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Resumen
Los bosques y paramos andinos son ecosistemas con una alta diversidad bioldgica que cumplen roles
ecosistémicos importantes. Ecuador presenta una gran riqueza de flora con caracteristicas fenotipicas
Unicas. No obstante, estas especies se encuentran amenazadas por diversos factores antropolégicos y
ambientales. Pernettya prostrata (Cav.) DC., comuinmente conocida como “mortifio”, “manzana” o
“moridera”, es una especie arbustiva nativa de los Andes perteneciente a la familia Ericaceae. Los
estudios realizados en esta especie se han enfocado Unicamente a nivel fitoquimico y morfolégico. Por
lo que, el presente estudio, a través del proyecto de banco de semillas Andinas HANS-BANK, se enfoca
en la caracterizacion molecular de esta especie mediante el uso de marcadores moleculares de los genes
rbcl y matK. El objetivo principal es crear un cddigo de barras de ADN para la futura identificacion de
Pernettya prostrata en los bosques andinos. Para llevar a cabo este estudio, se realizé una recoleccion
de muestras vegetales en el Parque Nacional Cayambe-Coca, a partir de las cuales se procedié a la
extracciéon de ADN. El protocolo basado en el uso de los buffers CTAB y sorbitol presentd mejores
resultados. Este protocolo permitié obtener una concentracidén de ADN entre 126 y 842 ng/ulLy una
pureza (A260/280) entre 1,72 y 1.92. Mediante un analisis estadistico se corrobord los resultados
obtenidos en la extraccidon de ADN. Finalmente, se realizé una amplificacién con los primers disefiados
para los genes rbcL y matK, obteniendo bandas con un tamafo de amplicon de 440 pb para rbclL y de
253 pb para matK. Estos resultados permitieron realizar la caracterizacion e identificacion molecular de

la especie Pernettya prostrata en los bosques andinos del Ecuador.

Palabras clave: Pernettya prostrata, ADN, Barcoding, marcadores moleculares
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Abstract
The Andean forests and bogs are ecosystems with high biodiversity, they play important ecological roles.
Ecuador has a great wealth of flora with unique phenotypic characteristics. However, these species are
threatened by various anthropological and environmental factors. Pernettya prostrata (Cav.) DC,,
commonly known as “mortifio”, “manzana” or “moridera”, is a shrub native to the Andes and belongs to
the Ericaceae family. The studies carried out on this species have focused only on the phytochemical and
morphological level. Therefore, the present study, through the HANS-BANK Andean Seed Bank Project,
focuses on the molecular characterization of this species using molecular markers of the rbcL and matk
genes. The main objective is to create a DNA barcode for future identification of Pernettya prostrata in
Andean forests. To carry out this study, plant samples were collected at the Cayambe-Coca National
Park and DNA extraction was performed. The protocol based on CTAB and sorbitol buffers showed
better results. This protocol allowed obtaining a DNA concentration between 126 and 842 ng/ulL and a
purity (A260/280) between 1.72 and 1.92. Statistical analysis confirmed the results obtained in DNA
extraction. Finally, amplification was performed with primers designed for the rbcL and matK genes,
obtaining bands with an amplicon size of 440 bp for rbcL and 253 bp for matK. These results allowed the
characterization and molecular identification of the species Pernettya prostrata in the Andean forests of

Ecuador.

Keywords: Pernettya prostrata, DNA, barcoding, molecular markers
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Capitulo I: Introduccién
Planteamiento del problema

Los bosques y paramos andinos son conocidos por ser uno de los ecosistemas mds biodiversos
del planeta, los cuales cubren cerca del 2% de la superficie de los paises neotropicales (Bussmann, 2005;
Caranqui et al., 2016). Los ecosistemas andinos se extienden entre los 3000 hasta los 4800 m s.n.m. En
este gradiente montafioso se encuentran ubicadas el 6.7% de las plantas endémicas mundiales,
albergando 125 familias, 500 géneros y 3400 especies de plantas vasculares (Caranqui et al., 2016;
Chuncho & Chuncho, 2019; Cuesta et al., 2014).

En el Ecuador, los paramos ocupan el 33.6% de la superficie global. Se han registrado 1524
especies de plantas vasculares, siendo 628 endémicas de esta zona. Ecuador es el pais con la flora mas
diversa de la region andina (Caranqui et al., 2016; Llambi & Cuesta, 2014), posiblemente por los
gradientes de clima y geologia que guardan una estrecha relacion con los patrones espaciales de
biodiversidad y las funciones ecosistémicas tales como el ciclo hidrolégico (Buytaert et al., 2014).

Los ecosistemas andinos proporcionan agua a los valles interandinos, beneficiando directa e
indirectamente a millones de personas. Los principales factores que convierten a los paramos en una
valiosa fuente de recursos hidricos son la baja evapotranspiracidn, alta humedad, acumulacién de
materia organica y la morfologia de ciertas plantas. Asimismo, los paramos son una importante reserva
de carbono, almacenando seis veces mas carbono que los bosques tropicales (Buytaert et al., 2014;
Chuncho & Chuncho, 2019).

Todas las funciones ecosistémicas de los paramos y bosques andinos son de vital importancia.
Sin embargo, la falta de atencidn hacia estos ecosistemas los vuelve vulnerables a impactos
ambientales. Los principales pardmetros que influyen en la pérdida de especies y en la degradacién de

los bosques son: el crecimiento poblacional, incendios forestales, el establecimiento de cultivos, la
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actividad minera, los sistemas agropecuarios y la explotacion masiva de recursos como la madera
(Llambi et al., 2012; P. Velasco & Vargas, 2008).

El gobierno ecuatoriano ha buscado desarrollar politicas y estrategias para el cuidado de los
paramos. En el 2013, se implementd el Plan Nacional para el Buen Vivir en el que se establecieron
lineamientos para la conservacion y gestion sostenible enfocados en la investigacién, monitoreo,
restauracion y recuperacion de esta area (Moya & Santamaria, 2023). En Ecuador se han establecido
areas protegidas y reservas hidricas con la finalidad de salvaguardar la biodiversidad y los servicios
ecosistémicos. Ademas, el ordenamiento juridico ecuatoriano protege a los paramos por su importancia
ecolégica y su gran biodiversidad (Moya & Santamaria, 2023).

Justificacion del problema

Los paramos juegan un papel importante en la biodiversidad a nivel mundial. La combinacién de
los factores ambientales a diferentes temperaturas y altitudes influyen sobre la diversidad de la flora y
fauna de esta zona. Los principales factores que influyen sobre la biodiversidad ecuatoriana son la
situacidn ecuatorial, la presencia de la cordillera de los Andes, la existencia de una fuente perhiumeda
amazodnica y de varias corrientes marinas tanto cdlidas como frias frente a las costas (Mena & Hofstede,
2006; Moscoso, 2023).

Lamentablemente, existen factores tales como el crecimiento poblacional, los incendios
forestales, el establecimiento de cultivos, los sistemas agropecuarios y la actividad minera que provocan
la degradacidn de los paramos y amenazan la biodiversidad (Llambi et al., 2012; P. Velasco & Vargas,
2008). Ademas, el cambio climatico afecta los ecosistemas andinos, que son fragiles y susceptibles a
procesos de alteracion, ocasionando una pérdida y fragmentacién de habitat (Buytaert et al., 2014).

En el Ecuador, Hofstede et al. (2014) determiné que el 75% de las especies endémicas se
encuentran bajo amenaza y apenas el 48% se encuentran dentro de areas protegidas. Las familias

Orchidaceae y Asteraceae cuentan con la mayor diversidad de especies endémicas. Los géneros con
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mayor niumero de especies endémicas son Gentianella, Epidendrum, Lysiponia, Draba, Lephantes,
Pleurothallis, Bachyotum, Berberis, Geranium, Calamagrostis, Gynoxys, Puya y Lupinus.

La familia Ericaceae se encuentra entre las 10 familias mas diversas en géneros y especies, junto
con Orchidaceae y Asteraceae. Esta familia es parte de la vegetacién de los bosques humedos de las
montaias andinas. En Ecuador se encuentran 22 géneros y 221 especies de Ericaceae, de las cuales el
44% de las especies son endémicas del pais. Uno de los géneros mas representativos es el género
Pernettya (lzco et al., 2007; Pedraza et al., 2017; Rincdn et al., 2014).

El 89.7% de las especies de Ericaceae se encuentran bajo amenaza. Las principales amenazas de
esta familia en el pais son: la deforestacion, la fragmentacion de habitat, la colonizacidn y la expansion
de la frontera agricola. Asimismo, algunas especies de paramos se ven amenazadas por el pastoreo y el
fuego provocado (Pedraza et al., 2017).

En las Ultimas décadas la aplicacidon de la biologia molecular en plantas ha tenido un crecimiento
significativo. Los avances de nuevas técnicas han permitido el desarrollo de métodos de identificacidon y
caracterizacion utilizando marcadores moleculares. Estos marcadores son aplicables a cualquier tipo de
material vegetal. Existen dos tipos: las proteinas (isoenzimas) y los marcadores de ADN. Los marcadores
idoneos son los de ADN que se fundamentan en las diferencias de pequenas secuencias de ADN. Las
principales técnicas son: Amplificaciéon aleatoria del ADN polimorfico (RAPD), Microsatélites o
Secuencias simples repetidas, Inter Secuencias simples repetidas (ISSR), entre otras (Azofeifa, 2006; Lara
& Sanchez, 1994).

