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Manual de protocolos para el estudio de diversidad genética

Presentacion

El Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) es un organismo técnico especializado
del Ministerio de Agricultura y Riego cuyo objetivo general es promover y ejecutar diversas
actividades que faciliten el desarrollo y fortalecimiento de la innovaciéon tecnolégica agraria
nacional para la seguridad alimentaria e incremento de los niveles de competitividad
de la produccién agraria orientada, especialmente, a la inclusidén social de los pequenos
y medianos productores. En este sentido, se busca generar conocimiento que permita
desarrollar actividades de investigacion, transferencia de tecnologia, conservacién y
aprovechamiento de los recursos genéticos.

EnelPeru, los estudios de distribucidn genética en especies forestales de la region amazdnica
son reducidos, por lo que el entendimiento de su frecuencia alélica, estructura genética y
flujo de genes es de vital importancia para el desarrollo de estrategias de conservacion, lo
gue permitird el manejo racional en plantaciones forestales y potencializara la conservacién
de bosques naturales. Los marcadores moleculares son un conjunto de herramientas
gue permiten obtener informacién genética de una especie. A la fecha, no se cuenta con
metodologias estandarizadas que permitan la homologacién de resultados a través de
marcadores moleculares, desde la metodologia de la colecta de la hoja como material
bioldgico para su procesamiento y extraccion de ADN, hasta la caracterizacion de especies
forestales a través de barcoding, RAPDs y microsatélites (Figura 1).

El presente manual tiene como finalidad ser un documento de referencia para el estudio de
la diversidad genética en especies forestales nativas (capirona, tornillo, castaia, ishpingo
y shihuahuaco) a través del uso de marcadores moleculares empleados para detectar
polimorfismos de ADN como son los microsatélites (SSR) y ADN polimétfico amplificado
al azar (RAPD), los cuales permitiran el desarrollo del estudio de genética en especies
forestales. Ademas, la identificacion genética (bardcoding), permitira la identificacion de
especies filogenéticamente cercanas.

Este documento constituye la recopilacidn de protocolos desarrollados y estandarizados en
el Laboratorio de Investigacién Tecnoldgica en Cambio Climatico para el Sector Agrario en
el marco del proyecto: 120_PI “Identificacién y seleccién de arboles plus en cinco especies
forestales nativas con valor de mercado y establecimiento en dreas de manejo clonal para
la produccion intensiva de plantones selectos”.
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Colecta y recopilacion de
datos de georreferenciacion

Transporte y almacenamiento
de muestras colectadas

Codificacion y construccion
de base de datos

Aislamiento del ADN

Determinacion cuantitativa y Barcoding (ishpingo y
cualitativa de ADN shihuahuaco)

Microsatélites (SSR):
castana, ishpingo y
shihuahuaco capirona y tornillo

ADN polimdrfico amplificado

Caracterizacion genética de las
3 al azar (RAPD):

especies en estudio

Figura 1. Diagrama de flujo para la caracterizacion genética de las especies forestales.
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2. Especies en estudio

10

2.1

Calycophyllum spruceanum Benth. (capirona)

Calycophyllum spruceanum Benth., conocida comunmente como capirona, es una
especie forestal originaria de América del Sur, con alta importancia econdmica para
la produccién de madera fina para ebanisteria y construccién. Es una especie que se
encuentra distribuida en los bosques aluviales y secundarios de la amazonia peruana,
hasta el sur de Brasil y Bolivia, por debajo de los 1 200 m.s.n.m. (Reynel, Pennington,
R., Pennington, T., Flores y Daza, 2003). En el Peru, Gentry (1996) reportd a capirona
en los siguientes departamentos: Amazonas, Hudnuco, Junin, Loreto, Madre de
Dios, Pasco, San Martin y Ucayali. Es un arbol de rdpido crecimiento adaptado a
las inundaciones. El tronco es recto con copa heterogénea, crece hasta los 30 m
de altura. Es facilmente reconocible por su tronco liso y brillante, rojizo, verduzco
0 grisaceo; posee hojas simples, opuestas y pecioladas y sus flores son pequeas,
blancas y aromaticas (Vallejos-Torres, Gonzales, y Arévalo, 2008) (Figura 2).

Capirona es una especie forestal maderera valiosa en la amazonia peruana, se exporta
alrededor del mundo pues posee una madera de alta densidad, duradera y ademas,
es utilizada para la construccién de muebles, paneles de pared y pisos. Por otra parte,
es considerada como una planta medicinal (Prado, 2009). A la fecha, se cuenta con
informacidn del aprovechamiento econdmico y ecolégico de capirona, pues se estan
realizando trabajos de reforestacién en comunidades indigenas de Loreto, donde se
prevee recuperar alrededor de 1 520 ha degradadas, beneficiando a 290 pobladores
de comunidades nativas del distrito de Santa Cruz (MINAGRI, 2018).

Manual de protocolos para el estudio de diversidad genética

Figura 2. Ejemplar de Calycophyllum spruceanum Benth (capirona) ubicada en el Cerro Escalera, departamento de San Martin.
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2.2 Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke (tornillo)

Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke, comunmente denominado tornillo, es una
especie forestal maderable, con un buen crecimiento y una alta productividad en
plantaciones, por lo que es considerada como una especie promisoria para los
trabajos de reforestacion (Baluarte-Vasquez y Alvarez-Gonzales, 2015). A la fecha, se
cuenta con informacién del aprovechamiento de tornillo en la regién de Loreto, en
donde se ha visto el beneficio de las comunidades nativas de Rio Putumayo (MINAGRI
2018?). Sin embargo, el limitado conocimiento de las caracteristicas genotipicas y
diversidad del tornillo, son el principal problema para la obtencién de variedades con
caracteristicas genéticas de interés ecoldgico y econdmico.

