CENTRO AGRONOMICO TROPICAL DE INVESTIGACIGN Y ENSENANZA
PROGRAMA DE ENSENANZA PARA EL DESARR@LLO Y LA CONSERVAC!ON

ESCUELA DE POSTGRADG N |

F i

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE Quassia amara EN POBLACIONES
SILVESTRES DE-CENTROAMERICA PARA DETERMINAR SU VARIABILIDAD

POR

CLAUDIA BEATRIZ UPEGUI VALENCIA

‘.fi" %’?i

Turrialba, Costa Rica
1998



e N S N

CENTRO AGRONOMICO TROPICAL DE INVESTIGACION.Y ENSENANZA

PROGRAMA DE ENSENANZA PARA EL DESARROLLO Y LA CONSERVACION
ESCUELA DE POSTGRADO

’”bARACTER!ZAClON MORFOLOGICA DE Quassia amara EN POBLACIONES
SILVESTRES DE CENTROAMERICA PARA DETERMINAR SU VARIABILIDAD

Tesis sometida a consideracién del Comité Técnico Académico del Programa de
Estudios de Postgrado en Ciencias Agricolas y Recursos Naturales del Centro
Agronomico Tropical de Investigacion y Ensefianza, para optar al grado de :

Magister Scientiae

por

CLAUDIA BEATRIZ UPEGUI VALENCIA

Turrialba, Costa Rica
1998



Esta tesis ha sido aceptada en su presente forma,
Postgrado en Ciencias Agricolas ¥y Recursos Natur
Comité Asesor del estudiante como requisito parcia

por la Direccién de Ia Escuela de
ales del CATIE y aprobada por el
I para optar al grado de:

MAGISTER SCIENTIAE

FIRMANTES:

Ea LWJ.\-JJ

Niel
Profesor Consejero

Loy 7 e '
‘:\A,‘ PR _.(:““»rm !

! N i
[ S N \

Nelly Vasquez
Miembro Comité Asesor

————

fo—

i EE i T,

=

Gabriel Robles
Miembro Comité Asesor

WM,

WilbertiBRY11ips

Miembre Comité Asesor

Gilberto‘_,_‘é’é‘éz
Directory Pecano de 1a Escuel

a de Postgrado

Claudia Beatriz Upegul valencia

CA oS \t%ﬂ“ﬂ'\ v

Candidato



DEDICATORIA

A Femando de quien la muerte Io arrancod de mi, dejandome tantos recuerdos
inolvidables, vy quien con su ejemplo a través de el tiempo y la distancia me ha
inspirado a seguir adelante.

A mi madre por su dedicacién y suU gran entrega de amor, sacrificio, y ayuda de
siempre.

A mis bellas hermanas Diana y Lina mis grandes compafieras de vida, gracias por
Su apoyo y su profundo sentimiento hacia mi.

A mi bella sobrina Alejandra quien a pesar de su corta edad ha sido inspiracion
para esta tia que tanto ia ama, a mis tias, todas tan lindas, mis tios, primas y
primos.

A mis amigos y amigas del CATIE bien llamados brujos y brujas, de quienes
guardare mis mejores recuerdos de amistad y solidaridad, especialmente a mi
hermana Lily, a Carmen, a Martola mi Nica preferida a Sandra Andraka la
espanola mas especial que vosotros habeis conacido, a Tangaxuhan por su ayuda
y leccidon en mi vida, un compafero a teda madre!, a Alejo Lopez Musalem, y a su

bella amistad. A los hijos, eSposas y esposos de mis compafieros,

A Glenn Galloway, por su estudic y dedicacién, su amistad, por su vida, por no
hacer mucho esfuerzo para convencerme de pensar que es un hombre

maravilloso, por compartir lindos momentos conmigo y por su armor a mi vida.
A todos los Colombianos que compartimos un mismo sentimiento Y que queremos

luchar por nuestro pais, aunque tengamos tantas fuerzas en contra, mis mejores
deseos.

i




AGRADECIMIENTOS

A Nelly Vasquez por ayudarme en mi formacién académica y personal, por ser
una arniga para quienes hemos tenido el gusto de trabajar a su lado.

A Gabriel Robles por su entrega al trabajo v por no tener un reloj que parara
cuando mas lo necesitaba.,

A Wilberth Phillips por su apoyo a este trabajo y su preocupacion por hacer mejor
las cosas.

A Daniel Marmillod el que me lanzé al bosque por primera vez en mi vida.
A mis amigos de Postgrado, Jannette, Lucy Aglero, Rosmery, Martica, Emilio,
Alfonso, Eduardo (Moli), Thomas, y Arturo Vargas, mil y mil gracias y miles

amores.

A mis amigos de la Biblioteca Orton, y muy especialmente a Ady, Lizzette, Rigo,

Catia, Javier, Gilberto, con mucho amor los recordaré siempre,

A los Olafo por su dedicacién Maritza, Jose, Lorena, Tania Amour, Sandra etc.

Al combo de mis amigos que no eran estudiantes, pero de quienes he recibido
mas que mi formacién acédemica: Paulita, Dofia Edith, a Elkin Bustamante por
ser un hornbre lleno de sabiduria, y por sus consejos gracias, a Miguel Caballero y
dofia Julieta, a la doctora Petra, Meivis, Laura, nunca los olvidaré!!

A Roci del gimnasio v a los chicos del club.

A Kloeber , por su ejemplo, a su esposa Rocio también por su ejemplo.

A Dios por su ayuda en mi profundo pensamiento.



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ...ttt cenisnccnsene e sre i e s eee e s eess s e s s ses s esesss e ee e eeen errasi s enn—a Vi
SUMMARY ..ottt sttt sas s s et s s et e s e ssa e es e e s s e e s e Vil
LISTA DE CUADROS....cieectsreecrmven et iceecasesvessssosassea e smesmsse s et s e e e oo IX
LISTA DE FIGURAS ...ttt tincss s sesssee s imseeaese s e ettt e X
LISTA DE ANEXOS .coectionienitntsviassses s sestssess et semsmssessststssesessts s es e et eeesen e X
T ANTRODUCCION ...ttt et ecnticssscsisse st e eesssmseseess s ssese st s e ees e 1
2. OBUETIVO GENERAL .cnteectcctctnecvn st niteteteeessesecss e essesssssassmsesssssesssses e e seeseneee e 3

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 11t oot vt ettt e oo 13
B HIPOTESIS ettt e es e s s s e e st ee e e s e ettt st ees oo 4
4. PARTE {: CARACTERIZACION MORFOLOGICA E HISTOLOGICA eneeeneeeeeneeon 5

4.1, REVISION DE LITERATURA oovveeee oo

5
4.1.1. Quassia amara.....ceeeeceueeenevoo... . 5
4.1.1.1. Descripcion botanica 5
4.1.1.2 Distribucién natural 7
4.1.1.3. Fenologia 9
4.1.1.4. Composicion quimica del tallo 9
10

4.1.1.5. Utilidad para el hombre
4.1.2 Caracterizacion .. U VOSSOSO UNRROTORRTR A |
4.1.8. Coleccicn de germop!asma e eaa e e va e ea et ausan s et eememrnenvasreens 15
4.1.4. Histologia............. e e s e e et s e et e s e e res s nesas maransavnnnn 17
41.41 Alburay duramen 19
4.1.4.2. Vasos 19
4.1.4.3. Distribucion del parénquima xilematico 20
4.2. MATERIALES Y METODOS. .ccooevvnne . e s e et o 20
4.2.1. Localizacion.., s e e ) et u e et e e 20
4.2.2. Muestreo .. USROS |
4.2.3. Caractenzac;on fenonpfca de cam.oo PP ORISR~ |
4.2.31 Descriptores de sitio 24
4.2 3.2. Descriptores del arbusto 25
4.2 3.3. Descriptores de hoias 27
4.2.3.4. Descriptores de la floz 29
4.2.3.5. Descriptores del fruto 30
4.2.3.6. Formulario de campo 32

4.2.4. Caracterizacion RiStoIOGICa .............. ..o roeeeeeeeeeeeeeeeee B2



6. RECOMENDACIONES

7. LITERATURA CITADA

ANEXOS

4.2.5 Analisis estadistico de los resultados . ... ... e

4.2.5.1. Analisis univariado

4.2.5.2. Procedimiento w de Tukey

4.2.5.3. Prueba Chi-cuadrado

4254 PruebaF

4 2.5.5 Analisis multivariado con discriminante canonico

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION ..

