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La identificacié taxonomica d’espécies properes requereix en ocasions la intervencié d’un taxonom
expert en el grup zoologic en qliestid, i sovint hi ha de dedicar un esfor¢ important.

Actualment, s’han establert diferents técniques d’analisi de seqliéncia genética que permeten, no
Unicament, identificar un individu amb fiabilitat sind també realitzar estudis taxonoOmics i

poblacionals amb un esforg relativament petit.

La técnica anomenada DNA barcoding, o Barcode of Life, es basa en I’amplificacié i seqiienciacié
d’un o pocs gens que s’ utilitzen com a referéncia (ex. el gen mitocondrial COI) per identificar els
individus d’una especie determinada a partir de la informacié que ens aporten. D’aquesta manera
podem dir que s’obté un codi de barres amb el que podem obtenir una representacio grafica de la

sequiencia.

Aixi doncs, aquest treball ha consistit en utilitzar aquests conceptes com a base per aplicar la tecnica
del Barcoding per donar solidesa i contribuir a I’estudi taxonomic morfologic que s’esta duent a
terme en insectes lepidopters del génere Eilema. Aixo implica que s’ha hagut d’optimitzar aquesta
técnica per obtenir bons resultats a nivell de seqlienciacié d’individus d’aquest génere i s’ha analitzat
les dificultats d’obtenir resultats en individus que es troben en diferents estats de conservacid. També
s’ha estudiat les condicions adequades per una correcta amplificaci6 i seqiienciacié del gen COL, i
també les condicions de diferents gens somatics que ens aportaran informacié complementaria per

P’estudi taxonomic.

S’han utilitzat tant gens mitocondrials com somatics per obtenir la informacié necessaria per
realitzar un estudi taxonomic de les mostres. La informacié obtinguda a partir de la seqiienciacié
s’ha analitzat utilitzant diversos programes informatics que han permes la construccio dels barcodes
en forma de seqiiencies consens, i la construccié d’arbres filogenetics que ens permeten estudiar

d’una forma visual la proximitat genetica entre les diferents espécies estudiades.
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The taxonomic identification of nearby species sometimes requires the intervention of an expert
taxon in the zoological group in question, and an important effort must often be devoted to identify
them correctly. At the moment different genetic sequence analysis techniques have been established
that allow, not only, to identify an individual with reliability but also to carry out taxonomic and

population studies with a relatively small effort.

The technique called DNA Barcoding, or Barcode of Life, is based on the amplification and
sequencing of one or a few genes that are used as a reference (eg the mitochondrial gene COI) to
identify individuals of a particular species based on the information they provide. In this way we can

say that you get a barcode with which we can obtain a graphic representation of the sequence.

Therefore, this work consisted in using these concepts as the basis for applying the technique of
Barcoding to give solidity and contribute to the morphological taxonomic study that is being carried
out in lepidopteran insects of the genus Eilerma. This implies that this technique has had to be
optimized to obtain good results at the level of sequencing of individuals of this genus and the
difficulty of obtaining results in individuals that are in different conservation states has also been
studied. We also studied the appropriate conditions for the correct amplification and sequencing of
the COI gene, as well as the conditions of different somatic genes that will provide complementary

information for the taxonomic study.

Both mitochondrial and somatic genes have been used to obtain the information necessary to
perform a taxonomic study of the samples. The information obtained from the sequencing was
analyzed using various computer programs that allowed the construction of barcodes in the form of
consensus sequences, and the construction of phylogenetic trees that allow us to study genetic

proximity between the different species studied.
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1. Introduccié

1.1 El génere Eilema de la familia de lepidopters Erebidae

El génere Eilema és un génere de la familia de lepidopters Erebidae, anteriorment englobat
en la familia Arctiidae. Aquesta és una gran familia de papallones que es poden localitzar en
totes les regions geografiques del mén: des de ’equador fins a la zona boreal i amb la maxima
diversitat en la América meridional i Africa. Consta d’un gran nombre d’espécies que es creu
que esta entre les 10.000 i les 12.000. D’aquest gran nombre només 65 es troben a la
Peninsula Ibérica i illes Balears. Es un grup molt monofilétic, i esta integrat per papallones
de totes mides i de colors molt variats. Tant poden tenir activitat ditirna com crepuscular,

pero la majoria sén nocturnes'.

La familia Erebidae té les segiients subfamilies”:

1.

Lithosiinae: Agrupa les especies caracteritzades en qué les larves posseeixen unes
mandibules amb una base molar molt ampla, que la utilitzen per macerar liquens, fongs, i
algues que constitueixen la seva dieta. Les ales manquen ocels (taques arrodonides
multicolors que aparenten ser ulls), les ales anteriors sén molt estretes i allargades amb un
marge exterior molt curt, mentre que les posteriors son curtes perd proporcionalment molt
grans, fent el doble d’amplada que les anteriors. En repos les ales anteriors queden adherides
longitudinalment al cos, amb les posteriors plegades sota elles.

Tenen un cap ample, antenes filiformes, espiritrompa ben desenvolupada i palps prims. El
seu cos sol ser allargat i esvelt i en les femelles més curt.

Aquesta subfamilia es localitza principalment (un miler d’espeécies) als Tropics, I’America
Central, Sud-Ameérica i el sud-est asiatic. D’aquestes només 31 agrupades en 11 generes es
troben a la Peninsula Ibérica (11 a les Illes Balears).

Syntominae: Formada per papallones de talla mitjana o petita i amb el cos forga gran, ales
anteriors allargades i triangulars amb apex arrodonit i el marge extern obliquo. Les ales
posteriors son petites amb angle anal arrodonit i marge anal molt curt, no té la vena Sc (sinus
coronari) i tenen una unica vena anal. En repos les ales queden adherides al cos en forma de
teulada.

Els imagos tenen la espiritrompa ben desenvolupada, ulls grans, palps curts i antenes
filiformes, ciliades o doblement pectinades. Tenen potes curtes amb les tibies posteriors amb
quatre o tres esperons.

Soén d’activitat dilirna, amb tendéncia a aproximar-se a flors i a la llum artificial. Consta de
1.200 especies repartides principalment en regions tropicals. 6 es troben a Europa, tres de les

quals a la Peninsula Ibérica, no se’n troba cap a les balears.

Arctiinae: Papallones de talla mitjana amb el cos robust i cobert de pels. Els mascles tenen
antenes doblement pectinades i les de les femelles son filiformes: Tenen palps curts,
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espiritrompa ben desenvolupada, ulls glabres i ocels presents. Presenten ales anteriors més
o menys allargades, apex arrodonit amb el marge extern sempre més curt que el marge
dorsal; ales posteriors relativament amples i amb un angle anal molt arrodonit. Coloracié
bigarrada de colors vius, sobretot vermell, groc i taronja. En repos les ales posteriors
s’amaguen sotes les anteriors i queden les dues en forma de teules.

Els imagos son d’activitat principalment nocturna. Les erugues estan recobertes de pel i sén
molt rapides de moviment. En tot el moén existeixen unes 4.400 espécies pertanyents a
aquesta subfamilia, la meitat es troba a I’Ameérica Central i del Sud. 31 d’aquestes,

pertanyents a 23 geéneres, es troben a la Peninsula Ibérica, 7 es troben a les Illes Balears.

El genere Eilema [1819] ha anat patint diverses modificacions en els ultims anys, en un
principi estaven incloses en la subfamilia Lithosiinae, pero el 2011 es va proposar moure’l a
la subfamilia Arctiinae, i totes les espécies a altres géneres com ara el Katha °. En aquest
treball s’ha decidit utilitzar la classificacid antiga ja que encara no s’ha adoptat formalment
aquesta nova classificacié i molts estudis continuen utilitzant la existent.

Aquest genere esta format per les segiients espeécies i subespecies **:

E. depressa (Esper, 1787)
E. griseola (Hiibner, 1803)
E. lurideola (Zincken, 1817)
E. complana (Linnaeus, 1758)
E. complana iberica (Mentzer 1980)
E. pseudocomplana (Daniel, 1939)
E. caniola (Hiibner, 1808)
E. caniola torstenii (Mentzer 1980)
E. caniola gibrati (Oberthiir, 1922)
E. palliatella (Scopoli, 1763)
E. pygmaeola (Doubleday, 1847)
E. pygmaeola pallifrons (Zeller, 1847)

E. marcida (Mann, 1859)
E. predotae (Schawerda, 1927)
E. lutarella (Linnaeus, 1758)

E. lutarella luqueti (Leraut 2006)
E. sororcula (Hufnagel, 1766)
E. uniola (Rambur, 1866)
E. interpositella (Strand, 1920)
E. albicosta (Rogenhofer, 1894)

E. albicosta witti (Kobes, 1993)
E. rungsi (Toulgoét, 1960)
E. bipuncta (Hiibner, 1824)
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1.2 DNA barcoding: The Barcode of Life

La gran diversitat de formes de vida que tenim al nostre planeta fa que la seva classificacié
sigui una tasca molt complexa. Des dels temps immemorials I’ésser huma s’ha dedicat a
trobar una logica en les formes de vida que ens envolten. No va ser fins I’aparici6 de Carl
Von Linné (Systema Naturae, 1735) que no es va classificar de forma clara i cientifica cada
ésser viu. El concepte d’especie va néixer doncs com una forma senzilla de classificar aquests
organismes principalment per la seva aparenga fenotipica. A mesura que avangaven els
descobriments cientifics aquest concepte va esdevenir més complex. No ens podem basar en
només la definicié del que és una espeécie: “Conjunt d’individus que tenen caracteristiques
semblants i que s6n capaces de reproduir-se entre elles i tenir descendeéncia fertil”. Ja que el
problema amb aquesta definicié és que no és facil de comprovar de manera clara i
inequivoca, a més és una definicié molt simple per a un context tant complex.

La plasticitat fenotipica i la variabilitat genetica del genere Eilema implica la possibilitat
d’una incorrecte identificaci6 si s’utilitzen només els caracters morfologics de les mostres. A
més com que molts dels detalls necessaris per identificar I’espécie depenen de I’edat i sexe fa
que molts individus no puguin ser identificats. °. Aixo fa que molts taxonoms experts tinguin
dificultats a I’hora d’identificar correctament aquestes especies. Per aquest motiu s’ha
desenvolupat el métode d’identificacié del Barcoding, un metode que facilita la identificacié
d’espécies, ja que ens permet distingir especies no per la seva aparenca fenotipica, siné per

la seva similitud genética.

El terme “DNA barcoding” no és un concepte nou, ja es va utilitzar en un estudi del 1993’
que no va rebre gaire atencié per part de la comunitat cientifica. Aquest metode va néixer a
partir de laidea de seqlienciar i comparar alguns gens especifics que tenen tots els éssers vius,
pero que degut al temps d’evolucié han patit més o menys mutacions (rati de mutaci6). A
partir d’aquest concepte es poden mesurar doncs les distancies entre espécies utilitzant
diversos algoritmes que calculen les similituds genétiques entre les seqiiencies i ens donen
uns valors matematics de la proximitat entre espécies. Podem utilitzar després aquest valors
per construir un arbre filogenétic on es veu de forma clara la igualtat entre les diverses
espeécies estudiades.

Per tant aquests fragments geneétics es poden considerar figurativament com a codis de

barres ttils per identificar cada especie.

] 199
T T T T R
200 99
T
400 599

AT PP
B57

o0

Figura 1 Barcode il-lustratiu obtingut de BOLD d’una Eilema pygmaeola pallifrons (mostra MSE_16)*
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A partir d’aquesta concepte es va crear el Consortium for Barcode of Life (CBOL) que va

acordar que els barcodes haurien de ser domini public i s’haurien d’arxivar en una base de

dades global i organitzar-los per especies °.

També es van acordar una série de requeriments que han d’acompanyar cada Barcode:

1- Cada mostra ha de tenir un identificador especific
que ens permeti col-locar-lo en un cataleg online i
public juntament amb les seves metadades.

2- Incloure el nom de I’espécie o un nom provisional

per
relacionar la mostra a altres registres d’altres bases

de dades.

3- Incloure el codi de pais utilitzant el format que fa

espécies no publicades. Aixd permetra

servir GenBank.

4- El barcode ha de provenir d’'una regié genica
acceptada pel CBOL.

5- La qualitat ha de ser alta i ha de comprendre com a
minim un 75% de la regié del gen.

6- Incloure el nom de la regi6 utilitzada.

7- Associar traces de la seqliencia forward i reverse
penjats a NCBI Trace Archive o a I’'Ensembl Trace
Server.

8- Incloure les seqiiencies i els noms dels primers

utilitzats, tant forward com reverse.’

Un dels repositoris online mencionat en el punt 1 és el
BOLD: The of Life Data
(www.barcodinglife.org).

Barcode System

Aquesta web és un tauler de treball que vol ajudar en
I’adquisicié, emmagatzematge, analisi i publicaci6 dels

registres de barcodes. Mitjangant I’assemblatge de dades

Sampling
in the field
(soil, water, etc.)

DNA
extraction

DNA amplification
with universal
primers

High throughput
parallel
pyrosequencing

Reference
database

_, | Seecies identification
via DNA barcoding

Biodiversity
description

Species list
Species richness
Simpson's index
Shannon's index
etc.

THRENDS i Ecology & Evelution

Figura 2 Metodologia per analitzar biodiversitat

de mostres del medi mitjangant barcoding i Next

Generation Sequencing. Utilitzant una base de

dades de DNA com a referéncia s’identifica

Porganisme d’on provenen.

moleculars, morfologiques i de distribucio, cosa que facilita 1’analisi bioinformatic i la

construccié de barcodes de qualitat que compleixin els estandards establerts *°.

La informacié que aporten els barcodes es pot utilitzar per millorar les investigacions sobre

patrons de la biodiversitat i realitzar nous estudis. Per exemple a partir d’aquestes dades es

poden agrupar individus a presumptes espécies anomenades “operational taxonomic units”

(OTUs). Aquests OTUs consisteixen en clusters d’individus de la mateixa especie que


http://www.barcodinglife.org/
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presenten una major similitud genética entre ells que entre els altres individus de I’especie.
Aix0 permet desenvolupar una série d’algoritmes (ABGD, CROP, GMYC, jMOTU) que
generen un registre taxonomic persistent a nivell d’especies basat en I’analisi de patrons de
variacio de nucleotids d un barcode. Aquest framework és el que utilitza BOLD per classificar
individus semblant d’espécies en BINs (Barcode Index Number) '

Els principals avantatges del Barcoding respecte a altres metodes son la seva rapidesa i el fet
que és un metode bastant barat. Degut al desenvolupament de noves tecnologies de
seqiienciacié que redueixen drasticament el temps necessari per obtenir una seqiiéncia
comparat amb el metode classic de seqiienciacié mitjangant electroforesi capil-lar s’ha obert
pas ala utilitzacié del DNA-barcoding per estudis a gran escala. A més cada vegada més bases
de dades accepten barcodes alguns exemples sén (GenBank, EMBL, DDBJ). Aquest augment
en l'interés per aquest metode també esta fent que es dissenyin millors primers “universals”
12.

Algunes de les limitacions d’aquest metode és que sempre hi pot haver algun error, i per tant
no totes les seqiiencies que es troben a les bases de dades son de bona qualitat. Aquests errors
es poden trobar principalment com a errors de seqilenciacié, contaminacions, mala
identificaci6 de la mostra o problemes taxonomics. BOLD vol servir com a filtre per evitar

aquests errors i aixi poder tenir una base de dades amb només barcodes de qualitat '*.

1.3 Cytochrome C oxidase subunit 1 (COI) com a barcode

El fet d’utilitzar un unic gen codificant de proteina ens permet estudiar espécies properes ja
que es mantenen constants durant més temps (2% de canvis cada milié d’anys implicaria 12
bases diferents en una seqiiencia de 600pb). Per tant un aspecte important a tenir en compte
és la longitud del gen que volem amplificar, un gen massa curt podria no ser suficient per
trobar diferéncies entre dues especies molt properes, i la amplificacié d’un gen molt llarg pot
ser complicada. Malgrat aixo no es pot saber en exactitud la longitud necessaria per obtenir
informacié del gen ja que el rati d’evolucid varia entre espécies i regions del genoma.

Un altre aspecte a tenir en compte a I’hora de seleccionar el gen a seqiienciar és la preséncia
d’introns. Ja que un gen amb introns pot contenir més variacions en aquesta regio, i sense

fer un “splicing virtual” podriem obtenir resultats erronis®.

Per aquest motiu els gens mitocondrials son els més utilitzats en Barcoding. Ja que no tenen
introns, fan poca recombinacio i s’hereten de forma haploide’*.

Un dels gens mitocondrials més utilitzats és el gen del cytochrome c oxidase I ja que té
diverses avantatges respecte altres gens. Per comengar els seus primers sébn molt robusts
(funcionen amb un ventall d’espécies ampli), per tant podem amplificar de forma repetida
aquest fragment génic en cada individu. En segon lloc el fragment obtingut és curt (600pb),
iforga variable. Aix0 vol dir que ens permet, mitjangant algoritmes, identificar espécies molt
properes, o finsi tot es poden trobar diferencies entre grups d’individus de la mateixa espécie

i agrupar-los entre ells , el que es coneix com a un “BIN” (Barcode Index Number) **.
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A més aquest és un gen essencial per la vida de molts organismes siné tots, ja que és una
subunitat de la proteina cytochrome c oxidase, altrament coneguda com el complex IV de la
cadena respiratoria dels mitocondris (Figura 3), que catalitza la reduccié d’oxigen a aigua en
I"altim pas de la cadena respiratoria mitjancant un complex enzimatic que forma una bomba
de protons que redueix O, a H,O utilitzant el seu centre catalitic format per ions de ferro i

coure.

cytochrgme ¢
CRISTA SPACE

ubiquinone e
inner ‘ || \
mitochondrial |: Q
membrane ( e
succinate | H* - == \
dehydrogenase

MATRIX
2 (e H H20
. citric
¥ :
m H acid cycle 2l + viey
NAD*
10 nm
NADH cytochrome cytochrome
dehydrogenase creductase c oxidase

Figura 3 Recorregut dels electrons a través de les tres bombes de protons de la cadena respiratoria .

