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“Hay hombres que luchan un dia y son buenos.
Hay otros que luchan un afio y son mejores. Hay
quienes luchan muchos afios y son muy buenos.
Pero hay los que luchan toda la vida: esos son los
imprescindibles™

Bertolt Brecht

*“Si te sirve de algo nunca es demasiado tarde, o
en mi caso demasiado pronto para ser quien
quieras ser, no hay limite en el tiempo, empieza
cuando quieras, puedes cambiar o no hacerlo, no
hay normas al respecto, de todo podemos sacar
una lectura positiva o negativa, espero que td
saques la positiva, espero que veas cosas que te
sorprendan, espero que sientas cosas que nunca
hayas sentido, espero que conozcas a personas
con otro punto de vista, espero que vivas una
vida de la que te sientas orgulloso y si vez que no
es asi espero que tengas la fortaleza para
empezar de nuevo”

“El curioso caso de Benjamin Button” - Eric
Roth
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RESUMEN

Algunas especies del género Oenothera, cominmente conocidas en Peri como “Yawar
Chon’ga” o “Chupa Sangre”, destacan por sus propiedades medicinales anti-
inflamatorias, conferidas por el alto contenido de principios activos que poseen.
Estudios a nivel molecular son necesarios para determinar la influencia que dichos
principios activos tienen en la salud; sin embargo, la extraccion y amplificacion del
ADN de esta especie aun presentan varias limitaciones debido a su alto contenido de
polifenoles y polisacaridos, y a los elevados costos que representan la compra de kits
comerciales, siendo este paso imprescindible para realizar estudios moleculares. Esta
investigacion tuvo por objetivo la estandarizacion de una técnica de extraccion de ADN
y un sistema de amplificacion PCR-SSR para Oenothera rosea, Oenothera multicaulis y
Oenothera tetrdptera. Se evaluo el efecto de diferentes técnicas de conservacion del
material vegetal y de extraccion de ADN. La técnica de conservacion en fresco, que
almacena el material vegetal entre -70°C y -80°C sin ningun reactivo de conservacion,
preservo mejor la integridad de las tres especies estudiadas. Mediante la amplificacion
de primers microsatélites (SSR) se demostré que los mejores resultados respecto a
concentracion, pureza y calidad del ADN extraido se obtuvieron con la técnica de

extraccion N° 3, la cual utiliza dos concentraciones de CTAB (2X y 10X) y evita el uso
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de nitrogeno liquido en la trituracion. La técnica estandarizada en este trabajo representa
una alternativa rapida, eficiente y econdémica, permitiendo una Optima extraccion y
disminuyendo los costos hasta en 46.11% en comparacion con el kit comercial usado
como control. Asimismo, se llevd a cabo la estandarizacion de nueve pares de primers
microsatélites (SSR) para las tres especies de Oenothera estudiadas. Asi de este modo el
trabajo sienta las bases para futuras investigaciones en genética poblacional y estudios a
nivel molecular para especies del género Oenothera y a su vez, para otras especies que

presenten altos contenidos de metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

Some species of the genus Oenothera, commonly known as “Yawar Chon'ga” or
“Chupa Sangre” in Peru, are well recognized because of its inflammatory medicinal
properties, conferred by the high content of active compounds they possess. Molecular
studies are needed to determine the influence that these active compounds have on the
health; however, the extraction and amplification of the ADN of this species still have
several limitations due to its high content of polyphenols and polysaccharides, and also
due to the high costs of the commercial kits, since this step essential for molecular
studies. This research aimed at the standardization of ADN extraction technique and
PCR-SSR amplification system for Oenothera rosea, Oenothera multicaulis and
Oenothera tetraptera. The effect of different conservation techniques and ADN
extraction was evaluated. Fresh preservation technique, which stores the plant material
between -70 and -80 °C without any reagent conservation, better preserved the integrity
of all the studied species. According to the microsatellite primers amplification, it was
demonstrated that the best results related to the extracted ADN concentration, purity and
quality were obtained with extraction technique N° 3, which uses two different
concentrations of CTAB (2X and 10X) and avoids the use of liquid nitrogen for the
grinding. The standardized technique in this research represents a fast, efficient and

economical alternative to obtain an optimum extraction and reduce the costs by up to

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE 2%, UNNERSIDAR

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

46.11% compared with the commercial kit used as control. Furthermore, the
standardization of nine microsatellite primer pairs (SSR) was conducted for the three
studied Oenothera species. This work provides the basis for future research on
population genetics and molecular studies of the species of the genus Oenothera and
also for other species with high levels of secondary metabolites.
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ABREVIATURAS
°C: Grados centigrados
ul: Microlitro
pmol: Micromol
Abs: Absorbancia
ANOVA: Anélisis de Varianza
aprox.: Aproximadamente
EE: Error estandar de la media
ar: Gramo
mg. Miligramo
kg: Kilogramo
L: Litro
M: Molar
MilliQ: Agua ultra-pura
min.: Minuto
ml: Mililitro
mM: Milimolar
msnm: Metros sobre el nivel del mar
pH: Potencial de Hidrogeniones
RPM: Revoluciones por minuto
ha: Hectarea.
cm.: Centimetros
PGEL: Prostaglandina E1
AINEs: Antiinflamatorios no esteroides
GLA: Acido gamma linolénico.
Ta: Temperatura de anilamiento.
ADN: Acido Desoxirribonucleico.
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CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio.
NaCl: Cloruro de Sodio

SSR: Marcadores moleculares microsatélites.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
ARN: Acido ribonucleico.

uv: Ultravioleta.

GPS: Sistema de posicionamiento global.
PVP: Polivinilpirrolidona.

NaOH: Hidroxido de Sodio.

HCI: Acido clorhidrico.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
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1.1 INTRODUCCION

Las plantas medicinales desde tiempos remotos son empleadas para aliviar los
males que aquejan a la humanidad, por lo cual consideradas un recurso, cuyas parte
0 extractos se emplean como drogas en el tratamiento de algunas afecciones. Por
esto las plantas medicinales no constituyen una casualidad, sino que fueron una
creacion para el bien del hombre y que estos medios tan sencillos y naturales son

usados con fe por nuestros antepasados desde hace miles de afios.

Hoy en dia la medicina tradicional ha tomado una gran importancia como una
forma alternativa para poder tratar las diferentes enfermedades que aquejan a
nuestra sociedad, es por eso, que ahora la ciencia estudia diferentes plantas
medicinales para poder obtener informacion importante para el descubrimiento de
nuevos tratamientos y medicamentos. En América y en especial en el Peri que es
un pais megadiverso, poseen un banco de plantas medicinales que no han sido
investigadas aun y en cuyos principios activos podria encontrarse tratamientos para
enfermedades actuales o venideras.

Es por todo esto, que la medicina moderna, esta realizando investigacion en
diferentes especies medicinales nativas, para la identificacion de los principales
principios activos de cada una de estas especies y la evaluacion de su actividad
medicinal. Dentro de esto los estudios moleculares, realizan trabajos para la
identificacién de los genes involucrados en las rutas metabdlicas que sintetizan
dichos principios activos, siendo estos estudios muchas veces dificultosos y
costosos, ya que se requieren de métodos muy complicados para poder realizar la
extraccion del material genético a ser evaluado, lo que en nuestro pais muchas
veces imposibilita a los investigadores para poder realizar trabajos a este nivel.

Una de estas plantas medicinales oriundas del Peru es el género Oenothera, que en

nuestro pais es cominmente conocida como “Chupa Sangre” 6 “Yawar Chon’ga”,

pertenece a la familia de las Onagraceae, teniendo aproximadamente 125 especies
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de hierbas anuales, bienales y perennes a nivel mundial. En el Peru existen varias
de estas especies en diferentes regiones y altitudes, las cuales son usadas por sus
propiedades medicinales para contrarrestar diferentes enfermedades, siendo

importante por su gran aporte como farmaco natural.

Ya que los estudios moleculares son esenciales para analizar el perfil quimico de
las plantas medicinales (Jude, et al., 2009 y Tan et al., 2009), la extraccion de ADN
es el primer y principal paso para realizar estudios en la biotecnologia molecular.

Por lo tanto, algunas plantas medicinales que habitan en zonas con alta elevacion
geografica como es el caso del género Yawar Chon’ga (Oenothera), poseen altos
contenidos de metabolitos secundarios, que dificultan la extraccion del ADN para
la realizacion de estudios moleculares, es por eso que se usan métodos de
extraccion muy tediosos y costosos, debido a que no existe un método de
extraccion alternativo que sea rapido, a bajo costo y con un alto rendimiento de

extraccion.

1.2 HIPOTESIS

Dado que la extraccion de ADN en plantas medicinales es complicada y costosa por
la presencia de metabolitos secundarios tales como polifenoles, polisacaridos, etc.;
que sintetizan e impiden la realizacion de analisis moleculares en dichas plantas, es
probable, que mediante la modificacion de protocolos de extraccion de ADN
tradicionales se pueda obtener un protocolo rapido, de bajo costo y alto rendimiento,

para la extraccion de especies de Oenothera.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Realizar la estandarizacion de una técnica de extraccion de ADN y un sistema de
amplificacion PCR-SSR para Oenothera rosea (Chupa sangre), Oenothera
multicaulis (Chupa sangre de puna) y Oenothera tetraptera (Chupa sangre

gigante).

1.3.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de la conservacion del material vegetal para la extraccion
de ADN de las tres especies de Oenothera a estudiar.

e Estandarizar una metodologia para la extraccion de ADN de las muestras
recolectadas.

e Evaluar por medio de una amplificacion por PCR la calidad de ADN
obtenido por las técnicas de extraccion.

e Estandarizar un sistema de amplificacion para marcadores moleculares
microsatélites (SSR) especificos de Oenothera.

e Realizar un andlisis de costos para determinar el método de extraccion mas

economico y de alta eficiencia.

1.4 JUSTIFICACION

Desde hace miles de afios, las sociedades han empleado las plantas medicinales con
maltiples fines, que van desde tratamiento de belleza, terapéuticos y medicinales
(Mann, 1995), por lo que en la actualidad la investigacion en el campo de la
Fitoterapia y la Medicina Tradicional son tematicas importantes en el Per(, pais de

inmensa riqueza en plantas medicinales, tanto domesticadas como silvestres con
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potencial farmacoldgico. Hay muchas otras especies de plantas domésticas que aun
no han sido estudiadas y que pueden tener un potencial fitoterapéutico a futuro,
(Mendiola, 2009).

Las plantas medicinales elaboran en su metabolismo una serie de sustancias que
van a tener diferentes intereses en funcion de su utilidad, a estas se les denomina
principios activos los cuales son en general metabolitos secundarios, encontrando

dentro de estas al género Oentohera.

Dentro de la familia de las Onagraceae, la Oenothera es considerada un género de
vital importancia ya que se tiene evidencia de sus grandes virtudes medicinales para
el tratamiento de diversas enfermedades degenerativas (esclerosis maltiple, artritis
reumatoide, esquizofrenia, diabetes, Osteoporosis, Asma, etc.), menopausia y
otros, (Natural Standard Monografia, 2010), siendo comprobados cientificamente
algunos de los tratamientos mencionados.

Por todo lo indicado, se considera que estandarizar el protocolo de extraccion de
ADN para el género Oenothera, es un paso fundamental para poder realizar
estudios moleculares en esta especie que posee propiedades medicinales
beneficiosas, realizando con esta investigacion un trabajo de ciencia basica con la
finalidad de impulsar con esta investigacion futuros trabajos en ciencia aplicada con
esta especie.

1.5 VARIABLES
1.5.1 Variables Independientes
e Genotipo de Oenothera.(Oenothera rosea, Oenothera multicaulis vy
Oenothera tetraptera)

e Conservacion del material vegetal (Conservacién con silica gel y
Conservacion en fresco).
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e Técnicas de extraccion de ADN.

e Protocolos de amplificacion (PCR).

1.5.2 Variables Dependientes

e Concentracion de material genético (ADN) (ng/ul).
e Calidad del material genético (ADN) (Relacion de absorbancia 260/280 y
260/230).

1.6 ANTECEDENTES

La Oenothera comunmente Illamada Yawar Chon’ga (Yawar ch’onga que en
espafiol significa chupa sangre), que pertenece a la familia de las onagraceae, es
una especie que ha sido usada desde nuestros antepasados ya que sus plantas y sus
semillas fueron utilizadas en infusion en agua caliente para curar heridas,

problemas cutaneos, enfermedades severas e incluso el asma.

La Oenothera de la familia de las Oenograceae, se encuentra registrada en el
“Missouri Botanical Garden” que cuenta con una identificacion botanica de
diversas especies de este género distribuidas en el mundo, permitiendo establecer
un numero de 29 especies que habitan en el territorio peruano, (Missouri Botanical
Garden, 2013). Entre las especies mas estudiadas de este género, se encuentran
Oenothera biennis con hébitat en los Estados Unidos, Canada, México, etc. (USDA
NRCS National Data Center, 2001)y Oenothera Rosea con habitat en Estados
Unidos, Canada, México, Peru, entre otros (Missouri Botanical Garden, 2013).

Teniendo adicionalmente estudios moleculares, de aislamiento y de caracterizacion
de microsatélites en Oenothera biennis, para lo cual se han desarrollado nueve

microsatélites para Oenothera biennis, (Larson, Bogdanowicz, Agrawal, Johnson,
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& Harrison, 2008) , asi como también un sistema de marcadores moleculares para
la genética de Oenothera, (Rauwolf, Golczyk, et al., 2008), del mismo modo se han
encontrado resultados muy favorables de su accion anti-inflamatoria en los
extractos metabdlicos de Oenothera Rosea, (Marquez Flores, et al., 2009), efecto
favorable para el tratamiento de Artritis Reumatoidea de Oenothera biennis
(Soeken, et al., 2002), actividades anti-tumorales en los contenidos fendlicos de
acido fdlico de Oenothera biennis (Pellegrina, et al., 2005) , y efecto antiagregante
plaquetario del extracto etandlico de Oenothera rosea (Diaz Porras, et al., 2011),
dando paso de esta manera, a un campo abierto de investigacion ya que las demas
especies de este género han sido escasamente estudiadas.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

) :
TESIS UCSM <2 DE SANTA MARIA

2.1. OENOTHERA

2.1.1 Generalidades

La familia de las onagraceas comprende unas 700 especies de plantas anuales
esparcidas en todo el mundo, son plantas dicotiledoneas, dialipétalas; siendo
principalmente hierbas, pero también hay arbustos y arboles. Esta comprendido
por 20 géneros; los mas importantes son: Fuchsia, Oenothera, Circacea,
Epilobium y Ludwigra (Salerno, 2011).

Oenothera, comunmente llamada onagra, es un género de aproximadamente 125
especies de hierbas anuales, bienales y perennes, llamada erréneamente primula,
por confusién con el inglés “primrose”. La planta y sus semillas han sido usadas
por los indios americanos durante siglos. Usaban la planta como infusion en
agua caliente para curar heridas, problemas cutaneos e incluso el asma (Salerno,
2011).

Algunas especies de Oenothera, se pueden encontrar en cualquier corriente,
suelo seco, jardin bien drenado, en un espacio abierto que es soleado a
parcialmente sombreados. Muchos son bastante resistentes a la sequia (Missouri
Botanical Garden, 2013).

2.1.2 Clasificacién
Oenothera es uno de los géneros mas grandes de la familia de las Onagréaceas,
que presenta 125 especies distribuidas por todo el mundo (Missouri Botanical

Garden, 2013). La clasificacion taxonomica se encuentra detallada en la Tabla 1

a continuacion:
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Tabla 1. Clasificacién Taxondmica de Oenothera.

Clasificacion Taxonémica para Oenothera

Reino : Plantae
Subreino : Tracheobionta
Superdivisién de plantas : Spermatophyta
vasculares

Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnolopsida
Subclase de dicotiledoneas : Rosidae

Orden : Myrtales
Familia : Onagraceae
Género : Oenothera

Fuente: (Missouri Botanical Garden, 2013)

2.1.3 Distribucion

Oenothera es un género de especies anuales, bienales y perennes, plantas con
flores herbaceas, encontradas en América del norte y del sur, Europa, Oceania,
Africa y Asia (Missouri Botanical Garden, 2013). Un numero de miembros
permanentes del género son cominmente encontrados en América del norte,
América del Sur y en algunos lugares de Europa, en climas templados; la
podemos encontrar a finales de primavera hasta principios del verano. En la
Figura 1 puede observarse la distribucion de esta especie en el mundo.
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Figura 1. Distribucion de cultivos de Oenothera en el mundo.

Fuente: (Discover Life, 2013)

2.1.3.1 Distribucion en América Latina.

Oenothera se encuentra distribuido muy ampliamente en todo América
Latina, encontrandose en América del norte en todo Estados Unidos y
México, siendo las méas importantes Oenothera bienis, Oenothera rosea,
Oenothera caespitosa, Oenothera berlanderii y Oenothera stubbei, del
mismo modo se encuentra distribuido en América del Sur encontrando

especies de Oenothera en Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Chile,
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Argentina, Uruguay, Paraguay y Brasil, siendo las especies mas importantes
Oenothera biennis, Oenothera rosea (Missouri Botanical Garden, 2013). En

la Figura 2 puede observarse la distribucion de esta especie en América
Latina.

AMERICA
DEL NORTE

AMERICA DEL
SUR

\J

Figura 2. Distribucién de cultivos de Oenothera en América Latina.

Fuente: (Discover Life, 2013)
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2.1.3.2 Distribucién en el Perd.

Oenothera se encuentra 19 especies las cuales se encuentran distribuidas en
varios departamentos del Perd, encontrandose en mayor volumen en Puno,
Lima, Cusco y Arequipa; entre las especies encontrados tenemos Oenothera
rosea, Oenothera multicaulis, Oenothera tetraptera, Oenothera verisicolor,
Oenothera nana, entre otras. (Missouri Botanical Garden, 2013), En la

Figura 3 'y 4 se puede observarse la distribucion de esta especie en Per.

Figura 3. Distribucion de cultivos de Oenothera en el Perd.

Fuente: (Discover Life, 2013)
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Figura 4. Distribucion de especies de Oenothera del Peru por departamentos.

Fuentes: (Missouri Botanical Garden, 2013 y Microsoft Excel 2010)

2.1.4 Habitat

Oenothera, es una planta no muy exigente para crecer, es decir, que aparece en
forma silvestre junto a rutas, caminos y cultivos. Crece en terrenos baldios,

suelos arenosos, pedregosos, y secos con abundante sol y bosques abiertos,

(Missouri Botanical Garden, 2013).

2.1.5 Composicion Fitoquimica.

2.1.5.1 Semillas

Contienen acido linoleico (&cido cis-linoleico) (65-80%) y acido gamma
linolénico (GLA, cis-g-linolénico) (8-14%), ambos &cidos grasos esenciales
debido a que nuestro organismo no es capaz de producirlos y es por eso que
deben estar incluidos en la alimentacion diaria. También acido oleico (6—
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11%), é&cido palmitico (7-10%) y é&cido estéarico (1.5-3.5%), é&cido
aspartico y glutdmico. Otros constituyentes incluyen esteroles, como
campestrol y beta sitosterol, y alcoholes triterpénicos. En la Figura 5 se

puede ver las estructuras quimicas de estos compuestos.

En 1 ml. de aceite, también contienen aminoacidos (arginina , cistina,
fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, prolina, lisina, treonina,
tirosina y valina), minerales ( potasio, magnesio, manganeso, cobre, boro,
hierro, nitrégeno, zinc, calcio y fésforo) y fibra ( celulosa y lignina)
encontramos entre 80 y 100 mg de GLA, (Salerno, 2011).

HaC %1 1 3 6 4 2 OH
ACIDO LINOLEICO
eis, ¢is-9, 1 2-octadecadienoic acid
[i = sitosterol
17 15 1312 10 9 7 [ 4 2 o
Ca W W S W L ‘/
Hac' 16 14 1 a 5 3
18 OH
GLA, cis-g-lmolmico
all-cis-6,9, 1 2-octadecatrienoic acid H3C
CH,
2 4 [ 8 11 13 15 17 OH
TR S gl A gL N o W o P
HiC 3 5 7 9 m 12 14 16 ]18
1 0 HO Campesterol
ACIDO OLEICO
acido cis-9-octadecenoico

Figura 5. Estructura quimica de compuestos encontrados en semillas de
Oenothera.

Fuente: (Salerno, 2011; NCBI, 2013 y ABC-Labs, 2012)
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2.1.5.2 Hojas

Contienen acido cafeico, elagico y p-cumarico; vitamina C; calcio, fosforo y
fibra (celulosa y lignina). La parte aérea contiene flavonoides, alcaloides,
quinonas, saponinas, fenoles, y taninos, (Salerno, 2011; Gonzales Bellido, et
al., 2001; Diaz Porras, et al., 2011). En la Figura 6 se puede ver las

estructuras quimicas de estos compuestos.

Estructura general de los

Estructura general de los

Isoflavonoides Neoflavonoides
CH:CH - COOH CH:CH - COOH
CH:CH - COOH
OCH3
g OH OH
Acido Cindmico Acido p-cumérico Acido Fertlico

Figura 6. Estructura quimica de compuestos encontrados en hojas de Oenothera.

Fuente: (Salerno, 2011; NCBI, 2013 y ABC-Labs, 2012)

2.1.5.2 Raiz
Contienen taninos, constituidos por acido galico principalmente, (Salerno,

2011). En la Figura 7 se puede ver las estructuras quimicas de estos

compuestos.
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HO OH
OH
Acido Galico

Figura 7. Estructura quimica de compuestos encontrados en raices de Oenothera.

Fuente: (Salerno, 2011; NCBI, 2013 y ABC-Labs, 2012)

2.1.6 Taxonomia

Las especies varian en tamafio, desde pequefias plantas alpinas de 10 cm de alto
(por ejemplo, stubbei O. de México). Las hojas forman una roseta en la base a
nivel del suelo y en espiral hasta la floracion los tallos, las hojas son dentadas o
profundamente lobuladas (pinnatifidas). Las flores se abren por la tarde, y son de
color amarillo en la mayoria de las especies, pero blanco, morado, rosa o rojo en
unos pocos. La mayoria de las especies nativas del desierto son de color blanco.
La fragancia mechones por la noche-primavera de Oenothera caespitosa, una
especie del suroeste, en primer lugar flores blancas, pero se vuelve de color rosa

magenta o la luz (Berkeley, et al., 2013).
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2.1.7 Especies de Oenothera mas conocidas

Existe una especie que es ampliamente estudiada llamada Oenothera Biennis
conocida como Onagra y Oenothera Rosea conocida como Chupa sangre o
Hierba del golpe.

2.1.6.1 Oenothera biennis (Onagra).

La Oenothera Biennis L. u onagra comun, es una especie botanica de
planta herbacea bienal de 0,5 a 1 m de altura, perteneciente a la familia
de las onagracea, es nativa de Sudamérica y una planta de jardin muy
popular, que se ha naturalizado en Norteamérica, ciertas partes de Europa
y Asia. En la Tabla 2 se presenta una lista de denominacion incluyendo

las menos comunes.

Sus flores amarillo péalido se abren durante la tarde, de ahi su
denominacién de “onagra vespertina”. De las semillas de la onagra, tras
una primera presion en frio, se obtiene un escaso y valioso aceite
extremadamente rico en acidos grasos esenciales (AGE). La onagra
contiene principalmente &cido linoléico y é&cido gamma-linolénico
(AGL). Dichos acidos grasos se denominan esenciales porque nuestro
cuerpo no es capaz de producirlos por si mismo, por lo que
necesariamente deben ser incluidos cada dia en la alimentacion. El aceite
de esta planta se utiliza como analgésico durante la menstruacion
(eficacia, sin efectos secundarios adversos, de la onagra en el tratamiento

del sindrome premenstrual) (Salerno, 2011).
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Tabla 2. Denominaciones comunes y poco comunes de Oenothera Biennis

NOMBRE IDIOMA REGION/PAIS
Evening primrose Ingles Estados Unidos, Europa y Asia
Onagra Castellano Espafia, Estados unidos, México.
Primula Castellano México, Estados Unidos
Enothera Castellano Espafia
Hierba del Asno Castellano México, Espafa
Hierba del Vino Castellano Espafia
Enotera grona Catalan Espaia
Herba do Asno Gallego Espafia
Erramoa Vasco Espafa
Canarias Portugués Portugal
Erva-dos-Burros Portugués Portugal
Zacora - zacora Portugués Portugal

Fuentes: ( Missouri Botanical Garden, 2013; Real Jardin Botanico de
Madrid, 2010 y National Institute for Enviromental Studies, Japan, 2011)

2.1.6.2 Oenothera rosea (Chupasangre)

Oenothera rosea I’Hér. ex Ait., Crece en lugares abiertos y alterados,
desde el nivel del mar desde los 700 m de altitud. Probablemente de
origen en Mesoameérica; distribuido en América desde el suroeste de
Estados Unidos hasta Pert y Argentina, con una distribucion secundaria
en Europa, Asia, Africa y Oceania (CONABIO, 2009). En la Tabla 3 se

presenta una lista de denominaciones incluyendo las menos comunes.

Como requerimientos ecoldgicos crece a plena luz pero soporta sombra,

con una temperatura de piso colino principalmente, suelos himedos y
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secos (indicador de sequedad moderada), en suelos débilmente acidos pH

5.4 - 7.5y suelos ricos en nitrogeno (Asturnatura, 2013)

Planta anual o perenne de vida corta, con tallos erectos o procumbentes,
que alcanza los 50 cm. de altura y cubiertos por un pilosidad adpresa. Las
hojas alternas de 2 - 5 x 1 - 2 cm. son de obianceoladas a estrechamente
ovadas y las inferiores de sinuado - dentadas a pinnatifidas; carecen de
estipulas en base. Las flores se retinen en una inflorescencia bracteada, y

se mantienen erectas durante el bot6n; son actinomorfas y tetrameras.

El tubo del hipanto, de 0.4 - 0.8 cm. esta bien desarrollado; es cilindrico
y caduco. El céliz estd formado por 4 sépalos de 0.5 - 0.8 mm. de color
verdoso, no persistentes, que estan erectos en el boton floral. La corola
tiene 4 pétalos purpureos de 0.5 - 1 cm. el androceo consta de 8
estambres con lo filamentos de hasta 6 mm y el gineceo de un ovario de
1 - 1.5 cm. tetralocular, del que surge un estilo de hasta 1.2 cm que
finaliza en un estigma cuadrifido, con lobulos lineares que esta rodeado
por las anteras en la floracion. El fruto es un capsula de 1.5 - 2.5 cm.
claviforme que tiene 4 alas y 4 nervios engrosados alternos; en su interior
hay varias semillas sin anillo de pelos, de contorno eliptico o
redondeado, (CONABIO, 2009).
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Tabla 3. Denominaciones comunes y poco comunes de Oenothera rosea.

NOMBRE IDIOMA REGION/PAIS
Rose evening primrose Ingles Estado Unidos, Europa, Asia, Oceania
Pink evening primrose Ingles Estado Unidos, Europa, Asia, Oceania
Chupa sangre Espariol Peru
Yawar ch’onga Quechua Per(
Yerba del colico Espafiol México
Yerba del golpe Espariol México, Argentina.
Otomi Espariol México
Tenek Espariol México
Tepehua Espafiol México
Agua de azahar Espafiol México

Fuentes: (Missouri Botanical Garden, 2013 y CONABIO, 2009)

2.1.8 Especies de Oenothera nativas del Peru

2.1.8.1 Oenothera multicaulis (Chupasangre de Puna)

Oenothera multicallus se encuentra distribuido por varios paises de
América del sur, en zonas con altitudes entre los 3000 a 4000 m.s.n.m.,
que aparece entre los meses de diciembre a marzo (Missouri Botanical
Garden, 2013). En la Tabla 4 se presenta una lista de denominaciones

incluyendo las menos comunes.

Hierba anual o perenne, cespitoso (periachoso), tallo ascendente tendido
a veces mas lefiosos hacia la base. Hojas en roseta oblanceoladas de 1-5
cm de largo y 5-25 mm de ancho, angosta a la base, peciolos acanalados,
largos la pubescencia suave, hojas enteras o sub enteras, como también
son mas o menos ovaladas y sésiles al tallo. Flores solitarias, sésiles,

axilares, amarillas. Semillas numerosas parduscas de 1-5 mm de longitud
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y 0,6mm de didmetro. Esta especie fue determinada por Ruiz & Pavon.
(Gonzales Bellido, et al. 2001).