4.3.1. Comportamiento de !as vanables
4.3.1.1, Variables morfoldgicas
4.3.1.2. Variables histoldgicas

.34

3a
34
34
34
as

e 36
.36

4.3.2 Diferenciacion de 1as poblaciones ...............oooooooe

4.3.2.1. Variables moriologicas
4.3.2.2. Variables histoldgicas

4.4. CONCLUSIONES ..

4.4.1. Gomporramlento de Ias vanab!es .........................

38
46
47
47

o

.54

4.4.2. Diferenciacion de 1as pODIACIONES ................cocveivrvereeeeeoeoeeeesoe

4.4.3. Caracteristicas cuantitativas y cualitativas..........

4.4.3.1. Caracteristicas cuantitativas
4.4.3.2. Caracteristicas cualitativas
4.4.4. Toma de datos ..o

. PARTE IIl: METODOLOGIA DE EXTRACCION DE ADN

5.1. RESENA BIBLIOGRAFICA . oo oo
D.2. MATERIALES Y METODOS oo veeoeeoeoee oo

5.2.1. Localizacion. ..

5.2.2.Mstodo de exrracc:ron | OO U ORUD U

5.2.3. Material evaluado .,
5.2.4. Experimenios reafrzados

5.2.5. Metodologia de analisis de Ios expenmenfos e

5.2.5.1. Factorial
5.2.5.2. Procedimiento w de Tukey

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION .. .o itveieitiee et eeeoe oo e

i

----------------------------------------------------

----------------------------------------------------

----------------------------------------------------------------------------

54
55
b5
58
56

.. 56

--------------------------------------------

.................................................

58

58
59

e, D8
e 8

o 59
67

--------------------------------------------

--------------------------------------------

--------------------------------------------

61

61

1

.. 82
..66



UPEGUI, C. 1998. Caracterizacién morfoldgica de Quassia amara en poblaciones
silvestres de Centro América para determinar su variabilidad. Tesis M.Sc.,
Turrialba, Costa Rica, CATIE.

Palabras claves: Quassia amara, descriptores, caracterizacién, estudios
histoldgicos, analisis univariado, anaiisis discriminante candnico, metodologia de
extracciéon de ADN.

RESUMEN

La region de Centro América y el El Caribe cuentan con bosques naturales que
poseen una importante riqueza de productos no maderables, que ofrecen
oportunidades de explotacion, para aportar al desarrolio social y econdmico en las
areas rurales. Quassia amara es una arbusto utilizado como materia prima en la
elaboracion de insecticidas y medicinas naturaies.

Debido al desconocimiento de los patrones de adaptacion de la especie en cuanto
a su morfologia y estructura interna, lo que implicaria distintas respuestas a las
practicas silviculturales y diferentes niveles de calidad de material cosechable, se
investigd varias variables en individuos que estaban bajo un mismo ambiente de
sombra y de madurez, por medio de 16 caracteres cuantitativos y 5 cualitativos,
los cuales fueron sometidos a analisis univariado, y andlisis discriminante
canonico.

Los resultados establecen que hay variabies que son influenciadas por el
ambiente, como son las relacionadas con inflorescencia e infrutescencia, y hay
otras que son més estables dentro de las poblaciones, como son el largo de la
hoja, el ancho de la hoja y el ancho del foliclo. Estas permltaeron diferenciar las
poblaciones que se agruparon basicamente en dos grupos. E| primero conformado
por las poblaciones de Kekoidi, Paima Quemada y La Pacifica y el otro
conformado por La Lupe, Santa Rosa v El Salado.

En la segunda parte de la tesis, se realizé la metodologia de ADN, para estudios
posteriores de biologia molecular para aportar a la diferenciacion entre las
poblaciones de Centro América. En la realizacién de varios experimentos con
diferentes protocolos, se llegd a la conclusion que la metodologia en la que se
aplico el protocolo utilizado por el laboratorio de biologia molecular de CATIE,
denominada CTAB- minipreparaciones permitid la extraccién de una mayor
cantidad de ADN.

Se concluye que es necesario continuar con estudios de caracterizacion molecular
que corrcboren la caracterizacién morfoldgica, y ademas realizar pruebas de
progenie que permitan analizar correlaciones entre las variables, bajo un mismo
sistema de manejo.
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UPEGUI, C. 1998. Morphological characterization of Quassia amara in wild
populations of Central America to determine its variability. M.Sc. Thesis. Turrialba,
Costa Rica, CATIE.

Keywords: Quassia amara, descriptors, characterization, histological studies,
univariate analysis, cannonical discriminate analysis, DNA extraction methodology.

SUMMARY

The Central American and Caribbean regions contain natural forests possessing a
rich variety of non-wood products, with potential to contribute to social and
economic development in rurat areas. Quassia amara is a shrub species utilized as
a raw material for the production of natural pesticides and medicines.

Due to a lack of knowledge about this species’ patterns of adaptation in relation to
its internal structure and morphology -- which could translate into distinct
responses to silvicultural practices — a host of plant characteristics were
researched from individuals of the same age and growing in similar light conditions.
Sixteen quantitative and five qualitative characteristics were measured, and the
resulting data were submitted to univariate and cannonical discriminate analysis.

Results demonstrate that some morphological characteristics of Q. amara are
sensitive to environmental conditions (for example, those related to flowering and
fruiting), while others were found to be more stable within the distinct populations
studied (for example, leaf length and width and leaflet width). These latter variables
made it possible to differentiate among populations, which were divided into two
basic groups. The first group was comprised of the Kekoldi, Palma Quemada and
L.a Pacifica populations, and the second La Lupe, Santa Rosa and El Salado.

In the second part of the thesis, a DNA methodology was carried out to provide
material for latter molecular biological studies to contribute to a genetic
differentiation of the Central American populations. After carrying out various
experiments with different research protocols, it was concluded that the protocol
used by CATIE's molecular biology laboratory, termed CTAB-minipreparations,
yielded the largest quantities of DNA,

It is necessary to continue further molecular research to confirm the morphological
characterization of the species and carry out progeny tests, which would permit
correlations among variables from individuals developing under similar systems of
management.
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1. INTRODUCCION

La region Centroamericana y El Caribe cuenta con bosques naturales que poseen
una importante riqueza de productos no maderables del bosque. reconocida en la
practica del aprovechamiento de los recursos naturaies no maderables. Un
ejemplo lo constituye algunos bosques de El Petén (Guatemala) de los gue se

extraen recursos para el mercado internacional y local (Villalobos et al. 1985).

Por su potencial como generador de empleo e ingresos los productos no
maderables pueden ofrecen una opcidén importante para el desarrollo social y

econémico en las areas rurales (Nair 1994).

CATIE, a través del Proyecto de Conservacion para el Desarrollo Sostenible en
Centro América (Olafo), inicié un disefio de modelos de desarrollo basados en el

aprovechamiento de la biodiversidad tropical local.

Los objetivos del Proyecto son investigar, validar y difundir modelos sostenibles de
sistermas de produccién basados en el uso integral de los productos y servicios del
bosque. Las acciones del Proyecto se basan en la participacion y protagonismo de
las comunidades locales, disefiando, en cenjunto con ellos, sistemas combinados
de manejo de los recursos maderables (tradicionales y no tradicionales) y no

maderables e involucrando las instituciones nacionales.

Uno de estos productos no maderables es la Quassia amara es un arbusto
tropical, utilizado como fuente de materia prima para elaborar insecticidas
naturales. Asi mismo, es utilizada como planta medicinal, debido a la presencia de
metabolitos amargos o cuasinoides {cuasina y neocuasina) en sus tejidos. Debido
a estas caracteristicas, ha sido objeto de una serie de investigaciones por parte de
CATIE tendientes a generar criterios para el manejo sostenible de sus poblaciones

naturales.



Se desconoce si las poblaciones existentes de esta especie en la regién
Centroamericana corresponden o no a diversos ecotipos, diferenciables a través
de su morfologia y fenotipo, que podrian significar diferentes patrones de
adaptacion al ambiente. Esto. a su vez, podria implicar distintas respuestas a las

practicas silviculturales y diferentes niveles de calidad del material cosechable.