La molécula de cytochrome c oxidase esta formada per diferents subunitats. Entre elles la
subunitat 1 (), codificada pel gen del mateix nom (Figura 5). Una regi6é d’aquest gen és la
que hem utilitzat com a barcode. Aquesta regio de 658pb ens és suficient per poder

diferenciar entre especies degut a la seva gran variabilitat genetica.

electrons in from | subunit Il
cytochrome ¢

CRISTA
SPACE

MATRIX

(A)

® i R

Figura 4 Estructura del cytochrom c oxidase. En verd podem veure la subunitat 1 .
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La diversitat en la seqliéncia aminoacidica
codificada per aquest gen mitocondrial
ens dona suficient informacié per
collocar especies en les seves categories
taxonomiques corresponents. A més
aquesta divergencia genética pel que fa a
la seqiiencia del COI és suficient per
de

lepidopteres, tot i ser demostrat que la

discriminar  especies  properes
variabilitat en lepidopters és menor que
en altres espécies estant un 60.4% de les
seqiiencies al 4-8% de divergencia, mentre
que hi ha altres filums com els anél-lids
que el 70.3% de la seqliéncia té entre un 16
i un 32% de divergencia (Taula 1iError!
No se encuentra el origen de la
referencia.), aixd6 vol dir que aquest
percentatge del DNA ha acumulat més

mutacions durant el temps *°.

ATricn MU
region —~._ /

Bambyx mandarina Shenyang

Mitochondrial genome

15,682 bp

Oy

Figura 5 Genoma mitocondrial de Bombyx mandarir,
podem observar emmarcat en verd la posicio del

cytochrome c oxydase subunit 1.

Taula 1 Mitjana (mean) i desviacié estandard (s.d) del percentatge de divergéncia de la seqiiéncia de COI per 13.320

parelles d’espécies congénere en 11 filums. (També es mostra en percentatge lestimacio de divergéncia d’un rang en

particular. n indica el nombre de parelles congénere examinades en cada grup) *°

COI sequence divergence (%)

phylum n mean s.d. 0-1 1-2 2-4 4-5 8-16 16-32 32+
Annelida 128 15.7 6.2 6.3 1.6 — 3.9 18.0 70.3 —
Arthropoda

Chelicerata 1249 14.4 3.6 — 0.2 0.2 2.0 50.8 46.8 —

Crustacea 1781 15.4 6.6 0.1 0.3 4.3 13.4 18.0 63.8 0.1

Coleoptera 891 11.2 3.8 2.2 1.6 3.0 8.0 74.2 11.0

Diptera 1429 9.3 3.5 0.9 2.1 4.1 14.0 76.2 2.7 —

Hymenoptera 2993 11.5 3.8 0.2 — 0.3 3.3 93.0 3.2 —

Lepidoptera 882 0.6 2.2 1.0 2.8 7.3 60.4 28.5 — —J

other orders 1458 10.1 4.9 0.5 1.6 8.4 35.5 41.8 12.1 —
Chordata 964 9.6 3.8 1.2 0.7 4.3 19.2 61.7 12.9 —
Cnidaria 17 1.0 1.2 88.2 5.9 5.9 — — — —
Echinodermata 86 10.9 4.9 1.2 1.2 5.8 39.5 44.2 8.1 —
Mollusca 1155 11.1 5.1 1.2 1.9 4.0 15.0 67.5 10.0 0.4
Nematoda 49 11.0 2.9 — 2.0 — 22.4 73.5 2.0 —
Platyhelminthes 84 14.4 5.4 8.3 — — 4.8 44.0 42.9 —
minor phyla 154 13.3 9.7 0.6 1.3 2.6 39.6 38.3 16.9 0.7
overall 13320 11.3 5.3 0.9 1.0 3.4 16.2 50.4 19.0 0.1

Aixi doncs aquest gen pot servir com a barcode per defecte per obtenir un sistema

taxonomic final no només en Eilerna, sin6 també en altres espeécies.

10
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1.4 Us de gens nuclears com a complement

Apart de la seqiienciacié del COI es va decidir utilitzar altres gens per complementar ’estudi
i donar més solidesa als resultats obtinguts, ja que el fet d’estudiar un inic gen ens pot limitar
la informacié obtinguda, i per tant podem quedar limitats pel que fa a les dades necessaries
per estudiar la filogénia d’Eilema. Els gens que es van decidir utilitzar es van treure de I’estudi
de Wahlberg et al '®. ja que va estudiar diferents primers per trenta gens diferents i les seves

possibilitats per ser utilitzats en Lepidoptera (Taula 2).

Taula 2 Informacio de diversos gens recomanats per Whalberg et al. que es van utilitzar en aquest treball per la
seva amplificacié en Lepidoptera. Inclou la longitud del fragment, el percentatge de mostres que van sortir

correctes en el seu l'estudi, i el GenelD de cada gen per Bombyx '8,

Percentatge
Llargada del
Gen mostres correctes| GenelD de Bombyx
fragment (pb)
(Whalberg et al.)
ArgK 388 80 BGIBMGA005812
Ca-ATPase 444 77 BGIBMGA000408
DDX23 303 80 BGIBMGAO003429
ProSup 432 73 BGIBMGA004645
PSb 366 77 BGIBMGA000201
SSU72 249 77 BGIBMGA000925
CAD 826 80
IDH 722 77
MDH 407 77
Wingless 400 67

De la llista anterior de gens ens vam centrar principalment en els segiients:

SSU72:

Es va decidir utilitzar aquest gen ja que s’ha utilitzat en altres estudis i s’ha demostrat que es
poden obtenir bons resultats i que és un candidat viable per barcoding '°.

Aquest gen nuclear un cop amplificat ens dona un fragment de 249pb, que tot i ser menor
que el que obtenim pel gen COI, ens pot donar una informacié molt valuosa si

complementem les informacions dels dos.
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Aquest gen codifica per la proteina RNA polymerase II subinit A C-terminal domain
phosphatase SSU72. Aquesta fosfatasa catalitza la desfosforilacié del domini C-terminal de
la RNA polymerase II, i per tant juga un paper important en el processament i la terminaci6
3’ de’'RNAY.

Arginine Kinase:

Un altre gen nuclear que ens pot ser servir com a complement és el gen que codifica per
I’enzim Arginina Kinase (ArgK), ja que ha set recomanat ** per varis estudis degut a la seva
elevada taxa d’eéxit en Lepidoptera. Aquest gen nuclear codifica per una fosfoquinasa que
emmagatzema energia en forma d’arginina fosfatasa. Si amplifiquem aquest gen obtindrem

un fragment de 388pb que ens pot ser util per I’analisi per barcoding *.

Wingless:

El gen Wingless (wg) ha estat molt estudiat en Drosophila sp. S’uneix a un lligand dels
receptors de la familia frizzle-7-transmembrane. Es creu que pot tenir funcié de factor de
creixement ja que pot regular gens de les cél-lules properes en que s’expressa, i també s’ha
detectat la seva expressié durant el desenvolupament de ’epidermis. Pero la seva principal
funci6 és la del desenvolupament i formacié de la traquea i el tronc dorsal d’aquests
insectes*'. Aquest gen és considerat com a un bon marcador per barcoding en altres estudis
relacionats amb nimfalids. En aquests estudis es va observar que aquest gen nuclear pateix
menys saturacié genetica que el DNA mitocondrial, perd tenen un rati de mutacid

semblant?.

1.5 Analisi filogenetic
Els analisis filogenetics de seqiiencies de DNA o de proteines s’han convertit en una eina
important per l'estudi de I'historia evolutiva de tots els organismes. Com que el rati
d’evolucié de les seqiiencies varia extensivament entre gens i altres fragments de DNA, es
pot estudiar la relacié de virtualment tots els nivells de classificacié d’organismes (regnes,
filums, generes, etc.) mitjancant aquests fragments genétics. Aquests estudis també es poden

utilitzar per analitzar el patré d’evoluci6 de families de gens *.

Utilitzant diversos algoritmes informatics com MUSCLE, ClustalW, ClustalOmega, podem
obtenir un alineament entre els barcodes de totes les mostres que ens interessa estudiar. Es a
partir d’aquest alineament que es pot construir un arbre filogenetic que ens indicara d’una

forma visual les distancies entre les diferents espécies.
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S’ha de tenir molt clar quina regié del DNA es vol amplificar, ja que els canvis evolutius
varien molt de regié en regid, no tenen el mateix rati evolutiu regions codificants de
proteines, introns, exons, regions flanquejants i regions no codificants. Les seqiiencies
descendents d’una seqiiéncia ancestral van divergent gradualment ja que es van produint
substitucions de nucleotids. Es pot mesurar d’'una forma simple la divergéncia de la

seqliéncia utilitzant la segiient formula:

p=n,/n
P mesura la proporcié de nucleotids en que les dues seqiiencies divergeixen. nq representa el
nombre de nucleotids diferents entre les dues seqliéncies i n representa el nombre total de
nucleotids examinats. Aquesta proporcid és el que es coneix com la “p distance” de les
seqiiencies de nucleotids **.
Com que les seqiiéncies de DNA estan formades per 4 nucleotids aixo vol dir que hi pot
haver 16 combinacions diferents. A cada combinacio se li assigna un simbol matematic i una

classe: identical (O), transition (P), transversion (Q). (Taula 3)

Taula 3. Setze tipus diferents de parelles de nucleotids entre les dues seqiiéncies **.

Class Nuclectide Pair
Identical nucleotides AA TT CC GG Total
Frequency 0, 0, o, Q, O
Trangition-type pair AG GA TC CT Total
Frequency P, | A P, P, P
Trangversion-type pair AT TA AC CA
Frequency [ (o @, (2,
TG GT GG GC Total
Frequency Qs Qs (o Qyz 0

Si la substitucid és aleatoria entre els quatre nucleotids tenint en compte que p = P + Q,
s’espera que Q sigui el doble que P quan p es baixa. Pero a la practica aixo no passa, ja que P
passa més sovint que Q. Igual que amb els aminoacids la p distance ens dona una estimacio6
del nombre de substitucions que pateixen els nucledtids quan les seqiiencies estan
estretament relacionades. Perd quan la p és gran ens dona una estimacid incorrecta ja que
no té en compte substitucions inverses i paral-leles. Per aquest motiu és necessari un model

matematic que estimi el nombre de substitucions.
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Molts autors diferents han presentat models representats aqui com a matrius de substitucid

(Taula 4) *:

Taula 4 Models de substitucié de nucleotids **.

A T C G A T C G

[A) Tukes-Cantor madel (E]) HKY modal
A - o i a - Ber BE wge
T a - o o Bga - “gg Pes
G o I - o Bega g - Bg.
G a @ o - wg, Bg; Bes -

(B} Kimura model (F) Tamura-MNei model

A - p B o - Bgr Bec %8¢
TooB - « B | Bg - cge P
C B o - 8 Bg.a 8T - Bas
G o B B - 8 Bar kg -

(C] Egual-input model (G) General reversible model
A - whr oge age - agy bg{_ C8c
T ag, - age o8 ag, - dge €gq
C ag, agy - g bz, dg; - 2.
G 0g, gy age - CEp egy fe -

(D) Tamura model (H) Unrestricted model

A B B, pe, ab, - 8yq dyg 454
T e, - ol o, 8y - B3 a,
C po, af, - B, 4y dag - a3y
G ol BB, B8, - dyy Bya 843 }

Mitjangant aquests models podem calcular les distancies entre seqiiéncies i a partir d’aqui

construir un arbre filogenétic.

Existeixen diversos tipus d’arbres filogenetics: ()
abcd achbd adbec
Amb arrel o sense arrel: El patré d’on surten les
branques d’un arbre es coneix com la topologia. 0}\
abecd achd adbec
Si el nombre de unitats taxonomiques de l’arbre /,%‘ f/\ /)> //_>>\
\ A /i
(taxa) és quatre, un arbre amb arrel té 15 possibles beacd besd  bdec
topologies diferents, mentre que un sense arrel en té m /%\
4. cabd cbad cdab
En teoria, una seqiiencia de DNA es parteix en dues />>\ / ) / /\
seqiiencies durant la duplicacié. Per aquest motius els di8y  ddd $84%
arbres es bifurquen *. (®)
a c a b a8 b
< -
b d ¢ d d [

Figura 6 (A) Quinze arbres amb arr.elpossibles i(B)

tres possibles arbres sense arrel **
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Arbres de gens i arbres d’espécies: Un arbre d’espécies o poblacional és un tipus d’arbre que
representa I’historia evolutiva d’un grup d’especies o poblacions. En aquest tipus d’arbre el
temps de divergéncia entre dues espécies consisteix en el temps que van tardar les especies a
ser aillades pel que respecta a la reproduccié. Un arbre de gens en canvi pot no assemblar-se
a un arbre d’especies. Per exemple en el cas d’al-lels polimorfics per un locus els temps de
divergencia dels gens pot ser més llarg que el que respecta a I’espécie, i per tant les branques

es formen abans %.

Expected i Realized Trees: Un arbre que pot ser construit fent servir seqiiencies de llargada
infinita, o el nombre esperat de substitucions per cada branca es coneix coma un “expected
tree” (arbre esperat). Mentre que un arbre basat en el nombre real de substitucions es coneix

com a un “realized tree” (arbre real) %.

c - C
16 4 4 18 d
20 . '7 29 e
{C} Neighbor-joining tree (D) Maximum parsimony tree
13.1 12

| e } 221 e
L 241, | 08
(E} Maximum likelihood tree
gy — 2
12.6 5.1
2.7 73 _ .
190
] 32.2 e
244 f

Figura 7 Diferents models d'arbres *
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Definicio de “distancia topologica” i com es calcula:

La topologia és I’estructura que formen les branques d’un arbre. Es d’una gran importancia
biologica ja que indica patrons en la relaci6 entre taxes. Per tant arbres amb la mateixa

topologia i arrel tenen la mateixa interpretacié biologica.

These trees

A B C B A C C B A
display the
same topology

A B C C A B A B C
These trees
display different
topologies

Figura 8 Exemple d'arbres amb la mateixa (quadre de dalt) i diferent (quadre de baix) topologies

Per exemple els tres arbre de la capsa de dalt de la (Figura 8) tenen la mateixa topologia. En
tots tres es compleix que A i B estan més estretament relacionats que C. En la capsa de sota
tots tenen topologies diferents i per tant les relacions que s’observen sén diferents *.

No hi ha cap métode estadistic general per escollir a I'hora de calcular les distancies entre
taxes i construir la topologia, pero a partir de simulacions informatiques i estudis empirics
s’han establert un seguit de punts per obtenir aquesta topologia. En un principi es recomana
utilitzar el meétode Jukes-Cantor, i si aquest meétode no dona els resultats desitjats després

se’n poden utilitzar d’altres *.

Un dels metodes més utilitzats en la generacié d’arbres filogeneétics és el “neighbor-joining
method”. Aquet procediment ens permet reconstruir arbres a partir de les dades de distancia
evolutiva obtinguda a partir d’un alineament (com ara MUSCLE, ClustalOmega, ClustalW).
El neighbor-joining method consisteix en trobar parelles d’OTUs que minimitzin la llargada
de la branca en cada pas de clustering d’aquests OTUs, comengant per un arbre en forma
d’estrella. Aquest metode és molt rapid per obtenir la distancia topologica i s’ha comprovat
que funciona millor que altres métodes com els: Farris,, i Li. I té una eficacia igual de bona

que el metode Sattath Tversky’s del 1977, pero el neighbor-joining és molt més rapid *’.
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2. Objectius

Latécnica de barcodingha estat utilitzada per identificar moltes espécies diferents, pero per cada
espécie s’han hagut de buscar les millors condicions per obtenir els millors resultats. Es a dir, la
finalitat és trobar un meétode que ens doni resultats consistents. Aixd vol dir optimitzar les
condicions d’extraccio6, amplificacié i analisi de tal manera que s’obtinguin dades optimes.

A més la majoria d’estudis de barcoding utilitzen un unic gen, el COIL En el nostre cas volem
aconseguir no només informacié pel que respecta a aquest gen, sin6é que també volem obtenir
informacié de la seqiiencia de gens nuclears que ens serviran per complementar la informacié
obtinguda a partir de les seqiiencies del cytochrom c oxidase subunit 1.

L’objectiu final del treball és construir arbres filogenétics a partir de les seqiiéncies de COI i de
gens nuclears. Amb aquests arbres podrem comprovar visualment la proximitat entre aquestes

especies.
Per tant podem resumir els objectius del treball en tres punts:

- Optimitzar la técnica de DNA Barcoding pel génere de Lepidopters Eilema sp. (Fam.
Erebidae).

- Posar a punt la seqilenciacié d’un gen mitocondrial, i estudiar la possibilitat

d’utilitzar alguns gens nuclears.

