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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la diversidad genética de tres
procedencias de Tectona Grandis (teca) provenientes de plantaciones ubicadas en la
Republica de Costa Rica, cuyo material fue plantado en la Finca Experimental “La Represa”
perteneciente a la UTEQ. Para realizar la evaluacion, se extrajo ADN de teca usando tres
protocolos diferentes y un kit de extraccion, determinando la superioridad del protocolo
Uyemoto et al. (1998) en concentracion (76,25 ng/ul) y del Kit de extraccion de ADN
PureLink Genomic DNA (Invitrogen, 2012) en pureza (75%,) se considerd también la
importancia de la pureza sobre la concentracion del ADN en las extracciones, razon por la
que se opto por el uso del kit para extraer el ADN de los individuos a evaluar. Se evaluaron
cinco individuos por cada una de las procedencias a analizadas, resultando un total de 15
individuos utilizados para la extraccion de su ADN, luego se realiz6 la evaluacion de la
diversidad genética mediante PCR usando oligonucle6tidos RAPD de la casa Operon, entre
los que se encuentran OPA 04, OPA 10, OPA 15, entre otros. Para la evaluacion de dicha
diversidad, los oligonucledtidos fueron usados en combinaciones de dos, los individuos
evaluados demostraron estar emparentados en funcion de su localizacién, formandose tres
grupos principales correspondientes a cada procedencia, mostraron niveles bajos de

polimorfismos, que tuvieron un promedio de 57,33% entre las cinco combinaciones.

Palabras claves: Diversidad, evaluacion, extraccion de ADN, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

This research aimed to assess the genetic diversity of three Tectona Grandis origins (teca)
from plantations located in the Republic of Costa Rica, whose material was planted in the
Experimental Finca "La Represa™ belonging to the UTEQ. To perform the evaluation, tee
DNA was extracted using three different protocols and an extraction kit, determining the
superiority of the Uyemoto et al protocol. (1998) in concentration (76.25 ng/l) and the
PureLink Genomic DNA DNA Extraction Kit (Invitrogen, 2012) in purity (75.00%), the
importance of purity on DNA concentration in extractions was also considered, which was
why the use of the kit to extract DNA from the individuals to be evaluated was also
considered. Five individuals were evaluated for each of the sources to be analyzed, resulting
in a total of 15 individuals used for the extraction of their DNA, then the evaluation of genetic
diversity by PCR was performed using RAPD oligonucleotides of the Operon house, among
which are OPA 04, OPA 10, OPA 15, among others. For the assessment of this diversity,
oligonucleotides were used in combinations of two, the individuals evaluated proved to be
related according to their location, forming three main groups corresponding to each source,

showed low levels of polymorphs, which averaged 57.33% among the five combinations.

Keywords: Diversity, evaluation, DNA extraction, molecular markers.
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INTRODUCCION

La siembra de bosques de Tectona grandis (conocida como teca) se ha incrementado
significativamente, desde pequefios silvicultores hasta grandes haciendas donde funcionan
como una inversion a largo plazo. Esto ha ocurrido en nuestro pais por la buena capacidad
de adaptacién de esta especie al clima del litoral ecuatoriano, la excelente calidad de la
madera, propia de la que el mercado maderero exige, a su precio relativamente bueno en el

exterior, pues la gran mayoria de esta madera es exportada (Vaca, 2015).

Los Rios y Guayas son las principales provincias que poseen una alta superficie de
plantaciones de teca, sobre todo en los cantones Quevedo y Balzar. Sin embargo, las
provincias de Manabi y Esmeraldas también tienen una cantidad sustancial de plantaciones
de esta especie tan importante a nivel comercial. EI hecho de que el volumen de madera por
hectarea pueda llegar a 126.84 m® con una densidad de 200 arboles hace bastante atractiva a

esta especie para el mercado maderero (Vaca, 2015).

En Ecuador, la variabilidad genética ha sido un tema poco estudiado en especies vegetales,
sobre todo en especies forestales. La diversidad genética se ve reflejada en las diferencias de
caracteres que se evidencian en las secuencias de ADN que poseen diferencias minimas
(Brito, 2015), las variantes de estas secuencias pueden resultar en diferentes secuencias de
aminoéacidos y, por lo tanto, de proteinas. Dicha variacion puede ocasionar alteraciones
bioquimicas o morfoldgicas que causan diferencias en términos reproductivos, de

comportamiento e incluso de supervivencia (Alia et al, 2003).

La variabilidad genética en especies forestales como la teca ha sido evaluada anteriormente
en el Ecuador por Nieto-Rodriguez et al. (2013) quienes determinaron que varias
poblaciones del litoral del pais posiblemente tienen como origen la poblacién de otro grupo
establecido en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) de Quevedo,
el cual es ademas la primera poblacién de esa especie introducida al Ecuador desde Costa
Rica a través de semillas. En este proyecto se evalud la diversidad genética de tres
procedencias pertenecientes a una plantacion de teca ubicada en la Finca Experimental “La
Represa”, en Quevedo, de manera intra e interpoblacional, con la finalidad de saber cuan

emparentadas estan dichas procedencias.
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CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problematizacion de la investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

La variabilidad genética de las especies forestales ha sido un factor poco estudiado en
Ecuador. Dicho factor ha estado ligado a contadas especies de valor comercial como la teca,
pues debido al hecho de ser una especie cuyo cultivo va aumentando se requiere conocer la
genética de esta a fin de establecer plantaciones cuya diversidad sea alta, de modo que
algunos riesgos como la presencia de plagas o ciertos factores adversos se vea reducida
gracias a los genes que permiten resistir a dichos inconvenientes. Sin embargo, esto ultimo
no ha sido del todo posible debido a situaciones como la poca planificacién forestal y el
establecimiento de plantaciones provenientes de fuentes no certificadas y/o de diversidad

genética pobre.

Diagnostico.

Las procedencias por evaluar ya han sido diagnosticadas anteriormente, y se establecio que
estdn emparentadas, pues las tres tienen como fuente de origen diferentes plantaciones
ubicadas en Santa Cruz, Parrita, y Pillangosta, todas ubicaciones de la Republica de Costa
Rica. En funcion de lo descrito, es necesario complementar estudios que conduzcan a evaluar

la diversidad intra e interpoblacional de las procedencias citadas.

Pronéstico.

La ejecucion de esta propuesta permitira calcular las distancias genéticas existentes entre las
diferentes procedencias mediante matrices y un analisis jerarquico de varianza molecular,
que a su vez permitiran establecer un dendrograma de poblaciones, determinando asi cuan

alejadas estan genéticamente las procedencias.



1.1.2. Formulacién del problema.

¢Existe suficiente diversidad genética entre las diferentes procedencias para establecer un

rodal semillero segun este parametro?

1.1.3. Sistematizacién del problema.

¢Los resultados que otorgan los dendrogramas son consistentes?

¢Las procedencias poseen alta diversidad genética entre ellas?

1.2. Objetivos.

1.2.1. General.

Analizar la diversidad genética de teca de tres procedencias de Costa Rica, mediante el
empleo de marcadores moleculares RAPD.

1.2.2. Especificos

e Validar un protocolo de extraccion y purificacién de ADN en T. grandis.
e Realizar un analisis genético utilizando amplificacion aleatoria de ADN polimorfico

como marcadores moleculares.

e Conocer la diversidad genética intra e interpoblacional en cada procedencia analizada.

1.3. Hipotesis de la investigacion.

En el presente trabajo se empleara la siguiente hipotesis:

Ho: Existe alta variabilidad genética entre las procedencias.

H1: Existe baja variabilidad genética entre las procedencias.



1.4. Justificacion

Pocas poblaciones de teca han sido estudiadas genéticamente con la finalidad de conocer su
potencial forestal basado en el supuesto de que, a mayor variabilidad, mayor capacidad de
resistencia a factores adversos. El presente trabajo contribuird al conocimiento de las
distancias genéticas existentes entre las procedencias, ademas de proveer un juicio correcto
desde el punto de vista genético en referencia a la factibilidad o no del establecimiento de

un rodal semillero con semillas de las plantaciones a las cuales las procedencias pertenecen.

Hay que destacar que el mejoramiento genético forestal tiene en muchos casos como punto
de partida estudios como este, que buscan determinar la cantidad de caracteristicas genéticas
dentro de especies especificas, con la finalidad de seleccionar individuos cuyas
caracteristicas sean sobresalientes en términos econémicos, como mejor produccion de
madera, crecimiento mas rapido, resistencia a ciertos patdgenos, etc.; ambientales como
mayor capacidad de captura de carbono o mayores niveles de floracion y fructificacion, que

favoreceran a ciertos animales e incluso humanos.

