos proximos, o bien debido a procesos de convergencia (organismos con un
lejano parentesco entre si pero con morfologia muy similar) o divergencia (organismos muy

proximos en parentesco entre si, pero con morfologias muy distintas) por razones ecoldgicas.

Es por esto que el andlisis genético nos proporciona un instrumento para restar ambigtiedad y

dar mayor seguridad a las identificaciones de especies.

Hay establecidos distintos mecanismos y técnicas de identificacion molecular. La técnica
fundamental es la que se refiere al uso del ADN.

En este trabajo utilizaremos liquenes, ya que por un lado son bioindicadores de contaminacion
ambiental de amplio consenso y porque muchos de ellos requieren de la identificacion

molecular para refrendar la identificacion morfoldgica y/o quimica.

Los liquenes utilizados son los que habitualmente se emplean en los estudios de

contaminacién atmosférica.

Para ello realizaremos una extraccion de ADN, una amplificacion de regiones especificas del
mismo (que serdn como un codigo de barras identificativo) y posteriormente su secuenciacion

y andlisis de los datos obtenidos.

Este trabajo persigue formar al autor en la técnica de andlisis molecular o analisis de ADN

para identificacion de especies.
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2 INTRODUCCION Y ANTECENTES

2.1 INTRODUCCION

Los bioindicadores se pueden definir como organismos que sirven para la identificacion y
determinacion cualitativa de factores medioambientales y que pueden utilizarse para monito-
rear el estado o salud del ambiente, o como indicadores del grado de perturbacion o de la
presencia de contaminantes ambientales(Hawksworth, Iturriaga, & Crespo, 2005).

Numerosos organismos pueden ser utilizados como bioindicadores; distintas especies de
plantas vasculares, briofitas, algas, liquenes, hongos, animales invertebrados e incluso
animales vertebrados. En lo que refiere a contaminacion atmosférica, suele hablarse de
“salubridad del aire”, son considerados buenos indicadores aquellos organismos como los
liquenes, algunas de cuyas especies presentan sensibilidad gradual a contaminantes habituales
de los presentes en el aire; entre ellos se buscan especies con una amplia distribucion en el

area de estudio y que presenten suficiente longevidad(Crespo, s. f.).

Operativamente, la contaminacion se define en términos de concentraciones por encima de los
niveles permitidos por la ley. Las técnicas empleadas para valorar dicha contaminacién son
muy costosas, por lo que la utilizacion de liquenes como biomonitores resulta muy atractiva y
cada vez estd mas generalizada. Estos organismos permiten una medicion practicamente
inmediata de los niveles de contaminacion en areas grandes y pueden actuar como sefiales de

alarma ambiental(Hawksworth et al., 2005).

Los liquenes son asociaciones simbioticas de hongos (micobionte) con organismos
fotobiontes (algas verdes clorofitas, o cianobacterias) de cuya interaccion se origina un talo
estable, el liquen propiamente dicho, con estructura y fisiologia especificas. Los hongos que
intervienen en esta asociacion son principalmente ascomicota (Ascomycota) y basidiomicota
(Basidiomycota), siendo principalmente en este caso los primeramente citados(Gomez-

Serranillos, Fernandez-Moriano, Gonzélez-Burgos, Divakar, & Crespo, 2014).

Tienen caracteristicas particulares como que carecen de raiz y sistema de vasos, no presentan
estructuras selectivas para controlar el agua como cuticula o epidermis; por ello carecen de
proteccién frente a cualquier agente o toxico en disolucidn. Asi son vulnerables a pequefias
variaciones ambientales. Ademas son organismos autotrofos de lento crecimiento, y hay un
buen numero de especies que tienen amplia distribucion por toda la superficie
terrestre(Hawksworth et al., 2005).
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Estas razones y otras, hacen que sean considerados bioindicadores excelentes de la calidad o

salubridad del aire(Hawksworth et al., 2005). En sintesis:

1.

Carecen de raices, por lo que las sustancias que requieren para su desarrollo y
crecimiento han de obtenerlas por toda su superficie y fundamentalmente en

disolucién en el aire.

Son organismos ubicuos, encontrdndose en aumento las poblaciones liquénicas en
zonas urbanas, sobre todo en paises desarrollados, por la disminucion en los niveles de

diéxido de azufre en las ciudades.