El presente trabajo pretendia determinar si existen aparentes ecotipos de Q.
amara en base de sus caracteristicas fenotipicas, midiendo la variabilidad de una
serie de descriptores, entre poblaciones establecidas en varios ambientes
climaticos y geograficos de la regién. Se pretende establecer hipdtesis sobre
posibles adaptaciones que puedan haber generado las diferencias fenotipicas, en

caso de existir.

La caracterizacion a través de descriptores pretende mostrar un estimado de la
variabilidad genética de los genotipos indicando si realmente existen genotipos
diferenciables en las ecoregiones de Centroamérica. De la misma manera, se
puede evaluar si los descriptores utilizados estan siendo efectivos y pueden ser

concebidos para otros estudios de la misma especie.

Se realizo un estudio de la estructura interna de la madera para confirmar si hay
diferencias histolégicas entre las poblaciones. Su importancia radica en que, a
pesar que este tipo de estudios es poco frecuente, las diferencias encontradas
pueden ser indicadoras de ia filogenia de esta especie y ayudar a la conformacién

de grupos homogéneos entre las poblaciones.

Como parte de este estudio se traté de establecer una metodologia de extraccion
de ADN para realizar estudios con marcadores moleculares, que ayuden en la
diferenciacién de poblaciones con el propdsito de completar la caracterizacion

fenotipica y molecular.



También se colectaron semillas con el objetivo de reproducir los materiales
estudiados y poder a traves de otras investigaciones confirmar las observaciones y

conclusiones emanadas del presente trabajo.

Este trabajo constara de dos partes. En la primera, se tratara la caracterizacion
morfolégica e histolégica, y la segunda se definira el método de extraccién de
ADN.

2. OBJETIVO GENERAL

Determinar la variabilidad morfoldgica de Quassia amara como base para una
estrategia de conservacion de la especie, identificando las diferencias
morfoldgicas entre poblaciones naturales en Centro América, como indicadores de

posibles genotipos.

Determinar una metodologia para la exiraccion de ADN, como base para la

realizacion de estudios moleculares posteriores.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar in situ poblaciones naturales de Quassia amara en Centro América,

utilizando los descriptores propuestos.

Determinar aquellas caracteristicas que permitan visualizar la variabilidad genética

existente dentro y entre poblaciones.

Recolectar muestras de hojas vy tallos, en las diferentes poblaciones, para estudios
de estructura interna de la planta, extraccién de ADN, futuros analisis quimicos y

extraccion de cuasinoides.



Healizar un estudio de la estructura intermma de la madera de diferentes
poblaciones naturales de Q. amara en Centro América, con el fin de conocer su

composicion y determinar si existen variantes entre dichas poblaciones.

Analizar si las diferencias climéticas y geogréficas entre las regiones de estudio

interfieren en el fenotipo de la planta. Tratar de relacionar la estructura interna de

dichos materiales con las condiciones climaticas y geogréficas existentes en las

regiones de esiudio.

Definir un método de extraccidon a partir de hojas de Q. amara, que permita la
T et i

obtencion de cantidades significativas de ADN para ser utilizadas en estudios

moleculares.

3. HIPOTESIS

Los descriptores pueden usarse como indicadores de genotipos.

Existen diferencias entre poblaciones en las variables estudiadas que tienen que
ver con la morfologia y la estructura interna entre poblaciones de Q. amara de

diferentes regiones fisiogréficas de América Central determinadas por condiciones

climaticas y geograficas.

Hay diferencias en la efectividad de los métodos de extraccion para obtener ADN



4. PARTE I: CARACTERIZACION MORFOLOGICA E HISTOLOGICA

4.1. REVISION DE LITERATURA

4.1.1. Quassia amara

4.1.1.1. Descripcion botanica

Nombres vulgares: Quassia de Surinam, hombre grande, limoncillo, y palo de

hombre ...

El género Quassia pertenece a al subfamilia SIMAROQUBOIDEAE, la mayor de las
seis que conforman la familia Simaroubeaceae (Thomas 1990). Fue fundado por
Linnaeus en la segunda edicién de Species Plantarum, en 1762 (Cronquist 1944,
citado por Ocampo 1995). En 1763, se reconoce como la especie Quassia amara
L. ex Blom (Ocampo 19895). Seglin Cronquist 1994, citado por Ocampo 1995, en

América el genero se caracteriza por ser monotipico.

Es un arbusto erguido de unos 3-8 metros; hojas con el peciolo y el raquis de los
foliolos alados, pinnas acuminadas de 7.5-11cm de largo y 4-7 cm de ancho en su
parte media). Flores vistosas de color rosado vivo o rojas, céliz 2-3mm de longitud,
de segmentos ovados, obiu"sos, ciliados, pétalos glabros, de 2.5-4.5 cm. de
longitud linear o linear- lanceolados. Fruto drupdceo oval de 1-1.5 cm de longitud
(Garcia 1892).

En las figuras 1, 2 y 3, se puede apreciar en detalle las hojas, las flores y frutos,

las cuales son las formas tipicas de ia planta.



Figura 3. Frutos de Quassia amara




4.1.1.2. Distribucion natural

Segun Cronquist, (1944), resulta dificil determinar con precisién la distribucién
natural de Q. Amara.. Se localiza desde el norte de Sur América, hasta el sur de
Mexico y las Indias Occidentales. Segin Porter (1973), la especie es nativa de
América tropical y se presenta desde Brasil hasta Meéxico y las Indias
Occidentales. Thomas (1990), menciona que existen colecciones gue mantienen
una distribucion continua desde Guyana, Venezuela y Colombia hasta el norte de

Nicaragua.

Existen reportes de la presencia de Q. amara en el norte de Colombia, en los
departamentos de Atlantico, Bolivar, Magdaiena y Santander (Garcia 1992): en
Panama, en la zona del canal, Bocas del Toro, Colon, Chiriqui, Veraguas, Coclé,
Panama y Darién en el bosque seco tropical (Croat 1978); en Costa Rica,

Nicaragua, Honduras, Salvador, Guatemala y en el sur de México (Porter 1973).

En Costa Rica se determind la presencia de la especie por debajo de 450msnm en
diferentes zonas de vida: bosque humedo, himedo tropical, bosque humedo y
humedo premontano transicién a basal y bosque seco tropical. No cbstante, la
especie se puede estabiecer de manera artificial por encima de los 500msnm
(Ocampo 1995). |

Se presenta en todos los niveles de precipitacién media anual de las zonas bajas
de Costa Rica, excepto en éreas con mas de 5500mm de precipitacién media, lo
cual se relaciona con limitaciones de drenaje (Villalobos et al 1995). Los sectores
con mayor precipitacion media presentan las menores frecuencias y densidades.
Se sugiere que Quassia requiere de un nivel minimo de disponibilidad de agua en
el suelo a lo largo del afto por debajo del cual no puede desarrollarse (Villalobos
1985). Asi, en zonas con menos de 2500mm, fa especie se encontré en bosque de
galeria de algunos rios y quebradas. Se presentan mayores densidades en sitios

menos lluviosos (Villalobos et al. 1995).



Otros factores a considerar para su distribucion aparte de la humedad, son la
velocidad del viento y la distribucion de longitudes de ondas de la radiacién solar
(Tromp 1990). En el caso de Costa Rica, y el Pacifico seco la escasa presencia de
la especie es debida a condiciones de poca humedad. Por otro lado, en la zona
Atlantica, el area con mayor disponibilidad de brillo solar y mejores condiciones de

drenaje posibilitan la presencia de Quassia (Villalobos 1995).

La capacidad de un individuo para florecer, fructificar y producir una regeneracion
abundante, si no existen limitaciones de humedad, es mayor en la medida que
reciba la luz del sol (Brown 1995). Se pueden encontrar individuos de grandes
dimensiones en bosque primaric, que a menudo se encuentran aislados o en
agrupaciones pequenas, probablemente por las iimitaciones de luz para estimular
la floracion (Brown 1995). La especie presenta mayores densidades en sitios

topograficamente mas expuestos a la luz (Ling 1995).