Dentro del manejo de los recursos genéticos forestales es fundamental el conocimiento de la
diversidad genética de las especies, puesto que de esto se desprende la obtencién de un
manejo de especies con caracteristicas que seguramente fueron preseleccionadas en el
mejoramiento genético, e incluso la obtencion del manejo de especies con caracteristicas

menores pero que con un manejo adecuado rinden adecuadamente.

Ademéas de lo antes dicho, hay que recalcar la importancia del establecimiento de
plantaciones forestales cuyas fuentes sean genéticamente diversas, pues esto asegura, entre
otras cosas, mayor capacidad de adaptacion y sobrevivencia, resaltando asi la importancia

de la diversidad.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Fundamentacion conceptual.

2.1.1. Descripcién taxonomica de la especie.

La teca presenta la siguiente descripcion taxondmica (Fonseca, 2003):
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Vervenaceae
Género: Tectona
Nombre cientifico: Tectona grandis L. f

Nombre comun: teca

2.1.2. Descripcidn botanica de la especie.

2.1.2.1. Fuste.

El tronco o fuste es recto, con tendencia a bifurcase o a ramificarse si crece de forma aislada
(Fonseca, 2003). El fuste puede llegar a alcanzar hasta los 50 metros de altura en condiciones
favorables (Carcamo, 2003).

2.1.2.2. Corteza.

Esta suele tener un espesor de 1.2 mm, ademas es aspera, delgada, fisurada y posee un color

café claro (Carcamo, 2003).

2.1.2.3. Copa.

Cuando el arbol crece aislado, es comudn que exista bifurcacion en el fuste, ademas de

presentar una copa mas amplia, ramas gruesas y bajas (Carcamo, 2003).



2.1.2.4. Hojas — peciolo.

Céarcamo (2003) asegura que, al ser una especie caducifolia, la teca pierde sus hojas en época
seca Y las recupera en época lluviosa. Estas ademas son grandes, gruesas, al madurar poseen

un color verde oscuro y cubren por completo el suelo.

2.1.2.5. Flores.

Florece a los 5 0 6 afios en su hébitat de origen, pero en algunas zonas donde son exaticas
pueden florecer a los 2 afios. Normalmente con la llegada de las lluvias, sus flores se
disponen en paniculas erectas terminales y suelen ser numerosas, con pedicelos que miden
de 0.9 a 4.5 mm y de bracteas grandes, folidceas y con bractéolas numerosas. Las flores
presentan un caliz en forma de campana color amarillo verdoso con un estilo de color blanco

amarillento que posee pubescencia de pelos ramificados (Blanco-Fldrez et al, 2014).

2.1.2.6. Fruto.

Blanco-Florez et al. (2014) expresan que el fruto suele madurar a los 120 dias de fertilizacion
y es subgloboso, tetrdgono, aplanado, de un exocarpo delgado y ligeramente carnoso al estar
fresco. Fonseca (2003), explica que este posee un endocarpo grueso y corrugado con cuatro

celdas que encierran una o dos semillas de hasta 5 mm de largo.

2.1.2.7. Condiciones de desarrollo.

Esta especie puede crecer en condiciones climaticas de clima monzénico (tropical himedo
y calido), caracterizado con una estacién seca de 3 a 5 meses y una precipitacion anual entre
1300 mm y 2500 mm. La temperatura 6ptima para el desarrollo de esta especie se encuentra
entre 16 °C y 40 °C (Carcamo, 2003).

2.1.2.8. Origen y distribucion.

Blanco-Florez et al. (2014) expresan que, siendo una especie nativa del sur de Asia (India,
Myanmar, Tailandia y la Republica democratica Popular de Laos), Esta especie ha sido

introducida a otras zonas con caracteristicas climaticas similares como Java en Indonesia,
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ademas de paises de Africa tropical como Costa de Marfil, Nigeria, y Sierra Leona, entre
otros. En Latinoamérica se encuentra en la mayoria de los paises, estando desde México,
pasando por varios paises de Centroamérica y el Caribe como Costa Rica, Panama, Trinidad

y Tobago, hasta paises de Suramérica como Ecuador, Colombia y Brasil.

2.1.3. Extraccion de ADN.

La extraccion del ADN consiste en el aislamiento y la purificacion de moléculas de ADN,
basado en las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas (Pifiero, 2008).

Cornejo et al. (2014) expresan que con el tiempo y el avance de las tecnologias se han
disefiado distintos protocolos que tienen como propdésito obtener la cantidad y calidad de
ADN correcta, sin embargo, los métodos tradicionales desarrollados en los afios 50 aln son
usados, requiriendo estos solventes organicos para separar las proteinas y demas compuestos
presentes en las muestras del ADN. En general estos protocolos consisten en cinco etapas
principalmente: homogenizacion del tejido, lisis celular, separacion de proteinas y lipidos,
precipitacion y redisolucion del ADN.

A partir de los afios 90 se introdujeron al mercado, kits de extraccion que usan matrices
inorganicas compactas cargadas positivamente y que son capaces de retener varios
microgramos de ADN. Estos productos incluyen soluciones de lisis, union y lavado, su
utilidad radica en que han logrado reducir varios de estos procesos de dias a solo horas
(Cornejo et al., 2014).

2.1.4. Concentracion y pureza del ADN.

12
Para la determinacion de la concentracion y pureza de una muestra de ADN, se utiliza
espectrofotometria, basandose en la capacidad de absorbancia de un compuesto presente en
una solucién a una longitud de onda determinada. Asi, la concentracién de una muestra se
calcula teniendo en cuenta el valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260
nm, mientras que, la relacion de absorbancias A260/280 y A260/230 se usa para evaluar la
pureza de las muestras (Salinas, 2010).



La relacién A260/280 es muy estable y se considera que un ADN de pureza 6ptima tiene un
valor entre 1.8-2.0. Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos una relacion
A260/280 > 1.6. Un valor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminacion

por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas (Salinas, 2010).

Para la realizacion de estudios de genética molecular es importante disponer de protocolos
rapidos, simples, economicos y reproducibles, para purificar ADN a partir de diferentes tipos
de tejidos. Como no existe un protocolo universal, para aquello se han descrito diferentes
protocolos para la extraccién y purificacion de ADN de diferentes especies a partir de tejidos
especificos (Castro et al., 2013). Salinas (2010) explica que la dificultad de la purificacion
del ADN esta basada en el hecho de que cada muestra posee proteinas, lipidos y demas
compuestos especificos, de modo que las concentraciones y tipos de reactivos a usarse deben

diferir en funcion de la composicion de las muestras.

2.1.5. Electroforesis de ADN y geles de agarosa.

La electroforesis ha sido Gtil para realizar estudios de analisis de ADN, ademas de aplicarse
en estudios que incluyen proteinas y ARN, siendo actualmente fundamentales para
investigaciones sobre biologia molecular (Brito, 2015).

Segun Klug et al. (2013) basicamente este proceso separa moléculas de una mezcla,
haciéndola migrar bajo la influencia de un campo eléctrico. La mezcla a ser analizada se
coloca en una sustancia porosa, normalmente gel de agarosa o gel de poliacrilamida. Segun
el estudio a realizarse, la sustancia a su vez se coloca en una solucion conductora de
electricidad. Si dos sustancias tienen la misma masa, la que tenga mayor carga neta migrara

mas rapido hacia el electrodo de polaridad opuesta.

Salinas (2010) expresa que la electroforesis en gel de agarosa al 0,7% (Porcentaje
peso/volumen), permite la valoracion de la integridad de la muestra de ADN. Cuando una
muestra de ADN es integra, su perfil en una electroforesis en gel de agarosa se corresponde
a una banda discreta. Segun lo anteriormente expresado, se puede determinar el nivel de
degradacion de una muestra por la pérdida de definicion de la banda predominante y el

acompafnamiento de una estela a lo largo del gel.



2.1.6. Reaccion en cadena de la polimerasa.

También conocida sencillamente como PCR, es una tecnologia que permite amplificar una
0 varias copias de un fragmento de ADN, generando cientos 0 miles de copias de dicho
fragmento. Actualmente es una técnica indispensable en laboratorios de medicinay biologia,
debido a la gran variedad de aplicaciones que tiene en diversas areas que incluyen
diagnostico de enfermedades hereditarias, secuenciacion de ADN, identificacion de huellas

genéticas, analisis funcional de genes, etc. (Joshi y Deshpande, 2011).

Dentro de la genética vegetal, la PCR ha sido usada ampliamente en muchos estudios que
han incluido la variabilidad genética de poblaciones, la secuenciacion de ADN y en muchas
investigaciones que tienen la obligacion de amplificar ADN que luego sera estudiado y

procesado en dichas investigaciones (Patel et al., 2015).