Esta especie se encuentra distribuida en los departamentos de Huanuco, Junin,
Loreto, Madre de Dios, Pasco, San Martin, Ucayali y Cusco (Baluarte-Vasquez y
Alvarez-Gonzales, 2015). Habita naturalmente en lugares himedos y pantanosos,
con presencia de humus; en los bosques altos de tierra firme, se desarrolla mejor en
las nacientes y cursos superiores de los rios que presentan suelos arcillosos (Freitas,
Otarola, Linares y Baluarte-Vasquez, 2000) (Figura 3).

Ardsteguiy Diaz (2012) y Claussi, Marmillod y Blaser (1992), reportaron que el tornillo
presenta un buen crecimiento a nivel de plantaciones y una alta homogeneidad, por
lo que se le considera como una especie promisoria para la reforestacién en zonas
de pastizales degradados. Los trabajos de Flores (2010), evaluaron el crecimiento y
productividad a nivel de plantaciones y fajas de enriquecimiento; resultados que han
permitido realizar trabajos de reforestacién en comunidades nativas en Loreto, para
la recuperacién de 560 ha degradadas (MINAGRI, 2018°).

Figura 3. Ejemplar de Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke (tornillo), ubicado en Masisea, departamento de Ucayali.
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14

2.3

Bertholletia excelsa (castafia)

Bertholletia excelsa, conocida comunmente como castaiia, es una especie originaria
del sur este amazdnico, distribuida en la cuenca amazdnica, reportada en Bolivia,
Brasil, Colombia, Peru, Venezuela, Guyana y Surinam (Wickens, 1995). En Peru y
Bolivia, los castanales con mayor densidad, se encuentra en las zonas limitrofes de
los paises, asi como en la frontera con Brasil.

En el Perq, el departamento dedicado a la recoleccién de la castaifia es Madre de
Dios, siendo la castaia de gran importancia econdmica debido a su exportacién y su
conservacién, ayuda a frenar la deforestacion de los bosques en la amazonia.

Esta especie es un arbol que llega a medir hasta 60 m de altura. El fuste se encuentra
carente de ramas hasta la copa, es liso y cilindrico, con la corteza oscura y agrietada.
Las hojas son de forma céncava y decidua, presenta un tomento suave y una lamina
cartdceo-coridcea. Las inflorescencias son espiciformes, axilares o exhibidas en
paniculas terminales de pocas ramas. Las flores son zigomdrficas, posee de dos a
tres sépalos y seis pétalos amarillos (Reis, Braga, Lemes, Gribel y Collevatti, 2009)
(Figura 4).

La castaiia es una especie incapaz de producir semillas por autopolinizacién, posee
altos niveles de diversidad genética a nivel individual y poblacional. Las distancias
del flujo de polen entre arboles de una misma poblacién son igualmente altas (Suijii,
Inglis, Ciampi, Solferini y Azevedo 2013).

Manual de protocolos para el estudio de diversidad genética

Figura 4. Ejemplar de Bertholletia excelsa (castafia) en Puerto Maldonado, departamento de Madre de Dios. (Cortesia: Marco
Simola/CIFOR).

15



. Instituto Nacional de Innovacién Agraria Manual de protocolos para el estudio de diversidad genética

2.4 Amburana sp. (ishpingo)

Amburana sp. es conocido en el Peri como ishpingo. El género se encuentra
distribuido en América del Sur, en los paises de Brasil, Bolivia, Peru, Paraguay y
Argentina. En el Peru, desde el 2005, la especie se encuentra categorizado como una
especie vulnerable segun el decreto supremo N° 043-2006-AG y a nivel mundial se
encuentra catalogada como una especie en peligro de extincién (UICN, 1998) debido
al alto valor de su madera. Reynel et al. (2003), sefialan que la madera presenta
buenas caracteristicas como: durabilidad y facilidad para ser trabajada, por lo que
es apreciada en la carpinteria, ebanisteria y es utilizada en la fabricaciéon de chapas
decorativas. En el Peru, se distribuye en los departamento de Junin, Loreto, Madre de
Dios, San Martin y Ucayali; siendo Loreto la regidon con mayor volumen de produccién
nacional (Figura 5) (SERFOR, 2016).

A la fecha, el Perd no cuenta con estudios especificos para la especie, Eexiste una
controversia de la distribucion de la especie en el Peru, de la presencia de A. cearensis
o A. acreana en la amazonia del Peru, los reportes de Seleme (2014), sefialan la
identificacion a través de estudio de filogenia sobre la distribucién de A. acreana en
el Peru. Asi mismo, no se cuenta con una metodologia éptima de extraccion de ADN
para los estudios de genética, estructura y diversidad genética. A la fecha Seleme
(2014), ha desarrollado marcadores microsatelites donde evualtan poblaciones
forestales de Brasil.

B
"r

»

Figura 5. Ejemplar de Amburana sp. (ishpingo), ubicada en la localidad Charasmand, departamento de Loreto.
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2.5 Dipteryxsp. (shihuahuaco)

El género Dipteryx sp., comunmente denominado shihuahuaco, incluye 13 especies
distribuidas principalmente en la amazonia y América Central. Varias especies de
este género son muy similares entre si, por lo que se viene realizando revisiones
taxondmicas modernas a través de cddigos de barras para la discriminacién entre las
especies (Davila, Honorio y Salazar, 2008). Esta especie forestal, actualmente, tiene
una alta demanda, la cual se ve reflejada en el volumen de exportacién (Putzel, 2010
citado en Aldana et al., 2017) (Figura 6). A la fecha, se viene aprovechando de manera
irracional, provocando la pérdida de su condicidon de abundancia, acompafiada de
factores propios de genética reproductiva de la especie, provocando que cada vez se
encuentren menos individuos en poblaciones naturales, por lo que, pone en grave
riesgo los programas de mejora genética.