Tabla 4. Denominaciones comunes y poco comunes de Oenothera

multicaulis.
NOMBRE IDIOMA REGION/PAIS
Yawar chon’ga de Puna Quechua Per(
Chupa sangre de Puna Espafiol Perd
Saya-Saya Quechua Perd
Yawar ch’onga Quechua Perd

Fuentes: (Missouri Botanical Garden, 2013 y CONABIO, 2009)

2.1.8.2 Oenothera tetraptera (Chupasangre Gigante)

Oenothera tetraptera se encuentra distribuida desde los Estados Unidos
hasta Colombia, Venezuela y Per(, presenta flores blancas o rosadas
grandes, florece de marzo a octubre. En la Tabla 5 se presenta una lista

de denominacién incluyendo las menos comunes.

Es una hierba perenne, con roseta basal juvenil, después con tallo medio
y ramas ascendentes, algo lefiosa en la base, erecta o recostada pero con
las puntas ascendentes, con pelillos tanto recostados como algo erectos,
aproximadamente tiene un tamafio de 50 cm de largo y su tallo es Unico o
saliendo varios desde la base, simple o ramificado, cilindrico, verde y
con pelos, posee hojas basales sésiles, oblanceoladas de 2.5 a 5 cm. de
largo y 0.8 a 1.2 cm. de ancho, apice agudo, borde entero, sinuoso o
irregularmente dentado; las caulinares alternas, oblongo-lanceoladas,

lineares, oblongas, a veces elipticas o lirado-pinnatifidas, de 3 a 7 cm. De
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largo y 1.5 a 2 cm. de ancho, apice y borde como el de las hojas de la
roseta; generalmente con pelillos en ambas caras, con peciolos muy
cortos; las flores son de simetria radial, tetrameras, hipantio clavado de
0.5 a 0.7 cm. de largo, cubierto de pelos; 4 sepalos angostos, rojizos,
frecuentemente doblados hacia atrés, 4 pétalos de 2 a 3 cm. de largo,
blanquecinos o rosados, cuando estan secos varian de color (rosa, rojo,
guinda o morado), 8 estambres estilo dividido en 4 ramas; el fruto y
semilla es una cépsula globosa, largamente pedicelada (pedicelo de hasta
4 cm. de largo), con alas, de hasta 1.5 cm. de largo y hasta 1 cm. de
ancho, con pelos erectos principalmente en las nervaduras y las alas,
semillas numerosas, claviformes, de contorno obovado, superficie
punticulada de color café-naranja a café (CONABIO, 2009).

Tabla 5. Denominaciones comunes y poco comunes de Oenothera

tetraptera.
NOMBRE IDIOMA REGION/PAIS
Yawar chon’ga gigante Quechua Per(
Four-wing evening primrose Ingles Estados Unidos
Chupa sangre de gigante Espariol Perd
Hierba del golpe Espariol México
Linda tarde grande Espafiol México

Fuentes: (Missouri Botanical Garden, 2013 y CONABIO, 2009)

2.1.9 Caracteristicas del Cultivo
Crece mejor en suelos bien drenados, muy soleados. Pueden cultivarse

facilmente a partir de las semillas; las semillas estdn maduras cuando la capsula

se abre.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

Para asegurar una plantacion se debe mezclar las semillas con una pequefa
cantidad de arena antes de sembrar. Las semillas usualmente germinan dentro de
las 4 semanas, luego la planta generalmente se “auto siembra”. Dado que esta
planta puede convertirse en maleza o invasiva en algunas regiones o habitats y
puede desplazar otra vegetacion deseable si no es manejada adecuadamente, el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) recomienda tener

cuidado al cultivar porque se convirtié en invasiva en muchas partes del mundo.

La Oenothera Biennis, conocida como onagra tienen un gran potencial para ser
cultivo comercial, teniendo como desventajas la inflorescencia indeterminada,
alta rotura de semillas durante la maduracion y ciclo de vida, que pueden resultar
un impedimento. Especialmente la rotura de semillas hace dificil determinar el
mejor momento para la cosecha de onagra porque mientras nuevas flores siguen
produciendo en la parte superior de la planta, las que estdn en la base sobre
maduran, por lo cual si se espera hasta que la planta produzca las capsulas
finales se pierden las semillas de la parte mas baja de la planta. Para obtener alto
rendimiento en semillas y buena calidad del aceite, es esencial saber cuando es

el momento exacto para la cosecha, (Salerno, 2011).

Dado que la gran mayoria de plantas con beneficios medicinales y comerciales
son bianuales con un ciclo de vida relativamente largo, se han estudiado cultivos
con menor vernalizacién, que permita sembrar en primavera y cosechar en
otofio, con un tiempo menor de crecimiento y asi menores costos de produccion.
Algunos estudios demostraron que el porcentaje de 4cido gamma linolénico de
las semillas es similar en onagras de primavera y otofio, (Honermeier, et al.,
2005).

El momento de cosecha y la defoliacion pro-cosecha tienen influencia en la
madurez de las semillas, por lo tanto el potencial de germinacién de las semillas
podria estar afectado por los diferentes métodos de cosecha. Su ciclo de vida

necesita dos estaciones para el crecimiento. Dependiendo de la region y las
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condiciones climaticas hay dos momentos de sembrado: uno en otofio y el otro
en primavera. En China, de acuerdo a la localidad, las semillas de Oenothera
Biennis se siembran entre mediados de marzo y mediados de abril, en primavera
y entre mediados de agosto y mediados de septiembre en otofio, (Deng, et al.,
2001).

En Alemania, sin embargo, un estudio mostré que fines de julio hasta mediados
de agosto es el momento recomendable para sembrar Oenotheras de primavera.
De acuerdo al momento de siembra, las plantulas emergen luego de 19 a 40 dias

en primavera y de 5 a 15 dias en otofio, (Honermeier, et al., 2005).

Aunque la planta florece desde junio a septiembre, las sembradas en otofio
florecen antes que las sembradas en primavera. Dependiendo del momento de
siembra, el periodo total de crecimiento de las planta sembrada en primavera es
de 160 - 200 dias; para las plantas sembradas en otofio aumenta a 390 - 400 dias.
En comparacion con los cultivos de otofio, los de primavera mas rapidamente se
adaptan a la rotacién de cultivos y resultan en costos de inversion méas bajos,
(Ghasemnezhad, 2007).

Otros investigadores, evaluaron si distintas condiciones de crecimiento pueden
afectar el rendimiento de semillas (promedio 286 — 3750 Kg. Ha.™) y la calidad
de las plantas, si la distancia entre hileras de sembrado afecta el desarrollo de
estas plantas y si el aporte de nitrogeno es efectivo para aumentar la produccion
de semillas y concluyeron que puede sembrarse también en tierras bajas,
irrigadas y con alto rendimiento, que la dosis éptima de nitrégeno y espaciado
entre sembrados para mayor cosecha y mejor calidad fueron 120 Kg. Ha.™ y 40
cm. Respectivamente; sin embargo el aumento en las dosis de nitrégeno afecto
el contenido de acido gamma-linolenico (pekerroulu et al., 2006). Otras
publicaciones también declaran que moderadas dosis de nitrégeno tienden a

producir alta calidad y cantidad de semillas, (Honermeier, et al., 2008).
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2.1.10 Usos

2.1.8.1 Usos en la medicina

Oenothera es una de las especies que es usada tradicionalmente por las
poblaciones quechuas, para diversas patologias, heridas y golpes; ellos lo
consumen hirviendo las hojas, flores, tallos o la planta entera, para colocar
unglientos o tomar en forma de mates. En el mundo medicinal tenemos
como las especies mas conocidas a Oenothera rosea y Oenothera biennis,
las cuales son utilizadas en forma de aceites y extractos metanolicos y

acuosos de semillas y hojas.

Varios investigadores demostraron que el uso oral de los aceites de
Oenothera biennis (Aceite de Primula u Onagra) sirve para tratar dermatitis
atopica, en este estudio se investigd el uso oral de capsulas de aceite de
onagra, versus capsulas de girasol como placebo durante 5 meses, luego del
cual el 96% de los pacientes que recibieron capsulas de aceite de onagra
mostraron mejorias, sin reportar efectos adversos, demostrando de este
modo que el uso del aceite de onagra es efectivo y seguro en el manejo de la
dermatitis atopica, (Senapati, et al., 2008).

Investigaciones preliminares para acné y psoriasis no indican beneficio
alguno con el aceite de onagra, sin embargo podria ser de utilidad ya que
aumenta de PGE1 en pérdida de los metabolitos del acido araquiddnico via
lipooxigenasa, que son agentes involucrados en las reacciones inflamatorias
de la piel vinculadas a las patologias como la psoriasis y el acné, (Berbis, et
al., 1999), de este modo reduciria la necesidad de empleo de agentes
antihispaminicos, antibidticos y corticoides. Ademas de su uso interno,
utilizar aceite de onagra como aceite de masaje ayuda al restablecimiento
mas rapido de la piel irritada, por sus propiedades antinflamatorias y
antioxidantes usado externamente sobre la piel fortalece la salud y la
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elasticidad de las células de la piel, siendo adecuado para situaciones en las
que la piel se encuentra inflamada.

Se conoce que el aceite de onagra ayuda a mantener la elasticidad de la piel
y la secrecion sebacea; dado que los acidos omega 6 tienen un rol
importante en mantener la integridad epidérmica, interviniendo en la
cohesion del estrato cérneo y previniendo la pérdida de agua
transepidérmica, contribuye a evitar la formacion de arrugas por su accion
hidratante, aunque no hay suficientes estudios que avalen este usos
(Salerno, 2011).

Se ha descrito que el uso de aceite de onagra es efectivo para ser usado para
tratar la esclerodermia que solo era tratada con corticoides,
inmunomodulares y AINEs, (Gaby, 2006). Del mismo modo el uso oral de
aceite de onagra aplicada en la piel afectada por el sindrome de Raynaud

reduce el entumecimiento y alivia el dolor de las zonas afectadas.

Se ha visto que el aceite de onagra podria ser utilizado para el sindrome de
Sjogren ya que regula la secrecion de las glandulas lagrimales y salivales y
en el caso de la piel es favorable el uso topico, se ha observado mejorias
clinicas en pacientes tratados, (Oxholm, et al., 1986).

Se ha demostrado que el aceite de onagra sirve para el tratamiento en
mujeres con mastalgia obteniendo resultados parecidos a los tratamientos
con bromocriptina y otros medicamentos recetados, por lo que es adecuado
el uso en paciente con sintomas leves o que requieren terapias prolongadas,
(Pye, et al., 1985), sin embargo un metanalisis realizado mostro que el
aceite de onagra no ofrece ventajas sobre el placebo en el alivio del dolor
(Srivastava, Mansel, Arvind, Prasad, Dhar, & Chabra, 2007), por lo que aun
falta realizar mas investigaciones para comprobar su efectividad.
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Para la menopausia se ha reportado los efectos de aceite de onagra sobre los
trastornos de la menopausia, aunque mucho estudios han resultados
positivos también se hay reportado estudios negativos sobre el efecto del
aceite. Un estudio realizado en el 2005 se analizaron 19 pacientes con
remedios botdnicos como el aceite de onagra, el dong quai y ginseng,
mostrando resultados negativos, (Low Dog, 2005). En un informe mas
reciente, los investigadores declararon que no hay pruebas suficientes para
poder determinar la efectividad clinica del aceite de onagra para la
menopausia (National Institutes of Health, 2013).

Se ha visto que para la esclerosis multiple se puede usar el aceite de onagra,
ya que existe evidencia que modificando la ingesta de grasas de la dieta y
suplementando con acidos grasos poliinsaturados omega 6 puede influenciar
el curso de la patologia. Se ha reportado que esto produce una disminucion
en la concentracion de &cido linolénico en los eritrocitos, y el interés
especifico en los acidos grasos omega 3 seria por la modulacion de las
citoquinas, los suplementos dietarios pueden inducir una disminucion en la
severidad y frecuencia de recaidas, aunque la presencia de anticuerpos
antifosfolipidicos en la esclerosis mdltiple no estaria relacionado con los
lipidos de la dieta, (Bourre, 2005).

El aceite de onagra demostré efectos inhibidores sobre el aumento de
colesterol total, LDL y VLDL (Kim, et al., 2005); un estudio en ratas
demostrd que el aceite de onagra es mas efectivo que el aceite de soja para
la disminucion del colesterol sérico (Sugano, et al., 1986). Otro estudio en
conejos mostré que el aceite dado conjuntamente con dietas aterogénicas
disminuye la agregacion plaquetaria, (De La Cruz, et al., 1997). En otros
estudios se estudi6 el efecto antiagregante plaquetario in vivo y
fribrinolitico in vitro del extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea

Aiton., demostrando el efecto antiagregante in vivo y el fibrinolitico in vitro
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para el extracto etandlico de hojas de Oenothera rosea, (Diaz Porras, et al.,
2011).

Existen evidencias preliminares de que el aceite de onagra puede reducir la
presion arterial, hace mas de dos décadas investigadores alemanes
encontraron que el pre-tratamiento con aceite de onagra disminuyo la
reactividad vascular a estimulos vasopresores de renina y angiotensina Il e
incremento la actividad de prostaciclinas vasculares en un estudio realizado
en ratas, (Schoélkens, et al., 1982). Del mismo modo otro estudio mostro la
eficacia para prevenir la pre-eclampsia en mujeres embarazadas,
(D’Almeida, et al., 1992). De todos modos se requieren mas estudios para
confirmar la utilidad de estos casos.

El aceite de onagra se utiliza para tratar el dafio nervioso causado por la
diabetes. No ayuda a controlar la diabetes en si, pero puede ser Util para
algunos sintomas de la enfermedad, tales como la neuropatia diabética: la
pérdida de entumecimiento, hormigueo, dolor o pérdida total de la
sensibilidad en los pies o las piernas, (National Institutes of Health, 2013).
Segun reportan investigadores, el estrés oxidativo y el metabolismo alterado
de acidos grasos en pacientes diabéticos llevan a la disminucion en la
perfusion sanguinea del tejido nervioso lo cual contribuye al desarrollo de la
neuropatia diabética y el GLA aportado por el aceite de onagra mejorando la
sintesis de eicosanoides vasodilatadores, corrigiendo el flujo sanguineo y el
déficit en la conduccion nerviosa, los efectos de este acido se ven
marcadamente favorecidos cuando se administra en combinacion con

ascorbato como ascorbyl-GLA, (Cameron, et al. 1993).

Una novedosa formulacion intraversical, meglumine con &cido gamma
linolenico MeGLA, fue evaluada en un estudio fase Il que involucro 30
pacientes con cancer de vejiga superficial recurrente y los datos mostraron

gue MeGLA es segura y tolerada, con una tasa de respuesta favorable del
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43%, (Harris, et al., 2002). También se desarrollaron estudios para
evidenciar el efecto anti-tumoral de extractos fenolicos de Oenothera

Biennis, encontrando buenos resultados (Pellegrina, et al., 2005).

Se realizaron estudios para ver el efecto del aceite de onagra frente a la
artritis reumatoidea, demostrando que se ve un alivio potencial para el
dolor, la rigidez matutina y el dolor articular, ( NCCAM, 2005). Del mismo
modo se ha sugerido que el aceite de onagra puede ser util para el
tratamiento o prevencion de la osteoporosis, los resultados de un estudio
controlado indican que lo acidos grasos poliinsaturados n-3 aportados por
fuentes vegetales pueden tener un efecto protector sobre el metabolismo del
hueso, disminuyendo la resorcion ésea en presencia de niveles constantes de

formacién del hueso, (Griel, et al., 2007).

Se ha reportado el uso de aceite de onagra para el déficit de atencién e
hiperactividad (ADHD) ya que los acidos grasos esenciales son importantes
para el funcionamiento normal del cerebro y el comportamiento. Estudios
clinicos sugieren que los niveles de acidos grasos esenciales omega 3y 6 se
encuentran alterados en nifios con ADHD, encontraron que estos pacientes
tienen niveles significativamente mas bajos de acidos docosahexanoico

acidos grasos totales omega 3 y 6, (Colter, et al., 2008).

Varios cientificos investigaron el efecto antioxidante de los polifenoles, en
un estudio en Canada, se comprobd una fuerte actividad antioxidante de
extractos fendlicos de onagra, siendo los principales antioxidantes presentes
en las semillas de onagra son catequina y procianidina galato, (Shahidi, et
al., 2007).

También se han realizados estudios con Oenothera rosea para diferentes
patologias. Se realiz0 investigaciones para determinar la actividad
antibacterial de extractos de hojas de Oenothera rosea, concluyendo que

estos extractos poseen actividad antibacterial para microorganismos
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patégenos (E. Coli, Salmonella enteritidis, Vibrio Cholerae), (Gomez
Flores, et al.,, 2012). Investigadores mexicanos evaluaron la actividad
antiinflamatoria de extractos acuosos y metanolicos de Oenothera rosea
L’Hér.ex Ait en ratas, obteniendo que el extracto de Oenothera rosea
produjo actividad antiinflamatoria y fueron consideradas no toxicos,
(Marquez Flores, et al., 2009). Se realizaron estudios con extractos de
Oenothera rosea para ver el efecto para el tratamiento de golpes y heridas,

dando resultados 6ptimos para el tratamiento, (Roersch Ph. D., 1993).

2.2. ANALISIS MOLECULAR

1.2.1. Recoleccién de material genético.
Las plantas se han utilizado para los estudios cientificos hace siglos, utilizando
diferentes métodos para la conversacion de la informacion de los materiales
vegetales, hoy en dia con la creciente aplicacion de datos moleculares se
requiere métodos sistémicos de conservacion con la intencién de conservar las

isoenzimas y acidos nucleicos que se pueden recuperar (Aaron, et al., 1990).

Una de las consideraciones méas importantes en cualquier procedimiento de
extraccion de ADN de plantas es la manera utilizada para colectar y preservar el
tejido vegetal, ya que la condicién fisiologica en especial, y no tanto el protocolo
que se va utilizar determina la calidad del ADN. En la colecta se deben cumplir
con algunas condiciones: el material debe ser lo mas joven posible, no debe
maltratarse, cortase, ni pulverizarse. Con ellos se evita generar una mayor
superficie expuesta al oxigeno y desencadenar proceso oxidativos de polifenoles
(Couch et al., 1990 y Centro Internacional de la Papa, 1998).

El material fresco puede ser colectado y mantenido en hielo o en un frigorifico
durante algunos dias hasta ser procesado. Si fuera necesario un almacenamiento
prologando, el material puede ser congelado a -20°C durante algunas semanas, 0
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-80°C indefinidamente y descongelado justo antes de la extraccion (Ferreira et
al., 1998).

1.2.2. Extraccion de ADN.
El aislamiento de ADN gendmico es un requerimiento fundamental para la
realizacién de varios procesos analisis en biologia molecular. Aunque la
recoleccion adecuada y estabilizacion de las muestras es crucial, siendo la
purificacion del ADN a menudo el paso mas importante para realizar analisis
posteriores. Es por eso que la seleccién del método de extraccion es uno de los
pasos fundamentales para la realizacion de cualquier analisis molecular en
tejidos vegetales, este protocolo debe ser aquel con el que se obtenga la mayor
pureza del material genético, lo cual nos indica que todas las sustancias que

pueden inhibir la amplificacion fueron eliminadas. (Gankar, et al., 2006).

Las plantas que contienen materiales pegajosos y resinosos (plantas medicinales,
fresa, frambuesa, etc.), resultan ser dificultosas en los procesos de extraccion por
la presencia de metabolitos secundarios como los polifenoles, taninos,
polisacéridos, inhibidores de enzimas, estos son evidenciados facilmente en el
ADN por su aspecto viscoso, similar al pegamentos haciendo del ADN
inmanejable al pipeteo y inamplificable en la reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR), por la inhibicion de la actividad de la Taq Polimerasa
(Porebski, et al., 1997).

La eficiencia de la extraccion esta determinada por tres factores la cantidad de
concentracion, la pureza de la muestra y la integridad del ADN (Gankar, et al.,
2006).
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2.2.2.1 Pasos para el proceso de extracciéon de ADN

Una técnica de extraccion de ADN tiene que conseguir un ndmero
especifico de objetivos, expuesto a continuacion. En la préctica, una técnica
de extraccién no puede consistir necesariamente en la ejecucion secuencial
de cada tarea, por ejemplo los tampones de extraccion contienen
comunmente productos quimicos de lisis asi como productos quimicos para
quelar inhibidores, por lo que dependiendo del tipo de muestra y el analisis
posterior se puede hacer mayor 0 menor énfasis en cada uno de los

siguientes pasos segun sea necesario.
2.2.2.1.1 Conservacion de muestras.

Existen esencialmente dos tipos de conservacion para realizar analisis
con acidos nucleicos que son en fresco y preservado. El ideal
almacenamiento de &cidos nucleicos es naturalmente como tejidos
fresco, pero si la extraccion no se realiza inmediatamente, el tejido es
rapidamente dafiado por la endonucleasas, por lo que el uso de
sistemas de congelamiento de los tejidos solidos con nitrogeno liquido
preserva tambien los acidos nucleicos y pueden facilitar la disrupcion
del tejido y células, (Coleman, et al. 2006).

Conservacion de tejidos frescos.

Las muestras en fresco pueden ser extraidas inmediatamente o
almacenadas por horas o dias a bajas temperaturas antes de la
extraccion. La refrigeracion usualmente permite que la extraccion se
pueda realizar varios dias después de la recoleccion, por otro parte el
almacenamiento no debe permitir el crecimiento de hongos en estos
tejidos. El alcohol puede ser usado para ayudar a preservar mas tejidos

para el analisis. El andlisis de tejidos frescos es probablemente la
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mejor opcion para la realizar extracciones de ADN en la mayoria de
casos, (Robert, 2001).

Conservacion de tejidos preservados.

El almacenamiento de tejidos seco es posible para muchos tipos de
tejidos, siendo la forma mas simple de muestreos de muchas hojas
colocar las hojas frescas en una bolsa de papel con persevantes y
almacenar en ambientes con aire acondicionado, estas condiciones
producen la mejor calidad de muestras para herbarios y resultan
también buenas para preservar el ADN. El analisis de las muestras
secas puede ser util cuando las muestras de un mismo estudio se
recogeran durante un periodo prolongado permitiendo la extraccion
de ADN cuando el muestreo este completo, (Robert, 2001).

2.2.2.1.2. Preparacion de las muestras

Una muestra puede beneficiarse de una serie de etapas preparativas
antes de la lisis celular. Esto podria incluir la homogeneizacion,
separacion por centrifugacion o un paso para reducir al minimo los

efectos de los contaminantes de la superficie, (Keer, et al., 2008).

Los factores que afectan la extraccion de ADN debido a la

preparacion de la muestra son las siguientes:
Homogeneidad de la muestra

Es esencial que el material seleccionado para el analisis sea realmente
representativa de la totalidad de la muestra con respecto tanto a la
matriz y el analito (RSC, 1995), con el fin de lograr esto, puede ser
necesario homogeneizar las muestras heterogéneas en un molino
mezclador, licuadora o mortero con pilon antes del analisis.

Alternativamente, un minimo de muestras debe ser empleada para el
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analisis, reduciendo de este modo la cantidad de errores de muestreo
representativo que puede ocurrir si se ha realizado una seleccién
heterogénea mucho mas pequefio. La adherencia a tales criterios
determinados empiricamente puede mejorar significativamente la
reproducibilidad del rendimiento y la precision en el anélisis
cuantitativo y evitar la posibilidad de resultados falsos negativos,
(Keer, et al., 2008).

Superficie de area para la relacién de fuerza de lisis.

Muestras voluminosos tales como tejidos animales pueden requerir ser
fragmentados en segmentos mas pequefios o de homogeneizacion con
el fin de aumentar la eficiencia de la lisis celular. El fracaso para
llevar a cabo esta medida o para llevarlo a cabo de una manera
consistente puede resultar en bajos rendimientos o la no
reproducibilidad del ADN (Keer, et al., 2008).

Celulas o acidos nucleicos adheridos al material de la matrix

Existen a veces requerimientos para eliminar las células de matrices
complejas o nucleos de las céelulas antes de la lisis celular o de
membrana de esta manera los inhibidores presentes en la matriz
celular se eliminan en el comienzo del andlisis. Se debe tener
precaucion, con un porcentaje de células y ADN que pueden adherirse

0 ser atrapado dentro de la matrix, (Keer, et al., 2008).
Contaminacion.

Deben extremarse las precauciones para garantizar que no se produzca
la contaminacion cruzada de las muestras durante las primeras etapas
de analisis. Tales sucesos podrian ocurrir cuando se utiliza una
batidora para homogeneizar multiples muestras sin una limpieza

adecuada entre los especimenes. Por otra parte, la produccion de
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particulas finas de polvo al moler materiales con nitrégeno liquido
debe ser realizada usando guantes para evitar que los fluidos
corporales o escamas de piel puedan ser inadvertidamente
introducidos en una muestra y confundir el anélisis, (Keer, et al.,
2008).

2.2.2.1.3. Lisis de la membrana celular.

El paso de disrupcion de la pared celular, membranas de organelas, y
la liberacion del ADN de la célula. Este puede ser logrado por
tratamientos  quimicos (usualmente  detergentes), mecanicos,
enzimaticos, de microondas, de sonicacion, calentamiento o

enfriamiento, (Keer , et al. 2008).

Los factores que afectan las lisis de celular son identificados como los
siguientes:

Inaccesibilidad de las células a las fuerzas de lisis.

Si las lisis células no se realiza usando enzimas o detergentes puede
resultar ineficiente, reduciendo la muestra y productibilidad.

Tipo y cantidad de detergente o denaturante usado.

Existen diferentes tipos de detergentes y denaturantes adecuados para
la lisis de células y membranas (Tabla 6). Generalmente los
detergentes se unen a la membrana y lisan y solubilizan la membrana
generando un complejo detergente — lipido — proteina. Varios factores
pueden afectar la performance al incluir un detergente como son la
temperatura, pH, la fuerza idnica, concentracion de detergente,
presencia de iones multivalentes y la presencia de aditivos organicos.

Por lo tanto, si muchos de estos factores estdn alterados en un
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protocolo estandar, el efecto de la actividad del detergente puede ser
afectado, (Keer , et al. 2008).

Concentracion y actividad de las enzimas liticas

Las enzimas también trabajan de manera éptima dentro de un rango
especifico de pH y temperaturas, por lo tanto pueden verse afectadas
por la presencia de iones metalicos o agentes quelantes. Por lo tanto,
la concentracion de enzima utilizada debe ser determinada
empiricamente, (Keer, et al. 2008). Las enzimas comunes que se
utilizan en la lisis de células y la membrana se pueden ver en la Tabla
7.

Concentracion de EDTA en el buffer de extraccion.

La concentracion de EDTA en el buffer de extraccion debe ser
optimizada minimizando la actividad endogena de ADNasa
manteniendo asi la integridad del ADN, el EDTA acttia como quelante
de magnesio y es co-factor de otros cationes divalentes. Para muestras
ricas en calcio se usa EGTA, que es un agente especifico para el calcio
y puede también ser afiadido al tampon de extraccion, (Keer, et al.
2008).

Concentracion de sales en el buffer de extraccion

Las sales isotonicas crea un entorno para estabilizar los acidos
nucleicos libres (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato,
50 mM de tampon de fosfato, pH 7,4, NaCl al 0,9%), (Keer , et al.
2008).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




Tabla 6. Detergentes y denaturadores comunes usados en la extraccion de ADN.

DETERGENTE

CONCENTRACION

DENATURADOR DESCRIPCION FINAL
28 . . . 1-2% Vol/Vol
Detergente cationico que solubiliza la membrana y forma un complejo con el ° (. 9/ o)
ADN permitiendo la selectiva precipitacion por concentraciones bajas de (puede  precipitar a
CTAB P precip P J temperaturas menores

Isotiocianato de
guanidina

Fenol

Sarkosyl

SDS

Triton-X

Tween

sales, <0.5 M. o adicionando isopropanol. Puede ser usado para plantas y
matrices con alta cantidad de polisacaridos.