En esencia, para la PCR se requiere de un ADN molde, cebadores (una secuencia corta de
ADN de cadena simple), nucle6tidos y ADN polimerasa, siendo esta ultima la enzima clave
que utiliza el ADN molde para hacer una copia de esta mediante la incorporacion de
nucleétidos de forma secuencial. Los nucledtidos son los bloques de la nueva copia
resultante, mientras los cebadores, al ser fragmentos cortos de ADN, dan especificidad a la
reaccion, mientras el ADN polimerasa usa a los cebadores como punto de inicio de la

polimerizacion (Patel et al., 2015).

2.1.7. Marcadores moleculares.

También llamados marcadores genéticos, son compuestos bioldgicos, determinados por
variaciones alélicas y usados normalmente como sondas experimentales o etiquetas para
rastrear, entre otras cosas, células, nicleos, cromosomas y por supuesto genes (Al-Samarai
y Al-Kazaz, 2015). En esencia, estos son una secuencia de ADN con una ubicacion conocida
(locus), y asociado a un gen o un rasgo en particular de dicho gen (Kordrostami y Rahimi,
2015). Los marcadores moleculares se han usado para facilitar el estudio de la herenciay la
variacion en el ADN, tanto de plantas como animales y hongos (Al-Samarai y Al-Kazaz,
2015).
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Estas herramientas biotecnoldgicas han sido consideradas como valiosas para el
establecimiento de muchos cultivos alimenticios como el arroz (Oryza sativa), el trigo
(Triticum spp.) y varias especies forrajeras, evidentemente los cultivos forestales en algunas
partes del mundo no han sido la excepcion. Los marcadores, que pueden provenir de
cualquier clase de ADN como mutaciones, errores de replicacion e incluso inserciones y
delecciones, han sido ampliamente usados debido a su prevalencia y expresion en diferentes

etapas de los organismos (Al-Samarai y Al-Kazaz, 2015).

2.1.8. Amplificacion aleatoria de ADN polimorfico.

Conocido por sus siglas en ingles RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), es un
marcador molecular normalmente empleado en estudios de diversidad y mejoramiento
genético, puesto que no requiere de ningn conocimiento de la secuencia de ADN para el
gen a identificar, ya que, usando este marcador, los cebadores se unen en algun lugar de la
secuencia de ADN, aunque es dificil determinar dicho lugar. Estos marcadores suelen ser
fragmentos decaméricos (de 10 nucleétidos de longitud), obtenidos por PCR y provenientes
de segmentos aleatorios de ADN gendmico, siendo capaces de distinguir entre individuos

genéticamente diferentes (Kumar y Gurusubramanian, 2011).

El principio de esta técnica esta basado en un oligonucleédtido corto al que se unen varios
locus diferentes que luego se usan para amplificar secuencias aleatorias de una plantilla de
ADN. Eso significa que el fragmento generado por PCR y amplificado depende de la
longitud y el tamafio de la imprimacion, como del gen objetivo. Se asume que la secuencia
de ADN dada tendra lugar en el genoma. Los productos amplificados obtenidos por este
método se separan normalmente en geles de agarosa, con una concentracion que va del 1.5
a 2.0% de concentracién, y se visualizan por la coloracién del bromuro de etidio (Chaudhari
et al., 2018).

Las principales ventajas de estos marcadores genéticos son: no requerir una
presecuenciacion de ADN, el hecho de que las bandas se generan mediante una cuidadosa
seleccion de cebadores, se logra la optimizacion de la PCR para las especies objetivo y una
optimizacion que garantiza el marcado de bandas reproducibles (Chaudhari et al., 2018).

Una de las desventajas de esta técnica es que los polimorfismos solo se detectan como la
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presencia o ausencia de una banda de cierto peso molecular (Al-Samarai y Al-Kazaz, 2015).
Al-Samarai y Al-Kazaz (2015) explican que en la Gltima década esta tecnologia ha sido una
de las mas usadas para desarrollar marcadores de ADN, debido a que proporciona una vista

rapida y eficiente de los polimorfismos.

2.2. Fundamentacion referencial.

2.2.1. Diversidad genética.

La diversidad bioldgica, conocida también como biodiversidad, esta definida como la
variabilidad, variedad de seres vivos y de los nichos ecol6gicos en que estos viven.
Lastimosamente medir dicha biodiversidad resulta muy dificil, puesto que se enfrenta a
muchos problemas debido a su caracter multidimensional, que no se puede reducir a un solo

numero (Molina-Freaner et al., 2010).

Molina-Freaner et al. (2010) expresan que la biodiversidad incluye tres niveles, los cuales
son: la diversidad de especies, la diversidad de ecosistemas, y por Gltimo la variabilidad

genética de las poblaciones.

Aunque existen muchas limitaciones respecto a la integracion entre los diferentes niveles,
hay que sefialar que la diversidad genética es uno de los niveles mas basicos de organizacion,
pues lo constituyen los genes. Es de hecho en este nivel donde se da la variacion que permite
evolucionar a las poblaciones, para asi adaptarse a sus ambientes, aquellos que llevan a la

adaptacion y la especiacion (Pifiero, 2008).

2.2.2. Diversidad genética en teca.

Nieto-Rodriguez et al. (2013) indican que la diversidad genética de la teca dentro del
Ecuador ha tenido un estudio bastante limitado y no ha tenido resultados relevantes en temas
como el mejoramiento genético de la especie, sobre todo a nivel de silvicultores pequefios y
medianos, quienes tienen en su gran mayoria fuentes de origen poco fiables de esta especie,
como viveros cuyas fuentes semilleras son pobres genéticamente y provenientes de arboles

deficientes.
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En Latinoamérica, Molina-Quesada et al. (2018) explican que pocos paises han demostrado
interés por el mejoramiento genético de la teca. Uno de estos paises interesados es Costa
Rica, nacion que incluso exporta semillas a otros paises de la region en vista de que poseen
fuentes semilleras certificadas y cuyos resultados son excelentes en campo (Murillo et al.,
2013). Sin embargo, otros paises como Ecuador no han logrado establecer fuentes semilleras
a la altura de paises como Costa Rica, y la legislacion no ha logrado controlar la propagacion
precipitada de arboles que luego pueden representar peligros genéticos en las poblaciones de

teca.

2.2.3. Diversidad de los recursos genéticos forestales.

También llamados recursos genéticos arboreos, estos no son mas que el material genético de
arbustos y especies forestales con valor actual o futuro. Esto significa que pueden representar
cualidades que en posteriores generaciones significaran algun tipo de utilidad debido a la
necesidad como por ejemplo, la utilizacién de dichos recursos (Grijalva et al., 2016).

Para comprender a que hace referencia la diversidad de estos recursos, es importante aclarar
que esta se basa en dos ejes principalmente, los patrones de distribucion, que no es méas que
cémo se distribuyen los individuos forestales dentro de las poblaciones; y la diversidad
genética dentro de cada especie, la cual hace referencia al nimero de caracteristicas genéticas
de las especies que se da entre otras cosas por los patrones de distribucion adoptados que
suelen llevar a diferentes adaptaciones evolutivas en funcion de las necesidades de las

poblaciones (Molina-Freaner et al., 2010).

Casas et al. (2017), indican que la importancia de conocer la diversidad genética se basa en
que permite, entre otras cosas, la identificacion de poblaciones y especies que presentan
mayores riesgos de desaparecer, 0 al menos de disminuir su diversidad, ademas de priorizar
ciertas poblaciones con la finalidad de permitir su conservacion en sus lugares de origen.
Grijalva et al. (2016) reconocen que, existen otras cualidades importantes de destacar, como
el hecho de que la diversidad de estos recursos es esencial para el mantenimiento adecuado
de la biodiversidad, de una correcta absorcion de compuestos atmosféricos como el CO: e
incluso para el disfrute de las sociedades de dichos recursos, desde actividades simples como

la recreacion turistica.
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2.2.4. Escases de los recursos genéticos forestales.

Grijalva et al. (2016) aseguran que, al hablar de escases en este tipo de recursos, es comun
incurrir en errores como pensar que son Unicamente el bajo numero de especies forestales
en un area determinada. Sin embargo, dicha escases también incluye otros factores como el
bajo nimero de caracteristicas genéticas entre poblaciones de una misma especie, € incluso
entre individuos dentro de una misma poblacion. Ejemplos claros de estas Gltimas son la
nula capacidad de ciertas poblaciones o individuos a reaccionar y defenderse ante
determinadas enfermedades, sobre todo a pesar de que existan otros individuos de la misma

especie o poblacién que si poseen la capacidad antes mencionada.

