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Resumen

Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. (Ishpingo) es un arbol que crece en bosques himedos
tropicales de Sudameérica (310 - 1200 msnm) y se utiliza como medicina y condimento,
ya que posee aceites esenciales con propiedades antiplaquetarias, antitrombaticas,
entre otras.

En Ecuador, las poblaciones silvestres de Ishpingo, son reducidas por la
transformacion de ecosistemas, deforestacion y cultivo clonal. Este estudio compard
la variabilidad genética de tres regiones de ADN cloroplastico (matK, rbcLa y psbA-
trnH) y una nuclear ITS de Ishpingo proveniente de 5 provincias de la Amazonia
ecuatoriana. En base a los alineamientos obtenidos se realizd la filogenia utilizando el
criterio de maxima verosimilitud, con un bootstrap de 1000 réplicas y con Jukes-
Cantor. La variabilidad genética se determin6 mediante el coeficiente de conservacion
de ADN vy el coeficiente de variabilidad nucleotidica de Nei (7).

La variabilidad nucleotidica de las regiones matK, rbcLa y psbA-trnH fueron bajas (n
< 0.005), debido a su alto grado de conservacion. La region ITS presentd una
variabilidad superior (m= 0.11), agrupando a los individuos analizados en dos clados.
Los resultados de la region ITS pueden estar afectados por la homoplasia que presenta
esta region.

Las regiones analizadas no fueron utiles para el estudio de variabilidad genética en
Ishpingo. Por lo que se sugiere analizar nuevas regiones de ADN cloropléstico y
nuclear, que permitan realizar estudios de genética poblacional de esta especie en el

Ecuador.

Palabras clave: Ocotea quixos, variabilidad genética, matK, rbcLa, psbA-trnH, ITS



Abstract
Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. (Ishpingo) is a tree that grows in humid tropical forests
of South America (310-1200 msnm). It is used for food and medicine since it possesses
essential oils with antiplatelet, antithrombotic properties, among others.
In Ecuador, the wild populations of Ishpingo has been reduced by ecosystem
transformation, deforestation and clonal cultivation. This study compared the genetic
variability of three regions of chloroplastic DNA (matK, rbcLa and psbA-trnH) and
one nuclear region (ITS) in Ishpingo from 5 provinces of the Ecuadorian Amazon.
Based on the obtained alignments, the phylogeny was performed using the maximum
likelihood criterion, with a bootstrap of 1000 replicates and with Jukes-Cantor. The
genetic variability was determined using the DNA conservation coefficient and the Nei
(m) nucleotide variability coefficient.
The nucleotide variability of matK, rbcLa and psbA-trnH regions was low (t < 0.005)
due to their high degree of conservation. The ITS region presented a superior
variability (= = 0.11), grouping the individuals analyzed in two clades. The results of
the ITS region may be affected due to the homoplasy that it possesses.
The regions analyzed were not useful for the study of genetic variability in Ishpingo.
Therefore, it is suggested that new chloroplastic and nuclear DNA regions be analyzed,

that allow studies of population genetics of this species in Ecuador to be carried out.

Key words: Ocotea quixos, genetic variability, matK, rbcLa, psbA-trnH, ITS



Introduccion

Ecuador es uno de los 17 paises megadiversos a nivel mundial, en 256 370 km? existen
mas de 17934 especies de plantas vasculares, de las cuales 8200 especies se encuentran
en la Amazonia ecuatoriana (INEC, 2010; Terra Incognita, 2000). La mayoria de las
especies vegetales se caracterizan por su importancia econdmica, ecoldgica y cultural
(Santin, 2004).

La familia Lauraceae posee 55 géneros y mas de 3600 especies. Se distribuyen en areas
tropicales y se encuentra conformada por arboles, arbustos y hierbas. En su mayoria
posee maderas aromaticas y hojas con aceites esenciales (Suarez y Barrera, 2007). El
género Ocotea se distingue por ser uno de los grupos mas diversos de esta familia con
méas de 350 especies distribuidas desde México hasta Argentina, sus arboles se

caracterizan por una alta produccién de aceites esenciales (Palacios, 2016a).

Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. es conocido como Ishpingo, Ishpink o Canela
Amazonica, es un arbol perenne de 2 a 25 m de altura, su tallo es rigido y lefioso,
cilindrico, voluble anchamente ramificado (Cazorla, 2013; Palacios, 2016b). Se
encuentra distribuido desde una altura de 310 a 1200 msnm en el bosque himedo
tropical de la region amazonica de Sudamérica (Colombia, Ecuador, Per( y Brasil)
(Rios, et al., 2007; Cardenas, Castafio, Sua y Quintero, 2015). Se ha utilizado desde
la época precolombina con fines alimenticios y medicinales, como el célice de sus
frutos sirve de condimento y se lo utiliza en la preparacion de la Colada Morada
(Cazorla, 2013). La corteza es utilizada en el tratamiento de la artritis, calambres y la
hidropesia; las hojas y frutos se utilizan como analgésico, desinfectante, antidiarreico
y relajante muscular, y por ultimo el aceite esencial extraido de los calices posee

propiedades antiplaquetarias, antitromboticas, antioxidantes, antimicrobianas y



antiinflamatorias (Noriega y Dacarro, 2008). Su madera se emplea en la construccion
y en la fabricacion de muebles y pisos (Baser y Buchbauer, 2015; Duarte y Rai, 2015;

Ledn, 2001; Lopez y Salinas, 2007; Mejia y Pacheco, 2011).

En el 2007, Ocotea quixos se encontro en veda total durante seis meses, debido a la
reduccion significativa de sus poblaciones silvestres (Grijalva, Checa, Ramos y
Barrera, 2012). Fue declarada en estado de amenaza en el Acuerdo Ministerial No.
167, publicado en el Registro Oficial No. 18 del 8 de febrero del 2007. Las principales
causas de la reduccién poblacional de Ocotea quixos fueron la ampliacion de la red
vial, la transformacion de ecosistemas, la deforestacion y el cultivo de clones de la
especie (MAE, 2010). Estos antecedentes y la falta de estudios de genética de
poblaciones de Ocotea quixos del Ecuador, sugieren que la variabilidad genética del
Ishpingo puede estar disminuyendo, por lo que estos estudios son necesarios para
determinar el estado actual de la especie y el establecimiento de medidas para su

conservacion.

La variabilidad genética confiere a las especies la capacidad de sobrevivir a lo largo
del tiempo, si esta disminuye las especies no pueden adaptarse frente a cambios
ambientales y a enfermedades que se presenten porque no poseen mecanismos de
defensa frente a plagas por lo que se extinguen en el tiempo (Orfanno, 2011). La
variabilidad genética se determina por el calculo de la diversidad nucleotidica presente
dentro de las secuencias de ADN, entre mayor sea esta variacion, mayor sera la
variabilidad genética en la especie (Cruz, Hernandez, Vazquez y Gonzélez, 2013,

Bahadaur, Rajam, Sahijram y Krishnamurthy, 2015; Hernandez et al., 2017).



El andlisis de la variacion nucleotidica de las regiones de ADN es la base de estudios
moleculares como la determinacion de filogenia y evolucion, la determinacion de la

variabilidad genética y la identificacion de especies.

El objetivo del presente estudio es comparar la variabilidad genética de tres regiones
de ADN cloroplastico (matK, rbcLa, psbA-trnH) y una region de ADN nuclear ITS en
la especie Ishpingo (Ocotea quixos) proveniente de 5 provincias de la Amazonia
ecuatoriana; para establecer posibles marcadores para estudios futuros de la

variabilidad genética de poblaciones en Ocotea quixos.

Para esta investigacion se colectaron muestras botanicas de individuos de Ishpingo y
se extrajo ADN foliar. Se amplificé cada una de las regiones de ADN (matK, rbcLa,
psbA-trnH e ITS) por PCR, se secuencié con Sanger automatizado y se analizé la
filogenia y variabilidad genética en MEGAY. La filogenia se realiz6 por maxima
verosimilitud, con un bootstrap de 1000 réplicas y con Jukes-Cantor. La variabilidad
genética se determin6 mediante el coeficiente de conservacioén de ADN y el coeficiente

variabilidad nucleotidica de Nei (7).

Finalmente se establecié la region de ADN que presentdé mayor variabilidad

nucleotidica.



1. Marco conceptual

1.1 Familia Lauraceae

La familia Lauraceae agrupa alrededor de 54 géneros y méas de 3000 especies, se
encuentra distribuida principalmente en regiones tropicales y subtropicales, desde
bosques bajos hasta montanos (Hernandez, F, 2002; J. G. Rohwer, 1993). Lauraceae
presenta una gran diversidad lo que dificulta la identificacion de esta familia, por lo
que se han realizado pocos estudios taxondmicos (Suarez y Barrera, 2007). La
importancia de la familia es econémica, porque las especies de esta familia son
maderables y se las utiliza para la construccién y fabricacion de muebles, sus hojas y

frutos son utilizados como especias y alimento (Werff, 2013).

1.2 Género Ocotea

El género Ocotea se encuentra distribuido en los tropicos de Africay en América desde
México hasta Argentina, se caracteriza por ser uno de los mas diversos géneros de la
familia Lauraceae con 350 especies aproximadamente (Ortiz, Lorea, Pérez y Monro,
2012).

Posee estambres con cuatro esporangios arreglados en dos pares, estaminodios
definidos, flores unisexuales, tépalos libres y erectos. La inflorescencia es paniculada-
cimosa, ramas fistulosas. Las hojas tienen la base recurvada, con nervacion pinnada y

nervios secundarios (Palacios, 2016a).

Este género no posee caracteristicas exclusivas por lo que es considerado como el
basurero de especies dificiles de identificar porque no encajan en un género definido

(Werff, 2013).



1.3 Ishpingo (Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.) Descripcion botanica
Ocotea quixos es un arbol de la familia Lauraceae, originario de las zonas tropicales
hdimedas de América del Sur, crece a 310 - 1200 msnm (Naranjo, Kijjoa, Giesbrecht,

y Gottlieb, 1981).

Crece hasta 25 m de altura y 55 cm de DAP. Su corteza es lisa y sus hojas son enteras,
simples, oblongadas, helicoidades, alternas, coriaceas y agudas en la base. Su
inflorescencia es panicular axilar hasta de 8cm de largo. Sus flores son blancas con
tépalos concavos y su fruto es una drupa de forma elipsoide de 1.5-2 cm de longitud

que posee el céliz semilefioso en forma de sobrero (Palacios, 2016b).

En Ecuador, el Ishpingo se cultiva tradicionalmente en huertos indigenas y ya no se
encuentra presente en el bosque primario. También se lo encuentra en parques y
avenidas de Archidona, Tena, Puyo y Macas, en la Amazonia ecuatoriana (Palacios,

2016a).

1.3.1 Usos etnoboténicos

Debido a que su madera es compacta y muy pesada, Ocotea quixos ha sido fuertemente
explotada en la region amazonica (Baser y Buchbauer, 2015). Ademas de su madera,
su corteza es utilizada como medicina para el tratamiento de la artritis, dolor de
estomago Yy dientes, calambres, resfriados severos, hidropesia y también para extraer
esencias (Duarte y Rai, 2015). El aceite esencial de los calices causa una
vasodilatacion y una relajacion vascular, poseen propiedades antiplaquetarias,
antitrombdticas, antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias (L6pez y Salinas,

2007). La decoccidn de la corteza se usa como estimulante digestivo, para disminuir



la tos, en la retencién de liquidos, como sedante y para la anemia. (Berdonces, 1998).
Las capsulas molidas se usan localmente para dar sabor a los dulces y a comidas (Leon,

1987).

1.3.2 Estado Actual

En el 2007 Ocotea quixos se encontrd en veda total de corto plazo (6 meses), esto
quiere decir que se prohibio la tala, el aprovechamiento, movilizacion y
comercializacion de sus productos maderables. En el Acuerdo Ministerial No. 167,
publicado en el Registro Oficial No. 18 del 8 de febrero del 2007 se indicd que es una

especie amenazada (Grijalva, Checa, Barrera y Limongi, 2012).