No presentan cuticula protectora, por lo que captan agua y solutos del aire a través de
la préctica totalidad de su superficie; en contraposicion los vegetales, por ejemplo, al

estar protegidos por cuticula los intercambios se restringen a los estomas.

Pueden vivir varios cientos de afios, sin partes caducas como las plantas. Son perennes

y pueden ser muestreados durante todo el afo.

Su naturaleza simbidtica, que les confiere mayor vulnerabilidad (sensibilidad) ya que

si uno de los simbiontes se ve afectado por alguna razén, ambos organismos mueren.

Acumulan sustancias toxicas en diferentes cantidades en funcién de la concentracion

de éstas en el aire.

Son organismos poiquilohidricos, es decir, no regulan el contenido de agua en sus

células, permitiéndoles tolerar largos periodos de sequia o desecacion.
Tienen una actividad metabdlica lenta y su tasa de crecimiento es reducida.

Pueden permanecer expuestos al efecto nocivo durante largos periodos,
proporcionando informacion de estados crénicos y no tanto de variaciones puntuales

en el ecosistema.

La sensibilidad de estos organismos a los contaminantes es variable entre distintas especies y

es precisamente debido al estar formados por dos organismos (micobionte + fotobionte), pues

cualquier proceso o situacion que altere el balance simbidtico podra afectar y romper esta

relacion. En esta asociacion, el organismo fotobionte (el alga) presenta mayor sensibilidad,

afectando asi a la supervivencia del otro simbionte (el hongo) si este no puede adquirir los

nutrientes produces por el alga durante la fotosintesis(Hawksworth et al., 2005).



~
Q
=
N
=
D
D
.
S
D
S
~
=
s
NJ
-
N
a
S

ia no se hace responsable de la in

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

Es por todas estas razones que los liquenes resultan muy Gtiles como bioindicadores, ya que
su longevidad y el hecho de que capten sus nutrientes del aire no es algo que se dé
simultaneamente en otros organismos de sensibilidad comparable. De la misma manera,
algunos liquenes presentan necesidades ecoldgicas restringidas o rangos de dispersion
limitados. Estas caracteristicas particulares hacen de ellos organismos sensibles a los cambios
en su hébitat, lo que permite su uso como bioindicadores o biomonitores en distintos
ecosistemas(Vargas, Pérez, Sdnchez, & Mercado, 2016).

En particular, son los liquenes epifitos, es decir, que se desarrollan sobre la corteza de los
arboles, aquellos que son considerados mejores bioindicadores de la contaminacion aérea. Se
trata de liquenes muy comunes sobre la corteza de numerosos arboles incluyendo aquellos
gue habitualmente se mantienen o se plantan en areas urbanas e industriales (encinas, acacias,

y con ciertas restricciones también pinos y otras coniferas)(Crespo, s. f.).

Entre ellos estan las especies del género Parmelina, muy comunes en nuestro entorno
territorial y que pueden crecer sobre una buena mayoria de los arboles mas comunes.
Parmelina tilidcea presenta talo folidceo de color gris, formando una roseta laminar con
I6bulos redondeados, densamente cubierto en la zona central del de numerosos isidios
(propégulos vegetativos) concoloros, o apicalmente oscurecidos. El talo en su conjunto puede
llegar a formar rosetas de tamafio considerable (alcanzando los 15 cm de didmetro). La cara
inferior es de color pardo oscuro, encontrandose completamente cubierta de rizinas simples

(algunas ramificadas)(Crespo, s. f.).

Esta especie utilizados en la biomonitorizacion tiene la capacidad de ofrecer informacion
sobre el estado del medio en que se estd desarrollando. Su abundancia y vitalidad en un

determinado territorio, se correlaciona con el grado de contaminacion.

La respuesta ante la contaminacion aérea es distinta entre las diferentes especies. Parmelina
tilidcea tiene una tolerancia media frente a la contaminacion urbana del aire. Las especies
mas sensibles o toxisensibles desaparecen con las primeras alteraciones, mientras que las
especies toxitolerantes permanecen e incluso inicialmente ven aumentada su presencia, hasta
un punto de no retorno en el que el nivel de concentracion de contaminantes es demasiado
alto, lo que provoca su desaparicion, llegando a producir el conocido como desierto liquénico
(Hawksworth et al., 2005).