Es un agente chaotropico o denaturante de proteinas el cual es usado a altas
concentraciones de sales, inhibe nucleasas.

Denaturante de proteinas. Se afiade AL extracto de ADN, colectando las
proteinas en una fase organica, el ADN se mantiene en la fase acuosa.

Detergente anionico usado en lugar del SDS debido a que el altamente soluble
(el SDS es insoluble in altas concentraciones de sales)

El SDS (Sodium dodecyl sulfate) es un detergente anionico y denaturante
proteico. Desasocia complejos ADN - Proteina. Forma espuma cuando se
agita.

Detergente no idnico que solubiliza proteinas sin desnaturalizarlas.

Detergente no idnico que solubiliza proteinas sin desnaturalizarlas.

a 15°C)

4-5-M

Solucion 1:1

0.5-2.0 % (vol/vol)

0.5-2.0% (vol/vol)

0.5% (vol/vol)

0.5% (vol/vol)

Fuente: (Keer, et al. 2008).
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Tabla 7. Enzimas comunes usadas en la lisis de células y membranas.

CONCENTRACION
FINAL

ENZIMA DESCRIPCION

Es una proteasa no especifica, no es
inactivado por iones metalicos o agentes
quelantes. Su actividad total esta sobre pH
Proteinasa 6.5 a 9.5. Libera los &cidos nucleicos de las 0.1-0.2 mg.ml™*
K proteinas que se adhieren. Su actividad es
estimulada por agentes desnaturalizantes
(SDS'y urea).

Es una mezcla de proteasas, es mas barato

Pronasa que las proteinasa K. 0.5-1 mg.ml™*

Usada con EDTA para romper paredes
celulares o membranas in extraccion de 1-5 mg.ml™
ADN de bacterias.

Lisoenzima

Digiere paredes celulares chitinosas de
Zimolasa hongos que pueden ser resistentes a fuerzas 1 mg.ml™
Chitinasa mecanicas.

Usada para La degradacion de paredes ) L
.. 20 units mI”
Liticasa celulares de levaduras.

Fuente: (Keer, et al. 2008).
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pH del buffer de extraccion.

El mé&s comun de los buffer usados in biologia molecular es el Tris,
con un pH entre 7.0 y 9.0; otros buffer biolégicos son usados mas
adecuados para muchas aplicaciones. Por ejemplo, cuando trabajamos
con muestras acidas el pH puede caer durante el proceso de
extraccion, por lo tanto un buffer con un alto pH de rango seria
requerido. El buffer de extraccién debe ser ajustado al pH requerido,
esto deberia llevarse a cabo después de que todos los componentes del
tampon se disuelven completamente v, si es necesario, el tampdn debe
ser tratado en autoclave y enfriado a temperatura ambiente. Si se
preparan soluciones de extraccion, el pH de la soluciéon de trabajo
final debe comprobarse y ajustarse segun sea necesario, (Keer, et al.
2008).

Excesivo dafio del ADN

El dafio puede ser infringido al ADN durante el proceso de extraccion
causando esquilas y la degradacion. Las moléculas de ADN son
susceptibles a la fractura caso de calentamiento, sonicacion, molienda
en nitrégeno liquido o forzada a través de pequefias cavidades, tales
como puntas de pipeta a un grado excesivo. En las que estos
procedimientos son a menudo esenciales en un proceso de extraccion,
los niveles de tolerancia de tales tratamientos deben ser determinados
empiricamente para una muestra dada. Si se requiere ADN de alto
peso molecular tales todo el estrés fisico debe ser evitado, y
empleados métodos de lisis enzimatica mas suaves, (Keer, et al.
2008).
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2.2.2.1.4. Proteccion y estabilizacion del ADN liberado.

Un buffer de extraccién es usualmente colocado durante el proceso de
lisis. Este contiene una combinacion de componentes quimicos los
cuales protegen el ADN liberado en el nuevo ambiente de la
degradacion de nucleasas que fueron liberadas y podrian dafiarlo,
(Keer, et al., 2008).

2.2.2.1.5. Separacion de acidos nucleicos de la debris celular.

La separacion del ADN liberado de la debris celular es logrado
tradicionalmente por el fenol-cloroformo y extraccién por cloroformo,
aunque metodologias comerciales son usadas rutinariamente las cuales
no requieren el uso de reactivos peligrosos pero son costosas, (Keer, et
al., 2008).

Los factores que afectan la adecuada separacion de acidos nucleicos

de la debris celular son los siguientes:
Calidad del Fenol

El fenol de alta calidad debe utilizarse siempre que haya sido
correctamente tamponado (pH 7 - pH 8) y almacenado en la oscuridad
a 4°C durante no méas de 1 mes 0 a -20°C durante periodos més largos.
La 8-hidroxiquinolina (0,1%) estabiliza al fenol al retardar la
oxidacion, (Keer, et al., 2008).

Extraccion y Remocion Ineficiente de Fenol

Una muestra puede requerir mas de una extraccién con fenol para
eliminar los contaminantes potenciales. Debe tenerse cuidado al
remover la fase acuosa; la interfaz que contiene los restos no debe ser
perturbada. Podria considerarse prudente sacrificar un pequefio
volumen de la fase acuosa cerca de la interfaz. Si se utiliza fenol, los
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restos o trazas deben ser retirados de la muestra mediante una
extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) para evitar la
inhibicion de la actividad enzimatica en los procesos subsecuentes,
(Keer, et al., 2008).

2.2.2.1.6. Purificacion del ADN.

El ARN puede ser removido del extracto de ADN por la adicion de
apropiadas nucleasas que lo degradaran. Otras impurezas puede actuar
como inhibidores por lo que son removidas por columnas de cambio
iénico, procesos quimicos o la adicion de agentes quelantes, (Keer, et
al., 2008).

Los factores que puede ayudar a una mejor purificacion del ADN se

han identificado de la siguiente manera:
Composicién del Buffer de Extraccion

Ciertos reactivos como aquellos proporcionados en la Tabla 8 pueden
ser afadidos al buffer de extraccion para quelar o inactivar los
inhibidores, (Keer, et al., 2008).

Tratamiento ARNasa de la Muestra

La contaminacion por ARN puede interferir con algunos
procedimientos analiticos o técnicas de cuantificacion. Esto puede ser
particularmente relevante cuando se trabaja con tejidos ricos en ARN
como higado y rifién. La digestion de ARN puede ser realizada en
varias etapas del proceso de extraccion si las condiciones del buffer
son las adecuadas. Debe tenerse cuidado de inactivar las ADNasa
presentes in las preparaciones de ARNasa comerciales de acuerdo con

las instrucciones del fabricante. Una solucién stock de 10 mg.ml™ es
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normalmente preparada y usada a una concentracion de trabajo de

aproximadamente 100 ug.ml™, (Keer, et al., 2008).

Tabla 8. Reactivo que son utilizados en el buffer de extraccidn para
remover inhibidores.

ADITIVO DESCRIPCION
Estd incluido en el buffer de extraccion de
lantas y suelos ricos en polifenoles, ya que
PV(P)P40 P Y P ) ya d
o degrada a este compuesto. Los polifenoles se
(polyvinil(poly) . .
n oxidan y forman el fenol oxidasa la cual se une
Pyrrolidine) ) o
al ADN formando complejos que inhiben vy
dafian el ADN.
DTT Es un antioxidante, considerado superior que el
(Dithiotheitol) B-mercaptoetanol y con una menor tendencia a
(ImM) oxidarse al contacto con el aire.

DIECA (diethyl-
dithiocarbamic
acid)

Ascorbic acid
(5mM)

[-mercaptoetanol

Cisteina (10mM.)

Inhibidor del fenol oxidasa, inhibe la oxidacion

de polifenoles que dafian el ADN.

Fuerte agente reductor/ antioxidante.
Agente reductor y antioxidante, protege a los
grupos sulfidril contra la oxidacion, se afiade al

buffer de extraccion antes de usar.

Antioxidante.

Fuente: (Keer , et al. 2008).
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2.2.2.1.6. Precipitacién y Concentracion de ADN.

Se puede lograr la concentracion de ADN por precipitaciones con
alcohol, columnas comerciales o agentes quimicos, siendo al mismo

tiempo removido mas inhibidores.

Este paso del procedimiento puede llevarse a cabo por un nimero de
razones: en primer lugar, para cambiar el disolvente, tal vez a un
tampon adecuado para los propdsitos de almacenamiento, en segundo
lugar, para eliminar ciertos contaminantes no precipitados, y Tercero,
para concentrar el ADN a una requerida molaridad de trabajo, (Keer,
et al., 2008). Una revision de los aspectos préacticos de precipitaciones

alcoholicas es descrito por Winfrey, et al. 1997.

Los factores que afectan la validez de la extraccion debido a la
concentracion o precipitacion de ADN han sido identificados como
sigue:

Volumen y Temperatura de Alcohol usado y Tiempos de Precipitacion

Usualmente se recomienda un volumen 2X de etanol o un volumen
0.6X de isopropanol. La precipitacion de ADN se realiza a
temperatura ambiente o a -20°C. Si la concentracion de ADN es baja,
los rendimientos se pueden incrementar incubando toda la noche a -
20°C., mientras que para las muestras que se sabe que contienen altas
cantidades de ADN 10 minutos a temperatura ambiente podrian ser
suficientes. Los tiempos y la velocidad de centrifugacion también
pueden ser incrementados para muestras de bajo rendimiento, sin
embargo esto puede compactar mas el pellet y dificultar su re-
dilucion. El isopropanol es atil cuando se requiere volimenes méas
pequefios, sin embargo, es menos volatil y tiene mayor tendencia a co-

precipitar sales que el etanol, (Keer, et al., 2008).
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Concentracion y tipo de sal

Con el fin de formar un precipitado de acido nucleico, debe haber al
menos una concentracion de 0.2 M de un cation monovalente para
proteger la carga negativa de los grupos fosfato del acido nucleico y
permitir el agregado de hebras de &cido nucleico. Por lo tanto, la
adicion de sal a las muestras extraidas con buffers comunes, los cuales
tienen menores concentraciones de sal, podria ayudar al proceso de
precipitacion con alcohol si se afiade a la concentracion final
proporcionada en la Tabla 9. Sin embargo, si un buffer de alta
concentracion salina fuera usado, la adicion de posteriores sales
podria reducir el rendimiento de ADN precipitado. Lavar el pellet con
etanol 70% puede remover algunas de las sales precipitadas, (Keer, et
al., 2008).

ADN degradado

Cuando se espera ADN degradado o comprometido luego de un
proceso de extraccion (por ejemplo, cuando se trabaja con una
muestra altamente procesada o una muestra sumergida en parafina), se
debe recordar que las moléculas pequefias de ADN (<200bps) son
precipitadas ineficientemente por etanol. La precipitacion puede ser
mejorada por la adicion de MgCI2 o glucogeno hasta una
concentracion final de 10 mM. y 10 ug.ml-1 respectivamente, (Keer,
et al., 2008).

Concentracion de ADN

Si se realizan procedimientos de extraccion a pequefia escala o de bajo
rendimiento, el ADN podria perderse en la etapa de precipitacion. La
adicién de glucogeno (a una concentracion final de 10 g.ml-1) puede

actuar como un eficiente inerte co-precipitante de bajas
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concentraciones de ADN. Las columnas comerciales para concentrar
ADN, como los tubos de ultrafiltracién Centricon, pueden también ser
usados como una alternativa a la precipitacion con alcohol, (Keer, et
al., 2008). Los kits comerciales dedicados a la extraccion de muestras
con pequefias cantidades de ADN también estan disponibles, por
ejemplo, el QlAamp ADN Micro Kit, donde se optimizan las
condiciones de la extraccion y la formulacién de la columna para
bajas cantidades de ADN.

Pérdida de Pellet

Los tubos de centrifugacion deben ser colocados consistentemente en
una centrifuga de tal manera que la posicion del pellet de ADN sea
siempre conocido. De esta manera, aun cuando el pellet se vuelva

transldcido y dificil de ver, el contacto con el pellet puede ser evadido.

Tabla 9. Concentracion de sales recomendadas para usar en la precipitacion

con alcohol.
SALES CC. final DESCRIPCION
Acetato de
: 0.3 M. Generalmente usado para ADN.
Sodio (3M.)
(pH 5.2)
Acetato de o
; Reduce la co-precipitacion de
amonio
2.5 M. DNTP’s libres.
(7.5M.)
Cloruro de Usada para muestra
Sodio (5M.) 0.1 M. contaminadas con SDS y otros
detergentes.

Fuente: (Keer, et al. 2008).
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1.2.3. Determinacion y cuantificacion de la calidad del ADN.

Existen varias técnicas para la cuantificacion del ADN, algunas depende del
empleo de equipamiento costoso, como espectrofotémetros, mientras que otras

menos precisas, son sencillas y baratas.

Existen dos técnicas que son utilizadas en la cuantificacion del ADN para
analisis moleculares, una de ellas es mediantes fluorimetro o por comparacion de

los fragmentos en geles coloreados con bromuro de etidio.

1.2.3.1. Cuantificacion mediante fluorometria.

La cuantificacion mediante fluorimetro se basa en la adicién de un
compuesto llamado DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol) a una solucién de
ADN. EI DAPI es un compuesto que se une a la molécula de ADN como
una sonda y que emite fluorescencia al ser excitado por el haz de luz del
fluorimetro. Cuanto mayor es la fluorescencia emitida, mayor es la
concentracion de ADN y por tanto, mayor la concentracion de ADN. La
concentracion mas elevada de la muestra de ADN patron se utiliza para
acertar la escala arbitraria del fluorimetro en la posicién maxima y se
utiliza disoluciones proporcionales de la misma para obtener otros puntos
en la escala en la lectura del fluorimetro. Una vez obtenida una curva de
calibracion de valor del fluorimetro respecto a la concentracion de muestra
patron de ADN se prosigue a la lectura de los valores de las muestras de
ADN que se desea cuantificar. Por fin los valores obtenidos en la escala
del fluorimetro son transformados en ug/ml de ADN segin la curva

patron.

1.2.3.2. Cuantificacion mediante espectrofotometria.

El espectrofotometro se funda en la transmision de la luz a través de una

solucién para determinar la concentracion de un soluto presente en la
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misma. Por lo tanto, para la cuantificacion de material genético la
absorbancia maxima de las soluciones de ADN y ARN corresponde a 260
nmy la de las soluciones de proteinas, a 280 nm. Dado que las soluciones
de ADN y ARN absorben parcialmente la luz a 280 nm y las que
contienen proteinas hacen lo propio a 260 nm, el cociente de los valores
obtenidos a 260 nm y a 280 nm (Azs0/A2g0) proporciona una estimacion
del grado de pureza de los &cidos nucleicos. Los cocientes Azso/Aazgo
respectivos del ADN y el ARN puros son aproximadamente de 1,8 y 2,0.
Con un paso de luz de 10 mm y una longitud de onda de 260 nm, una
absorbancia A = 1 corresponde aproximadamente a 50 pg/ml de ADN
bicatenario, 37 pg/ml de ADN monocatenario, 40 pg/ml de ARN o 30
pg/ml de oligonucledtidos. Si la muestra también contiene proteinas, el
cociente A260/A280 sera considerablemente inferior a dichos valores y no
podra determinarse con exactitud la cantidad de acidos nucleicos, (Somma,
2012).

1.2.3.3. Cuantificacion y determinacion de la calidad de ADN por el

Nanodrop.

En la biologia y quimica de investigacion, las soluciones se han
cuantificado mediante la medicion del grado de absorcién de la luz en una
longitud de onda particular. Un valor llamado coeficiente de extincion se
utiliza para calcular la concentracion del compuesto. Asi, en biologia
molecular, los laboratorios utilizan espectrofotometros para medir las

concentraciones de ADN o ARN de las muestras.

Las técnicas moleculares y otros métodos cientificos continGan un rapido
avance en el uso de cada vez menores para poder cuantificar acidos
nucléicos. En algunos laboratorios se cuenta con un equipo
espectrofotometro Ilamado Nanodrop que ha proporcionado un avance en

la espectrofotometria, ya que es un espectrofotometro de micro volumen
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para medir ADN, ARN y proteinas. Este sistema de medicion emplea la
tension superficial para mantener la muestra estatica entre dos fibras
Opticas lo que permite la medicion de muestras altamente concentradas sin
la necesidad de utilizar diluciones (Thermo Scientific, 2009). Para mayor

informacién sobre el uso ver Anexo 7.

1.2.3.4. Geles coloreados con bromuro de etidio.

La técnica consiste simplemente en la utilizacion de una secuencia
ascendente de concentraciones de solucion patrén de ADN coloreadas lado
a lado en el gel de agarosa, con el que se compara una muestra de ADN de
concentracion desconocida. La técnica presenta algunas variaciones que se
basan en la electroforesis del ADN patron y de la muestra de
concentracion desconocida. La técnica presenta algunas variaciones que se
basan en la electroforesis del ADN patron y de la muestra de
concentracion desconocida en geles de agarosa. El céalculo de las
concentraciones de las bandas se hace bajo la luz ultravioleta segin la
fluorescencia. Esta variacion es la mas adecuada para la cuantificacion,
pues ocurre la separacion del ADN y del ARN durante la electroforesis y
se reduce la imprecision del proceso de cuantificacion cuando el &cido
nucleico analizado presenta contaminantes que se unen al bromuro de

etidio.

La visualizacion de los fragmentos de ADN se hace directamente en un gel
de agarosa que contiene bromuro de etidio, las moléculas de estas
sustancias se colocan entre las bases del ADN vy producen una
fluorescencia de color anaranjado bajo la luz ultravioleta, la sefial emitida

es proporcional a la cantidad de ADN en la muestra.

Para la determinacion de la calidad del ADN se precisa la observacién de

bandas integras que corresponde a un ADN no degradado y en caso
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contrario cuando se observa un barrido (smear), este corresponde a un
ADN degradado de mala calidad, no apto para su utilizacion en diversas

técnicas moleculares.

El célculo de la concentracion de ADN se realiza mediante la observacion
de la fotografia del gel en presencia de la Luz UV o de la imagen
digitalizada, cuando es posible el uso de sistemas mas sofisticados de
integracion de datos. Es de extrema importancia evitar la cuantificacion
por observacion directa de las bandas bajo luz ultravioleta incluso con

mascaras de proteccion (Ferreira, et al.,1998)

Una cuantificacion méas precisa, se realiza comparando la intensidad de la
banda del ADN con la primera banda del marcador de peso molecular
(ADN del fago Lambda £ cortado con enzima Pstl), cuyo tamafio es de

14800 pb y su intensidad corresponde a una concentracion de 280 ng/ul.

1.2.4. Protocolos de extraccion comerciales

Hoy en dia existe una variedad de empresas que formulan kit de extraccién de
ADN, los cuales en la mayoria de los casos suelen ser 6ptimos para la extraccion

de material genético y rapido, pero de un costo alto.

Uno de los kit de extraccion més populares que se tiene en el marcado es
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen - Sample & Assay Technologies, 2003), este kit
permite el aislamiento rapido y eficiente de ADN de alta calidad a partir de una
amplia variedad de especies de plantas y tipos de tejidos incluyendo las fuentes
mas exigentes. Las muestras pueden ser frescas, congeladas o secas. El
procedimiento optimizado DNeasy Plant incorpora la columna de centrifugacion
QIlAshredder, una filtracion de columna Unica y homogeneizacion que elimina
eficazmente los desechos celulares y mejora el manejo de las muestras vegetales
(Qiagen - Sample & Assay Technologies, 2003).
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Cabe resaltar que a pesar de que los kit comerciales son eficientes para una gran
variedad de especies, también pueden no serlo con otras especies con mayores
contenidos de metabolitos secundarios (polifenoles, polisacaridos, etc.), teniendo
en cuenta que plantas del mismo género pueden presentar diferencias enormes
en su composicién bioquimica, por lo cual que a pesar de ser eficientes estos kit
aun no se dispone de un unico método de extraccion de ADN para todas las
plantas, (Arun, et al., 2002 y BIOTED, 2012) .

1.2.5. Electroforesis.

La electroforesis es la migracion de particulas cargadas a través de un soporte,
las cuales estdn sometidas a un campo eléctrico (Frifelder, 1991), los dos
principales polimeros que se utilizan para la técnica de electroforesis son la
agarosa (para ADN y ARN) y la acrilamida (para Proteinas). De estas dos
matrices se derivan las metodologias para la realizacion de la electroforesis que

se utiliza en varias técnicas moleculares. (Zavala Castro, 2005)

La electroforesis del ADN se puede realizar en geles de agarosa horizontal (el
méas comun) o verticales. El equipo que se utiliza para realizar esta técnica es
diferente al que se utiliza en los geles de acrilamida, y consta de un contenedor
para el buffer de corrida con los dos electrodos para la corriente eléctrica, un
molde para la formacion del gel y “peines” de varios grosores para formar las
aberturas en donde se colocan las muestras (Zavala Castro, 2005), los geles de
agarosa (de 0.8% a 2.0%) son muy Utiles para separar fragmentos de ADN cuyo
tamafio este comprendido en el intervalos de 300 a 10.00 pb. Tienen menor
poder de resolucion que geles de poliacrilamida pero tienen un mayor rango de

separacion (Alagon Talaverano et al., 2008).

Los geles al someterse al campo eléctrico, migran los fragmentos de ADN segun
su tamafio, de modo que los fragmentos grandes migran mas lentamente que los
fragmentos cortos, la distancia de migracion es proporcional al logaritmo del
namero de bases, es por eso que el tamafio real de los fragmentos obtenidos
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puede calcularse partiendo de la movilidad de los fragmentos de ADN de
tamario conocido.

1.2.6. Reaccidn de la cadena de la polimerasa (PCR).

En 1984 un ingenioso método para amplificar secuencia especificas de ADN fue
descubierto denominado Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR:
Polymerase Chain Reaction) (Berg, Tymoczko et al., 2008 y Mullis, 1990), es
una técnica potente que se ha convertido rapidamente en una de las mas
ampliamente usadas en la biologia molecular porque es rapida, de bajo costo y

sencilla.

La técnica de la PCR es un método de sintesis in vitro de un niumero de copias
muy alto de un fragmento especifico de ADN, que requiere de un molde o ADN
matriz, unos iniciadores (Primers) que delimitan la zona del ADN matriz que
debera ser copiado, nucleétidos que serdn adicionados a la nueva cadena y la
enzima ADN Taq polimerasa que se encargara de hacer la sintesis quimica en
presencia de iones de magnesio, el interese de esta técnica es que no importa la
cantidad de sustrato, ya que si el numero de ciclos de sintesis (0 polimerizacion)
es suficiente, siempre se obtendra una cantidad de producto elevado, pues que se
trata de un fenomenos de amplificacion exponencial (Fonseca Mendoza, et al.,
2012).

Para que la amplificacion sea 6ptima se tiene que optimizar varias condiciones.
La concentracion de MgCl,, en donde se recomienda utilizar diferentes
concentraciones para elegir la adecuada. Se puede probar con concentraciones
de 1.5 mM (Bajo), 3.0 mM (Mediano) y 4.5 mM (Alto), y de ahi escoger los
rangos que produzcan la amplificacion mas eficiente. Es importante contar con
una buena extraccion de ADN para la reaccion de PCR, ya que si existen
contaminantes pueden inhibir la reaccion de la Taq Polimerasa. La
concentracion de los dNTPs. No se recomienda utilizar méas de 200 um de
dNTPs por cada reaccién. No se recomienda utilizar tiempos muy largos de
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desnaturalizacion, ya que pueden dafar nuestro templado de ADN. Se debe tener
presente la temperatura de alineamiento, cuando el contenido de GC sea de 50%
o menor, el alineamiento puede ser hasta de 55 °C o menor y cuando el
contenido de GC sea de 50% a mas, el alineamiento puede ser hasta de 60 °C, es
por eso que se recomienda que los primers tengan un contenidos similar de GC.
Los primers son utilizados en una concentracién que va desde 0.25 a 0.5 uM
final, (Zavala Castro, 2005).

1.2.6.1. Componentes de la PCR.

La PCR esta comprendida por lo siguientes componentes: muestra de ADN,
un par de primers, la ADN polimerasa mas conocida como Taq polimerasa,
cloruro de magnesio, dexosinucleotidos trifosfatos (DNTP’s) y un buffer.

Muestra de ADN

La cantidad de ADN afadido a la PCR depende de la sensibilidad de la
reaccion, aunque la mayoria de kit comerciales requieren entre 0.5 a 2.5 ng.
de ADN para obtener resultados éptimos, (Goodwin, et al., 2007).

Taq polimerasa

La primera PCR fue realizada usando una ADN polimerasa que fue aislada
de E. coli; siendo la enzima inactivada en cada ciclo de la PCR por las altas
temperaturas en la fase de denaturizacion y se afiadia después de esta fase
una nueva cantidad de enzima, lo cual a la fecha ya no es necesario porque
la ADN polimerasa que se utiliza en la actualidad es aislada de un bacteria
terméfila (Thermus aquiaticus), lo cual mejoro significativamente la

especificidad y sensibilidad, (Goodwin, et al., 2007).

Esta enzima tiene actividad a una temperatura de 72°C, esta conformada por
una cadena polipéptida simple con un peso molecular de 90,000 daltons. Su

aplicacion principal se da en la PCR, donde es usada para extender los
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primers y completar la sintesis de la nueva hebra de ADN (Mahesh, et al.
2003).

Primers

Los primers son usados en la PCR para definir la region del genoma que va
ser analizada, los cuales son cortas piezas de ADN que son sintetizadas la
cual hibrida con la muestra de ADN. Existen algunos requerimientos
bésicos para el disefio de un primer, en primer lugar debe tener un tamafio
no menor de 18 nucledtidos ni mayor a 30 nucledtidos y un balance
nucleotidico del numero de G/C y A/T. la temperatura a la que se realiza el
proceso de anillamiento depende de la longitud y la secuencia que presenta
el primer, la mayoria de primers estan disefiados para anillar a temperaturas
que oscilan entre 50 y 65°C, (Goodwin, et al., 2007).

Cloruro de magnesio, nucleotidos trifosfatos (DNTPs) y buffer de reaccion.

El cloruro de magnesio es un componente importante en la reacciéon de
PCR, ya que los primer al unirse a la muestra de ADN forman un complejo
la cual es estabilizada por el cloruro de magnesio y como cofactor de la Taq
polimerasa. La concentraciones de cloruro de magnesio que son utilizadas
oscilan entre 1.5 mM y 2.5 mM. La construccion de los bloques para la PCR
estd dado por los dexoxynucleotidos trifosfatos (DNTP’s), los cuales son
incorporados a la reaccion para poder sintetizar las nuevas hebras de ADN
que seran replicadas, las concentraciones normales de los cuatros
nucleétidos, normalmente es de 200 pM. Por altimo el buffer de reaccion es
usado en la reaccion de PCR para mantener el pH 6ptimo y las condiciones

salinas de la reaccién, (Goodwin, et al., 2007).

1.2.6.2. Proceso de la PCR.

La amplificacion del ADN ocurre en ciclos de PCR (estos ciclos de

temperaturas producen copias y luego copias de copias, y asi sucesivamente,
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lo que lleva a un aumento exponencial del nimero de copias de determinada
secuencia. Dado que la cantidad de ADN colocado en el tubo al comienzo
es muy pequefia casi todo el producto presente al final de los ciclos de
reaccion pertenece a secuencias copiadas. Los productos de la reaccion se
separan mediante electroforesis segun la cantidad producida y el tamafio del
fragmento amplificado, los productos de reaccién se pueden visualizar
directamente con tincion de bromuro de etidio, plata, mediante

radioisétopos y autorradiografia, (Alagon Talaverano et al., 2008).

A continuacion se detalla cada uno de los procesos que se encuentran

involucrados en la reaccién de la PCR:
Desnaturalizacion (Denaturation)

La solucion de reaccion contiene moléculas de ADN blanco, Taq
polimerasa, iniciadores (primers), nucleétidos (ANTPs: Adenina, Timina,
Citosina y Guanina), esta solucion es calentada de 90 a 95 °C durante 15
segundos, separando las dos hebras de la molécula de ADN parental (Berg,
et al., 2008).