En conclusion, la interaccion entre el contenido de humedad de suelo, la
disponibilidad de luz dependiendo del clima, la posibilidad de exposicion de
individuos adultos a ia luz solar directa, en funcién de la dinamica natural del
bosque, la composicién de la vegetacién y las actividades del Hombre,
determinaria, dentro del dmbito geografico donde la especie esta presente, la
ubicacién de aglomerados y la densidad de los mismos en un momento dado
(Villalobos 1995). En Costa Rica, el principal condicionante de la distribucién de Q.
amara es la altitud, seguido de la humedad del suelo y el brillo solar. El arbusto
suele formar parches de distinto tamafio, con una densidad variable dentro de los
mismos en funcion de condiciones microambientales que se dan en el tiempo
(Villalobos et al. 1995).



4.1.1.8. Fenologia

En cuanto a la estacionalidad, se ha encontrado gue existe una relacion entre las
condiciones de sitio definidas por la iluminacién, la topografia y el crecimiento de
los individuos. Este ultimo se estima por el incremento en didmetro y en altura,
aungue esta no se considera un buen estimador debido a la fragilidad y la

tendencia al agobiamiento de esta especie.

El nivel de exposicion a la luz de un individue con capacidad reproductiva, incide
sobre la magnitud de su floracién y produccién de frutos, aunque no sobre la
fertilidad de las semillas. La iluminacién superior directa sobre un 10 a 80% de la
copa, es significativamente mas eficiente que sobre el 100%. La actividad
reproductiva estd determinada por la edad en la que el individuo ha alcanzado un
diametro de 5 cm. a 30cm de altura suelo, la cual se incrementa con la edad
(Leigue 1997).

4.1.1.4. Composicion quimica del tallo

La cuasina, la neccuasina v la simalikalactona se encueniran entre los elementos
mas importantes que posee Q amara.

La cuasina, seguin Budavari citado por Caceres et al. (1995), es una alfa lactona
muy amarga, soluble en benceno, cloroformo, acetona, y poco soluble en éter;
sirve como insecticida y se ha reportado que es un agente bioactivo que inhibe la
secrecion de la testosterona en células de un tipo de ratas, facilitando un efecto de
antifertilidad en estos animales (Njar et al. 1995). Es importante resaltar que la
cuasina no es toxica para el hombre (Roak 1947). |

El compuesto de simalikalactona posee propiedades como antimalarico (0.02

Hg/ml} y antiviral (Caceres 1995).



4.1.1.5. Utilidad para el hombre

El nombre de Quassia arnara corresponde a un hombre de Surinam llamado
Quassi, que a mediados del siglo XVIII adquirié fama tratando fiebres malignas
con un tratamiento secreto. En 17586, se investigaron muestras en Estocolmo y en
1764 aparece la primera referencia de Blom como Lingnum quassiae,
convirtiendose en una medicina febrifuga, antidisintérica y ténica muy popular
(Busbey 1939). En Estados Unidos, desde 1850, ha sido utilizada como insecticida
y en Europa, desde 1880 (Monon.1981). -

La parte empleada de este arbusto es el lefio o madera, en el que se encuentran
ios metabolitos de cuasina (adrina), tanino y otros. La cuasina se obtiene amorfa o

cristalizada y es de sabor muy amargo {Garcia 1992).

Usos medicinales

[a infusidn o macerado de la madera se usa como tonico amargo para combatir
fiebre, calculos hepaticos y renales, y aumentar la secrecién de las glandulas

salivales, los jugos gastricos y biliares (Ocampo y Maffioli, 1987).

Se le atribuyen propiedades amebicidas, antianémica, antiséptica, aperitiva,
catartica, colagoga, depurativa, diurética, estomdquica, eupéptica, febrifuga,
insecticida, laxante, pediculicida, ténica v vermifuga (Morton 1981). Segun
Budavari (1989), citado por Caceres (1995), también se utiliza en la industria

farmacéutica como antihelmintico.

Se usa para la diabetes mellitus (Pittier 1978) vy segun informacién de la base de
datos de la Universidad de lllinois, citado por Villalobos (1995), es empleada
popularmente para problemas hepaéticos, picaduras de serpiente, como agente
hipoglicemico y antipirético, Sus extractos han mostrado alguna actividad
antitumoral, aunque no antimaldrica. Segun Polonsky citado por Barbetti et al
(1993), también afirma la actividad bioldgica de la cuasina como una agente

antitumoral.
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Usos insecticidas

Toda la planta tiene actividad insecticida. El extracto acuoso de la madera actua
comec veneno de contacto contta Acyrihosiphum pisum, Aphis dabae. Bombyx
mori, Chaitophorus populicola, Hoplocampa Hava, H. minuta, Macrosiphum
ambrosiae, M.liriodendri, M. rosae, Phyllaphis fagi, FPhymatocera aterrima y
Porosagrotis orthogonia y el extracto de la raiz contra Affagenus piceus y
Diaphania hyalinata (Grainge y Ahmed 1988). Se ha reconocido ampliamente la
efectividad de extractos de Q. amara aplicados contra larvas de Hoplocampa sp.
en melocotones (Hohn ef al. 1996).

Quassia produce un veneno paralizante que actua por contacto y por ingestién. Su
aplicacion no elimina los insectos pero detiene su desarrollo y provoca rechazo.
Su aplicacion no afecta a los insectos utiles como abejas (Aphidae), y mariquitas
(Coccinelidae), sino que actua fundamentalmente contra insectos succionadores
(Stoll, G. 1989).

Otros usos

La madera se usa para fabricar papel matamoscas y cajas para proteger la ropa
de polilla (Williams, L. 1981). Segin Budavari 1989, citado por Caceres (1995),

también se utiliza en la produccion de licores como imitador del lapulo.

4,1.2. Caracterizacion

La estimacion de la variacion de la genética cuantitativa de los caracteres permitira
la toma de decisiones en el mejoramiento de una especie y de la estimacion de la
importancia de la variacion desde el punto de vista ecoldgico dentro de la extincion
de especies (Storfer 1996).

La caracterizacién consiste en la toma de los datos, principalmente cualitativos,
que permiten describir y en consecuencia diferenciar accesiones de una misma
especie (Querol 1992).

11



La caracterizacién del germoplasma considerado, como "recurso fitogenético"
Representa una actividad muy imporiante, que permite la valoracion de una serie
de caracteristicas cualitaiivas y cuantitativas que permiten la seleccion de ios
materiales y su posterior utilizacion en programas de fitomejoramiento ¢ de otra

naturaleza (Clement 1986).

Es un proceso gue se inicia con la coleccion o introduccién, y debe finalizar con la
publicacién y la difusion de la informacion y de material vegetal junio con la semilla
para que pueda ser utilizada por los usuarios. El objetivo principal de la
caracterizacién es describir y dar a conccer el valor del germoplasma. Los
objetivos mas especificos son la identificacion taxondmica correcta, la descripcion
morfolégica, la evaluacion de caracteres de valor agronémico, las estimaciones de
la variabilidad fenotipica, y las refaciones entre caracteristicas(Sevilla y Holle
1895).

Las especies que no han sido mejoradas, mantienen la diversidad, la variabilidad

genética el nivel de adaptacién a los sitios (Contreras 1892).

Los términos mas usados en la caracterizacion sistematica son el descriptor, y el
estado del descriptor. El primero es un atributo o caracteristica que se observa en
las introducciones dentro de un banco de germoplasma (Querol 1982). Los
estados de descriptor son los valores que puede tener un descriptor en un caso

especifico.

Los descriptores de caracterizacion permiten una discriminacion facil y rapida
entre fenotipos. Generalmente, son caracteres altamente heredables, pueden ser
facilmente detectados a simple vista y se expresan igualmente en todes los
ambientes. Ademas, pueden incluir un nidmero limitado de caracteres adicionales
que son deseables segun el concenso de los usuarios de un cultivo en particular
(IBPGRI 1995).
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Los descriptores que estan afectados por el medioc ambiente y que son
persistentes pueden ser importantes agrondmicamente (Ortiz y Sevilla 1997).

Los descriptores muestran continuas variaciones, y en ccasiones son usados en
un sistema natural de clasificacion, aun cuando el ambiente o la relacién genotipo-
ambiente esté afectando significativamente la expresion fenotipica (Sevilla y Holle
1995).