- Realitzar un estudi taxonomic sobre mostres de diverses especies properes del génere

Eilema sp.
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3. Material i Métodes
3.1 Material Biologic

Per la realitzaci6 de I’estudi s’ha treballat amb diferents espécies del genere Eilema. En total
s’han estudiat 26 especies diferents d’aquest génere i un outgrup format per Lithosia quadra.

Les diferents especies estudiades es mostren ala Taula 5.

Taula 5 Informacio visual de cada espécie estudiada, inclou la localitzacié de cada espécie, i I'ID de les mostres estudiades

de cada espécie.

ID Mostres Fotografia (vista dorsal/vista ventral) Distribucié?

Eilema albicosta albicosta

MSE_a4
MSE_48
MSE_66

Eilema alicosta witti

MSE_22
MSE_58

Eilema caniola
MSE_02

MSE_19
MSE_46
MSE_52

Eilema caniola gibrati
MSE_30 ;

MSE_51
MSE_67

MSE_24
MSE_53
MSE_54

MSE_32
MSE_68

28
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MSE_12
MSE_18

MSE_55
MSE_49
MSE_69
MSE_70

Eilema complana

En clar complana
iberica, en fosc
complana complana

MSE_35
MSE_37
MSE_47

Xipre i Balcans

MSE_01
MSE_09

MSE_29
MSE_50

MSE_20
MSE_59

MSE_03
MSE_04
MSE_06
MSE_10

MSE_36
MSE_60
MSE_72
MSE_73

Eilema depressa

Eilema bipuncta

Eilema griseola

Eilema interpositella

4\

Lithosia quadra (Outgrup)
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Eilema lurideola

Ailefroide, Franga

MSE_21
MSE_61
Eilema lutarella lutarella
MSE_31
MSE_71
Eilema lutarellla luqueti
MSE_25
MSE_39
MSE_45
Eilema marcida '
MSE_23
MSE_43
E/Iema muscula
MSE_27
MSE_34
MSE_41
MSE_56
Eilema palliatella
MSE_ 13
MSE_62
Eilema predotae
MSE_15
MSE_17
Ellema pseudocomp/ana '
MSE_26 —
MSE_33
MSE_40
MSE_57
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MSE_16
MSE_63

MSE_28
MSE_42

i

Eilema rugsi
MSE_05

MSE_11
MSE_64

i/e

a sororcula
MSE_08
MSE_38

Eilema uniola

MSE_14
MSE_65

Les mostres van ser capturades per en Ramon Macia Vila. Cada insecte consta d’un seguit
de metadades que ens donen una série d’informacions: Data de captura, Lloc de captura,
Coordenades GPS, Sexe.

Les mostres es troben en dos estats de conservacié diferents. 15 mostres provenen de les
practiques de l’assignatura de Técniques de
Biologia Molecular. Aquestes mostres es troben
en millor estat que les altres ja que un cop
capturades ’any passat 2018 es van posar al
congelador, per tant el seu DNA esta poc
degradat i ha set més facil obtenir resultats.

La resta de mostres que va portar en Ramon
Macia es troben seques i preparades per

exposicié (Figura 9). Aquestes mostres es van

capturar en dates i zones molt diferents (del

Figura 9 Mostres seques en exposicié analitzades
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1994 al 2018), per tant el seu estat de conservacid varia de mostra a mostra. A més no totes
les espécies de la col-lecci tenen el mateix nombre d’individus, per exemple E. interpositella
en tenim sis, mentre que de E. bipuncta només hi ha un exemplar. Per aquest motiu es va

comengar estudiant les que n’hi havia més i després es va passar a les més rares.

Cada insecte que s’ha analitzat se li ha donat un ID format per les inicials de qui ha fet
Pextraccié i un numero (MSE_XX) acompanyat de una C o K si s’ha realitzat una extraccié
amb chelex o amb un kit comercial. A més s’ha posat la data de ’extraccid en el tub que conté
Pextracte de DNA.

S’ha portat en tot moment un recompte de totes les mostres per saber quantes s’han analitzat

i quantes queden per analitzar.

3.2 Procediment

El procediment va consistir principalment en realitzar extraccions de DNA de les diferents
mostres, i amplificar mitjangant PCR regions de COI. Es va comengar per les mostres de
Molecular Biology Techniques, ja que van ser capturades recentment i es troben en molt bon
estat de conservaci6. Un cop es va determinar quines eren les millors condicions per obtenir
els millors resultats, i quin era el procediment necessari per obtenir les millors possibilitats
d’exit (Figura 10), es va decidir realitzar el mateix procediment aquesta vegada utilitzant
mostres seques en exposicid. Apart de COI es va realitzar el mateix procediment utilitzant

gens nuclears.

200 ngfuL

Conecntracio de

Mostra > Extraccio »  Mesurar absorbancia » S
r'y \J
Diluir
100-200 ng/pL
No
hJ
Preparar i enviar Si Bones Electroforesi PCR

a seqiienciar bandes?

Figura 10 Diagrama de flux del procediment realitzat al laboratori *°.

També es va programar un script per obtenir la seqiiéncia consens i construir un arbre filogenetic.
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3.3 Extraccio de DNA

S’han utilitzat dos meétodes diferents per obtenir I’extracte de DNA de les mostres. La
utilitzacié d’un o altre métode es va decidir conforme la dificultat d’obtenir resultats en la
mostra. Per defecte es va realitzar I’extraccié amb Chelex 100, si utilitzant aquest meétode no
s’obtenien resultats es passava a una extraccié amb un kit comercial. Es va utilitzar el kit c,

ja que vam comprovar que obteniem els mateixos resultats a millor preu.
Chelex 100:

El chelex 100 és un copolimer que conté ions iminodiacetat aparellats que actuen com a
agents quelats. Aquests agents s’uneixen a cations Mg>" que son elements cofactors per

DNases. Aix0 fa que protegeixi les mostres de DNases.

El chelex conté unes boletes (beads) polars (Figura 11) que
s’uneixen a components cel-lulars polars després de la lisi amb
5uL de proteinasa K i for¢a mecanica, mentre que el DNA

queda en soluci¢ a I’aigua. *'

El protocol que s’ha utilitzat per I'extraccié amb chelex és el de

I’assignatura de Teécniques de Biologia Molecular i que es

troba a I’annex, que recomana utilitzar una pota per cada Figura 11 Chelex amb els beads al fons de

I’ g
insecte. eppendorf.

Kits comercials:

1. Pre-treatment

;mple Preparation > Pre-lysis >> RQT:;;LZ;I};NA > Genomic DNA purification

Animal tissues Bacterial cells
Cultured cells

2 S Add Buffer NT1 & Incubate at56 °C Treatwith RNase A if Incubate atRT
// Proteinase K and for1-3h RNA-free DNA s > for s min
/ / 7 mix by vortexin required
/ ' ¥ /) v g

2. Genomic DNA purification

Add . SPIN Wash SPIN SPIN SPIN
Lyse sample Bind . ) Dry . Elute N
tbanol 1min (2x) 1min 2min 2min |
1min \‘{f

+10 sec

Add Buffer NLand \¥\ Add 100% Load the mixture - Washingofcontaminants e==  Re-insertthe spin —-  Place the dried spin % Ultra-pure genomic DNA
mix by vortexing 177 ethanoland mix T ontoaspin toincrease the column into the empty columnintoa clean = ready for downstream
| by vortexing column W performance of 2 mL collecting tube microcentrifuge tube. ‘ ] applications
W/

\ ) downstreamapplications Incubate atRT after
\(j adding elution buffer W

Figura 12 Resum visual del protocol d'extraccio del kit NZY® Tissue gDNA Isolation Kit, es pot observar
que hi ha dos passos dividits en altres passos, el primer és un pre-tractament de la mostra que consisteix
principalment en la lisi de les cél-lules. El pas 2 consisteix en la purificacié del DNA del lisat mitjangant
diversos reactius i 'us de columnes amb membrana de silice i varies centrifugacions. Al final s’obté DNA

purificat lliure de contaminant i altres restes cel-lulars. 3
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Per dur a terme I’extraccié de DNA en mostres més complicades hem utilitzat el DNeasy®
Blood & Tissue kit de Qiagen ** i el NZY® Tissue gDNA Isolation Kit de NZYtech *, seguint el
protocol en que venen. Aquests kits es basen en la lisi del teixit i posterior purificaci6
d’aquests lisat utilitzant columnes amb membrana de silice i varis reactius que netegen la
mostra per poder obtenir DNA purificat d’alta qualitat (Figura 12). Per mostres seques en
qué amb una pota no s’obtenien resultats per aquest meétode es va decidir realitzar una

extraccié de DNA a partir de ’abdomen.

Malgrat que ’extraccié amb chelex surt més economica i és més rapida que el kit les mostres
extretes amb chelex es degraden més rapidament, mentre que 'DNA obtingut a partir de
I’extraccié amb un kit comercial aguanta molt més temps. Per aquest motiu les mostres que
no sortien amb chelex es tornava a fer una extraccié utilitzant un kit comercial per aixi poder
realitzar més proves. Un cop realitzada I’extraccié es comprova la qualitat i quantitat de
DNA mesurant ’absorbancia utilitzant un nanofotometre. Per millors resultats es busca una
concentracié de 100 a 200 ng/pL. Ja que s’utilitza massa DNA en la PCR pot no produir-se

amplificaci6 (Taula 6).

Taula 6 Resultats obtinguts del nanofotometre. Com es pot observar la qualitat és for¢a bona, pero la
concentracio és massa elevada. Aquestes mostres no van donar resultat en la PCR, després de diluires es va

obtenir banda.

Mostra A260/A280 A260/230 Concentracio
(Puresa) (Contaminants) (ng/ul)
MSE_08K 1,461 1,453 1328
MSE_09K 1,844 1,934 578
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3.4 Primers

Per 'amplificacié s’han utilitzat diferents primers depenent de les regions que es volien
ampliar. En el cas del gen COI es va comengar per utilitzar la parella de primers LepF1/R1 ja
que s6n un del parell de primers més utilitzats en estudis de barcoding en Lepidoptera.
Després de realitzar varies proves es va determinar que la parella de primers per COI
LCOI490/HCO2198 donava millor resultat que LepF1/R1, per tant es va decidir utilitzar
aquests darrers per defecte a ’hora d’amplificar per COIL. A continuaci6 es pot veure la

comparacid de les dues seqliencies d’aquests dos parells de primers per COI (Taula 7).

Taula 7 Primers utilitzats per 'amplificacié de COI

Primer Seqiiéncia Fwd-Rev Descripcié

CO1 - Cytochrome
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG FWD

Oxydase 1

CO1 - Cytochrome
HCO2198 |TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA |REV

Oxydase 1
CO1 - Cytochrome
LepF1 ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG FWD
Oxydase 1
CO1 - Cytochrome
LepR1 TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA |REV

Oxydase 1

Aquests primers ens donen uns fragments d’uns 658 pb del gen COI. La temperatura
recomanada per amplificar aquests primers és de 50°C i es va aplicar dos protocols per la
PCR basant-nos en els resultats obtinguts de Herbert et al. (2002) °. Un d’aquests protocols
utilitza pre-amplificacié per intentar augmentar la quantitat de DNA obtingut amb el
handicap d’obtenir més soroll.

Pel que fa als gens nuclears es va utilitzar primers especifics per cada un dels segiients gens
nuclears: DDX23, ArgK, Wingless, Psb, SSU72, Prosup, CAD, IDH, MDH, Calcium ATPase.
Aquest primers incorporen una cua T7/T3 ja que agilitza el procés de preparar les mostres
per enviar a seqiienciar degut a que tots fan servir el mateix primer forward i el mateix primer

reverse.
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A continuaci6 es poden veure les seqliencies dels primers (sense les cues universals)

juntament amb el gen que codifiquen (Taula 8).

Taula 8 Primers nuclears utilitzats

Primer Seqiiencia Fwd-Rev Descripcio

T7 Promoter - Reverse
T7Fwd TAATACGACTCACTATAGGG FWD

Sequencing primer

T3 Promoter - Reverse
T3Rev ATTAACCCTCACTAAAGGG REV

Sequencing primer
T7-ArgK_F yGAyCCsATCATyGAGGACTACC FWD ArgK - Arginine Kinase
T3-ArgK_R AGIrTGGTCCTCCTCrTTGCACCAVA REV ArgK - Arginine Kinase

ATP-dependent RNA
T7-DDX23_F ACAAAAGATAAAGAACGTgargargargcha  FWD

helicase DDX23

ATP-dependent RNA
T3-DDX23_R TGATCTTTTTCAgaccartghckrtcatccc REV

helicase DDX23
LepWG1_F GARTGYAARTGYCAYGGYATGTCTGG FWD Wingless Nuclear Gene
LepWG2_R ACTICGCRCACCARTGGAATGTRCA REV Wingless Nuclear Gene
LepWG2a_R ACTICGCARCACCARTGGAATGTRCA REV Wingless Nuclear Gene
Ca-ATPase_F GAAtacgarccbgaaatgggwaarg FWD Calcium ATPase
Ca-ATPase_R cdccrtgrgeggggtcgttraagt REV Calcium ATPase
ProSup_F GACAACAATCGACtggcayccnaaya FWD ProSup gene
ProSup_R CTGTCCAGTgactggaayttyttcatdg REV ProSup gene

Proteasome Subunit beta
PSb_F GCTGGGAGCTACTggvtgytggtgygay FWD

type-1

Proteasome Subunit beta
PSb_R AGATGCAGTCTCCAGTGTAGatrtcdckyt ~ REV

type-1

RNA  polymerase II
Ssu72_F CAGCTGACAGACCTaaytgttaygarttyg FWD

subunit A

RNA  polymerase II
Ssu72_R CCGATTGTAGCTTCTtcrtgrttrtcyt REV

subunit A
MDH(f GGAYATNGCNCCNATGATGGGNG FWD Malate Dehydrogenase 1
MDHr AGNCCYTCNACDATYTTCCAYT REV Malate Dehydrogenase 1

Carbamoyl-Phosphate
CAD743f GGGNGTNACNACNGCNTGYTTYGARC FWD

Synthetase 2, Aspartate

Carbamoyl-Phosphate
CAD1028r TTRTTNGGNARYTGNCCNCCCA REV

Synthetase 2, Aspartate
IDHdeg27F GGGWGAYGARATGACNAGRATHATHTG FWD Isocitrate Dehydrogenase
IDHdegR TTYTTRCAIGCCCANACRAANCCNC REV Isocitrate Dehydrogenase
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En el cas del gen Wingless vam utilitzar dos primers reverse diferents, el LepWG2_R i el
LepWG2a_R, ja que hi ha estudis que diuen que el LepWG2_R funciona millor. Per aquest
motiu varem utilitzar els dos per veure quin ens donava millors resultats.

Es va decidir utilitzar com a refereéncia les temperatures i cicles de PCR utilitzats pel grup de
recerca de nimfalids **. Aix0 vol dir una temperatura d’anellament de 55°C per aquests gens

nuclears.
3.5 Amplificacié per PCR

Per realitzar I’'amplificacié per PCR es van utilitzar dos volums diferents (Taula 9)

Taula 9 Diferents volums utilitzats per la PCR

Reactiu Volum final de 25uL Volum final de 50uL
Taqg-Ready Mix 12,5 pL 25 uL
FWD Primer 1 ML 1 puL
REV Primer 1ulL 1L
H,O 8,5 UL 21 uL
Mostra 2 UL 2 uL

A mesura que es feien les PCRs s’anava optimitzant la quantitat de mostra que s’afegia, ja
que a vegades amb 2pL no era suficient per obtenir una quantitat d’DNA per enviar a
seqlienciar. Per aquest motiu en diverses PCRs es va arribar a posar fins a 5uL de mostra
(reduint respectivament el volum d’H,0).

Es van utilitzar dos Taq polimerasa diferents, la primera polimerasa (Tag-ReadyMix)
provinent de Sigma® ens va donar mals resultats, i per aixo després vam utilitzar la NZYTagq
IT DNA polymerase provinent d’NZTtech*.

Esvan utilitzar diferents programes de PCR (Taula 10) depenent del gen que voliem ampliar.
Es van anar optimitzant les temperatures i temps per cada gen fins a trobar les que donaven
millors resultats. Apart d’aquests programes també es van realitzar altres estudis utilitzant
gradients per intentar determinar, sobretot en el cas de gens nuclears, quina temperatura era

la ideal per ’'amplificacié. Els gradients més utilitzats eren de 50 a 57°C o de 50 a 55°C.
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Taula 10 Programes del termocycler utilitzats per la PCR

Nom del

Parametres

programa

Descripcid

LEPCOI2 [1 min at 94°C, 1,5 min at 45°C, 1,5 min at

Pream + 72°C]x5 cycles [1 min at 94°C, 1,5 min at 50°C,

50°C

1 min at 72°C]x35 cycles (Herbert et al., 2002)

LEPCOI2 [1 min at 94°C, 1,5 min at 50°C, 1 min at

50°C

72°C]x35 cycles

3 min at 94°C [0,5 min at 94°C, 1 min at 60°C -

Touchdown 0,4°C/cycle, 1,5 min at 72°C]x24 cycles [0,5 min

LEPWGLS at 94°C, 1 min at 50°C, 1,5 min at 72°C]x16

LepCOlo4

cycles, 10min 72°C

1 min 94°C [0,5 min at 94°C, 1,5 min at 45°C,
1,5 min at 72°C]x5 cycles [1,5 min at 94°C, 1,5
min at 50°C, 1 min at 72°C]x35 cycles, 5 min

72°C

LEPNUC [1 min at 94°C, 1,5 min at 53°C, 1 min at

53°C

72°C]x35 cycles

LEPNUC [1 min at 94°C, 1,5 min at 55°C, 1 min at

55°C

72°C]x35 cycles

Utilitzat per amplificar COI. Fa una
primera preamplificaci6 per obtenir
més quantitat de DNA al cost de una
pitjor qualitat.