=
D
D
.
S
D
S
~
=
s
NJ
-
N
a
S
Q
<
S
'O
=

acia no se hace responsable de la in

~
S
)
~
S
~
S
xR
S
=
~
Q
xR
S
=~
S
~N
)
=
N
N
Q
=
S
~
S
~
S
~
S
=
=
S
~
=
N
S
N
3
v
)
=
=
-
Q
=
S
~
=
N
~
&
)
=
)
SN

2.2 ANTECEDENTES

La primera vez que los liquenes fueron considerados como bioindicadores fue en torno al
siglo XIX, aunque no fue hasta la segunda mitad del siglo XX cuando se identificé al SO2
como factor fundamental en el desarrollo y distribucion de la poblacion liquénica cuando
crecieron exponencialmente los estudios en que los liquenes eran utilizados como
biomonitorestHAWKSWORTH & ROSE, 1970).

Fendmenos como la eutrofizacion y la lluvia &cida, incluso otros compuestos como el
amoniaco, los fluoruros, hidrocarburos clorados y metales radiactivos, pueden ser
monitorizados y detectados mediante el uso de distintas especies de liquenes (Cislaghi &
Nimis, 1997).

El descenso en las poblaciones de liquenes se debe en la mayor parte de los casos a la
contaminacion producida por el dioxido de azufre. Otros, como los fluoruros también pueden
ser muy toxicos a nivel local. Contaminantes gaseosos como el ozono y los éxidos de
nitrogeno liberados en la combustion en los coches son también responsables del descenso en

el nimero de poblaciones de cambios en las especies presentes(Gonzalez-Torres, s. f.).

En todo caso el uso de los bioindicadores requiere la correcta identificacion de las especies;
las distintas especies resultan sensibles a diferentes contaminantes; esto queda establecido
desde los primeros estudios del siglo XIX pero sobre todo a partir de Harwksworth & Rose
(1970).

3 OBJETIVOS

Como se ha indicado por un lado, para usar cualquier organismo como bioindicador se
requiere poder identificar con seguridad la especie de que se trate. También se ha advertido
que algunas especies no se pueden identificar con suficiente rigor si se atiende exclusivamente
a caracteres morfoldgicos o quimicos. Una especie que resulta especialmente atil por su grado
de sensibilidad y por su abundancia relativa en el entorno territorial en que nos encontramos
es Parmelina tilidcea. Esta especie puede confundirse féacilmente con una especie
morfolégicamente muy semejante que es Parmelina cryptotiliacea, de hecho, ambas se
consideran “especies cripticas” o indistinguibles por caracteres fenotipicos(Gomez-Serranillos
et al., 2014). Es por tanto un caso tipico de especie que requiere identificacion molecular para
discernir si se trata de una o de otra. La identificacion molecular de ambas especies en el
entorno territorial dado es el objetivo de este trabajo; la identificacion se realiza a través de

secuencias especificas de ADN (regiones ITS) previa seleccién de muestras ya tomadas del
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campo de estudio. Se pretende como objetivo docente o formativo conocer y practicar las
técnicas de laboratorio que facilitan la identificacion molecular de especies.

4 METODOLOGIA

La extraccion de ADN requiere en primer lugar, lisar la célula por medio de un método de
fractura mecénica (nitrogeno liquido) y luego mediante distintos productos ir separando todos
los demés componentes celulares. En este proceso se utiliza un kit comercial (especificado
mas abajo en el capitulo de Material). EI ADN recogido como depdsito resultante debe ser

aun purificado.

La purificacion de este material genético se hard mediante paso por columnas de otro kit

comercias, hasta obtener el ADN puro.

Una vez obtenido, el ADN total es preciso seleccionar los fragmentos marcadores que pueden
resultar operativos para distinguir entre especies. La secuencia de estos marcadores es la que
resulta diferente en una y otra especie. EI marcador que se busca es un fragmento de ADN
ribosémico (region ITS) que es el que actia como primera aproximacion a la identificacion
molecular de las especies de hongos (DNA-barcode) que luego se podra comparar con la
informacion del Gen-Bank (Schoch et al., 2012).

Para aislar ese preciso fragmento se hace una amplificacion selectiva mediante una reaccion
PCR (polimerase chain reaction), utilizando unos primers seleccionados para ello (ver en
materiales). Posteriormente se amplifica de nuevo para obtener la secuencia que sirve de
identificador. La secuenciacion del fragmento llevada a cabo es tipo Sanger (Pérez Valencia,
2012).