Otra técnica para obtener la informacidn genética uUnica son los cddigos de barras de ADN (DNA
barcoding), la cual permiten obtener informacién genética Unica para distinguir especies
morfolégicamente similares o con una plasticidad fenotipica (Aguilar, 2022). Pese a estos problemas, no
existen estudios moleculares en algunas familias y géneros endémicos de los bosques y paramos

andinos, por lo que es importante realizar estudios morfolégicos y moleculares de las especies andinas
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encontradas en Ecuador. En este contexto, la finalidad de este estudio es caracterizar molecularmente a

Pernettya prostrata para la preservacién de su material genético por medio del proyecto HANS-BANK.

Hipdtesis

El analisis con marcadores moleculares permite caracterizar la especie Pernettya prostrata (Cav.)

DC. de Bosques Andinos del Ecuador

Objetivos

General

Caracterizar a nivel molecular la especie Pernettya prostrata (Cav.) DC. Mediante marcadores

moleculares en Bosques Andinos del Ecuador

Especificos

e Obtener material vegetal de la especie Pernettya prostrata (Cav.) DC. mediante la recoleccion de
hojas en Bosques Andinos del Ecuador, para la extraccidon de material genético.

e Estandarizar el protocolo de extraccién de ADN en muestras foliares de Pernettya prostrata
(Cav.) DC. a partir de diferentes protocolos descritos en bibliografia, para la amplificacion de
marcadores moleculares

o Amplificar marcadores moleculares a partir de la reaccidon en cadena de polimerasa (PCR) en
muestras foliares, para caracterizar la especie Pernettya prostrata (Cav.) DC. en Bosques

Andinos del Ecuador.
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Capitulo Il: Marco tedrico
Bosques y paramos andinos del Ecuador

Los bosques y paramos andinos son ecosistemas naturales con una alta diversidad de floray
fauna a nivel mundial (Jaddn et al., 2019). Su gradiente montafoso se extiende desde los 3000 m s.n.m
hasta aproximadamente los 4500 m s.n.m. En Ecuador la altitud promedio de los pdramos se encuentra
entre los 3 300 m y abarcan el 7% de su territorio (Chuncho & Chuncho, 2019).

El ecosistema de los pdramos se caracteriza por sus tres pisos altitudinales: subparamo
transicional, pdramo y superpdramo. La vegetacion encontrada en cada uno de los pisos altitudinales
presenta caracteristicas fenotipicas Unicas (Tobdn & Morales, 2007). En Ecuador, la riqueza de flora en
los paramos ecuatorianos es una consecuencia de la variacidn en el drea, diversidad de habitat y
régimen de perturbacion (Romoleroux et al., 2023).

Ecuador cuenta con 628 especies endémicas que representan el 15% de la flora endémica del
pais y el 4% del total de la flora. Existen 273 especies que se encuentran restringidas a los paramos
ecuatorianos y en los Ultimos 11 afios se ha dado un aumento en el nUmero de plantas endémicas y
nativas (Mena et al., 2011; Romoleroux et al., 2023). Segun Cayuela & Granzow-de la Cerda (2012) la
gran diversidad encontrada en los ecosistemas de paramos se da tanto por la heterogeneidad climatica
como por la historia geoldgica
Importancia de los bosques y paramos andinos ecuatorianos

Los paramos son ecosistemas con una alta diversidad bioldgica que han contribuido al desarrollo
de varios grupos humanos y culturales (Llambi & Cuesta, 2014). Su importancia radica en brindar
recursos hidricos a las poblaciones de las zonas bajas. La capacidad de almacenar y regular agua es
producto de las precipitaciones y el descongelamiento de la nieve o hielo que se ubican en las zonas
altas. Esta propiedad se da por la acumulacidn de la materia organica y por la morfologia de ciertas

plantas encontradas en el paramo (Chuncho & Chuncho, 2019).
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Por otra parte, los paramos actian como sumideros de carbono, ya que almacenan mas carbono
gue los bosques tropicales (Chuncho & Chuncho, 2019). Gracias a las bajas temperaturas y a la lenta
degradaciéon de materia organica se produce una reduccion en las tasas de descomposicion; por lo
tanto, los suelos pueden acumular 60 kgC/m?, lo que los convierte en la mayor reserva de carbono. Al
ser los pdramos un reservorio de carbono estos juegan un papel fundamental en la mitigacién de los
efectos en el aumento de Didxido de Carbono (CO;) (Ayala et al., 2014).

Amenazas de los bosques y paramos andinos

Los paramos andinos son ecosistemas Unicos que son susceptibles a procesos de alteracion
causados por cambios ambientales como la fragmentacidn, pérdida de habitat o sobreexplotacion de
recursos (Buytaert et al., 2014). Las principales amenazas se derivan por la agricultura, el pastoreo
extensivo, la quema, la mineria y el cambio climatico; siendo este Ultimo la causa de la modificacion en
los pisos altitudinales (A. Zapata, 2021).

Los andes ecuatorianos son regiones ricas en diversidad bioldgica que han albergado
poblaciones humanas desde hace millones de ainos. A pesar de su gran importancia para el desarrollo de
las poblaciones humanas, estas han estado expuestas a destruccion por el desarrollo de la agriculturay
el crecimiento poblacional. Se estima que cerca del 85% de los habitats andinos han desaparecido y
como consecuencia los ecosistemas endémicos se encuentran bajo amenaza de extincién (G. Zapata &
Branch, 2014).

La variacidén de temperatura y precipitacion afectan a la biota nativa, especialmente a las
especies con nichos climaticos estrechos. Los ecosistemas del paramo son vulnerables al calentamiento
y a la pérdida de habitat (Hofstede et al., 2014). El 75% de las especies endémicas encontradas en los
paramos ecuatorianos se encuentran amenazadas, pero solamente el 48% han sido registradas en el
Sistema Nacional de Areas Protegidas de Ecuador (Mena et al., 2011). Muriel et al. (2014) afirma que los

estudios del estado de conservacién de las especies de plantas establecen que los niveles de amenaza se



21

incrementan. Por lo que es importante realizar estudios morfoldgicos y moleculares para la
identificacion y caracterizacion de plantas de paramo, debido a que no se han realizado suficientes
investigaciones en la flora endémica de los bosques andinos ecuatorianos.

Familia Ericaceae

La familia Ericaceae es propia de zonas templadas, subtempladas y de los bosques montanos
tropicales. Se la encuentra en zonas con humedad elevada y temperaturas medias. Las especies de esta
familia crecen entre los 1000 a 4000 m s.n.m a temperaturas en torno a los 62 y 242, Pertenece al grupo
de las 10 familias mads diversas de géneros y especies de los paramos de pajonales meridionales
ecuatorianos (lzco et al., 2007; Pacheco et al., 2022). La familia Ericaceae esta conformada por
aproximadamente 123 géneros y 4000 especies. En el Neotrdpico se encuentran 46 géneros y 900
especies nativas, de las cuales 22 géneros y 221 especies estan en Ecuador (Abril, 2010; Pedraza et al.,
2017).

Los géneros de esta familia necesitan requerimientos climaticos especificos para su crecimiento,
por lo que su distribucion esta restringida a caracteristicas geograficas de latitud y altitud. Son
abundantes en bordes de caminos, barrancos y prefieren los ecotonos de los bosques. Es una familia
importante en los ecosistemas andinos, ya que algunas especies son parte de la base alimenticia de la
fauna de la zona. Uno de los géneros que destacan en la Familia Ericaceae es el género Pernettya
(Pedraza et al., 2017).

El género Pernettya esta ampliamente distribuido en la Atlantida y Oceania. En el caso de
América se la encuentra desde el sur de México hasta el extremo noroeste de Argentina (Rincén et al.,
2014). Esta conformado por 20 especies, de las cuales 15 se encuentran en Américay 5 en Nueva
Zelanda (Chaves, 2007).

En el pais el 89.7% de especies de ericaceas estdn amenazadas y 6 especies se encuentran en

peligro critico. La conservacion de estas especies se enfrenta a la amenazada de factores como:
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deforestacion, fragmentacion de habitat, expansion de la industria agricola, entre otros (Pacheco et al.,
2022; Pedraza et al., 2017).

Las investigaciones en especies de este género se han realizado a nivel fitoquimico,
etnobotdnico y biolégico (Rincdn et al., 2014). Una de las especies mas estudiada de esta familia es
Vaccinium floribundum de la cual algunos de sus estudios son moleculares. Por otro lado, de la especie
Pernettya prostrata no se han encontrado investigaciones a nivel molecular.

Generalidades de Pernettya Prostrata
Distribucién

Pernettya prostrata (Cav.) DC, comUnmente conocida como “mortifno”, “manzana” o
“moridera”, es una especie arbustiva nativa de los andes. Crece en zonas con una altura desde los 1000
alos 3820 m s.n.m (Grefa, 2014; Romoleroux et al., 2019). En Ecuador se la encuentra desde los 2900 m
s.n.m. y en provincias como: Azuay, Bolivar, Cafiar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Pichincha,
Sucumbios, Tungurahua y Zamora Chinchipe (Romoleroux et al., 2019). En la figura 1 se observa la
distribucién de Pernettya prostrata en las diferentes provincias del Ecuador.