Utilitzat per amplificar COI. Sense
preamplificacid.

Utilitzat per amplificar el gen
Wingless. Es va decidir utilitzar una
Touchdown PCR per intentar
millorar I’especificitat de
I’anellament de primers per
Wingless.

Utilitzat per amplificar COIL. Fa una
preamplificacid, i millora una mica
els temps de LEPCOI2 Preamp. Es va
utilitzar aquesta en mostres que la

anterior no funcionava.

Utilitzat per amplificar gens nuclears.

Utilitzat per amplificar gens nuclears.

Un cop quantificat i valorat es fa una PCR utilitzant el primer especific pel nostre gen per

amplificar la regi6 del gen en especific. S’utilitza un primer cicle d’amplificacié a baixa

temperatura (45°C) que permet una primera amplificacié imprecisa que millora el resultat

final quan s’amplifica a 50°C.

Per comprovar els resultats de la PCR i veure la longitud dels fragments del DNA es fa una

electroforesis amb un gel al 1% d’agarosa. S’utilitza 2,5uL de colorant SYBR™ per tenyir el

gel, i cada mostra es tenyeix amb 2,5uL de buffer 5x, es posen 10pL de mostra a cada

pou.
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3.6 Purificacid i Seqiienciacio
A partir dels resultats obtinguts de I’electroforesi després es decideix si es pot enviar el
producte de PCR a seqiienciar o no. Si per exemple es veu que ’electroforesi conté bandes
no desitjades es pot purificar la inica banda que ens interessa o es pot decidir tornar a repetir
la PCR canviant els parametres del termocycler. A més es pot comprovar la qualitat de la
banda utilitzant I’espectrofotometre. Aquest aparell mesura la densitat optica de la mostra i
obtenim la concentraci6 de DNA en ng/pL. A més ens dona una serie de ratis de
I’absorbancia a diferents longituds d’ona que ens indiquen diversos aspectes sobre la

qualitat:

A260/280: Aquest rati ens diu la puresa del nostre DNA, amb un rati del voltant de 1.8 es
considera que tenim una mostra pura ¥, per tant si el nostre producte amplificat o ja purificat
per enviar a seqiienciar es troba al voltant d’aquest valor, obtindrem segurament un bon
resultat i és recomanable enviar-lo a seqiienciar.

A260/230: Aquest rati ens indica la quantitat de contaminants presents a la mostra, es
considera lliure de contaminants si esta al voltant de 2.0 a 2.2. Si aquest rati dona un valor
baix pot indicar que tenim contaminants que absorbeixen a 230nm ¥. Aquest valor més baix
pot ser degut a que els kits comercials d’extraccié utilitzen guanidina en un dels tampons, si

es fa una bona centrifugacio final no hauriem de tenir-ne.

Aquests ratis i la quantitat de DNA s’utilitza també per mesurar la quantitat i la qualitat del

DNA ja purificat que s’envia a seqiienciar, ja que es recomana enviar entre 80 i1 100 ng/pL.

El producte provinent de la PCR ha de ser netejat abans d’enviar-lo a seqiienciar, ja que conté
primers no anellats, nucleotids, i restes de polimerasa.

S’han utilitzat dos métodes diferents per purificar el producte de la PCR: utilitzant un kit
exprés per la neteja i purificacié del DNA amplificat i utilitzant uns enzims que netegen
I’DNA.

Kits comercials:

S’han utilitzat dos kits comercials de dos marques diferents per realitzar la purificacié: el kit
de Qiagen QIAquick® Gel Extraction kit *, i més endavant el kit d’NZYtech NZYGelpure® **,
ja que es va comprovar que donava els mateixos resultats que el de Qiagen a millor preu.
Aquests kits son molt semblants als kits d’extraccié i purificacié de DNA de les respectives
cases comercials, pero sense el pas d’extraccid. Estan dissenyats principalment per purificar
gels d’agarosa que contenen DNA, perd també es poden utilitzar per purificar productes de

PCR. Utilitzen columnes amb membranes de silice i varis bufters (binding buffer, wash
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buffer, elution buffer) per netejar tot aquest producte de tots els possibles contaminats i
deixar només el DNA de doble cadena utilitzant varies centrifugacions. S’ha fet servir el

protocol de cada un d’aquests kits comercials que es troben a I’annex.

Purificacié enzimatica:

Un altre métode de purificacié que es va aplicar més endavant i amb el que obtenim resultats
tan bons com els dels kits comercials és utilitzar un parell d’enzims que “netegin” el nostre
producte de PCR.

Aquest metode de purificacié desenvolupat per New England BioLabs Inc. Consisteix en
utilitzar Exonucleasa I i Shrimp Alkaline Phosphatase (fosfatasa alcalina de gamba),
altrament coneguda com rSAP, per eliminar els fragments de primers i ANTPs que es troben
al producte de PCR. #

L’exonucleasa I degrada els primers residuals que no s’han anellat ja que catalitza
’eliminacié de fragments de DNA d’una sola cadena en direccié 3’ a 5’ . Aixo vol dir que no
afecta el nostre DNA ja amplificat que és de doble cadena. *

La rSAP elimina els fragments dNTP del producte ja que els hidrolitza i els desfosforila.
Apart de sortir més barat que utilitzar un kit, també és més rapid ja que simplement s’ha de
posar les quantitats indicades (1L de rSAP i 0,5uL de Exo I per cada 5pL de mostra) i s’ha
de posar a incubar uns 15 minuts a 37°C i 15 minuts més a 80°C per aixi inactivar els enzims.
2

Un cop realitzada la purificacié del producte i comprovat que la quantitat de DNA provinent
de la PCR és la recomanada, mitjan¢ant la lectura de I’absorbancia, s’envia a seqlienciar a
Eurofins Genomics. El producte que enviem conté entre 5hL i 7,5UL de mostra, i 2,5HL de
primer Forward o Reverse. El volum de mostra el determinem a partir de la mesura del

nanofotometre.
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3.7 Obtencio de la seqiiéncia a partir del cromatograma Sanger

El resultat de la seqiienciaci6 arriba per correu en forma de diferents formats d’arxius entre
ells dos FASTA, un amb el tros de la seqiiencia amb més qualitat, i un amb tota la seqliéncia
(unclipped). Pero el format que ens interessa és el .ab1, aquest tipus d’arxiu conté molta més
informacié que un FASTA. Aquest arxiu conté la informacié necessaria per construir un
cromatograma de la nostra seqtiéncia. El podem obrir utilitzant el programa Chromas * i

observem el segiient:

¥ 50DE15_59641599_59641599.ab1 - Chromas - O X
File Edit Options Help
= A 4 = £
= v é ] M &= i Pe— Sample: 596
Open Export Print Mext Find Reverse Enhance
500 510 520 530 540 550
[ A SRR RRRRRRRRRIRRRRIIRERIRERIRRDRIDRAEREIRERRRERRIRNRIERRAERRIRNDRN]N]
CCATTATTITATTTIGAGCTIGTAGGRATTACTGCAT TTITTIATTATTIATTIATCATTACCAGTITT R
< >

Figura 12 Arxiu .abl1 obert amb el programa "Chromas”.

Cada base esta representada per un color diferent, i la seva qualitat esta representada per la
forma dels pics. Com més alts son els pics més “intensitat” té aquella banda, és a dir, més
probabilitats hi ha que aquella banda sigui la base que ens indica. Els quadres de dalt
indiquen la qualitat, com més plens del color de la base més qualitat.

Aquest arxiu conté a més la informaci6 de possibles al-lels, ja que registra la intensitat de
totes les quatre bases en cada posici6 de la seqiiéncia.

Es a partir d’aquestes dades que podem construir doncs la seqiiéncia consens a partir d’un
arxiu .ab1l que contingui la informaci6 del gen en direccié “Forward” i un altre arxiu .ab1

&3

que contingui la informacié del gen en direccid “Reverse”.
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Us d’ un Script amb el llenguatge R per poder construir la seqiiéncia:

Utilitzant un script d’R* amb I’ajuda del programa informatic R Studio** podem construir
amb facilitat una seqiiéncia consens entre els dos arxius forward i reverse, a més podem
construir un cromatograma que ens mostri les basecalls primaries i secundaries, és a dir les
primeres i segones bases amb més intensitat de la seqlienciacié.

L’script utilitzat ha set dissenyat per poder obtenir seqiiencies consens de qualitat de tots els

arxius .abl que tinguem, és a dir funciona a mode de batch.
L’script utilitza els paquets i funcions segiients:

R Markdown “*#7: Es un marc de creacié personalitzat per ’estudi de dades. Aquest tipus de
fitxer .Rmd permet construir codi d’'una manera molt entenedora, ja que podem separar
seccions de I'arxiu en: Metadades, Text i “Code Chunks”, o sigui blocs de codi. A més té
I’avantatge que pots exportar automaticament el teu script a HTML al clic d’una tecla. A més
ens ha permes mantenir I’script actualitzat constantment entre ordinadors mitjangant Git i

vinculant el teu script a GitHub.

SangerseqR *: Es el paquet amb més pes de tot I’script, ja que és el que s’utilitza per llegir la
informaci6 que contenen els nostres traces .ab1 mitjangant la funcié read.abif(). Mitjangant
la funcio sangerseq() del mateix paquet, convertim I’abif a un objecte sangerseq. Aquest tipus
d’objecte és necessari per poder realitzar funcions que ens donin els cromatogrames, i també
per trobar les basecalls primaries i/o secundaries.

Aquest paquet també conté la funcié chromatogram() que ens serveix per imprimir un
cromatograma d’un dels nostres traces per aixi observar on es troben les bases amb millor
qualitat. A més aquesta funci6 et permet crear un cromatograma en que es poden veure les

basecalls primaries i secundaries. (Figura 13)

Trim.mott() ¥ : Aquesta funci6 ens dona les posicions per on s’ha de retallar els extrems de

les seqiiencies que tenim en forma d’objecte sangerseq per aixi quedar-nos només amb el

fragment de més qualitat, ja que el principi i el final de un trace sol tenir pitjor qualitat que

la part central. Aquesta funcid es basa d’un rati (per defecte 0.33) que li serveix per detectar

aquelles bases amb menys qualitat. Com més baix és el rati menys estricte és. Aquesta funcié
0

necessita a més els paquets segiients: Seginr *, ape °', phangorn 5>, stringi *, stringr =,
DECIPHER *.

32



180

360

544

FACULTAT
DE CIENCIES
| TECNOLOGIA

UVIC | UVIC-UCC

GN'GIGTTAGATTTCGATC GTTANTAATATAGTANTAGCTCCTGCT \TGCTGTAATACCTACAGCTCATAC T GGTATTTGATC \TATTAATT
GN'GIGTTAMGATTTCGATCAGTTAATAATATAGTAATAGCTCCTGCT TGCTGTAATACCTACAGCTCATAC T GGTATTTGATC \TATTAATT
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Figura 13 Cromatograma de la regié de COI amplificada amb primers LCO/HCO d’una E.
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predotae (MSE_17) que mostra les “primary basecalls” i les “seconadry basecalls”, aixi com la
zona de baixa qualitat que ha eliminat la funcio trim.mott en linies obliqiies vermelles, i en
ombrejat blau els possibles polimorfismes.

Biostrings *”: Aquest paquet conté la funcié pairwiseAlignment() que ens permet fer un
alineament entre les seqiiencies Forward i Reverse un cop hem eliminat els extrems que tenen
pitjor qualitat utilitzant la funcié trim.mott(). També conté la funcié consensusString() que
la utilitzem per obtenir la seqiiencia consens (Figura 14) a partir d’un alineament, que ens
servira per construir I’arbre filogenetic juntament amb la resta de seqliéncies consens de les

altres mostres.

|>MSE736 -Lithosia quadra-COI-5P
TCATTAAGATTATTAATTCGAGCAGAATTAGGAAATCCAGGATCCTTAATTGGAGATGATCAAATTTATAATACTATTGTAACTGCTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAG
TTATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCATTCCCTCGAATARATAATATAAGTTTTTGATTATTACCCCCCTC
TTTAACCCTTTTAATTTCAAGAAGAAT TGTAGAAAATGGAGCAGGAACAGGATGAACAGT TTATCCCCCACTCTCATCAAATATTGCCCATAGAGGTAGTTCCGTAGATTTAGCC
ATTTTTTCTTTACAT TTAGCAGGTATTTCTTCTATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTACCACAATCATTAATATACGATTAAATAAATTAATATTTGATCAAATACCTCTATTTG
TATGAGCTGTAGGAATTACAGCATTTTTATTACTTTTATCATTACCTGTATTAGCTGGAGCTATTACTATACTTCTAACAGATCGAAACCTCAAT

>MSE_B2-Eilema caniola-COI-5P
TTAGATTATTAATTCGAGCAGAATTAGGAAATCCTGGATCATTAATTGGAGATGATCAAATCTATAATACTATTGTAACTGCTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTTAT
ACCTATTATAATCGGAGGATTTGGAAATTGACTAGTTCCTCTTATATTAGGGGCCCCTGACATAGCATTCCCTCGAATAAATAACATAAGTTTTTGACTACTTCCCCCCTCTTTA
ACATTACTTATCTCAAGTAGAATTGTAGAAAATGGGGCAGGAACTGGATGAACAGTTTATCCCCCACTTTCATCTAATATTGCCCATAGAGGTAGTTCTGTAGACTTAGCTATTT
TTTCTTTACATTTAGCAGGTATTTCTTCTATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTACAACAATTATTAATATACGATTAAATAAATTAATATTTGATCAAATACCTTTATTTGTATG
AGCCGTAGGGATTACAGCATTTTTACTACTTTTATCTTTACCAGTTTTAGCAGGAGCTATTACAATACTATTAACTGACCGAAATCTTAAT

Figura 14 Seqiiéncies consens obtingudes a partir de I’script
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3.8 Generacio d’arbres filogenétics

Per poder generar els arbres filogenétics s’utilitza un altre script d’R Markdown que ens fa
un alineament entre totes les seqiiéncies consens i ens calcula doncs les distancies. Es a partir

d’aquestes distancies que després podem construir I’arbre filogenetic.
L’script utilitza els paquets i funcions segiients:

Biostrings *7: S’utilitza la funcié read DNAStringSet() per llegir I’arxiu .fasta que conté les
nostres seqiiéncies consens que hem generat amb laltre script juntament amb altres

seqliencies verificades (de cada una de les nostres especies) descarregades de BOLD.

MSA *%: Aquest paquet conté diversos algoritmes necessaris per poder realitzar I’alineament
multiple de seqiiencies. Conté ClustalW, ClustalOmega, i MUSCLE. Utilitzant la funcié
msa() podem alinear les nostres seqliencies consens utilitzant I’algoritme que desitgem. Per

defecte hem utilitzat ClustalOmega ja és el que ens ha donat millors resultats.

Seqinr *°: Utilitzem aquest paquet utilitza pairwise per crear una matriu de distancies de les

seqliéncies ja alineades. Ho fem amb la funcié dist.alignment().

Ape *': Si utilitzem la funcié njs() d’aquest paquet amb el resultat de la matriu obtinguda a

partir de seginr podem generar un arbre filogenétic simple.
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4. Resultats i Discussio

4.1 Optimitzacio

Taq Polimerasa:

Es va comencar per realitzar diverses amplificacions de COI de mostres molt fresques
obtingudes de l’assignatura de Molecular Biology Technics utilitzar la Tag-ReadyMix
provinent de Sigma® . Al veure que la amplificacié no donava resultat incts en les mostres
més fresques (Figura 15) es va decidir canviar de polimerasa i utilitzar la NZYTaq II DNA
polymerase provinent d’NZTtech*. Aquest reactiu va donar millors resultats que la de Sigima
i per aquest motiu es va decidir utilitzar aquesta polimerasa en la resta de reaccions. Tot i
que el control positiu va sortir correcte en la de Sigma, no es va observar cap amplificaci6
dels gens, en canvi si ho comparem amb la Taq polimerasa de NZYtech es pot observar que

hi ha hagut amplificacié.

Figura 15 Comparacié entre la polimerasa provinent de Sigma i la de NZYtech.
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L’extraccio utilitzant un kit comercial té més possibilitats d’éxit que una extraccid
utilitzant el metode del chelex:

Per mostres fresques de lepidoptera capturades i de seguida guardades es poden obtenir bons
resultats si es realitza una extraccié amb chelex d’inicament dues extremitats de I’insecte.
Per mostres seques es va comprovar que els kits comercials donaven millors resultats que

Pextraccié amb chelex.

Després de realitzar un total de 119 PCRs utilitzant la técnica d’extraccié amb chelex i kits
comercials podem observar que els kits comercials tenen una lleugera avantatge pel que fa a
nombre d’exits. El percentatge d’eéxits amb chelex és del 41,18% mentre que el percentatge
amb kit és del 48,53%. Per tant tot i sortir més car hi ha més possibilitats d’exit, i és
recomanable utilitzar el kit si vols analitzar una mostra valuosa o unica, ja que utilitzant

chelex és més probable que no s’ obtinguis resultats i es perdi alguna mostra.