Las razones por las que dicha escases se suscita son variadas. Grijalva et al. (2016)
mencionan que muchas tienen que ver con acciones antropogeénicas, sobre todo en especies
comerciales usadas ya sea para la produccion maderera e incluso para la alimentacion,
ademas de la produccién de productos forestales no maderables como el caucho; entre dichas
razones Llanos et al. (2019) aseguran que estan el uso descuidado de individuos con
“caracteristicas superiores” como fustes rectos, alturas mayores a la habituales y pocas
ramificaciones (segln sea el caso), que a pesar de sus excelentes atributos, en ocasiones no
cuentan con genes que les permitan resistir los dafios provocados por ciertas enfermedades
y plagas. Es entonces cuando la propagacion de los primeros individuos y el olvido de los
segundos provocan que genes primordiales para las especies se pierdan, corriendo el riesgo

de que incluso se pierda la propia especie.

2.2.5. Poblaciones de escasa diversidad genética para produccion forestal.

En muchos paises, sobre todo en vias de desarrollo como Ecuador, es comun establecer
plantaciones forestales usando como fuentes de propagacién individuos o poblaciones sobre
las cuales no se ha tenido ningun cuidado o evaluacion en términos como la superioridad o
idoneidad de dichas fuentes, el manejo silvicultural que estas recibieron e incluso las

caracteristicas genéticas que estas poseen (Meza et al., 2017).

Meza et al. (2017) indican que desafortunadamente, el uso de esas fuentes ya mencionadas

para propagar individuos estableciendo plantaciones usando medios sexuales como las
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semillas o medios asexuales como estacas, rizomas y otros; puede incurrir en la formacion
de individuos con caracteristicas comercialmente deficientes, con baja o nula capacidad de
resistir ciertas enfermedades e incluso con poca capacidad de adaptacion a inclemencias del

clima que otros individuos si tolerasen.

Segln Meza et al. (2017) el uso de fuentes genéticas descritas anteriormente tiene varias
desventajas, entre las que se pueden citar porcentajes grandes de incidencia de
enfermedades, las cuales pueden ser muy variadas, la necesidad de podas y raleos mas
intensos y en periodos mas cortos, la aplicacién de plaguicidas y fertilizantes que en
condiciones éptimas no serian necesarios, y en general, cuidados méas intensos de los que
requeririan plantaciones cuyos origenes sean mejores a los mencionados. Cabe recalcar que
todo lo mencionado se traduce claramente a pérdidas econdémicas que son facilmente

evitables usando fuentes seguras de propagacion.

Casas et al. (2017) expresan que justamente el uso de individuos descritos en este punto ha
provocado pérdidas significativas en muchos paises, incluido Ecuador, en donde no se ha
realizado un mejoramiento genético integral en muchas especies forestales, poniendo en
riesgo poblaciones con caracteristicas Unicas y valiosas, tanto a nivel ecol6gico como
econdmico. Ha sido asi como el uso de especies como el Schizolobium parahybum (pachaco)
ha disminuido drasticamente, debido al ataque de patdgenos que han mermado poblaciones
enteras de esta especie con enfermedades como la muerte regresiva y la pudricién del fuste,
obligando a los productores forestales a disminuir su uso y a buscar otras especies con
similares caracteristicas que reemplacen al pachaco en el mercado maderero (Belezaca et al.,
2011).
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Materiales y métodos.

3.1.1. Localizacion de la investigacion.

3.1.1.1. Fase de campo.

La fase de campo, concerniente a la recoleccién de muestras de diferentes individuos de teca
pertenecientes a diferentes parcelas, se realizd en la finca experimental “La Represa”,
propiedad de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ) y ubicada en el recinto
Faita de la parroquia San Carlos, perteneciente al cantén Quevedo.

3.1.1.2. Fase de laboratorio.

La fase de laboratorio consistio en el analisis de las muestras recolectadas mediante técnicas
biotecnologicas y de biologia molecular, entre estas estan la extraccion del ADN de cada
muestra y su posterior analisis. Este analisis se realizd en el laboratorio de biotecnologia

perteneciente a la UTEQ.

3.2. Tipo de investigacion.

El tipo de investigacion usado fue experimental-analitica, puesto que se realizaron diversos
procesos que consistieron en la extraccion de ADN, determinacién de la concentracion y
pureza del ADN extraido, la amplificacion de las muestras extraidas, entre otras actividades
que finalizaron en el andlisis de la informacion obtenida con el propoésito de determinar en

funcién de esta, la familiaridad de las muestras de los individuos recolectados.

3.3. Métodos de investigacion.

Se empled el método comparativo, debido a que se verifico cual es el mejor protocolo de
extraccion de ADN a partir de hojas de la especie forestal en estudio, con la finalidad de
saber cuél es el protocolo idéneo para usarse en la extraccion de las muestras que se

emplearon para el andlisis genético.
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El método hipotético-deductivo fue fundamental en la investigacion, sobre todo debido a
que, partimos de la premisa que reza que existe alta diversidad genética entre las
procedencias a evaluar, dicha diversidad ha sido verificada al evaluar genéticamente las
procedencias, deduciendo finalmente mediante los resultados en los geles RAPD la

diversidad de estas.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

3.4.1. Fuentes primarias

Mediante la observacion directa y el analisis de las caracteristicas fenotipicas, se
seleccionaron hojas maduras y sanas que se usaron en la extraccion de ADN, lo cual permitio
evaluar el mejor protocolo. Las mismas caracteristicas fenotipicas ayudaron a seleccionar
los cinco mejores individuos de cada procedencia, los cuales se evaluaron genéticamente,

tomando un total de 15 individuos.

3.4.2. Fuentes secundarias.

Fundamentalmente se usaron fuentes secundarias como articulos cientificos, tesis, libros y
otras fuentes, con el objetivo de seleccionar la mejor informacion y complementar la
investigacion.

3.5. Disefio de la investigacion.

3.5.1. Recoleccion de las muestras.

Se recolectaron las muestras directamente del nimero de individuos ya mencionados por
cada procedencia, especificamente fueron hojas jovenes y sanas, que luego de ser limpiadas

y almacenadas, se llevaron a las instalaciones del laboratorio de biotecnologia de la UTEQ

para su procesamiento.
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3.5.2. Validacion de un protocolo de extraccion de ADN.

3.5.2.1. Anaélisis estadistico.

Para la evaluacion del mejor protocolo de extraccion de ADN se empled un disefio
completamente al azar con cuatro tratamientos (protocolos) con arreglo de un solo factor,
los cuales tuvieron cuatro repeticiones, con ocho observaciones cada una. Para determinar
diferencias entre medias se emple6 la prueba de Tukey (P<0.05). El esquema del analisis de
varianza se presenta en la Tabla 1, mientras que el modelo matematico se presenta seguido

de esta.

Tabla 1. Esquema del anélisis de varianza.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento (t-1)
Repeticion (r-1)
Error (t-1) (r-1)
Total (t*r)-1

Fuente: Carmona et al. (2002).

Modelo matematico:
Yij=pu+ ti+ €ij
Siendo:
Yij: Valor de la observacion.
u: El valor medio de todos los tratamientos.

7i: efecto del tratamiento i

eij: Error experimental.
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3.5.3. Extraccién y purificacion de ADN.

Se analizaron cuatro protocolos de extraccion y purificacion de ADN: Uyemoto et al. (1998),
Doyle y Doyle (1998), Dellaporta et al. (1983) y el kit de extraccion de ADN PureLink
Genomic Plant DNA de Invitrogen (2012) usando hojas jovenes de teca. Con las muestras

recolectadas, a fin de validar cual es estos resulta factible para la extraccion y purificacion

de ADN, se procedi6 a la lisis celular, la purificacién del ADN de las proteinas y demas

compuestos no Utiles para la investigacion, la precipitacion y la conservacion de las

muestras.

3.5.3.1. Protocolo Uyemoto et al. (1998).

Este protocolo indica lo siguiente:

1.

Macerar el tejido con nitrogeno liquido y agregar buffer (solucién) de extraccion
previamente calentado a 65 °C, homogenizar usando el vortex e incubar por 20 minutos
a 60 °C.

Centrifugar por 3 minutos a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante para afiadirle 600
ul de cloroformo isoamilico, mezclar por inversion y centrifugar nuevamente por 5
minutos a 12000 rpm.

Recuperar el sobrenadante y afiadir un volumen igual de isopropanol frio, incubar por
10 minutos y centrifugar a méxima velocidad por 8 minutos.