Finalmente comparamos las secuencias obtenidas frente a una base de datos de Gen-Bank

para identificar la especie que con mayor probabilidad (mas similitud) hemos secuenciado.

4.1 MATERIAL
Liquenes (Familia Parmeliacea del genero Parmelina).

El objetivo es llevar a cabo la identificacion de liquenes de la corteza de arbol. Cogemos

pequefios trozos con las pinzas y el escalpelo y lo metemos en un eppendorf.
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El liquen Parmelina es un liquen foliaceo, por lo que cogeremos pequefias laminas que estén
lo mas limpias posibles. Lo ideal es coger muestras de tejido que parezca joven, limpio, sin
signos de infeccion para asi evitar amplificar posteriormente material contaminante.

Intentamos no coger estructuras de reproduccion, cogiendo trozos vegetativos.

El Kit de trabajo que utilizamos durante todo el proceso para la extraccion del material
genético DNA es DNeasy Plant MiniKit de laboratorios Qiagen.

4.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se toman los I6bulos periféricos del liquen, porque son las zonas del talo mas joven y son
susceptibles de contener menos metabolitos secundarios. Cortamos 2 o0 3 trozos pequefios de
dichos lobulos libres de estructuras reproductoras y parasitos (de hongos liquenicolas u otros

liquenes), se limpian de rizinas y otros restos y se introducen en tubos eppendorf.

Las muestras estan numeradas y etiquetadas para una correcta identificacion. Este nimero

(codigo) lo usaremos para la identificacion de las mismas durante todo el proceso.

Numeramos los eppendorf con el cddigo, afiadimos acetona para lavar metabolitos
secundarios frecuentes que pudieran interferir en la PCR, y dejamos reposar unas dos horas.
Posteriormente, retiramos la acetona con precaucion para no tomar trozos de talo y dejamos
abierto de un dia para otro para dejar evaporar la acetona(CRESPO, BLANCO, CUBERO, &
MOLINA, s. f.).

4.2.2 PROTOCOLO DE EXTRACCION ADN

Las muestras deberan ir ordenadas de menor a mayor segin el DNA Code (CRESPO et al.,
s. f.).

El buffer AP1 (ayuda a la lisar la muestra) lo ponemos a calentar en bafio maria, ya que tiene

que alcanzar una temperatura de 65°C mientras machacamos las muestras.

1. Machacado de las muestras: Para ello ponemos los eppendofs con las muestras en
nitrégeno liquido, iniciando asi la lisis mecanica por ultracongenlacion. Posteriormente,
machacamos las muestras con ayuda de varillas de vidrio estériles (autoclavadas), usando

los eppendorfs como mortero.
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2. Buffer AP1 y ARNasa (impide la degradacion del ADN): Tras haber machacado las

muestras, usamos el buffer AP1 que teniamos calentando a 65°C en el bafio y lo afiadimos
(el volumen a afiadir varia en funcion de la cantidad de muestra presente en el eppendorf).
Minutos después, machacamos la muestra de nuevo con la ayuda defi AP1 y volvemos a
afiadir mas volumen del mismo hasta que alcanzamos el mismo volumen de buffer por
muestra (400uL)

A cada muestra le afiadimos 4ul de ARNasa sin diluir, pasando los eppendorf por el
vortez para una buena mezcla. Los eppendorf se dejan en el Thermoblock a 65°C, siendo

agitados cada 30 minutos.

Asi pues, los volimenes presentes en cada tubo hasta el momento son:

DNA Code Volumen(ulL) DNA Code Volumen(ul)

5111 450 5119 400
5112 400 5122 400
5116 450 5123 450

. Anadimos 130ul del buffer AP2 (precipita detergente, proteinas y polisacaridos) y

pasamos por el vortex. Incubamos durante 10 minutos en congelador y centrifugamos a
4°C durante 7 minutos a 15000 rpm. EI ADN queda en el liquido sobrenadante del
eppeendorf, el cual cogemos con precaucion de no llevarnos el pellet de células que

queda en el fondo, para pasarlo seguidamente a la columna morada.