Alineacion de los iniciadores (Annealing)

Seguidamente se enfria bruscamente la disolucion de 36 a 65 °C, de forma
que cada iniciadores (Primers) pueda hibridar con una de las hebras del
ADN, un primers hibrida con el extremo 3’ de la secuencia diana localizada
en una de las hebras y el otro hibrida con el extremo 3’ de la hebra
complementaria a la secuencia diana. Estos primers tienen una longitud de
entre 20 y 30 nucleotidos (Berg, et al., 2008).

Extension y polimerizacion (Polimerization)

Posteriormente se calienta la solucion a 72 °C, la temperatura éptima para la

activacion de la Taq Polimerasa. Esta polimerasa termoestable, proviene de
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Thermus aquaticus, una bacteria terméfila que vive en fuentes termales. La
polimerasa elonga ambos primers en direccion a la secuencia diana porque
la sintesis de ADN se realiza en el sentido 5° - 3’. La sintesis de ADN
tiene lugar sobre las dos hebras y se extiende més alla de la secuencia diana
(Berg, et al., 2008).

1.2.6.3. Aplicaciones de la PCR.

Las aplicaciones de la PCR son numerosas. Como por ejemplo, pueden
citarse: clonacion celular de fragmentos de ADN, deteccion de secuencias
sin purificacion previa, preparacion de muestras para secuenciacion de
acidos nucleicos, establecimientos de polimorfismos de secuencia, rastreo
de mutaciones, tipificacion de ADN para trasplantes, diagndstico de
enfermedades genéticas (incluido el diagndstico prenatal), determinacion de
secuencias especificas de ADN relacionadas, deteccion de microorganismos
infecciosos, deteccion de células tumorales, amplificacion de ADN para su

posterior clonacion celular etc., (Herraéz, 2012).

1.2.7. Marcadores Moleculares.

Los marcadores moleculares o marcadores de ADN revelan sitios de variacion
naturales a nivel de secuencia de ADN. A diferencia de los marcadores
controlados por genes asociados a caracteres morfologicos (Fenotipos de facil
identificacion visual), las variaciones en los marcadores de ADN no se muestran
por si mismas en el fenotipo, porque pueden ser diferenciadas en un solo
nucledtido del gen o en un pedazo del ADN repetitivo (Velasco Mosquera,
2005).

Los marcadores moleculares relacionados a una caracteristica especifica son de
particular interés por que permiten identificar individuos que contengan esa
caracteristica y diferenciarlos de los que no la posean, es decir que dan

informacion sobre la diversidad genética. Esto es un aspecto esencial en el
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campo de la biologia tanto aplica como fundamental: ecologia, biologia de la
evolucidn, taxonomia, agronomia, biotecnologia, microbiologia, genética, etc.
(Comide, 2000).

Un gran numero de técnicas moleculares pueden ser utilizadas para obtener
marcadores de diversidad mediante la deteccion de polimorfismo a nivel de
ADN (Tautz, 1989). Algunos ejemplos de ellos son: polimorfismo de la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), amplificacion aleatoria del
ADN polimérfico (RAPD), polimorfismos en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP), microsatélites o secuencias repetidas (SSR), amplificacion

aleatoria del polimorfismo de microsatélites (RAMPO), etc. (Rallo, et al. 2002).

1.2.7.1. Marcadores Moleculares microsatélites (SSR)

Los microsatélites o secuencias simple repetidas (SSR) son regiones de
secuencias pequefias (dos a 10 pares de bases) repetidas, arregladas en
serie, las cuales se asume que estan distribuidas azarosamente por todo el
ADN. Son secuencias de ADN altamente variables dispersas a traves de
los genomas de hongos, plantas y animales, los cuales pueden o no estar
asociadas con genes, son loci altamente mutables que pueden estar
presentes en muchos sitios del genoma. Dado que la repeticién por si
misma no codifica para formar ninguna proteina y debido a que las
secuencias de ADN repetitivo pueden recombinarse y expandirse mas
frecuentemente que otros tipos de secuencias de ADN repetitivo pueden
recombinarse y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de
secuencias, estas regiones son a menudo altamente variables y
consecuentemente Utiles para medir el polimorfismo entre especies o

variedades muy relacionadas (Phillips, et al., 1995).

Los tipos de repeticiones que ocurren en los SSR varian entre las especies.
Las repeticiones mas frecuentes en las plantas son (AA)n y (AT)n
(Lagercrantz, et al., 1993). Estas repeticiones estan concentradas en
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secciones grandes de ADN que no codifican para genes conocidos y que se
han llamado macrosatélites, por lo que probablemente no son Utiles como
aquellos marcadores que estan distribuidos al azar (Phillips, et al., 1995).
Por el contrario, Tanksley, 1993 encontro que las secuencias (GA)n y
(GT)n y sus complementos (CT)n y (CA)n se presentan con mas
frecuencia y estan aleatoriamente espaciadas en el genoma de maiz.
También observaron que estos loci son altamente polimoérficos entre
variedades de arroz, por lo que son Utiles como herramientas de mapeo y
para estudios de polimorfismos intraespecificos. Los SSR’s representan un
nivel adicional de informacion genémica que se puede usar para los
estudios de mapeo y para la determinacion de polimorfismos (Phillips, et
al., 1995).

El desarrollo de marcadores SSR es muy laborioso debido a que deben
identificarse y secuenciarse regiones genomicas concretas (bordes del
microsatélite). Aunque una vez conseguido presentan un sistema muy
informativo. Al respecto Cervera 2002 menciona que aunque los
microsatelites permiten analizar sélo un locus por experimento son
bastante informativos ya que dejan diferenciar las variantes alélicas de los
loci analizados y por lo tanto identificar grupos de ligamiento entre
diferentes mapas genéticos. Sin embargo, para su desarrollo se precisa
conocer la secuencia y por lo tanto son menos numerosos que Otros

marcadores dominantes.

Estos marcadores son ideales para el estudio de ligamiento genético en
plantas, el mapeo fisico, los estudios poblacionales y la identificacion de
variedades (SIDTA, 2002).

La tecnologia para el andlisis de microsatélites es similar a la utilizada
para el analisis de RAPD, con la adicion de una evaluacion y

secuenciacion previa para determinar los indicadores. La deteccion del
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polimorfismo SSR se realiza mediante una PCR y la separacion de los
productos mediante electroforesis en geles de agarosa, poliacrilamida o
geles de secuenciacion. Las variaciones detectadas por lo SSR son el
resultado de cambios en el nimero de unidades repetidas (Lowe, et al.,
2004).

Ademas de su potencial polimorfico, los microsatélites reinen una serie de
caracteristicas que lo han convertido en marcadores de preferencia para el
mapeo génico; en primer lugar, porque son numerosos y se distribuyen
ampliamente a lo largo de todo el genoma, particularmente en peces se ha
estimado que su frecuencia es de 1 cada 10Kb; segundo, se heredan de
modo mendeliano como marcadores codominantes, lo que facilita el
seguimiento de su transmision dentro de las poblaciones de mapeo;
tercero, son abundantes en todos los genomas eucariotas estudiados hasta
la fecha; cuarto, la mayoria de los loci microsatélite tienen un tamafio
relativamente pequefio que facilita su caracterizacion via PCR; quinto, son
potencialmente transferibles entre linajes y/o especies proximas,
especialmente cuando el locus microsatélite se encuentra dentro de un

secuencia génica. (Gonzales Fortes, 2009).

1.2.7.1.1. Ventajas e inconvenientes de los microsatelites (SSR)
Las ventajas que ofrecen los microsatélites se deben en parte a la
posibilidad de la amplificacién por PCR, ya que el tejido que se utiliza
no necesita ser de mucha calidad, e incluso ADN en estado avanzado
de degradacion es suficiente para ser analizado. En este caso aventaja
a otras que también utilizan ADN nuclear, como son RFLP o los
RAPD’s. Los microsatélites son marcadores apropiados para el
estudio de genética de poblaciones en especies en peligro de extincion
porque se puede amplificar a partir de cualquier muestra biologia
como pelos, heces, huesos, etc., (HGss, et al. 1993) plumas, muestras
de herbarios, etc. de esta forma es posible analizar el area de
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distribucion, movimiento y estructura social de las poblaciones sin
tener que tomar contacto directo con los individuos, (Ernest, et al.,
200). Ademas puede utilizarse con muestras conservadas en museos,
colecciones privadas, etc., de muchos afios de antigiiedad. Asimismo,
puesto que es posible amplificar pequefias cantidades, se puede
ampliar el campo de aplicacion a especies de muy pequefio tamafio,

como insectos, etc.

Ademas de los métodos clasicos de analisis de genética de
poblaciones basados en frecuencia alélicas y obtencion de distancias
genéticas, hoy dia se empieza a aplicar diversos métodos para el
analisis estadistico de microsatélites, como maxima verosimilitud,

coalescencia y estadistica bayesiana, (Whittaker, et al., 2003).

En cuanto a los inconvenientes, uno de ellos es que en muchos casos
resulta necesario aislar y caracterizar marcadores especificos para la
especie objeto de estudio, lo que supone un elevado esfuerzo en
términos de tiempo y recursos econdmicos. Esto puede resultar un
inconveniente afiadido para ciertos grupos de organismos en los cuales
su aislamiento y obtencion resulta muy dificil técnicamente, o bien
porque los microsatélites aislados para un grupo sean inadecuados
para grupos proximos, (Garner, 2002). Sin embargo, en algunos casos
los cebadores desarrollados para una especie se pueden utilizar en
taxones cercanos sin tener que aislarlos especificamente para cada

especie.

La utilizacion de los cebadores de una especie para amplificar por
PCR microsatelites en especies cercanas, tiene como principal
inconveniente la aparicion de alelos nulos, debido a sustituciones,
delecciones e inserciones en las secuencias que corresponden a los

sitios de union de los cebadores especificos. Estos pueden implicar la
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asignacion  errénea de  individuos  heterocigdticos  como
homocigo6ticos, y puede suponer a la larga la acumulacion de grandes

errores en los analisis de datos si los alelos nulos son abundantes.

1.2.7.1.2. Aplicaciones de los Marcadores Moleculares microsatélites (SSR)
en plantas.
Los microsatélites (SSR) son muy utilizados en estudios moleculares
en plantas a continuacion se describe diferentes tipos de aplicaciones

moleculares:
Cuellos de botella

Los cuellos de botella pueden explicar en muchos casos la existencia
de niveles bajos de variabilidad genética en poblaciones naturales,

debido a la fragmentacion del habitat y aislamiento.

En muchas ocasiones resulta dificil cuantificar el flujo génico entre
grupos de poblaciones y, por tanto, detectar este tipo de procesos de
aislamiento efectivo. Por ello, es importante tomar como referencia
muestras de poblaciones que no hayan padecido reducciones en su
tamanio, o bien de individuos antes de sufrir en cuello de botella. En
estos casos. Los microsatélites son uno de los marcadores mas
apropiados y siendo de gran utilizacion para analisis de variabilidad

genética de especies animales, plantas, etc.
Hibridacion intraespecifica e introgresion entre especies

Numerosos son los trabajos en los que se ha utilizado la informacion
proveniente de microsatélites combinada con la informacion
proveniente de ADN mitocondrial (ADNmt), para la deteccion de

introgresiones e hibridaciones entre especies (Ruber, et al., 2001).
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Asignacion de individuos a poblaciones, analisis de paternidad

Estos marcadores moleculares son muy utiles, y en general los
marcadores ideales, por su elevado grado de polimorfismo, facilidad
de andlisis y fiabilidad en la determinacion de los alelos. Es el caso de
la asignacion de un individuo a un probable grupo de origen, lo que
permite analizar estructuras intrapoblacionales (Ruber, et al., 2001),
parentescos y analisis de paternidad (Paxton, et al. 2002).
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3.1. CAMPO DE VERIFICACION
3.1.1. Lugar de ejecucion
La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular

de la Subdireccién de recursos genéticos y biotecnologia (SUDIRGEB) del

Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) en la ciudad de Lima.

3.1.2. Ubicacion espacial

El Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) se encuentra ubicado en la
Avenida La Molina # 1981, en la ciudad de Lima.

3.1.3. Unidades de estudio

Cada especie del género Oenothera (Onoethera rosea, Oenothera multicaulis y
Oenothera Tetraptera), se convierten en una unidad de estudio. Con cada unidad
de estudio se realizé pruebas para cada una de las técnicas de extraccion de

ADN y amplificacion PCR para ser evaluados.

3.2. MATERIALES

3.2.1 Material bioldgico
Se recolectaron 4 muestras de cada especie de Oenothera evaluadas, en el caso
de Oenothera rosea fue recolectada en la comunidad de Calca con coordenadas

de 13°1924.64"S 'y 71°57'42.51"0 con una altitud de 2985 m.s.n.m., Oenothera

multicaulis fue recolectada en la comunidad campesina de Wilky con

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPQSITORIO DE 3%, UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

coordenadas de 13°25'54.53"S y 72°21'2.01"W con una altitud de 3906 m.s.n.m.
y Oenothera tetraptera fue recolectada en la comunidad campesinas de
Miraflores provincia de Apurimac con coordenadas de 13°32'30.80"S vy
72°44'29.23"W con una altitud de 3080 m.s.n.m.

3.2.2 Material de laboratorio

3.2.2.1 Materiales para la colecta

Placa Petri, Bolsas Ziploc (sello hermético), Bolsas de papel, Cooler,
Guantes de goma, Papel toalla, Tijeras, Silica gel, Lapicero tinta indeleble,
Alcohol 96°, Cinta para rétulos, Camara fotografica y Garmin eTrex GPS.

3.2.2.2 Material para la extraccion de ADN

3.2.2.2.1. Reactivos quimicos

Acido acético glacial (Merck), Agua bi-destilada, Agua destilada,
Alcohol isoamilico (Merck), Bromuro de hexadeciltrimetil amonio
(CTAB), (Sigma), B-mercaptoetanol, (Sigma), Cloroformo (Merck),
EDTA (Acido etilen diamino tetra — acético), (Sigma), Etanol
absoluto 70° y 96° , (Merck), Isopropanol, (Merck), RNAse,
(Sigma), PVP (polivinilpirrolidona), (Sigma), Tris
(Tris[hidroxymethyl] amino ethan), (Merck) y Acido Clorhidrico,
(Merck), Agua libre de nucleasas, (Merck).
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3.2.2.2.2. Material de laboratorio

Agitadores magnéticos, Espatulas, pinzas, tijeras, Gradillas y
soportes para tubos, Guantes de vinilo (Quest), Contenedor de
Nitrégeno Liquido, Tubo de 1,5y 2 ml (Eppendorf y Axygen), Juego
de micropipetas (Eppendorf y Rainin), Magnetos, Matraces
Erlenmeyer, (Pyrex®), Probetas de 10, 100, 1000 ml (Pyrex®),
Vasos precipitados “Beakers”, (Pyrex®), Bolsas de polipropileno,
Puntas plasticas de 10, 200 y 1000 ul. (Axygen), Puntas cortadas
200 pl. (Axygen), Racks Polypropylne, (Axygen, Eppendorf) y
Tubos eppendorf de 1.7, 2 ml, (Eppendorf).

3.2.2.2.3. Equipos

Autoclave, Balanza analitica (Sartorius, modelo CPA2245), Bafio
maria (Cimatec S.A.), Cémara extractora, Camara de flujo laminar
(ESCO), Centrifuga refrigerada ( Hettich, modelo mikro 22R),
Refrigeradora (Electrolux), Congeladora a -80°C (Glacier, modelo
NU-9668), Estufa (Conterm), Hot plate, Potenciometro de mesa
(Hanna, modelo HI255) , Vortex (Genie 2T y Wizard), Mili-Q
(EasyPure® Water Filtration System) y Savant ADN Speedvac
Concentrator (Thermo Scientific — USA).

3.2.2.3 Material para la electroforesis y cuantificacion
3.2.2.3.1. Reactivos quimicos
Agarosa (Sigma), Agua destilada, Azul de Bromofenol, (Sigma),

Bromuro de Etidio, (Sigma), Marcadores de Peso Molecular (100 pb
y 1000 pb.) y ADN del Fago Lambda £ Pst (CIP).
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Material de laboratorio

Cajas de dilucion, Gradillas y soportes para tubos, Papel Tissue,
(Kimwipe®), Racks de polipropileno, Matraz Erlenmeyer (Pyrex®),
Juego de micropipetas, puntas de 10 ul. (Axygen).

Equipos

Fotodocumentador (Biorad, modelo Chemidoc XRS), Expositor de
luz UV Trasnsiluminador, Microondas y Camara de electroforesis
(Biorad ), Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), Mili-Q (EasyPure®
Water Filtration System).

3.2.2.4 Material para PCR

3.2.24.1.

3.2.2.42

Reactivos quimicos

Agua libre de nucleasas, (Merck), Alcohol 96°, Cloruro de Magnesio
(Merck), dNTPs (invitrogen), Hot Start Tag Polimerasa (invitrogen)
y Primers, Solucién tampon 10X-PCR Buffer (invitrogen).

Material de laboratorio
Juego de micropipetas (Eppendorf), Placas de policarbonato PCR de

96 pocillos, Puntas para micropipetas de 0.5, 100 y 1000 pl.,
(Eppendorf 'y Axygen), Tapa de placas de PCR de 96 pocillos,
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(Axygen), Tubos en tiras y tapas en tiras para PCR, (Axygen) y
Tubos Strips 0.2 ml para PCR, (Axygen).

3.2.2.4.3 Equipos

Minispin Plus (Eppendorf), Termociclador (MJ Research, modelo
PTC-200) y PCR Mastercycler proS (Epeendorf).

3.2.3 Software
Statgraphics Centurium XV (StatPoint, 2010), Quantity One 1-D Analysis

Software (Biorad, 2011), Nanodrop 2000 software (Thermo Scientific, 2009) y
Microsoft Office 2010 (Microsoft, 2010).

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental elaborado para este proyecto de investigacion se muestra
en las Figura 5.
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3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.4.1 Recoleccion de las muestras.

Fundamento:

La mayoria de las actividades relacionadas con el estudio de las plantas
requieren su identificacion, es por ello que la recoleccién de muestras es el
proceso por el cual se colecta el material vegetal en estudio para poder en primer
lugar realizar el proceso de identificacion en un herbario asegurando el
almacenamiento adecuado de algunos especimenes para futuras investigaciones
y el posterior uso de las deméas muestras para la investigacion a realizar (Estrada
Sanchez, 2005).

Procedimiento:

Se recopild informacién de todas las especies de Oenothera que existen en el
Perd, usando para ellos la informacion de TROPICOS del ““Missouri Botanical
Garden” (Missouri Botanical Garden, 2013), la cual se realiz6 tomando
diferentes variables (especie, ubicacion, afio de recoleccion y altitud), del mismo
modo se identifico las especies que poseen cualidades medicinales. Obtenidos
estos resultados se procedio a ubicar las especies de Oenothera seleccionadas y

proceder a su respectiva recoleccion.

Como se sabe que la cantidad y calidad de ADN son afectadas por la condicion
del tejido antes de la extraccion, siendo importante la recoleccion adecuada del
material vegetal, para lo cual se realizo la recoleccion de las muestras usando
dos métodos de conservacion. Del mismo modo se tomaron muestras para
realizar la verificacion morfolégica de cada una de las tres especies de
Oenothera e ingresarlas a la base de datos del Herbarium Arequipensis — Husa

de la Universidad Nacional San Agustin de Arequipa.
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3.4.1.1. Técnica de conservacion con Silica Gel.
Fundamento:

Esta técnica consiste en la utilizacion de la Silica Gel que es un desecante
que al absorber la humedad en un espacio cerrado (generalmente una bolsa
de plastico con cierre “zip-lock” o un frasco de vidrio o plastico con tapa
de rosca), deshidrata los tejidos vegetales con relativa rapidez, evitando la
oxidacion de los tejidos y la degradacion catalitica del ADN (Escalante,
2010).

Procedimiento:

Se recolectd hojas jovenes de las especies seleccionadas de Oenothera, las
cuales fueron cortadas por una tijera desinfectada con alcohol, en seguida
las muestras fueron colocadas en una placa petri y fueron desinfectadas
con alcohol para tener un material limpio, luego fue colocado el material
vegetal en sobre de papel toalla (4 hojas por sobre), a continuacion se
coloco cada uno de los sobres en una bolsa ziploc con cierre hermético, en
seguida se agregd una cantidad considerable de silica gel
(Aproximadamente 10 gr) a la bolsa ziploc, luego se colocd la bolsa
cerrada en otra bolsa ziploc para asegurar la hermeticidad y se rotulo la
muestra indicando lugar de ubicacion, altitud, coordenadas GPS y especie,
por Gltimo se coloco la muestra en un cooler manteniendo las muestra a
una temperatura de -20°C. Todo los detalles de este procedimiento estan

especificados en el Anexo 2 Figura 25.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DESANTA MARIA

3.4.1.2. Técnica de conservacion en fresco.
Fundamento:

La técnica de conservacion en fresco consiste en la conservacion del
material vegetal recolectado a bajas temperaturas (-70°C a -80°C) evitando
de este modo la descomposicion de las muestras, ya que la congelacion de
los tejidos es una manera rapida de endurecerlos sin necesidad de
inclusion, por lo que la preservacion molecular es méaxima (Morris et al.,
2003).

Procedimiento:

Se recolectd hojas jovenes de las especies seleccionadas de Oenothera, las
cuales fueron cortadas por una tijera desinfectadas con alcohol, en seguida
las muestras fueron colocadas en una placa petri y fueron desinfectadas
con agua destilada para tener un material estéril, luego se colocé las
muestras vegetales estériles dentro de una bolsa de papel y fue cerrado,
seguidamente se rotulo la bolsa de papel indicando lugar de ubicacion,
altitud, coordenadas GPS y especie, por Ultimo se coloco las muestras en
un cooler y se conservo a -20°C y luego a -80°C. Todo los detalles de este

procedimiento estan especificados en el Anexo 2 Figura 26.

3.4.1.3. Recoleccion de muestras para herbario.
Fundamento:

La mayoria de las actividades relacionadas con el estudio de las plantas
requieren su identificacion, es por eso, que la recoleccion de muestras para
herbario es un paso fundamental para el inicio de investigaciones en

cualquier especie vegetal.
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Procedimiento:

Se seleccionaron pléntulas enteras las cuales fueron limpiadas y colocadas
en una cartulina y fueron forrados en periddico, seguidamente se rotularon
indicando lugar de ubicacidn, altitud, coordenadas GPS y especie, y

fueron transportadas al herbario para ser identificadas y registradas.

3.4.2 Extraccion de ADN.

Fundamento:

La extraccion de ADN es el primer paso para la realizacién de estudios
moleculares en cualquier especie animal, vegetal, etc. (Tan et al., 2009). Este
procedimiento consiste en la extraccion y purificacion del ADN genémico, para
lo cual se realiza la rotura de la membrana celular y nuclear de cada célula
seguido de la proteccion del ADN con agentes quimicos que impiden la
interaccion del ADN con enzimas y otros compuesto; y su posterior purificacion

con ayuda de solventes.
Procedimiento:

Se realizaron diferentes pruebas que fueron disefiados siguiendo la estructura de
las técnicas de Doyle & Doyle, (Doyle et al., 1987; Doyle & Doyle, 1987; Doyle
& Doyle, 1990; Aaron, et al., 1990; Doyle, 1991; Porebski, et al., 1997; Zhang et
al., 2000; Keb-llanes, et al., 2002; Sharma, et al., 2002; Li, Su et al., 2002;
Michiels, et al., 2003; Alaey, et al., 2005; Keizman, et al., 2006; Narayanan, et
al., 2006; Deshmukh, et al., 2007; Matasyoh, et al., 2008; Shankar, et al., 2011,
Saeid, 2011; Gurudeeban, et al., 2011; Borse, et al., 2011; Nakum, et al., 2011;
Tiwari, et al., 2012 y Kazemi, et al., 2012.).

Con lo cual se obtuvo tres técnicas de extraccion y se us6 DNeasy Plant mini
Kit - QIAGEN (Qiagen - Sample & Assay Technologies, 2003) como control
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comercial, los cuales fueron probados en las muestras de Oenothera, repitiendo

el ensayo dos veces para cada tipo de recoleccion y muestra vegetal.
Protocolo de extraccién comercial DNeasy Plant mini Kit.
Fundamento:

DNeasy Plant es un kit que permite el aislamiento rapido y eficiente de ADN de
alta calidad a partir de una amplia variedad de especies de plantas y tipos de
tejidos incluyendo las fuentes mas exigentes. Las muestras pueden ser frescas,
congeladas o secas. El procedimiento optimizado DNeasy Plant incorpora la
columna de centrifugacion QIAshredder, una filtracion de columna Unica y
homogeneizacion que elimina eficazmente los desechos celulares y mejora el
manejo de las muestras vegetales (Qiagen - Sample & Assay Technologies,
2003).

Procedimiento:

Se procedio a realizar la extraccion con el protocolo de extraccion comercial

DNeasy Plant como medio de control para el material vegetal de Oenothera.

Para lo cual se trituro aproximadamente entre 150 a 300 mg. de hojas jovenes de
cada una de las tres variedades de Oenothera con nitrégeno liquido hasta obtener
un pulverizado homogeéneo, inmediatamente se colocé el material vegetal en un
epperdorf de 1,5 ml al cual se afiadi6 400 ul. de buffer AP1 precalentado a 65°C
en bafio maria 'y 4 ul. de RNasa, seguidamente se mezcld vigorosamente por 20
segundos en el vortex y se incubé a 65°C en el bafio maria por 10 minutos
agitando 3 veces durante la incubacién, finalizando la incubacion se procedio
afiadir 130 ul. de buffer AP2 al lisado mezclandolo e incubando en hielo por 10
minutos, después se centrifugd a 5000 rpm. por 5 minutos a temperatura
ambiente, en seguida se decantd el sobrenadante colocandolo en un columna
QlAshredder maxi (lilac) y se centrifugo a 15000 rpm. por 5 minutos a

temperatura ambiente, seguidamente al material recepcionado en el nuevo
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eppendorf se le afadié6 1.5 voliumenes de buffer AP3/E y se mezcl6
vigorosamente por 20 segundos en el vortex, a continuacion se colocd la muestra
en una columna DNeasy maxi spin column y se centrifugd a 6000 rpm. por 1
minutos descartando el liquido obtenido, inmediatamente se transfiere la
columna DNeasy maxi a un tubo de eppendorf de 1.5 ml se pipete6 500 ul. de
buffer AW (precalentado a 65°C) y se centrifugo a 15000 rpm. por 1 min., se
colocé la columna en un nuevo tubo de 1,5 ml. y se agregd 100 ul. de AE
precalentado a 65°C, dejar reposar por 5 minutos y por ultimo se centrifugé por
1 minuto a 6000 rpm. a temperatura ambiente obteniendo en el eluente el ADN
aislado. Todos los detalles de este procedimiento estan especificados en el

Anexo 3 Figura 27.
Técnica de extraccion 1
Fundamento:

La técnica de extraccion 1 es una técnica de extraccion de ADN estandar
utilizada en muchos laboratorios, similar a la utilizada por Doyle & Doyle 1990,
cabe indicar que esta técnica fue y es utilizada en la actualidad en el laboratorio
de biologia molecular del INIA para la ejecucion de trabajos moleculares en

plantas como Musa (platano), Solanum tuberosum (papa) entre otros.
Procedimiento:

Se moli6 150-300 mg. del tejido vegetal con nitrégeno liquido hasta conseguir
un polvillo homogenizado, inmediatamente esta pasta fue transferida a un
eppendorf de 2 ml y se agreg6 1000 ul. de buffer CTAB 2X precalentado a 55°C,
seguidamente se incubd el extracto por 15 minutos a 55°C en bafio maria
mezclando 3 veces en el proceso, finalizando la incubacion se centrifugo a
12000 rpm. por 5 minutos a temperatura ambiente, a continuacion se traspaso el
sobrenadante a un epeenfort nuevo de 2 ml afiadiendo 250 ul. de cloroformo :

alcohol isoamilico (24:1) y se mezcl6 por inmersidn, seguidamente se centrifugo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

a 13000 rpm. por 10 minutos a temperatura ambiente, en seguida se retiro la fase
acuosa del extracto con puntas anchas y se colocé en un eppendorf nuevo donde
se agregd 500 ul. de isopropanol, después se realiz6 una mezcla suave por
inmersién (el ADN puede ser visto como un precipitado) y se dejo 1 hora a -
20°C, finalizado el proceso de refrigeracion se centrifugd a 13000 rpm. por un
minuto a temperatura ambiente formando un pellet en la parte inferior del
eppendorf y se elimind el sobrenadante teniendo cuidado de no eliminar el
pellet, en seguida se colocaron las muestras en el concentrador por 3 minutos,
terminado el proceso de secado se agregé 1000 ul de alcohol absoluto
mezclando suavemente por inmersién, después se eliminé el alcohol y se
colocaron las muestras en el concentrador por 3 minutos, seguidamente se
agreg6 50 ul de agua libre de ADNsa (Qiagen) y se mezclo hasta que el pellet se
haya disuelto totalmente, posteriormente se agregd 2 ul. de RNAsa (Invitrogen)
y se incubo a 65°C por 20 minutos y por ultimo se almacené a 4 °C. Todos los

detalles de este procedimiento estan especificados en el Anexo 4.
Técnica de extraccién 2
Fundamento:

La Técnica de extraccion 2, es una técnica de extraccion que contiene los
principios mencionados por Doyle & Doyle 2008, con la diferencia que es una
técnica méas robusta con una concentracion de CTAB 3X, proteinasa K, otros
reactivos que ayudaran a la extraccion del ADN genomico y teniendo como
beneficio que no usa nitrégeno liquido para la trituracion del material vegetal.