En el Peru, se ha registrado la presencia de al menos seis especies de Dipteryx,
cuatro especies citadas en flora del Peru bajo el género Coumarouna oudorata
Aublet que actualmente es el sinénimo de Dipteryx odorata (1. D. charapilla Ducke,
2. D. ferrea Ducke, 3. D. micrantha Harms, 4. D. odorata. Willd.) y dos especies
adicionales agregadas en el listado de especies de angiospermas y gimnospermas
de Peru (5. D. alata Vogel y 6. D. rosea Spruce ex Benth.) (Aldana et al., 2017). Sin
embargo, en campo, la identificacion de las especies es complicada, por lo que
la comercializacidn y exportacién de la madera se lleva a cabo bajo el nombre de
Coumarouna sp. o Dipteryx spp. (shihuahuaco o cumaru). Shihuahuaco en el grupo
de especies forestales comerciales, ley forestal N° 27308 Reglamento de Extraccion
y Transformacion Forestal, se encuentra clasificado en la categoria “D”, denominada
como especie “potencial”. Esto se debe a que presenta caracteristicas tecnologicas
excepcionales, es una de las especies que tiene una gran y creciente demanda en el
mercado regional, nacional e internacional.

Figura 6. Plantacion de Dipteryx sp. (shihuahuaco) ubicado en el Cerro Escalera, departamento de San Martin.
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3. Colecta de las muestras

20

3.1

Protocolo para la toma, conservacion y transporte de muestras de tejidos
vegetales para la extraccion de ADN

Es importante que la recolecta del material bioldgico se realice en el estadio de
floracidn, para la identificacién de especies. En muchos casos, la identificacién de
una especie, se realiza a través de caracteres morfolégicos Unicos, que permiten la
discriminacion de una especie en especifica. En otros casos, es dificil la identificacion
delaespecie, porloqueesimportante el desarrollo de barcoding paralaidentificacion.
Asimismo, dentro de la especie, existe una amplia variabilidad que no es posible de
ser cuantificado por métodos visuales, por lo que es importante el uso de marcadores
genéticos que permiten medir la variabilidad genética de la especie.

Para este tipo de trabajo, es importante la colecta de hojas que no cuenten con
agentes contaminantes como hongos, bacterias, entre otras, para la obtencion de
ADN de buena calidad.

El objetivo del presente protocolo esimplementar una metodologia que permita realizar
trabajos de biologia molecular para la identificacidon de especies, asi como estudios de
diversidad genética posterior a los trabajos de colecta. Considerando que las colectas
de especies forestales demandan tiempos prolongados de incursion a selva.

El objetivo principal del almacenamiento del material biolégico colectado, es extraer
moléculas Utiles como ADN, ARN, proteinas o enzimas para su andlisis e investigacion,
mediante el uso de técnicas moleculares. Los diferentes protocolos de colecta,
permiten conservar la integridad de estas moléculas y transportar el tejido biolégico
de manera que se pueda desarrollar técnicas con fines de investigacion.

Materiales

- Una caja conservadora de polietileno de tamafno apropiado, segun requiera la
cantidad de material a transportar

- Sobres de papel

- Silica gel (para absorber la humedad)

- Tijeras o pinza pequeiia

Manual de protocolos para el estudio de diversidad genética

Alcohol (70 %)

Papel secante

Marcador indeleble de punta fina o lapiz
Gel

Procedimiento

1.

Previo a la colecta, observar y evaluar la condicion de las hojas de las diferentes
especies de arboles de los cuales se colectara las muestras. Es indispensable
registrar la informacion geografica (GPS) de preferencia en unidades UTM. Es
conveniente seleccionar las hojas con menor dafo posible. Se recomienda, en
lo posible, que la colecta de los distintos materiales sea llevada a cabo por la
misma persona para evitar errores de manipulacion.

Rotular los sobres cuidadosamente con un marcador indeleble, asegurar que la
escritura sea clara y legible. Comprobar que la identificacion sea la correcta.

Para la colecta del material a estudiar, elegir en lo posible hojas juveniles de color
verde intenso, sin ningun color purpureo, ya que el tejido mas joven es el material
gue brinda los mejores resultados en cuanto a cantidad y calidad de ADN extraido.
Esto se debe a que en esta etapa, el material se encuentra en un proceso activo
de division celular y con menos impurezas y contaminantes que a veces estan
presentes en hojas adultas y se pueden extraer junto con el ADN y afectar el
proceso de amplificacion por PCR. Entre los compuestos mds comunes que
pueden inhibir la amplificacion se encuentran: polifenoles, polisacaridos,
metabolitos secundarios, antocianinas, lignina, etc (Kubista, Andrade, Bengtsson,
Forootan, Jondk, Lind y Stahlberg, 2006).

En el caso de que varias muestras de hojas de un individuo se envien en un
mismo sobre, colocar de tres a cinco hojas por individuo, sin generar ningin
dano a la hoja, ya que esto causa que las hojas se necrosen y se fenolicen
(se tornen de una coloracién oscura). Acerca del sobre de papel, este debe
ser de color blanco y no debe contener cera en el interior. Ademas, rotular
debidamente con plumoén indeleble y/o lapiz, con el mismo cédigo de la ficha de
colecta e informacidn basica acerca del lugar de colecta del material, que ayude
posteriormente a la identificacion. En el caso de que cada una de las plantas
correspondiente a una muestra compuesta se coloquen de forma individual en
un sobre, continuar con las indicaciones anteriormente mencionadas, con la

21



. Instituto Nacional de Innovacién Agraria Manual de protocolos para el estudio de diversidad genética .

diferencia de que se colocaran las hojas compuestas en un sobre y luego cada 4. Aislamiento de ADN
uno de ellas en un sobre de mayor tamano; rotular con los datos necesarios

y cuidar que los mismos queden bien sellados (no sellar con cinta sino con el

mismo pegamento del papel). ., L. . _ P

Homogeneizacion mecanica a través de nitrégeno liquido

5. Para muestrear el siguiente arbol es necesario limpiar los instrumentos como

pinzas o tijeras con una servilleta o tela impregnada en alcohol (70 %), para
evitar cualquier tipo de contaminacién entre las mismas.