Actualmente las principales amenazas hacia las poblaciones de la Ocotea quixos son
la ampliacion de la red vial, la transformacion de ecosistemas debido al crecimiento
de la frontera agricola y la deforestacion, provocando asi la disminucion de
poblaciones silvestres de Ocotea quixos (MAE, 2010). Todos estos factores sugieren
que la variabilidad genética del Ishpingo puede estar disminuyendo. Hasta la
actualidad no se cuenta con estudios de genética de poblaciones de Ocotea quixos del

Ecuador (Cardenas, Castafio, Sua y Quintero, 2015).

1.3.3 Estudios moleculares en Ocotea quixos

En el Ecuador no se han realizado estudios previos de genética poblacional en Ishpingo
(Ocotea quixos). En Colombia, Cardenas, Castafio, Sua y Quintero (2015) a través del
Ministerio del Ambiente en el “Plan de Manejo para la Conservacion de Abarco,
Caoba, Cedro, Palorosa y 6 especies de Canelo de los Andaquies”, hicieron una

descripcidn boténica, caracteristicas de la madera, distribucién y hébitat natural, el



codigo de barra ADN vy huella genética del Canelo de los Andaquies (Ishpingo), para
el estudio se evaluaron los marcadores matK, rbcLa e ITS. Los resultados indican que
los marcadores matK y rbcLa no permitieron una discriminacion de las especies
determinaron porque son marcadores pocos variables y se sugirié el uso del marcador
ITS2.

Un segundo trabajo fue presentado por Gonzalez (2009), el cual indico la posibilidad
de emplear regiones estandar del genoma utilizadas por el proyecto de c6digo de barras
genético de plantas de la familia Lauraceae usando los marcadores, rbcLa, rpoCl,
rpoB, matK, ycf5, trnL, psbA-trnH, ITS. Dichos marcadores permitieron la

discriminacion de especies de la familia Lauraceae.

1.4 Variabilidad genética
La variabilidad genética es conocida como el polimorfismo genético ya que es una
variacion en la secuencia de ADN entre distintos individuos de la misma especie o de

otra (Ellegren y Galtier, 2016).

Bahadur, Rajam, Sahijram y Krishnamurthy (2015) ratifican a la variabilidad genética
como:
“La diversidad genética se refiere a la diversidad intraespecifica y se mide a
menudo en términos de contenido total de ADN, tamafio del genoma en
términos de nimero de pares de bases, nimero de genes y por algunos en el

ndmero, tamafo y morfologia del cromosoma”.

La variabilidad genética dentro de poblaciones se mide por el numero de alelos

diferentes, de formas alternas de los genes y la frecuencia con la que estos se



encuentran dentro del genoma. La variabilidad genética aumenta cuando existen
diferentes alelos en todos los genes y estos poseen varias combinaciones, una
poblacién con muchos alelos dentro de un mismo locus de un cromosoma tiene mayor
cantidad de variabilidad. Esta variacion puede ser causada por mutaciones,
recombinaciones y alteraciones del material genético debido a las condiciones

ambientales (Eng y Hayhurst, 2016).

La variabilidad genética es esencial para la seleccion natural(Boundless, 2016). Por
lo cual, es una medida que sirve para evaluar el estado de una poblacion, cuanto mayor
sea, mejor probabilidad tendré esta poblacion a lo largo del tiempo para sobrevivir, ya
que podrd adaptarse y evolucionar frente a cambios ambientales, plagas,
enfermedades, especies invasoras, entre otras. Se han realizado estudios de
variabilidad genética entre diversas poblaciones silvestres y domesticadas para
determinar el estado de conservacion de estas poblaciones, realizdndose con mayor
énfasis en poblaciones de especies cultivadas debido a su erosion genética. (Orfanno,
2011). La erosion genética de estos recursos constituye una grave amenaza para la

seguridad alimentaria mundial a largo plazo (Bahadur et al., 2015).

1.4.1 Fuentes de la variabilidad genética
Las fuentes para generar variabilidad genética se clasifican en internas y externas
(Harper, 2010):
e Externas: Son causadas por el medio ambiente, estos son rasgos adaptativos de las
poblaciones.
e Internas: Son las caracteristicas heredables de una poblacién, causadas por

mutaciones, recombinacidn genética y migracion de genes.



1.4.1.1 Fuentes externas
En especies vegetales cultivadas existen cuatro fuentes principales para inducir a la
variabilidad genética en las poblaciones, que son: las evolutivas, geogréficas,

migracion y la domesticacion (Prina et al., 2011).

e Evolutivas: se refiere a la variabilidad producida durante la especiacion y esta
puede ser por aislamiento reproductivo y las interacciones especie- ambiente.

e Geogréaficas: son variantes genéticas de adaptacion creadas como respuesta a
variaciones a los componentes ambientales propios de las regiones en las que se
encuentran.

e Migracién: Es el movimiento de las especies de un lugar a otro. Los individuos
migratorios pueden aportar gametos alterando la proporcién de la poblacion no
movil.

e Domesticacion: Es causada por el hombre, en donde él selecciona las
caracteristicas de las especies para satisfacer sus necesidades (Nature Education,

2015).

1.4.1.2 Fuentes internas

Existen tres causas para la variabilidad genética: mutacion, recombinacion y la

migracion de genes (Griffiths, Miller, Suzuki, Lewontin y Gelbart, 2010).

e Mutaciones: Se genera cuando existe alteraciones de un gen por duplicacion,
reemplazo o por la delecidn de pares de bases en la secuencia del ADN.

e Cruzamiento o recombinacion entre cromatidas de cromosomas homologos

durante la meiosis, por el intercambio de ADN entre un par de cromosomas.



e Flujo génico: Intercambio de genes debido al cruzamiento o migracion, dentro y
entre poblaciones. Implica la dispersion de nuevas variantes geneéticas entre
poblaciones diferentes.

e Distorsion de la segregacion: Separacion de alelos de una forma desigual que es

causado por un mecanismo meiotico aberrante (Boundless, 2016).

1.4.2 Fuentes para la disminucién de la variabilidad genética

e Seleccion natural

Es el proceso por el cual las frecuencias génicas involucradas con determinados
caracteres varian de generacion en generacion, dado que algunas variantes del caracter
tienen mayor capacidad que otras de sobrevivir y producir descendencia (Fuentes,
2016).

e Deriva genética

Es el cambio aleatorio de las proporciones de los alelos en una poblacién, en donde
unos individuos dejan mayor descendencia que otros. Esto ocurre en pequefias
poblaciones aisladas.

Existe mayor probabilidad de pérdida de alelos ya que no todos se transmiten a la
siguiente generacion, por ende es la pérdida de variabilidad genética contrarrestando
la variabilidad genética obtenida por mutaciones (Barbadilla, 2012; Eguiarte, Aguirre,

Jardon, Aguirre y Souza, 2013; Harper, 2010).

1.4.3 Herramientas para analizar la variabilidad genética

Segun Nahavandi, Hafezamini, Moeini, Jahromi y Shamsudin (2011) en las cuatro

ultimas épocas, el estudio de la evolucion ha sido influenciada por el progreso de la
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biologia molecular. No se puede establecer un estudio de la evolucion sin el analisis
de caracteres morfoldgicos y moleculares.

Actualmente se ha multiplicado el uso de caracteres moleculares debido a que son
universales y porque estos permiten el analisis de genes que se encuentran presentes
en todos los genomas celulares, permitiendo una reconstruccion filogenética y
evolutiva, que con estudios morfoldgicos no se podria lograr (Hernandez et al., 2017).
Para el uso de estos caracteres moleculares se deben utilizar herramientas moleculares,
que son un conjunto de técnicas que permiten identificar fracciones de un gen en una
poblacion, aislarlo y manipularlo. La informacion obtenida nos permite comparar la
variabilidad genética dentro y entre las poblaciones, también se puede caracterizar

correctamente a cada especie (Tarazona y Duque, 2016).

1.4.3.1 Marcadores moleculares

Existen dos tipos de marcadores moleculares: tipo proteina y de ADN. Los primeros
siguen un patron isoenzimatico, que analiza las variaciones dentro de la enzima, este
tipo demostrd tener una variabilidad baja por lo que fue reemplazado por el segundo

tipo de marcadores moleculares los de ADN (Moreno, Sifuentes y Pereyra, 2009).

Los metodos para determinar las variaciones en la secuencia de ADN son: AFLP
(polimorfismos de la longitud de los fragmentos amplificados), RFLP (polimorfismo
de longitud de los fragmentos de restriccion), SSR (secuencias simples repetidas), SNP
(polimorfismo de nucleétido simple), Barcode (Codigo de barras de la vida) y la

filogendmica (Eisen y Fraser, 2003).
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Tabla 1.

Tipos de marcadores moleculares utilizados para determinar variabilidad
genética en poblaciones

) . Modo
Tipo Nombre del Polimorfismo Método .N'Yel . de Referencia
marcador empleado polimdrfico .
accion
. Patron Vanarytes de Electroforesis . Carleer et
Proteina | . . la misma p Bajo c
isoenzimatico - de proteinas al., 1978
enzima
Polimorfismo Didestion con
de longitud de . 9es
Mutaciones y enzimas de ;
los L . Bostein et
re-arreglos restriccion. Medio C
fragmentos de (o SO al., 1980
L genéticos Hibridizacién
restriccion con sondas
(RFLP)
Polimorfismos
de ADN Mutaciones y PCR con Williams
amplificados re-arreglos cebadoress Medio C etal., 1990
al azar genéticos arbitrarios
(RAPD)
Polimorfismos S
. Digestion
de la longitud - L
de los Mutaciones y en2|mat|ca_ _ Zabeau y
§ re-arreglos Electroforesis Medio C Vos, 1994
ragmentos "
e genéticos en
amplificados oliacrilamida
(AFLP) P
RT-PCR,
Mutaciones y PCR, Breyne et
ADN cDNA-AFLP re-arreglos restriccion y Alto c al., 2003
genéticos ligacion
enzimatica
Mlcrosatel!tes Litty Luty,
0 secuenclas Repeticiones 1989
simples pet PCR Alto C
. en tandem Tautz et
repetidas al. 1989
(SSR) N
Mutaciones
Polimorfismo puntuales, Secuenciacion Nelson et
de nucleétido variacion de Hibridizacion Alto C al., 2004
simple (SNP) un solo en chip
nucleétido
L Hebert,
Variaciones - ;
o, Alto nivel Cywinska
Barcode en genes Secuenciacion | . ifi D Il
conservados interespecifico y Ball,
2003
Variaciones | Secuenciacion . Eiseny
. Alto nivel
Filogenomas del genoma de nueva . o D Fraser,
iy interespecifico
total generacion 2003

*C=Codominante D= Dominante
Fuente: (Aranguren, Machado y Montes, 2013)

Estos métodos se complementan con otras técnicas como son la PCR (reaccion en

cadena de la polimerasa), electroforesis, hibridacion, cromatografia, entre otras. Los
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marcadores moleculares de ADN tienen como ventaja que no se ven alterados por

variaciones ambientales ni el estado de desarrollo del organismo (Ferrada, 2011).

1.4.3.2 Codigo de Barras de la Vida
Es un sistema internacional que tiene como objetivo principal descubrir una o varias
regiones de la secuencia de ADN y estandarizarlas, para identificar a todas las especies

en el mundo (Puillandre, Lambert, Brouillet y Achaz, 2012).

El sistema Barcode permite la identificacion de especies y el descubrimiento de otras
de una forma répida y eficaz por medio del andlisis de regiones de ADN especificas
que se encuentran presentes en el genoma de todas las especies, lo que permite su
identificacion y la realizacién de filogenia por medio del analisis de estas secuencias

(Hollingsworth, 2011).

Las regiones de ADN analizadas se amplifican mediante primers especificos a traves
de la PCR, se secuencian por medio de la metodologia de Sanger de primera
generacion, se analizan y por Ultimo se comparan en una biblioteca referencial de la
vida. Existen regiones de ADN especificas para realizar el analisis Barcode en

animales, plantas, hongos, entre otros (Hollingsworth, Graham y Little, 2011).