Figura 1

Distribucidn de Pernettya prostrata (Cav.) DC. en Ecuador.
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Nota. Distribucidn de Pernettya prostrata (Cav.) DC. en 11 provincias del Ecuador. Recuperado de
Romoleroux et al. (2019).
Descripcion

Pernettya prostrata presenta hojas pequefias alternas, simples y con consistencia coridcea. Sus
flores son solitarias y presentan los I6bulos del caliz secos. Los frutos son bayas subglobosas, glabras
pubescentes de color violeta. En la figura 2 se observan las caracteristicas fenotipicas de Pernettya
prostrata (Chaves, 2007; Romoleroux et al., 2019).
Figura 2

Pernettya prostrata (Cav.) DC.

Nota. Pernettya prostrata (Cav.) DC. Parque Nacional Cayambe Coca, Sector “Laguna de Loreto-
Papallacta”. 3852 m.s.n.m

Su fruto es comestible en pequenas cantidades debido a que tienen propiedades tdxicas y
alucinégenas. En ciertas localidades de la sierra ecuatoriana se utilizan los frutos para preparar coladas y
las hojas sirven como forraje para borregos y chivos (Romoleroux et al., 2019). Se han realizado algunos

estudios a nivel fitoquimico, etnobotanico y bioldgico (Rincon et al., 2014). A nivel fitoquimico se ha
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encontrado que sus frutos presentan dos diterpenos, posiblemente del tipo grayanotoxina, lo cual le
confiere neurotoxicidad a la especie (Cortes, 2009).

Ademas, se ha observado que Pernettya prostrata es una especie con una gran capacidad de
hibridacién sobre todo con la especie Gaultheria. Es similar en forma y color con las flores de Vaccinium
Floribundum. Asimismo, es similar en forma y color con el fruto de Disterigma empetrifolium
(Romoleroux et al., 2019).

Caracterizacion molecular

La variabilidad genética se refiere a las variaciones heredables que se producen en un individuo,
en un grupo de individuos de una poblacién y entre las poblaciones de una especie (Pifiero et al., 2008).
Las especies vegetales han estado bajo una gran interaccién con el medio ambiente, lo que ha generado
una gran diversidad de genotipos adaptados a diferentes condiciones ambientales (Becerra & Paredes,
2000). Los conocimientos sobre esta variabilidad genética nos permiten evaluar los riesgos de la pérdida
de recursos genéticos por la disminucion de especies (Pifiero et al., 2008).

Por otro lado, los estudios gendmicos tienen la finalidad de comprender la variacion genética, la
variacion en las secuencias de ADN y comparar esta variacidn entre organismos. Ademas, nos ayuda a
comprender sobre los complejos procesos que estan asociados a la expresién génica, las interacciones
genéticas, la base genética del fenotipo y la relacion genotipo-fenotipo-ambiente (Escalante et al.,
2014).

Una de las técnicas utilizadas para los estudios de diversidad genética en los afios 50 fue la
electroforesis. En la década de los 60 se desarrollaron técnicas moleculares para estudiar la variaciéon
genética. Al principio, se analizaron las diferencias de movilidad proteica y posteriormente se analizaron
los cambios en el ADN. Sin embargo, se desconocia la influencia que tenia el ADN sobre el fenotipo, ya

gue se estudiaban fragmentos que no codificaban ningun caracter. En la actualidad, se han incorporado
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nuevas técnicas de biologia molecular con una mayor sensibilidad para investigaciones con un enfoque
gendmico (Becerra & Paredes, 2000; Jiménez & Collada, 2008).

Hoy en dia, las herramientas mas utilizadas en estudios de diversidad genética son los
marcadores genéticos moleculares y la secuenciacion de fragmentos cortos de ADN. Estas técnicas han
permitido establecer diferencias entre especies, poblaciones e individuos desde el genotipo en lugar del
fenotipo. Los marcadores moleculares han facilitado los estudios filogenéticos, estudios de poblaciones
y estudios de genotipo de un gran nimero de individuos (Lépez De Heredia, 2016).

Técnicas moleculares

Los marcadores genéticos moleculares se dividen en dos grandes grupos. El primero son los
basados en analisis proteico y el segundo los que se basan en el andlisis de ADN. En este ultimo grupo se
encuentran los marcadores que se obtienen por amplificacion mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y los revelados por medio de la hibridacidn con sondas marcadas (Jiménez & Collada,
2008).

Marcadores de ADN

Los marcadores moleculares basados en ADN presentan varias ventajas para estudiar la
variacién genética. Estos marcadores nos permiten estudiar regiones especificas del ADN, detectar un
gran numero de polimorfismos y analizar si existen regiones del genotipo que se expresan o no. La
seleccion de los marcadores moleculares se debe hacer segun la informacidn que se desea obtenery la
técnica que se va a emplear (Jiménez & Collada, 2008).

Marcadores basados en PCR

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, nos permite detectar polimorfismos
en el genoma. Los polimorfismos se detectan por la variacion de la secuencia que altera los sitios de
reconocimiento del primer empleado. Ademds, nos permite generar un gran nimero de marcadores y

utilizar cantidades minimas de material genético. Los marcadores basados en esta técnica difieren entre
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si por la longitud y secuencia de los primers, las condiciones de la PCR y el método de separaciény
deteccién de los fragmentos obtenidos (R. Velasco, 2005). Entre algunos de estos marcadores se
encuentran: el Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), las Inter Secuencias
Simples Repetidas (ISSR), el DNA polimérfico amplificado al azar (RAPD), el Polimorfismo en el tamaiio
de los fragmentos de restriccién (RFLP), entre otros.

Los marcadores moleculares ISSR son una gran herramienta para obtener informacién sobre
especies de las que aun no se conoce la secuencia de su genoma. Los ISSR se emplean para el
mejoramiento genético de plantas, para la caracterizacién del germoplasma de especies vegetales, para
evaluar la diversidad genética, para identificar marcadores de ADN, etc (Castafieda et al., 2021).
Barcoding

Los cédigos de barras de ADN son una herramienta taxondmica que permite identificar y
describir especies. Sin embargo, también es utilizado como un método para facilitar los registros basicos
de biodiversidad. El barcoding utiliza una o mas regiones de ADN estandarizadas para identificar
taxones. Por lo tanto, esta tecnologia permite realizar agrupamientos basados en el analisis de las
secuencias de ADN para obtener grupos de especies y poder asignar individuos desconocidos a las
mismas (Antil et al., 2023; Savolainen et al., 2005).

El Consorcio para el Cédigo de Barras de la Vida (CBOL) ha presentado varios grupos de genes
que se utilizan para identificar el cédigo de barras universal. En el caso de las plantas se trabaja con ITS,
los genes de la maturase K (matK) y la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (rbcL) (Antil et al., 2023).
rbcl y matK

Los genes rbcl y matK son marcadores estandar utilizados para obtener cddigos de barras de
ADN de plantas. Estas regiones especificas se encuentran ubicadas en el cloroplasto. El gen matk puede

describir las especies que tienen una relacién estrecha, pero tiene una baja tasa de amplificacion. Por



27

otro lado, el gen rbcL tiene una mayor tasa de amplificacion, pero su capacidad de descripcion es menor

con respecto a matK (Cahyaningsih et al., 2021).

Muestreo

Capitulo lll: Materiales y métodos

El material vegetal utilizado en el presente estudio se recolecté en el Parque Nacional Cayambe-

Coca en la via Papallacta-Oyacachi que se encuentra en el Sector “Laguna de Loreto-Papallacta”. En la

Tabla 1 se detallan las ubicaciones de cada muestra.

Tabla 1

Ubicacion de las muestras tomadas en el Parque Nacional Cayambe-Coca.

Muestra Ubicacién Distancia entre individuos
PP1 -0°18'48.648"5-78°8'28.806"W | O m
PP2 -0°18'50.838"S-78°8'27.288"W | 60 m
PP3 -0°18'51.4"S-78°08'26.2"W 30m
PP4 -0°18'52.182"5-78°8'24.948"W 32m
PP5 -0°18'53.658"S-78°8'25.962"W | 45 m
PP6 -0°18'55.5"S-78°8'27.1"W 41m
PP7 -0°18'55.488"S-78°8'28.26"W 49m
PP8 -0°18'55.818"S-78°8'29.784"W 48 m
PP9 -0°18'54.348"S-78°8'31.17"W 50m
PP10 -0°18'55.644"S-78°8'32.952"W | 59 m
PP11 -0°18'55.458"S-78°8'34.284"W 40m
PP12 -0°18'56.088"S-78°8'35.574"W 44 m
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PP13 -0°18'57.84"S-78°8'35.496"W 55m
PP14 -0°18'58.434"S-78°8'33.996"W | 50 m
PP15 -0°18'59.43"5-78°8'32.868"W 44 m
PP16 -0°19’0.594"5-78°8'31.86"W 45m
PP17 -0°19'2.142"S-78°8'31.986"W 46 m
PP18 -0°19'3.366"S-78°8'32.94"W 44 m
PP19 -0°19'4.938"5-78°8'33.288"W 59m
PP20 -0°19'6.792"5-78°8'33.198"W 45m

muestras que corresponden a 20 individuos diferentes de Pernettya prostrata. En la recoleccion se

El muestreo se realizo en el mes de noviembre del 2023, donde se colectaron un total de 20

procurd que exista una distancia minima de 40 m entre cada individuo. En la Figura 3 se observa el mapa

con las ubicaciones de las muestras colectadas.