Procedimiento:

Se molio 150-300 mg. del tejido vegetal los cuales fueron triturados dentro de
una bolsa de polipropileno con ayuda de un tubo de ensayo agregando 1000 ul.
de buffer CTAB 3X precalentado a 70°C, 4ul. de proteinasa K y 5.70 ul. de B-

mercaptoetanol hasta obtener un extracto homogenizado, en seguida se trasfirio
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el extracto a un eppendorf de 2ml y se incubo el extracto por 30 minutos a 70°C
en bafio maria mezclando 3 veces en el proceso, finalizada la incubacion se
centrifug6 a 13000 rpm. por 10 minutos a temperatura ambiente, a continuacion
se traspaso el sobrenadante a un eppendorf nuevo de 2 ml afiadiendo 1000 ul. de
cloroformo : alcohol isoamilico (24:1) y 50 ul de acetato de amonio 5M
mezclando por inmersion, seguidamente se centrifugo a 13000 rpm. por 10
minutos a temperatura ambiente, en seguida se retir6 la fase acuosa del extracto
con puntas anchas, colocando 0.6 volimenes de isopropanol y 300 ul. de NaCl
5M, después se realizd una mezcla suave por inmersion (el ADN puede ser visto
como un precipitado) y se dejé 30 minutos a -20°C y 10 minutos a -80°C,
pasado el tiempo de refrigeracion se centrifugé a 13000 rpm. por 15 minutos a
4°C formando un pellet en la parte inferior del eppendorf, en seguida se retir6 el
sobrenadante y se colocaron las muestras en el concentrador por 3 minutos,
terminado el proceso de secado se agregé 1000 ul de alcohol al 80% mezclando
suavemente por inmersion y se centrifugd a 13000 rpm. por 5 minutos,
seguidamente se elimind el sobrenadante y se agregé 1000 ul de alcohol
absoluto, se mezclo por inmersién y se centrifugo a 1300 rpm. por 5 minutos,
acabo el proceso de centrifugacion se elimin6 el sobrenadante y se colocaron las
muestras en el concentrador por 7 minutos, seguidamente se agregdé 50 ul. de
agua libre de ADNsa (Qiagen) y se mezclo hasta que el pellet se haya disuelto
totalmente, posteriormente se agregd 2 ul. de RNAsa (Invitrogen) y se incubd a
65°C por 60 minutos y por Gltimo se almacend a 4 °C. Todos los detalles de este

procedimiento estan especificados en el Anexo 5.
Técnica de extraccion 3
Fundamento:

La Técnica de extraccién 3 es una técnica de extraccion que contiene los
principios mencionados de Doyle & Doyle 2008, con la diferencia que esta

técnica de extraccién cuenta con la adicion de dos concentraciones de CTAB
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(2X y 10X), la reduccion significativa de la cantidad de agentes quimicos y la
trituracion del material vegetal sin uso de nitrégeno liquido lo que la hace una

técnica extraccion innovadora y rentable.
Procedimiento:

Se moli6 150-300 mg. del tejido vegetal los cuales fueron triturados dentro de
una bolsa de polipropileno con ayuda de un tubo de ensayo agregando 800 ul.
de buffer CTAB 2X precalentado a 60°C y 3.4 ul. de B-mercaptoetanol hasta
obtener un extracto homogenizado, en seguida se trasfirio el extracto a un
epeendorf de 2ml y se incubd el extracto por 40 minutos a 60°C en bafio maria
mezclando 3 veces en el proceso, finalizada la incubacion se centrifugo a 13000
rpm. por 10 minutos a 4°C, a continuacion se traspaso el sobrenadante a un
epeendorf nuevo de 2 ml afiadiendo 50 ul. de acetato de amonio 3M, 60 ul. de
CTAB 10Xy 400 ul. de cloroformo : alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld por
inmersion, seguidamente se centrifugo a 13000 rpm. por 8 minutos a 4°C, en
seguida se retird la fase acuosa del extracto con puntas anchas, colocando 2/3 de
volimenes de isopropanol y 50 ul. de NaCl 5M, después se realizdé una mezcla
suave por inmersion (el ADN puede ser visto como un precipitado) y se dejo 1
hora a -20°C y 15 minutos a -80°C, pasado el tiempo de refrigeracion se
centrifugd a 13000 rpm. por 20 minutos a 4°C formando un pellet en la parte
inferior del eppendorf, en seguida se retird el sobrenadante y se colocaron las
muestras en el concentrador por 3 minutos, terminado el proceso de secado se
agregd 700 ul. de alcohol al 70% mezclando suavemente por inmersion, después
se centrifugd a 12000 rpm. por 5 minutos a 4°C, seguidamente se agrego6 700 ul.
de alcohol absoluto, se mezcl6 por inmersion y centrifugo a 12000 rpm. por 5
minutos a 4°C, acabo el proceso de centrifugacion se colocaron las muestras en
el concentrador por 5 minutos, seguidamente se agreg6 50 ul. de agua libre de
ADNsa (Qiagen) y se mezcl6 hasta que el pellet se haya disuelto totalmente,

posteriormente se agregd 2 ul. de RNAsa (Sigma) y se incub6 a 65°C por 60
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minutos y por ultimo se almacend a 4 °C. Todos los detalles de este
procedimiento estan especificados en el Anexo 6.

3.4.3 Evaluaciéon de la concentracion, pureza y calidad del ADN gendmico

aislado.

3.4.3.1. Determinacion de la pureza y concentracion del ADN genémico por
espectrofotometria.

Fundamento:

La espectrofotometria se fundamenta en la trasmision de la luz a través de
una solucion para determinar la concentracion de un soluto presente en la
misma. Por lo cual el ADN puede cuantificarse directamente en soluciones
acuosas, en forma diluida o sin diluir midiendo la absorbancia de luz
ultravioleta y al mismo tiempo obtener resultados de absorbancia para
determinar los parametros de pureza respectivos (Azsonso Y A260/230)
(Somma, 2012).

Procedimiento:

Las muestras fueron analizadas por un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
2009), para lo cual se us6 1 ul. de cada una de las muestras para analizar la
concentracion y la calidad del material vegetal. Todos los detalles de este

procedimiento estan especificados en el Anexo 7 Figura 31.

3.4.3.2. Determinacion visual de la pureza y concentracion del ADN genémico
por electroforesis en geles de agarosa al 1%o.

Fundamento:

La concentracion y calidad del ADN puede ser verificada mediante la
electroforesis en geles de agarosa que consiste en la separacion de molecular
(&cidos nucleicos) a traves de la matriz tamponeada (agarosa). Esta matriz
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funciona como un filtro separando las moléculas de acuerdo al tamafio y la
carga neta que poseen (Posso Duque et al., 2008). Finalmente corridas las
muestras con un Fago Lambda se puede determinar la concentracion del

ADN obtenido con programas especializados.
Procedimiento:

La calidad del ADN obtenido se analizd en forma visual por corridas de las
muestras en geles de agarosa al 1%. Para lo cual se prepard previamente una
diluciéon de 2 ul. de ADN de las muestras de Oenothera con 8 ul. de tampon
de carga (loading buffer dye) en placas de policarbonato; las cuales fueron
cargadas en el gel de agarosa como también un fago Lambda 1X,
seguidamente las muestras fueron corridas a 80 V. por 5 minutos y 120 V.
hasta completar la corrida de las muestras, por ultimo el gel de agarosa
fueron llevadas al chemidoc XRS de BIORAD para ser analizadas. Todos
los detalles de este procedimiento estan especificados en el Anexo 7 Figura
32.

3.4.3.3. Validacion de la calidad del ADN gendmico por amplificacion por PCR.
Fundamento:

La calidad del ADN genémico es un paso importante para determinar una
buena técnica de extraccion, este proceso se realiza por medio de una
amplificacion por PCR para asegurar por medio del amplificado que la
muestra de ADN esta libre de contaminantes que inhiben este proceso
(Pandey et al., 1996).

Procedimiento:

Se determind la validacion de la calidad del ADN obtenido a partir de cada

método de extraccidn, realizando la amplificacion con el par de primers
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Oenbi2tri2 construidos por Larson, et al. (2008). Todos los detalles de la

secuencia se pueden ver en la Tabla 10.

Dilucién del ADN

Se realiz6 en primer lugar la dilucién de las muestras a una concentracion de
10 ug./ul.

Reaccion de amplificacién

Se procedi6 a realizar la amplificacion teniendo una mezcla de 10 ul. de
reaccion de PCR para cada muestra, la muestra estuvo compuesta por un 1
ul. de PCR buffer (Invitrogen), 2.0 mM. de MgCl,, 0.2 mM. de DNTP’s
(Invitrogen), 0.2 uM. de primer (F), 0.2 uM. de primer ®, 0.25 U. de hot
start Taq Polimerasa (Invitrogen) y 50 ug. de ADN genémico. Todos los
detalles de este procedimiento estan especificados en el Anexo 8.

Programa de amplificacion en gradiente

Se realizo una amplificacion en gradiente para poder determinar la Ta
(Temperatura de anillamiento) adecuada para la reaccion de PCR.

Para lo cual se inici6 con 95°C por 5 minutos como preactivacion de la hot
start Taq Polimerasa (Invitrogen), seguido de 35 ciclos de 95°C por un
minuto, gradiente entre 48°C y 64°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto,
seguido de un unico ciclo de 72°C por 12 minutos, la reaccion de PCR fue
realizada en el termociclador PTC-200 (MJ Research Inc.).

Programa de amplificacion

Determinada la Ta mas adecuada para el par de primers microsatélites

(SSR), se procedio a realizar la amplificacion de las muestras de Oenothera.

Para lo cual se inici6 con 95°C por 5 minutos como preactivacion de la hot

start Tag Polimerasa (Invitrogen), seguido de 35 ciclos de 95°C por 1
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minuto, temperatura determinada en la amplificacion en gradiente por 1
minuto y 72°C por un minuto, seguido de un Unico ciclo de 72°C por 12
minutos, la reaccion de PCR fue realizada en el termociclador PTC-200 (MJ

Research Inc.).

Visualizacion de amplificados

El amplificado fue analizado en geles de agarosa al 2%. Para la preparacion
de los geles de agarosa, en primer lugar se prepard una solucion stock de
buffer TBE 10X (Tabla 19), en seguida se realizé la dilucion del buffer TBE
10X a un buffer TBE 1X, seguidamente se peso 1.4 gr de agarosa los cuales
fueron agregados a 70 ml. de buffer TBE 1X, el cual es colocado en el
microondas por 1.5 minutos hasta ver la solucion completamente
transparente y se espera que la solucion enfrié un poco, en seguida se
agregd 1.5 ul. de bromuro de etidio y se procedié a afiadir el buffer en el
molde hasta llenarlo completamente colocando el peine para formar los

pozos de carga

Se preparé el material genetico, para lo cual se tomo 5 ul. del amplificado
los cuales fueron diluidos en un placa de policarbonato con 2 ul. de loading
buffer 10X. Las muestras fueron cargadas en los pozos de carga del gel de
agarosa y en los pocillos extremos se colocé ADN ladder de 1Kb.

Luego se realizo la corrida electroforética a 80 V. por 5 minutos y 130 V.
por 30 a 40 minutos, luego de la corrida electroforética se colocé el gel al
fotodocumentador Chemidoc (Biorad) y se capturaron las imagenes para ser

evaluadas.
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3.4.4 Estandarizacion de primers microsatélites (SSR).

Fundamento:

La estandarizacion de marcadores moleculares como los son los microsatelites
(SSR) es el proceso por el cual se realiza la amplificacion de las muestras de
ADN con los pares de primers, identificando de este modo el mix de PCR mas
adecuado, la programacion del amplificado y una Ta adecuada. El cual es un
paso fundamental para poder trabajar con marcadores moleculares que aportaran
a futuros estudios de origen y evolucién mediante analisis filogenéticos,

filogeograficos, entre otros (Llerena, et al., 2013).
Procedimiento:

Se trabajaron con los 9 pares de primes microsatélites (SSR) estandarizados para
Oenothera Biennis por Larson, et al. (2008). Todos los detalles de la secuencia

se pueden ver en la Tabla 10.

Dilucion del ADN

Se realizo la dilucion de las muestras a una concentracion de 10 ug./ul.

Reaccion de PCR

Para la reaccion de PCR se uso6 la metodologia usada por Larson, et al. (2008).
Se procedio a realizar la amplificacion teniendo una mezcla de 10 ul. de
reaccion de PCR para cada muestra, la muestra estuvo compuesta por un 1 ul.
de PCR buffer (Invitrogen), 2.0 mM. de MgCl;, 0.2 mM. de DNTP’s
(Invitrogen), 0.2 uM. de primer (F), 0.2 uM. de primer ®, 0.25 U. de hot start
Taq Polimerasa (Invitrogen) y 50 ug. de ADN genoémico. Todos los detalles de

este procedimiento estan especificados en el Anexo 8.
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Programa de amplificacién en gradiente

Se realiz6 la amplificacion en gradiente para cada uno de los primers con la
finalidad de poder determinar la Ta mas adecuada para realizar trabajos

moleculares.

Para lo cual se us6 una temperatura de 95°C por 5 minutos como preactivacion
de la hot start Taq Polimerasa (Invitrogen), seguido de 35 ciclos en gradiente de
entre 48°C y 64°C por 50 segundos, 50°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto,
seguido de un Unico ciclo de 72°C por 12 minutos, la reaccion de PCR fue

realizada en el termociclador PTC-200 (MJ Research Inc.).

Programa de amplificacion

Determinada la Ta méas adecuada para cada par de primers microsatélites (SSR),
se procedid a realizar la amplificacién de las muestras de Oenothera.

Para lo cual se inici6 con 95°C por 5 minutos como preactivacion de la hot start
Tag Polimerasa (Invitrogen), seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto,
temperatura determinada en la amplificacion en gradiente por 1 minuto y 72°C
por un minuto, seguido de un Unico ciclo de 72°C por 12 minutos, la reaccién de
PCR fue realizada en el termociclador PTC-200 (MJ Research Inc.).

Visualizacion de amplificados

El amplificado fue analizado en geles de agarosa al 2%. Para la preparacion de
los geles de agarosa, en primer lugar se prepard una solucion stock de buffer
TBE 10X (Tabla 23), en seguida se realizo la dilucion del buffer TBE 10X a un
buffer TBE 1X, seguidamente se pes6 1.4 gr de agarosa los cuales fueron
agregados a 70 ml. de buffer TBE 1X, el cual es colocado en el microondas por
1.5 minutos hasta ver la solucion completamente transparente y se espera que la

solucion enfrié un poco, en seguida se agrego6 1.5 ul. de bromuro de etidio y se
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procedio a afadir el buffer en el molden hasta llenarlo completamente colocando

el peine para formar los pozos de carga

En seguida se preparé el material genético, para lo cual se tom6 5 ul. del
amplificado los cuales fueron diluidos en un placa de poliacrilamida con 2 ul. de
loading buffer 10X. Las muestras fueron cargadas en los pozos de carga del gel

de agarosa y en los pocillos extremos se colocé ADN ladder de 1Kb.

En seguida se realizo la corrida electroforética a 80 V. por 5 minutos y 130 V.
por 30 a 40 minutos, luego de la corrida electroforética se colocé el gel al
fotodocumentador Chemidoc (Biorad) y se capturaron las imagenes para ser

evaluadas.
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Tabla 10. Marcadores moleculares microsatélites (SSR) para el género Oenothera.

Ta(°C)

Locus Repeticidn Secuencia 5’-3’ Larson et al.

Tamario de Gen Bank

alelo (pb.) # Accesion
2008

. TTCAGCTCCGATTGCCAAATGATGG
Oenbi2tri2 (GTT)s 50 407-423 EF988083
ATTCGCTGATGGAGCTGGGTTGTTCTT

o CCCAATCACACCCCTCCCTCAAT
Oenbi2tri3  (CTT)z0 50 402-485 EF988084
GCGACGGTGGATAGTGGATCTTCCTCT

. CAGGCCCTTGATCCGTTACACTTACCA
Oenbi2tri6 (CTT)g Touchdown 176-198 EF988085
GCGCTGCTGGAAGAGACGATGCT

. CTTTTTGCCCTTCTTTGACCCCATCC
Oenbi2tri7 (CTT)g Touchdown 361-367 EF988086
GACAGCAGCAGCAGCAAAAGCAAAGA

) GCCGCCCCATCAAAATATCGAGTA
Oenbi2tetl  (AGAT)q 50 341-364 EF988087
CATATACTATTTTCTGTTTAATTTTAGAATTTGGTCCTAA

. TAACTTCGTGGAACCAGACAGACACTCTC
Oenbi39di2 (GT)1o 50 198-205 EF988088
GAAGCGACAAGGCATACACTTTCTCCT

) . AACTCATACCATCCTCCTTACTTGCATCATTTA
Oenbi39tril (CTT)s 50 229-235 EF988089
GCGAGAAGAGGTAGAGAAGCAGAAGGAGTTAG

. . TTTCCTCTCCTTATCTCCTCAATTCTTCTCA
Oenbi39trid  (CTT)16 50 226-244 EF988090
CTTGCGTTATCTTATGCGTAGCCGTTAGTTTAT

. AATTAATTTGCTCGGACACCTTTCTT
Oenbi3dtets (ATAA); 50 277-323 EF988091
GAGCTATATTTTCTTCGATCATCTTGTCTA

85



Fuente: (Larson, et al., 2008 y NCBI, 2013)
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3.5. METODOLOGIA ESTADISTICA

Fundamento:

La estadistica es utilizada constantemente en la investigacion cientifica para poder
fundamentar los resultado obtenidos con una evaluacién objetiva basada en el
experimento cientifico, buscando aceptar o rechazar una hipdtesis de forma
objetiva, lo que asegura la veracidad de los fendmenos estudiados y obliga al

desarrollo de conclusiones en acorde con la realidad (UTM, 2008).
Procedimiento:

El anélisis estadistico fue llevado a cabo usando el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV version 15.2 (StatPoint Inc., Warrenton, Virginia, EEUU). Para el
analisis estadistico se utilizd un disefio factorial evaluando la concentracion y
pureza del material vegetal recolectado para el efecto de la conservacion, las tres
técnicas de extraccion y como control se empled el protocolo del kit comercial
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Los resultados son expresados con la media £
error estandar de la media (EE) de muestras y por duplicado para cada caso. Las
diferencias fueron consideradas significativas a P<0.05.

Se obtuvieron resultados de Absorbancia 260/280 y 260/230 en el nanodrop 2000
(Thermo Scientific, 2009) para poder comprobar la pureza de nuestra extraccion
geles de agarosa que fueron analizados en el chemidoc XRS (Biorad, 2011). Todos
estos datos estdn detallados en el Anexo 7. Por lo que para la realizacion del
analisis estadistico en el caso de las concentraciones, se utiliz6 los datos
proporcionados por los geles de agarosa tomando en cuenta lo mencionado por
Barrick, 2012 el cual indica que comparando la medicion de concentraciones del
Nanodrop que indica que para estandarizaciones de técnicas de extraccion es
recomendable tomar los datos de concentracion de las imagenes de los geles de

agarosa y no los resultados del nanodrop ya este equipo puede absorber otras
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sustancias como solventes dando resultados de hasta tres veces la concentracion

real. Todos estos datos pueden ser vistos en el Anexo 9.

3.6. METODOLOGIA PARA ANALISIS COSTO.

Fundamento:

El analisis de costos es una técnica importante para poder analizar el costo total de
algn proceso a realizar y de esta manera escoger el proceso que me genera menos

gasto y mayor efectividad.
Procedimiento:

Se realizo el andlisis de costos comparando el costo de insumos y materiales usados
en cada una de las técnicas de extraccion probadas, con los cuales se hizo un
andlisis comparativo con respecto al control comercial DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) que se uso en la presente investigacion con la finalidad de obtener los
porcentajes de ahorro y asi poder comprobar la eficiencia econémica de las técnicas

de extraccién evaluadas.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y
DISCUSIONES
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4.1 RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1.1.Recoleccién de muestras

Realizada la blsqueda de especies de Oenothera en Tropicos de Missoruri
Botanical Garden (Missouri Botanical Garden, 2013), se encontraron 19 especies

distribuidas por todo el Perd.

Identificando en los departamento de Apurimac y Cusco tres especies de
Oenothera que han sido evaluadas por su efecto medicinal en investigaciones
realizadas y por el conocimiento de los pobladores de las comunidades

campesinas visitadas.

Las tres especies seleccionadas fueron inscritas en el Herbarium Arequipensis —
Husa de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, en donde se
encuentran los ejemplares estudiados en esta investigacién (Oenothera rosea,
Oenothera multicaulis y Oenothera tetraptera), que se encuentran entre los 2800

m.n.s.m. hasta los 3906 m.s.n.m. Vease 3.2.1 y Anexo 1.

Como se puede apreciar son plantas que viven en zonas de altitud y caracteristicas
ambientales las condicionan a poseer mayor cantidad de metabolitos secundarios
tales como polifenoles, polisacaridos, etc.; haciendo que estos tejidos se
constituyan en muestras con una mayor dificultad para la extraccion de ADN
gendmico como lo menciona Deshmukth, et al. 2007 que dice que hay multiples
inconvenientes debido a la co-extraccion al mayor contenido de polisacaridos de
alta viscoidad y polifenoles, los cuales actian como inhibidores durante la
extraccion del ADN; lo que hace que tambien se observe el ADN aislado de un

color amarillento, pegajoso y viscoso.
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Con respecto a las técnicas de conservacion usadas en esta investigacion
(conservacion con silica gel y conservacion en fresco), permitieron la
conservacion del ADN gendmico de cada muestra, sin embargo variando en la

cantidad de ADN conservado.

4.1.2.1. Efecto de la conservacion del material vegetal para Oenothera rosea

El contenido de ADN gendmico con respecto a Oenothera rosea fue
significativamente afectado por el tipo de conservacion usada para la
recoleccion de las muestras con respecto a cada técnica de extraccion
usada (P > 0.05), como puede observase amplia y detalladamente en el
Anexo 10, Tabla 28.

Como se puede ver en la Tabla 11, existe diferencias estadisticamente
significativa para cada tipo de conservacion con respecto al contenido de
ADN genomico de Oenothera rosea probado con cada una de las técnicas
de extraccidn utilizados en la presente investigacion (P > 0.05), siendo la
técnica de conservacion en fresco la que registra los contenidos mas altos
de ADN gendmico en cada una de las técnicas de extraccion (Figura 9), lo
cual puede apreciarse también en el grafico de dispersion y grafico de
error estandar mostrados en el Anexo 11 Figura 33.
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Tabla 11. Contenido de ADN gendémico (ng/ul) de Oenothera rosea con

respecto a la conservacion.

TECNICADE TECNICA DE CONSERVACION
EXTRACCION  SILICA GEL FRESCO
DNeasy 0.00 + 0.00™ 10.86 + 0.35""
Técnica 1 23.39£0.55°%  105.64 + 4.34%°
Técnica 2 99.31+9.10°*  173.62 + 8.49%°
Técnica 3 99.84 +1.05“®  210.11 +4.017°

Fuente: Statgraphics Centurion XV
*Se reportan los resultados como las medias + el error estandar de la

media (n=2)

**|_as medias dentro de una misma columna con el mismo superindice en
letras mayuscula no presentan diferencia estadistica significativa (p>0.05)
cuando se someten a la prueba de maltiples rangos de Duncan, las medias
dentro de la misma fila con el mismo superindice en letra minascula no
presentan diferencias estadistica significativa (P>0.05) cuando se someten

a la prueba de maltiples rangos de Duncan.
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Figura 9. Efecto de la conservacion para el contenido de ADN genémico
de Oenothera rosea.

Fuente: Microsoft Excel 2010

Tener un método de conservacion adecuado para el material genético es un
paso importante para realizar una exitosa extraccion de ADN, como lo
menciona Matasyoh, et al. 2008 que dice que no solo es importante para
asegurar un adecuado estudio de extraccion y el uso de diferentes tejidos,

sino también la evaluacién del método de almacenamiento,

Se determind que el efecto de la conservacion en fresco almacenado a -
80°C fue la técnica de conservacion que dio mejores resultados
comparando entre todos los tratamientos de extraccion usados para
Oenothera rosea, lo cual ya fue reportado por Marulanda, et al., 2006, en
donde se menciona que para preservar las muestras por tiempos
prolongados es necesario almacenarlas en congeladores de -70°C y -80°C o

dispositivos de nitrogeno liquido.
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Del mismo modo el proceso de recoleccion de las muestras conservadas en
fresco realizando la limpieza del material vegetal y el secado de las
muestras influye considerablemente a la adecuada conservacion de
material genético para la extraccion de ADN genomico, esto es
sustentando por Matasyoh, et al., 2008 que menciona que es necesario
almacenar el tejido en condiciones limpias y secas.

Otro paso fundamental para obtener una conservacion adecuada fue la
recoleccion de plantas jovenes ya que las plantas adultas pueden ocasionar
dificultades para la extraccién de ADN, como indica Dabo, et al., 1993 y
Zhang, et al., 2000, quienes dicen que las plantas maduras no son
preferentes para la extraccion de ADN principalmente por la presencia de
altas concentraciones de polisacaridos, polifenoles y otros metabolitos

secundarios.

4.1.2.2. Efecto de la conservacion del material vegetal para Oenothera

multicaulis

El contenido de ADN gendmico con respecto a Oenothera multicaulis no
fue significativamente afectado por el tipo de conservacién para las
técnicas de extraccion usadas (P > 0.05), como puede observarse amplia y

detalladamente en el Anexo 12, Tabla 29.

Como se puede ver en la Tabla 12, existe diferencias estadisticamente
significativa para los tipos de conservacion con respecto al contenido de
ADN genomico de Oenothera multicaulis Unicamente para la técnica de
extraccion 2 (P > 0.05), ya que con respecto a las demas técnica no hay
una diferencia estadisticamente significativa (P > 0.05), por lo que para el
caso de Oenothera multicaulis no se puede indicar si hubo un efecto de

las técnicas de conservacion con respecto a la concentracién en el proceso
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de extraccion de ADN gendémico (Figura 10), lo cual puede apreciarse
también en el grafico de dispersion y grafico de error estandar mostrados
en el Anexo 13 Figura 34.

Tabla 12. Contenido de ADN gendémico (ng/ul) de Oenothera multicaulis

con respecto a la conservacion.