El Consorcio para el Grupo de trabajo del Codigo de Barras de la Vida (CBOL Plant,
2009) propuso para el estudio de dos regiones codificantes del genoma cloroplastico:
matK, rbcLa. Estas regiones son llamadas “cédigo de barras nucleo”, ya que son la

base para la identificacion de especies en plantas, aunque se estan probando nuevas
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regiones para la identificacion intraespecifica de regiones de ADN cloroplastico como:
psbA-trnH, rpoC, rpoB, entre otras y regiones de ADN nuclear son espaciadores

intergénicos nriTS (Chen et al., 2010).

1.5 Regiones de ADN

Son secuencias de nucledtidos faciles de identificar dentro del genoma. Son utilizadas

para la identificacion, establecimiento de la diversidad genética y de relaciones

evolutivas de especies por los siguientes criterios:

e Universales, se encuentran dentro de todos los genomas y también se los puede
amplificar y secuenciar de una manera rapida y facil.

e Calidad de las secuencias

e Discriminatorios, permiten diferenciar e identificar especies (Hollingsworth et al.,

2011).

Para los estudios de identificacion, filogenia y determinacion de la variabilidad
molecular se han analizado diferentes regiones de ADN nuclear, cloroplastico y
mitocondrial.

En plantas se han utilizado las regiones de ADN cloroplastico y ADN nuclear, el ADN
mitocondrial no ha sido eficiente para discriminacion e identificacion de especies
(Chen et al., 2010).

El uso de marcadores genéticos bioguimicos y moleculares en especies forestales
permitio un salto cualitativo en la confiabilidad de la informacion sobre la variacion
genética y la resolucion en forma contundente de problemas de importancia practica
tanto en genética poblacional como en programas de mejora (Gallo, Marchelli,

Azpilicueta y Crego, 2006).
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Regiones de ADN utilizadas en el sistema Barcode

Other plastid genes
or their introns

(Kress et al. 2007;
Chase et al. 2005)

P?&;‘;’:ﬂ*’%?“ ———Pending to be investigated

Figura 1. Regiones de ADN designadas para el sistema Barcode en plantas

Nota: Las regiones verdes son potenciales para el sistema Barcode, las regiones rojas son candidatos
que se han utilizado, pero no cumplen las condiciones del sistema Barcode y las amarillas se encuentran
en investigacion.

Fuente:(Chen et al., 2010)

1.5.1 ADN ribosomal nuclear

Los ribosomas son organelos localizados en el citoplasma, matriz mitocondrial y
cloroplastos de organismos vivos, son importantes para la sintesis de proteinas. El
ADN ribosomal se clasifica en dos grupos: el ADNr 5S, unidad de repeticion de 120
pb de gen con un espaciador intergénico (IGS) de 100 a 900 pb en longitud y el ADNr
45S, formado por tres regiones codificantes, 18S, 5.8S y 25S/26S, dos espaciadores
intergénicos que se transcriben y separan las tres zonas anteriores (ITS1 e ITS2) y un

espaciador (IGS) (Galian, 2014).

1.5.1.1 Region nrITS
nriTS es un espaciador transcrito interno de ribosomas nucleares. Esta region se utiliza
para el estudio y resolucion de problemas taxonémicos a nivel de especie, debido a su

gran variabilidad (Pang etal., 2012). La region ITS estd compuesta por tres
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subunidades: 1TS1, 5.8S e ITS2, debido a que los espaciadores se encuentran
flanqueando a la subunidad 5.8S, la cual es muy conservada, facilita la alineacion no

ambigua de los espaciadores (Pallés, 2008).

La importancia del uso de esta region radica en la universalidad de sus cebadores, su
alta variabilidad intragendmica ya que presenta multiples copias de tamafio pequefio
(en angiospermas una amplitud de 500 a 700 pb) y su facil amplificacion por PCR

(Garcia, 2014).

Estas caracteristicas han permitido que esta region sea utilizada desde 1997 para la
resolucion de los problemas taxondmicos y se ha probado en familias como
Orchideaceae y Cyperaceae; asi como el esclarecimiento de relaciones filogenéticas

entre taxa a niveles genérico e intraespecifico (CPBOL, 2011).

Regiones ITS
ITS1F
ITSS
ms1
SSURNA thok  sheh  LSURNA
s =
; LHI
5.85
/ =2 \ ITS4FR
200 b > 85
—_— TS ppgs 52

Prirn ers for rodine sequencing are shown in bol d

Figura 2. Regiones ITS utilizadas en el sistema Barcode
Fuente: (Peintner, Horak, Moser y Vilgalys, 2002)

1.5.2 ADN cloroplastico

El ADN cloroplastico es una molécula circular, su tamafio se encuentra entre 120 kb,
9 kb y 217 kb. Su herencia es de clase clonal, uniparental, generalmente materna en
angiospermas y paterna en gimnospermas. La evoluciéon del ADN de cloroplasto es
lenta, con una baja tasa en la sustitucion de nucleétidos, con su estructura molecular

altamente conservada y secuencia entre especies muy variadas (Lewin, 1993). Estas
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caracteristicas permiten que se utilice esta molécula para analisis filogenéticos y se
utilice para investigaciones de procesos evolutivos dentro de una especie (Donoso,
Premoli, Gallo y Ipinza, 2004).

1.5.2.1 Region matK

MatK es una regién de ADN codificante, cuyo tamafio es de 1570 pb en longitud, y
codifica para una proteina masturasa. Esta region esté situada dentro de un intron del
gen cloropléstico trnK. matK es un fragmento situado entre los anexos 5’ y 3’ del gen
trnK, su funcién es de madurasa del intron, en el corte y empalme del mismo

(Wojciechowski, Lavin y Sanderson, 2004).

Esta region fue designada para Barcode por Lahaye et al., (2008) debido a que posee
una tasa evolutiva rapida y proporciona una muy buena sefial de filogenia para
solucionar relaciones evolutivas entre plantas en todos los niveles taxonémicos. Para
DNA Barcoding, es suficiente la utilizacién de un fragmento de 600-800 pb. EI gen
matK (Maturasa K) no posee inserciones o deleciones, lo que significa restriccion
evolutiva y conservacion de la funcién, por lo tanto se las utiliza para filogenia, debido
a que, en las plantas angiospermas, matK es el Unico gen plastidico que presenta el
dominio putativo maturasa (Neuhaus y Link, 1987). Es eficiente cuando se aplica para

efectuar el analisis filogenético en plantas (Ferrada, 2011).

—
Region matK
Plants-KIMF/390F —»
matK_KewR/1R_KIM —»
21F21aF —»

matK472F —
Poly A

L i L n 1 i 1 N L N 1 i Il i I
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

— MALV_R1
 matK1248R
+ 1326R/5R
+—3F_KIM/Plants-KIMR
+32R

—matK_KewF

Figura 3. Region matK
Fuente: (Yu, Xue y Zhou, 2011)
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1.5.2.2 Region rbcLa

La region de ADN rbcLa codifica a la subunidad larga de la enzima Ribulosa-
Bifosfato-carboxilasa-oxigensasa (RuBisCO), que es el mas destacado aceptor de
carbono en todos los organismos eucariontes fotosintéticos y cianobacterias. rbcLa es
una de las regiones de ADN mas usadas para elaborar filogenias en angiospermas
debido a su baja tasa de sustitucion de nucle6tidos y a su baja tasa evolutiva, se le
considera adecuado para el estudio de filogenia (Hasebe et al., 1994; Martinez y
Adrian, 2011). Es sencillo de amplificar, de secuenciar y alinear; sin embargo, tiene

una discriminacion restringida en estudios intraespecificos (Kress y Erickson, 2007).

1.5.2.3 Regidn psbA-trnH

El gen psbA-trnH es una de las regiones no codificantes que presenta mayor variacion
en el cloroplasto. Se encuentra localizado entre los genes que codifican para la proteina
D1 del fotosistema Il (psbA) y para el RNAt His (GUG).

Es un espaciador intragénico que se utiliza para discriminar a nivel intraespecifico
cuando las especies examinadas son muy semejantes. Presenta cierta dificultad en la
amplificacion al tener cierto aumento de secuencias y de variabilidad genética (Bruni
et al., 2012). Se utiliza en estudios de Barcode en plantas terrestres, por eso a pesar de
las limitaciones por la baja calidad en las secuencias se considera un potencial para
DNA Barcode en plantas (Sanchez, 2013). También ha sido usada en estudios de
filogenia a nivel de especie en plantas de la familia Huperziaceae, Asteraceae y en
complejos de especies de la familia Leguminoceae (Bhamra, Heinrich, Howard,

Johnson y Slater, 2015).
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1.5.3 ADN mitocondrial

La mitocondria se caracteriza por poseer un sistema genético propio y la maquinaria
necesaria para sintetizar el ADN, ARN vy las proteinas que codifica. Cada mitocondria
tiene entre 2 y 10 copias de la molécula de ADN. EI ADN mitocondrial es una
molécula circular, cerrada y de doble cadena (Solari, 2004). Las dos cadenas
complementarias tienen una proporcion de Citosina y Guanina muy diferente, por lo
que tienen un peso molecular muy distinto. EI ADN mitocondrial presenta informacion
compactada ya que sus genes no presentan intrones, se disponen uno a continuacion

de otro sin tramos intermedio no codificantes (Alvarez, 2008).

1.5.4 Variacién nucleotidica

La tasa de mutacion es la probabilidad que un gen sufra mutacion en una sola
generacion o en la formacion de un solo gameto. La medicion de la tasa de mutacion
es importante en la genética de poblaciones, en estudios de evolucion, y en el analisis
del efecto de los mutédgenos ambientales (Hastings, 2013; Moreno, 2010). Las
variaciones mas utilizadas para el analisis de diversidad son las transversiones,
translaciones y gaps que se encuentran dentro de la secuencia de ADN (Navarro,
Barbadilla y Ruiz, 2010).

Las variaciones nucleotidicas nos permiten analizar la variabilidad dentro de las
especies. Por lo cual para estudiar la biodiversidad se realiza un estudio filogenético
de un grupo con regiones de ADN mitocondriales y nucleares, debido a que en muchos
casos la interpretacion de la evolucion de un grupo taxondémico puede ser afectada mas
por la tasa evolutiva de la region de ADN analizado que por la evolucion real de este

grupo (Freeland, 2005).
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1.5.5 Coeficiente de variabilidad genética

La diferencia genética entre individuos se obtiene a partir de la comparacion de varios
loci del genoma de los individuos. Se utiliza el coeficiente de variabilidad nucleotidica,
este indice estima el nimero de mutaciones nucleotidicas que se han acumulado en las
regiones de ADN. Cuando el indice equivale a 1 quiere decir que la region es
totalmente polimorfica, caso contrario si el coeficiente se aproxima a 0 la regién se

encuentra conservada (Nei, 1988).
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2. Marco Metodoldgico

2.1 Recoleccion de muestras

Se recolect6 muestras boténicas y tejido foliar de 38 individuos de la especie Ishpingo
(Ocotea quixos). En cada punto de recoleccion se realizé la georreferenciacion segun
lo estipulado en la guia para la recoleccién y preparacion de muestras botanicas de
Cascante (2008). Las muestras se obtuvieron de 11 localidades de 5 provincias de la
Amazonia ecuatoriana, donde se cultiva tradicionalmente el Ishpingo: Archidona,
Misahualli y Tena (Napo); Puerto Orellana, Coca y Cavernas del Coca (Orellana);
Puyo (Pastaza); Macas, Upano y Quiloma (Morona Santiago); Palanda y La Canela

(Zamora Chinchipe) (Anexo 1).

Las muestras botanicas fueron identificadas morfolégicamente en el Herbario de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. EI material foliar colectado se conservé
en silica gel, después fue pulverizado con un molino marca “Bistro-Bodum” y
colocado en tubos de ensayo. Las muestras se almacenaron a -20 °C para preservar el

material genético (Cadavid, Rosero y Uribe, 2013).