Comparacié amplificacié COI per Chelex o Kit comercial Comparacié amplificacié COI per Chelex o Kit comercial
(Percentatges) 80
100%
70
90%
80% 60
F0%
50
ook 8
8 5w
1] 50% =]
8 b=
= o 30
30%
20
20%
10
10%
o Chelex Kit ¢ Chelex Kit
m Percentatge Correcte 41,18 48,53 m COI Correcte 21 33
m Percentaige Fallit 58,82 51,47 m COI Fallit 30 35
Figura 16 Comparacid entre ’extraccié amb Chelex i Kit Figura 17 Grafica comparativa entre les amplificacions
comercial mitjangant el percentatge d’éxits en ’amplificacié mitjangant PCR utilitzant extraccié amb chelex i kit
de COI comercial
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L’estat de conservacid i I’edat, un factor crucial per obtenir bones amplificacions de COI
per PCR:

Les mostres de col-leccié analitzades varien molt tant en edat com en estat de conservacio.
Les més joves van ser capturades el 2018, mentre que les més velles es van capturar el 1994.
Aquesta diferéncia d’edat fa pensar que les possibilitats d’éxit de les mostres velles sén molt
més baixes que les mostres noves.

Es realitza una grafica per comprovar-ho (Figura 18). S’ha de tenir en compte el factor
nombre de mostres, ja que hi ha més mostres noves que velles en tota la col-leccio.

Aixi s’observa que mostres de fa més de deu anys, com per exemple les del 2004 tenen un
percentatge d’éxit molt baix comparat amb les que van ser capturades el 2018.

Curiosament es va poder amplificar correctament la mostra més antiga, del 1994. Aquest
resultat deu ser degut al fet d’utilitzar el metode més drastic d’extraccié DNA, extraient-lo
de I’'abdomen amb un kit comercial.

El percentatge d’exits total és del 45,38% i el de fracas del 54,62%, per tant podem dir que hi
ha un 50% de probabilitats d’aconseguir un resultat sigui de la mostra que sigui.

Si mirem les mostres del 2018 podem observar que el percentatge d’exit es dispara fins al
70%, i es pot veure clarament que a mesura que es va incrementant ’edat de la mostra també

comenga a augmentar el percentatge de fracassos.

®

R

R

®

oo Percentatge de mostres de COI amplificades per edat
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40
30
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1994 | 2000 2002 2003 2004 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2013 2014 2015 | 2016 2017 2018 Tota
m Percentatge correcte. 100 0 0 20 8 33 100 17 100 67 0 27 100 50 1000 36 70 45,38
m Percentatge fallit 1] i00 100 @ 80 a2 67 0 83 4] 33 i00 73 0 50 0 64 30 54,62

Mostres
2R R B B

R

Figura 18 Percentatge d’éxit d’ amplificacié de COI relacionat amb I’edat de la mostra.
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S’ha de tenir en compte, pero, que els es van analitzar més mostres del 2017-2018 que
mostres més antigues, com les del 1994, 2000, 2006, 2007,2011 i 2014, que només es va
analitzar una mostra. A la figura Figura 19 es pot observar que hi ha moltes més mostres
noves que velles, i per tant els percentatges del 100% d’exit del 1994, el 2007 i el 2009, per

exemple, no son fiables.

Amplificacié de COI per edat de la mostra

35
30
a5
o 20
L¥]
=
4
7]
§ 15
10
5 I
1904 2000 2002 2003 2004 2006 2007 2008 2000 2010 2011 2013 2014 2015 | 2016 2017 @ 2018
m COI correcte 1 i} 1] 1 1 1 1 1 1 2 L] 3 2 B 4 5 23
-CO]fa]]it [}] 1 4 4 12 2 1] 5 [}] 1 1 8 i B 1] ] 10

Figura 19 Nombre de mostres amplificades correctament o malament relacionat amb ’any de captura.

Diferents kits comercials, mateixos resultats:

Tant per l'extraccié com per la purificacié es van utilitzar dos kits comercials de cases
diferents. Per ’extraccid es va utilitzar el DNeasy® Blood & Tissue kit de Qiagen ** i el NZY*®
Tissue gDNA Isolation Kit de NZYtech®, per la purificacié el kit de Qiagen QIAquick® Gel
Extraction kit %, i més endavant el kit &’NZYtech NZYGelpure® *.

Pel que respecta a I’extraccio es va observar que les mostres extretes utilitzant
el kit de Qiagen donaven uns millors resultats en la PCR que les obtingudes a
partir del kit comercial de NZYtech (Figura 20). Pero no es poden treure
conclusions definitives ja que aquest resultat poden ser degut a que la quantitat
de DNA present en la pota extreta era menor en NZYtech que en Qiagen, per
aquest motiu es va utilitzar principalment el kit de Qiagen, perd quan aquest

es va acabar es va utilitzar el kit d'NZYtech i no va donar cap problema.

Figura 20 PCR on es compara la qualitat de I’extracte del kit
d’extraccié d’NZYtech i el kit de Qiagen
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Pel que respecta a la purificacié del producte de PCR es va comprovar que tots dos kits

comercials donaven els mateixos resultats (Taula 11), una quantitat for¢a baixa de DNA en

tots dos, perd de bona qualitat. La baixa concentracié de DNA en aquestes mostres és

esperable degut a I’edat i I’estat de conservacio.

En el cas de NZYtech NZYGelpure® *, es pot observar que el rati A260/A280 és més elevat,

el que indica una concentraci6 elevada de contaminants com ara proteines. Aquest valor,

pero, estd influenciat també pel valor del pH, per tant no podem assegurar que tingui

contaminants.

Taula 11 Programes del termocycler utilitzats per la PCR

Kit de purificacio A260/230 y
Comercial A260/A280 (Puresa) (Contaminants) Concentracié (ng/pL)
[Aquick ® Gel
ot 37 2 0,02 11
Extraction kit
NZYtech
38 2,455 0,012 13,5

NZYGelpure®

Purificacié utilitzant el métode enzimatic:

Pel que respecta a la purificacié enzimatica utilitzant Exonucleasa I i Shrimp Alkaline

Phosphatase, es va realitzar una purificaci6 utilitzant aquest metode i es van obtenir els

mateixos resultats que utilitzant un kit comercial (Figura 21).

File Edit Options Help

=

File Edit Options Help

= v W | 2 F ¥ o T I Sy e
Open Export | Print Met  Find | Reverse Enhance Open Export Find | Reverse Enhance
150 160 170 180 180 s 22
LT T 1 1T Fepeppa EEEREEEEEEER EEEEEEEE ANl AN N e EEEEEEEEEEEER
FATCRACIGAGCGGITIGATGTITIATA ACITGIGAGGARAGAGIATACGAT GGAR AGTATACGATCRAG TCATAGAATGGITIGGTT
| i
i3 A 4 ) L. mLU N\ LAY e

Figura 21 Comparacié entre dues seqiiéncies .abl. La seqiiéncia A va ser purificada utilitzant un kit comercial,

la figura B va ser purificada utilitzant el métode enzimatic.
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COI pre-amplificacid o sense: Es van utilitzar dos protocols de PCR per 'amplificacié del
COL un d’aquests conté una etapa de pre-amplificacié a 45°C durant 5 cicles i 35 cicles a
50°C. Es va voler comprovar si aquest pas augmentava la quantitat de DNA amplificat, per
tant es va comparar amb un altre protocol de PCR que elimina aquesta pre-amplificacié i fa

només 35 cicles a 50°C.

Com es pot observar en el gel (Figura 22) hi ha poca diferéncia entre I'un i I’altre, les bandes
que surten més fortes sense pre-amplificacié tenen una mica més d’intensitat amb pre-
amplificacid, mentre que passa el contrari amb les bandes més fluixes.

Si per exemple ens mirem la mostra 68K podem observar que no s’observa cap banda amb
pre-amplificacid, en canvi quan es fa una PCR de la mateixa mostra utilitzant un protocol
sense els 5 cicles a 45°C s’observa que apareix una banda molt fina. Sens dubte aquesta banda
no és suficient per enviar a seqlienciar i obtenir bons resultats, pero ens indica que el protocol

sense pre-amplificaci6 pot tenir una lleugera avantatge sobre I’altre protocol.

Per aquest motiu és recomanable no utilitzar pre-amplificacié en mostres dificils, ja que es

pot es pot estalviar temps utilitzant un protocol sense pre-amplificacio.

Figura 22 Gel que mostra el resultat de una PCR sense pre-amplificacié del DNA, i una utilitzant el protocol

que realitza 5 cicles a 45°C.

També es va provar d’utilitzar un protocol per
gens nuclears amb 5 cicles de pre-amplificaci6 a
45°C i 35 cicles a 55°C per amplificar el gen
nuclear ArgK. Els resultats obtinguts de la PCR
observats amb un gel d’agarosa (Figura 23) ens
indiquen que no és recomanable utilitzar un pas

de pre-amplificacié ja que augmenten molt

, . . Figura 23 Gel d’agarosa que mostra les bandes

els anellaments no especifics i després
obtingudes després de fer 5 cicles de pre-amplificacié a

s’obtenen resultats poc definits. R .
45°C i 35 cicles a 55°C per amplificar el gen nuclear

ArgK.
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Comparacio entre els primers de COI LepF1/LepR1 i LCO/HCO:

Es van utilitzar dos parells de primers per ’amplificacié del COI: LepF1/LepR1 i LCO/HCO.
Tots dos amplifiquen regions semblants d’aquest gen, i obtens productes de la mateixa
llargada d’unes 600pb.

Es va comprovar que en alguns casos LCO/HCO donava millors resultats que LepF1/LepRI1.

En el gel es pot veure com en la mostra MSE_08K s’obtenen
millors resultats utilitzant el parell de primers LCO/HCO que
utilitzant LepF1/LepR1, en canvi la resta de mostres es pot
veure que no hi ha diferencies visibles. Per tant es va decidir

utilitzar-los per defecte i fer servir els altres en mostres

concretes en que LCO/HCO no donessin resultat.
Figura 24 Comparacio entre els
dos parells de primers per COI

utilitzats.
Possibilitat d’utilitzar el gen Wingless en Eilema:

Es van dur a terme una serie d’experiments per determinar si aquest gen podria servir com
a candidat per I’estudi. Es van utilitzar tres primers diferents, WinglesFWD i Wingless2 i 2a
pel REV.

Es van fer diverses PCRs amb diferents parametres i es va comprovar que la qualitat de
I’amplificacié no era prou bona per poder-lo utilitzar com a barcode, principalment degut a

amplificacions de regions erronies degut a un mal anellament dels primers.

Degut als primers resultats que ens indicaven un mal
anellament dels primers es va decidir fer una
Touchdown PCR per intentar augmentar ’especificitat
d’aquests. Aquests tipus de PCR consisteixen en fer uns
cicles a una temperatura d’anellament elevada i anar-la
disminuint fins a la temperatura d’amplificacié

desitjada. Al augmentar la temperatura I’anellament es

fa més especific, fet que redueix el nombre de primers Figura 25 Touchdown PCR pel gen Wingless
mal anellats.

Malgrat tot encara obteniem anellaments incorrectes (Figura 25). Per tant vam decidir
abandonar aquest gen i centrar-nos en altres gens nuclears com ara el DDX23, ArgK, PSB,
ProSup, CAD, SSU72.
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Banc de gens nuclears :

Després de descartar el gen Wingless es va realitzar un seguit de PCRs per determinar
possibles gens nuclears que es podrien utilitzar com a complement per I’estudi.

Es va comengar per estudiar la possibilitat d’utilitzar els gens nuclears ArgK i DDX23. En
algunes mostres es va aconseguir amplificacié de DDX23 utilitzant un programa de PCR a
55°C, pero en la majoria de mostres en que es va realitzar una PCR per amplificar DDX23 es
va observar que no donava bons resultats.

En canvi ArgK era més fiable que DDX23, ja que com es pot veure en el gel obtenim

amplificacié d’aquest gen en les mostres que no hem obtingut amplificacié de DDX23.

Figura 26 Gel d’agarosa en que es veu el resultat de ’amplificacié de ArgK i DDX23 per les mateixes mostres.

Més endavant es va observar que ArgK no era prou consistent (Figura 27), ja que tot i que
no hi ha problema en amplificar aquest gen en mostres fresques, quan s’utilitza en mostres
més velles de la colleccié I'amplificacié es redueix molt i practicament no s’obté
amplificacid. Es van provar varies temperatures (52, 53, 54, 55, 56, 57°C), perd no es va
obtenir cap resultat que indiqués que la temperatura tenia alguna influéncia en la falta de

resultats.

Figura 27 Gel d’agarosa on es mostra el resultat de ’amplificacié d’ArgK de diverses mostres d Eilema.
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Es va realitzar un banc de tots els gens nuclears
disponibles (Psb, SSU72, CAD, IDH, MDH, Ca-ATPasa,
ProSup). Es va utilitza la mostra MSE_08K, una Eilema
sororcula extreta utilitzant kit i que va haver de ser diluida
degut a la seva gran quantitat de DNA. Aquesta mostra de
tanta qualitat ens va servir per realitzar una PCR amb tots
els primers d’aquests gens. Es va utilitzar el protocol

LEPNUC: [1 min a94°C, 1,5 min a 55°C, 1 min a 72°C]x35

cicles. Figura 28 Resultats obtinguts del banc de
El resultat obtingut d’aquesta PCR (Figura 28) ens mostra nuclears realitzat amb la mostra

tres possibles candidats, el gen Psb, el SSU72 i el ProSup.

Sabent aixo es van realitzar varies extraccions de mostres seques per comprovar la seva

viabilitat en aquestes mostres més complicades.

Figura 29 Resultat de PCR en que es veu I'amplificacié de Psb, SSU72 i ProSup per les mateixes mostres.

Es pot observar (Figura 29) que 1'inic gen que va donar bona amplificacié amb totes és
I’SSU72. Per aquest motiu es va decidir utilitzar aquest per complementar I’estudi sobre el
COI. Malgrat els seus bons resultats algunes mostres sequenciades ens van arribar en mal
estat, molt probablement degut a un error en la purificacié. Per aquest motiu moltes mostres

a les que es va realitzar I’amplificacié d’aquest s hi falta la seqiiéncia.
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4.2 Estudi bioinformatic de les dades:

183

363

541

Es van obtenir un total de 114 traces, formats per seqliéncies forward i reverse. Aquestes
seqiliéncies es van alinear utilitzant I’script d’'R Markdown *. A partir d’aquests traces es van
obtenir un total de 57 seqliéncies consens, juntament amb 57 cromatogrames (un per cada
una). A partir del cromatograma es va poder observar la qualitat de cada una d’elles i
descartar les que es tenien una qualitat baixa o es veia alguna anomalia (pics irregulars, molt
poca seqiiencia conservada després de retallar-la per la qualitat).

Com a exemple, en el cromatograma de la mostra MSE_02 podem observar que cada base té
un color assignat, i també veiem que s’hi representen les dues basecalls a sobre dels pics,
aquestes son les primeres i segones bases més probables de trobar en aquell punt de la
seqliencia. Alla on hi ha un sombrejat blau és on hi ha una diferencia entre aquests basecalls,
iaixo potindicar o bé un polimorfisme o un error durant la sequenciacié. Als extrems es pot
observar unes regions ratllades en vermell, aquestes regions son les que I’script elimina
mitjangant la informacié de la funcié trim.mott() , que ens indica les regions a on es troba la

nostra seqiiéncia de qualitat, i les regions de pitjor qualitat que poden ser eliminats.

GACAOEA TG /T OPITGAAA GAGTATT AR GATTTC GGTCAGTT 2 TAGTAT TGT AATAGCT

SCT. ar 5 AT TTGATCAAATATTAATT

CTGGTARAGHT A% GTA GTAAA AATGET GTAA TC CAAATARAGGTAT
TG T TG AT GRAGAA G GRATT A% GATTTC GGTCAGTT 2 T GIAT TGT AT GOTCCTGET A AA CTGG TAAA GATA A GIA GIAAA A TGCTGTAR TGCE TACGGCTCATACA A ATA A AGGTATTIGATC A% ATATTAATT
// “ ) ‘
o T m AL
i ! V| i | I { | | i VL

270 ,.j._- ‘ ‘ N “. Uhix _LL,. haolls l MATLVAANA . AN l ARKLANA l l (L ‘ LU |
D ANIC GTATATT AXTA A TET TGTANT AAANT T4 ATA GG TCGTAAA ATAGAAGH ATACS TGCT A7 ATGTAAA G rrGer 67 ACT ACETCT AT GCAT ATTAG AT GAA AGIGGGEGATA A ACTG T CATCCAGITCC TECCCCATT TG /CAAT 1T AC
TATTTAATC G TATATT AATA T TGT TGTAAT T TAATAGCTCCT. TAGAAG! TACC TGCT TGT. G TAGCTAAGTCTACAGAACT ACCTCTATGSE GCAAT ATTAG AT G GTGGGGGAT. CTGTTCATCCAGTTCCTGCCCCATTTTCTACAAT TCTAC

TTGAGATAAGTAATG TTAAA GAGGG GGG 2 GTAGTC, CTTATGTT ATTTATTCGAGGGAATGCT ATGTCAG
TTGAGATAAGTAATG TTAAA GAGGG GGG 2 GTAGTC, CTTATGTT ATTTATTCGAGGGAATGCT

CCCTAATATAAGAGGAACTAGT CAATTTCCA ARTCCT OCGAT TATAATAGGTATAACTAT
CCCTAATATAAGAGGAACTAGT CAATTTCCA ARTCCT OCGAT TATAATAGGTATAACTAT

Ml ‘AA\WA“M/\““ANVV\A{*MW e o Attt

TTATA GATTT GAT CAT CICC AA TTAA TGATCCAGG AT TTCC TAATT CTGCTC GAATT TCTAAGAG AAGTTCCT ACCATAC CIGCTCAA I TCC T TATAATGT TCC AATAT CITT ATGATIGI GTTGAC
TTATA GATTTGATCAT CTCCAA TTAA TGATCCAGG AT TTCC TAATT CTGCTC GAATT AATAA TCT AR GAG AAGTTCCT ACCATAC CTGCTCAA T TCC T TATAATGT TCCAATAT CTTT ATGATIGT GTTGAC

Figura 30 Cromatograma generat per ’script d’R Markdown per la seqiiéncia de COI de la mostra MSE_02

(Eilema caniola)
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4.3 Arbre filogenetic

A partir d’aquestes seqiiéncies concens es va realitzar un alineament amb ClustalW utilitzant
R Markdawn ®, i es va generar un arbre filogenétic per cada un dels gens que teniem: CO],

ArgK, SSU72.