Existen tres vias para disminuir el efecto del ambiente v la interaccion fenotipo-
ambiente: a) el acceso al germoplasma en ambientes controlados y usando
valores medios, b) evaluacion del germoplasma en ambientes conirolados vy
definiendo la respuesta de fenotipos similares en cada ambiente especifico, ¢)
comparando solamente aquellos rasgos gue no son afectados por el ambiente

(Goodman y Paterniani 1969).

En la practica, la toma de datos se limita a caracteristicas de importancia para el
mejoramiento o para la utilizacion de la planta que sean de utilidad para conocer la

estructura poblacional de la especie (Querol 1988).

L.os principales datos para caracterizacién de manera general son: caracteristicas
de la planta, hojas, flor, fruto, semilla y las partes subterréneas. Por ejemplo, en la
planta se toma en cuenta, la altura, forma, habito de crecimiento y ramificaciones;
en hojas: forma, ancho, fongitud, color, tipo de borde y nervaduras, en la flor se
considera forma, color, tipo de céliz. En el fruto seria por ejemplo forma, color,
volumen, numero de semillas por fruto y en la semilla y las partes subterraneas la

caracterizacion se basa en la forma, el tamano y el color (Querol 1992).

El IBPGR usa las siguientes definicicnes en la documentacion de los recursos
genéticos (IBPGR 1985):

i) Pasaporte (identifica la accesién e informacién recolectada por los

colectores)
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ii} Caracterizacion (consiste en grabar algunas de las caracteristicas gue
son altamente heredables, que pueden ser observadas a simple vista en

todos los ambientes)

i) Evaluacion preliminar {(consistenie en la recoleccion de un numero
adicional de rasgos que se piensen sean desarrollados en consenso con

usuarios de un cultivo en particular).

L.a caracterizacion y evaluacién preliminar sera responsabilidad de los curadores,
mientras gue la caracterizacion futura y la evaluacién deberia ser realizado por un
especialista en mejoramiento. Los datos de la evaluacion futura deberian ser
entregados a un recolector, que debe ser el que mantenga los datos en un

archivo.

Siguiendo con las normas internacionales aceptadas, los estados de un descriptor

se indican de la siguiente manera;
Las medidas estaran hechas en unidades métricas.

Los descriptores que se cbservan se registran en una escala de 1-9. Algunos
autores describen solamente una seleccion de los estados, por ejemplo 3,5y 7
para algunos descriptores. En este caso, el rango de codigos esta disponible
para usarse por extension __de los codigos dados o por interpolacion entre ellos.
Ejempio en 8. (susceptibilidad a plagas y enfermedades) 1 corresponde a

susceptibilidad exiremadamente baja y 8 susceptibilidad extremadamente alta.

La presencia o ausencia de caracteres estd registrado como + (presencia) y 0

(ausencia).
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Para descriptores que no son generalmente uniformes a través de la accesion,
(por ejemplo la coleccion mixta o la segregacion genética) la media vy la
desviacion standard pueden ser reportadas en el caso que el descriptor es

continuo o la media y “X” si es discontinuo.

Si el descriptor no es aplicable, se usa el “0" como valor del descriptor. Por
ejemplo, si una entrada no formara flores, se cclocaria el 0. Si la informacion no

esta disponible se coloca un espacio vacio.

Para el color se utilizan las tablas de color estandarizado, por ejemplo la del
Royal Horticultural Society Color Chart, Methen Handbook of Colour, Munsell
Color Charts for Plant Tissues (la tabla usada puede ser especificada en una
nota como descriptor adicional). Se recomienda para los caracteres de colores

no estandarizados.

Se debe tener en cuenta que las variaciones debidas al ambiente pueden dar
comao resultado modificaciones en el fenotipo, sin que esto implique cambios en el
genctipo de las plantas (Okada 1991). Por lo tanto, los individuos seleccionados
para la caracterizacién, deben tener condiciones de homogeneidad en todos los

sitios del muestreo, para asegurar la presencia de ecotipos de la especie.

4.1.3. Coleccion de germoplasma

La variacidon genética acumulada en todos los organismos vivos sobre la tierra
durante aproximadamente tres mil millones de afos de evolucién biologica,
constituye ios recursos genéticos de nuestro planeta. Esta diversidad actua como
amortiguamiento de los cambios climaticos y ambientales. Por ello, es esencial el
mantenimiento de la estabilidad y el balance bioldgico de la biosfera (Palmberg y
Esquinas 1890).

La conservacion de recursos genéticos debe considerar la variacion a nivel de
especie y la diversidad dentro de cada especie, por lo tanto, debe realizarse de
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acuerdo con la distribucion v variacion natural de la especie.a conservar (FAO
1998).

La conservacion de los recursos genéticos forestales consiste en mantener una
reserva de material en estado natural, a la cual se pueda recurrir en caso de que
se necesite introducir nueva variacion en ia poblacién de mejoramiento {Mesén
1994).

l.a coleccion de germoplasma se realiza con el fin de cumplir cualquiera de los
siguientes objetivos: 1) La conservacion de la diversidad de la especie, para evitar
su pérdida en un proceso denominado "erosién genética”. En este caso, es
necesario recoger la diversidad y conservarla en forma de semillas en condiciones
ambientales controladas, para evitar la pérdida de su poder germinativo. 2) La
obtencion del germoplasma para usario en el mejoramiento genético (Sevilla v
Holle 1995).

Para el IPGRI, la colecta de germoplasma se hace con el objetive de prevenir la
erosion genetica, y la extincién de las especies. o por la necesidad de uso

inmediato de germoplasma para propésitos de productividad.

Otras justificaciones es la utilidad para plantar junto con las comunidades cultivos
no tradicionales como los arboles de multipropésito, frutos silvestres, especies
medicinales y especies importantes en el manejo de la restauracién del habitat,
colectar tambien material y conservario de manera ex situ para tener preservado
material de las poblaciones originales y mantener la diversidad de los genctipos
(IPGRI 1998).

Para la colecta de material se requiere planificar la expedicion, para lo cual se
necesita estudiar la informacion relevante sobre las especies a recolectarse, sobre
la regidon que se explorard. La consuita de material de herbario es de particular

valor para visualizar la variabilidad de las especies y su distribucion geografica. Un
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estudio detallado de mapas, relieve, red hidrografica, distribucion de poblados,
infraestructura vial, clima y vegetacion ayudara a su vez a planear correctamente
la expedicion (Okada 1991)

4,1.4. Histologia

Mediante estudios de la estructura interna de la planta se pueden comprender los
procesos fisiologicos y bioquimicos que se producen en su interior, también es
posible establecer relaciones filogenéticas entre los distintos grupos de plantas
(Vasquez 1995). A traves de la estructura de la madera, es posible observar

variacion en las especies, permitiendo agrupar entre especies (Cutler 1978).

En la mayoria de las plantas con crecimiento secundario, que crecen en regiones
tropicaies, la actividad cambial se da a lo largo de toda su vida es decir, las céiulas
cambiales se dividen periodicamente y las resultantes sufren una diferenciacién
gradual para formar los elementos del xilema y del floema. El xilema que se
produce durante un periodo de crecimiento constituye una capa de crecimiento.
En las secciones iransversaies de tallos y raices, estas capas son designadas

anillos de crecimiento (Flores 1994),

Los anillos suelen presentarse bien definidos en las zonas templadas, debido a
que pueden observarse anillos de crecimiento anuales, y en algunos casos hay
presencia de dos anillos al afio, como en la especie Tamarix aphylla. Los anillos
anuales son visibles gracias a las diferencias estacionales gue existen en la

cantidad y la forma de algunas células que se desarrollan del cambium (Fahn
1974).

La causa determinante de la visibilidad de las capas de crecimiento en una
seccion de lefio, es debida a la diferencia estructural entre el xilema que se

produce al principio y al final de ia temporada de crecimiento (Flores 1994).
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De esta manera, se puede observar que los elementos traqueales formados al
inicio de la época de crecimiento (primavera), son usualmente mas largos y tienen

paredes mas delgadas, que aquellos que se desarrolian mas tarde.

Los primeros reciben el nombre de madera temprana o lefio de primavera y los

segundos de madera tardia o lefo de verano (Flores 1994).

Los anillos de crecimiento pueden presentar variacion de acuerdo a la humedad y
al ambiente en que se presentan; en lugares con humedad del suelo adecuada,
pueden ser anchos y mostrar poca variacién de un ano para otro, aunque se debe
tener en cuenta el ancho que se obtiene debido a la edad. En los lugares aridos y
semnianidos, son esirechos vy muestran una clara variacion en el ancho (Fahn
1974).