Figura 3

Mapa de ubicacion de las muestras recolectadas de Pernettya prostrata (Cav.) DC.

Nota. Ubicacidn geografica de los puntos de recoleccion de la especie Pernettya prostrata (Cav.) DC en

el Parqu

e Nacional Cayambe Coca, Sector Papallacta-Oyacachi.
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La muestra colectada consistid en tallos con hojas sanas que fueron colocados en sobres de
papel y guardados en fundas ziploc con silica gel. Se utilizd la aplicacion Timestamp Camera Free para
fotografiar las plantas muestreadas y obtener datos sobre la hora, fecha, latitud y coordenadas. Estos
datos fueron utilizados para tener un registro fotografico de cada individuo. En el laboratorio se
procedid a cambiar los sobres utilizados en el campo por sobres de papel nuevos y se renové la silica gel
de cada funda ziploc. Las muestras se conservaron a temperatura ambiente en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE, Sede Matriz, ubicada en la
Provincia de Pichincha, cantén Rumifiahui.

Extraccidon de ADN y cuantificacion

La extraccion de ADN se realizé con muestras secas utilizando diferentes protocolos. Se empleé
el protocolo Doyle & Doyle (1991), el protocolo modificado de Doyle & Doyle (1991) para Vaccinum
floribundum descrito por Mojica et al. (2018) y el protocolo modificado de Russell et al. (2010) descrito
por Souza et al. (2012). Este Ultimo protocolo fue el que nos permitié obtener una alta concentracion de
ADN con un alto grado de pureza.

Protocolo de extraccién de ADN de Doyle & Doyle (1991)

Para la extraccién de ADN se macero el tejido vegetal con un mortero y nitrégeno liquido. Se
colocé 15 mg de las muestras en tubos de microcentrifuga. En cada tubo se colocé 1.5 ml del buffer
CTAB y se incubd a 60°C por 60 min. Posteriormente, se colocé un volumen de Cloroformo-alcohol
isoamilico (CIA) 24:1 y se mezclé suavemente. Se centrifugd a 6000 x g durante 10 min y se trasfirio la
fase acuosa a un nuevo tubo. Se afiadié 2/3 de volumen de isopropanol frio y se incubd a -20°C por toda
la noche.

Al dia siguiente, se centrifugd a 6000 x g por 10 min y se deseché el sobrenadante. Se agregé 1
ml de buffer de lavado y se dejé por 20 min. Se centrifugd nuevamente a 6000 x g y se dejé secar sobre

una toalla de papel. Una vez seco se resuspendié el ADN en 50 pl de buffer TE con 20 mg/ml de RNasa y
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se incubd a 31°C por 30 min. Cada muestra se diluyd con 2 veces el volumen de TE o agua destilada y se
agregd acetato de amonio 7.5M hasta llegar a una concentracién final de 2.5 M. Se agregd etanol frioy
se centrifugd a 10 000 x g por 10 min. Finalmente, se dejé secar la muestra y se colocé 50 pul de buffer
TE.

Protocolo de extraccion de ADN modificado para Vaccinum floribundum descrito por Mojica et al.
(2018)

El tejido foliar se trituro con nitrégeno liquido en un mortero. En tubos de microcentrifuga se
colocd 100 mg de muestra. Se precalenté el buffer CTAB a 60°C y se colocd 1.5 ml en cada tubo. Se
incubd las muestras a 60°C con una agitacion de 130 rpm por 60 min y rotaciones ocasionales de 90°. Se
extrajo una vez con un volumen de Cloroformo-alcohol isoamilico (CIA) 24:1 y se invirtiod los tubos 20
veces. Se centrifugd a 6000 x g durante 10 min y posterior se trasfirié la fase acuosa a un nuevo tubo. Se
afiadid 2/3 de volumen de isopropanol frio y se incubd a -202C por toda la noche.

Para precipitar el ADN se centrifugd las muestras a 6000 x g por 10 min y se desecho el
sobrenadante. Se agregd 1 ml de buffer de lavado dejandolo minimo 20 min. Se centrifugd a 6000 x g y
se dejo secar sobre una toalla de papel. Posteriormente, se resuspendié el ADN en 50 ul de buffer TE. Se
agregd RNasa a 20 mg/ml y se incubd a 312C por 30 min. Se diluyd la muestra con 2 veces el volumen de
TE y se agregd acetato de amonio 7.5M hasta llegar a una concentracion final de 2.5 M. se agregé 2.5
vol. de etanol frio y se mezclé. Se centrifugd a 10 000 x g por 10 min. Se dejo secar la muestray se
colocd 50 ul de buffer TE.

Protocolo de extraccion de ADN de Souza et al. (2012)

El material vegetal se macerd en un mortero utilizando nitrégeno liquido. Se tomd entre 60 y
100 mg de muestra que se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mLy se almacend a -20°C. Se
precalentd los buffers sorbitol y CTAB a 602C. Estos buffers se prepararon afiadiendo 1% de 2-

mercaptoetanol y 0.2% de 2-mercaptoetanol, respectivamente. En cada tubo con muestra se afiadio 1
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ml del buffer sorbitol y se centrifugd durante 10 min a 5800 rpm. Se descartd el sobrenadante y se
repitié el lavado tres veces. Una vez desechado el sobrenadante, se colocé 1 ml de buffer CTAB, se
mezcld la muestra con el buffer y se incubd durante 1 h. Finalizada la lisis celular, se centrifugé a 5800
rpm durante 10 min y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo. Se afiadié 700 uL de Cloroformo-
alcohol isoamilico (CIA) 24:1 y se homogeneiz6 durante 5 min. Luego, se colocd en la centrifuga por 10
min a 13 000 rpm y cuidadosamente se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo. Se agregd 1/10 de
volumen de acetato de sodio (3M, pH 5.2) y 2/3 del volumen de isopropanol frio. Se mezclé suavemente
y se dejd a -209C durante toda la noche.

Posteriormente, se centrifugd a 13 000 rpm durante 20 min y se descartd el sobrenadante,
procurando no eliminar el pellet. El pellet obtenido se lavd dos veces con 500 plL de Etanol al 70% y una
vez con Etanol absoluto. Para el secado del pellet, se colocaron los tubos abiertos en una toalla de papel.
Finalmente, se diluyé en 100 pL de buffer TE con 2 uL de RNasa por cada muestra y se dejé incubar a
37°C durante 2 h. Las muestras se almacenaron a -20°C.

Cuantificacién de ADN

Para determinar la concentracidon de ADN en ng/uL y evaluar la pureza mediante las relaciones
de absorbancia 260/280 y 260/230, se empled el espectrofotdmetro de microplacas Thermo Scientific
Multiskan SkyHigh y el software Skanlt Software 6.1.1 RE for Microplate Readers RE, version 6.1.1.7. La
limpieza de los pocillos se realizé aplicando dos veces 2 uL de HCL 5N y una vez 2 plL de agua destilada,
repitiendo este procedimiento al final. En cada pocillo destinado a la cuantificacién, se afiadié 2 yL de la
muestra, utilizando el buffer de dilucién del pellet de ADN como blanco. La placa se cerré con cuidado,
se colocd en el Multiskan SkyHigh y se cerrd el equipo. Se eligié la opcidon de medir 4cidos nucleicos y se

etiquetaron los pocillos en el programa.
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Electroforesis en geles de agarosa

Para la visualizacidn de la presencia de ADN, se preparé un gel de agarosa al 1%. Se pes6 0.6 g
de agarosa para un volumen de 60 ml de Buffer TE 1X y se agregd 0.035 pL de Sybr Safe por cada ml de
Buffer TE. En un matraz se colocd la agarosa y el buffer TE para calentarlo en el microondas en intervalos
de 15 segundos hasta que el gel estuviera transparente, evitando que llegara a hervir. Luego, se
transfirid a un hot plate y se agitd hasta que el gel se enfrie lo suficiente para poder manipularlo. Para el
volumen de 60 ml se afiadié 2.1 uL de Sybr Safe y se homogeneizé. Una vez homogeneizado, se vertié en
moldes previamente preparados y se esperd a que se solidificara. A continuacion, se colocé el molde con
el gel en la cdmara de electroforesis y se cubrié con buffer TE.

Se mezclé 4 pL de la muestra con 2 pL de Blue Juice 2X. Las muestras se cargaron en el gel a
partir desde el segundo pocillo, reservando el primer pocillo para 2 puL de marcador de peso molecular.
El gel se dejo correr a 100V durante 60 minutos con continua supervision.

Para la visualizacidn del producto PCR, se utilizd un gel con una concentracién de agarosa del 1.8
al 2%. Se adicionaron 0.035uL de Sybr Safe por cada ml de Buffer TE. En la corrida electroforesis se
siguieron los mismos pasos detallados anteriormente para la preparacion y corrida del gel.