En esta primera fase, el tejido seco es triturado mecanicamente con nitrégeno liquido
hasta obtener un polvo muy fino. El nitrégeno liquido congela inmediatamente la
muestra y evita que se formen cristales en el interior de la célula, impidiendo de esa
manera la degradacién de los acidos nucleicos. El polvo obtenido es transferido a un
microtubo (2.0 mL) para posteriormente adicionar el buffer de extraccion (Figura 8).

6. Luego de colectar las muestras, colocar los sobres bien sellados en un recipiente
de plastico, conteniendo dentro de éste silica gel, para la conservacion de las
muestras. Sellar la tapa de la conservadora con cinta de embalar para que no se
abra durante el transporte (Figura 7).

7. Transferir la informacidn colectada a través de la ficha de colecta a la base de
datos, para los trabajos de informaciéon de campo y de laboratorio.

Figura 7. Almacenamiento y codificacién de las muestras de Cedrelinga cateniformis (tornillo) empleados
para el aislamiento de ADN gendmico. Figura 8. Homogenizacion mecanica del tejido con nitrégeno liquido.
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Separacion de proteinas y lipidos

Enestaetapa, el ADNseseparadelasproteinasylipidos, mediante solventes organicos,
a través de una incubaciéon a 65 °C se degrada en ARN y poteinas. Posteriormente a
través de centrifugaciones sucesivas se separa el ADN de la muestra en estudio, cada
ciclo de centrifugacion se da con diferentes tipos de solventes organicos(Figura 9) y
ciclos de centrifugacion.

Figura 9. Incubacién de las muestras con el buffer de extraccion para lisis celular, degradacién de lipidos y

proteinas.

Los componentes celulares son separados posterior a la incubacidn, para ello se
centrifuga obteniéndose dos fases (sobrenandante acuoso y los restos celulares),
en la primera etapa (después de la incubacion), se debera colectar la fase acuosa y
posteriormente, se trabajara con el precipitado (Figura 10).
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Figura 10. Proceso de centrifugacion para la separacién del ADN con los diferentes restos durante el proceso de
extraccion.

Precipitacion de ADN

Una vez eliminados los lipidos y las proteinas se prosigue a recuperar el ADN. Para
ello, el sobrenadante se transfiere a un nuevo microtubo y se adiciona un volumen
de isopropanol frio. La precipitacidon del ADN se evidencia por la formacién de una
interfase blanquecina entre el sobrenadante colectado y el isopropanol (Figura 11).
La precipitacién permite precipitar al ADN en la base del microtubo, para luego
descartar el isopropanol, posteriormente se realiza lavados sucesivos con etanol (70
y 90%). Finalmente, el remanente es eliminado por evaporacion.
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Figura 11. Precipitacion del ADN mediante la reaccidn de la adicién de isopropanol frio, durante el proceso de extraccion de ADN.

Resuspension del ADN y tratamiento con ARNasa

Eliminar el etanol mediante evaporacién a temperatura ambiente (Figura 12),
posteriormente se hidrata el ADN para mantenerlo en solucidn. Seguidamente, las
muestras de ADN deben ser sometidas a un proceso de digestién enzimatica a través
de la RNAasa (10 mg/mL).

26

Figura 12. Eliminacion de restos de etanol por secado a temperatura ambiente, paso previo y necesario a la resuspension del ADN.

El flujograma de la figura 13, resume las actividades realizadas en los procesos
descritos anteriormente.

Resuspension del Evaluacion de
ADN y tratamiento la calidad del

Homogenizacion Separacion e
Precipitacion

del ADN

del tejido y lisis de proteinas
celular y lipidos con ARNasa aislamiento

Figura 13. Flujograma de actividades para el aislamiento de ADN gendmico de Cedrelinga cateniformis (tornillo) y Calycophyllum

spruceanum Benth. (capirona).
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4.1

Protocolo de extraccion de ADN en capirona y tornillo

Realizar la extraccidon de acuerdo al protocolo propuesto por Doyle y Doyle (1987),
con modificaciones que a continuacion se detallan:

Material vegetal

e Tejido vegetal (hojas) de Cedrelinga cateniformis (tornillo) y Calycophyllum
spruceanum Benth. (capirona).

Equipos y materiales

e Autoclave 121 °C, 15 1b

e Balanza analitica de precisién

e  Agitador magnético

e  Refrigerador para almacenamiento de quimicos y muestras
e Destilador de agua

e Cabina extractora de gases y humos
e Bafio maria

e Centrifuga

e  Morteros

e \ortex

e Pipetas

e  Microtubosde 1.5 mLy 2 mL

e  Cdmara electroforética

e  Fuente de poder

e Placa de dilucién

e Nano fotémetro NP80 de Implen

e  Fotodocumentador

Reactivos

Buffer de extraccion:

CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) (2 % w/v)
PVP-40 (Polivinilpirrolidona) (2.5 %)

NaCl (2 M)

Tris-HCI (100 mM) (pH 8.0)
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EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) (25 mM) (pH 8.0)
B-mercaptoetanol (agregar al comenzar con la extraccion) (2 %)
Cloroformo — alcohol isoamilico (24:1)

Isopropanol

Etanol (90 %y 70 %)

Buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) (1 X)

Agarosa

Agua libre de nucleasas

Buffer de carga 1 X (SALB)

Gelred (1 X)

Procedimiento

1.

2.

11.

Triturar mecanicamente las hojas con nitrégeno liquido, con el uso un pilén y
mortero de porcelana, hasta obtener un polvo fino.

Tomar 100 mg de la muestra molida y adicionar en un microtubo (2.0 mL), 1 mL
de buffer de extraccion CTAB (2 X) (100 mM Tris-HCl, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2
% CTAB, 0.2 uL B-mercapto-etanol) hasta obtener una suspension homogénea.
Incubar las muestras en baiio maria a 65 °C por 45 minutos, agitar suavemente
cada 10 minutos.

Mantener las muestras a temperatura ambiente y adicionar cloroformo - alcohol
isoamilico (24:1).

Mezclar por inversidon hasta tener una solucién lechosa y luego centrifugar a
13 000 r.p.m. por 15 minutos.

Transferir el sobrenadante a un nuevo microtubo y adicionar CTAB (10 X),
previamente incubado a 65 °C.