El ancho de los anillos de crecimiento esta muy influido por las condiciones
ambientales externas, y es, por consiguiente, variable. Un arbol que se desarrolle
en condiciones uniformes presenta los anillos concéntricos, pero factores de
naturaleza mecéanica, quimica vy fisioldgica pueden determinar un crecimiento
excentrico, a veces tan pronunciado, que parte de las capas no se disponen
completamente alrededor del eje. En las plantas en las que no se presenta esta

situacion, se puede observar la ausencia de aniflo de crecimiento. (Fahn 1974).

En climas templados calidos, el porcentaje de arbcles sin anillos es aun menor. En
plantas que crecen en regiones con climas estacionales bien definidos, el
cambium cesa su actividad cuando hay condiciones desfavorables; en el otofio
suspende la actividad y entra en un estado de latencia que puede durar desde el

final del verano hasta la primavera siguiente. (Fahn 1974).

Se sugiere que la produccién de células del cambium esta estrechamente

relacicnada con la actividad estacional. La tipica porosidad del anillo se produce
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en plantas previamente adaptadas al clima tropical y que se enfrentan a un clima
de inviernos frios y con alternancia de estaciones secas y humedas (Fahn 1974).

Entre los factores que influyen en la actividad del cambium se considera las
sustancias reguladoras de crecimiento o un cierto nivel de ellas {segun Gouwentak
1941, citado por Fahn 1974). Sin embargo, en la mayoria de las plantas debe
compietarse un coric periodo de latencia antes de que el cambium pueda
reactivarse con la aplicacion de reguladores de crecimiento. Y con el aumento de
la longitud del dia. No obstante, tienen efectos en la actividad cambial factores
externos e internos (Waisel y Fahn 1965b, citados por Fahn 1974). El crecimiento
estacional puede ser interrumpido debido a condiciones climaticas adversas,

enfermedades u otros agentes (Flores 1994).

4.1.4.1. Albura y duramen

La albura y el duramen son otras caracteristicas importantes de la madera.
Muchas de las diferencias entre ellas son de indole quimica. Con el tiempo, la
madera pierde agua v parie de las sustancias almacenadas, acumulando
posteriormente compuestos orgdnicos como aceites, resinas, gomas, taninos,
sustancias aromaiicas y pigmentos. Estos compuestos son removidos de las
zonas de crecimiento y transportados hacia el duramen, debido a que pueden ser
téxicos inhibidores para las células vivas. Su movilizacién se efectua a través de
los rayos. Estos cambios afectan la consistencia del duramen pero, a su vez, lo
convierten en un elemento mas duradero que ia albura, menos atacable por los

microorganismos y menos penetrable por los liquidos (Flores 1994).

4142 Vasos

En cuanto a la distribucién de los vasos, en el caso en que estos sean del mismo
didametro y estén uniformemente distribuidos en el anillo de crecimiento, la madera
se denomina porosa difusa; la madera provista de vasos de diametros desiguales,
con los vasos mayores localizados en la madera temprana, se llama porosa

anular, por la distribucion circular de los grandes vasos en las secciones
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transversales del xilema. Sin embargo, la distribucién de los vasos puede variar

segun las condiciones ambientales y la edad dei &rbol (Flores 1994).

4.1.4.3. Distribucion del parénquima xilemético

Existen dos tipos basicos de distribucién del parénquima. Uno se denomina
parénguima apotraqueal, y se caracteriza por la posicién independiente del
parénquima de los vasos. El ofro, presenta las dos clases de elementos
asociados topogréficamente de una manera definida, y se denomina paratraqueal.

Ambos tipos de distribucidn pueden tener contacto en el tejido (Flores 1994).

Cada uno de estos tipos presenta varios subtipos. Asi, el parénquima apotraqueal
puede estar disperso por todo el anillo de crecimiento (parénquima difuso), o en
forma de agregado (difuso agregado), presentarse ordenado en bandas
(parénquima bandeado), o bien cuando estd en zona terminal de un periodo de
crecimiento (parenguima terminal).

El parénquima paratraqueal puede ser escaso, unilateral, vasicéntrico, aliforme,

aliforme confluente o bandeado confluente (Flores 1994).

Las diferencias fisiolégicas son debidas a la movilizacién de carbohidratos
almacenados en la primavera. En el parénquima paratraqueal {a movilizacién es

primero en éste al comenzar la primavera (Flores 1994).

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2 1. Localizacién

Se realizaron las observaciones de los descriptores en los paises de América
Central, Costa Rica, Nicaragua, Guatemala, y Honduras, en poblaciones naturales
y ubicados en las diferentes ecoregiones, en donde existian reportes de herbarios

acerca de la presencia de Quassia amara. l.a ubicacién de los sitios de muestreo
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de acuerdo a las coordenadas geograficas se encuentran en la figura 4 y cuadro 1.
La ubicacién de los sitios dentro de las ecoregiones de Ameérica Central se

encuentra en el anexo Ai.

4.2.2, Muestreo

Para la toma de datos de los descriptores propuestos, se realizé un muesireo por
conglomerados en cada sitio de muestra trazando una linea, luego se ubicaron
cuatro transectos a corta distancia sobre los cuales se trazé un rumbo al azar, y se
ubicaron tres plantas (parche), que tuvieran la condicién de tener 5 cm de
diametro, o mas, a 30 cm del suelo {tamafo considerado como limite inferior de
madurez sexual {Leigue 1997). En cada sitio se tomaron un total de 12 individuos.

El presente estudio se realizd tomando en cuenta que la unidad muestral es cada
arbusto de Quassia arnara, al que se le tomaron los datos de descriptores cuya

descripcion se encuentra en el siguiente acapite.

4.2.3. Caracterizacion fenotipica de campo
Se realiz6 la siguiente toma de datos del lugar y del fenotipo de los arboles:

Datos de introduccién

= Nombre cientifico

« Fecha de medicién

= Mes

s Ano

o Caracterizacion y evaluacion preliminar

s Datos del sitio

s Numero de referencia del arbusto que se colecté

o Persona que colectd material o informacién
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El Sdlado

San Antonic
Cabrera

-‘JLIME

14025

La Pacifica {*
I
Palma

Quemada

Colaccion Q.amara en CentroAmerica. Mapa C Navarr

Kekoldi

l.lﬁla-.
Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo en Centro América (Costa Rica:

Kekoldi, Palma Quemada y La Pacffica, Nicaragua: La Lupe, Honduras: El
Salado, Guatemala: San Antonio Cabrera).

1Y -

Cuadro 1. Ubicacién geogréfica (Latitud y longitud) de los sitios en donde se
ubicaron las poblaciones de Q. amara muestreadas.

Costa Rica Keékoldi -82.76666  |9.63333
Talamanca
Costa Rica | Puntarenas |Savegre Palma -84.05916 9.47723
. Quemada
Costa Rica Guanacaste |Cafas La Pacifica -85.11666 10.48666
Nicaragua Rio San Juan | El Castillo La Lupe -84.43055 11.12500
Guatemala San Antonio | San Juan San Antonio | -90.25000 14.06600
Cabrera Tecuaco Cabrera
Honduras Colon Limén il Salado -85.45000 15.80000




o Pais en el cual se realizd la coleccién de la informacidn (Costa Rica.CRI,
Nicaragua.NIC, Honduras.Hon, Guatemala. GUA)

» Estado o Provincia (Limén LI, Puntarenas PU, Guanacaste GU, El Castillo
EC, Colén CO, San Antonio Cabrera SR)

e Latitud del sitio de la coleccion

» Longitud del sitio de la coleccion

o Altitud del sitio de la coleccion

s Topografia del sitio de coleccion

o Tipo de vegetacion

e Fecha de floracion (Dia, mes, afio)

o Fecha de fructificacién (Dia, mes, afio)

Datos de la planta

» Diametro del arbusto
o Altura

e« Forma de la copa

Caracteristicas cuantitativas

s Largo de la hoja

» Ancho de la hoja

s Largo del foliolo

s Ancho del foliolo

o Numero de foliolos por hoja

o Angulo de insercion de la hoja y del peciolo foliar
s Presencia o ausencia de frutos

o Numero de frutos solitarios

» Nudmero de frutos en racimo

« |ongitud del fruto

o [iametro del fruto
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Caracteristicas cualitativas