TECNICADE TECNICA DE CONSERVACION

EXTRACCION  SILICA GEL FRESCO
DNeasy 0.00 + 0.00™ 7.36 + 2.15™
Técnica 1 9.30 + 0.05" 11.03 + 1.517

Técnica 2 120.91 + 12.13%  335.97 + 22.86°
Técnica 3 193.63 + 13.43%%  219.54 + 14.51%°

Fuente: Statgraphics Centurion XV

*Se reportan los resultados como las medias * el error estandar de la

media (n=2)

**|_as medias dentro de una misma columna con el mismo superindice en
letras mayuscula no presentan diferencia estadistica significativa (p>0.05)
cuando se someten a la prueba de maltiples rangos de Duncan, las medias
dentro de la misma fila con el mismo superindice en letra minuscula no
presentan diferencia estadistica significativa (P>0.05) cuando se someten a
la prueba de mdaltiples rangos de Duncan.
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Figura 10. Efecto de la conservacion para el contenido de ADN genémico
de Oenothera multicaulis.

Fuente: Microsoft Excel 2010

Como se puede apreciar con respecto a la conservacion para Oenothera
multicaulis, se presenta como resultado que la conservacion en fresco sin

persevantes es la técnica mas eficiente al igual que en Oenothera rosea.

4.1.2.3. Efecto de la conservacion del material vegetal para Oenothera

tetraptera.

El contenido de ADN gendmico con respecto a Oenothera tetraptera fue
significativamente afectado por el tipo de conservacion usado para la
recoleccion de las muestras con respecto a cada técnica de extraccion
usada (P > 0.05), como puede observarse amplia y detalladamente en el
Anexo 14, Tabla 30.
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Como se puede ver en la Tabla 13, existe diferencias estadisticamente
significativa para cada tipo de conservacion con respecto al contenido de
ADN gendmico de Oenothera tetraptera probado en con cada una de las
técnicas de extraccion utilizados en la presente investigacion, con
excepcioén de la extraccion con kit comerciales (DNeasy) en donde no se
obtuvieron resultados (P > 0.05), siendo la técnica de conservacion en
fresco la que registra los contenidos mas altos de ADN genémico en cada
una de las técnicas de extraccion (Figura 11), lo cual puede apreciarse
también en el gréfico de dispersion y grafico de error estandar mostrados
en el Anexo 15 Figura 35.

Tabla 13. Contenido de ADN genémico (ng/ul) de Oenothera tetraptera

con respecto a la conservacion.

TECNICADE TECNICA DE CONSERVACION

EXTRACCION  SILICA GEL FRESCO
DNeasy 0.00 + 0.00™ 0.00 + 0.00"
Técnica 1 28.50 +3.02°*  81.56 +5.97""
Técnica 2 99.64 +6.14%* 17253 + 14.70°°

Técnica 3 152.95 + 20.84%%  214.25 + 11.30°°

Fuente: Statgraphics Centurion XV

*Se reportan los resultados como las medias + el error estandar de la

media (n=2)

**|_as medias dentro de una misma columna con el mismo superindice en
letras mayuscula no presentan diferencia estadistica significativa (p>0.05)
cuando se someten a la prueba de maltiples rangos de Duncan, las medias
dentro de la misma fila con el mismo superindice en letra minGscula no
presentan diferencia estadistica significativa (P>0.05) cuando se someten a

la prueba de mdaltiples rangos de Duncan.
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Figura 11. Efecto de la conservacion para el contenido de ADN genémico
de Oenothera tetraptera.

Fuente: Microsoft Excel 2010

Como se puede apreciar con respecto a la conservacion para Oenothera
tetraptera, se presenta como resultado que la conservacion en fresco sin

persevantes es la técnica mas eficiente al igual que en Oenothera rosea.

4.1.2. Extraccion de ADN
4.1.3.1. Extraccién de ADN para Oenothera rosea
Para Oenothera rosea se analizaron 3 tipos de extracciéon y un control

comercial (DNeasy), encontrando una significancia afectada con respecto

a la concentracion de ADN genomico para cada tipo de extraccion (P >
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0.05), como puede observase amplia y detalladamente en el Anexo 16,
Tabla 31.

Para poder determinar la calidad y concentracién de ADN gendémico de
Oenothera rosea fue necesario considerar las diferencias entre todos los
tratamientos realizados para la extraccién. La Tabla 14 y la Figura 12
muestran el contenido de ADN gendmico y las relaciones de absorbancia

(A260/280 y A260/230) de Oenothera rosea.
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Tabla 14. Contenido de ADN gendmico y relacién de absorbancias (Azeozso Y Azeor230) de Oenothera rosea para cada

tratamiento de extraccion.

Técnica de Técnica de Temp. Concentracioén
., - A260/280 A260/230
extraccion Conservacion  (°C) (ng/ul)
o Silica Gel 20 5.07 + 1.00° 1.16 + 0.02° 0.0 +0.0%
easy -
Fresco 1.65 + 0.02 0.64 + 0.05" 10.86 + 0.35"°
. Silica Gel 0.95 +0.23" 0.69 + 0.05% 23.39 + 0.55°
Técnica 1 -20
Fresco 1.66 + 0.03" 1.58 + 0.02° 105.64 + 4.34°
-20 1.83 +0.05" 1.80 + 0.07° 84.92 + 9.02°
Silica Gel x . 5
o -80 1.68 + 0.01 1.82 +0.03 113.70 +1.17
Técnica 2 - — .
. -20 1.88 + 0.04 1.93 +0.06 162.15 + 0.35
resco
-80 1.83 +0.02* 1.89 +0.11°  185.09 + 12.99"
7 -20 1.88 £ 0.09" 2.09+0.11""  99.13 +1.29°°
Silica Gel = g -
Téenica 3 -80 1.94 +0.00 2.13+0.09 100.56 + 1.99
ecnica
- -20 1.88 + 0.03"* 2.01 +0.02°%"  209.26 + 3.58°
resco
-80 1.85 +0.01* 2.08 +0.1%" 210.67 +9.07°

Fuente: Statgraphics Centurion XV

*Se reportan los resultados como las medias + el error estandar de la media (n=2)

**|_as medias dentro de una misma columna con el mismo superindice en letras mayuscula no presentan diferencia estadistica

significativa  (p>0.05) cuando  se

someten

a la

100

prueba

de  multiples

rangos
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Figura 12. Grafica del contenido de ADN gendémico y relacion de absorbancias (Azsoso Y Azeorzz0) de Oenothera
rosea para cada tratamiento de extraccion.

Fuente: Microsoft Excel 2010
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Para la conservacion de ADN gendmico comparando entre todos los
tratamientos realizados para Oenothera rosea se puede ver que se
obtuvieron mejores resultados para la técnica de extraccion 3 usando
material vegetal conservado en fresco, del mismo modo se obtuvieron
concentraciones aceptables para los tratamientos de la técnica de
extraccion 3 usando material vegetal conservado en silica gel, y los
tratamientos de la técnica de extraccién 2, mientras que el control
comercial (DNeasy) y la técnica de extraccion 1 fueron los que obtuvieron
los niveles més bajos de concentracion de ADN gendmico, estos

resultados pueden observarse en la Tabla 14, Figura 12 y Anexos 17 y 18.

Para la relacion Agsopso comparando entre todos los tratamientos se
obtuvieron resultados 6ptimos para todos los tratamientos de la técnica de
extraccion 3 y tres tratamientos de la técnica de extraccion 2 con
excepcion del tratamiento que uso material vegetal conservado con silica
gel y un enfriamiento a -80°C, mientras que los tratamientos de la técnica
de extraccion 1y el control comercial (DNeasy) obtuvieron resultados que
no estan dentro de los parametros de este control para contar con un ADN
de alta pureza Nieman & Poulsen, 1963; Becker, et al., 1996 y Sambrook
et a., 2001, estos resultados pueden observarse en la Tabla 14, Figura 12.

Para la relacién Aoz Comparando entre todos los tratamientos se
obtuvieron resultados 6ptimos para todos los tratamientos de la técnica de
extraccion 3, del mismo modo los resultados de los tratamientos de la
técnica de extraccion 2 fueron aceptables ya que se acercan a los
pardmetros permisibles de este control de pureza, mientras que en la
técnica de extraccion 1 y el control comercial (DNeasy) se obtuvo
resultados que no estan dentro de los parametros de este control para
contar con un ADN de alta pureza Nieman & Poulsen, 1963; Becker, et al.,
1996 y Sambrook et a., 2001, estos resultados pueden observarse en la
Tabla 14, Figura 12.
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Por lo tanto, comparando entre las tres variables (Concentracion, Azsoso Y
Aosor30) para cada tratamiento realizado, se puede indicar que los
tratamientos de la técnica de extraccién 3 usando material vegetal fresco
nos da los mejores resultados para la extraccion de ADN gendmico de
Oenothera rosea, del mismo modo los resultados obtenidos en los
tratamientos de la técnica de extraccion 3 usando material conservado en
silica gel también proporcionaron resultados 6ptimos teniendo en cuenta
Unicamente que la concentracion con respecto a los tratamientos de la
técnica de extracciéon 3 usando material vegetal conservado en fresco son
menores a esta, estos resultados pueden observarse de forma clara y
detallas en la Tabla 14, Figura 12 y Anexos 17 y 18. Por otro lado cabe
indicar que haciendo una comparacion de resultados entre los dos
tratamientos de la técnica de extraccion 3 usando material vegetal
conservado en fresco y silica gel (enfriamiento a -20°C y -80°C) no
presentan una diferencia estadisticamente significativa (P>0.05), estos

resultados pueden observarse en la Tabla 14, Figura 12.

Como se puede apreciar para realizar todas las pruebas de extraccion de
ADN con los diferentes tratamientos utilizados se usaron cantidades de
150 a 300 mg. de tejido vegetal porque segun lo reportado por Moyo, et
al., 2008, se sabe que si se usan cantidades grandes de tejidos vegetal para
la extraccion, menores seran las concentraciones de ADN obtenidas, por
eso se tomé cantidades pequefias de tejidos vegetal de Oenothera rosea en
las diferentes pruebas realizadas para obtener concentraciones optimas de
ADN extraido.

Por otro lado para la técnica de extraccion 2 y 3 como esta descrito en
Materiales y Métodos no utilizan nitrégeno liquido para realizar la
trituracion del tejido considerando lo indicado por Kazemi, et al., 2012 que
menciona que normalmente los tejidos de plantas son triturados en

nitrogeno liquido pero esta es una dificultad en algunos casos por el tema
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de almacenamiento y transporte del nitrégeno liquido, por lo que una
técnica de extraccién sin uso de nitrogeno liquido ayudaria para realizar
trabajos moleculares en un mayor niumero de laboratorios del mundo. Por
lo indicado es que en el presente trabajo se procedi6 a buscar una técnica
de extraccion que pueda suplir estas deficiencias.

Por otra parte referente a las técnicas de extraccion utilizadas, el control
comercial de QIAGEN (DNeasy), no obtuvo resultados favorables en la
extraccion de ADN de las tres especies de Oenothera evaluadas, lo cual se
debe a que estos Kits comerciales estan disefiados para materiales
vegetales que no contienen grandes cantidades de metabolitos secundarios,
como hacen referencia Li, et al., 2002 y Ldépez Mora, et al., 2011; los
cuales indican que los Kits comerciales requiere tejidos jovenes o que
contengan niveles bajos de polifenoles para poder obtener una eficiente

extraccién de ADN.

Con respecto a la técnica de extraccion 1, los resultado dieron niveles de
concentracion y pureza del ADN no dptimos para Oenothera rosea, ya que
al trabajar con plantas con altos contenidos de metabolitos secundarios y
ser de habitat extremos, crean dificultades en la extraccion como lo indica
Ziegenhagen et al., 1993 y Mazid, et al., 2011, por lo cual no es suficiente
trabajar con técnicas de extraccion convencionales para tejidos vegetales
como es el caso de la técnica de extraccion 1 sino mas bien realizar

modificaciones a estas técnicas para obtener resultados 6ptimos.

Con respecto a la técnica de extraccion 2 que es una técnica de extraccion
modificada de la técnica de extraccion 1 a la cual se agrego principalmente
proteinasa K para poder eliminar de mejor manera las impurezas, se
obtuvo resultados de concentracion éptimos pero resultados de pureza no
tan buenos para cada tratamiento de extraccién de Oenothera rosea, estos

resultados 6ptimos de concentracion se lograron ya que al aumentar las

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

concentraciones de CTAB los polifenoles forman complejos con puentes
de hidrogeno evitando de esta manera que formen complejos con el ADN
gendmico impidiendo de este modo la perdida de ADN en los pasos de
limpieza, lo cual se encuentra sustentando por Gurudeeban, et al., 2011.
Del mismo modo la adicion de proteinasa K ayuda a la desactivacion de
las proteinas durante la incubacién, facilitando el proceso de extraccion
segun lo reportado Kang, et al., 1998. Por otro lado la pureza de las
muestras extraidas no fue en todos los caso la mas optima y esto puede
deberse a que no se realiz6 una limpieza optima del ADN lo cual es
fundamental para poder realizar una amplificacion adecuada segln lo
reportado por Rowntree, et al., 2010. Otros factor que puede a ver
influenciado en la baja pureza de las muestras es que se agregé acetato de
potasio en el proceso de precipitacion del ADN con isopropanol frio lo
cual pudo ocasionar la precipitacion de proteinas que aun se encontraban
en el medio segun lo reportado por Velasco Mosquera, 2005.

Con respecto a la técnica de extraccion 3 que es al igual que la técnica de
extraccion 2 una modificacion de la técnica de extraccion 1 a la cual se
agregaron algunos reactivos (CTAB 10X, NaCl y Acetato de potasio) para
poder eliminar de mejor manera las impurezas, obteniendo resultados de
concentracion y pureza 6ptimos para Oenothera rosea. Estos resultados
Optimos se pueden relacionar a que se hicieron uso de dos concentraciones
de CTAB una 2X y la otra 10X, la primera fue usada en el primer paso del
proceso de extraccion y la segunda en el proceso de limpieza de
cloroformo-alcohol isoamilico lo cual es sustentado por Rowntree, et al.,
2010, el cual indica que para el caso de plantas con altos contenidos de
metabolitos secundarios es adecuado realizar varias limpiezas con CTAB
para asegurar la adecuada amplificacion del ADN obtenido. Del mismo
modo la adicion de acetato de potasio al proceso de limpieza de

cloroformo-alcohol isoamilico con CTAB 10X ayudo a la precipitacion de
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las proteinas presentes lo cual es justificado por Velasco Mosquera, 2005.
Asi mismo en el proceso de precipitacion de ADN con isopropanol frio se
usé concentraciones de NaCl lo cual segin Velasco Mosquera, 2005;
ayudan a la precipitacion del ADN diluido y la dilucién de otras sustancias
de la solucion, lo cual permitio obtener unicamente ADN y eliminar de

mejor manera las impurezas del medio.

Por otro lado Sharma, et al., 2010; que trabajo con seis plantas medicinales
de la India (O. sanctum, C. roseus, C. borivilianum,C.gigantean, S.
cumini, Z. mauritiana), estandarizando una técnica de extraccion que evita
el uso de nitrégeno liquido, obtuvo resultados de concentracion que van
entre 800 a 1200 ng/ul. y de pureza (Azsos0) de 1.30 a 1.70; y Tiwari, et
al., 2012, que trabajo con cinco plantas medicinales (T. procumbes, T.
cordifolia, A. barbadensis y C. quadrangularis) estandarizando de una
técnica de extraccion, la cual utiliza concentraciones de CTAB de 2.4X y
usando una mezcla de tres alcoholes (fenol, cloroformo y alcohol
isoamilico) para el proceso de purificacion, obtuvo resultados de
concentracion que van entre 179 a 833 ng/ul. y de pureza (Azso280) de 1.29
a 1.93. Al ser comparados con las técnicas de extraccion 3 que obtuvo los
mejores resultado para las tres especies de Oenothera evaluadas en la
presente investigacion, la cual utiliza dos concentraciones de CTAB (2X y
10X) y evita el uso de nitrogeno liquido en la trituracion, dio mejores
resultados obteniendo un promedio de concentracion que va entre 99.13 a
242.75 ng/ul. y un rango de pureza (Azsorso) de 1.84 a 1.94; lo cual nos
indican que a pesar de poseer menores concentraciones de ADN la técnica
de extraccion 3 proporciona un grado de pureza muy bueno, el cual nos
indica que contamos con un ADN completamente puro y bueno para

trabajos moleculares.
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4.1.3.2. Extraccién de ADN para Oenothera multicaulis

Para Oenothera multicaulis se analizaron 3 tipos de extraccion y un
control comercial (DNeasy), encontrando una significancia afectada con
respecto a la concentracion de ADN gendémico para cada tipo de
extraccion (P > 0.05), como puede observarse amplia y detalladamente en
el Anexo 19, Tabla 32.

Para poder determinar la calidad y concentracién de ADN gendémico de
Oenothera multicaulis fue necesario considerar las diferencias entre todos
los tratamientos realizados para la extraccion. La Tabla 15 y la Figura 13
muestran el contenido de ADN gendmico Y las relaciones de absorbancia

(Azeo/zgo Yy A250/230) de Oenothera multicaulis.
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Tabla 15. Contenido de ADN gendmico y relacién de absorbancias (Azsorzso Y Azsorz0) de Oenothera multicaulis para cada

tratamiento de extraccion.

Técnica de Técnica de Temp. A A Concentracion
extraccion Conservacion  (°C) 2000260 R (ng/ul)
o Silica Gel 2 -0.33+0.29"  0.15+0.04" 0.00 + 0.00"
eas -
Y Fresco 1.94+0.24°°  0.91+0.35° 7.36 + 2.15"
eenicn 1 Silica Gel 5 2.3+0.23° 1.25 +0.37°¢ 9.30 + 0.05"
ecnica e
Fresco 1.75+0.01°¢  0.85+0.01° 11.03 + 1.51*
siticdl 20  1.81+0.06°° 1.81+0.05°" 125.89+28.36°"
IHica e
éenica 2 -80  2.07+0.03“° 152+013*° 11592 +533"
ecnica
: -20 1.69+0.08°¢ 1.92+0.09°¢ 309.06 +32.83"
resco
-80 1.44+0.18° 1.66+0.15°°F  362.88 + 24.73°
/- -20 1.90 £ 0.01°®  2.02+0.01° 172.09 + 3.16°°
I1iICa Ge
éenica 3 -80  1.84+0.01°° 202+0.03> 21517 +11.99°°
ecnica
- -20 1.88 £0.05°°° 2.11+0.025 196.93 +11.60°°
resco
-80 1.85+0.015® 2.05+0.04° 242.15+10.30°

Fuente: Statgraphics Centurion XV

*Se reportan los resultados como las medias + el error estandar de la media (n=2)

**_as medias dentro de una misma columna con el mismo superindice en letras mayuscula no presentan diferencia estadistica

significativa (p>0.05) cuando se someten a la prueba de multiples rangos de Duncan.
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Figura 13. Gréfica del contenido de ADN gendmico y relacion de absorbancias (Azsozs0 Y Azsoi230) de Oenothera multicaulis
para cada tratamiento de extraccion.

Fuente: Microsoft Excel 2010
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Para la conservacion de ADN gendmico comparando entre todos los
tratamientos realizados para Oenothera multicaulis se puede ver que se
obtuvieron mejores resultados para la técnica de extraccion 2 usando
material vegetal conservado en fresco, del mismo modo se obtuvieron
concentraciones aceptables para los tratamientos de la técnica de
extraccion 2 usando material vegetal conservado en silica gel, y los
tratamientos de la técnica de extraccién 3, mientras que el control
comercial (DNeasy) y la técnica de extraccion 1 fueron los que obtuvieron
los niveles més bajos de concentracion de ADN gendmico, estos
resultados pueden observarse en la Tabla 15, Figura 13 y Anexos 20y 21.

Para la relacion Agsopso comparando entre todos los tratamientos se
obtuvieron resultados 6ptimos para todos los tratamientos de la técnica de
extraccion 3 y tres tratamientos de la técnica de extraccion 2 con
excepcion del tratamiento que uso material vegetal conservado con silica
gel y un enfriamiento a -80°C, mientras que en la técnica de extraccion 1y
el control comercial (DNeasy) obtuvieron resultados que no estan dentro
de los parametros de este control para contar con un ADN de alta pureza
Nieman & Poulsen, 1963; Becker, et al., 1996 y Sambrook et a., 2001,
estos resultados pueden observarse en la Tabla 15, Figura 13.

Para la relacién Aoz Comparando entre todos los tratamientos se
obtuvieron resultados 6ptimos para todos los tratamientos de la técnica de
extraccion 3, mientras que en los tratamientos de la técnica de extraccion
1, la técnica de extraccion 2y el control comercial (DNeasy) se obtuvo
resultados que no estdn dentro de los parametros de este control para
contar con un ADN de alta pureza Nieman & Poulsen, 1963; Becker, et al.,
1996 y Sambrook et a., 2001, estos resultados pueden observarse en la
Tabla 15, Figura 13.
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Por lo tanto, comparando entre las tres variables (Concentracion, Azsoso Y
Aosor30) para cada tratamiento realizado, se puede indicar que los
tratamientos de la técnica de extraccion 3 nos da los mejores resultados
para la extraccion de ADN gendmico de Oenothera multicaulis, cabe
mencionar que los tratamientos de la técnica de extraccion 2 tiene
resultados de concentracion favorables pero sus relaciones de absorbancia
(Azsors0 Y Aosorzo) presentan resultados fuera de los parametros
permisible, como puede observarse de forma clara y detalles en la Tabla
15, Figura 13 y Anexos 20 y 21. Por otro lado cabe indicar que haciendo
una comparacion de resultados entre los dos tratamientos de la técnica de
extraccion 3 wusando material conservado en fresco y silica gel
(enfriamiento a -20°C y -80 °C) no presentan una diferencia
estadisticamente significativa (P>0.05), estos resultados pueden observarse
en la Tabla 15y Figura 13.

Como se puede apreciar los resultado obtenidos para los diferentes
tratamientos para Oenothera multicaulis son similares a los obtenidos para
Oenothera rosea siendo los tratamientos de la técnica 3 los que dieron los

mejores resultados.

4.1.3.3. Extraccion de ADN para Oenothera tetraptera.

Para Oenothera tetraptera se analizaron 3 tipos de extraccién y un control
comercial (DNeasy), encontrando una significancia afectada con respecto
a la concentracion de ADN genémico para cada tipo de extraccién (P >
0.05), como puede observarse amplia y detalladamente en el Anexo 22,
Tabla 33.

Para poder determinar la calidad y concentracion de ADN gendémico de
Oenothera tetraptera fue necesario considerar las diferencias entre todos
los tratamientos realizados para la extraccion. La Tabla 16 y la Figura 14
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muestran el contenido de ADN gendmico y las relaciones de absorbancia

(Azs0/280 Y A2s0i230) de Oenothera tetraptera.
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Tabla 16. Contenido de ADN gendmico y relacion de absorbancias (Azsonso Y Azeorzzo) de Oenothera tetraptera para cada

tratamiento de extraccion.

Técnica de Técnica de Temp. A A Concentracién
extraccion Conservacion  (°C) 2001280 e (ng/ul)
oN Silica Gel 20 -0.34+0.44"  0.10+0.36" 0.00 + 0.00"
eas -
Y Fresco 0.92+0.85°  0.47 +0.30"° 0.00 + 0.00*
éenica 1 Silica Gel 55 156 +0.18°° 0.91+0.49°°° 2850+ 3.02"
ecnica =
Fresco 1.51+0.04°¢ 056+0.13"°¢  81.56+5.97°
siticall) -20 215+£0.05° 1.30+029“° 100.26 + 15.02"
IH1ca e
éenica 2 -80  1.89+0.06°° 1.47+0.34”~  99.03+0.45"
ecnica
‘ -20 2.20 + 0.02° 212+0.19°  150.11 + 15.60°°
resco
-80 1.93 +0.16° 1.89 +0.07° 194.96 + 6.80°
'/ 20  1.85+0.03°° 196+0.02° 186.21+19.00°"
IHica Ge
Téenica 3 -80 1.94+0.04°  2.08+0.06°~  119.70 +5.55°°
ecnica
- -20 1.85+0.00°° 2.04+0.05°  219.73 + 25.48°
resco
-80 1.88+0.04%¢  2.13+0.02° 208.77 + 7.49°

Fuente: Statgraphics Centurion XV

*Se reportan los resultados como las medias + el error estandar de la media (n=2)

**_as medias dentro de una misma columna con el mismo superindice en letras mayuscula no presentan diferencia estadistica

significativa (p>0.05) cuando se someten a la prueba de multiples rangos de Duncan.
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Figura 14. Gréfica del contenido de ADN genomico y relacion de absorbancias (Azsozso Y Azeorzzo) de Oenothera tetraptera
para cada tratamiento de extraccion.

Fuente: Microsoft Excel 2010
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Para la conservacion de ADN gendmico comparando entre todos los
tratamientos realizados para Oenothera tetraptera se puede ver que se
obtuvieron mejores resultados para la técnica de extraccion 3 usando
material vegetal conservado en fresco y el tratamiento de la técnica de
extraccion 2 wusando material vegetal conservado en fresco con
enfriamiento a -80°C, del mismo modo se obtuvieron concentraciones
aceptables para los demas tratamientos de la técnica de extraccion 3y la
técnica de extraccion 2; mientras que los tratamientos del control
comercial (DNeasy) y la técnica de extraccion 1 fueron los que obtuvieron
los niveles mas bajos de concentracion de ADN genomico, estos

resultados pueden observarse en la Tabla 16, Figura 14 y Anexos 23y 24.

Para la relacion Agspso Comparando entre todos los tratamientos se
obtuvieron resultados optimos para todos los tratamientos de la técnica de
extraccion 3 y tres tratamientos de la técnica de extraccion 2 con
excepcion del tratamiento que uso material vegetal conservado en fresco
con enfriamiento a -20 °C, mientras que los tratamientos de la técnica de
extraccion 1y el control comercial (DNeasy) obtuvieron resultados que no
estan dentro de los pardmetros de este control para contar con un ADN de
alta pureza Nieman & Poulsen, 1963; Becker, et al., 1996 y Sambrook et
a., 2001, estos resultados pueden observarse en la Tabla 16, Figura 14.

Para la relacién Aoz comparando entre todos los tratamientos se
obtuvieron resultados optimos para todos los tratamientos de la técnica de
extraccion 3 y los tratamientos de la técnica de extraccion 2 usando
material vegetal conservado en fresco, mientras que los tratamientos de la
técnica de extraccion 1, la técnica de extraccion 2 usando material vegetal
conservado en silica gel y el control comercial (DNeasy) se obtuvo
resultados que no estan dentro de los pardmetros de este control para

contar con un ADN de alta pureza Nieman & Poulsen, 1963; Becker, et al.,
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1996 y Sambrook et a., 2001, estos resultados pueden observarse en la
Tabla 16, Figura 14.

Por lo tanto, comparando entre las tres variables (Concentracion, Azsoso Y
Aosor30) para cada tratamiento realizado, se puede indicar que los
tratamientos de la técnica de extraccién 3 usando material vegetal fresco
nos dan los mejores resultados para la extraccion de ADN gendémico de
Oenothera tetraptera, del mismo modo los resultados obtenidos en los
tratamientos de la técnica de extraccion 3 usando material vegetal
conservado en silica gel también proporcionaron resultados Optimos
teniendo en cuenta Unicamente que la concentracion con respecto a los
tratamientos de la técnica de extraccion 3 usando material vegetal
conservado en fresco son menores a esta, al igual que el tratamiento de la
técnica de extraccion 2 usando material vegetal en fresco con enfriamiento
a -80°C, todos estos resultados pueden observarse de forma clara y detallas
en la Tabla 12, Figura 14 y Anexos 23 y 24. Por otro lado cabe indicar que
haciendo una comparacion de resultados entre los dos tratamientos de la
técnica de extraccion 3 usando material conservado en fresco v silica gel
(enfriamiento a -20°C y -80°C) no presentan una diferencia
estadisticamente significativa (P>0.05), estos resultados pueden observarse
en la Tabla 16, Figura 14.

Como se puede apreciar los resultado obtenidos para los diferentes
tratamientos para Oenothera tetraptera son similares a los obtenidos para
Oenothera rosea siendo los tratamientos de la técnica de extraccion 3 los
que dieron los mejores resultados.

4.1.3. Evaluacion de la calidad del ADN genémico.

Se realiz6 la evaluacién de la calidad del ADN gendmico de las tres especies de

Oenothera evaluadas en la presente investigacién, para lo cual se realiz6 una

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE *“;+»{' UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

amplificacion con el par de primers SSR Oenbi2tri2 (Larson, et al. 2008), las
caracteristicas de este primer puede observarse amplia y detallamente en la Tabla
10.