Realizar una segunda mezcla con cloroformo — alcohol isoamilico (24:1) y luego
centrifugar.

Transferir el sobrenadante a un nuevo microtubo de 1.5 mL y adicionar un
volumen de isopropanol frio, mezclar por inversion y llevar a refrigeracién a
-20 °C por 2 horas.

Centrifugar a 13 000 r.p.m. por 10 minutos.

Eliminar los restos de isopropanol mediante lavados con etanol (70 % y 90 %),
afiadir 500 pL de cada uno, con posteriores centrifugaciones a 13 000 r.p.m. por
10 min. Eliminar el remanente por evaporacion.

Una vez eliminado el etanol mediante evaporacién a temperatura ambiente,
solubilizar el ADN, para ello, colocar 50 pL de agua libre de nucleasas (pH =
7.0). Seguidamente, someter las muestras de ADN a un proceso de digestidon
enzimatica con ARNasa (10 mg/mL) durante 3 horas a 37 °C.
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4.2

Protocolo para la extraccion de ADN de castaiia, ishpingo y shihuahuaco
adaptado de Doyle y Doyle (1990), por de Souza et al. (2017)

Realizar la extraccidon de acuerdo al protocolo propuesto por Doyle y Doyle (1987),
adaptado por de Souza et al. (2017), detallado a continuacion:
Material vegetal

e Tejido vegetal (hojas) de Bertholletia excelsa (castaiia), Amburana sp. (ishpingo)
y Dipteryx sp. (shihuahuaco).

Equipos y materiales

e Autoclave, 121 °C, 15 Ib

e  Balanza analitica de precision

e Agitador magnético

e  Refrigerador para almacenamiento de quimicos y de muestras
e Destilador de agua

e (Cabina extractora de gases y humos
e Baflo maria

e Centrifuga

e  Morteros

e \ortex

e Pipetas

e  Microtubosde 1.5 mLy 2 mL

e  (Cdmara de electroforesis

e  Fuente de poder

e  Placa de dilucién

e Nano fotémetro NP80 de Implen

e  Fotodocumentador

Reactivos

Buffer de extraccion:

e  CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) (2 % w/v)
e PVP-40 (Polivinilpirrolidona) (2.5 %)
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NaCl (2 M)

Tris-HCI (100 mM) (pH 8.0)

EDTA (acido etilendiaminotetraacético) (25 mM) (pH 8.0)
B-mercaptoetanol (agregar al comenzar con la extraccion) (2 %)
Cloroformo — alcohol isoamilico (24:1)

Isopropanol

Etanol (90 %y 70 %)

Buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) (1 X)

Agarosa

Gelred 1 X (SALB)

Agua libre de nucleasas (NFW)

Procedimiento

1. Moler el material vegetal (hojas secas) con nitrégeno liquido y luego pesar 100

mg de muestra pulverizada.

Verter el material molido en un tubo colector de 2 mL y agregar 1 000 uL de

buffer de extraccion (CTAB 2 X)

Incubar la muestra a 65 °C por 40 minutos.

Agregar 800 L de cloroformo — alcohol isoamilico (24:1).

Centrifugar 13 500 r.p.m. por 10 min a 4 °C.

Colectar el sobrenadante en tubos de 1.5 mL.

Anadir 600 uL de isopropanol helado, mezclar suavemente y dejar reposar a

-20 °C por 2 horas.

Centrifugar 13 500 r.p.m. por 15 minutos.

Descartar el sobrenadante y colectar el pellet.

10. Agregar 500 pL de etanol frio (70 %), desprender el pellet de las paredes del tubo
y centrifugar a 13 500 r.p.m. por 10 minutos a 4 °Cy descartar el sobrenadante.

11. Agregar 500 pL de etanol frio (90 %), soltar el pellet y centrifugar a 13 500 r.p.m.
por 10 minutos a 4 °C. Descartar el sobrenadante y colectar el pellet.

12. Dejar evaporar los restos de etanol adheridos al tubo a temperatura ambiente.

13. Resuspender la muestra en 50 puL de NFW.

14. Agregar 2 pL de ARNasa a cada tubo con la muestra extraida, incubar por 60
minutos 37 °C.

15. Almacenar a -80 °C.

N

Nousw

L

El diagrama de flujo de los procesos de extraccion de ADN, descritos en la parte
superior, se resumen en la figura 14.
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Pesar 100 mg de tejido foliar y moler con nitrégeno liquido

Adicionar 1 mL de CTAB (2 X). Incubar por 40 minutos a 65 °C.

—m

Agregar 800 uL de cloroformo- alcohol isoamilico (24:1) y centrifugar

Recoger el sobrenadante en un nuevo tubo y agregar 600 uL
de isopropanol frio y mezclar. Dejar reposar a -20 °C

Centrifugar y descartar el sobrenadante

e

Agregar 500 uL de etanol (70 %), centrifugar y descartar el sobrenadante

)

Agregar etanol 500 pL (90 %), centrifugar y descartar el sobrenadante

e

Dejar secar el pellet y resuspender con Agua Libre de Nucleasas

Digerir con ARNasa, (10 pug/mL) por 40 minutos a 37 °C

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de ADN en castafia, ishpingo y shihuahuaco.
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5. Determinacion cuantitativa del ADN aislado

El ADN tiene como aracteristica absorber la luz ultravioleta (UV) a 260 nm, esto permite
estimar su concentracién. El nanofotometro proporciona directamente la concentracién
en ng pL?, asi como los ratios de absorbancia A260/280. Una proporcién de 1.8 a 2.0 es
considerada como ADN de buena calidad, proporciones menores a este valor, indican la
presencia de proteinas. Ademas, la relacion de absorbancia A260/230 debe encontrarse
en el rango de 2.0 a 2.2, un valor menor, indica la presencia de contaminantes como
carbohidratos o fenoles, los cuales pueden afectar ensayos posteriores con la muestra
de ADN. El nanofotdmetro NP80 de Implen® es un equipo de facil manipulacién y brinda
informacidn bastante detallada (Figura 15). Desde donde se evaluara la concentracion
de los ADNs (A260) y la realcidén entre las absorbancias (A260/280) para determinas
la contaminacién proteica y la relacién (A260/230) para la identificacion de trazas de
contaminantes.