Validacién de ADN

Para validar la presencia de ADN, se llevo a cabo una prueba de amplificacion utilizando el
marcador molecular ISSR 17898A, descrito en el trabajo de titulacién de (Vargas, 2021), para el género
Polylepis (familia Rosaceae). El proceso de validacién se llevo a cabo en las 20 muestras seleccionadas,
en el control positivo y en los dos controles negativos. El control positivo fue una muestra de Pernettya

prostrata validada con anterioridad.
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Condiciones de amplificacion

La concentracién de amplificacion para cada componente se basé en la hoja técnica de la marca
ThermoScientific correspondiente a la DreamTaq Green PCR Master Mix (2X), detalladas en la Tabla 2.
El volumen final de la reaccidn es de 50 uL.
Tabla 2

Concentraciones de reactivos.

Reactivos Concentraciéon recomendada
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 25 uL
Primer Forward 0.1-1.0 uyM
Primer Reverse 0.1-1.0 uM
ADN 10pg-1ug
Agua hasta 50 pL
Total 50 uL

Nota. Concentraciéon recomendada para la DreamTaq Green PCR Master Mix (2X).

La concentracion y el volumen final de amplificacién para el primer 17898A se modificé a partir
de las concentraciones recomendadas en la Tabla 2 para un volumen final de 10 uL. En la Tabla 3 se
detallan las concentraciones utilizadas en el ensayo
Tabla 3

Concentracion de los reactivos para la amplificacion del ISSR 17898A.

Reactivos Concentracion Stock Concentracion final Volumen final
DreamTaq Master Mix 2X 0.2X 5uL
Agua hasta 10 plL 2uL 2 uL

Primer ISSR (17898A) 10 pM 1uM 1L
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ADN 20 ng/ uL 4 ng/ uL 2 uL

Volumen total (uL) 10 L

Nota. Concentraciones finales para preparacién de Master Mix.

Las condiciones de tiempo y temperatura para la amplificacién se detallan en la Tabla 4. Los
parametros referenciales se obtuvieron de la investigacion de Vargas (2021).
Tabla 4

Condiciones de amplificacion para el marcador molecular ISSR 17898A.

Fase Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 2 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento 41.9 45s 35
Extension 72 2 min
Extension final 72 7 min 1

Nota. La temperatura de alineamiento fue optimizada por (Vargas, 2021)
Disefio de marcadores moleculares para Barcoding

El disefio de cebadores (forward y reverse) para los marcadores moleculares rbcl y matK para
Pernettya prostrata se realizé a partir de las secuencias encontradas en el repositorio National Institutes
of Health (NIH) de la base de datos GenBank: OP711752.1 y 0Q290570.1, pala el gen rbcL y matK. Se
utilizo la plataforma Benchling para el alineamiento de secuencias, disefio de primers y amplificacion in
silico.

En el disefio de primers se verificé los siguientes criterios: longitud entre 18 a 24 nucleétidos,
porcentaje de guanina y citosina entre 40-60%, temperatura de melting entre 50-602C y Hairpin (Energia
libre de Gibbs AG) con AG cercano a 0 kcal/mol. Se traté de evitar homologias significativas con

secuencias gendmicas no deseadas.
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El analisis de cebadores se realizé utilizando la herramienta OligoAnalyzer. En la Tabla 5 se
detallan los criterios obtenidos de los cebadores seleccionados con las herramientas Benchling y
OligoAnalyzer. La PCR in silico se realizé con Benchling y se obtuvo el tamafio de amplicén esperado.
Tabla 5

Cebadores foward y reverse disefiados para los marcadores rbcl y matK de Pernettya prostrata.

Marcador Cebador Longitud %GC Tm Hairpin Secuencia Amplicén

rbcl Foward 20 40 506 -0.14 ACAGAGACTAAAGCAAGTGT 440

Reverse 22 409 53.0 -0.49 GGTCCTTGGAAAGTTTTAGCAT

matK Foward 23 52.2 59.7 -1.45 TGGGCTCAACCAAGAAGGATCCA 253

Reverse 22 62.0 62.0 -1.52 AACCGCTCCAGACCGGCTTACT

Nota. Cebadores foward y reverse disefiados en la plataforma Benchling. GC%: contenido de guaninay
citosina, Tm: temperatura de melting.
Condiciones de amplificacion

La concentracidn y volumen final para los marcadores rbcL y matK se obtuvo a partir de la hoja
técnica de la DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) de la marca ThermoScientific. Se realizaron ensayos
con diferentes concentraciones de primers. Las concentraciones probadas fueron 0.75, 0.5, 0.25, 0.20,
0.15y 0.10 uM. En la Tabla 6 se detalla la concentracién estandarizada de los reactivos utilizados para la
amplificacion de estos genes.
Tabla 6

Concentracion de reactivos para la amplificacion de los marcadores rbcl y matK.

Reactivo Concentracion Stock Concentracion final Volumen final
DreamTaq Master Mix 2X 0.2X 5ulL
Agua Hasta 10 plL Hasta 10 pL 2.8 uL

Forward 10 uM 0.1 uM 0.1puL
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Reverse 10 uM 0.1 uMm 0.1 uL
ADN 20 ng/ uL 4 ng/ uL 2uL
Volumen Total 10 uL

Nota. Concentraciones finales para preparacién de Master Mix

Las condiciones de tiempo y temperatura para rbclL y matK se detallan en la Tabla 7. Este
protocolo se obtuvo a partir del estandar para PCR.
Tabla 7

Condiciones de amplificacion para los marcadores moleculares rbcl y matK para Pernettya prostrata.

Fase Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 2 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento * 45s 35
Extension 72 2 min
Extension final 72 7 min 1

Nota: *La temperatura de alineamiento cambia con cada marcador.
La temperatura de alineamiento se calculd a partir de las temperaturas de melting de cada
cebador y de la temperatura del amplicon (Tabla 8) utilizando la siguiente formula:
Ta opt = 0.3x(Tm cebador) + 0.7x(Tm producto PCR) — 14.9
Tabla 8

Temperaturas de alineamiento para los marcadores rbcl y matK.

Marcador Cebador Tm (°C) Tm producto PCR (°C) Ta optima (°C)

rbcl Forward 50.6 76.7 54

Reverse 53.0
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matkK Forward 59.7 73.7 55

Reverse 62.0

Nota. Célculo de la temperatura de alineamiento a partir de las temperaturas de melting para cada

marcador. Tm: temperatura de melting, Ta: temperatura de anillamiento.

Capitulo IV: Resultados

Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN de Pernettya prostrata se realizé evaluando 3 diferentes protocolos. El
primer protocolo es el descrito por Doyle & Doyle (1991), el cual es un protocolo estandar de extraccion
de ADN en el que se utiliza CTAB al 2%. El segundo es un protocolo modificado de Doyle & Doyle (1991)
descrito por Mojica et al. (2018) para Vaccinum floribundum, especie cercana a Pernettya prostrata, en
el que se utiliza CTAB 4%. El tercer protocolo es el descrito por Souza et al. (2012) para plantas con un
alto contenido de metabolitos secundarios en el que se usa los Buffer CTAB 3% y Sorbitol.

Los resultados de la extraccion de ADN con los 3 protocolos evaluados se visualizaron mediante
un gel de electroforesis al 1%, como se observa en la Figura 4.

Figura 4

Electroforesis en gel de agarosa del ADN extraido de Pernettya prostrata.

Protocolo 1 Protocolo 2 C Protocolo 3

3 45,67 8M
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Nota. A) Protocolo 1 corresponde al descrito por Doyle & Doyle, (1991), B) Protocolo 2 descrito por
Mojica et al. (2018) y C) Protocolo 3 descrito por Souza et al. (2012). Se utilizé un marcador molecular de
100 bp

En las Figuras 4A y 4B se puede observar que no existe presencia de bandas de ADN, mientras
que en la Figura 4C se observan bandas de alto peso molecular, lo que sugiere que el mejor protocolo en
la extraccion para Pernettya prostrata es el protocolo 3. A continuacion se presenta la Tabla 9 con los
resultados de la cuantificacion de ADN con este protocolo.
Tabla 9

Cuantificacion de ADN de Pernettya prostrata con el protocolo de Souza et al. (2012).

Muestra Pureza (A260/A280) Concentracién ADN (ug/ml)

Blancol NaN 0
PP1 1.860 779.00
PP2 1.817 237.1
PP3 1.867 535.9
PP4 1.891 574.8
PP5 1.895 688.1
PP6 1.909 595.2
PP7 1.764 201
PP8 1.922 1208
PP9 1.924 842
PP10 1.842 126
PP11 1.851 379.4

PP12 1.887 469.9
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PP13 1.914 655

PP14 1.894 511.1
PP15 1.875 418

PP16 1.861 474.3
PP17 1.876 499.2
PP18 1.862 452.9
PP19 1.814 328.1
PP20 1.715 2323

Nota. Concentraciones y pureza (A260/280) obtenidas de la extraccion 20 muestras analizadas. PP:

Pernettya prostrata.