2.2 Extraccion de ADN

Se probaron diferentes protocolos de extraccion de ADN como: Doyle y Doyle (1987);
Healey, Furtado, Cooper y Henry (2014); Lade, Patil y Paikrao (2014). Debido a que
las hojas de Ishpingo poseen una alta cantidad de polifenoles los protocolos
mencionados presentaron problemas para la extraccion de ADN en Ocotea quixos
(Noriega y Dacarro, 2008b), por lo tanto, se realizaron lavados previos propuestos en
el protocolo de separacion de polifenoles y polisacaridos de Porebski, Bailey y Baum

(1997).
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Para realizar los lavados se obtuvieron 20mg de muestra pulverizada y se colocaron
en un tubo eppendorf (1.5 mL), se afiadié 1 mL del Buffer de Lavado (100mM HEPES
(IM), 0.1% PVP, 4% B Mercaptoetanol). Se colocd en el vértex por 5 minutos para
eliminar los polifenoles. Se centrifug6 a 12 000 g durante 3 minutos y se elimino el
sobrenadante. Se repitid cinco veces el procedimiento. Al finalizar la ultima
eliminacion del sobrenadante, se colocé 1 mL de Buffer de Resuspension (20 mM
TrisCl (pH 8) y 10 mM EDTA (pH 8)), se coloc6 en el vortex por 5 minutos, se

centrifugd a 12 000 g durante 3 minutos y se descarto6 el sobrenadante.

Posterior al lavado, se realizo el protocolo de extraccion simple de ADN foliar de
Doyle y Doyle (1987): Se coloc6é 600 L de Buffer de Lisis (100mM TrisCl (pH 8),
50 mM EDTA (pH 8) y 500 mM NaCl) en la muestra sin polifenoles, se agit6 hasta
homogenizar la mezcla, después se afiadi6 94 pL de SDS (10%) y se mezcld por
inversion de 5 a 8 veces. Se calent6 la solucion durante 10 minutos a 65°C, se colocaron
118.5 pL de acetato de potasio (5M), se mezcld por inversion de 5 a 8 veces y se coloco
en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugé a 12000 rpm por 5 minutos,
se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf (1.5 mL) y se adicion6 600 pL
de fenol: cloroformo (1:1), se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos y se traspaso la
fase superior a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL y se agregé 360 pL ¢ (0.6
volimenes) de isopropanol frio y se almacend a -20°C por toda la noche. Se centrifugd
la solucion por 3 minutos a 13 000 rpm y se descarto el sobrenadante. El pellet obtenido
se enjuago con 400 pL de etanol (70%) y se centrifugo por 3 minutos a 13000 rpm.
Se repiti6 tres veces este proceso. En el ultimo lavado, se elimind el etanol y se

resuspendio el pellet con 30 pL de TE 1X (10mM TrisCl (pH 8) y 1 mM EDTA).
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Para determinar la presencia de ADN se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1%. Para la preparacion de 50 mL de gel se colocd 0.5g de agarosa ultra
pura de Invitrogen y 49.5 mL TBE, se calentd por 1 minuto en el microondas hasta
que sea una mezcla homogénea. Cuando la temperatura de la agarosa alcanz6 38°C se
coloco 6 pL de SybrSafe de Invitrogen. Se programo la electroforesis a 90 V por 45
minutos y se visualizo en el fotodocumentador. Se compard cualitativamente el tamafio
y la concentracion de las bandas obtenidas con el inserto del Tracklt 100 bp DNA

Ladder (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, 2016b).

2.3 Amplificacion de regiones de ADN
Las regiones de ADN cloroplastico matK, rbcLa, psbA-trnH y la region nuclear ITS,
definidas para el Sistema Barcode se amplificaron mediante cebadores especificos

como se menciona en la Tabla 2.

Tabla 2.
Primers para la amplificacion de regiones de ADN

Primers Secuencia (5'->3") Referencias
UELS ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

mlg}fg“é'ém (Lahaye et al., 2008)
® CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG

rbcLa (F)  ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC  (CBOL Plant et al., 2009)

rbcLa (R) GTAAAATCAAGTCCACCRCG (Levin et al., 2003)

psbA (F) GTTATGCATGAACGTAATGCTC .

trnH(R) CGCGCATGGTGGATTCACAAATCC [ress v E s, 2007)

(Bolson, Smidt, Brotto y Silva-

ITS leul (F) GTCCACTGAACCTTATCATTTAG e

ITS 4 (R) TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990)

Nota: (F) Secuencia Forward y (R) Secuencia Reverse

La preparacion de la mezcla de PCR se realizé segun el inserto de la tag polimerasa

Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix como se detallada en la Tabla 3.
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Tabla 3.
Preparacion de la mezcla PCR

Reactivo/Concentracion Volumen
Platinum™ SuperFi™ Master Mix (2X) 125 uL
Primer Forward (10 uM) 0.5 uL.
Primer Reverse (10 uM) 0.5 uL
Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix 5uL
ADN 1 uL
Agua libre de nucleasas 5.5uL
Total 25 nLL

Nota: Reactivos para la PCR
Fuente: Taq Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix, 2016

Se realizd la estandarizacion de la temperatura de hibridacion siguiendo las
especificaciones de temperatura (50°C - 55°C), que se encuentran en el inserto de la
taq Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix para la realizacion de los protocolos de

PCR.

Para las regiones rbcLa, psbA-trnH se probaron dos temperaturas: la mas alta (55°C)
y més baja (50°C). Para la region matK se experimentd con tres temperaturas: la
temperatura mas alta (55°C) y dos temperaturas intermedias (52 y 53°C). En la region
ITS se emplearon dos temperaturas intermedias (51 y 53°C) como se indica en el

Anexo 2 (Thermo Fisher Scientific, 2016a).

Para comprobar la amplificacion de las regiones de ADN se realiz6 una electroforesis

horizontal en gel de agarosa al 1%.

2.4 Secuenciacion de regiones de ADN
El secuenciamiento y purificacién de las muestras se realiz6 en la empresa Macrogen
(Corea del Sur) utilizando el método de secuenciacion simple de Sanger automatizado,

que se basa en la replicacion de ADN con la adicion de 4 didesoxinule6tidos con
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fluorocromos que detienen la reaccion. El marcaje fluorescente permite la deteccién
del DNA durante la electroforesis y la identificacion de los nucledtidos que nos
proporcionardn cromatogramas de la secuencia de ADN obtenida (Garcia-Sancho,
2010). Se enviaron 35 muestras de cada region del ADN, las muestras obtenidas tenian
una concentraciéon entre 20-100 ng/ pL que fueron determinadas mediante
comparacion visual con el inserto del Tracklt 100 bp DNA Ladder (Invitrogen;
Thermo Fisher Scientific, 2016b). EI volumen enviado fue de 20 pL/muestra y fueron

secuenciados los segmentos Forward y el Reverse de cada muestra.

2.5 Andlisis de secuencias

Los cromatogramas generados por el secuenciador en formato “.abi”, fueron
importados y modificados en el programa MEGA7 (Analisis de Genética Evolutiva
Molecular Computacional). Se eligieron los cromatogramas que poseian una calidad
de secuencia >80%, los que no cumplieron con este criterio fueron descartados del
analisis (Kumar, Stecher y Tamura, 2016). Los cromatogramas se revisaron y editaron.
Se eliminaron los extremos en los que existia la presencia de ruido o la pérdida de

resolucion del cromatograma (Gonzélez, 2014).

Las secuencias consenso de cada muestra se desarrollaron con las secuencias editadas
forward y reverse, cuando las secuencias poseian una baja calidad se realizé con so6lo
una secuencia (forward o reverse), en formato FastaQ (Ricker, 2013). La homologia e
identidad de las secuencias se compard con el Banco de Genes (NCBI) mediante el
programa Nucleotide BLASTN.

Para alinear las secuencias se utilizé el algoritmo MUSCLE que se emplea para

generar alineamientos multiples de &cidos nucleicos. Se determing la cantidad de sitios
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polimorficos en el alineamiento realizado y el tamafio promedio en pares de bases (pb)
de las regiones de ADN. A partir del alineamiento de las secuencias de cada region
de ADN se elabor6 la reconstruccion filogenética y el calculo de la variabilidad

genética.

Para realizar la filogenia de cada region de ADN se utiliz el método estadistico de
Maxima Verosimilitud sobre el modelo de datos especificos en el programa MEGA7
(Felsenstein, 1981). El test filogenético se realiz6 por el método de Bootstrap con 1000
réplicas. Las sustituciones evaluadas fueron de tipo nucleotidicas y el modelo de
sustituciones fue de Jukes-Cantor (1969), el cual es un modelo sencillo que estima la
distancia entre secuencias y asume la misma frecuencia para los cuatro nucleétidos,
asi como las probabilidades de sustitucion de las cuatro bases (Guindon y Gascuel,
2003; Kumar, Stecher y Tamura, 2016). Los arboles de méaxima verosimilitud
obtenidos fueron enraizados siguiendo el criterio de grupos externos u “outgroups”.
Como outgroups se utilizaron secuencias de Ocotea veraguensis para las regiones
matK, rbcLa e ITS y secuencias de Ocotea porosa para la region psbA-trnH obtenidas
del GENBank. Se eligié a Ocotea veraguensis y Ocotea porosa debido a que son
grupos hermanos de la especie en estudio, pertenecen al mismo género y poseen un
estrecho parentesco con Ocotea quixos. Ademas permiten la comparacion e
identificacion de los caracteres compartidos y de los caracteres individuales de cada
especie (Campbell y Reece, 2007; Contreras, Cuevas, Goyonechea y Iturbe, 2007).

La variabilidad genética se analiz con el coeficiente de conservacion y el coeficiente
de variabilidad nucleotidica de Nei. Para lo cual se realiz6 un alineamiento mediante
el algoritmo MUSCLE excluyendo las secuencias obtenidas del GENBank, para evitar

el aumento de la variabilidad genética.
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Se obtuvo el coeficiente de conservacion de las regiones, que permite conocer si las
secuencias son polimorficas o no, cuando el coeficiente se aproxima a 1 las secuencias
no presentan variaciones nucleotidicas como transversiones, transiciones, ni gaps, es
decir son conservadas (Giraldo, Uribe y Lopez, 2011) .

El coeficiente de variabilidad nucleotidica de Nei (1988) se determiné por el “analisis
de estimacion de diversidad con el modelo de datos especificos” y se estimé con el
modelo de Tamura—Nei, que toma en cuenta tanto el sesgo en G+C como la proporcion
de transiciones/transversiones en la secuencia de ADN (Nei y Kumar, 2000). Se realizd
la comparacion de los coeficientes de variabilidad nucleotidica de cada region de ADN

analizada (Kumar et al., 2016; Riascos, Victoria y Angel, 2003).
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3. Resultados y Discusién

3.1 Extraccion de ADN

Se obtuvo el ADN de 35 muestras (Figura 4) despues de los lavados realizados
propuestos en el protocolo de separacion de polifenoles y polisacaridos de Porebski,
Bailey y Baum (1997). EI ADN obtenido se encontré sin degradacion y libre de
contaminacion, la banda obtenida correspondia al tamafio esperado: >2000 pb con una
concentracion de 40-100 ng/ pL aproximadamente (Gomez etal., 2012; Fraga,

Nodarse, Rodriguez, Fuentes, Castex y Fernandez-Calienes, 2004).

Los lavados fueron necesarios porque las hojas de Ishpingo contienen una alta
concentracion de polifenoles y polisacaridos (Noriega y Dacarro, 2008); estos pueden
inhibir algunas enzimas que sirven para la extraccion del ADN, y ademas poseen una
solubilidad parecida al ADN por lo cual protocolos clasicos no pueden removerlos
completamente durante la extraccion, lo que provoca la inhibicién de la extraccion de
ADN o su contaminacion (Amaru, Pefialoza, Miguez, Torres y Cuevas, 2008;

Sepulveda, 2014).

