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Bosques Andinos Introduccion
Distribucion Importancia Amenazas
Rango latitudinal de 2400 - 3500 m s.n.m Servicios ecosistémicos Antropogénicas
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Valeriana adscendens Turcz Introduccién
Subfamilia Valerianaceae Genero Valeriana Distribucion
Familia Caprifoliacea Valepotriatos 10 provincias del Ecuador
35 especies Ecuador Acido isovalérico Altitud 2500 - 4500 m s.n.m
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Objetivos

Objetivo General

Caracterizar a nivel molecular la especie Valeriana adscendens
Turcz mediante marcadores moleculares en Bosques Andinos del
Ecuador.
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Objetivos
Objetivos especificos

« Obtener material vegetal de la especie Valeriana adscendens Turcz
mediante la recolecciéon de hojas al azar en Bosques Andinos del
Ecuador, para la extraccion de material genético.

» Estandarizar el protocolo de extraccion de ADN en muestras foliares
de Valeriana adscendens Turcz, a partir de diferentes protocolos
descritos en Dbibliografia para la amplificacion de marcadores
moleculares.

« Amplificar marcadores moleculares a partir de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en muestras foliares, para caracterizar la
especie Valeriana adscendens Turcz en Bosques Andinos del
Ecuador.
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Hipotesis

Hipotesis

El analisis con marcadores moleculares permite caracterizar
la especie Valeriana adscendens Turcz.
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Fase de campo Metodologia

C2
c1 Zona de Estudio

“"Virgen del Paramo-Papallacta”™

C4

C3

Parque Nacional Cayambe-Coca
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Metodol

Fase de campo

4 muestras Hojas jovenes Alcohol al 70% Silica gel
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Fase de laboratorio Metodologia

Extraccion de ADN

Método de CTAB
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Almacenamiento TE0.1X - RNase A Secar al aire Etanol al 70%
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Fase de laboratorio
Visualizaciéon

Metodologia

@ Gel 1.5% agarosa @ 110V 1h:15 min @ Visualizacion
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Fase de laboratorio Metodologia
Amplificacion

Marcador trnG

In silico
Secuencia Disefo PCR Alineamiento
Gen tRNA-Gly Cebadores Longitud del amplicon Secuencias similares

National Library of
Medicine (NCBI)

National
(R Center for Prlmer3Plu
Biotechnology
NCBI Information pckprimers froma DNVA eence

Primer3 (v. 0.4.0) FastPCR 6.8.62 BLAST
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Fase de laboratorio Metodologia
Amplificacion

Marcador trnG

In vitro
Condiciones Analisis de datos
Protocolo-Bell et al Eficacia de los cebadores
(2012)
NEB Tm Calculator T alineamiento ANOVA
Temperatura 49y 50 °C Duncan a:0.05
Concentracion 10, 20, 25 ng/pL.
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Fase de laboratorio Metodologia
Amplificacion

Marcadores ISSRs

In vitro
Condiciones Analisis de datos
Protocolo-Vargas Marker Efficieny
(2021) Calculator (MEC). PIC,IM.RD
Matriz Binaria indice de Jaccard
Cebadores 17898A-17898B
Dendrograma

Darwinv 6.0.2.1
PcoA
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Resultados
Recoleccion y Conservacion

Protocolo Di Sacco et al
(2020)

Modificacién del tiempo

Conservacion

Sin evidencia de oxidacion o
guemadura

Hoja esta preservada
correctamente.

Figura 1.Hojas de Valeriana adscendens Turcz. A)
Muestra foliar seca con silica después de 48 horas.
B) Muestra foliar en estado natural.
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Resultados

Extraccion y Cuantificacion de ADN

Bandas visibles

1500 pb

600 pb

300 pb

Método de CTAB

Concentracion Pureza
ng/uL 260/280
959.81 1.64

Abdel y Osman (2017)

Figura 2.Electroforesis en gel de agarosa del ADN de Valeriana adscendens Turcz
obtenidas con el método de Semagn (2013) modificado. ADN para 7 individuos de
Valeriana adscendens Turz en un gel de agarosa al 1% y marcador molecular de 100 pb

(Invitrogen™ TrackIt™ 100 bp Plus DNA Ladder).

Pureza
260/280 ADN
1.8-2.0 Optimo
>1.60 Aceptable
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Amplicén 106 pb

Ecuador”

Amplificacion

Marcador trnG

Resultados

Alineamiento

Query cover del 100%
E-value 1 x 10746

In silico Primer(s) search for:
f 5'-actgctgaactacaaacttogt

Poszition: 19->40 22bp 100% Tm

S-actgctgaactacaaacttogt-3»
frrrrrerrrnerrrernrnenn

tatgacgacttgatgtttgaagcaagta
r S5'-—accttggatgacacaaataacga

Poszition: 102<-124 23bp 100%
<-agcaataaacacagtaggttoca-5

frrrrrerrreerrrrnernnnl
tctcgttatttgtgtcatccaaggttgac

f 5'-actgctgaactacaaacttogt
r S5'-—accttggatgacacaaataacga
PCR product =size: 106bp
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Figura 3.PCR in silico con los cebadores disefiados para tRNA-

Gly (trnG).

Newell et al., (2013)

la PCR in silico.