:_.:. Parameter E

[\ G - : : O

Nucleic Acids (5 O

B Tabie

Figura 15. Pantalla de trabajo del nanofotometro NP8O (IMPLEN®)
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6. Determinacion cualitativa del ADN aislado 1sh20  I1sh21 Izh22

al 4 \ Tshel ——

Ish23
—
b

La evaluacion de la calidad e integridad del ADN se determina través de una electroforesis en T Gy
gel de agarosa (1 %), se utiliza como agente intercalante Gelred® (1/1000). La visualizacion
de los geles se realiza a través de un fotodocumentador UVITEC (Cambridge) (Figura 16).

58
an

38 [

HAbzorbance (18an}

PR

Figura 17. Calidad de los 4cidos nucleicos evaluados a través de electroforesis y nanofotometria. A) ADN gendmico de
muestras de ishpingo. B) Curvas de absorbancia de ADN de ishpingo.

7. Caracterizacion genética de las especies en
estudio: capirona, tornillo, castana, ishpingo y
shihuahuaco

Figura 16. Gel de agarosa (1 %). ADN gendmico obtenido de hojas de tornillo
obtenido mediante el protocolo modificado de Doyle y Doyle (1987).

7.1 ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD)
Para verificar la presencia y calidad del ADN, evaluar a través de una electroforesis

horizontal en gel de agarosa (1 %), preparada en buffer TBE (Tris-HCI, acido bérico, EDTA) Existen diferentes tipos de marcadores (Karp, Kresovich, Bhat, Ayad y Hodgi, 1997;
(pH 8.0). Se carga una alicuota de 1 pl de ADN y 9 pl con buffer de carga SALB 1 X (azul Spooner, Van Treuren y De Vicente, 2005). Entre los mas usados se encuentran los
de bromofenol, xilencianol, naranja G y sucrosa). Las condiciones se deben desarrollar genes mitocondriales, las regiones espaciadoras internas de transcripcién de acidos
a 90 V por 60 minutos. La visualizacion de la integridad del ADN se realiza mediante un ribonucleicos ribosomales (rRNA); para la identificacion de individuos y genética
transiluminador de UV. Las muestras con ADN éptimo presentan una intensidad en la poblacidn se utiiliza las repeticiones en tdndem, los cuales incluyen a los minisatélites
muestra evaluada en el gel, asimismo, la evaluacion en el nanofotdmetro generara una y microsatélites, los RAPDs o regiones amplificadas al azar y las mutaciones puntuales
grafica perfecta con un solo pico a A260. (figura 17) de secuencia (SNP). La técnica RAPD, de amplificacién al azar de marcadores de ADN

(Williams, Kubelik, Livak, Rafalski y Tingey, 1990; Welsh y McClelland, 1990), es un
sistema capaz de detectar un alto grado de polimorfismo con una buena resolucion,
permitiendo la deteccién de sustituciones de hasta un Unico nucledtido, requiriéndose
ademas, una pequefia cantidad de ADN de la muestra. Los RAPDs han demostrado
su eficacia en el estudio de la variacién genética en numerosas especies (Mosseler,
Egger y Hughes, 1992) y han resultado ser muy utiles en la identificacién de areas
de maxima diversidad, pudiendo emplearse para estimar niveles de variabilidad
genética en especies naturales.
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7.1.1 Capirona: amplificacion del ADN con el marcador molecular RAPDs

Para el desarrollo de las condiciones de PCR a través de los marcadores RAPDs, se
evaluard segun el protocolo propuesto por Goyal, Jain, Kachhwaha y Kothari (2014),
con modificaciones para el laboratorio.

Iniciar la reaccién del PCR en un volumen de 10 pL. Realizar la mezcla de la siguiente
manera: en Kapa HiFi Hotstart Ready Mix 2 X (2.5 mM MgCl,, 0.3 mM dNTPs y 0.5
U de Kapa HiFi Hotstart DNA Polymerase), 0.2 uM de cebador, 2 ng de ADN y agua
libre de nucleasas. Realizar la amplificacién del DNA en un termociclador Simplyone
(Applied Biosystems™). Desarrollar las condiciones de amplificacion en tres etapas.
Desnaturalizar a 94 °C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos que comprenden: una
desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, hibridacién a 37 °C por 45 segundos y una
elongacion a 72 °C por 2 minutos y un segmento final de extension de 10 mina 72 °C
(Figura 18).

Para los estudios de diversidad y caracterizacién genética evaluar al menos 44 marcadores
RAPDs para la identificacién de marcadores polimdrficos (Goyal et al., 2014).

Figura 18. Preparacion del mix de PCR en la cdmara de flujo laminar.
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Electroforesis en gel de agarosa

Separar los fragmentos de ADN amplificados por electroforesis en gel de agarosa (1
%). Anadir a los 10 pL de muestra, 1 uL de buffer de carga SALTB (10 X) tefiidas con
Gelred® (1/10 000) y depositar en los pocillos formados en el gel de agarosa el cual
ha sido preparado en buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) (1 X). Depositar también, en un
pocillo de gel, el marcador de peso molecular (New England BioLabs® 1 kb plus).
Después de la migracién por electroforesis a un voltaje de 90 V por 2 horas y 30
minutos, visualizar los geles en el fotodocumentador.