Los protocolos de extraccion de ADN: Doyle y Doyle (1987); Healey, Furtado, Cooper
y Henry (2014) y Lade, Patil y Paikrao (2014), resultaron ineficientes para la
obtencion de ADN de Ocotea quixos ya que no se logro extraer ADN de las muestras.
Al ser protocolos clésicos no lograron la remocion de los polifenoles y se inhibio la

extraccion de ADN (Gomez, Ruiz, Saavedra y Correa, 2012).
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Gel electroforético de extraccion de ADN

S PM 3204 3205 3206 3207 13208 32093210 3211 3212 3213 3214 3215

\

>2000

1500

1000

500

100

Figura 4. Extraccion de ADN con lavados previos protocolo de Porebski, Bailey y Baum (1997) y
el protocolo de extraccion simple de ADN foliar Doyle y Doyle (1987) Gel de agarosa 1%.
Nota: Primer pocillo marcador molecular, muestras 3204- 3215 (+), muestra 3213 (-).

3.2 Amplificacion de regiones de ADN

3.2.1 Region matK

La temperatura de hibridacion de 53°C amplificé la region matK en todas las muestras
como se observa en la Figura 5, no existid la presencia de doble banda en ninguna de
las muestras. El incremento de la temperatura de hibridacion, aumenta la especificidad
de los cebadores y evita uniones incorrectas de los mismos (Schrader et al., 2012). La
banda de matK obtenida en cada muestra tuvo una concentracion aproximada entre 20
- 100 ng/ pL sin la presencia de contaminacion (Sepulveda, 2014; Thermo Fisher

Scientific, 2016).

La temperatura de hibridacion de 55°C inhibio la amplificacion de la region por ser
alta evitando la union a los sitios especificos de los cebadores (Microbial Genetics,

2002; Schrader et al., 2012) y de 52°C generd doble banda por la union no especifica
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de los cebadores lo que produce la amplificacion de otras regiones del ADN (Martin y

Alvaro, 2001; Tallei y Kolondam, 2015).

Geles electroforéticos de protocolos de amplificacion de la region matK

a)
Pb PM 3204 3205 3206 3207 3208 3209
1500
1000
500
100
b)F’b
yPM 3204 3205 '\‘ 3206 3207 . 3208 3209. '3210 3211 1.3212 3213 3214 3215 3216
o St B
S _ —— gy w —— eadpe— -
800 "R ~~ ' - Doble
500 ? banda
-
100 e
c)
Pb PM P0O01 P002 P003 P004 P0O05 P006 P007
1500
>850
1000 ob
800
500
100

Figura 5. Protocolos de amplificacion de la region matK (>850pb)

Nota: (a) Protocolo de amplificacion (55°C). Primer pocillo marcador molecular, muestras 3204- 3209
()-

(b) Protocolo de amplificacion (52°C). Primer pocillo marcador molecular, muestras 3204- 3216 (+) las
muestras 3210- 3216 presentaron doble banda.

(c) Protocolo de amplificacion (53°C). Primer pocillo marcador molecular, muestras P002-P007 (+),
muestra P001 (-).
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3.2.2 Region rbcLa

La temperatura de hibridacion de 50°C permitié la amplificacion de la region rbcLa
en todas las muestras (Figura 6), al mostrarse un solo amplicn demostré que la union
fue especifica, la banda obtenida en cada muestra correspondi6 a un tamafio >500 pb

y no hubo contaminacion (Guevara, Garza y Cézares, 2004).

La temperatura de hibridacion de 55°C fue muy alta provocando que la union entre los
oligonucleotidos y sus sitios complementarios fuera inestable e inhibi6 la sintesis de

ADN (Espinosa, 2007).

Geles electroforéticos de amplificacion de la region rbcLa (>500 pb)

a)

Pb PM 3204 3205 3206 3207 3208 3209 3210 3211 3212 3213 3214 3215
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100
b)

Pb PM 3223 3224 P006 PO0O7 P008 PO09 PO10 PO11

1500

1000

500

100

Figura 6. Protocolos de amplificacion de la region rbcLa (>500 pb)

Nota: (a) Protocolo de amplificacién (55°C). Primer pocillo marcador molecular, muestras 3204- 3216
()

(b) Protocolo de amplificacion (50°C). Primer pocillo marcador molecular, muestras P006-P011 (+),
muestras 3223, 3224 (-).
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3.2.3 Region psbA-trnH

Se amplificd la regién psbA-trnH en todas las muestras con la temperatura de
hibridacion de 50°C, con bandas especificas (>450 pb) de concentracion aproximada
entre 20 y 80 ng/ pL (Fraga et al., 2004), libres de contaminacion, presentan un
rendimiento optimo que indica que no exisitio la amplificacion de productos falsos

(Hecker y Roux, 1996) (Figura 7).

A diferencia de los otros marcadores la temperatura de hibridacion 6ptima fue baja
(50°C), esta region carece de estructuras secundarias (GC) en el primer psbA, lo que
permite una Optima amplificacién de la region a una menor temperatura (Tomar,
2010).

En el caso de las muestras que no amplificaron con esta temperatura, se debid a la alta
concentracion de ADN que evitd la union de los cebadores a la cadena de ADN, en
esas muestras se diluyé con TE (1X) y se amplificé nuevamente obteniendo resultados

positivos (Pang et al., 2012).

En cambio, la temperatura 55°C inhibié la amplificacién de esta region para las
muestras, ya que fue una temperatura muy alta, que impidio la union de los cebadores
a los sitios especificos para iniciar la sintesis de ADN (Parra, Castafieda y Moreno,

2007).

32



Geles electroforéticos de amplificacion de la region psbA-trnH

&l PV 3204 3205 3206 3207 3208 3209 3210 3211 3212

100

b)

Pb
POO5 PO06  POO7 PO0O8 PO09 PO10 PO11 PO12 PO13 PO14

100

Figura 7. Protocolos de amplificacion de la region psbA-trnH (>450 pb)

Nota: (a) Protocolo 55°C. Primer pocillo marcador molecular, muestras 3204- 3212 (-).

(b) Protocolo 50°C. Primer pocillo marcador molecular, muestras 3204- 3212 (+), muestra 3207 (-).
Primer pocillo marcador molecular, muestras P005-P014 (+).

3.2.4 Region ITS

Se amplifico la region ITS en todas las muestras, la temperatura de hibridacién 53°C
fue adecuada para las muestras de O. quixos. Se presentd doble banda en 4 muestras.
La produccion de una doble banda ocurre por la unidn no especifica de los cebadores

a la cadena de ADN (Tallei y Kolondam, 2015).

La temperatura de hibridacién 51°C sélo amplificé la region ITS de una sola muestra,
debido a que la estabilidad y especificidad del complejo no es eficiente a esa

temperatura (Tamay, Ibarra 'y Velasquillo, 2013).

33




El ITS al ser un primer universal puede facilitar la amplificacion de contaminantes
durante la PCR. A pesar de que la mayoria de las copias de ITS por genoma son
idénticas, se pueden presentar copias poco comunes en un individuo que no son
amplificadas debido a la amplificacion selectiva de una sola copia (Mort & Crawford,

2004).

Otra desventaja de la amplificacion de esta region es el alto grado de contaminacién
que pueda darse en el proceso (especialmente por hongos), es decir que los primers
para fragmentos de ITS no son especificos para plantas, la mayoria han sido disefiados
para hongos. Como los hongos en algunos casos son simbiontes con las plantas en
ecosistemas naturales, es facil obtener amplicones no especificos de fragmentos de

ITS de plantas (Cheng, Chao y Li, 2015).

Gel electroforético de amplificacion de la region ITS

>600
pb

Pb PM\ 3204 3205 3206 3207 3208 3209 3211 3212 3213 3214

~

1500
Doble

banda
>600
pb

500

100

Figura 8. Protocolos de amplificacion de la region ITS (>600)
Nota: a) Protocolo de amplificacién (51°C). Primer pocillo marcador molecular, muestra 3204 (+),
muestras 3205- 3215 (-).
b) Protocolo de amplificacién (53°C). Primer pocillo marcador molecular, muestras 3204-
3214 (+), muestras 3207, 3209 y 3212 presentan doble banda.
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3.3 Andlisis de regiones de ADN

El resultado del BLASTn determind que la regién de ADN matK identifica especies
del género Nectandra (Query cover (QC) de 94-100% e Identidad 99-100%) como se
observa en la Anexo 3. Algunos estudios mencionan que los géneros Ocotea y
Nectandra se encuentran distribuidas geogréaficamente hasta los 3000 msnm, poseen
caracteristicas morfoldgicas y genéticas similares y en el pasado se los agrupaba en un
solo género “Porostema” (Schreber, 1791). Actualmente algunos boténicos
consideran estos géneros como sinénimos entre si (Trofimov, Rudolph y Rohwer,
2016). También la region matK para la familia Lauraceae se encuentra conservada y
no permite la identificacién a nivel de género (Bolson, Smidt, Brotto y Silva-Pereira,
2015).

El resultado del BLASTn para la region de ADN rbcLa presentd dos especies del
género Ocotea (Ocotea quixos y Ocotea cymbarum) con los mismos valores de QC >
99% e identidad > 99%. Estas especies se encuentran estrechamente relacionadas no
solo por su morfologia sino también por su ubicacion geogréfica (Assis y de Mello-
Silva, 2009); la region rbcLa al ser un gen constitutivo presenta un alto grado de
conservacion por lo que no permite la identificacion de especies cercanas
(Giovambattista et al., 2001).

El resultado Blast para la region psbA-trnH fue QC ¢ Identidad > 95% para las
especies: Ocotea purpurea, Ocotea botrantha y Ocotea cuneata. Estas tres especies se
encuentran dentro del grupo de especies con flores unisexuales del género Ocotea
distribuidas principalmente en la parte norte de Sudamerica (Werff, 2013). A pesar de
que varios autores indiquen que esta region es variable, en el género Ocotea se
encuentra conservada y no permite discriminar a nivel de especie (Kress y Erickson,

2007).
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El resultado Blast para la region nuclear I1TS fue QC >61% e Identidad >94% para las
especies: Ocotea quixos y Brassica oleraceae. Es posible que este resultado se deba a
la alta variabilidad intragendmica de la region ITS. Pese a su uso en estudios
filogenéticos, en la familia Lauraceae presenta un alto indice de homoplasia, es decir
que se puede amplificar la misma region en diferentes especies y no provenir de un

ancestro comun (Li, Christophel, Conran, & Li, 2004%; Mort & Crawford, 2004).

3.3.1 Region matK

De 35 secuencias analizadas de la region matK se obtuvieron 32 secuencias consenso
de calidad mayor al 80%, la longitud media fue de 890 pb, que concuerda con el
tamafio de 700-950 pb (Bolson et al., 2015; Lahaye et al., 2008). La region matK
presentd un coeficiente de conservacion de 0.99, 3 sitios polimorficos dentro del
alineamiento y un coeficiente de variabilidad nucleotidica de 0.0003. Esta regién posee
una variabilidad nucleotidica baja, haciendo que su grado de conservacién aumente
(Dong, Liu, Yu, Wang y Zhou, 2012).

En el &rbol de maxima verosimilitud los individuos se agrupan en un solo clado, con
un soporte de bootstrap de 100%, siendo no discriminativo para Ocotea quixos (Figura
9).