Desechar la fase acuosa y lavarla con etanol al 80%, centrifugar por 2 minutos a 12000
rpm, deshacerse del etanol, dejar secar y resuspender en 25 ul de buffer TE.

Por ultimo, afiadirle 10 pl de ARNasa e incubar a 37 °C durante una hora.

3.5.3.2. Protocolo Doyle y Doyle (1987).

De acuerdo con esta técnica, se deben seguir las siguientes instrucciones:

1.

Macerar el tejido vegetal de hojas en nitrogeno liquido y agregar 800 pl de Buffer

precalentado a 60 °C y anadir 5 ul de 4cido ascorbico, para después vortexear.

2. Centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos y transferir el sobrenadante a otro tubo al que se

le debe afadir 4 pl de ARNasa, para incubar a 65 °C por cinco minutos.

3. Agregar a la muestra 60 pl de cloroformo isoamilico, mezclar por inversion y centrifugar

por 10 minutos a 13000 rpm.
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4. Recuperar el sobrenadante y precipitar con un volumen igual de isopropanol para incubar

en hielo por 10 minutos.

5. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos y eliminar la fase liquida, lavar con etanol al 70%

el isopropanol residual y centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos, retirar el etanol y dejar

secar por 10 minutos para resuspender en 15 ul de buffer TE 1X.

3.5.3.3. Protocolo Dellaporta et al. (1983).

Este protocolo indica lo siguiente:

1.

Macerar el tejido vegetal de hojas en un mortero hasta obtener un polvo fino y depositar
en un tubo eppendorf cerca de 70 mg.

Afadir 800 pl de buffer de extraccion, agitar e incubar en bafio maria a 65 °C durante
10 minutos.

Retirar del bafio maria y afadir 10 pl de acetato de potasio para después centrifugar a
1700 rpm por 30 minutos y dejar reposar por un periodo de 12 horas a 20 °C.

Realizar una segunda centrifugacion no sin antes afiadir isopropanol para formar la
pastilla de ADN.

Retirar el sobrenadante y dejar secar con los tubos invertidos durante 10 minutos y
después diluir en una solucion TE.

Afadir fenol cloroformo, centrifugar y extraer el sobrenadante nuevamente para
anadirle 400 pl de isopropanol y 60 pul de acetato de sodio y centrifugar una vez mas.
Extraer el sobrenadante y dejar secar la pastilla con el tubo invertido para luego lavar

con etanol al 70% y resuspender en TE al 1X.

21



3.5.3.4. Kit de extraccion de ADN PureLink Genomic DNA (Invitrogen, 2012).

Pasos a seguir para la extraccion:

1.

10.

11.

Macerar la muestra vegetal con nitrégeno liquido en un mortero hasta obtener un
polvo fino y mantener fria la muestra en todo momento hasta aplicar el primer buffer.
Agregar 180 pl de buffer de digestion y vortexear la muestra hasta homogenizar.
Agregar 20 pl de proteinasa K y vortexear para luego incubar en bafio maria a 55 °C
por 10 minutos.

Retirar la muestra del bafio maria y agregarle 20 pl de ARNasa, incubar a temperatura
ambiente durante 2 minutos y centrifugar durante cinco minutos a méaxima potencia.
Recoger el sobrenadante en otro tubo y afiadirle 200 pl de buffer de lisis, vortexear
hasta homogenizar.

Afiadir a la mezcla 200 pl de etanol concentrado en 96 — 100% y vortexear durante
5 segundos para conseguir una solucion homogeénea.

Depositar 640 ul de la solucion en una columna con filtro para luego centrifugar 6000
a rpm por un minuto.

Desechar el tubo con el flujo, conservar la columna con el filtro y afadir un tubo
nuevo, agregar 500 pl de buffer de lavado #1 a la columna con el filtro para proceder
a centrifugar por un minuto a 6000 rpm.

Desechar el tubo y el flujo y conservar la columna con filtro, reemplazar de nuevo el
tubo y agregarle al filtro el buffer de lavado #2, volver a centrifugar por 3 minutos a
velocidad maxima.

Desechar el tubo con el flujo y colocar el filtro en un tubo eppendorf donde va a estar
la solucion con el ADN.

Afadir al filtro de 25 a 200 pl de buffer de elusion (en funcién de la cantidad
requerida), incubar a temperatura ambiente por un minuto y centrifugar a velocidad

maxima por 3 minutos
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3.5.4. Evaluacion de la calidad de ADN obtenido por protocolo.

Para conocer cuan eficiente fue la extraccion de las muestras de ADN, estas fueron
estudiadas en gel de agarosa al 1%, evaluando principalmente calidad de este, en funcion de
sus valores de pureza. Dicha calidad fue medida en una escala porcentual que fue del 0%
como degradado al 100% como excelente, tal como lo indica el cuadro a continuacion
(Nieto-Rodriguez et al., 2013).

Tabla 2. Escala porcentual para medir la calidad de ADN.

Porcentaje Descripcion
100% Excelente
75% Alto
50% Medio
25% Bajo
0% Degradado o nulo

Fuente: Nieto-Rodriguez et al. (2013).

3.5.5. Evaluacion de la cantidad de ADN obtenido por protocolo.

La cuantificacion de ADN se estimé mediante el uso de gel de agarosa al 1% y el marcador
de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen, 2012). Para ello cada muestra a evaluar se
compuso de 3 ul de ADN extraido, 2 ul de agua ultrapura'y 1 ul de buffer de carga 10X blue
juice, sumando un total de 6 pl. Para el marcador de peso molecular se procedio a hacer
exactamente lo mismo de modo que en todas las muestras y en el marcador se manejase el
mismo volimen. Se migraron las muestras a 90 voltios durante 30 minutos en buffer TAE
1X'y posterior a esto se evalud la cantidad de ADN en funcion de la intensidad de la banda

y las indicaciones del fabricante del marcador como indica la figura 1.
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bp ng/10pL
10000 43
B 3
5000 3?
4000 36
3000 31
2500 26
2000 23
1500 22
1000 35
900 26
800 25
700 31
600 18
500 35
400 12
300 17
200 12
100 7

Figura 1. Escala de concentraciones y pares de base de 1Kb DNA Ladder para la estimacion
de la concentracion de ADN.

Fuente: Invitrogen (2012).

3.5.6. Analisis de las muestras a travées de RAPD.

Se realiz6 un andlisis con marcadores moleculares del tipo RAPD (Amplificacion aleatoria
de ADN polimérfico), mediante la técnica descrita por Williams et al. (1990), con el
propdsito de determinar polimorfismos presentes entre las muestras a estudiar. Dicho
proceso consistié basicamente de una reaccion en cadena de la polimerasa mediante el uso
de oligonucledtidos decaméricos, culminando con la visualizacion de las muestras en gel de

agarosa al 1.5% mediante electroforesis.

3.5.6.1. Seleccion de oligonucleotidos.

Una parte de los iniciadores utilizados para esta investigacion fueron aquellos ya usados en
otras investigaciones con otras especies forestales y agricolas, demostrando excelentes
resultados y polimorfismos variables, la otra parte correspondid a iniciadores escogidos al

azar y ya probados en otras evaluaciones de la misma indole.
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La Tabla 3, a continuacion, muestra los cebadores seleccionados y sus respectivas

secuencias.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para el analisis de las tres procedencias en esta

investigacion.

Cadigo

Secuencia

A0l
OPA 04
OPA 10
OPA 15
OPC 15

PLAT

M 04

M 07

5’-CAGGCCCTTC-3’

5’-AATCGGGCTG-3’
5’-GTGATCGCAG-3’
5’-GACGGATCAG-3’
5’-GACGGATCAG-3’
5’-GACAGACAGA-3’
5’-GGCGGTTGTC-3’
5’-CCGTGACTCA-3’
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3.5.6.2. Componentes de la PCR.

La Tabla 4 muestra los reactivos empleados en la PCR, siendo estos, 9.8 ul de agua ultra
pura, 4 ul de buffer de PCR, 1 ul de cloruro de magnesio, 1 pl de dNTPs, 2 pl de primers,
0.2 pl de taq polimerasa y 2 pl de ADN, formando un volumen total de 20 pl (Williams et
al., 1990).

Tabla 4. Reactivos usados para la obtencion de la PCR.

No Reactivos Concentracion  Cant. (ul)

1 Agua ultrapura 9.8

2 Buffer PCR 10 x 4

3 Cloruro de magnesio 25 mM 1

4 dNTPs 10mM 1

5 Primers 1pmol/ul 2

6 Taq polimerasa 5U/ul 0.2

7 ADN 2
TOTAL 20

Fuente: Williams et al. (1990).
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3.5.6.3. Programa de PCR

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador y sus condiciones son descritas en la

tabla 5, cabe recalcar que estas fueron las establecidas por William et al. (1990).