L’arbre filogenetic construit a partir dels barcodes del COI es va generar a partir de 63
seqliencies consens provinents de 19 especies diferents, 37 de les seqliencies provenen de
BOLD, ja que ens serveixen com a referéncia. Es van haver d’eliminar algunes seqiiéncies
per la seva qualitat per poder obtenir un millor arbre. L’arbre té una linia a escala que mostra

un 5% de diferéncia.

Si ens mirem ’arbre (Figura 31) des de dalt observarem el segtient:

1 - La Eilema marcida provinent de BOLD esta relacionada amb les dues Eilema caniola
(MSE_46, MBT _10) extretes al laboratori ja que comparteixen una branca comuna, és
possible ja que les dues sén molt semblants fisicament, pero hi pot haver un error
d’identificacié.

2 - La Eilema predotae MSE_17 s’agrupa correctament amb la mostra provinent de BOLD.
3 - MSE_21 s’agrupa correctament amb la Eilema lurideola provinent de BOLD.

4 - Totes les Eilema interpositella s’agrupen correctament juntament amb la provinent de
BOLD.

5 - La Eilema albicosta s’agrupa amb la seva parella de BOLD, i la Eilema albicosta witti, una
subespécie, queda alineada en una branca molt propera, pero es pot observar que hi ha una
lleugera diferencia.

6 - Les Eilema uniola s’agrupen entre elles, per tant aixo és correcte.

7 - Unes altres Eilema caniola s’agrupen separades de més amunt, aixo pot tenir dues
explicacions, o bé les dues Eilema caniola que s’agrupen prop d’una eilama marcida sén en
realitat marcida. O bé formen part d’un altre BIN. Pero és més probable la primera opcié ja
que Gnicament existeix un bin per caniola i fisicament les Eilema marcida i Eilema caniola
sén molt semblants entre elles i un error d’identificacié no seria estrany. A més les caniola
torstenii, una subespécie, s’agrupen correctament amb el grup de canioles que inclou la de
BOLD.

8 - La Eilema palliatella s’agrupa correctament amb el seu homoleg de BOLD, per tant
aquesta també podem dir que és correcta.

9 - Les Eilema complana i pseudocomplana tenen un nodul en comu, juntament també amb
la subespecie complana iberica per tant podem concloure que estan aparellades

correctament.
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10 - La Eilema pygmaeola pallifrons, una subespeécie de la Eilema pygmaeola, s’aparella amb
una pygmaeola de BOLD, que pot ser que sigui de la mateixa subespécie, pero també pot ser
que la nostra subespecie no sigui pallifrons i sigui pygmaeola pygmaeola.

11 - Les Eilema lutarella de BOLD s’agrupen entre elles.

12 - Un grup d’Eilema interpositella provinents de les practiques de 1’assignatura Molecular
Biology Techniques s’agrupa per separat de les de BOLD i les que han set analitzades en
aquest treball. I curiosament comparteixen una semblanga bastant important amb Eilema
rungsi ja que comparteixen node.

13 - Un grup d’Eilema sororcula s’agrupa correctament juntament amb la de BOLD, hi ha
una separacio entre les dos branques, segurament degut a que sororcula té diversos BINs, i
potser alguna de les nostres mostres correspon a BINs diferents.

14 - Lamostra MSE_08 hauria de ser una Eilema sororcula, pero es classifica juntament amb
les Eilema depressa, obtenim el mateix resultat si ens mirem I’arbre de I’ArgK (Figura 32).
Per tant aquesta mostra és possible que sigui una depressa tot i que visualment sembla una
sororcula.

15 - Les mostres MSE_01 i MSE_71 es troben separades de la resta segurament degut a la
qualitat de la seqiiencia, aquestes mostres contenien molt poc DNA amplificat.

16 - Les Eilema costalis s’agrupen entre elles a una distancia molt gran de la resta. Aixo
s’explica perque la qualitat de la seqliencia era bastant baixa, pero tot i aixo s’agrupen.

17 - La Eilema griseola s’agrupa amb la seva homologa de BOLD, per tant el resultat és
Iesperat.

18 - L’outgrup format per Lithosia quadra conté un Eilema bipuncta. Aquest resultat tant
inusual fa pensar que potser aquesta Eilema bipuncta podria ser una Lithosia quadra, ja que
les femelles de Lithosia quadra presenten dos taques ocelars a les ales igual que la bipuncta,

si bé que la mida de I'insecte és molt més gran.
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Eilema Pylogenetic Tree of Barcode Sequences from COI

OLD-IBLAQ1141-14|Eflema marcida|COI-5PIKY370539 1
MSE 46-Eilema caniola-COI-5P
DPT80007-18|UVie-MBT-10|Eilema caniolalCOI-5P
—:BOLDJBLAOEETJP\EHEma predotae|COI-5PIKY370616 2
MSE 17-Eilema predotae-COI-5P
rBOLD—LENOA 1160-11|Eilema lurideola|COI-5P|KX041770 3

WISE 21-Eilema lurideola-COI-5P
MSE 10-Eilema interpositella-COI-6F

n MSE 03-Eilema interpesitella-COI-5P
‘OLD-IBLAO529-12|Eilema interpositella| COI-5P|KY370596 4
-SDP780006-18|Uvic-MBT-08|Eilema interpositella|COI-5P
MSE 05-Eilema interpositella-COJ-5P
ISE 22-Eilema albicosta witti-COI-oP
OLD-IBLAOBS2-12|Eilema albicosta|COI-5P|KY370711 5
MSE 66-Eilema albicosta albicosta-COI-5P
|:BOLD-/BLAO§2?-12\EHEma uniola|COI-5P|KY370669
MSE 14-Eilema uniola-COI-5P 6
liMSE 54-Filema caniola torstenii-COI-5P
MSE 02-Eilema caniola-COI-5P
-SDP780002-18|UVic-MBT-13|Eilema caniola|COI-5P 7
DP780009-18|UVIC-MBT-15|Eilema caniola| COI-6P
—1 OLD-GWOTL154-13|Eilema caniola|COI-5P

4,—BGLD-FBLAO514-TZ|EHEME palliatella| COI-5PIKY370557 8
SE 13-Eilema palliatelia-COI-5P

-BOLD-GWOTF706-12|Eilema pseudocomplana|COI-5P|KX046760

ISE 18-Eilema complana-COI-5P

‘OLD-LENCA 1159-11|Eilema complana|COI-5P|KX041691
OLD-CGUKD330-09|Eilema complana|COI-5P 9

MSE 69-Eilema complana iberica-COI-5P
4|—7vrwﬁema complana-COI-5P
MSE 70-Eilema complana iberica-COI-5P
{OLD-LEA TB718-13|Eilema pygmaeola|COI-5P 10
MSE 16-Eilema pygmaeola pallifrons-COI-5P
'OLD-NOCJBO76-08|Eilema lutarella lutarella|COI-5P
OLD-ABOLB753-15|Eilema lutarella| COI-5P|MG522353 1 l
OLD-ABOLA134-14|Eilema lutarella| COI-5P
DP780010-18|UVIC MBT ZYE F 2|Eilema interpositella|COI-5P
4FDP780003718\UV167MBT73|ErJEma interpositella|COI-5P 1 2
'SDP780016-18|UVIC-MBT-04|Eilema Interpositella| COI-5P
EBOLDJBLAOBQ&iﬂEdEma rungsi|COI-5PIKY 370717
ISE 11-Eilema rungsi-COI-5P

DP780017-18/UVIC-MBT-12|Eilema sororcula| COI-5P
—FDF’?BOOO&TQUVrc—MBT—O'I\EHema sororculalCOI-5P
'SDP780001-18|12 E sororcula|Eilema sororculal COI-5P 1 3
DP780015-18|UVIC-MBT-02|Eilema sororculalCOI-5P
—EDPTBOOOS-‘IB\UWC MBT PSB F 4|Eilema sororculalCOI-5P
OLD-GWOR4227-09|Eilema sororcula|COI-5P|JF415370

OLD-PHLAHT35-12|Eilema depressa|COI-5P|KM573598
’—BDF'TBOO(MJE\Uwc-MBT-OQ\EHema depressa|COI-5P
-MSE 09-Eilema depressa-COI-5P
E 08-Eilema sorocula 4-COI-5P 1 4
MSE 08-Eilema sorocula 3-COI-5P
08-Eilema sorocula 1-COI-5P

MSE 71-Eilema lutarella lutarella-COI-5P 1 5 16
SE 01-Eilema depressa-COI-5FP

MSE 37-Eilema costalis-COI-5P
MSE 47-Eilema costalis-COI-5P

ﬁOLD'CGUKCJIUE'UQEHEmE griseola|COI-5P
LMSE 20-Eilema grisecla-COI-5P 1 7

ISE 36-Lithosia quadra-CO/-5P
gOLD'CGUKB375*09”_!"105!3 quadra|COI-5P
\—:MSE 29 Eilema bipuncla-GOI-5P 18
— 0.0 WSE 72-Lithosia quadra-COI-5P

Figura 31 Arbre filogenétic de les diferents espécies generat per R. Construit a partir de les seqiiéncies consens de COI

obtingudes.
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Els arbres dels gens nuclears com SSU72 i ArgK no ens acaben de donar els resultats desitjats
(Figura 32), ja que ens falten seqiiéncies i les que tenim ens donen uns resultats no gaire
bons. En el cas de 'SSU72 a I’arbre s’hi ha incorporat els resultats forward de diverses
mostres en qué no tenim el reverse. Podem observar que les dues mostres MSE_50, bipuncta,
s’alinean correctament com és d’esperar ja que son la mateixa mostra, pero diferents PCRs.
Les dues caniola MSE_52 i MSE_53 s’alineen correctament 1’'una amb l’altra. La resta de
mostres pateixen errors d’alineament. Els mateixos errors es poden observar en l’arbre

d’ArgK.

Eilema Phylogenetic Tree of Barcode Sequences from SSU72  Eilema Phylogenetic Tree of Barcode Sequences from ArgK

-MSE 51-Eilema caniola gibrati-SSU72F-80GES1
4'_7‘7—MSE50—Eﬂema bipuncta-SSU72F-80GE50
MSE 50-Eilema bipuncta-SSU72F-80GE47

-MSE 53-Eilema caniola torstenii-ArgK
gMSE 40-Eilema pseudocomplana-ArgK
SE 41-Eilema muscula-ArgK

MSE 52-Eilema caniola-SSU72
MSE 53-Eilema caniola torstenii-SSU72
SE 40-Eilema pseudocomplana-SSU72

MSE 30-Eilema caniola gibratii-SSU72F-80GE48
SE 41-Eilema muscula-SSU72
'MSE 08-Eilema soror-SSU72
——MSE 31-EilemaEilema lutarella lutarella-SSU72F-80GE49

MSE 08-Eilema sororcula-ArgK
4|j|jMSE 08-Eilema sorocula-ArgK
MSE 09-Eilema depressa-ArgK
-MSE 08-Eilema sorocula-Argk
—LMSE 03-Eilema interpositella-ArgK
———MSE 52-Eilema caniola-ArgK

Figura 32 Arbres filogenetics construits per les seqiiéncies de SSU72 i ArgK
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5. Conclusions

Les millors condicions per a realitzar una amplificacié del gen COI en Eilema sén les segiients:

1-

Utilitzar mostres capturades recentment. Utilitzar chelex en aquestes mostres ja que és molt
més economic que un kit comercial.

En el cas que la mostra sigui de colleccié i/o vella, és recomanable comengar per una
extraccié amb chelex i si no s’obtenen resultats després es pot utilitzar un kit comercial per
realitzar ’extraccié de DNA de la mostra, ja que pot donar millors resultats en aquests tipus
de casos.

Utilitzar els primers LCO/HCO ja que s’ha comprovat que donen millors resultats que
LepF1/LepR1 aquest genere.

Per la PCR és recomanable utilitzar un protocol sense pre-amplificacié com ara el segiient:

[1 min a 94°C, 1,5 min a 50°C, 1 min a 72°C]x35 cicles. Ja que dona els mateixos resultats
o sin6 millors que utilitzant pre-amplificacid, i a més dura menys.
Per la purificaci6 de la mostra es pot utilitzar un kit comercial, perd s’obtenen els mateixos

resultats utilitzant una purificacié enzimatica, i és més rapid i economic.

Apart de COI es pot utilitzar el gen ArgK com a diana per amplificar mostres en bon estat de

conservacio. El gen SSU72 té una taxa d’exit molt elevada en mostres velles comparat amb ArgK que

és molt més dificil d’amplificar.

Utilitzant un script de R Markdown es poden generar seqiiéncies consens, cromatogrames,

alineaments i arbres amb molta facilitat i en batch. Per tant és una solucié molt 1til si tens moltes

seqiiencies que has d’analitzar.

6. Agraiments

A en Pep Bau, en Ramon Macia, a la Montse Masoliver, a 'Ignasi Calba, i a tots els tecnics, personal,

i investigadors dels laboratoris de la UVic.
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ANNEX

Taula 12 Taula de les mostres estudiades, inclou un ID unic per cada mostra, lespécie, i la data de captura.

ID Mostra
MSE_01
MSE_02
MSE_03
MSE_04
MSE_05
MSE_06
MSE_08
MSE_09
MSE_10
MSE_11
MSE_12
MSE_13
MSE_14
MSE_15
MSE_16
MSE_17
MSE_18
MSE_19
MSE_20
MSE_21
MSE_22
MSE_23
MSE_24
MSE_25
MSE_26
MSE_27
MSE_28
MSE_29
MSE_30
MSE_31
MSE_32
MSE_33
MSE_34
MSE_35
MSE_36
MSE_37

Espécie
. depressa
. caniola
. interpositella
. interpositella
. rungsi
. interpositella
. sororcula
. depressa
. interpositella
. rungsi
. complana
. palliatella
. uniola
. predotae
. pygmaeola pallifrons
. predotae
. complana
. caniola
. griseola
. lurideola
. albicosta witti
. marcida
. caniola torstenii
. lutarella luqueti
. pseudocomplana
. muscula

. bipuncta

. caniola gibrati

. lutarella lutarella
. cereola

. pseudocomplana
. muscula

m mmmMmMm M MM mMmQmMmMmMTmMmT mm‘ m’ m“ m‘ mMmF“ m“FmQ mMmT mFT mMmMT mMmM ’ m’ m’ m’ m“ mMm FmmT m’ m/ m/m/ mm

. costalis
Lithosia quadra
E. costalis

. pygmaeola pygmaeola

Data de Captura

1/6/2018
8/6/2018
11/6/2018
11/6/2018
11/6/2018
11/6/2018
26/9/2018
13/9/2015
16/5/2015
22/10/2014
9/8/2016
11/8/2018
11/8/2018
4/9/2013
14/7/2018
4/9/2013
25/7/2017
14/6/2017
24/8/2016
6/7/2017
1/6/2015
11/6/2008
4/9/2013
25/7/2017
14/6/2017
11/6/2008
ag-04
5/10/2013
20/4/2006
30/7/2002
14/7/2004
12/8/2010

21/10/2011

28/8/2003
25/7/2017
1/8/2004
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ID Mostra

MSE_38
MSE_39
MSE_40
MSE_41
MSE_42
MSE_43
MSE_44
MSE_45
MSE_46
MSE_47
MSE_48
MSE_49
MSE_50
MSE_51
MSE_52
MSE_53
MSE_54
MSE_55
MSE_56
MSE_57
MSE_58
MSE_59
MSE_60
MSE_61
MSE_62
MSE_63
MSE_64
MSE_65
MSE_66
MSE_67
MSE_68
MSE_69
MSE_70
MSE_71
MSE_72
MSE_73

m m m m M M M M M M M M M M M M M m M m m m

Espécie

. sororcula

. lutarella luqueti

. pseudocomplana

. muscula

. pygmaeola pygmaeola
. marcida

. albicosta albicosta
. lutarella luqueti

. caniola

. costalis

. albicosta albicosta
. complana iberica

. bipuncta

. caniola gibrati

. caniola

. caniola torstenii

. caniola torstenii

. complana iberica
. muscula

. pseudocomplana

. albicosta witti

. griseola

Lithosia quadra

m m m m m m m m m m m

. lurideola

. palliatella

. pygmaeola pallifrons
. rungsi

. uniola

. albicosta albicosta
. caniola gibrati

. cereola

. complana iberica

. complana iberica

. lutarella lutarella

Lithosia quadra
Lithosia quadra

Data de Captura

13/6/2015
29/7/2015
2/8/2004
12/6/2002
juny-04
12/8/2007
21/12/2003
29/7/2009
11/6/2018
3/9/2003
2/2/2004
27/7/2017
6/2/2018
2/6/2000
18/8/2017
6/10/2015
5/9/2018
18/7/2018
28/8/2003
1/8/1994
des-18
24/8/2016
17/9/2018
25/7/2017
11/8/2018
11/8/2018
13/6/2018
11/8/2018
16/7/2018
26/5/2017
11/7/2008
18/7/2018
11/8/2018
28/7/2011
17/9/2018
17/9/2018
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Taula 13 Taula de les extraccions, inclou el codi de la mostra, informacioé de I’espécie i la data de I’extraccio.