En estudios realizados en Lauraceae, la region matK presenta bajas tasas de evolucion,
debido a que es un gen housekeeping o constitutivo que tiene niveles de expresion
constante, impidiendo una discriminacion intraespecifica (Liu, Chen, Song, Zhang y
Chen, 2012). La divergencia en las secuencias en Lauraceae usando la region matK es
baja, en algunos casos inclusive de cero (solo el 9.7% de caracteres informativos) lo
que limita su utilidad para la clasificacion de especies (Li, Christophel, Conran y Li,

2004; Rohwer, 2000).
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Arbol de maxima verosimilitud region matk

100%

Ocotea veraguensis matk

0.00050

P008 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 1
P009 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 2
P007 Macas Morona Santiago Parque de Macas

P006 Quiloma Morona Santiago

P005 Upano Morona Santiago Mirador del rio Upano arbol 2
P004 Upano Morona Santiago Mirador del rio Upano arbol 1
P003 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 3

P002 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 2

P011 Macas Morona Santiago

P001 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 1
3223 Misahualli Napo

3222 Puerto Orellana Orellana

3221 Palanda Canela Zamora Chinchipe
3218 B Puyo Pastaza arbol 3

3217 B Puyo Pastaza arbol 2

3215 Archidona Napo arbol 2

3214 Archidona Napo arbol 1

3213 Archidona Napo

3212 Tena Napo lkiam

3211 Tena Napo arbol2

3210 Tena Napo arboll

3209 Tena Napo arbol2

3208 Tena Napo arbol 1

3207 Misahualli Napo

3206 Cavernas del Coca Orellana
Ocotea quixos matK

3205 Coca Orellana arbol 2

3216 B Puyo Pastaza arbol 1

Figura 9 Arbol de maxima verosimilitud region matk
Nota: Existe un solo clado que se encuentra agrupado con la secuencia de O. quixos obtenida del
GenBANK
Fuente: Datos obtenidos del programa MEGA7 (Kumar et al., 2016)

3219 B Puyo Pastaza arbol 4

3220 Puyo Pastaza Puyo Canelo
100%

3224 Archidona Napo Casa

3.3.2 Region rbclLa

(Nagy, Backeljau, Meyer y Jordaens, 2013).

nucleotidica (Dong, Liu, Yu, Wang y Zhou, 2012).
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De las 35 secuencias de la region rbcLa analizadas se consiguieron 32 secuencias

consenso con una calidad mayor 80%, la longitud media de las secuencias fue 613 pb

La region rbcLa present6 un coeficiente de conservacion de 0.99, 3 sitios polimorficos

dentro del alineamiento y un coeficiente de variabilidad nucleotidica 0.0003.

Estudios realizados en el género Ocotea y la region rbcLa mencionan que esta region

posee un alto grado de conservacion porgue sus secuencias no poseen variabilidad

P014 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 3

P012 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 1




El arbol filogenético presentd un solo grupo con soporte de bootstrap de 100% (Figura
11). Para la familia Lauraceae la region rbcLa posee una tasa de sustitucion
nucleotidica lenta, lo que produce que esta region se encuentre conservada y no

permita la discriminacion a nivel de especies (Kress y Erickson, 2007).
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Arbol de maxima verosimilitud region rbcLa

100%

P008 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 1
P009 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 2
P007 Macas Morona Santiago Parque de Macas

P006 Quiloma Morona Santiago

P005 Upano Morona Santiago Mirador del rio Upano arbol 2
P004 Upano Morona Santiago Mirador del rio Upano arbol 1
P003 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 3

P002 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 2

PO011 Macas Morona Santiago

P001 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 1
3223 Misahualli Napo

3222 Puerto Orellana Orellana

3221 Palanda Canela Zamora Chinchipe

3218 B Puyo Pastaza arbol 3

Ocotea veraguensis rbcla

|
0.00050

Figura 10 Arbol de méaxima verosimilitud region rbcLa

3217 B Puyo Pastaza arbol 2
3215 Archidona Napo arbol 2
3214 Archidona Napo arbol 1
3213 Archidona Napo
3212 Tena Napo Ikiam
3211 Tena Napo arbol2
3210 Tena Napo arboll
3209 Tena Napo arbol2
3208 Tena Napo arbol 1
3207 Misahualli Napo
3206 Cavernas del Coca Orellana
Ocotea quixos rbcla
3205 Coca Orellana arbol 2

3216 B Puyo Pastaza arbol 1

3219 B Puyo Pastaza arbol 4

3220 Puyo Pastaza Puyo Canelo
100%

3224 Archidona Napo Casa

Nota: Existe un solo clado que se encuentra agrupado con la secuencia de O. quixos obtenida del

GenBANK

Fuente: Datos obtenidos del programa MEGA7 (Kumar et al.,

2016)

3.3.3 Region psbA-trnH

De las 35 secuencias analizadas de la region psbA-trnH se obtuvieron 34 secuencias

consenso las cuales tenian una calidad mayor al 80%

fue 535 pb (Pang et al., 2012).

El coeficiente de conservacion obtenido de la region psbA-trnH fue de 0.95 con 24

sitios polimorficos y un = 0.0051, eso indica que es

en Ocotea quixos. Esta region en el genero Ocote

proporciona altas tasas de sustitucion nucleotidica lo que quiere decir que posee pocos

sitios polimorficos (Liu et al., 2012).
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. La longitud media de esta region

ta region se encuentra conservada

a debido a su corta longitud, no

P014 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 3

P012 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 1




El arbol filogenético obtenido del agrupamiento no fue discriminativo para Ocotea
quixos, debido que se formé un solo grupo con soporte de bootstrap de 100%, también
se observa un subgrupo con las muestras 3206 y 3205 (Figura 11), esta separacion
puede sugerir que las muestras poseen regiones homoélogas de secuencias que
representan deleciones o inserciones (indeles) y por ende aumente su variabilidad

separandolas de las demas (Kumar et al., 2016).

Otros estudios mencionan que esta region posee repeticiones nucleotidicas que
complican el alineamiento y es establecimiento de relaciones filogenéticas

intraespecificas en el género Ocotea (Kress y Erickson, 2007) .
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Arbol de maxima verosimilitud region psbA-trnH

P005 Upano Morona Santiago Mirador del rio Upano arbol 2
P003 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 3
P006 Quiloma Morona Santiago
P007 Macas Morona Santiago Parque de Macas
P008 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 1
P009 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 2
P010 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 3
P012 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 1
P013 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 2
P014 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 3
3204 Coca Orellana arbol 1
P001 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 1
|3206 Cavernas del Coca Orellana

1009 3205 Coca Orellana arbol 2

3207 Misahualli Napo
3208 Tena Napo arbol 1
3209 Tena Napo arbol2
3210 Tena Napo arboll
3211 Tena Napo arbol2
3212 Tena Napo Ikiam
3213 Archidona Napo
3214 Archidona Napo arbol 1

3221 Palanda Canela Zamora Chinchipe

100%

P011 Macas Morona Santiago
100°/f| 3222 Puerto Orellana Orellana
P002 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 2
3215 Archidona Napo arbol 2
Ocotea quixos psbA-trnH

3224 Archidona Napo Casa
3223 Misahualli Napo

3220 Puyo Pastaza Puyo Canelo
3219 B Puyo Pastaza arbol 4
3218 B Puyo Pastaza arbol 3
3217 B Puyo Pastaza arbol 2

3216 B Puyo Pastaza arbol 1

— Ocotea porosa psbA-trmH

0.0050

Figura 11Arbol de maxima verosimilitud region psbA-trnH

Nota: Existe un solo clado que se encuentra agrupado con la secuencia de O. quixos obtenida del
GenBANK

Fuente: Datos obtenidos del programa MEGA7 (Kumar et al., 2016)

3.3.4 Region ITS
De las 35 secuencias de la region ITS obtenidas, se consiguieron 28 secuencias

consenso. La longitud media de la secuencia fue de 777 pb (Alvarez, 2008).

La region presentd 428 sitios polimérficos, un coeficiente de conservacion de la region
de 0.298 y un coeficiente de variabilidad nucleotidica de 0.1137. ITS presenta una baja

tasa de conservacion debido a la gran variabilidad en longitud de la secuencia y a su
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evolucion concertada incompleta que conduce a la presencia de copias homologas
divergentes dentro de los individuos (CPBOL, 2011).

El &rbol filogenético de la region ITS present6 dos clados, los individuos agrupados en
el primer clado se encuentra asociado con la secuencia testigo de Ocotea quixos y en
el segundo clado presentd un agrupamiento polifilético con un soporte de rama del
100% (Figura 12). La presencia de dos clados se puede deber a que el ITS presenta
mayores niveles de discriminacion y variabilidad interespecifica (Gao, Yao y Song,
2010), sin embargo, nuevos estudios han demostrado varias limitaciones asociadas con
la region ITS especialmente en la inferencia filogenética, como por ejemplo en la
existencia de variaciones extensivas en las secuencias de los genomas, determinadas
por: eventos de formacidn de duplicaciones, el alojamiento gendmico de pseudogenes
y el incompleto arreglo de homogenizacion (Gardes y Bruns, 1993). Estos fendémenos
crean una red de relaciones de secuencias paralogas que potencialmente confunden la
precision de la reconstruccion filogenética. La homoplasia es mas alta en el ITS que
en otras regiones de ADN, debido a la confusion ortélogo/paralogo, cambio
compensatorio de bases, problemas en el alineamiento debido a la acumulacién de
indeles, errores en la secuencia (Grudinski, Pannell, Chase, Ahmad, y Muellner-Riehl,
2014). A pesar de ser una secuencia casi-universal usada en plantas para estudios
filogenéticos, su comportamiento evolutivo complejo e impredecible reduce su
utilidad en analisis filogenéticos. Se sugiere el uso de genes nucleares de una sola copia

(Alvarez y Wendel, 2003).
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Arbol de maxima verosimilitud region ITS

P003 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 3
P002 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 2
P004 Upano Morona Santiago Mirador del rio Upano arbol 1
P006 Quiloma Morona Santiago

P009 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 2
P011 Macas Morona Santiago

3204 Coca Orellana arbol 1

1009 3205 Coca Orellana arbol 2

3207 Misahualli Napo

3209 Tena Napo arbol2

3211 Tena Napo arbol2

3214 Archidona Napo arbol 1

3215 Archidona Napo arbol 2

100%

3220 Puyo Pastaza Puyo Canelo
100% — P010 Macas Morona Santiago Fundacion Chankuap arbol 3

P001 Macas Morona Santiago Parque recreacional arbol 1
3213 Archidona Napo
3224 Archidona Napo Casa

3223 Misahualli Napo

3221 Palanda Canela Zamora Chinchipe
100% 3219 B Puyo Pastaza arbol 4

3217 B Puyo Pastaza arbol 2

3216 B Puyo Pastaza arbol 1

3212 Tena Napo Ikiam

3206 Cawernas del Coca Orellana
P013 Macas Morona Santiago Comunidad Sevilla Don Bosco arbol 2

P005 Upano Morona Santiago Mirador del rio Upano arbol 2

Ocotea quixos

Ocotea veraguensis

0.020

Figura 12Arbol de maxima verosimilitud region ITS

Nota: Se pueden evidenciar un clado defino y el segundo clado agrupado con la secuencia de O. quixos
obtenida del GenBANK

Fuente: Datos obtenidos del programa MEGA7 (Kumar et al., 2016)

3.4 Comparacion de variabilidad nucleotidica entre las regiones matK, rbcLa,
psbA-trnH e ITS

Los coeficientes de variabilidad genética obtenidos para la region matK y rbcLa fueron
de n= 0.0003. En el genero Ocotea las regiones matK y rbcLa se encuentran
conservadas debido a que son regiones de genes constitutivos o housekeeping, los
cuales se expresan constantemente en la célula y su tasa de variacion nucleotidica es
baja (Gruzdev et al., 2016; Liu et al., 2012).

La region psbA-trnH posee un coeficiente de variabilidad de == 0.0051 mayor que las
regiones matK y rbcLa. Esta region posee repeticiones mononucleotidicas lo que
aumenta su variabilidad (Kress y Erickson, 2007). Pese a este aumento el coeficiente

de variabilidad nucleotidica es bajo < 0,1 como lo menciona (Jakobsson, Edge y
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Rosenberg, 2013) y no proporciona altas tasas de sustitucion nucleotidica debido a su
corta longitud en el género Ocotea, por lo que su variabilidad nucleotidica es baja (Liu

etal., 2012).