Tabla 5. Programa de PCR.

Etapa Tiempo (minutos)  Temperatura (°C)  Ciclos
Predesnaturalizacion 1 94 1
Desnaturalizacion 1 94 40
Hibridacion 1.30 36 40
Polimerizacién 2 72 40
Polimerizacion final 10 72 1

Fuente: Williams et al. (1990).

Los fragmentos obtenidos fueron separados mediante electroforesis a 65 voltios durante 2
horas y 50 minutos, usando un gel de agarosa al 1.5%. La visualizacion de dichos resultados

se realiz6 usando un fotodocumentador con luz UV.

3.5.7. Analisis estadistico.

La amplificacién de iniciadores decaméricos en el numero total de muestras, asi como la
seleccion de los oligonucledtidos con mayor nimero de bandas amplificadas, junto con la
lectura de los geles RAPD, se efectuaron de manera directa, mediante la asignacion del
numero 1 a la banda con mayor peso molecular, y asi sucesivamente de manera descendente
hasta la banda de menor peso molecular. Se calcularon las bandas amplificadas para cada
nucleotido, donde 1 significa la presencia de una banda, y 0 ausencia de esta, asumiendo
ademas que las bandas con igual velocidad de migracion en el gel en individuos diferentes

son idénticas.
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Con los datos binarios se elaboraron matrices usadas para calcular las distancias genéticas
entre y dentro de las procedencias, con base en el coeficiente de apareamiento simple. Los
valores de diversidad de cada iniciador se calcularon por ecotipo, con la base de distancia de
Nei (1978):

Donde:

p= Frecuencia de la banda en las poblaciones.

n= NUmero de individuos analizados.

Se calculé el valor de la diversidad genética detectado en cada oligonucledtido con base en
la estimacion de r. Mientras el valor de diversidad de todas las muestras (Hr), fue calculado
basandose en el numero total de marcadores e individuos analizados, usando la siguiente
ecuacion Nei (1978):
r

hy

r
k-1

HT=

Donde:
Ht= Valor de diversidad total.

hk = Medias ponderadas por el valor de todos los marcadores.

r = Numero de marcadores revelados para cada nucleotido.
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3.5.8. Anadlisis de conglomerados

Para el andlisis de conglomerados, se evalué la robustez del dendrograma RAPD, mediante
el remuestreo y la generacion de matrices de distancias genéticas hechas a partir de matrices
de distancias reconstruidas y reducidas en el analisis estadistico. Dicho dendrogramas fue
construido en funcion del método de agrupamiento de pares no ponderamos de medias
aritméticas 0 UPGMA, mientras la estructura de las poblaciones fue inferida con base en el
algoritmo de agrupamiento con un modelo bayesiano, el cual sera corrido considerando K
aglomerados genéticos caracterizados con las matrices de frecuencias de alelos, estimando
asi la proporcion del genoma por individuo a partir de cada conglomerado genético, modelo
propuesto por Pritchard, Wen y Falush (2010)

Todos los datos fueron analizados en el programa MEGA X (Kumar et al. 2018) y también

en este programa fue elaborado el dendrograma.

3.6. Materiales.

3.6.1. Materiales de campo.

— Hojas de teca

— Machete.

— Fundas plasticas.
— Hielera.

— Libreta de apuntes.

3.6.2. Materiales de laboratorio.

— Mandil.

— Puntas amarillas, azules y blancas.
— Guantes de nitrilo.

— Toallas desechables.

— Mascarillas.

— Gradillas.
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3.6.3.

Tubos eppendorf de 1.5 ml.

Matraces.

Equipo de laboratorio.

Microcentrifuga.

Bafio maria.

Vortex.

Micropipetas.

Cabina de flujo.

Céamara de electroforesis.
Foto documentador.
Trans iluminador.

Termociclador
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resultados

4.1.1. Validacion de los protocolos de extraccion de ADN.

Las Figuras 2, 3, 4 y 5 muestran los resultados de la visualizacion correspondientes a las
muestras nimero 1 — 12 de cada protocolo, en estas se puede apreciar que la calidad de los
protocolo Del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, 2012) y Uyemoto et al. (1998) son
significativamente mayores, sobre todo por la ausencia de contaminacion y la presencia de
las bandas de ADN bien definidas, aunque la concentracion es baja en el protocolo del kit,
mientras que el protocolo Dellaporta et al. (1983) posee las muestras de menor calidad, lo
que podemos observar en las bandas, en cambio, el protocolo Doyle y Doyle (1987) la
presencia de contaminacidn es muy notoria, esto debido a que no se logré una purificacion

optima de las muestras.

.\‘.‘W.h—dv\.——dﬁ--‘h‘*d—"

ADN

Figura 2. Producto de electroforesis en gel de agarosa al 1% de las muestras obtenidas a partir del
protocolo Uyemoto et al. (1998).
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ADN

Contaminacion

Figura 3. Producto de electroforesis en gel de agarosa al 1% de las muestras obtenidas a partir del
protocolo Doyle & Doyle (1987).

ADN

Figura 4. Producto de electroforesis en gel de agarosa al 1% de las muestras obtenidas a partir del

protocolo Dellaporta et al. (1983).

ADN

Figura 5. Producto de electroforesis en gel de agarosa al 1% de las muestras obtenidas a partir del
Kit de extraccion de ADN PureLink Genomic DNA (Invitrogen, 2012).
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4.1.2. Evaluacion de la calidad de ADN extraido por cada protocolo.

Los resultados de las medias obtenidas para la calidad de ADN mostraron que el protocolo
Purelink Genomic DNA Mini kit fue el mejor, donde la calidad de ADN es alta, con una
media de 75%, a este le sigue el protocolo Uyemoto et al. (1998) con 71,41% (calidad media
alta), los resultados inferiores consistieron en tercer lugar el protocolo Doyle y Doyle (1987)
que llego a un promedio de 53,91% (calidad media) y el protocolo Dellaporta et al. (1983)
que obtuvo un porcentaje del 46,88% (calidad baja), siendo este ultimo protocolo el que
obtuvo la calidad de ADN mas baja.

Los resultados antes mencionados se muestran en el Figura 5, mientras que los valores de

cada una de las muestras se presentan en el Anexo 2.

Medias de Calidad del ADN Extraido Por Protocolo
a
ab
80,00 71,41 75,00
70,00 bc c
60,00 53,91
& 50,00 46,88
g 40,00
=< 30,00
O
20,00
10,00
0,00
Uyemoto et al. Doyle y Doyle Dellaporta et al. Purelink Genomic
DNA
Protocolos de Extraccion de ADN

Figura 6. Promedio de la calidad de ADN obtenido por cada protocolo, las medias con letras

iguales no son significativamente diferentes (p < 0,05).
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4.1.3. Evaluacién de la concentracibn de ADN extraido para cada

protocolo.

Los resultados de la concentracién de ADN realizado mediante el uso de gel de agarosa y
marcador de peso molecular determinaron que, el protocolo Uyemoto et al. (1998) con un
promedio de concentracion de 75,25 ng/ul, es el protocolo con la concentracion mas alta, a
este le siguio el protocolo Doyle y Doyle (1987) con una concentracion promedio de 65.63
ng/ul, tomando asi el segundo lugar en concentracion, el protocolo Dellaporta et al. (1983)
obtvo el tercer lugar con con 54,69 ng/ul, la concentracion méas baja la tuvo el kit Purelink
Genomic DNA Mini Kit, con apenas 35,31 ng/pl. Los resultados de las concentraciones de
cada una de las muestras se encuentran en el Anexo 3, mientras las medias y sus

significancias se muestran también en la Figura 6, a continuacion:

Concentraciéon de ADN Extraido Por Protocolo

90,00 a

80,00 76,25 ab
= 70,00 65,63 bc
E': 60,00 54,69
5 50,00 c
S 40,00 35,31
$ 30,00
[
§ 20,0

10,00

0,00
Uyemoto et al. Doyle y Doyle Dellaporta et al. Purelink genomic DNA
Protocolos de extraccion de ADN

Figura 7. Promedio de concentracion de ADN obtenido por cada protocolo, las medias con letras

iguales no son significativamente diferentes (p < 0,05).
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4.1.4. Analisis genético usando amplificacion aleatoria de ADN
polimorfico.