7.1.2 Tornillo: amplificacion del ADN con el marcador molecular RAPDs

Para el desarrollo de las condiciones de PCR, evaluar mediante marcadores RAPDs
segun lo propuesto por Goyal et al. (2014). Realizar la reaccion del PCR en un volumen
de 10 L, paraello se puede utilizar Kapa HiFi Hotstart Ready Mix (2 X), cebadores (10
KM), ADN (2 ng) y agua libre de nucleasas. Llevar a cabo la amplificacion del ADN en
un termociclador mediante las siguientes condiciones para la amplificacion en tres
etapas: denaturacién a 94 °C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos a 94 °C por 1 min,
hubridacién a 37 °C por 45 segundos y a 72 °C por 2 minutos y un segmento final
de extensién de 10 minutos a 72 °C. Llevar a cavo la separacién de los fragmentos
de ADN amplificados mediante la electroforesis en gel de agarosa (1 %) suspendido
en tampodn TBE (Tris-Borato-EDTA) (1 X). Tefiir las muestras con Gelred © (1/10 000).
Visualizar las imagenes mediante un fotodocumentador SmartViewPro UVCI-1000.
Utilizar cinco cebadores y cuatro muestras.

7.2 Microsatélites

Los microsatélites son un tipo de marcador de ADN que estd adquiriendo importancia
para el genotipado individual y estudios del flujo de genes en arboles forestales. Los
microsatélites o repeticiones de secuencias simples (SSR), consisten en segmentos
de ADN que contienen numerosas repeticiones en tandem de una secuencia corta de
“motivo”, habitualmente de una a seis bases. Se analiza mediante amplificacién por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y Faloona 1987).

Los microsatélites o repeticiones de secuencias simples (SSR), son marcadores
codominantes, con un alto grado de polimorfismo, encontrados en alta frecuencia y
bien distribuidos en genomas de plantas superiores (Sujii et al., 2013).
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Los microsatélites demuestran ser ideales para estudios genéticos por ser marcadores
gue presentan un elevado grado de polimorfismo, su herencia es mendeliana simple, son
codominantes (pudiéndose diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos),
son faciles de medir y analizar, tienen una confiabilidad del 100 %, son repetitivos
y automatizables. Estos marcadores se encuentran generalmente en regiones no
codificantes del genoma y distribuidos uniformemente (Goldstein y Schl6tterer, 1999).

Material de estudio

ADN de la especie forestal Bertholletia excelsa (castafia), Amburana sp. (ishpingo) y
Dipteryx sp. (shihuahuaco)

Reactivos para realizar el PCR

Iniciadores o cebadores

Agua libre de nucleasas (NFW)
Buffer (5 X) (Kapa HotStar)
Cloruro de magnesio (MgCl,)
Dimetilsulfoxido (DMSO) (100 %)
Dinucledtidos dNTPs (10 mM)
Tag-Polimersa (5 U/pL)

7.2.1 Castana: Amplificacion del ADN (SSR)

El protocolo de PCRy los iniciadores que se describen a continuacién fueron descritos
por Reis (2009), el protocolo fue estandarizado con algunas modificaciones. Probar
8 pares de cebadores aislados por Reis, et al. (2009). La PCR debe de llevarse a cabo
en un termociclador de punto final o convencional usando los ocho marcadores
descritos para la especie (BEX03, BEX06, BEX09, BEX22, BEX27, BEX30, BEX33 vy
BEX37). (Revisar Reis, 2009).

Obtener un volumen final de reaccion de 10 pL, conteniendo ADN molde (10 ng/ L),
buffer de PCR (1 X), 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.25 U de Taq polimerasa, 0.5
UM del iniciador sentido y 2 uM del iniciador antisentido. Finalmente, completar con
NFW. Someter la mezcla de PCR a una amplificacion Touchdown para los ocho pares
de cebadores: a 95 °C durante 3 minutos, 10 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, a
58 °C descendiendo hasta 48 °C (1 °C por ciclo), a 72 °C por 30 segundos, seguido por 25
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ciclos a 94 °C durante 30 segundos, a 48 °C por 30 segundos, a 72 °C por 30 segundos,
concluir con 10 minutos a 72 °C. Verificar los productos de PCR por electroforesis
horizontal en un gel de agarosa (1 %), utilizar Gel Red™ (Biotium) para tefiir el ADN
(de preferencia utilizar métodos de tincién intercalante con bajo riesgo para la salud).
Analizar los tamafios de las bandas mediante comparacién con el marcador de peso
molecular 100 pb. Para determinar el peso exacto de los alelos encontrados, verificar
mediante electroforesis capilar.
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Figura 19. Alelo de 204 pares de bases del marcador BEX06 amplificado por
PCR y visualizado mediante un sistema de electroforesis capilar.

7.2.2 Ishpingo: amplificacién del ADN (SSR)

Utilizar cuatro pares de iniciadores (AC11, AC15, AC31 y AC32) aislados por Seleme
(2014) para la especie Amburana cearensis. Llevar a cabo el PCR en un termociclador
de punto final o convencional en un volumen total de 10 uL, conteniendo ADN
molde (10 ng/ uL), buffer de PCR (1 X), 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.25
U de Taq polimerasa, 0.5 uM del iniciador sentido, 2 uM del iniciador antisentido
y NFW. Someter la mezcla de PCR a una amplificacién Touchdown para los cuatro

39



. Instituto Nacional de Innovacién Agraria

40

locus: a 95 °C durante 3 minutos, 10 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, a 58 °C
descendiendo hasta 48 °C (1 °C por ciclo), a 72 °C por 30 segundos, seguido por
25 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, a 48 °C por 30 segundos, a 72 °C por 30
segundos y concluyendo con 10 minutos a 72 °C. Verificar los productos de PCR
por electroforesis horizontal en un gel de agarosa (1 %), utilizar Gel Red™ (Biotium)
para tefiir el ADN (de preferencia utilizar métodos de tincidn intercalante con bajo
riesgo para la salud). Analizar los tamafios de las bandas mediante comparacién con
el marcador de peso molecular 100 pb. Verificar el producto amplificado mediante
electroforesis capilar en un Analizador de fragmentos™.
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Figura 20. Alelo de 256 pares de bases del marcador Acl amplificado por PCR y visualizado mediante un sistema
de electroforesis capilar.