La region ITS presentd el mayor coeficiente de variabilidad (n= 0.1137) entre las
cuatro regiones. Una de las principales razones de este aumento de variabilidad
genética se debe al problema de homologia de las secuencias que posee esta region, es
decir, la aparicion de copias divergentes dentro de los individuos, lo que puede

conducir a un aumento de variabilidad genética (Hollingsworth et al., 2011).
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4. Conclusiones
La combinacion de protocolos clasicos y modernos permiten una extraccion de
ADN libre de contaminantes en especies con alto contenido de polifenoles y
polisacaridos.
Los arboles obtenidos presentaron dos topologias, la primera no discriminativa en
las regiones matK, rbcLay psbA-trnH, indicando su alto grado de conservacion en
Ocotea quixos y no permiti6 establecer relaciones intraespecificas dentro de la
poblacion. La segunda topologia corresponde a la regiéon ITS que presentd dos
grupos de individuos, siendo discrimativa para Ocotea quixos.
Las regiones de ADN matK, rbcLa y psbA-trnH en Ocotea quixos se encuentran
muy conservadas (coeficiente de variacion nucleotidica n< 0.005) para el estudio
de variabilidad genética en esta poblacion.
La region ITS presenta altas tasas de sustitucion en los nucledtidos (n= 0.1137)
dentro de las secuencias de Ocotea quixos. Esta variabilidad esta asociada a la
cantidad de indeles dentro de la secuencia de ADN que aumentan la variabilidad
nucleotidica.
El coeficiente de la variabilidad genética obtenido en las regiones de ADN de
Ocotea quixos es bajo (m= 0-0.1137), lo que significa que la variabilidad genética
de la especie se encuentra amenazada por la deforestacion y el cultivo de clones de
Ocotea quixos.
A pesar que las regiones de ADN cloroplastico y nuclear empleadas en esta
investigacion, son utilizadas en el Sistema Barcode para los analisis de evolucion,
variabilidad genética y filogenia a nivel interespecifico e intraespecifico. En el
presente estudio las regiones matK, rbcLa, psbA-trnH solo permitieron la

identificacion a nivel de género y familia debido a su alto grado de conservacion,
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mientras que la region ITS permitié una identificacion confusa debido a la
variabilidad generada por indeles propios de la region. Por lo cual se necesitan
investigar otras regiones de ADN nuclear y cloropléstico para corroborar la
variabilidad genética obtenida de Ocotea quixos y determinar el estado de la

genética poblacional de la especie.
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5. Recomendaciones
Utilizar protocolos de lavado previo a la extraccion de ADN en plantas con altas
concentraciones de polifenoles y polisacaridos en sus hojas.
Analizar nuevas regiones de ADN cloroplastico y nuclear que presenten mayor
variabilidad en sus secuencias y menor grado de homoplasia para determinar la
variabilidad genética de las poblaciones de Ocotea quixos en el Ecuador.
Desarrollar programas de conservacion en Ocotea quixos, debido a su baja
variabilidad genética (<0.11) obtenida, lo que sugiere su amenaza.
Analizar del genoma completo de la especie Ocotea quixos para realizar una mejor

identificacion a nivel intraespecifico.
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Anexo 1

Tabla de georreferenciacion de muestras

ANEXos

#

MUESTRA

1

10

CODIGO
HERBARIO

POO1

P002

P003

P004

PO05
P006
PO07

P008

P009

P010

LUGAR

Macas

Macas

Macas

Upano

Upano
Quiloma

Macas

Macas

Macas

Macas

PROVINCIA

Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago
Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago

DESCRIPCION

Arbol maduro. Parque
recreacional. A lado de la
pileta, 1046 msnm

Parque recreacional, arbol 2,
arbol juvenil, 1047 msnm

Parque recreacional, arbol 3 (4-
5m de altura), arbol juvenil,
1045 msnm

Arbol juvenil 2m de altura,
mirador del rio Upano. 1047
msnm

Arbol2, 8m de altura, mirador
del rio Upano. 1050 msnm

Arbol 8 m afuera de una casa

Parque de Macas, arbol de 12
m, 1050 msnm

Jardin Fundacién Chankuap,
arbol de 3 metros 8 afos en
sombra 1065 msnm

Jardin Fundacién Chankuap,
arbol de 3 metros 8 afios en
sombra 1066 msnm

Jardin Fundacion Chankuap,
arbol de 3 metros 8 afios en
sombra 1064 msnm

COORDENADAS UTM

17M 0821178/ 9745766

17M 0821173/ 9745730

17M 0821183/ 9745723

17M 0821214/ 9745961

17M 0821219/ 9745966
17M 0820925/ 9745844
17M 0826895/ 9745299

17 M 0820955 /9746084

17 M 0820973 /9746080

17 M 0820975 /9746082

FECHA DE
RECOLECCION

31/08/2016

31/08/2016

31/08/2016

31/08/2016

31/08/2016
31/08/2016
31/08/2016

31/08/2016

31/08/2016

31/08/2016
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#

MUESTRA

11

12

13

14

15
16
17

18

19

20

21

22

23

24

25

CcODIGO

HERBARIO

PO11

P0O12

P0O13

P0O14

3224
3223
3207

3208

3209

3210
3211

3212

3213

3214

3215

LUGAR

Macas

Macas

Macas

Macas

Archidona
Misahualli

Misahualli

Tena

Tena

Tena

Tena

Tena

Archidona

Archidona

Archidona

PROVINCIA

Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago

Morona Santiago

Napo
Napo
Napo

Napo

Napo

Napo
Napo

Napo

Napo

Napo

Napo

DESCRIPCION

Calle Soasti, Arbol en una
esquina 13 m de altura 1064
msnm

omunidad Sevilla Don Bosco,
misién Salesiana, arbol 1
Esquina 9m

omunidad Sevilla Don Bosco,
misién Salesiana, arbol 2, 997
msnm

omunidad Sevilla Don Bosco,
mision Salesiana, arbol 3, 993
msnm

Casa

Parque del Tena, 406 msnm

Parque del Tena, Malecén
occidental 406 msnm

Puente Archidona- Tena arboll
Puente Archidona- Tena arbol2

Ikiam

En una casa

Parque central, arbol 1

Parque central, arbol 2

COORDENADAS UTM

17 M 0820870 /9745972

17 M 0822427/9744485

17 M 0822395 /9744483

17 M 0822411/9744486

18 M 187770/ 990077
18 M 293196/ 9886039
18 M 186588 9890288

18 M 202802 9888611

18 M 202802 9888611

18 M 186746 9890347

18 M 186746 9890347

18 M 182970 9890648

18 M 187770 / 990077

18 M 187749 9900243

18 M 187743 9900255

FECHA DE

RECOLECCION

31/08/2016

31/08/2016

31/08/2016

31/08/2016

30/06/2015
21/07/2015
24/03/2016

24/03/2016

24/03/2016

24/03/2016

24/03/2016

24/03/2016

24/03/2016

24/03/2016

24/03/2016
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#

MUESTRA

26
27

28

29

30

31

32
33
34
35
36
37

38

CODIGO
HERBARIO

3222
3202

3203
3204
3205

3206

3220
3216 B
3217B
3218B
3219B

3221

P015

LUGAR

Puerto Orellana

Coca
Coca
Coca

Coca

Cavernas del
Coca

Puyo
Puyo
Puyo
Puyo
Puyo
Palanda Canela

La Canela

PROVINCIA

Orellana

Orellana
Orellana
Orellana
Orellana

Orellana

Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Zamora Chinchipe

Zamora Chinchipe

DESCRIPCION

arbol 1 (3 metros, plantado por
semillero)

arbol 2 (3 metros, plantado por
semillero)

Nuevo Parque Central del
Coca, 261.5 msnm (&rbol 1)
Nuevo Parque Central del
Coca, 261.5 msnm (arbol 2)

Hojas traidas de la comunidad

Puyo Canelo
Parque central, arbol 1
Parque central, arbol 2
Parque central, arbol 3
Parque central, arbol 4

Arbol en una montafia de 7
metros de altura

COORDENADAS UTM

18 M 297844 / 9448216
18 M 277721/ 9948213

18 M 277721/ 9948213

18 M 279237/ 9947804

18 M 279237/ 9947804

18 M 260130 9935567

18 M 193309 / 9823423
18 M 166443 9835575
18 M 166492 9835550
18 M 166511 9835603
18 M 166446 9835636
17 M 0727761 / 94889343

17 M 0727761 / 94889343

FECHA DE
RECOLECCION

08/09/2015
23/03/2016

23/03/2016
23/03/2016
23/03/2016

24/03/2016

04/08/2015
24/03/2016
24/03/2016
24/03/2016
24/03/2016
25/08/2015

01/09/2016
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Anexo 2

Protocolo de amplificacion de las regiones de ADN

matK
Desnaturalizacion Desnaturalizacion Hibridacion Elongacion EX;?E:'IOn Conservacion
1 ciclo 35 ciclos 1
Tem(’?,eg)at”ra 94 94 55/ 53/52 72 72 40
e 2:00 0:30 0:30 0:40 5:00 w
(minutos)
RbcLa
Desnaturalizacion Desnaturalizacion Hibridacion Elongacion EX;?::I' on Conservacion
1 ciclo 35 ciclos 1
Tem(‘f.eg;"t“ra 94 94 55/50 72 72 40
Tiempo 2:00 0:30 0:30 0:40 5:00 w
(minutos)
psbA-trnH
Desnaturalizacion Desnaturalizacion Hibridacion Elongacion Exge::; O | Conservacién
1 ciclo 35 ciclos 1
Tem('?,ecr;"t”ra 9% 94 55/50 72 72 40
Tiempo 2:00 0:30 0:30 0:40 5:00 w
(minutos)
ITS leul- ITS 4
Desnaturalizacion Desnaturalizacion Hibridacion Elongacién EX}?::; O | Conservacién
1 ciclo 35 ciclos 1
Tem(‘f,ecr;"t“ra 94 94 51/53 72 72 4.0
Tiempo 2:00 0:30 0:30 0:40 5:00 w
(minutos)

Nota: Protocolo de amplificacién con temperatura y tiempo para PCR convencional
Fuente: ( (Thermo Fisher Scientific, 2016a)
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Anexo 3

Tabla del Blastn de las muestras

# Query Length Description Query cover ldentity Reference
1D matK 895 NeCtagg[g Sgé r%[i’:l\l\slgc}ge?::](r:is()ﬁ-c::)Iizs(tmatK) 94% 100% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi
2D matK 902 Nectar;c;;i Sgél’]:[iQgg;ge?f;ygisoelgg?z;[matm 94% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi
3D matK 856 Nectar;c;;i Sgélfl:[i’abil\slsq]ﬁe:]n:etygis()el-c::)lizsg;matK) 99% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
4D matK 859 Nectar;g;z SSééiglzgc}Se?ngSoelg;)ITZs(tmatK) 99% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
5D matK 859 Nectag(:rr]z Sgééigzlgége?;:_ugﬁ:g?gs(tmatK) 99% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
6D matK 845 Nectar;:;z Sgér%[i;,;ﬁ;ge?:&gﬁg:;lizs(tmatK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
7D matK 851 Nectagi;z Sgér%[iI:i,;ls(qlge?:oatyfr;%ﬁ;;ﬁz;tmatK) 99% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
8D matK 845 Nectagi;z Sgééi':izls;ge?:(:ygﬁg:)lizs(tmatK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
9D matK 855 Nectagg:z Sgééigzlgége?:;_ugﬁg;)lizs(tmatK) 99% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
11D matK 857 Nectaggi Sgér%[i':il\slgqlge?f:jg%elg:)lTZs(tmatK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
12D matK 860 Nectaggi Sgér%[i':il\slgége?j:jg%elg;)lizs(tmatK) 99% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
13D matK 847 Nectagg:; Sgér%[i';Ts;ger:fgygiﬁgggs(tmatK) 96% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
14D matK 812 Nectar;](::; SgééigggégewféygﬁﬁgLlizs(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi
17A matK 813 Nectar;](::; Sgellr]{i’abl\l\s.lgé]l-l?err?(:aety:;s(ﬁ-(:;)ITZS(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
18A matK 800 Nectag(grr]z Sgéé@tf;&?g%f;ggigs(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Nectandra sp. 1 AN410 maturase-like (matK)