Codi Mostra Espécie Data Captura Lloc Captura Recolector Barcode_ID Data d'extraccié
MSE-01 Eilema depressa Mostra n211 1-juny-18 Els Massets, Pobla de Claramunt, Anoia. Ramon Macia Vila UVic_MSE_01 22/1/2019
MSE-02 Eilema caniola Mostra n214 8-juny-18 Miracle El Riner, Solsonés Ramon Macia Vila UVic_MSE_02 28/1/2019
MSE-03 Eilema interposita Mostra n25 11-juny-18 Barranco de Mazarra, Baza (Granada) Ramon Macia Vila UVic_MSE_03 4/2/2019
MSE-04 Eilema interposita Mostra n26 11-juny-18 Barranco de Mazarra, Baza (Granada) Ramon Macia Vila UVic_MSE_04 4/2/2019
MSE-05 Eilema rungsi Mostra n27 11-juny-18 Barranco de Mazarra, Baza (Granada) Ramon Macia Vila UVic_MSE_05 4/2/2019
MSE-07 Eilema interposita Mostra n26 11-juny-18 Barranco de Mazarra, Baza (Granada) Ramon Macia Vila UVic_MSE_07 11/2/2019
MSE-08 Eilema sororcula (seca) 26/9/2018 Santa Perpétua, Gurb. Ramon Macia Vila UVic_MSE_08 11/2/2019
MSE-09 Eilema depressa (seca) 13/9/2015 Plana de Vic Ramon Macia Vila UVic_MSE_09 11/2/2019
MSE-10 Eilema interpositella (seca) 16/5/2015 Tabernas (Almeria) Ramon Macia Vila UVic_MSE_10 18/2/2019
MSE-11 Eilema rungsi (seca) 22/10/2014 Delta del Llobregat Ramon Macia Vila UVic_MSE_11 4/3/2019
MSE-12 Eilema complana (seca) 9/8/2016 Paridera del carmen Albarracin (Teruel) Ramon Macia Vila UVic_MSE_12 4/3/2019
MSE-13 Eilema palliatella (seca) 11/8/2018 Valle de valdevecar, Albarracin (Teruel) Ramon Macia Vila UVic_MSE_13 4/3/2019
MSE-14 Eilema uniola (seca) 11/8/2018 Valle de valdevecar, Albarracin (Teruel) Ramon Macia Vila UVic_MSE_14 4/3/2019
MSE-15 Eilema predotae (seca) 4/9/2013 Puntal d;gi?;’:jg:‘;csgij"e‘iar”'al de Ramon Macia Vila UVic_MSE_15 4/3/2019
MSE-16 Eilema pygmaeola (seca) 14/7/2018 Camide Moscardé’)lnva;IIIE(IE(\JII?IIII)eoiIIO, La Peguer3 Ramon Macia Vila UVic_MSE_16 4/3/2019
MSE-17 Eilema predotae (seca) 4/9/2013 Puntal d;l()z:::;z:c;c:s:}neclyarural de Ramon Macia Vila UVic_MSE_17 25/3/2019
MSE-18 Eilema complana (seca) 25/7/2017 Bésc de Tredds Val d'Aran Ramon Macia Vila UVic_MSE_18 11/3/2019
MSE-19 Eilema caniola (seca) 14/6/2017 El Cerro Gredilla la Polera Ramon Macia Vila UVic_MSE_19 11/3/2019
MSE-20 Eilema griseola (seca) 24/8/2016 Cami de Vilavella, Vidra, Osona. Ramon Macia Vila UVic_MSE_20 11/3/2019
MSE-21 Eilema lurideola (seca) 6/7/2017 Bdsc Nere, Banhs de Tredés. Val d’Aran. Ramon Macia Vila UVic_MSE_21 11/3/2019
MSE-22 Eilema Albicota Witti (seca) 1/6/2015 Gran Canaria, Canarias Ramon Macia Vila UVic_MSE_22 11/3/2019
MSE-23 Eilema marcida (seca) 11/6/2008 Porto Cristo, Manacor, (Mallorca) Ramon Macia Vila UVic_MSE_23 11/3/2019
MSE-24C Eilema caniola torstenii (seca) 4/9/2013 Puntal del ahorcado, Moscardén, Teruel. Ramon Macia Vila UVic_MSE_24 25/3/2019
MSE-25C Eilema luterella luqueti (seca) 25/7/2017 Bdsc de Tredos, Val d’Aran. Ramon Macia Vila UVic_MSE_25 25/3/2019
MSE-26C | Eilema pseudocomplana (seca) 14/6/2017 El Cerro, Gredilla, La Polera, Burgos. Ramon Macia Vila UVic_MSE_31 25/3/2019
MSE-27C Eilema muscula (seca) 11/6/2008 Porto Cristo, Manacor. Ramon Macia Vila UVic_MSE_32 25/3/2019
MSE-28 Eilema pygmaeola (seca) ag-04 Kiskunfelegyhaza, Hungary Ramon Macia Vila UVic_MSE_28 18/3/2019
MSE-29 Eilema bipuncta 5/10/2013 Kenitra, Marroc Ramon Macia Vila UVic_MSE_29 18/3/2019
MSE-30 Eilema caniola gibrati 20/4/2006 Rambla Granatilla, Soplamo (Almeria) Ramon Macia Vila UVic_MSE_30 18/3/2019
MSE-31 Eilema luterella 30/7/2002 Nove Zamky, Slovakia Ramon Macia Vila UVic_MSE_31 18/3/2019
MSE-32 Eilema cereola 14/7/2004 Ailefroide, France 05 Ramon Macia Vila UVic_MSE_32 18/3/2019
MSE-33 Eilema pseudocomplana 12/8/2010 Remolon, France 05 Ramon Macia Vila UVic_MSE_33 18/3/2019
MSE-34 Eilema muscula 19-21/10/2011 Antalya, Kemer, Turkey Ramon Macia Vila UVic_MSE_34 18/3/2019
MSE-35 Eilema costalis 28/8/2003 Agyia, Zypem Ramon Macia Vila UVIC_MSE_35 18/3/2019
MSE-36 Lithosia quadra 25/7/2017 Banhs de Tredds, Val d’Aran Ramon Macia Vila UVIC_MSE_36 1/4/2019
MSE-37 Eilema costalis (seca) 1/8/2004 Kiskunfelegyhaza, Hongria. Ramon Macia Vila UVIC_MSE_37 25/3/2019
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Taula 14 Taula de les extraccions, inclou el codi de la mostra, informacié de I’espécie i la data de ’extraccio.

Codi Mostra Espécie Data Captura Lloc Captura Recolector Barcode_ID Data d'extraccié
MSE-38 Eilema sororcula (seca) 13/6/2015 Ermita de Sta. :‘;:;ﬁ:;'ta de Villatella Ramon Macia Vil UVIC_MSE_38 18/3/2019
MSE-39 Eilema luterella luqueti (seca) 29/7/2015 Banhs de Tredos, Val d’Aran. Ramon Macia Vila UVIC_MSE_39 18/3/2019

MSE-40C Eilema pseudocomplana 2/8/2004 Ampus, France. Ramon Macia Vila UVic_MSE_40 1/4/2019
(seca) 2 potes
MSE-41C Eilema muscula (seca) 2 potes 12/6/2002 Kidasi, West Zypern Ramon Macia Vila UVic_MSE_41 1/4/2019
MSE-42K Eilema pvg“?:::a')a pygmaeola juny-04 Kiskunflekegyhaza, Hungria. Ramon Macia Vila UVic_MSE_42 1/4/2019
MSE-43K Eilema marcida (seca) 12/8/2007 Villalazén, Zamora. Ramon Macia Vila UVic_MSE_43 1/4/2019
Eil Ibicosta albicost: PN .
MSE-44K flemaa (lsc:Csa)a albicosta 21/12/2003 Los Canarios, La Palma. Ramon Macia Vila UVic_MSE_44 1/4/2019
MSE-45K Luterella luqueti (seca) 29/7/2009 Moscardén, Pino Gordo, Teruel. Ramon Macia Vila UVic_MSE_45 1/4/2019
MSE-46K Eilema Ca::;’t'zs (fresca) 2 11/6/2018 Miracle El Riner, Solsonés Ramon Macia Vila UVic_MSE_46 4/4/2019
MSE-47K E"emaagzzt;';(seca) 3/9/2003 Adelfoi Forest, Zypern. Ramon Macia Vil UVic_MSE_47 4/4/2019
MSE-48K Albicosta albicosta 2/2/2004 Los Canarios, La Palma. Ramon Macia Vila UVic_MSE_48 4/4/2019
Camide M don a El Vallecillo, L. PR .
MSE-49K Complana iberica 27/7/2017 amt de Moscardon a, atiecito, La Ramon Macia Vila UVic_MSE_49 4/4/2019
Peguera. El Vallecillo (Teruel).
MSE-50K Eilema bipuncta potes 6/2/2018 Palacio Dofiana, Huelva. Ramon Macia Vila UVic_MSE_50 24/4/2019
MSE-51K Eilema caniola gibrati potes 2/6/2000 Maison Forestier, Marroc. Ramon Macia Vila UVic_MSE_51 24/4/2019
MSE-52C Eilema caniola (seca) 2 potes 18/8/2017 Villanueva de Sigena, Huesca Ramon Macia Vila UVic_MSE_52 1/4/2019
Eil iola torstenii Puig de s’Aritjar. S d’Alfabia B la. PR .
MSE-53C ilema caniola torstenii (seca) 6/10/2015 ulg de s Aritjar. >erra d Allabia Bunyola Ramon Macia Vila UVic_MSE_53 1/4/2019
2 potes (Mallorca)
MSE-54K Eilema :Z’;'::::me"”’ 5/9/2018 Es Calo, Formentera. Ramon Macia Vila UVic_MSE_54 29/4/2019
MSE-55K Eilema complana iberica, 18/7/2018 Camide Moscardon._EI Vallecillo. La Ramon Macia Vila UVic_MSE_S5 29/4/2019
abdomen Peguera. El Vallecillo (Teruel).
MSE-56K Eilema muscula, abdomen 28/8/2003 Zypern, nichst Agyia-Picnic Forststr. 400m | o vocia i UVic_MSE_56 29/4/2019
Pafos-Forest leg. Hentscholek.
MSE-57K Eilema p:bed”:;z‘r"mpla"a’ 1/8/1994 sant Jaume Jou (Lleida). Ramon Macia Vil UVic_MSE_57 29/4/2019
MSE-58K E"emaa‘;':;:?: witti, des-18 Montafia de la Horca, Las Aguilas, Tenerife. | Ramon Macia Vil UVic_MSE_58 29/4/2019
MSE-59K Eilema griseola, abdomen 24/8/2016 Cami de Vilavella, Vidra, Osona. Ramon Macia Vila UVic_MSE_59 29/4/2019
MSE-60K Lithosia quadra (2 potes) 17/9/2018 Vic, centre ciutat. Osona. Ramon Macia Vila UVic_MSE_60 29/4/2019
MSE-61K Eilema lurideola Abdomen 25/7/2017 Bésc Nere, Banhs de Tredds. Val d’Aran. Ramon Macia Vila UVic_MSE_61 29/4/2019
MSE-62K Eilema palliatella Abdomen 11/8/2018 Valle de Valdevecar, Albarracin (Teruel). Ramon Macia Vila UVic_MSE_62 29/4/2019
Eil | 1lif . s .
MSE-63K flema pyftr:jzer::npa ffrons, 11/8/2018 Valle de Valdevecar, Albarracin (Teruel). Ramon Macia Vila UVic_MSE_63 29/4/2019
MSE-64K Eilema rungsi, abdomen 13/6/2018 Punta Entinas, El Sabinar, El Ejido. (Almeria) Ramon Macia Vila UVic_MSE_64 29/4/2019
MSE-65K Eilema Uniola, abdomen 11/8/2018 Valle de Valdevecar, Albarracin (Teruel). Ramon Macia Vila UVic_MSE_65 29/4/2019
Eilema albicosta albicosta . . N .
MSE-66K (potes) 16/7/2018 Hermigua, La Gomera (Canarias). Ramon Macia Vila UVic_MSE_66 29/4/2019
Eil iola gibrati ? a Vila i
MSE-67K flema c(apr:)l;)ez)gl rati 26/5/2017 2km Est de Midar, Driouch, Marroc. Ramon Macia Vila UVic_MSE_67 29/4/2019
MSE-68K Eilema cereola (abdomen) 11/7/2008 France, H. A. Ailefroide Ramon Macia Vila UVic_MSE_66 6/5/2019
Eilema complana iberica Cami de Moscardoén a El Vallecillo, La s .
MSE-69K (abdomen) 18/7/2018 Peguera. El Vallecillo (Teruel). Ramon Macia Vila UVic_MSE_67 6/5/2019
MSE-70K Ellema(ca(;r;:rfg::)lbenca 11/8/2018 Valle de Valdevecar, Albarracin (Teruel). Ramon Macia Vila UVic_MSE_54 6/5/2019
MSE-71K Bilema lutarella lutarella, 28/7/2011 Janikow, na swiatio Ramon Macia Vila UVic_MSE_55 6/5/2019
abdomen
MSE-72K Lithosia quadra (3 potes) 17/9/2018 Vic, Centre Ciutat (Osona) Ramon Macia Vila UVic_MSE_56 6/5/2019
MSE-73K Lithosia quadra (3 potes) 17/9/2018 Vic, Centre Ciutat (Osona) Ramon Macia Vila UVic_MSE_57 6/5/2019
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Taula 15 Resultats de 'amplificacio per PCR de cada mostra, cada gen, amb chelex i kit comercial. Correcte/Incorrecte

ID Mostra
MSE_01
MSE_02
MSE_03
MSE_04
MSE_05
MSE_06
MSE_08
MSE_09
MSE_10
MSE_11
MSE_12
MSE_13
MSE_14
MSE_15
MSE_16
MSE_17
MSE_18
MSE_19
MSE_20
MSE_21
MSE_22
MSE_23
MSE_24
MSE_25
MSE_26
MSE_27
MSE_28
MSE_29
MSE_30
MSE_31
MSE_32
MSE_33
MSE_34
MSE_35
MSE_36
MSE_37

co1
113
112
11
0|2
11

1]2
112
0|1
212
212
212
212
0|3
212
111
0|1
0|1
11
111
11
0|1
0|2
0|1
0|2
0|2

0|1
0|1
0|1
0|1
0|1
0|1
1|2

Chelex
DDX23 ArgK
1|1 1|1
0|1 0|1
1|1 1|1
1|1
0|1
0|1
01
0|1
01
0|1
01 01
0|1 0|1
01 01
0|1 0|1
01 01
0|1 0|1

Wingless

0|3

0|1
0|1
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Co1

1)1

1)1
2|3
3|4
214

0|1

1)1
0|1

0|1

0|3
214
1/3
0|3
0]2

2|2

DDX23

1)1
1)1
1)1

0|1
0|1
0|1

Kit Comercial

ArgK

1)1
01
0|1

0|3
0|2
0|3
0|2
0|2

Wingless

0|3
0|10

SSuU72

11
212
11

1)1

1)1

1)1

212
212
212
212
212

CAD

0|1

0|1
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Taula 16 Resultats de I’amplificacié per PCR de cada mostra, cada gen, amb chelex i kit comercial. Correcte/Incorrecte

ID Mostra

MSE_38
MSE_39
MSE_40
MSE_41
MSE_42
MSE_43
MSE_44
MSE_45
MSE_46
MSE_47
MSE_48
MSE_49
MSE_50
MSE_51
MSE_52
MSE_53
MSE_54
MSE_55
MSE_56
MSE_57
MSE_58
MSE_59
MSE_60
MSE_61
MSE_62
MSE_63
MSE_64
MSE_65
MSE_66
MSE_67
MSE_68
MSE_69
MSE_70
MSE_71
MSE_72
MSE_73

co1
0|1
0|1

DDX23

0|1
0|1

0|1
0|1

ArgK
11

1)1
1)1

Chelex
Psb

0|1
0|1

1)1
0|1
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SSU72

1)1
1)1

1)1
1)1

ProSup

0|1
0|1

0|1
0|1

co1

1]2

0|3
11
0|1
11
111
0|2
0|2
0|2
0|1
0|1

1)1
1)1

1)1

11
1)1
112
2|2
2|2
2|2
112
1]2

Kit Comercial

ArgK

0|1

0|1
0|1
0|1
0|1
0|1

SSU72

1)1

1)1
1)1

1)1

1)1
1)1
1)1
1)1
1)1

1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
1)1
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Script d’R-Markdown per obtenir la seqiiencia consens

title: "SangerSeq"
Comments: After Walkthrough for using the sangersegR package
Description: Tools for Sanger Sequencing Data in R.
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/sangerseqgR.html
output:

word document: default

html notebook: default

pdf document: default

html document:

df print: paged

Author: Pep Bau and Marc Solé

###Global Options:

l. Clears Memory

Defines File Paths

Sets Global Options for all code chunks
Defines Global Variables

" {r Set Global Options, warning=FALSE}
#Clear Memory

rm(list=1s(all=TRUE))