La columna morada elimina la mayoria de los precipitados y restos de células que no nos
interesan. Se lleva a centrifuga a una temperatura de 4°C durante 3 minutos y a 15000
rpm. Mientras tanto, el buffer de elucién (AE) se atempera a 65°C en el bafio.

Tras la centrifuga, el liquido sobrante de la columna morada lo pasamos a nuevos

eppendorfs (numerados).

Buffer de lavado AP3 (Contiene etanol, el cual ayuda a precipitar el ADN para que
podamos aislarlo de cualquier otro compuesto de la solucion). Se afiade 1.5 veces el
volumen extraido de buffer AP3. Mezclamos con la punta de micropipeta y vortex.

Paso a columna blanca. 650ul de la preparacién a la columna blanca, la cual contiene

pequefios granos de silice. Pasamos por centrifuga durante 2 minutos a 10000rpm. El
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ADN se queda fijado en el filtro de la columna debido al etanol presente en el buffer
AP3. Afiadimos el resto del liquido reservado en el eppendorf, mezcla de AP3 con ADN
del paso anterior (unos 500uL). Tras volver a centrifugar durante 2 minutos a 10000 rpm,

pasamos el contenido de la columna blanca a una nueva base de columna blanca.

6. Buffer de lavado Aw (Aw2, para purificar el ADN). Ya fijado el ADN al filtro de la
columna, afiadimos el buffer de lavado Aw2. Afadimos 500uL de este buffer a cada
muestra en la columna. Se centrifuga 2 minutos a 8000 rpm. Nuevamente desechamos el
liquido sobrenadante y volvemos a afiadir 500uL de buffer de lavado. Repetimos la

centrifuga, pero esta vez durante 1 minuto a 14000 rpm para separar todo el buffer Aw.

7. Buffer de elucion de ADN (AE, buffer de elucion en el cual recogeremos el ADN fijado
en la columna blanca). Cuando llevamos a cabo una extraccion de ADN, realizamos dos
eluciones. Una primera elucion seria con un DNA mas puro que en la segunda elucion.

Nosotros trabajamos con E1 + E2. Cada elucion tendréd un volumen de 60pL.

Este buffer AE recordamos que estaba a 65°C en el bafio maria. Afiadimos 50pul del
mismo a las eluciones y las dejamos incubar en bafio seco a 65°C durante 5 minutos.
Después pasamos a centrifuga durante 2 minutos a 11000 rpm. EI ADN ahora esta tanto
en la columna blanca como en el liquido sobrenadante del eppendorf E1. Guardamos esta
elucién E1 en una caja de almacenaje de muestras de ADN en el congelador.

Repetimos para la elucion E2 los mismos pasos que hemos hecho con E1. Finalmente,
antes de retirar la columna blanca, centrifugamos la muestra para asegurarnos que

retiramos todo el buffer de elucion AE con el ADN, durante 1 minuto a 14000rpm.

Por tanto, el ADN ahora lo tendremos en el liquido sobrenadante del eppendorf E2.
Guardamos de igual manera la elucion E2 en una caja de almacenaje de ADN en el

congelador a la espera de hacer la PCR.

4.2.3 AMPLIFICACION REGIONES ESPECIFICAS DE ADN (ITS)

Para la PCR utilizamos como primers estandar (Medina, Alcantar, & Galvan-, s. f.):
e ITS 4 “Reverse”

e ITS 1F “Forward”
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El volumen total (\VVf) de la reaccion para la PCR es de 25uL. De este volumen, 12uL son de
la Master Mix, 4.5uL de H,0, 1.5uL de cada primer y 5uL de ADN (nuestro ADN esté en
elucion con 4L de H,0). EI DNA total a amplificar tiene que estar en un rango concreto. Si
hay demasiado DNA de partida puede dar problemas a la polimerasa a la hora de amplificar.
Antes de hacer la PCR, hay que comprobar la concentracion de DNA molde. En la PCR,
cualquiera de los componentes que esté en exceso, molesta en exceso. Sin embargo, el rango
de dNTPP es mas flexible. Si hubiese muchisimo DNA molde es méas que probable que la
DNA polimerasa no pudiese acceder a los sitios de amplificacion. La Master Mix contiene
Mg*?, dNTP y ADN polimerasa.

Amplificacion de ITS(CRESPO etal., s. f.): Para la amplificacion por PCR de la secuencia
completa del ITS se utilizd6 un par de cebadores (ITS 1F e ITS 4) de acuerdo con las
condiciones descritas en Guzman-Davalos et al. (2003), con algunas modificaciones.