7.2.3 Shihuahuaco: amplificacion (SSRs)

Basado en los estudios del proyecto Dendrogene (Vinson, Ribeiro, Harris, Sampaio y
Ciampi, 2009) usando los ocho marcadores moleculares microsatélites disefiados para
su estudio en la especie Dipteryx sp. (shihuahuaco) se definié el siguiente protocolo
de amplificacién de las regiones microsatélites. Preparar las amplificaciones en un
volumen de reaccién de 13 pL; usar ADN gendmico (5 ng), oligonucledtidos de tipo
SSR forward y reverse (0.28 uM cada uno), mezcla de dNTPs (0.25 mM), MgCl, (1.5
mM), tampdn de la enzima (1 X) y 0.25 unidades de Taq polimerasa (KAPA Hot Start de
Roche®). Desarrollar las reacciones de PCR en el termociclador SimpliAmpTM Thermal
Cycler (Applied Biosystems®) mediante el siguiente programa de amplificacién: un
ciclo inicial a 94 °C (5 min), seguido de 35 ciclos a 94 °C por (1 min), a 56 °C (1 min)
y a 72 °C (1 min), con un ciclo final de extensién a 72 °C po 5 minutos. Verificar los
productos de PCR en geles de agarosa (1 %) en buffer TBE (Tris-HCI 0.04 M; acido
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EDTA) (1 mM) y 4cido bdrico (0.04 M) (pH 8.0) a 90 V de voltaje constante durante 2.5
horas. Analizar el tamafio de las bandas mediante comparacién con el marcador de
peso molecular (100 bp). Para determinar el peso exacto de los alelos encontrados
utilizar un sistema de electroforesis capilar.
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Figura 21. Alelo de 210y 222 pares de bases del marcador Do25 amplificado por PCR y visualizado mediante un
sistema de electroforesis capilar.

8. Barcoding: secuenciacion de productos de PCR

El cddigo de barras de ADN o “barcoding” es un método para la identificacion de especies,
el cual identifica especimenes basandose en el uso de regiones gendmicas cortas que son
estandarizadas para una identificacién rapida y precisa de las especies (Hebert, Cywinska,
Ball y DeWaard, 2003).

El Consorcio del Cédigo de Barras de la Vida (Consortium for the Barcode Of Life (CBOL)

(www.barcodinglife.com), intenta identificar mediante cddigos de barras genéticos a todos
los organismos del planeta. El objetivo que ellos tienen es emplear un método estandarizado,
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rapido y fiable, en el que unas secuencias especificas de una muestra permitan adscribir a
la especie a la que pertenece, clasificando molecularmente a toda la biodiversidad. Para
las plantas, el grupo botanico del CBOL y otros autores, han recomendado el uso de ciertos
genes cloroplasticos (rbcL, matK, trnLF) y genes nucleares multicopia (ITS) (Hadi et al., 2016).

Esto ha sido particularmente util en aportar informacion complementaria a los caracteres
morfoldgicos y también para la identificacién directa en algunos grupos de organismos. El
Consorcio de Cddigo de Barras para la vida (CBOL, 2009), propuso la combinacién de varias
regiones del ADN de cloroplasto como posibles candidatos para plantas, entre ellos matK,
rbcL, rpoB y rpoC1, que son genes codificantes de proteinas y de atpF-atpH, trnH-psbA
y psbK-psbl que son espaciadores intergénicos no codificantes. De éstos, la combinacion
de matK + rbcL ha permitido la discriminacion entre mas del 72 % de especies evaluadas
(Garcia et al., 2013).

Este método de identificacion se ha desarrollado rapidamente en los ultimos afios y se ha
convertido en una herramienta util para la investigacion y el monitoreo de la biodiversidad,
la filogenia molecular y la evolucién (Kang, Deng, Zang, y Long, 2017).

Objetivo

e I|dentificar la especie forestal nativa Amburana sp. (ishpingo) a partir del gen
cloropldstico matk.

Metodologia

Las regiones empleadas corresponden a un fragmento del gen matK previamente propuesta
como regién barcode (Hollingsworth, Graham vy Little, 2011). Amplificar estas regiones
mediante los iniciadores especificos (Tabla 1).

Tabla 1
Iniciadores especificos MATK

Iniciador Secuencia Referencia

MatK-1RKIM-f ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Ki-Joong Kim en Fazekas
et. al., (2008).

MatK-3 FKIM-r CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Ki-Joong Kim en Fazekas
et. al., (2008).
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Amplificacion del ADN matk ishpingo

Preparar la reaccidon de amplificacién en un volumen total de 10 pL, conteniendo ADN
molde (aproximadamente 100 ng/uL), buffer de PCR (1 X), 1.5 mM de MgCl, 0.1 mM de
dNTPs, 0.05 pL de Taq polimerasa (5 U/uL), 0.5 uM de cada primer (10 Mm) y agua libre de
nucleasas (NFW) (Figura 19).

Figura 22. Preparacion del master mix en la cabina de bioseguridad.

Condiciones de tiempo y temperatura: denaturacién inicial a 98 °C durante 45 s; seguida de
35 ciclos: denaturacidn a 98 °C por 10 s, hibridacidn a 54 °C por 30 s y extensién a 72 °C por
40 s; seguido de una extensién final a 72 °C por 10 min.
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10. Anexos

ANEXO 1

Figuras que describen el proceso de extracciéon de ADN

Figura 3. Proceso de incubacién de la muestra con el buffer de extraccion a 65 °C.

Figura 1. Trituracion mecanica del tejido vegetal con nitrégeno liquido.

Figura 2. Medicion del peso del material vegetal triturado en una balanza analitica. Figura 4. Mezcla de cloroformo — alcohol isoamilico (24:1) con la muestra luego de la incubacién.
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Figura 7. Proceso de precipitacion del ADN con isopropanol.

Figura 6. Proceso de colecta del sobrenadante como parte del proceso de extraccién de ADN. Figura 8. Lavado del pellet de ADN con alcoholes.
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Figura 9. Eliminacién de restos de alcohol mediante evaporacion a temperatura ambiente y resuspension del pellet de ADN.
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