B W N -

#Define Global Variables Here:
primer file<-"Primers Tots.fa"

#Sets File Path
datapath<-"./SampleData/"

#Sets Global Options
knitr::opts_chunk$set (root.dir=datapath, echo=FALSE, warning=FALSE,
message=FALSE)

###Prepares execution:

1. Installs Packages

" {r Prepare Execution}

#sangersegR only runs under R version 3.5 or higher
#Installing/loading the latest installr package from GUI (not from
RStudio) :

#install.packages ("installr")

#library (installr)

#Install Bioconductor
#BiocManager: :install ("BiocInstaller")

#Install Packages

packages <- c("rmarkdown","seginr", "Biostrings","sangersegR",

"ape", "phangorn", "stringi", "stringr", "DECIPHER")

if (length(setdiff (packages, rownames (installed.packages()))) > 0) {
install.packages(setdiff (packages, rownames(installed.packages())))

}

if ('requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE))
install.packages ("BiocManager™)
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BiocManager: :install ("DECIPHER™)

~

2. Loads Required Libraries
S 1}

#loads libraries
library(Biostrings)
library(seginr)
library(sangerseqR)

library (ape)

library(phangorn)
library (stringi)
library (stringr)
library (DECIPHER)

#Additional functions source
source ("funcions.r'")

#Tutorial:
#browseVignettes ("sangerseqR")

###File load:

1. Loads files from Data Folder

2. Loads Primer sequences from multi-fasta file

S {r}

#Reads files to proces from file (traces to _process.csv)
files2pr<-read.csv2(pastel(datapath, "traces to process.csv'"))

#Loads primer sequences from multi-fasta
primers<-readDNAStringSet (paste((datapath, primer file), format="fasta",
nrec=-1L, skip=0L, seek.first.rec=FALSE, use.names=TRUE)

#loads Forward and Reverse Sequences into lists
fwd.abif.ls<-1list()
rev.abif.ls<-1ist()
for (row in nrow(files2pr)) {
print (paste("Loading Sample", row))
fwd.abif.ls[[row]]<-sangerseqR::read.abif (pastel(datapath,
files2pr[row, "Fwd"]))
rev.abif.ls[[row]]<-sangerseqR::read.abif (pastel (datapath,
files2pr[row, "Rev'"]))
}

###Trim Low Quality:
S {r}
trim.cutoff<-0.0001

#Sangerseq Format lists
fwd.sangerseq.1ls<-list()
rev.sangerseq.ls<-1list ()

#BaseCall lists

fwd.calls.ls<-1ist()
rev.calls.ls<-1list ()
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#Final trimmed sequences
fwd.final<-1list ()
rev.final<-1list ()

for (i in nrow(files2pr)) {
# #Calculates trimming positions

fwd.tr<-trim.mott (fwd.abif.ls[[i]], cutoff
rev.tr<-trim.mott(rev.abif.ls[[1]], cutoff

trim.cutoff)
trim.cutoff)

#converts abif data to sangerseq format
fwd.sangerseqg.ls[[i]]<-sangerseq(fwd.abif.ls[[1
rev.sangerseqg.ls[[i]]<-sangerseqg(rev.abif.ls[[i

1
11)
#Base Calls (only different if ratio (secondary/primary) is above 0.33:
fwd.calls.ls[[i]]<-makeBaseCalls (fwd.sangerseqg.ls[[1i]],ratio=0.33)

rev.calls.ls[[i]]<-makeBaseCalls(rev.sangerseqg.ls[[1i]],ratio=0.33)

tr5f<- fwd.tr$start

seglenf<-length(primarySeq(fwd.calls.1ls[[1]])) #non-trimmed seq length
trlenf<-fwd.tr$finish-fwd.tr$start #trimmed seq length
tr3f<-trSf+trlenf

if ((trlenf+tr5f)>seqglenf) tr3f<-seqglenf
fwd.final[[i]]<-primarySeq(fwd.calls.ls[[i]]) [tr5f:tr3f]

#Plots Chromatogram showing only primary calls (highest peak)

chromatogram(fwd.calls.1ls[[i]],
showcalls="primary",width=200,height=4,trim5 =tr5f, trim3=seqglenf-
tr3f, showtrim = TRUE)

tr5r<- rev.tr$start

seglenr<-length (primarySeq(rev.calls.1ls[[1]])) #non-trimmed seq length
trlenr<-rev.tr$finish-rev.tr$start #trimmed seqg length
tr3r<-trSr+trlenr

if ((trlenr+tr5r)>seglenr) tr3r<-seglenr
rev.final[[i]]<-primarySeqg(rev.calls.ls[[1]1]) [tr5r:tr3r]

#Plots Chromatogram showing only primary calls (highest peak)

png (file=pastel (datapath,paste(files2pr$ID[i], files2pr$Specie[i], files2pr
$Gene[i],sep="-"," chromatogram.png")),width=3500,height=1500, res=250)
chromatogram(rev.calls.1ls[[i]],
showcalls="both",width=180,height=2, trim5 =tr5r, trim3=seqglenr-
tr3r, showtrim = TRUE)
dev.off ()

###Forward and Reverse Consensus:
. pairwise alignemnt of both calls:

S {r}
consens.ls<-1list ()

for (i in nrow(files2pr)){
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#Reverse complement of rev sequence
rev.final.RC<-reverseComplement (DNAString(rev.final[[i]]))

#Alignment of Forward and Reverse Sequences

fr.pa<-pairwiseAlignment (fwd.final[[1]],rev.final.RC, type="global-
local™)

summary (fr.pa)

writePairwiseAlignments (fr.pa)

consens.ls[[i]]<-consensusString(fr.pa)
consens.ls[[1]]

}

write.fasta(consens.ls,file.out =
"Consens.fa",names=paste (files2pr$ID, files2pr$Specie, files2pr$Gene, sep="-

"))

###Remove Primers

S {r}
for (i in l:nrow(files2pr)) {

#gets primer sequences

fwd primer<-primers[files2pr$F Primer[i]]
fwd primer.rc<-reverseComplement (fwd primer)
rev_primer<-primers[files2pr$R Primer[i]]
rev_primer.rc<-reverseComplement (rev_primer)

#aligns Forward primer
fwdprimer.pa<-
pairwiseAlignment (primarySeq(fwd.sangerseq.ls[[1]]),rev_primer.rc, type="g
lobal-local™)
writePairwiseAlignments (fwdprimer.pa)
fwd.init<-start(pattern(fwdprimer.pa)) #position where rev primer ends
fwd.init

#aligns Reverse primer

revprimer.pa<-
pairwiseAlignment (primarySeq(fwd.sangerseq.ls[[i]]), rev_primer.rc, type="g
lobal-local™)

writePairwiseAlignments (revprimer.pa)
rev.init<-start (pattern(revprimer.pa)) #position where rev primer ends

b

Script d’R-Markdown per obtenir un arbre a partir de les seqiiencies consens

Author: Josep Bau Macia i Marc Solé

Afiliation: Biosciences Department, University of Vic-Central University
of Catalonia

Comments: null
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Create date: January 2lst, 2019

Purpose: Align DNA sequenciation data and draw phylogenetic tree
Revised: null

output:

pdf document: default
html document: default

##BARCODE ALIGN

###Aligns DNA sequenciation data and draws phylogenetic tree
Josep Bau Macia

Biosciences Department - University of Vic-Central University of
Catalonia

###Global Options:

Clears Memory

Defines File Paths

Sets Global Options for all code chunks
Defines Global Variables

W N

“{r Set Global Options, warning=FALSE}
#Clear Memory
rm(list=1ls (all=TRUE))

#Define Global Variables Here:

SegFile<-"Tots COIs meus 1 mbt per alinear.fasta" #Name of the File that
contains fasta sequences

TaxID<L-"Eilema" #Taxonomic Identifier for the current
analysis

#Sets File Path
inPath<-paste(("~/Barcode Align/Data/",TaxID)
setwd ("C:\\Users\\Marc\\Documents\\Barcode Align")

#Sets Global Options
knitr::opts_chunk$set (root.dir=inPath, echo=FALSE, warning=FALSE,
message=FALSE)

###Prepares execution:
1. Installs Packages
2. Loads Required Libraries

" {r Prepare Execution}

#Install Packages

packages <- c("rmarkdown","synchrony","ape™)

if (length(setdiff (packages, rownames (installed.packages()))) > 0) {
install.packages(setdiff (packages, rownames(installed.packages())))

}

# If msa is not installed through install.packages, then run the
following two lines:

64



FACULTAT

DE CIENCIES

| TECNOLOGIA
UVIC | UVIC-UCC

source("http://www.bioconductor.org/biocLite.R")
# biocLite ("msa")

biocLite("seginr™)

biocLite("msa"

#Load Libraries

library(plyr) #needed for the 'count' function

library(msa) #Multiple Sequence Alignment package (msa)
library (ape) #Analyses of Phylogenetics and Evolution (ape)
library(seginr)

library(phytools)

###File load:
1. Loads files from Data Folder

S (r}
#retrieves fasta file names (if necessary)
#datFiles <- list.files(path=inPath,pattern="*.fa")

#loads fasta from SeqgFile
fa<-readDNAStringSet (pasteO (inPath,"/", SeqgFile), format="fasta",
1L, skip=0L, seek.first.rec=FALSE, use.names=TRUE)

###Sequence Alignment
1. Aligns with msa
2. Converts alignment to seginr format

S (1}
nseg<-length (fa)

myAlignment<-msa (fa)

#print (myAlignment, showNames=FALSE, show="complete")

nrec=-

myConv_Alignment<-msaConvert (myAlignment, type="seginr::alignment'")

str (myConv_Alignment)

###Distance Calculation

1. Calculates Genetic Distance Matrix

2. Draws phylogenetic tree

S {1}

Treat<-"quelcom"

d <- dist.alignment (myConv_Alignment, "identity'")

save (d, file=pastel(Treat, "Genetic Distances",nseq," segs"))
#load (file=pasteO (Treat, "Genetic Distances",nseq," segs"))
#str(d)

myTree <- njs(d)
#install.packages ("devtools")

#devtools::install github ("USCBiostats/rphyloxml")
#library (ape)
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#library (rphyloxml)

#z <- write phyloxml (myTree)
#library (XML)
#saveXML (z)

save (myTree, file=pasteO(Treat, "Tree",nseq," segs"))
#load(filezpasteO(Treat,"Tree",nseq,"_seqs"))

#str (myTree)

png(file=pastel(inPath, " ClustalOmega
COI.png"),width=1600,height=1800, res=80)

plot (myTree, main=pastel(TaxID,"Phylogenetic Tree of Barcode Sequences"))

add.scale.bar(length=0.05)
dev.off ()

###Pretty Alignment

1. Creates a .tex file of our alignment which can be viewed using

the software texworks

There is a faster way to do that converting .tex to .pdf with R using
pdflatex,

but it doesn't work.

)

msaPrettyPrint (myAlignment, output="tex",
showNames="none", showLogo="none", askForOverwrite=FALSE, verbose=FALSE)
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Taula 17 Imatges dels gels d’agarosa i dels resultats de la PCR, inclou data de I’extraccid i informacio sobre la PCR.

Mostra Extraccio PCR Electro GEL
MSE_o01C 22/01/19 23/01/19
1 pota COI
Resultats anomals degut a
PCR incorrecta
23/01/19
MSE_o01C 28/01/19 29/01/19
1 pota COI
MSE_02C 28/01/19 Resultats anomals degut a il ‘ .
1 pota PCR incorrecta 29/01/19 g
s 5 SR g o
50 B 8o b g 2
MSE_o01C 31/01/19 31/01/19 & 2 g eRs o
Mateixes mostrq COI . E J‘é Eé
Augmentem a 4pL la -
MSE_02C quantitat de mostra 31/01/19 | e =
-
MSE_03C 04/02/19 07/02/19
MSE_04C 2 potes COI: LepFR
MSE_o05C ArgK
DDX23
MSE_o05C 04/02/19 07/02/19
MSE_06K 2 potes ArgK 07/02/19
DDX23
MSE_03=AT_o|
Probablement

extreta amb Kkit {
MBT
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MSE_03C 11/02/19 14/02/19
MSE_o07C Extraccié nova { Gradient de T per wingles
MSE_o08C lamse 04 =

MSE_08K mse_07 COI per les seques. !
MSE_09C amb C. =
MSE_09K =
Mostres seques - g
amb CiK (potal 14/02/19
abdomen)
MSE_08K 18/02/19 25/02/19 25/02/19
MSE_09K 50°C amb
MSE_10C MSE_10C Preamp.
MSE_10K MSE_10K
MSE_11C MSE_11C
MSE_08K 11/02/19 28/02/19 28/02/19
MSE_09K 18/02/19 50°C COI
MSE_10K 53°C DDX23
Preamp.
Nova taq.
MSE_11C 04/03/19 06/03/19 7/03/19
MSE_12C 2 potes COLI: LepFR i LCO/HCO
MSE_13C Wingless
MSE_14C
MSE_15C
MSE_16C
MSE_15C 11/03/19 13/03/19 14/03/19
MSE_18C 2 potes COIL: LCO/HCO
MSE_19C Wingless:
MSE_20C Gradient 50-54°C
MSE_21C Primers2ai2
MSE_22C
MSE_23C
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MSE_15K 17/03/19 18/03/19 21/03/19

MSE_18K MSE_15K MSE_15K

MSE_19K MSE_18K MSE_18K

MSE_23K MSE_19K MSE_19K

MSE_28K MSE_23K MSE_23K

MSE_29K Kit Abdomen | LepFR

MSE_30K

MSE_31C MSE_28K La resta LepFR,

MSE_32C MSE_29K DDX231i ArgK ]
MSE_33C | MSE_30K BBRLLNbLw
MSE_34C Kit 2 potes

MSE_35C

MSE_36C La resta 2 potes
MSE_08C chelex

MSE_38C
MSE_39C

MSE_08K 25/03/19 26/03/19 28/03/19
MSE_15C Extraccié dos | Touchdown PCR per
MSE_24C potes chelex Wingless (MSE_08K,

MSE_25C MSE_24C, MSE_26C)
MSE_26C

MSE_27C COI LCO per la resta de
MSE_37C chelex
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MSE_08K Mostra extreta | 30/03/19 Banc nuclear 1/04/19
amb kit1’11/02/| Psb
SSU72
CAD1028
IDHdag
MDH
Ca-ATPasa
ProSup
COI
MSE_38C 1/04/19 3/04/19 4/04/19
MSE_39C ChelexiKit2 | Tots COL
MSE_40C potes Els chelex també: ArgK,
MSE_41C DDX23, Psb, SSU72 i
MSE_42K ProSup.
MSE_43K
MSE_44K
MSE_45K
MSE_36K
MSE_36K -
NZYtech
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MSE_02K 08/04/19 09/04/19 11/04/19
MSE_46K Kit 2 Potes: COLIL
MSE_47K MSE_02K MSE_02K
MSE_28K MSE_46K MSE_46K
MSE_48K Kit Abdomen: | COI, ArgK:
MSE_49K MSE_47K MSE_47K
MSE_30K MSE_28K MSE_28K
MSE_31K MSE_48K MSE_48K
MSE_39K MSE_49K MSE_49K
MSE_32K MSE_30K MSE_30K
MSE_31K MSE_31K
MSE_39K MSE_39K
MSE_32K MSE_32K
MSE_50K 24/04/19; 25/04/19 26/04/19
MSE_51K Potes kit: COlI, ArgK,SSU72:
MSE_08K MSE_50 MSE_50K
MSE_10K MSE_51 MSE_51K
MSE_29K La resta sén ArgK,SSU72, CAD:
MSE_09K extraccions MSE_08K
MSE_28K anteriors. MSE_10K
MSE_30K MSE_29K
MSE_31K ArgK,SSU72
MSE_32K MSE_09K
MSE_28K
MSE_30K
MSE_31K
MSE_32K

SeEBsaan
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MSE_66K 29/04/19 30/04/19 02/05/19
MSE_67K Potes: Totes SSU72,
MSE_54K MSE_66K COI només:
MSE_55K MSE_67K MSE_66K
MSE_56K Abdomen: MSE_67K
MSE_57K MSE_54K MSE_54K
MSE_58K MSE_55K MSE_56K
MSE_59K MSE_56K MSE_57K
MSE_60K MSE_57K MSE_48K
MSE_61K MSE_58K MSE_49K
MSE_62K MSE_59K MSE_30K
MSE_63K MSE_60K MSE_32K
MSE_64K MSE_61K MSE_09K
MSE_65K MSE_62K MSE_29K
MSE_66K MSE_63K MSE_39K
MSE_48K MSE_64K MSE_45K
MSE_49K MSE_65K MSE_42K
MSE_30K MSE_66K MSE_28K

MSE_32K La resta sén MSE_31K
MSE_09K extraccions MSE_47K
MSE_29K anteriors.
MSE_39K
MSE_45K
MSE_42K
MSE_28K
MSE_31K
MSE_47K
MSE_43K
MSE_18K
MSE_23K
MSE_15K

MSE_68K 06/05/19 07/05/19 09/05/19
MSE_69K Kit abdomen: | Tots COI, i COI+preamp.
MSE_70K MSE_68K
MSE_71K MSE_69K
MSE_72K MSE_70K
MSE_73K MSE_71K
MSE_29K MSE_72K
MSE_42K MSE_73K
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