Para poder realizar la amplificacion con el primer SSR Oenbi2tri2, se realizo una
amplificacion en gradiente para determinar su Ta, obteniendo como resultado que
la Ta mas adecuada para la amplificacion siguiendo el mix PCR seleccionado
(Anexo 8, Tabla 20) se encuentra entre 59.5°C y 60.7°C, por lo cual se uso una Ta
de 60°C, lo cual es valido segun Satya S., et. al, 2011, el cual indica que a pesar de
tener primers de una especie del mismo genero es recomendable la evaluacion de
las Ta para obtener resultados optimos con otras especies. Para ver estos
resultados puede observar la Figura 15,
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Figura 15. Amplificacion con gradiente de temperatura para el primer SSR
Oenbi2tri2.

Fuente: (Biorad, 2011)
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4.1.4.1. Evaluacion de la calidad de ADN para Oenothera rosea

Para realizar la evaluacién de la calidad de Oenothera rosea se determino
cudles fueron los mejores resultados obtenidos para los diferentes técnicas
de extraccion utilizadas, dando como resultado que las técnicas con
mejores resultados fueron los tratamientos de las técnicas de extraccion 2 y
3, estos resultados puede observarlo detalladamente en la Tabla 14 y

Figura 12.

Se realiz6 la amplificacion con el primer SSR Oenbi2tri2 (Larson, et al.
2008), tomando como muestras una de las repeticiones de cada tratamiento
y siguiendo el mix de PCR seleccionado (Anexo 8, Tabla 24), obteniendo
como resultado un amplificado adecuado para todos los tratamientos de la
técnica de extraccion 3, asi mismo se logro la amplificacion de tres
tratamientos de la técnica de extraccion 2 aunque la concentraciéon de
amplificado comparado con los tratamientos de la técnica de extracciéon 3
son menores. Véase Tabla 25 y Figura 16.
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Figura 16. Amplificacion de muestras de Oenothera rosea con el primer
SSR Oenbi2tri2, para la determinacién de la calidad de ADN de los

diferentes tratamientos seleccionados.

Fuente: (Biorad, 2011)
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Por todo lo indicado se puede concluir que todos los tratamientos de la
técnica de extraccion 3 para Oenothera rosea, presentan mejores
resultados de calidad para poder realizar trabajos de amplificacion, aunque
también se puede ver que algunos de los tratamientos de la técnica de
extraccion 2 dieron amplificados aunque las concentraciones de
amplificado son menores, lo cual es valido segin lo indicado por
Grattapaglia, 1994 y Kotchoni, et al., 2003 determinaron gue aun en casos
en los cuales se obtiene concentraciones considerables de ADN empleando
un método o un tejido especifico como es el caso de la técnica de
extraccion 2 esto no garantiza que fuese amplificable ya que las impurezas
presentes como los polisacaridos y polifenoles residuales inhiben la

amplificacion y pueden producir interpretaciones erroneas.

4.1.4.2. Evaluacion de la calidad de ADN para Oenothera multicaulis

Para realizar la evaluacion de la calidad de Oenothera multicaulis se
determind cuales fueron los mejores resultados obtenidos para los
diferentes técnicas de extraccion utilizadas, dando como resultado que las
técnicas con mejores resultados fueron los tratamientos de las técnicas de
extraccion 2 y 3, estos resultados pueden observarlos detalladamente en la
Tabla 15y Figura 13.

Se realizé la amplificacion con el primer SSR Oenbi2tri2 (Larson, et al.
2008), tomando como muestras una de las repeticiones de cada tratamiento
y siguiendo el mix de PCR seleccionado (Anexo 8, Tabla 24), obteniendo
como resultado un amplificado adecuado para todos los tratamientos de la
técnica de extraccion 3, asi mismo se logro la amplificacion para los
tratamientos de la técnica de extraccién 2 conservados en silica gel aunque
la concentracion de amplificado comparado con los tratamientos de la

técnica de extraccion 3 son menores. Véase Tabla 26 y Figura 17.
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Figura 17. Amplificacion de muestras de Oenothera multicaulis con el
primer SSR Oenbi2tri2, para la determinacién de la calidad de ADN de los

diferentes tratamientos seleccionados.

Fuente: (Biorad, 2011)

Por todo lo indicado se puede concluir que todos los tratamientos de la
técnica de extraccion 3 para Oenothera multicaulis, presentan mejores
resultados de calidad para poder realizar trabajos de amplificacion, aunque
también se puede ver algunos de los tratamientos de la técnica de
extraccion 2 dieron amplificados aunque las concentraciones de
amplificado son menores, siendo los resultados similares a los obtenidos

para Oenothera rosea.

4.1.4.3. Evaluacion de la calidad de ADN para Oenothera tetraptera.

Para realizar la evaluacion de la calidad de Oenothera tetraptera se
determind cudles fueron los mejores resultados obtenidos para los
diferentes técnicas de extraccion utilizadas, dando como resultado que las

técnicas con mejores resultados fueron los tratamientos de las técnicas de
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extraccion 2 y 3, estos resultados puede observarlo detalladamente en la
Tabla 16 y Figura 14.

Se realiz la amplificacion con el primer SSR Oenbi2tri2 (Larson, et al.
2008), tomando como muestras una de las repeticiones de cada tratamiento
y siguiendo el mix de PCR seleccionado (Anexo 8, Tabla 24), obteniendo
como resultado un amplificado adecuado para todos los tratamientos de la
técnica de extraccion 3, asi mismo se logro la amplificacion de un
tratamientos de la técnica de extraccion 2 aunque la concentracién de
amplificado comparado con los tratamientos de la técnica de extraccion 3

son menores. VVéase Tabla 27 y Figura 18.
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Figura 18. Amplificacién de muestras de Oenothera tetraptera con el
primer SSR Oenbi2tri2, para la determinacion de la calidad de ADN de los

diferentes tratamientos seleccionados.

Fuente: (Biorad, 2011)

Por todo lo indicado se puede concluir que todos los tratamientos de la

técnica de extraccion 3 para Oenothera tetraptera, presentan mejores
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resultados de calidad para poder realizar trabajos de amplificacion, aunque
también se puede ver que un tratamiento de la técnica de extraccion 2
presenta concentraciones de amplificado pero de menor concentracion,

siendo los resultados similares a los obtenidos para Oenothera rosea.

4.1.4.Estandarizacion de primers microsatélites (SSR).

Para lograr la correcta amplificacion del ADN es importante tener en cuenta la
calidad de ADN extraido, por lo cual después de realizada la evaluacién de
calidad del ADN genoémico de cada una de las especies en estudio se dio como
resultado que los tratamientos de la técnica de extraccion 3 fueron los que
presentaron mejores resultados para los tres casos, por lo cual fueron los usados
para la estandarizacion de primers SSR; los tiempos y temperaturas a usar en la
PCR también son importantes para este proceso, para lo cual se siguid el
protocolo de amplificacion descrito por el laboratorio de Biologia Molecular del
INIA, como se encuentra descrito en los materiales y métodos; afiadiendo una
grandiente de temperatura para la estandarizacion de cada uno de los pares de
primers utilizados con la finalidad de obtener la Ta adecuada para estas espcies.

Se estandarizaron 9 primers SSR que fueron disefiados y estadarizados por Larson
et al. 2008 para Oenothera Biennis en el departamento de biologia de la
Universidad de Duke Estados Unidos, permitiendo estos primers tener
informativa en la identificacion de genotipos en estudios de campo

multigeneracionales para evaluar los cambios en las frecuencias genotipicas.

Segln Larson et al. 2008 se tenia referencia de las Ta para los nueve pares de
primers para Oenothera biennis, estos datos se pueden ver en la Tabla 17; por lo
que al ser tres diferentes especies de Oenothera se realizé la gradiente de
temperatura para cada uno de los primers , determianando la Ta adecuada para

cada los nueve pares de primes estudiados, que fueron en su gran mayoria
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diferentes a los reportados por Larson et al.2008, estos resultados se pueden ver
en la Tabla 17 y la Figura 19.

Como se pudo apreciar en los resultados se trabajaron con nueve pares de primers
microsatélites (SSR) disefiados y estandarizados para Oenothera biennis, por tal
motivo segun como lo mencionado por Satya S., et. al, 2011, el cual indica que a
pesar de tener primers de una especie del mismo genero es recomendable la
evaluacion de las Ta para obtener resultados optimos con otras especies, lo cual
fue asi ya que la mayoria de Ta obtenidas en la estandarizacién son diferentes a
los reportados por Larson et al. 2008. Estos datos pueden ser visto en la Tabla 17.
La determinacion de la Ta (Temperatura de anillamiento) es un paso importante
para la realizacion de la amplificacion de cualquier par de primers, ya que es el
momento en el cual los primers pueden hibridar a las hebras del ADN para dar
inicio en el siguiente paso a la sintesis de amplificado con ayuda de la taq

polimerasa como lo indica Berg, et al., 2008.

Por otra parte el mix de PCR que se puede apreciar en el Anexo 8 Tabla 24, fue el
estandarizado por el laboratorio de Biologia Molecular del INIA, que contenia
cantidades adecuadas de componentes y ya habia sido utilizada para el analisis de
PCR de varias especies como musa (platano) y solanum tuberosum (papa). Por lo
que se contaba con una concentracion de componentes adecuada para asegurar
asegurar el proceso de amplificacion y evitar la generacion de dimeros que dan
resultado falsos positivos, tal como lo indica Mehbo ob-ur, et al.2002.
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Tabla 17. Estandarizacion de marcadores moleculares microsatélites (SSR) para el género Oenothera.

) 0 Tamario de Gen Bank
Locus Repeticion Secuencia 5’-3’ Ta (°C) Ta (°C) B
Larson et al. 2008 Estandarizada alelo (pb) # Accesion

. TTCAGCTCCGATTGCCAAATGATGG
Oenbi2tri2 (GTT)s 50 60 407-423 EF988083
ATTCGCTGATGGAGCTGGGTTGTTCTT

o CCCAATCACACCCCTCCCTCAAT
Oenbi2tri3 (CTT)29 50 56.5 402-485 EF988084
GCGACGGTGGATAGTGGATCTTCCTCT

. CAGGCCCTTGATCCGTTACACTTACCA
Oenbi2tri6 (CTT)y Touchdown 60 176-198 EF988085
GCGCTGCTGGAAGAGACGATGCT

. CTTTTTGCCCTTCTTTGACCCCATCC
Oenbi2tri7 (CTT)9 Touchdown 60 361-367 EF988086
GACAGCAGCAGCAGCAAAAGCAAAGA

. GCCGCCCCATCAAAATATCGAGTA
Oenbi2tetl  (AGAT)g 50 50 341-364 EF988087
CATATACTATTTTCTGTTTAATTTTAGAATTTGGTCCTAA

o TAACTTCGTGGAACCAGACAGACACTCTC
Oenbi39di2 (GM1o 50 56.5 198-205 EF988088
GAAGCGACAAGGCATACACTTTCTCCT

. . AACTCATACCATCCTCCTTACTTGCATCATTTA
Oenbi39tril ~ (CTT)s 50 60 229-235 EF988089
GCGAGAAGAGGTAGAGAAGCAGAAGGAGTTAG

. . TTTCCTCTCCTTATCTCCTCAATTCTTCTCA
Oenbi39trid  (CTT)s 50 56.5 226-244 EF988090
CTTGCGTTATCTTATGCGTAGCCGTTAGTTTAT

. AATTAATTTGCTCGGACACCTTTCTT
Oenbi39tet5 (ATAA)1 50 50 277-323 EF988091
GAGCTATATTTTCTTCGATCATCTTGTCTA

Fuente: Propia
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Figura 19. Gradientes de temperatura para los primer microsatélites (SSR) del género Oenothera.

Fuente: (Biorad, 2011)
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Teniendo los resultados de Ta méas éptimos para cada par de primers se procedio a
realizar una amplificacion con las muestras de los tratamientos de extraccion con
los que se obtuvieron mejores resultados que para este caso fueron los de la
técnica de extraccion 3 para las variedades de Oenothera evaluadas en la
investigacion, logrando estandarizar de forma 6ptima los nueve pares de primers

microsatélites (SSR), estos resultados pueden ser visto en la Figura 20.
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Figura 20. Gradientes de temperatura para los primer microsatélites (SSR) del

género Oenothera.

Fuente: (Biorad, 2011)
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4.1.5. Analisis de costos.

Con respecto al analisis de costo se realiz6 una analisis de comparacion de costos para
poder identificar cuan beneficiosa econdmicamente resultaba la técnica de extraccion 3
que fue la que nos dio los mejores resultados, para lo cual realizamos el presupuesto
general de todos los reactivos usados en un global del costo de cada reactivo como
separadamente para cada uno de las técnicas de extraccion evaluadas en el presente
trabajo, realizando una sumatoria de gastos para una reaccion y cien reacciones, para

mayor informacion ver el Anexo 25.

Realizado el analisis de costos para la técnica de extraccion 3 comparandola con el
control comercial y las otras técnicas de extraccion evaluadas, podemos ver que en la
técnica de extraccion 3 obtenemos un resultado total de gasto de 40.64 nuevos soles
para cien reaccion osea 0.41 nuevos soles para una reaccion, lo cual al ser comparado
con el costo del control comercial que es un precio similar a otros kit de extraccion
comerciales se tiene un porcentaje de ahorro de 97.95 % y comparandolo con las otras
técnicas de extraccion evaluadas también se puede apreciar que la técnica de extraccion
3 es la que nos da los mejores porcentajes de ahorro, por lo cual la tecnica de extraccion
3 no solo nos presenta resultados de extraccion y amplificacion adecuados sino que
también nos proporciona una técnica de extraccion econémica. Para mayores detalles
ver la Tabla 18.
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Tabla 18. Analisis de costos comparativo para las técnicas de extraccion evaluadas.

) PARA 100 RX PARA 1 RX %
ANALISIS
COSTO (8/)) COSTO (S/.) AHORRO
Dneasy (Kit Comercial) 3085.29 30.86 -
Técnica de extraccion 1 1735.95 17.36 43.75
Técnica de extraccion 2 2141.59 21.49 30.36
Técnica de extraccion 3 1662.89 16.63 46.11

Fuente: Propia.

Como se pudo apreciar en los resultados, al comparar el precio para cien reacciones y
una reaccion de la técnica de extraccion 3 que fue la técnica con la cual se pudo
estandarizar la extraccion de todas las especies de Oenothera evaluadas en la presente
investigacion, comparadas con el precio para cien reacciones y una reaccion del control
comercial usado y las otras dos técnicas de extraccion evaluadas se obtuvo mejores

porcentajes de ahorro con la técnica de extraccion 3.

Estos resultados se dan ya que para la técnica de extraccion 3 se deja de usar insumos
costosos que tradicionalmente se usan en las técnicas de extraccion convencionales
como es el caso del nitrégeno liquido ya que en esta técnica la trituracion del tejido
vegetal se realiza en bolsas de polipropileno con ayuda de un tubo de ensayo y

combinado con el CTAB para evitar la degradacion del ADN.

Por otro lado también se puede apreciar un menor costo ya que se disminuye

considerablemente la cantidad de reactivo utilizado en algunas etapas de la extraccion,
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con lo cual se disminuyen los gastos y se pudo obtener una técnica de extraccion
eficiente y con un costo muy bajo con respecto a kit comerciales y técnicas
convencionales de extraccion.

Del mismo modo la técnica de extraccion estandarizada para plantas medicinales por
Sharma, et al., 2010; que evita el uso de nitrégeno liquido, nos da un gasto total para
100 reacciones de 1740.32 nuevos soles, que al ser comparado con la técnica de
extraccion 3, la cual utiliza dos concentraciones de CTAB (2X y 10X) y evita el uso de
nitrégeno liquido, nos da un gasto total para 100 reacciones de 1662.89 nuevos soles.
Por lo cual se puede indicar que la técnica de extraccion 3 aparte de ser una técnica
eficiente de extraccion, también resulto ser mas econdémica que otras técnicas de

extraccion usadas para plantas medicinales.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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5.1 CONCLUSIONES

PRIMERA. EIl efecto de la conservacion con respecto a la concentracion de las
muestras recolectadas de Oenothera, es significativamente mejor para las muestras
conservadas en fresco ya que presento resultado de concentracion superiores a las

muestras conservadas en silica gel.

SEGUNDO. Después de realizar los diferentes tratamientos para la extraccion del
ADN genomico de las tres especies evaluadas de Oenothera, se obtuvo como
mejores resultados para Oenothera rosea, Oenothera multicaulis y Oenothera
tetraptera que los tratamientos de la técnica de extraccion 3. Estandarizando una
técnica adecuada de extraccion para la realizacion de analisis moleculares para las

tres especies de Oenothera evaluadas.

TERCERO. La calidad del ADN genomico obtenidos para las tres especies
evaluadas de Oenothera, se observo que todos los tratamientos de la técnica de
extraccion 3 dieron resultados de amplificacion éptimos.

CUARTO. Se estandariz6 correctamente cada uno de los nueve pares de primers
microsatélites (SSR) disefiados y estandarizados para Oenothera biennis para las
tres especies de Oenothera evaluadas, con lo cual se deja esta informacion para

posteriores trabajos de genética poblacional.

QUINTO. El andlisis de costos de las técnicas de extraccion utilizadas comparando
con kit comerciales, se pudo ver claramente que los precios obtenidos por la técnica
de extraccién 3 son muchos menores y con mejores beneficios para el estudio de

este tipo de especies.
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5.2 RECOMENDACIONES

e Yaque en el presente trabajo se lleg6 a estandarizar nueve primers SSR para las
tres especies de Oenothera estudiadas, es conveniente realizar un estudio de
genética poblacional de estas tres especies ya que esto ayudaria a conocer mejor

las especies y proteger los recursos naturales.

e Contando con una técnica de extraccion adecuada para estas especies de
Oenothera, es importante realizar trabajos en el campo de la biotecnologia
molecular que sean esenciales para determinar el perfil quimico de las plantas

medicinales y facilitar la produccion de principios activos.

e Seria importante también realizar trabajos de extraccion con otros tejidos
vegetales (raices, semillas) de estas especies de Oenothera, para poder certificar
si esta técnica de extraccion seria también adecuada.

e Realizar trabajos similares en otras especies medicinales como por ejemplo
Cuphea aequipetala (Hierba del cancer), Eleutherine bulbosa (Yahuar Piri Piri),
Chuquiraga spinoza (Huamanpinta), Plantago major L. (Llanten), Taraxacum
officinale (Pilli Pilli), entre otras; que presente alta concentraciones de

metabolitos secundarios tale como polifenoles, polisacaridos, etc.
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Anexo 1. Especies recolectadas de Oenothera.

Oenothera Oenothera
multicaulis tetraptera

Figura 21.Especies de Oenothera seleccionadas y recolectadas.

Fuente: Propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de 5an Agustin — Arequipa

ONAGRACEAE
Oenothera rosea

PERU; Dpto. Cusco; Prov. Calca; Sector de kaytupampa; a 1.96 Km. 5E de la Plaza
de Armas de Calca. Ladera Himedas
13725'54.53"572°21'2.01"W 2952m
Hierba de 0.35 m de alto. Flores rosadas.
MN.v: "Yawar Concha”

10-septiembre-2010
M. Manrique P. No. 002
M. Tavoada R, V. Quipuscoa S.
2 dupl.

Universidad Nacional de San Agustin{UNAS)
Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA)

Figura 22. Ejemplar de Oenothera rosea del Herbarium Arequipensis — Husa.

Fuente: Herbarium Arequipensis — Husa (UNSA)
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HERBARIUM AREQUIPENSIS ~ HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ONAGRACEAE
Oenothera multicaulis

PERLE; Dplo. Cusco; Prov. Anta; Distrite de Ancabwasi; Comunidad de Huillgui, en los
alredores del sector de Rumi O'asa. Ladera Himedas
13°25'54.53"S 72" 21°2.01"W 3903m
Hierba de 0.17 m de alto. Flores rosada, verdes,
Mo Yawar Concha®
0% -septicmbre- 2010
M. Manrigue P, Mo. 001
M. Taboada R, V. Quipuscoa S,
4 dupl.
Universidad Nacional de San Agustin{LUINAS)
Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA)

Figura 23. Ejemplar de Oenothera multicaulis del Herbarium Arequipensis — Husa.

Fuente: Herbarium Arequipensis — Husa (UNSA)
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HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ONAGRACEAE
Oenothera tetraptera
7
- PERU; Dpto. Apurimac; Prov. Abancay; Distrito de Curahuasi Comunidad de
o Miraflores; 4.82 Km. NO de Curahuasi a la comunidad de Miraflores. Laderas
s Humedas

13°32'30.80"572°44'29.23"W 3563m
Hierba de 0.6 m de alto. Flores rosada-blanca.
N.v: “Yawar Concha Gigante”

\ 15-septiembre-2010
M. Manrique P, No. 007
| M. Tavoada R, V. Quipuscoa S.

2 dupl.
Universidad Nacional de San Agustin(UNAS)
Instituto Nacional de Innovacion Agraria {INIA)

Figura 24. Ejemplar de Oenothera tetraptera del Herbarium Arequipensis — Husa.

Fuente: Herbarium Arequipensis — Husa (UNSA)
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Anexo 2. Métodos de conservacion de material vegetal.

Seleccionar las hojas jovenes y

Colocar las hojas seleccionadas
cortar con tijera desinfectada

en una placa petri con alcohol

- ® 2 -
-
- *
-
- - -
-
- 3
-
ot - - -
-
- 5L - -
-
et ®a o =%
ONAGRACEAE Oenathera - I -
PERU; Dpto. Cusco; Prov. Ant; Distrit de e L™
Ancahuasi; Comunidad de Hulligul, en los - - -
alredores del sector de Rumi (Yasa. Ladera
Homedas - - - =
13°25'54.53"S. T2°11'2.00°W. -
-
N.v:"Yawar Concha™

Agregar silica gel y cerrar herméticamente y
etiquetar la muestra y almacenar a -20°C.

Colocar las hojas en
sobre

—, T o =

Lavar las hojas quitando todos
los restos de tierra.

| L\
N
v ©

Secar las muestras con papel
toalla

Figura 25. Método de conservacion con silica gel.

Fuente: Propia
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— T o o

Seleccionar las hojas jovenes y Colocar las hojas seleccionadas Lavar las hojas quitando todos
cortar con tijera desinfectada en una placa petri con agua los restos de tierra.
destilada

WV
| |
| . L

Sellar las bolsas, etiquetar y Colocar las hojas en Secar las muestras con papel
almacenar a -80°C bolsas de papel toalla

Figura 26. Método de conservacion en fresco,

Fuente: Propia
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Anexo 3. Protocolo de extraccion comercial DNeasy Plant mini Kit.

\-%-

Material Vegetal
(150-300 mg.)

Anadir 1 ml. De Buffer
AW ¥ centrifugar 1500
rpm. (1 min.)

¢

Lavar =
=
DNA DNA

Aiiavdir 100 ul
Buffer AE, reposar
S5 min.

Trituracion de
malterial vegetal
con nitrogeno
liquido

Centrifugaciona
G000 rpm. (1min.)

con una columna
DNeasy spin.

ADN aislado

{mm

T

Homogenizacion
con 400 ul.
Butfer AP1v 4
ul. de RNAsa

<&

IH ﬁ

Afiadir 1.5V, de
Buffer AP3/E y
mezclar con
vortex.

i
o

65°C

10 min.

L

F—

Anadir 130 ul
Buffer AP2

i+
4°C l

10 min.

-7

C'entrifugacién con
columna
QlAsherddera
15000 rpm. (Smin. ).

Figura 27. Método de extraccion con ADNeasy Plant mini Kit (Qiagen).

Fuente: Propia
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Anexo 4. Protocolo de extraccion experimental con CTAB 1.

Tabla 19. Lista de reactivos necesarios para la técnica de extraccion 1 con CTAB.

SOLUCION DE
REACTIVO [CC.JrinaL pH 100 mi OBSERVACIONES
m

BUFFER DE EXTRACION CTAB 2X *

Bromuro de cetiltrimetilamonio ey - Debe ser diluido con agitacién y altas
- r
(CTAB) : temperaturas (60°C — 80°C)
Cloruro de Sodio (NaCl) 1.4M 8.0 8.19 gr Debe ser completamente disuelto en agua
Acido etilendiaminotetraacético )
20mM 8.0 4 m| ** Mantener el pH 8 es esencial
(EDTA)
Tris — HCI 100mM 8.0 10 ml ** Mantener el pH 8 es esencial
S Debe ser diluido con agitacion y altas
Polivinilpirrolidona (PVP) 1% - 1gr
temperaturas (60°C — 80°C)
OTROS REACTIVOS
B-Mercaptoetanol 700:2 (ul) - 28.60 ul Afadir al buffer CTAB antes de usar.
Cloroformo — OH isoamilico 24:1 - 24:1 (ml) Almacenado en botella acaramelada
Isopropanol ce. - 100 ml Almacenar a 4°C
Etanol CC. - 100 ml Almacenar a 4°C

*Todos los reactivos son mezclados a temperatura altas (60°C — 80°C), manteniendo el pH 8, autoclavar y alamacenar.
** |a Composicion y concentracion de estas soluciones puede ser vista en la Tabla 6.

Fuente: Propia.
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Tabla 20. Lista de reactivos para la preparacion de las soluciones de EDTA y Tris-base.

REACTIVOS CONCENTRACION PARA 100 ml
SOLUCION EDTA 0.5 M (pH 8)*
EDTA 0.5M. 18.61 gr
NaOH - 5 pastillas

SOLUCION TRIS-HCI 1 M (pH 8)**

Tris base 1M. 18.61 gr

HCI Concentrado gotas

*La solucion tiene que ser preparada con temperaturas altas (60°C-90°C), manteniendo
el pH 8 (agregando pastillas de NaOH), autoclavar la solucion y almacenar en frascos
acaramelados.

***|_a solucion tiene que ser preparada con temperaturas altas (60°C-90°C),
manteniendo el pH 8 (agregando gotas de HCl ), autoclavar la solucion y almacenar

en frascos acaramelados.
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Material
Vegetal

) s
\—%-%‘@ =

Trituracion de

Agregar 1000 ul.
material vegetal CTAB2X
{150-300 mg) con nitrégeno (precalentado a 55°C)
liguido

200 rpim.

_%k

S

ST &

(" 20°C
2 | , 1 hora
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Anexo 5. Protocolo de extraccidn experimental con CTAB 2.

Tabla 21. Lista de reactivos necesarios para la técnica de extraccion 2 con CTAB.

REACTIVO

[CC-]FINAL

pH

SOLUCION DE 100 ml

OBSERVACIONES

BUFFER DE EXTRACION CTAB 2X *

Bromuro de cetiltrimetilamonio

Debe ser diluido con agitacion y altas

3X - 3gr
(CTAB) temperaturas (60°C — 80°C)
Cloruro de Sodio (NaCl) 2M 8.0 11.7 gr Debe ser completamente disuelto en agua
Acido etilendiaminotetraacético )

25mM 8.0 5 ml ** Mantener el pH 8 es esencial
(EDTA)
Tris — HCI 100mM 8.0 10 ml ** Mantener el pH 8 es esencial
S Debe ser diluido con agitacion y altas
Polivinilpirrolidona (PVP) 5% - 5gr
temperaturas (60°C — 80°C)
OTROS REACTIVOS

B-Mercaptoetanol 700:2 (ul.) - 28.60 ul. Afadir al buffer CTAB antes de usar
Proteinasa K 20 mg/ml - 40 ul. Afadir al buffer CTAB y almacenar a -20°C
Cloruro de Sodio (NaCl) 5M - 29.25 gr Almacenar a 4°C
Acetato de amonio

5M - 38.54 gr Almacenar a 4°C
(CH3COONHy,)
Cloroformo — OH isoamilico 24:1 - 24:1 (ml) Almacenado en botella acaramelada
Isopropanol CC. - 100 mi Almacenar a 4°C
Etanol 80% - 80 ml Almacenar a 4°C

*Todos los reactivos son mezclados a temperatura altas (60°C — 80°C), manteniendo el pH 8, autoclavar y almacenar.