Los ITS son la region del ADN nuclear de hongos mas utilizada en la identificacion genética.
Las regiones del ADN mitocondrial y nuclear que tienen mayor interés son las que codifican
para el ARN ribosdmico (ADNr). Este ADN ribosémico mitocondrial consta de dos genes,
16S y 23S, que se repiten espaciados a lo largo de su genoma. Por el contrario, el ADN
ribosémico nuclear tiene muchas copas. Las secuencias de estos genes estan separadas por
dos espaciadores (que también se transcriben), llamados ITS 1 e ITS 2 (espaciador
transcribible interno). Entre estos genes hay igualmente un espaciador intergénico que no se
transcribe, llamado IGS (espaciador intergénico no transcribible). Las zonas no codificantes
del ADN ribosdmico son mas susceptibles de acumular mutaciones y por ello tienen gran
interés en la identificacion de especies.

La region ITS del ADN ribosémico nuclear contiene dos regiones variables que no codifican
y que se encuentran dentro de las repeticiones altamente conservadas del ADN ribosémico,
entre la subunidad pequefia, la region 5.8 S y los genes codificantes para ARNr de la
subunidad grande(Schoch et al., 2012).

La naturaleza multicopia de las repeticiones del ADN ribosomico hace de esta region una
secuencia facilmente amplificable. También permite el uso de pequefias muestras de material
genético, altamente degradadas o muy diluidas (material genético viejo).

Hacemos la preparacion para 12 muestras: 150puL de Master Mix, 54uL de H,O, 18uL de
cada primer y 5puL de ADN en dilucion 1:5 (E1 + E2). Numeramos los eppendorfs en funcion
del DNA Code como hemos hecho hasta ahora. Centrifugamos a maxima velocidad durante

30 segundos para que quede todo en el fondo (un sprint o pulso).
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Tras realizar la PCR procedemos a purificar los productos amplificados (aquellos que han
dado resultado positivo). Lo llevamos a cabo mediante una enzima o por filtracion en
columna. En nuestro caso, lo haremos usando una enzima, GE Healthcare Lifescience™
Illustra ExoProStar™. Esta enzima degrada el primer y los dNTPs sobrantes y solo deja
productos de la PCR(Cubero, Crespo, Fatehi, & Bridge, 1999).

Una vez purificado, se procede a la secuenciacion en el CAl de Gendémica y Protedmica de la
UCM.

4.25 SECUENCIACION DEL DNA

La secuenciacion que llevamos a cabo es tipo Sanger (secuenciacion estandar) (Pefia-Castro,
Gregorio-Ramirez, & Barrera-Figueroa, 2013). Es una PCR, pero que mete dNTPs y ddNTPs.
Los dideoxinucledtidos son deoxinucleotidos modificados en su extremo 3” y marcados con
cuatro colores. El primer se une y tendremos marcadas todas las posiciones. Al hacer una
electroforesis de la mezcla de productos en el secuenciador, quedarian colocados por tamafio,

desde el mas pequefio al de mayor tamafio.

El método de Sanger o de los dideoxinucleétidos estd basado en sintetizar, de forma
secuencial, una hebra de ADN complementaria a una hebra de cadena simple (utilizada como
molde), en presencia de ADN polimerasa, los cuatro deoxinucleétidos (dATP, dGTP, dCTP y
dTTP) y cuatro dideoxinucleo6tidos (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP). Estos nucleotidos de
parada estan disefiados para que carezcan del grupo 3-OH, lo cual impide la adicion
adyacente de otro nucle6tido, de tal manera que cuando uno de ellos es incorporado por la
polimerasa la sintesis de la nueva hebra se interrumpe. Asi pues, en funcion del punto en que

se incorpore el dideoxinucleotido, tendremos fragmentos secuenciados de distintos tamafios.

Partimos de cuatro tubos. Cada uno de ellos contiene una mezcla que contenga la misma
cadena molde (ADN cadena simple obtenido previamente mediante desnaturalizacion), ADN
polimerasa, un cebador marcado radiactivamente, los cuatro dNTPs y uno de los cuatro
dideoxinucledtidos (ddNTPs). El cebador se une a la hebra molde (por complementariedad,
permitiendo su reconocimiento por la ADN polimerasa y la sintesis de la nueva hebra. La
ADN polimerasa afiade dNTPs hasta que, aleatoriamente incorpora un dideoxinucleétido (el
ddNTP que haya presente en ese tubo) e interrumpe la sintesis. Asi de esta manera, en el tubo
aparecen fragmentos secuenciados de distintos tamafios e interrumpidos por el mismo ddNTP.