+« Forma de la copa

s Textura del foliolo

« Forma del foliolo

» Color del foliolo

s Pubescencia de la hoja tanto en haz como en envés
» Forma del apice de la hoja

s Forma del fruto

» Forma de la base del fruto

* Rugosidad de la corteza

4.2.3.1. Descriptores de sitio

Topografia del sitio de coleccidn IPGRI

1 = plano 0-3

4 = ondulado 3-10

5 = quebrado 11-15.9%

6 = colinado 16-30%

7 = fuertemente socavado »30% moderada variacion de elevaciones

8 = montanoso >30% grandes variaciones de rango alto de elevacidén
(>300mm)

9 = otro

Vegetacion (Ocampo 1995)

1 = bosque

2 = bosque secundario
3 =tacotal

4 = cacao abandonado
5 = cacaoc

6 = huerio

7 = potrero

24



4.2.3.2. Descriptores del arbusto

Didmetro

Se mide a la altura de 30 cm, con un vernier, y se toman dos medidas en mm, en
cruz, para calcular el promedio. Si hay mas de un eje, se calcula el diametro
cuadratico medio del individuo (se elevan al cuadrado los diametros y se saca la

raiz cuadrada del producto).

Descripcion de la copa

Se define de acuerdo a la forma geornétrica que presenta cada incividuo segun
Leigue (1997) (redonda, eliptica, cilindrica, en triangulo invertido o agrupada), la
cual describe una copa dividida en grupos de follaje alrededor de cada eje. Ver

figura 5.

[FCNPR FRRERN RN

™o,
A
@ sﬂ) (QC’C('C&"”“\
igi,)
1.redonda 2.eliptica

S

3.cilindrica 4.tridngulo invertido '5.agrupada

Figura 5. Formas geométricas que se pueden encontrar en Q. amara que describen
la forma de la copa (Leigue 1997).

Color de la corteza

Se toma el color que presenta la corteza en tallos de 1,5 cm de diametro, que son
parte de la colecta. Como condicién deben tener 1.5 cm en el punto en gue se

tome. El color se toma con base a la tabla de colores de Munsell.
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Color de la rama joven

Se toma el color segun tabla de colores Munsell de la rama lateral pequena,
definida como la parte del tallo en la cual no se ha formado corteza y se toma del

tercio superior donde hayan hojas jévenes.

Apariencia de la corteza

Se toma en tallos de 1,5 cm de didmetro, de los que fueron colectados, en 1 cm
cuadrado de area. De acuerdo a la figura 6, se considera lisa , si no tiene ninguna
rugosidad, sublisa si tiene menos de un 50% de rugosidad y rugosa si es mas de

un 50% aproximadamente.

3 Sublisa

=

e

Y . t—
5 Rugosa

Figura 1. Apariencia de la corteza.

Altura

Se toma la medida desde la base del arbusto con una vara telescdpica, hasta la

punta de la copa.
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4.2.3.3. Descriptores de hojas

Angulo de insercion del peciolo

Se mide utilizando un compas, determinando el angulo que se forma entre el
peciolo y el eje central. El compés se coloca sobre el gje, y luego se observan los
grados de apertura hasta el centro del peciolo, y se determina el angulo en grados.

Las observaciones se realizan en las 10 hojas muestreadas.

Eje central » })/

Figura 7. Medicién del dngulo de insercidn del peciolo.

Largo de la hoja

Para las mediciones se toman diez hojas maduras del tercio superior, a las cuales
se les mide su longitud con una regla, desde la parte proximal hasta el apice del

foliolo terminal.

Ancho de la hoja

Se considera la distancia en mm que hay entre los dpices de los dos foliolos
centrales, en hojas de 7 foliolos o en los dos foliolos extremos cuando la hoja tiene

5 foliolos.

Nimero de foliolos por hgja

Se cuentan todos los foliolos presentes en cada una de las 10 hojas muestreadas.

Largo del foliolo

Desde la base del peciolulo, o sea la parte proximal del foliolo, hasta el apice foliar

con una regla en mm. Se torna la medida a los 20 foliolos
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Ancho del Foliolo

De la parte méas ancha de cada una de las hojas muestreadas se mide el ancho

con una regla en mm. La medida se realiza en 20 foliolos.

Pubescencia de la hoja en haz

Se califica en los 20 foliolos muestreados, observando a simple vista.

Pubescencia de la hoja en envés

Se califica en los 20 foliolos muestreados, observando a simple vista.

Forma del dpice del foliolo

Se califica de 1 0 2, segun el desarrollo de la punta. Se toma de 10 foliolos de las

hojas muestreadas,

VAN
1_ T
Figura 8. Forma dei apice del foliolo

Margen del foliolo

Se observa a simple vista si el borde del foliolo era liso 0 ondulado. Se toma en los

10 foliolos de las 10 hojas muestreadas.

Textura del foliolo

Se califica 20 foliolos al tacto, siendo el 3 blanda, y el 7 coriacéa (si era dura).

Color del foliolo

Se toma segln tabla de colores de Munsell, a la misma hora del dia, y bajo una

rmisma sombra. Este pardmetro se observa en todas las hojas.
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4.2.3.4. Descriptores de la flor

Epoca de floracion

Segln lo que se observa en los sitios de muestreo y con base en la informacién

que pueden brindar los conocedores del lugar.

Largo del pedinculo o eje central

Se mide con una regla en mm desde la parte proxima! al tallo hasta la base de la

flor distal.

Color de fa flor

Segtn tabla de colores. Se mide en flor fresca, a las 10 flores que se muestrean.

Ancho de fa flor

Se mide el diametro en mm con regla, a 10 flores ubicadas en la parte basal, que

estan abiertas.

Largo de fa flor

Se toma en mm con regla, a 10 flores ubicadas en la parte basal, que estan

abiertas. En las mismas flores en que se toma el ancho.

Nimero de pedicelos por flor

Se toma el dato dentro de una inflorescencia y se determina cuantas flores estan

ausentes y las presentes.

Ndmero de flores por racimo

Se toman las presentes en todo el racimo.
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4.2.3.5. Descriptores del fruto

Epoca de fructificacion

Con base en la informacion que puedan brindar los conocedores del [ugar.

Presencia o ausencia de frutos

Si se encuentran, tiene una clasificacion de uno, y si no se encuentra es cero.

Nimero de frutos en racimo

Se evaluan los frutos que estan en 10 racimos. De esta manera, se consideran
todos los que estan dentro del gindforo, ya sea desarrollados, abortados, o que
dejaron cicatriz.

Nimero de frutos por ginoforo

Se escogen al azar 10 ginoforos deniro de la infrutescencia y se procede al conteo

de frutos. .

Nimero de frutos abortados

Se observaran las cicatrices en el ginoforo de frutos que no fueron desarrollados,

en los cuales se nota la cicatriz cerrada que queda cuando el fruto es abortado.

Color del fruto

Segun tabla de colores Munsell, a los frutos que se consideran maduros por su
consistencia al tacto, la cual es blanda y el pericarpio es facil de extraer, y su color

entre negro y verde.

Color del ginoforo

Se escogen al azar 10 ginoforos, a los cuales se les evalua su color de acuerdo a

fa tabla de colores de Munseil,
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Longitud del fruto

Se toma la longitud de los frutos con ayuda de un vemier.

Didmetre del frute

Se toma en 10 frutos, con un vernier.

Forma de la base del fruto

Se determina la forma de la base del fruto de acuerdo a la figura 9. Las
observaciones se hacen en 10 frutos. Se desprende el hipantio, y se observa si
cumple con las condiciones de ser hundida (1), aplanada (2), inflada (3),
puntiaguda (4).

Y 2N

1 hundida 2 aplanada

e

3 inflada 4 puntiaguda
Figura 9. Forma de la base del fruto.
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Forma del fruto

Se califica en los 10 frutos observados con la clasificacion de esferoide (1),

elipsoide (2) y ovada (3) (ver figura 10).

1.esferoide 2.elipsoide 3.ovada
Figura 10. Forma del fruto.

4.2.3.6. Formulario de campo

E! formulario usado para la toma de los datos de campo, se presenta en el
Anexo 2.