S
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Figura 4.Nucleotide Blast para la secuencia obtenida en
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. ., Resultados
Amplificacion
Marcador trnG
Temperatura Concentracion

49°C 50°C

1200 pb
600 pb
1500 pb
100 pb
600 pb
100 pb
Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de la Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa de la
amplificacién del marcador tRNA-Gly (trnG) con amplificacién de ADN del marcador tRNA-Gly (trnG)

variacion de temperatura. con variacion de concentiggian p
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Resultados
Amplificacion

: Marcador trnG
Marcador monomorfico

1500 pb

600 pb

100 pb

Amplicon 106 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados con los cebadores disefiados
para tRNA-Gly (trnG) en muestras de Valeriana adscendens Turcz. Ampliaciones para 16 muestras
de Valeriana adscendens Turcz en gel de agarosa al 1.5% y marcador molecular de 100 pb

(Invitrogen™ TrackIt™ 100 bp Plus DNA Ladder). CN) Control negativo.
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Amplificacion

Marcador trnG
Analisis de resultados

Tabla 1. Analisis estadistico para el marcador cloroplastico tRNA-Gly (trnG).

Cuadrante C1 C2 C3 C4
N° 6 5 7 6
% A 75% 63% 88% 75%
E 0.30 0.33 0.23 0.33
LI 45.15% 29.12% 64.70% 41.62%
LS 100% 96% 100% 100%

Nota. N°) Numero de bandas presentes por cuadrante. % A) % de amplificacion. E) Margen de

error Muestral. LI) Limite inferior. LS) Limite superior.

Resultados

ANOVA

p-valor >a=0.05

Duncan

No existe diferencias
significativas
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Resultados
Amplificacion

Marcadores ISSRs

Bandas visibles en 11 muestras

17898A

1000 pb Bandas Longitud
- 41 376- 1171 pb
400 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados con el cebador
17898A en muestras de Valeriana adscendens Turcz
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Resultados
Amplificacion

Marcadores ISSRs

Bandas visibles 16 muestras

17898B

1000 pb Bandas Longitud
800 pb
41 425-1560 pb
600 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados con el cebador
17898B en muestras de Valeriana adscendens Turcz
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Resultados
Amplificacion

Marcadores ISSRs

Analisis de resultados

Tabla 2. Analisis resultados para marcadores ISSRs 17898A y 17898B

Cebador PIC IM D R
17898B 0.1742 0.0068 5.37 0.98
17898A 0.1317 0.0013 10.37 0.99

Nota. Contenido de informacion polimérfica (PIC).,indice del marcador (IM).,Poder de

resolucion(R)., Poder de discriminacion (D).
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Figura 9. Dendrograma generado mediante el método “Neighbor

Joining ”'.

Saki et al., (2016)

Ecuador”
. o Resultados
Amplificacion
Marcadores ISSRs
Coeficiente de Jaccard
Valores de : 1- 0.57
-3 “Val2
[ 1 Va7 Va15_ 1.45
Val 5_4
Vad +.35
L3
Va2 5.25
Vails I2
_{ Val0 .15 -vall
Val2 L1
Vai6_ los
y -45 -.4 -.35°°3 - 25 -2 -.15 -.1 -.05 | Q5 115 2 .25 3 35
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Figura 10. Andlisis de coordenadas principales (PCoA)

generado para las 16 mues
Turcz.
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Conclusiones

Los marcadores ISSRs (17898A y 17898B) y el marcador cloroplastico tRNA-Gly (trnG) permitieron
obtener informacion a nivel molecular atil para la caracterizacion molecular de Valeriana
adscendens Turcz.

La recoleccidon del material vegetal de muestras foliares de Valeriana adscendens Turcz en el Parque
Nacional Cayambe-Coca y el almacenamiento con el método de silica gel permitio obtener muestras
adecuadas para la extraccion de ADN gendomico.

El método de extraccion con CTAB para obtener ADN gendmico de Valeriana adscendens Turcz
permitid obtener una buena calidad de ADN con una pureza 1.64 y con una concentraciéon de

959.81 ng/uL.
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Conclusiones

La amplificacion de las 16 muestras de Valeriana adscendens Turcz con marcadores moleculares
ISSRs (17898B y 17898A) mostraron una diversidad de bandas de entre 376 a 1176 para el marcador
B y una diversidad de bandas de 425 a 1560 para el marcador A.

El andlisis de los marcadores moleculares ISSRs evidencio que el marcador 17898B tiene un
Contenido de Informacion Polimorfica (PIC) de 0.1742 por lo tanto esta secuencia es un tipo de
marcador informativo, Gtil para la caracterizacion molecular de Valeriana adscendens Turcz.

Los porcentajes de amplificacion para el marcador cloroplastico tRNA-Gly (trnG) en cada cuadrante
presentaron valores entre el 63% hasta el 88% por lo tanto este marcador es util para los ensayos

de caracterizacion molecular de la especie Valeriana adscendens Turcz.
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Recomendaciones

Se recomienda emplear un mayor nimero de marcadores informativos para mejorar la

caracterizacion molecular de la especie Valeriana adscendens Turcz.

Se sugiere mejorar la etapa de purificacion de la extraccion de ADN para obtener material

genético de mejor calidad que permita optimizar este proceso.

Se sugiere aumentar la cantidad de individuos analizados con el propésito de mejorar la
precision y la confiabilidad de los resultados de la amplificacion con marcadores

moleculares.

Se sugiere ampliar el muestreo a una mayor variedad de ubicaciones donde se encuentre

Valeriana adscendens Turcz, con el fin de reducir posibles sesgos en los datos.
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