De este modo, con una electroforesis en gel de acrilamida se puede dilucidar la secuencia
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haciendo correr el contenido de cada uno de los tubos. Gracias al cebador marcado
radiactivamente, podemos contemplar diferentes bandas que podran ser traducidas en

diferentes nucleotidos(Pefia-Castro et al., 2013).

datos de calidad 000 0000009000009000000000000000000000
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PROGRAMA  SOFTWARE BIOEDIT PARA LA  VISUALIZACION DE
CROMATOGRAMAS Y EDICION DE SECUENCIAS DE ADN

4.3 METODOLOGIA DEL ANALISIS DE DATOS

Llevamos a cabo el andlisis de los datos obtenidos siguiendo el marco metodoldgico. Las
secuencias obtenidas al final de todo el proceso anterior fueron comprobadas, editadas y
exportadas a formato FASTA, en el cual tendremos nuestra secuencia para proceder a su
analisis.

Queda finalmente el punto de identificacion, lanzando nuestras secuencias contra una base de
datos. Dicha base de datos se encuentra en la web del Centro Nacional para la Informacion

Biotecnoldgica (NCBI en sus siglas en inglés), el cual forma parte de la Biblioteca Nacional

de Medicina de los Estados Unidos, una rama del Instituto Nacional de Salud.

QDY  v-s National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

BLAST = Home Recent Results Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool

‘L..,‘ IgBLAST 1.9.0 released
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and
calculates the statistical significance. Learn more

IgBLAST now supports AIRR rearrangement reports

Web BLAST

BLAST Genomes

Direccion web: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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La herramienta que utilizamos en esta base de datos es el BLAST (Basic Local Alignement
Search Tool), méas especificamente el BLASTn (nucletide BLAST) (Buhler, Lancaster, Jacob,
& Chamberlain, s. f.). Copiamos nuestra secuencia nucleotidica en formato FASTA en la

ventana que le corresponde y seleccionamos la base de datos general “Nucleotide Collection™.

@ -
BLAST > blastn suite Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Standard Nucleotide BLAST

| blastn | biastp | blastx | thiasin | thiastx

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more... Reselpage  Bookmark

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange
»5116_ITS
GGCTCRGCCTCACTCTTCACCCRTTGACGATATACCTTTGTTGCTTTEGCGGACCT CGGRETCTETCCCREGE
AGGCTTCCGEGTCAGCEAGCGTCCGTCABAGACCCATCAAMACCCGTTTAATCGTATCGTCCRAGATTARAAA
ACAATAGTARAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGET TCCAGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGLGATAME T To
TAATGTGAATTGCAGAAT TCAGTAAT CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCECCCCTCGRTATTCCGRGEEE |

From

Or, upload file Seleccionar archivo | Ningn archiv

Job Title 5116_TS
Enter a descriptive fitle for your BLAST search &

Align two or more sequences &

Choose Search Set
Database Human genomic + transcript ©Mouse genomic + transcript @QOthers (nr ete )
Nucleotide collection (nrint)

Organism

Optional Exclude '+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &
Exclude Models (XMAXP) U Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Limit to Sequences from type material
Optional
Entrez Query You{{ll) Create custom database
Optional Enter an Entrez query fo limit search &

Program Selection

Optimize for * Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)

Hay una optimizacion para llevar a cabo la busqueda que son los distintos BLAST
(megablast., discontinous megablast y blastn). Nosotros optimizaremos la busqueda con
megablast ya que nos muestra secuencias con una elevada similitud (highly similar

sequences).

Al realizar la basqueda nos redirige a una ventana en la cual se observa un grafico que nos
muestra como de similar es nuestra secuencia a distintas especies, clasificandolas en funcion

del score obtenido.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede ver en la imagen que sigue, correspondiente con la muestra de DNA Code
5116 el resultado maés repetido y el que mayor grado de similitud ha obtenido con respecto a
nuestra secuencia problema, es el de la especie de Parmelina tiliacea con un 99% de
probabilidades de acierto. Si bien es cierto que en otros casos también encontramos una alta
coincidencia con otras especies como Parmelina pastillifera, Parmelina sp y Parmelina

quercina.