Los resultados de la concentracidn de ADN permiten determinar que los datos obtenidos en el
protocolo 3 son superiores a los protocolos 1y 2 (ANEXO 1), los cuales se encuentran en un rango de

383.3 y 598.75. Los datos de pureza en la cuantificacion se encuentran en un rango 1.7y 1.9, lo que

confirma que el protocolo 3 cumple con este parametro, ya que en bibliografia la pureza (A260/280) de

ADN dptima se encuentra en un rango de 1.8 y 2. Estos resultados sugieren que el protocolo 3 descrito

por (Souza et al., 2012) es el mejor protocolo para extraccion de ADN de Pernettya prostrata.

Por lo tanto, se utilizé el protocolo descrito por Souza et al. (2012) para la extraccién de ADN de

20 muestras de Pernettya prostrata como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5

Extraccion de ADN de 20 muestras de Pernettya prostrata.

M PPl PP2 PP3 PP4 PP5 PP6 PP7 PP8 PP9 PPI0 PP1l PP12 PP13 PP14 PP15 PP16 PP17 PPI8 M

o e WY g e e

10k 10k
3k 3k

1.5k 1.5k

500 500

M PPI9 PP20 M

Nota. Marcador molecular Opti-DNA de 1kb de la marca abm. PP: Pernettya prostrata, M: marcador de

peso molecular.

En esta figura se puede observar bandas visibles de ADN en todas las muestras analizadas de Pernettya
prostrata, lo que nos permitid continuar con las pruebas moleculares.

Analisis estadistico

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos en la extraccion de ADN, se realizé un
analisis estadistico para comparar los 3 protocolos empleados. En este analisis se comprobd la eficacia
de cada protocolo con respecto a la pureza y concentraciéon de ADN. Los valores utilizados para este

analisis se detallan en el ANEXO 1.
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Para estimar la media de variabilidad que existe entre los datos obtenidos, se llevé a cabo un
analisis de intervalos de confianza. En este andlisis se obtuvo el error estdndar y los limites inferior y
superior de cada variable estudiada. Los resultados se encuentran detallados en la Tabla 10.
Tabla 10

Intervalos de confianza de pureza y concentracion de ADN de los protocolos estudiados.

Protocolo Variable Parametro E.E. n LI(95%) LS (95%)
Pureza Media 0.11 9 1.79 2.28
Protocolo 1 Concentracién ADN Media 7.75 9 10.79 46.54
Pureza Media 0.12 6 1.12 1.74

Protocolo 2 Concentracién ADN Media 28.62 6 30.57 177.70
Pureza Media 0.01 30 1.82 1.86

Protocolo 3 Concentracién ADN Media 31.18 30 423.01 550.54

Nota. El Ll y LS de la pureza se debe encontrar en un rango de 1.8 y 2. E.E.: Error Estandar, n: nimero de
muestras analizadas, LI: limite inferior, LS: limite superior.

Con los datos obtenidos en los intervalos de confianza, se observa que el protocolo 3 presenta
valores de 1.82 y 1.86 en el limite inferior y superior, respectivamente en relacion a la variable pureza.
Estos datos se encuentran dentro del rango éptimo de pureza que va de 1.8 a 2. Por otra parte, al
analizar el rango de concentracion de ADN de 423.01 a 550.54 en el protocolo 3, se puede observar que
estos datos son mayores en relacidn a los obtenidos en los protocolos 1y 2, lo que sugiere que este
protocolo permite obtener una mayor concentracion de ADN.

A partir del error estandar obtenido en este analisis estadistico (Tabla 10), se pudo evaluar la
precisién en la estimacién de la media poblacional. Se observé una mayor precision en la pureza del
protocolo 3 en relacidn a los demds protocolos, ya que el valor de error estandar es menor. Se observo,

ademas, que la precisién de la concentracién de ADN es menor con respecto a los otros protocolos,
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debido a que el error estandar es mayor. Para conocer la distribucidn de los datos analizados dentro de
las variables, se realizé un grafico de cajas y bigotes (Blox-Plot). En este tipo de grafico, la caja
representa el rango intercuartil (IQR), que abarca al 50% de los datos. El borde inferior de la caja
corresponde al primer cuartil (Q1), mientras que el borde superior el tercer cuartil (Q3). La distancia
entre el Q1 y Q3 nos permite determinar la variabilidad de los datos. La linea dentro de la caja
representa la mediana, que divide el conjunto de datos en dos partes iguales. Los extremos de la caja
son conocidas como bigotes y representan la dispersién de los datos que se encuentran fuera del rango
intercuartil. En las Figura 6 se observan las diferencias entre los 3 protocolos probados con respecto a la
pureza.

Figura 6

Comparacion de pureza de ADN entre protocolos de extraccion.
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Nota. Las cajas representan el rango intercuartil y los bigotes la dispersidn de los datos fuera de los
cuartiles

En esta figura se observa que el protocolo 3 presenta una distribucién de datos mas agrupada
alrededor de la mediana, como se evidencia en la caja obtenida. Ademas, los bigotes nos indican que

existe una mayor consistencia en los resultados y la mayoria de los datos se encuentran dentro del
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rango de pureza deseado (1.8 - 2). Por otro lado, en el protocolo 2 también se evidencia una
consistencia en los resultados, pero estos valores no se encuentran dentro de los parametros esperados
y la caja obtenida nos indica que existe una dispersion mayor en los datos. Por ultimo, en el grafico se
observa que en el protocolo 1 existe una mayor variabilidad y dispersion en los datos, los cuales se
encuentran fuera del rango 6ptimo. En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos en el Blox-Plot
para el pardmetro de concentracion de ADN.

Figura 7

Comparacion de concentracion de ADN entre protocolos de extraccidn.

Concentracion Vs Protocolo

884.07

781.23

678.39

Concentracion ADN

61.33
B

-41.51

T T T
PROTOCOLO 1 PROTOCOLO 2 PROTOCOLO 3
Protocolo

Nota. Las cajas representan el rango intercuartil y los bigotes la dispersion de los datos fuera de los
cuartiles

Segun los resultados obtenidos en la Figura 7 el protocolo 3 presenta una mayor variabilidad en
los datos y una distribucion menos agrupada alrededor de la mediana. En los protocolos 1y 2 se observa
una distribucidn mas agrupada y una dispersion menor en los datos. No obstante, los valores obtenidos
en la concentracién son mayores en el protocolo 3 que en los protocolos 1y 2.

A continuacion, con el objetivo de verificar que se cumple con los supuestos de normalidad, se

realizé una prueba de Shapiro-Wilks. El nivel de significancia se analiza a partir del p-valor obtenido de la
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prueba Shapiro-Wilks. Si los valores son mayores a 0.05 se concluye que el conjunto de datos analizados
proviene de una distribucidon normal. Los resultados de esta prueba se presentan en la Tabla 11.
Tabla 11

Prueba de Shapiro-Wilks para las variables de pureza y concentracion de ADN.

Protocolo Variable n Media D.E. WH* p (Unilateral D)
Pureza 9 2.03 0.32 0.84 0.09
Protocolo1l Concentracién ADN 9 28.67 23.25 0.82 0.06
Pureza 6 1.43 0.29 0.81 0.09
Protocolo2 Concentracién ADN 6 104.14 70.1 0.88 0.31
Pureza 30 1.84 0.06 0.93 0.15
Protocolo3 Concentracion ADN 30 486.78 170.76 0.97 0.80

Nota. D.E.: Diferencia Estandar, n: NUmero de muestras analizadas, W*: Estadistico de prueba calculado,
p (Unilateral D): p-valor.

Los valores obtenidos en el p-valor de la prueba Shapiro-wilks son mayores al nivel de
significancia (0.05), lo que indica que existe normalidad en los datos obtenidos del disefio experimental.
Para analizar si existe una interaccidn significativa entre la pureza, la concentracién y los protocolos se
realizd un andlisis de la varianza (ANAVA). El valor F en esta prueba nos indica si existe diferencias
significativas entre las medias de los grupos de estudio. Un valor F grande y un p-valor pequefio sugieren
gue al menos uno de los grupos analizados difiere significativamente de los demas. En la Tabla 12 se
muestra el ANAVA para la variable pureza.

Tabla 12

ANAVA (SC tipo Ill) basado en la pureza de ADN.

F.V. SC gl cM F p-valor
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Modelo 1.34 2 0.67 21.47 <0.0001
Protocolo 1.34 2 0.67 21.47 <0.0001
Error 1.31 42 0.67
Total 2.66 42

Nota. F.V.: Factor de variacidn, SC: Suma de cuadrados, gl: Grados de libertas, CM: Cuadrados medios, F:
Estadistico F.

Al analizar el ANAVA basado en la pureza, se encontrd un valor F=21.47y p-valor<0.0001, lo que
significa que existe una interaccién significativa entre la pureza y los protocolos. En la Tabla 13 se
muestra el ANAVA para la concentracion.

Tabla 13

ANAVA (SC tipo Ill) basado en la concentracion de ADN.

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 1851671.68 2 925835.84 44.46 <0.0001
Protocolo 1851671.68 2 925835.84 44.46 <0.0001

Error 874542.84 42 20822.45

Total 2726214.52 44

Nota. F.V.: Factor de variacion, SC: Suma de cuadrados, gl: Grados de libertas, CM: Cuadrados medios, F:
Estadistico F.