4.1.4.1. Determinacion de polimorfismo.

Las combinaciones de oligonucledtidos establecidas para la investigacion y el polimorfismo
alcanzado por cada una de estas se muestran en la Tabla 6, se presenta ademas el
polimorfismo general y el nimero de bandas para cada una de las combinaciones. La
combinacion de mayor polimorfismo corresponde a OPA 04 y PLAT, con 11 bandas
polimorficas de 15, alcanzando un polimorfismo del 73,33%, mientras el menor
polimorfismo lo obtuvo la combinacion M 07 y OPA 10, con 6 bandas polimdrficas de 15,

Ilegando a un polimorfismo del 40%.

Tabla 6. Combinaciones de oligonucledtidos junto con el nimero de bandas amplificadas,

sus polimorfismos y resultados promedio de estos ultimos.

Combinacion de Secuencias Bandas Bandas Polimorfismo
oligonucledtidos amplificadas  polimorficas (%)
M 07 5’-CCGTGACTCA-3’
15 9 60,00
A 01 5’-CAGGCCCTTC-3
OPA 04 5’-AATCGGGCTG-3’
15 11 73,33
PLAT 5’-GACAGACAGA-3’
M 07 5’-CCGTGACTCA-3’
15 6 40,00
OPA 10 5’-GTGATCGCAG-3’
OPC 15 5’-GACGGATCAG-3’
15 8 53,33
A 01 5’-CAGGCCCTTC-3’
OPA 15 5’-GACGGATCAG-3’
15 9 60,00
M 04 5’-GGCGGTTGTC-3’
TOTAL 75 33
PROMEDIO 15 8,6 57,33
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La Figura 8 muestra el resultado de la amplificacion de ADN usando la combinacion de
oligonucledtidos M07 y AO01, indicando un patron tipico en la especie utilizada, con
evidentes monomorfismos y polimorfismos, se muestra ademas el marcador de peso
molecular (MP) de 100 pares de bases (pb) DNA Ladder Invitrogen. Hay que recordar que
las muestras estan divididas en tres grupos, siendo estos, Santa Cruz, Parrita y Pillangosta,
los cuales son sus subzonas de origen en Costa Rica, las flechas de colores indican los

polimorfismos presentes.

MP Santa Cruz Parrita Pillangosta

2072

wond
. o T EE

900

600

N

300

Figura 8. Productos de PCR obtenidos de la combinacion M07 y A01, junto con el marcador
de peso molecular (MP) 100 pb DNA Ladder Invitrogen a la izquierda.

La Figura 9 muestra los resultados obtenido a partir de la amplificacién de ADN mediante
la combinacion de primers OPA 04 y PLAT, junto con el marcador de peso molecular, se

muestra bandas de mayor intensidad en el sector con las bandas de peso mas alto.
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Santa Cruz Parrita Pillangosta

2072
1500

900

600

300

Figura 9. Productos de PCR obtenidos de la combinacion OPA 04 y PLAT, junto con
el marcador de peso molecular (MP) 100 pb DNA Ladder Invitrogen a la izquierda.

La Figura 10 evidencia los resultados de la amplificacion de ADN usando la combinacion
de primers correspondiente a M 07 y OPA 10, se muestra una cantidad de bandas regular
con la tipica intensidad en las bandas de mayor peso, en la imagen se aprecia ademas el

marcador de peso molecular.

MP Santa Cruz Parrita Pillangosta

2072 — |

1500

[—; - s
900 '\c ' [v-r] — e e

600

300

Figura 10. Productos de PCR obtenidos de la combinacion M 07 y OPA 10, junto con el
marcador de peso molecular (MP) 100 pb DNA Ladder Invitrogen a la izquierda.
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En la Figura 11 se observa el resultado de la amplificacion de ADN usando la combinacion
de oligonucleotidos OPC 15y A 01, junto con el marcador de peso molecular 100pb DNA

Ladder Invitrogen a la izquierda, se muestra en la imagen un patron de bandas tipico para la

especie usada en este analisis, los polimorfismos son ademas evidentes.

pb

2072
1500

900

600

300

Santa Cruz

Parrita

Pillangosta

MP

100 pb 1

|

S

.-»-«—.—..vdc-t

Figura 11. Productos de PCR obtenidos de la combinacion OPC 15 y A 01, junto con el

marcador de peso molecular (MP) 100 pb DNA Ladder Invitrogen a la izquierda.

La Figura 12 muestra el resultado de la amplificacion de las muestras de ADN usando la
combinacidn de primers OPA 15y M 04, mostrando el patron de bandas habitual, junto con

el marcador de peso molecular.
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Santa Cruz Parrita Pillangosta
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Figura 12. Productos de PCR obtenidos de la combinacion OPA 15y M 04, junto con el

marcador de peso molecular (MP) 100 pb DNA Ladder Invitrogen a la izquierda.

4.1.5. Agrupamiento para determinar la diversidad genética

El dendrograma construido en funcién del método de agrupamiento de pares no ponderamos
de medias aritméticas 0 UPGMA, se dividio principalmente en tres grupos correspondientes
a cada una de las procedencias en estudio, Siendo el grupo A correspondiente a Santa Cruz,

grupo B correspondiente a Pillangosta y Parrita.

La Figura 13 muestra el dendrograma con los datos mencionados anteriormente, las
respectivas distancias genéticas de cada rama, siendo estas del 97% entre los individuos de
los grupos A 'y B, a su vez, las distancias dentro de los grupos fueron de: del 73% en el
primer subgrupo A, del 86% en el segundo subgrupo Ay del 30% dentro del grupo B. hay
que recalcar ademas que el germoplasma de las poblaciones de Parrita (PA) y Pillangosta
(PI) se encuentran mas estrechamente relacionados. Estos datos nos indican la tendencia que
tuvieron los individuos para agruparse en funcion de las procedencias en que fueron

muestreadas.
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Figura 13. Dendrograma generado a partir de datos RAPD, usando las tres procedencias en estudio,
las distancias evolutivas se calcularon mediante el método UPGMA, el andlisis de conglomerados se
construyd usando el método de Nei (1978). Los individuos con la codificacién SC corresponden a la
procedencia Santa Cruz, Los de codificacion PA, Parrita y los individuos con la codificacion PlI,
Pillangosta.

41



4.2. Discusion

Con la utilizacion de los 4 protocolos propuestos en la presente investigacion, se logro la
extraccion de ADN gendmico en concentracion y calidad diferenciada. La concentracion
(76,25 ng/ul) y la pureza (71,40%) altas en el protocolo Uyemoto et al. (1998) resaltan la
efectividad de este en especies lefiosas como Tectona grandis, mientras en el Protocolo
Doyle y Doyle (1987) se obtuvo ADN medianamente bueno, el protocolo Dellaporta et al.
(1983) resulta no tan efectivo debido a la degradacion de los acidos nucleicos ocurrida
durante el proceso, los datos de esta investigacién concuerdan con los obtenidos por Nieto-
Rodriguez et al. (2013), quien destaca que el protocolo Uyemoto es mejor frente a los
protocolos Doyle y Doyle y Dellaporta, aungue en el estudio de Nieto-Rodriguez et al.
(2013) no se evaluo la efectividad del protocolo Purelink, Los resultados de la extraccion
también coinciden con Fatima et al. (2019) en cuyo estudio extrajeron ADN de la misma
especie usando un protocolo cuyo buffer de extraccién posee concentraciones de CTAB,

PVP, NaCl, EDTA, Tris-HCIl y mercaptoethanol idénticas a las del protocolo Uyemoto.

Es habitual reconocer la superioridad de los kits de extracciéon de ADN frente a los
protocolos habituales, debido sobre todo al uso de filtros de purificacion que ayudan a
obtener ADN de pureza excelente (75% en este estudio), pero de concentraciones medianas
(35,31 ng/ul), esto es algo en lo que coinciden Hansen et al. (2015) en cuyo caso resaltan la
eficacia de los Kits de extraccion frente a los protocolos habituales, sin embargo, también
resaltan la dificultad de conseguir Kits de extraccion de ADN debido a sus elevados costos,
a pesar de esto, es importante en estos casos elegir que es mejor, concentraciones bajas pero

purezas altas, o concentraciones altas pero purezas bajas.

Teniendo en cuenta que para estudios que incluyan PCR es importante diluir el ADN original
para lograr asi reacciones eficientes, también es fundamental lograr purezas altas para
alcanzar dichas reacciones. Si ponemos en comparacién que es mas importante,
definitivamente la pureza esta en primer lugar, puesto que esta incidird directamente en el
éxito o fracaso de la PCR, es por esa razon que, para la extraccion de ADN de las

procedencias evaluadas, se uso el kit de extraccién antes mencionado.