SDescriptions

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

i Alignments [
Max | Total Query E
score | score | cover value

Description Ident | Accession

Parmelina tiliacea voucher MAF-Lich 16619 internal spacer 1 and 5 8S ribosomal RNA gene, complete sequence’ and intemal transcribed spacer2, 924 924 100% 0.0 99% JF7569921

Pamelina tijacea voucher MAF:Lich 17323 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intemnal transcribed spacer 1. 5.8 riosomal RNA gene, and intemaltr 918 918 100% __0.0__99% _Jx466223.1

Parmelina tiliacea voucher MAF:Lich 17305 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemaltr 915 915 99% El Questions/comments

En este tipo de analisis se elige el mas probable, aunque eso es discutible, ya que a veces el
mas probable no es del todo convincente por razones diversas. Es por esto que seleccionamos

los tres mas probables (en este caso se corresponden con Parmelina tiliacea).

Esta técnica nos proporciona unos resultados muy Utiles para el proceso de identificacion,
pero de ninguna manera son cien por cien fiables o definitivos. Ha de ser contrastada con

otras técnicas morfolégicas y de filogenia por un especialista.

Si hubiese dudas al respecto del resultado, habria que recurrir de igual manera al analisis

filogenético con cualquier estadistico sencillo.

Este, por tanto, es un analisis rutinario que debe ser valorado siempre dentro de un combinado

con otras técnicas (fundamentalmente filogenéticas y morfoldgicas).
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6. CONCLUSION

6.1 CONCLUSIONES GENERALES

Todo el proceso, desde la seleccion de muestras a la identificacion molecular de las mismas
me ha servido para formarme, conocer diferentes técnicas de laboratorio y adquirir

mecanismos de los que previamente desconocia el uso real que podia hacerse de los mismos.

He llevado a cabo la identificacion molecular de varias especies, el largo proceso que requiere

realizar la extraccion de su material genético, amplificarlo y finalmente secuenciarlo.

El conocimiento y aprendizaje del uso de una base de datos como el NCBI, particularmente el

BLAST para la comparativa de secuencias problema con especies registradas

Asimismo saber que esta técnica nos proporciona un indicador/marcador de especies de muy
alto valor que tiene que ser combinado para determinar la identificacion de manera fiable.
Este marcador puede dilucidar, resolver, descartar o apoyar identificaciones basadas en otros

criterios.

6.2 CONCLUSIONES PARTICULARES

1. Los bioindicadores son organismos que nos sirven para identificar y determinar
factores que afectan al medio ambiente, para monitorizar su estado, como indicadores

del grado de perturbacion o de la presencia de contaminantes en un ecosistema.

2. Los liguenes son asociaciones simbioticas de un hongo con un organismo fotobionte,
y son considerados unos bioindicadores excelentes de la calidad del aire debido a que
obtienen sus nutrientes del aire; son ubicuos y sus poblaciones estan en aumento en las
zonas urbanas; son perennes y pueden ser monitorizados durante todo el afio; pueden

permanecer expuestos al efecto nocivo durante largos periodos de tiempo, etc.

3. Para utilizar los liquenes como bioindicadores, tenemos que proceder a su

identificacion, tanto morfoldgica como molecular fundamentalmente.

4. En el proceso de identificacion molecular de las especies de estos liquenes se ha
Ilevado a cabo una extraccion de su material genético, y posterior amplificacion de las
regiones ITS, regiones especificas de ADN ribosémico que utilizamos como un

cddigo de barras de estas especies.



5. Tras la amplificacion de los ITS, se procede a su secuenciacion de estos fragmentos.
Se lleva a cabo por un proceso estandar y obtenemos nuestra secuencia problema a

identificar.

6. Para el Andlisis de los datos obtenidos, al enfrentar nuestra secuencia con una base de

datos, observamos que se trata con alta probabilidad de la especie que era de esperar.

Esto nos permite refrendar con cierto nivel de certeza que la muestra de especie
liguénica de Parmelina tiliacea, recogida en la Ciudad Universitaria de Madrid, es un

buen bioindicador de salubridad del aire.
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