19A matK 727 gene, partial sequence: choloplast 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
20A matk 850 Necmgg;z Sgé rltiQifjfe?féf’iﬁ}!})'iisﬂmat*(’ 99% 99% https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
21A matK 849 Nectagg;f; Sgér%[i':l\l\sl:cigerr?:etytr;zelg;Jlizs(tmatK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
22A matK 782 NeCtag‘é;‘z Sgé rltig'\s'gél?e;”:;_“gzel:L‘Tgs(tmatK) 100% 100% https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
23A matK 811 Nectag(:rr]z Sgééigzlgége?;:_ugﬁgg?gs(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
24A matK 821 Nectag(:rr]z Sgééigzlgége?;:_ugﬁgg?gs(tmatK) 99% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
25A matK 762 Nectag(:rr]z Sgér%[i;Eg;ge?:ggﬁ;g:ématK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
26A matK 820 Nectag(:rr]z Sgééigzlgége?;:_ugﬁgg?gs(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
27A matK 778 Nectar;(:rr]z Sgér%[igtlscige?:?gﬁg:Jlizs(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
28A matK 807 Nectag(:;zz Sgééigzlgége?::{iﬁg;)lizs(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
29A matK 778 Nectagg;ae Sgér%[i':il\sfége?f:jg%elg:)iizs(tmatK) 100% 100% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
30A matkK 852 Nectagg;ae Sgér%[igtlg;gewfgygisoel_ol:)kkis&matK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
31A matk 797 Nectagg;ae Sgér%[i':il\sfége?f:jg%elg:)iizs(tmatK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
32A matkK 793 Nectagg;ae Sgér%[i':il\sfége?f:jg%elg:)iizs(tmatK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
33A matkK 858 Nectar;g;z Sgééigzlgége?:et%?ﬁ:gizs(tmatK) 99% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
34A matK 809 Nectar;(;;z Sgellr%[il:l\l\s,lgfégerr?:etygs()el-c:IpITZs(tmatK) 100% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
35A matk 826 Nectandra sp. 1 AN410 maturase-like (matk) 100% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_9931066

gene, partial sequence; choloplast
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36A matK

784

Nectandra sp. 1 AN410 maturase-like (matK)
gene, partial sequence; choloplast

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

1A rbcLa

564

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

2A rbclLa

572

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

99%

100%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

3ArbcLa

565

Ocotea quixos voucher COAH:81083 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

4A rbcLa

565

Ocotea quixos voucher COAH:81083 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

5A rbcLa

524

Ocotea quixos voucher COAH:81083 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

6A rbcLa

565

Ocotea quixos voucher COAH:81083 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

7A rbcLa

565

Ocotea quixos voucher COAH:81083 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

8A rbcLa

540

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

540

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

9A rbcLa

565

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

565

Ocotea quixos voucher COAH:81063 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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10A rbcLa

563

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

563

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

11A rbcLa

521

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

521

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

13A rbcLa

566

Ocotea quixos voucher COAH:81063 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

14A rbcLa

567

Ocotea quixos voucher COAH:81083 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

16A rbcLa

389

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

389

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

17A rbcLa

563

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

563

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

18A rbcLa

504

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

504

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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19A rbcLa

564

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

564

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

20A rbcLa

519

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

99%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

519

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

99%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

21A rbcLa

510

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

510

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

22A rbcLa

556

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

556

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

23A rbcLa

564

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

564

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

24A rbcLa

507

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

507

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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25A rbcLa

559

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

559

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

26A rbcLa

562

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

562

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

27A rbcLa

564

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

564

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

28A rbcLa

507

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

98%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

507

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

98%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

30A rbcLa

567

Ocotea quixos voucher COAH:81083 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

31A rbcLa

559

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

559

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

33A rbcLa

560

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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34A rbcLa

560

565

565

Ocotea cymbarum voucher COAH:66878

Ocotea quixos voucher COAH:81062 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast

100%

100%

1B psbA-
trnH

ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
large subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast
Ocotea quixos voucher COAH:81063 ribulose-
1,5-bisphospahte carboxylase/oxygenase large

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

2B psbA-trnH

488

subunit (rbcL) gene, partial cds; choloplast
Ocotea purpurea voucher Lundell 21170 PsbA
(psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3B psbA-trnH

494

spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)
gene, partial sequence; chloroplast
Ocotea quixos choloplast psbA-trnH intergenic
spacer region

99%

97%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

5B psbA-trnH

433

Ocotea moschata photosystem Il protein D1
(psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic

96%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

499

spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)
gene, partial sequence; chloroplast
Ocotea botrantha vouvher s.n. PsbA (psbA)

99%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

6B psbA-trnH

498

gene, partial cds; psbA-trnH intergenic spacer,
complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene,

partial sequence; chloroplast
Ocotea botrantha voucher Wernisch s.n. PshA

97%

98%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

7B psbA-trnH

498

(psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic
spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)

gene, partial sequence; chloroplast
Ocotea botrantha voucher Wernisch s.n. PshA

97%

98%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

8B psbA-trnH

9B psbA-trnH

441

spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)

(psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic

gene, partial sequence; chloroplast
Ocotea cuneata voucher 1079133346 PsbA

97%

98%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

489

9psbA) gene, partial cds; and psbA-trnH

intergenic spacer, complete sequence; chloroplast
Ocotea purpurea voucher Lundell 21170 PsbA

97%

99%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

(psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic

75

98%

98%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)
gene, partial sequence; chloroplast

10B psbA-

Ocotea cuneata voucher 1079133346 PsbA

trnH 440 9pshbA) gene, partial cds; and psbA-trnH 97% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
intergenic spacer, complete sequence; chloroplast
11?”r]J|s_|bA- 1078 Ocotea quixos ch;g;%rélrars;gp;ztr)]A-trnH Intergenic 44% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
12B psbA- . i . . .
trnH 573 Ocotea quixos 95% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
Ocotea botrantha voucher Wernisch s.n. PshA
13B psbA- (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic 0 0 i . . .
trnH 496 spacer, complete sequence; and tRNA-His (tmH) 98% 98% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi
gene, partial sequence; chloroplast
Ocotea purpurea voucher Lundell 21170 PsbA
14B psbA- (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic 0 0 i . . .
trnH 495 spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) 97% 98% https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi
gene, partial sequence; chloroplast
16'?}£|S_|bA' 506 Ocotea quixos chlg;izlrarségpizaA-trnH Intergenic 95% 98% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Ocotea purpurea voucher Lundell 21170 PsbA
17A psbA- (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic 0 0 ) . . .
trnH 500 spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) 97% 97% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
gene, partial sequence; chloroplast
Ocotea botrantha voucher Wernisch s.n. PshA
18A psbA- (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic 0 0 i . . .
trnH 504 spacer, complete sequence; and tRNA-His (tmH) 96% 98% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi
gene, partial sequence; chloroplast
19'?}2;%_ 497 Ocotea quixos ch;g;(():zlrars;gpizt;A-trnH Intergenic 95% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
Ocotea purpurea voucher Lundell 21170 PsbA
20A psbA- (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic 0 0 . . . .
trnH 494 spacer, complete sequence; and tRNA-His (trmH) 98% 98% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi
gene, partial sequence; chloroplast
21A psbA- Ocotea purpurea voucher Lundell 21170 PsbA 0 0 ) . . .
trnH 492 (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic 98% 98% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH)
gene, partial sequence; chloroplast

22'?;,£|S_|bA_ 497 Ocotea quixos ch;g;%pélrars;gpzzaA-th Intergenic 95% 98% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
28 rﬁﬁbA’ 505 Ocotea quixos Chlg;%ﬂa:gpiza/*'tr““ intergenic 9506 99% https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
24'?}£|s_|bA' 501 Ocotea quixos chlg;%zlrars;gpizt;A—trnH Intergenic 95% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi
25A psbA- Lindera benzoin voucher SERC-1076419278

trr?H 467 trnH-psbA intergenic spacer, partial sequence; 96% 95% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

choroplast

26’32?_'%' 505 Ocotea quixos ch;g;izlrars;gpizt:]A—trnH Intergenic 95% 99% https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
27'3&5_'%' 504 Ocotea quixos ch;g;izlrars;gpizt:]A—trnH Intergenic 95% 99% https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Zgﬁﬁls_'bA' 488 Ocotea quixos ch;g;izlrars;gpizt:]A—trnH Intergenic 97% 99% https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Zgﬁﬁsz' 496 Ocotea quixos chlg;tzr;lrarségﬁzaA—trnH Intergenic 95% 99% https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Boﬁﬁl‘:bA' 505 Ocotea quixos chlg;izlrarségpiz?]A—trnH Intergenic 95% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi
Bl'gﬁf_'bA' 422 Ocotea quixos chlg;izlrarség;)izaA—trnH Intergenic 98% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
32A psbA- Ocotea cuneata voucher 1079133346 PsbA

trr?H 401 (psbA) gene, partial cds; and psbA-trnH 98% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

intergenic spacer, complete sequence; chloroplast
Ocotea purpurea voucher Lundell 21170 PsbA

33A psbA- (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic 0 0 . . . .

trnH 474 spacer, complete sequence; and tRNA-His (trnH) 100% 97% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

gene, partial sequence; chloroplast

34A DSbA- Lauraceae sp. MAG2009 voucher NL 110192

trrF:H 402 PsbA (psbA) gene, partial cds; and psbA- 99% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

trnHintergenic spacer, partial sequence choroplast
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35A psbA-
trnH

330

Ocotea cuneata voucher 1079133346 PsbA
(psbA) gene, partial cds; and psbA-trnH
intergenic spacer, complete sequence; chloroplast

97%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

36A psbA-
trnH

445

Lindera benzoin voucher SERC-1076419278
trnH-psbA intergenic spacer, partial sequence;
choroplast

99%

95%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

1CITS

405

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

71%

96%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

2CITS

734

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

99%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3CITS

495

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

4CITS

671

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

98%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

5CITS

683

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

90%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

6C ITS

460

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

99%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cg
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9C ITS

507

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

10C ITS

611

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

61%

99%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

11CITS

627

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

13C ITS

694

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

89%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3204 ITS

593

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3205 ITS

712

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3206 ITS

647

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

94%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3207 ITS

559

ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer

RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8

2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

99%

3209 ITS

709

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

100%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

32111TS

620

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

32121ITS

513

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,

partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,

internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA

gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

86%

94%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3213 ITS

719

Uncultured eukaryote clone CMH360 18S
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
1, 5.8 ribosomal RNA gene, internal transcribed
spacer 2, 28S ribosomal RNA gene, and 45S
rDNA intergenic spacer, partial sequence

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3214 ITS

709

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

32151TS

701

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8

ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer

2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA

intergenic spacer, complete sequence

100%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3216 ITS

591

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

100%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3217 ITS

678

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

89%

99%

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

3219 1TS

512

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

95%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3220 ITS

359

Brassica oleraceae var. capitata 18S ribosomal
RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 45S rDNA
intergenic spacer, complete sequence

99%

100%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3221 1TS

668

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

91%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3223 1TS

641

Ocotea quixos internal trnascribed spacer 1,
partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene,
internal transcribed spacer 2, 26S ribosomal RNA
gene, and 26S rDNA intergenic spacer, partial
sequence

95%

99%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3224 ITS

542

Tripodanthus belmirensis voucher Nickrent 5050
internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8
ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer
2, 26S ribosomal RNA gene, and 26S rDNA
intergenic spacer, partial sequence

99%

92%

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Anexo 4

Regiones de ADN
. Numero de Numero_de Longitud Coeficiente Numero de
Regiones  Muestras Secuencias . de o
muestras media . sitios
de ADN ADN amplificadas €onsenso (ob) conservacion olimérficos
P obtenidas P de secuencias P
matK 38 35 32 890.3 0.99 3
RbcLa 38 35 32 613.45 0.99 3
psbA-trnH 38 35 34 535.48 0.952 24
ITS 38 35 28 777.00 0.298 428

Nota: Datos obtenidos del programa MEGA7
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