Los geles de agarosa producto de la electroforesis con los resultados de las PCR usando las
diferentes combinaciones de oligonucledtidos demostraron un patron de bandas

monomorficas, ocultando diferencias significativas a simple vista, dichos patrones
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concuerdan con los obtenidos por Cruz et al. (2019) quien uso las mismas combinaciones en
cultivares de Musa spp. Dichos oligonucleétidos han sido ya usados en combinaciones (Cruz
etal., 2019) y solos en otras especies como Theobroma cacao (Carranza et al., 2008), incluso
probados por separado en la especie en estudio por Nieto-Rodriguez et al. (2013),
demostrando su efectividad para especies agricolas y en este caso, forestales como T.
grandis,

Cabe destacar que los niveles més altos de polimorfismo los obtuvo la combinacion de
partidores OPA 04 y PLAT, que resulté en 11 bandas polimorficas de 15 bandas, logrando
un polimorfismo del 73.33%, esto mientras la combinacion con el polimorfismo fue la de
los partidores M 07 y OPA 10, logrando un polimorfismo del 40%, gracias a seis bandas
polimorficas de 15 que se obtuvieron. El promedio de polimorfismo resultante de las cinco

combinaciones de partidores fue de 57,33%.

El dendrograma elaborado a partir del método UPGMA, demostré que los individuos estan
relacionados fuertemente en funcion de su origen, de modo que solo lograron establecerse
dos grupos principales, donde el grupo A corresponde al germoplasma de Parrita y
Pillangosta, y el grupo B corresponde al de Santa Cruz, , cabe mencionar que el grupo més
alejado genéticamente corresponde a la procedencia de Santa Cruz, dicho resultado
concuerda con lo dicho por Nieto-Rodriguez et al. (2013), quien ya estudid las tres
procedencias junto con otras diez poblaciones ubicadas en diferentes zonas del litoral
ecuatoriano, en dicho estudio, ademas se dejé claro que las tres procedencias de Costa Rica
estan alejadas genéticamente de las poblaciones ecuatorianas.

Con los resultados obtenidos en la investigacion se aprueba la hipotesis alterna, la cual dicta

que existe poca diversidad genética entre las procedencias estudiadas
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1. Conclusiones

Se concluye que el protocolo Uyemoto et al. (1998) resulta excelente para la extraccion
de ADN de T. grandis, debido a los altos niveles de concentracion y pureza alcanzados
en la investigacion, sin embargo, hay que resaltar que la superioridad en los niveles de
pureza del Kit de extraccion de ADN PureLink Genomic DNA (Invitrogen, 2012), lo
hacen una importante opcion al momento de contar con los recursos para la adquisicion
de estos, no solo por la reduccion del tiempo de la extraccion, sino también por evitar el
uso de compuestos peligrosos como &cido clorhidrico, cloroformo y otras sustancias

toxicas que es preciso usar en la extraccion de ADN a través de protocolos.

Los niveles de diversidad genética fueron relativamente bajos, hecho que queda
demostrado en los polimorfismos obtenidos, que tuvieron un promedio de 57,33%. Sin
embargo, hay que recalcar que los individuos estan relacionados en funcion de su
procedencia de origen, formando tres grupos principales, pertenecientes a cada
procedencia. otro punto a resaltar es la lejania genética de la procedencia de Santa Cruz
respecto a Parrita y Pillangosta, las cuales estan relacionadas entre si, segun los resultados

obtenidos en el dendrograma.

Los RAPD’s generaron informacion consistente para el analisis de los datos de las
accesiones estudiadas, logrando obtener polimorfismos en todas las combinaciones de
oligonucleoticos usadas. Estos datos generaron informacién altamente confiable para el
futuro manejo del germoplasma estudiado con miras a la conservacion y al mejoramiento

genético.
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5.2. Recomendaciones

Debido a la dificultad que supone la extraccion de ADN de ciertas especies forestales cuya
composicion posee altos contenidos de compuestos como polifenoles, tanitos,
polisacaridos y otros, es una necesidad el estudio de diferentes protocolos de extraccion de
ADN, sobre todo volviendo los procesos mas especificos para cada especie, es importante
recalcar que en lo posible y de ser precisos, es mejor agregar ciertas modificaciones a los
protocolos que permitan obtener mejores resultados segun sea la especie o el tejido del cual

se pretende extraer ADN.

Es recomendable el uso de diferentes partidores en las investigaciones de diversidad
genética, pues esto permite aumentar el rango de exactitud de las investigaciones, El uso
de una pareja de partidores en la técnica RAPD, permite ademas un mayor nimero de
bandas al momento de revelar los resultados de la PCR, lo que se traduce también en

resultados mas exactos con menos reacciones de PCR de las habituales.

Es importante el estudio de la diversidad genética de diferentes poblaciones y especies
forestales, con el objetivo de entre otras cosas, lograr reconocer su estructura genética,
hecho que puede llevar al mejoramiento genético de dichas especies, a su diversificacion y

a un manejo mas responsable de los recursos forestales del pais.
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7.1. Anexos
Anexo 1. Actividades realizadas en laboratorio.

Fotografia 1. Extraccién de ADN. Fotografia 2. Comprobacion de la extraccion de
ADN mediante electroforesis.

Fotografia 2. Comprobacion de los productos de
Fotografia 3. Preparacion de la mix de PCR. PCR mediante electroforesis.




Anexo 2. Resultados de la evaluacion de la calidad de ADN vy su andlisis de varianza.

EVALUACION DE LA CALIDAD DE ADN POR PROTOCOLO
Uyemoto et al. Doyle y Doyle Dellaporta et al. Purelink Genomic DNA
1 100 25 25 75
2 50 75 50 75
3 75 75 25 100
4 75 75 25 75
5 25 75 50 75
6 50 75 75 50
7 75 100 50 50
8 75 100 50 75
9 25 50 50 75
10 50 50 75 100
11 50 50 25 100
12 50 75 75 75
13 100 50 50 75
14 100 50 25 75
15 100 50 25 50
16 100 25 50 50
17 100 50 75 50
18 75 25 50 75
19 75 75 75 75
20 10 75 25 75
21 75 25 25 75
22 50 50 50 75
23 75 25 50 75
24 50 25 25 100
25 100 25 75 100
26 100 50 50 100
27 75 50 50 75
28 75 50 25 75
29 100 75 50 75
30 75 25 75 75
31 75 50 50 50
32 75 50 25 75

Analisis de la varianza

Variable N R?

R2 Aj CV

Columna?2 16 0,71

0,63 14,11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2206,01 3 735,34 9,67 0,0016
Columnal 2206,01 3 735,34 9,67 0,0016
Error 912,16 12 76,01
Total 3118,17 15




Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=18,30312
Error: 76,0132 gl: 12
Columnal Medias n E.E.

Purelink 75,00 4 4,36 A
Uyemoto 71,40 4 4,36 A B
Doyle 53,91 4 4,36 B C
Dellaporta 46,87 4 4,36 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 3. Resultados de la evaluacion de la concentracion de ADN y su analisis de

varianza.
EVALUACION DE LA CANTIDAD DE ADN POR PROTOCOLO (ng/ul)
N°| Uyemoto et al. Doyle y Doyle Dellaporta et al. Purelink Genomic DNA
1 90 50 30 30
2 100 80 40 30
3 70 80 40 30
4 80 90 30 30
5 80 70 50 40
6 40 100 60 40
7 60 100 80 40
8 40 100 60 30
9 40 60 70 40
10 30 50 40 30
11 100 50 50 30
12 80 60 70 40
13 100 50 60 40
14 100 60 50 30
15 90 60 40 30
16 70 40 50 40
17 50 60 60 30
18 60 50 50 30
19 50 90 40 20
20 100 90 50 20
21 80 50 60 30
22 80 90 60 40
23 60 40 70 20
24 50 30 50 50
25 100 60 50 50
26 100 70 70 50
27 80 60 60 40
28 100 60 40 30
29 100 50 70 50
30 90 70 70 50
31 90 70 60 40
32 80 60 70 30
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Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2? Aj CV
Columna?2 16 0,78 0,72 16,17

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 3667,58 3 1222,53 13,92 0,0003

Columnal 3667,58 3 1222,53 13,92 0,0003

Error 1053,91 12 87,83

Total 4721,48 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=19,67393
Error: 87,8255 gl: 12

Columnal Medias n E.E.
Uyemoto 76,25 4 4,69 A
Doyle y Doyle 65,63 4 4,69 A B
Dellaporta 54,69 4 4,69 B C
Purelink 35,31 4 4,69 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 3. Origen en Costa Rica de las procedencias evaluadas.
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Anexo 4. Ubicacion en Ecuador de las procedencias evaluadas.
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