** La Composicion de estas soluciones puede ser vista en la Tabla 6.

Fuente: Propia
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Fuente: Propia
166




Anexo 6. Protocolo de extraccion experimental con CTAB 3.

Tabla 22. Lista de reactivos necesarios para la técnica de extraccién 3 con CTAB.

REACTIVO

[CC.]rinAL pH

SOLUCION DE 100 ml

OBSERVACIONES

BUFFER DE EXTRACION CTAB 2X *

Bromuro

de

cetiltrimetilamonio (CTAB)

Cloruro de Sodio (NaCl)

Acido

etilendiaminotetraacético

(EDTA)
Tris — HCI

Polivinilpirrolidona (PVP)

2X -
1.4M 8.0
20mM 8.0
100mM 8.0

1% -

29r

8.19 gr

4 ml **

10 ml **

lor

Debe ser diluido con agitacion y
altas temperaturas (60°C — 80°C)
Debe ser completamente disuelto en

agua
Mantener el pH 8 es esencial
Mantener el pH 8 es esencial

Debe ser diluido con agitacion y
altas temperaturas (60°C — 80°C)

BUFFER DE EXTRACION CTAB 10X *

Bromuro

de

cetiltrimetilamoni (CTAB)

Cloruro de Sodio (NaCl)

Acido

10X -
0.7M 8.0
25mM 8.0

10 gr

4.09 gr

5ml**
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etilendiaminotetraacético

(EDTA)
Tris — HCI 100mM 8.0 10 ml ** Mantener el pH 8 es esencial
OTROS REACTIVOS
B-Mercaptoetanol 700:4 (ul.) - 57.14 ul. Afadir al buffer CTAB antes de usar
Cloruro de Sodio (NaCl) 5M - 29.25 gr Almacenar a 4°C
Acetato de amonio
3M - 23.12 gr Almacenar a 4°C
(CH3COONHy,)
Cloroformo - OH
) N 24:1 - 24:1 (ml) Almacenado en botella acaramelada
isoamilico
Isopropanol CC. - 100 ml Almacenar a 4°C
Etanol 70% - 70 mi Almacenar a 4°C
Etanol CC. - 100ml Almacenar a 4°C

*Todos los reactivos son mezclados a temperatura altas (60°C — 80°C), manteniendo el pH 8, autoclavar y almacenar.
** |_.a Composicion de estas soluciones puede ser vista en la Tabla 6.

Fuente: Propia
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Fuente: Propia
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Anexo 7. Andlisis de calidad y concentracion de ADN.
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Figura 31. Metodologia de uso del Nanodrop 2000 para el andlisis de calidad de concentracion de ADN.

Fuente: (Thermo Scientific, 2009)
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Protocolo para determinar la calidad y concentracion del ADN por electroforesis

en geles de agarosa al 1%

Para la preparacion de los geles de agarosa, en primer lugar se preparé una solucion
stock de buffer TBE 10X (Tabla 9).

Tabla 23. Reactivos y concentraciones usadas para el buffer TBE 10X.

REACTIVO CONCENTRACION PARA 11.
Tris base 09M 108 gr
Acido bérico 0.9 M 55 gr
0.5 M. EDTA (pH 8.0) 20 mM 40 ml

*Ajustar el pH 8.0 con HCI o Acido acético.

Preparacion de gel de agarosa 1%

Se Agregd 0.7 gr de agarosa en 70 ml de buffer TBE 1X, el cual es colocado en el
microondas por 1.5 minutos hasta ver el buffer se encontr6 completamente
transparente, inmediatamente se enfrié un poco el buffer en un cafio, en seguida se
agregd 1 ul. de bromuro de etidio y se procedié a afadir el buffer en el molden hasta

llenarlo completamente colocando el peine para formar los pozos de carga
Preparacion del material genético

Se tomo 2 ul. de ADN los cuales fueron diluidos en un placa de poliacrilamida con 8 ul.
de loading buffer 1X. Las muestras fueron cargadas en los pozos de carga del gel de
agarosa y en los pocillos extremos se coloco 10 ul. de marcador (A) Pst I (el cual tiene
un peso de 280 ng/ul en la primera banda).

En seguida se realizo la corrida electroforética a 80 V. por 5 minutos y 130 V. por 30 a
40 minutos, luego de la corrida electroforética se coloc6 el gel al fotodocumentador

Chemidoc (Biorad) y se capturaron las imagenes para ser evaluadas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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Anexo 8. Amplificacion de marcadores microsatélites (SSR) especificos para
Oenothera.

Reaccion de PCR

Para la amplificacion de las muestras obtenidas con los primers disefiados y
estandarizados por Larson et al. (2008), se us6 una reaccion de PCR estandar para todas
las muestras (Tabla 10).

Tabla 24. Reactivos y concentraciones usadas para la reaccion de PCR.

REACTIVO STOCK [ CC.] FinaL PARA 10 ul.
MqgCl, 50 mM 2 mM 0.4 ul.
DNTP’s 5mM 0.2mM 0.4 ul.
Primer (F) 10 uM 0.2uM 0.2 ul.
Primer (R) 10 uM 0.2uM 0.2 ul.
Hot start Taq
Polimerat 5U 0.25U 0.05 ul.
PCR Buffer 10X 1X 1 ul.
ADN 10 ug 50 ug 5ul.
Agua - - 2.75 ul.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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Anexo 9. Bases de datos para cada una de las técnicas de extraccion evaluadas con respecto a las tres especies de Oenothera.

Tabla 25. Base de datos para cada una de las técnicas de extraccion con respecto a Oenothera rosea.

o Nanodrop 2000 Gel de Agarosa
Protocolo Conservacion Enfriamiento Concentracion Concentracion  Codigo
(°C) A260 A280 260/280  260/230
(ngful) (ng/ul)
Silica Gel -20 2.900 0.059 0.014 4.07 1.18 0.000 DES20
Silica Gel -20 2.000 0.039 0.007 6.07 1.14 0.000 DES20
Dneasy Fresco -20 28.300 0.566 0341 1.66 0.59 10.510 DRF20
Fresco -20 31.800 0.636 0.391 1.63 0.68 11.200 DRF20
Silica Gel -20 71.800 1.440 2.010 0.72 0.64 23940 PIRS20
Técmca de Silica Gel -20 69.000 1.381 1.184 1.17 0.73 22.840 PIRS20
extraccion 1 Fresco -80 329.900 6.600 4.040 1.63 1.56 109970 PIRF20
Fresco -80 303.900 6.080 3.610 1.68 1.59 101.300 PIRF20
Silica Gel -20 227.700 4.553 2481 1.88 1.73 75.900 P2RS20
Silica Gel -20 281.800 5637 3.166 1.78 1.86 93.930 P2RS20
Silica Gel -80 344.600 6.891 4.121 1.67 1.79 114.870 P2RS80
Técmca de Silica Gel -80 337.600 6.753 4.025 1.68 1.85 112.530 P2RS80
extraccion 2 Fresco -20 647.200 12.940 6.750 192 1.87 161.800 P2RF20
Fresco -20 650.000 13.000 7.060 1.54 1.99 162.500 P2RF20
Fresco -80 688.400 13.770 7.600 1.81 1.78 172.100 P2RF80
Fresco -80 792.300 15.850 8.560 1.85 1.99 198.080 P2RF80
Silica Gel -20 104.050 2.089 1.076 1.94 2.19 100.410 P3RS20
Silica Gel -20 106.200 2124 1.097 1.94 1.98 97.840 P3RS20
Silica Gel -80 284400 5.688 3174 1.79 2.04 102.540 P3RS80
Técmca de Silica Gel -80 173.900 3.478 1.774 196 221 98.570 P3RS80
extraccion 3 Fresco -20 688.500 13.769 7440 1.85 1.99 212.840 P3RF20
Fresco -20 822.700 16.453 8.605 191 2.03 205.680 P3RF20
Fresco -80 807.600 16.153 8.662 186 1.98 201.900 P3RF80
Fresco -80 £80.100 17.602 9.565 1.84 217 220.030 P3RF80

Fuente: Propia
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Tabla 26. Base de datos para cada una de las técnicas de extraccion con respecto a Oenothera multicaulis.

Nanodrop 2000

Gel de Agarosa

Enfriamiento
Protocolo Conservacién Concentracién Concentracién Codigo
C) Aza0 A280 260/280  260/230
(ng/ul) (ng/ul)
Silica Gel -20 0.100 0.001 -0.023 -0.04 0.18 0.000 DMS20
Dreasy Silica Gel -20 0.200 0.004 -0.006 -0.61 0.11 0.000 DMS20
Fresco -20 16.500 0331 0.153 217 1.26 5.210 DMF20
Fresco -20 25200 0.204 0.297 1.70 0.56 9.510 DMFE20
Silica Gel -20 8.700 0.039 0.690 253 1.61 9.250 P1IMS20
Técnica de Silica Gel -20 9.900 0.199 0.096 207 0.88 9.340 PIMS20
extraccion 1 Fresco -20 41.700 0.834 0.474 1.76 0.84 12.540 PIMF20
Fresco -20 39.400 0.788 0452 1.74 0.85 9.520 PIMF20
Silica Gel -20 175300 3.507 1.871 1.87 176 15425 P2MS20
Silica Gel -20 292 600 5.853 3343 1.75 185 97.53 P2MS20
Silica Gel -80 376.800 7.535 3.604 2.09 1.64 121.25 P2MS80
Técnica de Silica Gel -80 346.200 6923 3387 204 139 110.59 P2MSE0
extraccion 2 Fresco -20 1367500 27.350 17.040 161 1383 34188 P2MF20
Fresco -20 1104.900 22.100 12.690 1.77 2.00 276.23 P2MF20
Fresco -80 1352.600 27.050 16.690 1.62 1381 338.15 P2MFE0
Fresco -80 1550400 31.010 24.690 1.26 1.51 387.6 P2MF80
Silica Gel -20 6083 12.17 6.36 191 2.01 17524 P3MS20
Silica Gel -20 635.7 12.71 6.73 1.89 2.02 168.93 P3MS20
Silica Gel -80 729 14.58 7.93 1.84 199 203.18 P3MSE0
Técnica de Silica Gel -80 828.6 16.571 9.046 1.83 2.04 227.15 P3MSS0
extraccion 3 Fresco -20 722100 14.442 7.507 192 212 20853 P3MF20
Fresco -20 633.300 12.666 6.903 1.83 2.09 185.33 P3MF20
Fresco -80 927 400 18.548 10.110 184 2.08 23185 P3MFE0
Fresco -80 929 800 18.595 9983 186 2.01 252 45 P3MFE0

Fuente: Propia
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Tabla 27. Base de datos para cada una de las técnicas de extraccion con respecto a Oenothera tetraptera.

Nanodrop 2000 Gel de Agarosa
Enfriamiento
Protocolo Conservacién Concentracion Concentracion Cadigo
(°C) A2Z60 A280 260/280  260/230
(ng/ul) (ng/ul)
Silica Gel -20 -0.100 -0.003 0.029 01 -0.26 0.000 DTS20
Silica Gel -20 0.500 0.011 -0.014 -0.77 0.45 0.000 DTS20
Dneasy
Fresco -20 12.600 0.252 0.143 1.76 0.77 0.000 DTF20
Fresco -20 10.800 0.216 3313 0.07 0.17 0.000 DTF20
. Silica Gel -20 71.800 1.436 1.039 1.38 0.42 2548 P1TS20
Técnica de -
. Silica Gel -20 59.200 1.1584 0.683 1.73 139 3151 PI1TS20
extraccion
. Fresco -20 160.200 3.205 2079 1.54 0.68 75.59 PI1TF20
Fresco -20 151.500 3.029 2064 1.47 0.43 87.52 PI1TF20
Silica Gel -20 186.5 3.73 1.773 21 1.01 85.24 P2TS20
Silica Gel -20 2774 5.547 2.537 2.19 1.58 11527 P2TS20
. Silica Gel -80 3236 6.471 3339 1.94 1.13 98.58 P2TSE0
Técnica de -
. Silica Gel -80 3153 631 3.45 1.83 1.81 99.47 P2TSE0
extraccion
Fresco -20 470.6 9412 4249 222 23 134.51 P2TF20
2
Fresco -20 4971 9.942 4.555 218 193 165.7 P2TF20
Fresco -80 640.1 12.802 6.12 2.09 1.95 201.75 P2TFE0
Fresco -80 564.5 11.29 6.362 1.77 182 188.17 P2TFE0
Silica Gel -20 187.6 3752 2.009 1.87 1.96 167.21 P3TS20
Silica Gel -20 2328 4.656 4.552 1.82 195 20521 P3TS20
. Silica Gel -80 164.8 3.295 1.666 1.98 2.14 12524 P3TSE0
Técnica de N
. Silica Gel -80 117.1 2.342 1.232 19 202 114.15 P3TSE0
extraccion
; Fresco -20 688.5 13.769 7.44 1.85 1.99 24521 P3TF20
Fresco -20 761.3 15225 8.24 1.85 2.08 194.25 P3TF20
Fresco -80 865 17.3 9.052 1.91 2.14 216.25 P3TFE0
Fresco -80 765.1 15.303 8305 1.84 2.11 201.28 P3TFE0

Fuente: Propia
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Anexo 10. Andlisis de varianza simple para el contenido de ADN gendmico de

Oenothera rosea para cada una de las técnicas de conservacion.

Tabla 28. ANOVA simple para el contenido de ADN gendémico de Oenothera rosea

para cada una de las técnicas de conservacion.

Técnica de Suma de Cuadrado
Fuente Razon-F Valor-P
extraccion Cuadrados Medio
Entre grupos 117.831 1 117.831  989.97 0.0010
DNeasy Intra grupos 0.23805 2 0.119
Total (Corr.) 118.069 3
Entre grupos 6764.24 1 676424 354.25 0.0028
Técnica 1 Intra grupos 38.1895 2 19.095
Total (Corr.) 6802.43 3
Entre grupos 11044.7 1 110447 35.67 0.0010
Técnica 2 Intra grupos 1857.82 6 309.637
Total (Corr.) 12902.5 7
Entre grupos 24320.0 1 24320.0 707.95 0.0000
Técnica 3 Intra grupos 206.116 6  34.3527
Total (Corr.) 24526.2 7

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 11. Gréficos de dispersion y graficos de error estandar para el contenido de ADN

de Oenothera rosea con respecto a las técnicas de conservacion.
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Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 12. Andlisis de varianza simple para el contenido de ADN gendmico de

Oenothera multicaulis para cada una de las técnicas de conservacion.

Tabla 29. ANOVA simple para el contenido de ADN gendmico de Oenothera

multicaulis para cada una de las técnicas de conservacion.

Técnica de Suma de Cuadrado
Fuente Razon-F Valor-P
extraccion Cuadrados Medio
Entre grupos 54.1696 1 54.1696 11.72  0.0758
DNeasy Intra grupos 9.245 2 4.6225
Total (Corr.) 63.4146 3
Entre grupos 3.01022 1 3.01022 1.32 0.3696
Técnica 1 Intra grupos 4.56425 2 228212
Total (Corr.) 7.57447 3
Entre grupos 92501.6 1 92501.6 69.04  0.0002
Técnica 2 Intra grupos 8039.0 6  1339.83
Total (Corr.) 100541. 7
Entre grupos 1343.17 1 1343.17 1.72 0.2378
Técnica 3 Intra grupos 4689.22 6 781.537
Total (Corr.) 6032.4 7

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 13. Gréficos de dispersion y graficos de error estandar para el contenido de ADN
de Oenothera multicaulis con respecto a las técnicas de conservacion.
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Figura 34. Graficos de dispersion (lzquierda) y graficos de error estandar (derecha) con
intervalos de confianza al 95% para el contenido de ADN gendmico de Oenothera

rosea con respecto a la conservacion.

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 14. Andlisis de varianza simple para el contenido de ADN gendmico de
Oenothera tetraptera para cada una de las técnicas de conservacion.

Tabla 30. ANOVA simple para el contenido de ADN gendmico de Oenothera

tetraptera para cada una de las técnicas de conservacion.

Técnica de Suma de Cuadrado
) Fuente Gl ) Razon-F Valor-P
extraccion Cuadrados Medio

Entre grupos -

DNeasy Intra grupos -
Total (Corr.) -
Entre grupos 2815.36
Técnica 1 Intra grupos 89.3429
Total (Corr.) 2904.71
Entre grupos 10626.6
Técnica 2 Intra grupos 3043.4
Total (Corr.) 13670.0
Entre grupos 7514.15
Técnica 3 Intra grupos 6738.48
Total (Corr.) 14252.6

2815.36 63.02  0.0155
44.6714

10626.6 20.95 0.0038
507.233

7514.15 6.69 0.0414
1123.08

~N o Pl N o Rl w N e

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 15. Gréficos de dispersion y graficos de error estandar para el contenido de ADN

de Oenothera tetraptera con respecto a las técnicas de conservacion.
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Figura 35. Gréficos de dispersion (Izquierda) y graficos de error estandar (derecha) con
intervalos de confianza al 95% para el contenido de ADN genémico de Oenothera

tetraptera con respecto a la conservacion.

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 16. Andlisis de varianza simple para el contenido de ADN gendmico de
Oenothera rosea para cada una de las técnicas de extraccion.

Tabla 31. ANOVA simple para el contenido de ADN gendmico de Oenothera rosea

para cada una de las técnicas de extraccion.

Variables Fuente WL Gl . 2drady Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 22.0329 11 2.0030 11.29  0.0001
Concentracién  Intra grupos 2.1285 12 0.1774
Total (Corr.) 24.1614 23
Entre grupos 6.2315 11 0.5665 65.24  0.0000
A260/280 Intra grupos 0.1042 12 0.0087
Total (Corr.) 6.3357 23
Entre grupos 117376. 11 10670.5 172.43 0.0000
A260/230 Intra grupos 742.595 12 61.8829

Total (Corr.) 118118. 23

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 17. Gréficos de dispersion y graficos de error estandar para el contenido de ADN
de Oenothera rosea con respecto a las técnicas de extraccion.
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Figura 36. Gréficos de dispersion (Izquierda) y graficos de error estandar (derecha) con
intervalos de confianza al 95% para el contenido de ADN genémico de Oenothera

rosea respecto a la técnica de extraccion.

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 18. Imagenes de los geles de agarosa de Oenothera rosea para las diferentes

técnicas de extraccion.
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Figura 37. Geles de agarosa Oenothera multicaulis respecto a la técnica de extraccion.

Fuente: Quantity One.
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Anexo 19. Andlisis de varianza simple para el contenido de ADN gendmico de

Oenothera multicaulis para cada una de las técnicas de extraccion.

Tabla 32. ANOVA simple para el contenido de ADN gendémico de Oenothera

multicaulis para cada una de las técnicas de extraccion.

Suma de Cuadrado
Variables Fuente Gl Y Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos  339311. 11 30846.4 63.33 0.0000
Concentracion Intragrupos  5845.31 12  487.109
Total (Corr.)  345156. 23

Entre grupos 9.6729 11 0.8793 22.48 0.0000
A260/280 Intra grupos 0.4695 12  0.0391

Total (Corr.) 101423 23

Entre grupos  8.3174 11  0.7561 14.80 0.0000
A260/230 Intra grupos 0.6129 12 0.0511

Total (Corr.) 8.9303 23

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 20. Gréficos de dispersion y graficos de error estandar para el contenido de ADN
de Oenothera multicaulis con respecto a las técnicas de extraccion.
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Figura 38. Gréficos de dispersion (Izquierda) y graficos de error estandar (derecha) con
intervalos de confianza al 95% para el contenido de ADN gendmico de Oenothera
multicaulis respecto a la técnica de extraccion.

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 21. Imégenes de los geles de agarosa de Oenothera multicaulis para las
diferentes técnicas de extraccion.
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Figura 39. Geles de agarosa de Oenothera multicaulis respecto a la técnica de
extraccion.

Fuente: Quantity One.
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Anexo 22. Analisis de varianza simple para el contenido de ADN gendmico de

Oenothera tetraptera para cada una de las técnicas de extraccion.

Tabla 33. ANOVA simple para el contenido de ADN gendmico de Oenothera

tetraptera para cada una de las técnicas de extraccion.

. Suma de Cuadrado '
Variables Fuente Gl ) Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos ~ 135994. 11 12363.1 44.78 0.0000
Concentracion Intragrupos  3313.26 12 276.105

Total (Corr.)  139307. 23

Entre grupos 10.7688 11  0.97898 6.06 0.0021

A260/280 Intra grupos 1.9392 12 0.1616

Total (Corr.) 12.708 23

Entre grupos 11.9715 11 1.08832 9.22 0.0003
A260/230 Intra grupos 1.41605 12 0.118004

Total (Corr.) 13.3876 23

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 23. Gréficos de dispersion y graficos de error estandar para el contenido de ADN

de Oenothera tetraptera con respecto a las técnicas de extraccion.

a
Concentracion
= . q | =0F =
= E ] [
= L = E] [ 1
E=T “ 4 = =mfF I } 3
P o L
3 F . . 1z E
[} 150 |- . r m 150 1 ]
o =]
- a . L] £ I
2 o fp 4 1= E
2 - ' Q400 - I - 3
B r = ] =] E 1
B osaf 1E
= F - ] = 50 F .
[x] .k E - t I
H E R EBERBEREREHRE B = = =
e s T T« B v B R ] =T — T — T — I — I — A — T — I — N — I — I =
F E F E B B EF B B = E [ S B S S o S == S o B <= S < = B O
o O T o= oo T mom L T T e o BN » N TR s B o7 1
mmmmmmmmmm - = Lot [ = = - =  FEF = =
= — e T T o TR e LS B |
mmmmmmmmmm
.
Relacion Assnso
ZF = iz F =
o z22f ‘ " ] o 22F = : .
= _ .
4 [ . 5 . 1 ﬁ o 1 ; . a2 x =
=2 F =]
o L ] = = I
™ 3]
= lIr 1 - 1zf .
=] r =
o g
3 Z
= [ -
e=okEEs L, 1 & ozf ]
45 4 as ]
S §E RS B8 288 8 B o DD oD oD oD D Do o oD
w0 oW @) W w1 @ w ow W N 4 M o M @ €4 @ M @ ™ @
E F - FE B = B E B B = ©= E = E =B E E =B E E
== oz o g T = MR N o M omom
1111111111
.
Relacion Assnan
T = =7 F B
2z : ' . zzf ]
= F i - 3 i - I
I3} C = " - ] = I :
o i7E — E 17 =
2t ' 1 B
L] F L 1z
- 1z 4 - 2 ]
=l L B~
: ]
H F E o
[} F - o7 - 3
=2 wg . 4 = 1
o= F .- 7 oz b 3
zfE 3
: ] ek :
a4ip - = HEREREREBEREHDER
FEEEEEEEEEEE R o i oo P,
[ I S I I s O -~ = - e - = Ir'"—j = E l;' R E E l_'—__‘ E E I("—-J
[T o [T w [T [T w w (T8 w [75] [75] = = = ha = = [n} [n} = = [ ™
- F F F = = F F E E E = = = = = =
O o T — o f M fm;mom ™
1111111111

Figura 40. Graficos de dispersion (Izquierda) y graficos de error estandar (derecha) con
intervalos de confianza al 95% para el contenido de ADN gendmico de Oenothera
tetraptera respecto a la técnica de extraccion.

Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Anexo 24. Imagenes de los geles de agarosa de Oenothera tetraptera para las diferentes
técnicas de extraccion.
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Figura 41. Geles de agarosa de Oenothera tetraptera respecto a la técnica de
extraccion.

Fuente: Quantity One.
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Anexo 25. Andlisis de costos comparativo para las técnicas de extraccion evaluadas.

Tabla 34. Andlisis presupuestal de costos por reactivos para cada técnica de extraccion

1.
Técnica de extraccion 1
REACTIVO Para 100 reaccion. Para 1 reaccion.
CANTIDAD COSTO CANTIDAD CcOSTO
3) 3

Nitrégeno Liquido 5.00 | 29.81 0.05 I 0.30
Alcohol isoamilico 100.00 ul 0.01 1.00 ul 0.00
Bromuro de hexadeciltrimetil amonio
(CTAB) 200 gr 2.68 0.02 ogr 0.03
B-mercaptoetanol 140.00 ul 0.10 1.40 ul 0.00
Cloroformo 2400.00 ul 0.20 24.00 ul 0.00
EDTA 234 gr 0.84 0.02 gr 0.01
Etanol absoluto 70.00 ml 0.00 0.70 ml 0.00
Isopropanol 50.00 ml 0.00 050 ml 0.00
RNAse 200.00 ul 5.64 200 ul 0.06
PVP 1.00 gr 0.61 001 gr 0.01
Tris-HCI 1.26  or 0.67 001 or 0.01
Agua libre de nucleasas 500 ml 0.53 005 ml 0.01
Acetato de amonio 0.00 gr 0.00 0.00 0.00
Cloruro de sodio 819 gr 1.01 0.08 gr 0.01
Proteinasa K 0.00  ul 0.00 0.00 0.00
Gastos material (tips, tubos) - - 600.84 - - 6.01

TOTAL $ 642.94 6.43

TOTAL S/. 1735.95 17.36

Fuente: Propia
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Tabla 35. Andlisis presupuestal de costos por reactivos para cada técnica de extraccion

2.
Técnica de extraccion 2
REACTIVO Para 100 reaccion. Para 1 reaccion.
CANTIDAD CcOSTO CANTIDAD CcOSTO
%) $)

Nitrégeno Liquido 0.00 I 0.00 0.00 I 0.00
Alcohol isoamilico 100.00 ul 0.01 1.00 ul 0.00
Bromuro de hexadeciltrimetil amonio
(CTAB) 3.00 ogr 4.02 003 gr 0.04
B-mercaptoetanol 570.00 ul 0.39 570 ul 0.00
Cloroformo 2400.00 ul 0.20 24.00 ul 0.00
EDTA 292 gr 1.04 003 gr 0.01
Etanol absoluto 180.00 ml 0.01 1.80 mi 0.00
Isopropanol 40.00 ml 0.00 040 ml 0.00
RNAse 200.00 ul 5.64 2.00 ul 0.06
PVP 5.00 ogr 3.07 0.05 or 0.03
Tris-HCI 1.26 gr 0.67 0.01 gr 0.01
Agua libre de nucleasas 500 ml 0.53 005 ml 0.01
Acetato de amonio 193 gor 0.46 0.02 gr 0.00
Cloruro de sodio 20.47 gr 2.52 020 gr 0.03
Proteinasa K 400.00 ul 40.64 400 ul 0.41
Gastos material (tips, tubos) - - 733.96 - - 7.34

TOTAL $ 793.18 7.93

TOTAL S/. 2141.59 21.42

Fuente: Propia
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Tabla 36. Andlisis presupuestal de costos por reactivos para cada técnica de extraccion

3.
Técnica de extraccion 3
REACTIVO Para 100 reaccion. Para 1 reaccion.
CANTIDAD CcOSTO CANTIDAD CcOSTO
%) $)

Nitrégeno Liquido 0.00 I 0.00 0.00 I 0.00
Alcohol isoamilico 100.00 ul 0.01 1.00 ul 0.00
Bromuro de hexadeciltrimetil amonio
(CTAB) 250 gr 3.35 0.03 ogr 0.03
B-mercaptoetanol 340.00 ul 0.23 340 ul 0.00
Cloroformo 2400.00 ul 0.20 24.00 ul 0.00
EDTA 234  gr 0.84 002 gr 0.01
Etanol absoluto 119.00 ml 0.01 1.19 mi 0.00
Isopropanol 40.00 ml 0.00 040 ml 0.00
RNAse 200.00 ul 5.64 2.00 ul 0.06
PVP 080 gr 0.49 0.01  ogr 0.00
Tris-HCI 135 gr 0.72 0.01 gr 0.01
Agua libre de nucleasas 500 ml 0.53 005 ml 0.01
Acetato de amonio 462 gr 1.11 0.05 gr 0.01
Cloruro de sodio 1558 gr 1.92 0.16  gr 0.02
Proteinasa K 0.00 ul 0.00 0.00 ul 0.00
Gastos material (tips, tubos) - - 600.84 - - 6.01

TOTAL $ 615.89 6.16

TOTAL S/. 1662.89 16.63

Fuente: Propia
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