Con los datos obtenidos en la Tabla 13 para la concentracion de ADN, se encontrd que existe
una diferencia significativa entre las medias de la concentracién de los 3 protocolos evaluados (F=44.46,
p-valor<0.0001). Con el fin de conocer que protocolos difieren entre si con respecto a las variables
analizadas, se realizd una prueba de Duncan. Esta prueba nos indicara cuales son los protocolos con
medias significativamente diferentes entre si. En la Tabla 14 se encuentran detallados los resultados

obtenidos para la pureza de ADN.
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Tabla 14

Prueba de Duncan (Alfa=0.05) para la pureza de ADN obtenida de los protocolos empleados.

Protocolo Medias n E.E.
Protocolo 2 1.43 6 0.07 A
Protocolo 3 1.84 30 0.03 B
Protocolo 1 2.03 9 0.06 C

Nota. Las medias con una letra en comun indica que no son significativamente diferentes entre si. E.:
Error Estandar, n: nUmero de muestras analizadas.

En los datos obtenidos en la prueba Duncan para la pureza de ADN, se observa que el protocolo
1 tiene la media mas alta (2.03), lo que sugiere que con este protocolo se obtiene una mayor pureza en
comparacién con los otros. Sin embargo, el error estandar de 0.06 nos indica que existe cierta
variabilidad en los datos. Por otro lado, el protocolo 2 presenta una media mas baja con un valor de 1.43
y un error estandar alto de 0.07, lo que sugiere una pureza menor y variabilidad en los datos. Por ultimo,
el protocolo 3 tienen una media con un valor intermedio de 1.84 entre los protocolos 1y 2. Ademas, el
error estandar en este protocolo es el mds bajo con un valor de 0.3, lo que sugiere una variabilidad
menor en los datos y, por lo tanto, una mayor precision en la estimacion de la media. En la tabla 15 se
detallan los resultados obtenidos para la concentracidon de ADN.
Tabla 15

Prueba de Duncan (Alfa=0.05) para la concentracion de ADN obtenida de los protocolos empleados.

Protocolo Medias n E.E.

Protocolo 1 28.76 9 48.10 A

Protocolo 2 104.14 6 58.91 A
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Protocolo 3 486.78 30 26.35 B

Nota. Las medias con una letra en comun indica que no son significativamente diferentes entre si. E.E.:
Error Estandar, n: nUmero de muestras analizadas.

La Prueba de Duncan (Tabla 17) muestra que el protocolo 3 presenta la media mas alta con un
valor de 486.78, en comparacion con los protocolos 1 (28.76) y 2 (104.14). El protocolo 3, ademas,
presenta un error estandar de 26.35, lo que indica que hay una menor variabilidad en los datos en
comparacién con los protocolos 1 (48.10) y 2 (58.91).

Los analisis realizados indican que el protocolo 3 descrito por Souza et al., (2012) es el mas
adecuado para la extraccion de ADN de Pernettya prostrata con respecto a la pureza y concentracion de
ADN.

Validacién de ADN

Con la finalidad de comprobar si el ADN extraido es dptimo para realizar las amplificaciones en
los genes rbcl y matK, se realizé una validacién de ADN mediante una prueba de PCR utilizando el
marcador molecular ISSR 17898A, disponible en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. En la Figura 8
se observa los resultados de la prueba PCR con el ISSR 17898A, en un gel de agarosa al 2%, con las 20
muestras de ADN extraidas.

Figura 8

Amplificacién de ADN con el marcador ISSR 17898A.
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M PPl PP2 PP3 PP4 PP5 PP6 PP7 PP8 PP9 PP10 PP1l PP12 PP13 PPl4 PPI5 PPI16 M

M PP17 PP18 PP19 PP20 CN CN M

Nota. Marcador de peso molecular de ADN de 100 bp de la marca Invitrogen. PP: Pernettya prostrata,
CN: control negativo, M: marcador molecular

Al observar los resultados en el gel, se evidencid que existe amplificacién de ADN en todas las
muestras. Esto confirma que el ADN extraido de Pernettya prostrata amplifica y puede ser utilizado para
realizar ensayos de PCR con los primers disefados para rbcL y matkK
Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares estandar utilizados en este estudio fueron los genes rbcl y matK,
los cuales son utilizados para obtener cédigos de barras de ADN en plantas. La amplificacion de estos
genes se realizd en base a las concentraciones recomendadas por la hoja técnica de la DreamTaq Green
PCR Master Mix (2X) de la marca ThermoScientific. La estandarizacidn de la concentracidn de los primers
del gen rbcl se realizé probando diferentes concentraciones (0.75, 0.5, 0.25, 0.20, 0.15 y 0.10 uM), lo
gue se muestra en la Figura 9.

Figura 9
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Amplificacién del gen rbcL para estandarizar la concentracién.

0.75 pM 0.50 pM 0.25 pM

PP1 PP10 CN CN PP1 PP10 CN CN PP1 PPI0 CN CN

0.20 pM 0.15 uyM 0.10 pM

PP1 PPI0 CN CN PP1 PP1I0 CN CN PP1 PP10 CN CN

Nota Marcador de peso molecular de ADN de 100 bp de la marca Invitrogen. PP: Pernettya prostrata,
CN: Control negativo, M: marcador molecular
En el grafico podemos observar que en la concentracién de 0.1 uM existe una disminucion de la
presencia de dimeros en los controles negativos, lo que sugiere que esta concentracidon permite obtener
mejores resultados. Los ensayos de estandarizacion realizados para los primers del gen matK se
muestran en la Figura 10.
Figura 10

Amplificacion del gen matK para estandarizar la concentracion.
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0.75 pM 0.50 pM 0.25 pM

PP1 PP10 CN CN PP1 PP10 CN CN PP1 PP10 CN CN

0.20 pM 0.15 pM 0.10 pM

PP1 PP1I0 CN CN PP1 PP10 CN CN PP1 PP10 CN CN

Nota. Marcador de peso molecular de ADN de 100 bp de la marca Invitrogen. PP: gel de electroforesis al
2% Pernettya prostrata, CN: Control negativo, M: marcador molecular

En esta figura se puede observar que la concentracion minima recomendada de 0.1 uM para los
primers, redujo la presencia de dimeros en los controles negativos. Por lo tanto, esta concentracion fue
seleccionada como dptima para los analisis con el gen rbcL y gen matK. Finalmente, se realizé la
amplificacion de los genes rbcl y matK para las 20 muestras de interés con las condiciones de
amplificacidn seleccionadas.

El tamafio de la banda esperada para los productos de PCR segun la PCR in silico del gen rbcL es
aproximadamente 440 pb y para el gen matk es 253 pb. En las Figura 11 se observan los resultados
obtenidos para el gen rbcL
Figura 11

Amplificacion gen rbcL para Pernettya prostrata con primers disefiados.
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PP2  PP3 PP4 PP5 PP6 PP7 PP8 PP9 PPI0 PPI1 PP12 PP13 PP14 PPI5 PP16 PP17 PPI8

600 600

M PP19 PP20 CP CN M

600

Nota. Marcador de peso molecular de ADN de 100 bp de la marca Invitrogen. PP: Pernettya prostrata,
CP: Control positivo, CN: Control negativo, M: marcador molecular

En el gel de electroforesis se puede observar que el producto PCR de las 20 muestras, con
respecto al marcador de peso molecular, se encuentra aproximadamente entre los 400 y 600 pb, por lo
que corresponderia al tamafio del amplicon esperado para rbcl de 440 pb. Los resultados obtenidos en
la amplificacién del gen matK se muestran en la Figura 12.
Figura 12

Amplificacion gen matK para Pernettya prostrata con primers disefiados.
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PPS  PP9  PPIO PPII PP12 PPI3 PPI4 PPIS PPIG PPI7T  PPIS

600

300 e e S S —— — — — — — — — — — — 300

100

M PPI9 PP20 CP CN

600
300

100

Nota. Marcador de peso molecular de ADN de 100 bp de la marca Invitrogen. PP: Pernettya prostrata,
CP: Control positivo, CN: Control negativo, M: marcador molecular

En el gel se observa que las bandas amplificadas para el gen matK se encuentran entre los 300 y
200 pb del marcador de peso molecular, por lo que el tamafio del amplicdn para este gen corresponde
al esperado de 253 pb.

Los resultados obtenidos en la amplificacidn de los genes rbclL y matK para las muestras de ADN
extraidas confirman que son efectivos para la identificacién de Pernettya prostrata. Estos resultados son
importantes para la caracterizacion molecular e identificacion de esta especie en futuros proyectos de
investigacion.

Capitulo V: Discusion

Los bosques andinos son ecosistemas con una alta riqueza bioldgica y con un alto grado de

endemismo. Estos bosques son de gran importancia para el bienestar y seguridad del ser humano al

proveer servicios ecosistémicos esenciales (Cuesta et al., 2009). Los bosques y paramos andinos
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cumplen un rol fundamental en el medio ambiente al ser sumideros de carbono, producir oxigeno y ser
el habitat de especies de gran importancia (Lozano, 2015).

Estos bosques se encuentran bajo un alto riesgo de degradacién como consecuencia del cambio
climatico y el crecimiento poblacional. Ademas, se ha evidenciado un cambio en la composicidn de
especies vegetales de algunos bosques y pastizales como resultado del calentamiento global (Malizia
et al., 2020). Debido a la falta de estudios sobre los bosques y paramos andinos, no se tiene
conocimiento sobre la fragil diversidad de su flora, lo que impide que estos recursos sean debidamente
manejados y aprovechados (Lozano, 2015).

Los estudios sobre diversidad genética en plantas se han enfocado a investigaciones
arqueoldgicas, linglisticas, botanicas y morfoldgicas (Becerra & Paredes, 2000). Sin embargo, los
estudios moleculares son de gran importancia para conocer y evaluar esta diversidad. Ademas, estos
recursos genéticos son necesarios en los programas de conservacion (Carrodeguas & Zuiiga, 2021). En
especies andinas como Pernettya prostrata no se han realizado suficientes investigaciones y la mayoria
de los estudios realizados estan enfocados al nivel fitoquimico, etnobotanico y morfoldgico (Rincon
et al.,, 2014).

En biodiversidad, los estudios moleculares tienen la finalidad de identificar y diferenciar
individuos de una misma familia para su clasificaciéon taxondmica. En la identificacidon de una especie el
primer paso es la extraccidon de ADN, cuyo objetivo principal es obtener una gran cantidad y calidad de
ADN que permita su manipulacion, amplificacion y analisis (Salavarrieta, 2002; V. Sanchez, 2020).

Uno de los problemas mas comunes en la extraccion de ADN es la contaminacién con proteinas,
endonucleasas, polisacaridos y metabolitos secundarios. Por tal motivo, se han planteado numerosos
métodos para la extraccién de ADN y muchos de ellos basados en el uso de bromuro de

cetriltrimeilamonio (CTAB). No obstante, los métodos de extraccién difieren entre especies, debido a la
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gran variabilidad y particularidades que existe en las plantas. Lo que puede generar desafios durante el
aislamiento de ADN (Kim et al., 1997; E. Sanchez et al., 2021).

Una de las principales variables a considerar en el aislamiento de ADN es la pureza. Por lo que es
importante realizar una cuantificacion de ADN utilizando un espectrofotémetro en el que se obtenga las
relaciones A260/280 y A260/230. La relacion A260/280 nos indica si existe contaminacion con
proteinas, por lo que el rango de 1.8 y 2 nos indica una buena calidad de ADN. En cambio, la relacién de
pureza A260/230 debe encontrarse entre 2 y 2.2, ya que valores inferiores a este rango nos indica que
existe contaminacion con polisacaridos y metabolitos secundarios (Guzman et al., 2018).

En el presente estudio se probaron 3 diferentes protocolos para el aislamiento de ADN de
Pernettya prostrata, protocolo 1 descrito por Doyle & Doyle (1991), protocolo 2 descrito por Mojica
et al. (2018) y protocolo 3 descrito por Souza et al. (2012). Los resultados en los protocolos 1y 2
presentaron una baja concentracién y pureza de ADN. La mayoria de las muestras presentaron una
relacion A260/280 entre 1.02 y 2.64 y una relacion A260/230 entre 0.01394 y 0.8317. Estos resultados
indican que existe contaminacidn con proteinas y metabolitos secundarios. Rincén y sus colaboradores
(2014) en las investigaciones realizadas en Pernettya prostrata mencionan que esta especie presenta en
sus partes aéreas gran cantidad de metabolitos secundarios como flavonoides, taninos, esteroides y
triterpenos, los cuales podrian ser la causa de la baja concentracidn y pureza del ADN extraido con estos
protocolos.

En cambio, el protocolo 3 descrito por Souza et al. (2012) permitié obtener mejores resultados.
La concentracién de ADN se encontraba en un rango entre 126 y 842 ng/uL y una pureza (A260/280)
entre 1.72 y 1.92. Segln Souza et al. (2012) este protocolo es el ideal para muestras foliares con un alto
contenido de metabolitos.

En base a estos resultados se realizé un analisis estadistico para comparar la eficacia y eficiencia

entre los 3 protocolos. En este analisis se evidencid que existen diferencias significativas entre los
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protocolos y las variables analizadas. En funcién a la concentracidn y pureza obtenidas, el protocolo
descrito por Souza et al. (2012) fue significativamente diferente a los protocolos descritos por Doyle &
Doyle (1991) y Mojica et al. (2018), siendo este protocolo el que mejores resultados de concentracién y
pureza presentd en la extraccion de ADN de Pernettya prostrata.

Sin embargo, los valores obtenidos en la pureza (A260/230) con el protocolo 3 presentaron un
valor promedio de 1.6. De acuerdo a Guzman et al. (2018) los valores bajo el rango entre 2y 2.2 nos
indica que existe presencia de polisacaridos, los cuales pueden generar una inhibicion de la PCR. Por lo
tanto, se realizé una validacién del ADN con marcadores moleculares tipo ISSRs para conocer si no
existia inhibicidn por polisacéridos en la amplificacién del ADN extraido. En los resultados obtenidos se
evidencio que el ADN extraido amplificé bandas integras, por lo que se pudo obviar esta relacién de
pureza en el analisis estadistico.

Las técnicas moleculares nos permiten identificar y estudiar especies a partir de su ADN. En la
ultima década se ha demostrado que los estudios que utilizan estas técnicas son eficientes para resolver
problemas ecoldgicos (Altamirano & Yanez, 2016; Rey & Capdevielle, 2020). En el drea de conservacion
el uso de cddigos de barra de ADN o Barcoding como técnica molecular ha sido muy utilizada en los
ultimos tiempos (Davila et al., 2019). El barcoding puede diferenciar especies con plasticidad fenotipica
o que son morfolégicamente similares, el cual se basa en el uso de una regién corta de ADN, como
genes y regiones no codificantes, que contienen informacion Unica (Aguilar, 2022).

En plantas, los marcadores moleculares mas utilizados para generar cédigos de barras de ADN
en estudios de identificacion de especies son los genes rbclL y matK (Li et al., 2011). Por tal motivo, el
objetivo de este estudio se enfocd en la caracterizacidén molecular a partir de primers disefiados para los
genes rbcl y matK de Pernettya prostrata para su identificacidn. El tamafio de los amplicones obtenidos
mediante la PCR in silico para rbcL y matK fueron de 440y 253 pb, respectivamente. En la amplificacion

in vivo se encontrd que el amplicén de rbcl con respecto al marcador de peso molecular se encontraba
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entre 300 y 500 pb, mientras que para matK se encontrada entre 200 y 300 pb. Con los resultados
obtenidos en la amplificacion del ADN extraido con estos genes se determiné que los primers disefiados
son efectivos para la identificacién de esta especie.

Los estudios bioldgicos enfocados al andlisis de las caracteristicas morfoldgicas, las muestras de
tejido y las secuencias de ADN nos permitira identificar especies y conocer la riqueza biolégica de
Ecuador. Al ser un pais megadiverso por la abundancia de especies de diferentes grupos bioldgicos, es
una potencial zona de estudio e identificacién de especies de flora y fauna. Hasta la actualidad no se
conoce el numero total de especies que se encuentran en el pais, pero algunos investigadores estiman
gue el conocimiento sobre diversidad biolégica es menor al que en realidad existe (Altamirano & Yanez,
2016). Por tal motivo, esta investigacion pretende identificar la especie andina Pernettya prostrata, de
la cual se conoce poco, para incrementar el conocimiento sobre las especies endémicas de los bosques
andinos.

Capitulo VI: Conclusiones

e Larecoleccidon del material vegetal de Pernettya prostrata (Cav.) DC en el Parque
Nacional Cayambe-Coca permitié realizar la caracterizacion molecular a través de la
extraccién de ADN gendmico.

e El método de extraccidon de ADN basado en el uso de los buffers CTAB y sorbitol
permitid obtener ADN con una concentracién que varié entre 126 y 842 ng/uL y una
pureza entre 1.72 y 1.92 en 20 muestras de Pernettya prostrata, por lo que el material
obtenido fue adecuado para realizar los ensayos moleculares pertinentes.

e Las pruebas estadisticas permitieron confirmar que el protocolo de extraccién con los
buffers CTAB y sorbitol presenta diferencias significativas con respecto a la

concentracién y pureza en comparacion con los otros protocolos empleados.
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e Laamplificacidn de ADN con los primers disefados para los genes rbcL y matK permitio
obtener marcadores moleculares para la identificacion de Pernettya prostrata en los
bosques andinos del Ecuador.

e Los estudios moleculares enfocados a la identificacion de especies andinas son de gran
importancia para generar informacién genética de especies que comparten similitudes
morfoldgicas.

Capitulo VII: Recomendaciones

e Sesugiere incrementar las areas de muestreo para la especie Pernettya prostrata (Cav.)
DCy realizar mas pruebas moleculares para conocer su diversidad genética.

e Sesugiere realizar estudios moleculares en especies cercanas a Pernettya prostrata que
se encuentren en los bosques y paramos andinos del Ecuador, para confirmar la
eficiencia de los marcadores moleculares

e Serecomienda llevar a cabo mas estudios moleculares en especies endémicas de los
bosques andinos del Ecuador, para conocer y comprender la diversidad genética del
pais, asi como para mejorar las técnicas de identificacion de estas especies.
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