4.2.4. Caracterizacion histologica

Los estudios de anatomia interna se realizaron en el laboratorio de histologia del
CATIE; Turrialba, durante los meses de Agosto y Septiembre, a partir de las
muestras colectadas durante la caracterizacion de Quassia amara en las

poblaciones silvestres de Centro América.

De las localidades visitadas se tomaron muestras de arboles en Costa Rica
(Kekoldi, Palma Quemada, La Pacifica), Nicaragua (La Lupe), Honduras(El
Salado) y Guatemala (San Antonio Cabrera).

Cada sitio estudiado, se dividio en cuatro parches, y de cuatro arbustos que
estaban creciendo a la sombra dentro del parche, se recolectaron muestras de

tallo de aproximadamente 1 a 2cm de ancho, y 1cm de largo. Dichas muestras se
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trajeron al laboratorio empacadas en bolsas plasticas y. seguidamente se
realizaron cortes de aproximadamente 25um de grosor, utilizando para ello un

micrétomo para maderas.

Estos cortes fueron deshidratados con FAA (Formaldehido, acido acético, alcohol),
durante 48 horas, seguidamente se deshidrataron en una sertie ascendente de
etanol ( 50, 70, 80, 90, 95, 100, 100), durante 30 minutos en cada uno de ellos.
Se aprovechd esta deshidratacion, para de una vez colorear los cortes. De esta
manera, se colocd safranina al 1% dentro del alcohol de 70, asi como Fast green
dentro del de 100. Una vez que se tifid y pasé de nuevo por alcohol de 100, se
colocaron en una mezcla 1:1 de alcohol de 100- xileno, para dejarlas finalmente en
xileno. Seguidamente se colocaron en portacbjetos, donde se les adiciond

Permount como sellador y se les coloco el cubreobjetos.

Para los estudios de estructura interna se realizaron observaciones de diferentes
caracteristicas al interior del tejido, las cuales al igual que la manera como se

realizd la toma de informacion, se encuentra en el Anexo 3.

Las principales variables evaluadas fueron:
» Caracteristicas de la corteza
» Presencia o ausencia de anillos de crecimiento
» Distribucion de los elementos conductores (vasos)
» Tipo de parénquima axial
o Tipo de rayo
= Presencia o ausencia de taponamiento en los elementos conductores

« Promedio de vasos por parche.
Para ello se realizaron observaciones en tres placas conteniendo tres cortes

diferentes, de tal manera que se evaluaron tres cortes de tres diferentes arbustos

de cada parche. ’
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Todas las observaciones se realizaron bajo un objetivo de 10X; con excepcién de
la determinacion del promedio de vasos en cada muestra, que se realizé bajo un
objetivo de 25 X. En este Ultimo caso se realizaron 10 muestreos aleatorios de

donde finalmente se obtuvo el promedio.

4.2.5. Analisis estadistico de los resuitados

4.2.5. 1, Andlisis univariado

Se obtuvieron las estadisticas descriptivas de los caracteres cuantitativos para
cada uno de los arbusto estudiados, estimédndose los siguientes parédmetros:
medias, desviacion estandar, coeficiente de variacion, valor minimo y valor
maximo. Para las variables cualitativas se empled como medida de tendencia
central el valor de mas frecuente ocurrencia (moda). Se analizé el ANAVA,
ademas se realizaron los graficos correspondientes para analizar cada una de las

caracteristicas o variables analizadas.

4.2.5.2. Procedimiento w de Tukey

Este tipo de prueba se realizé a los promedios tomados de las caracteristicas que
estan constituidas dentro de un andlisis univariado, y los resultados que se
obtuvieron con este procedimiento se encuentran después de cada uno de los

analisis de las caracteristicas estudiadas.

4.2.5.3. Prueba Chi-cuadrado

Se realizé dicha prueba para la caracteristicas cualitativas como evidencia de
anillos de crecimiento, distribucién de los taponamientos (distribucién de los

vasos), poco taponamiento, presencia del tipo de parénquima axial.

4.2.5.4. Prueba F _

Se realizé dicho analisis para determinar si el ndmero de vasos es una

caracteristica diferente entre las poblaciones de Quassia amara.
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4.2.5.5. Analisis multivariado con discriminante canonico

Con la lista de descriptores definida se pueden empezar a examinar las
poblaciones y sus relaciones. En esta parte del estudio, se analizan Ias relaciones
feneticas entre poblaciones para determinar una filogenia preliminar (Clement
1986).

Para la prueba de comparacién miltiple entre lugares, se usé el andlisis
multivariado con discriminante candnico, para identificar cuales caracteristicas
maximizan las varianzas entre lugares, esto se realizé6 mediante procedimiento
SAS. En los andlisis de las caracteristicas cuantitativas y cualitativas, se tomaron
como referencia los datos de los arbustos estudiados, en todos los lugares, y en
todos los parches. Lo primero que se hizo, es encontrar las medias en caso de jas
caracteristicas cuantitativas, y la moda en el case de las caracteristicas
cualitativas.

Discriminante canénico

El andlisis discriminante canénico permite explicar la pertenencia de un individuo a
un grupo mediante el ajuste de funciones de variables continuas. Establece una
relacion lineal entre un grupo de variables que representan las diferencias de las
medias de grupos y las variables dependientes. El modelo de andlisis
discriminante se basa en el cumplimiento de las siguientes suposiciones: unidades
expetimentales que sean estadisticamente independientes una de otra Yy que
dentro de cada grupo, el grupo de variables predictoras (independientes), tenga
distribucion normal multivariada (Hamer 19986).

Se realizé un andlisis multivariado, v una prueba multiple entre lugares, que
permitio el andlisis de varias variabies al mismo tiempo, las cuales identificaron las
caracteristicas que maximizaron las varianzas entre lugares, y las diferencias
entre las poblaciones estudiadas. Debido a que las poblaciones ya estaban

identificadas, no se realizaron anlisis de agrupamiento o matrices de distancia.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Comportamiento de las variables

4.3.1.1. Variables morfolégicas

Se obtuvieron las relaciones entre los componentes de varianza, de los caracteres
de hoja y de foliolo en los arbustos estudiados de todas las poblaciones,
encontradas en los paises de Centro América, también se observan estos
componentes, para los datos de inflorescencia e infrutescencia, pero solo para las

poblaciones ubicadas en Kekoldi, Palma Quemada y La Lupe (Cuadro 2).

Cuadro 2. Relaciones enire los componentes de varianza: cuadrados medios para
arbustos dentro de los lugares (parches) (VARIACION DENTRO) y entire
lugares (VARIACION ENTRE) y coeficientes de variacion.

V ) ABIACIO

Angulo de 956.1 3642.8 2.45" 9.33* 30.82
insercién de hoja

Largo de la hoja 15011 1600541  11.72*] 12497 12.33
Ancho de la hoja 14704 121694 6.06™" 50.19** - 23.36
Angulo de 32.4 91.1 2.23NS| 625" 7.33
insercion del

foliolo

Largo del foliolo 386.1 3012.2 3.32™ 25.90"" 8.54
Ancho del foliolo 89.8 296.5 3.18" 10.50** 11.34
Largo del 12597.5 18040.1 1.65NS 2.36NS 39.40
pedunculo
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Ve e Al e S 1g0He -.
Total del ndmero 402.9 4957 7.56™* 9.30™ 31.60
de pedicelos

Pedicelos 56.1 941.5 1.13NS 18.90™ 57.31
presentes

Pedicelos 335.9 120.4 5.55* 1.99NS 72.04
ausenies

Total de 2.5 2.3 1.68NS 1.54NS 57.89
ginoforos

Frutos por 0.8 3.4 0.90NS 3.65NS 21.13
ginoforo

Frutos ausentes 1.7 24.1 1.17NS 15.90™ 68.07
Frutos presentes 1.79 23.7 1.33NS 17.58** 81.83
Frutos abortados 2.8 15 2.36NS 12.34™ 79.99

**Diferencia significativa al nivel probabilidad {1-0 }=0.95
* Diferencia significativa al nivel probabilidad {1-¢t }=0.90
NS diferencia no significativa

Los analisis de varianza se encuentran en el Anexo 4. Se realizaron los graficos
para el analisis de cada una de las caracteristicas, los cuales se encuentran en el
Anexo 5. El procedimiento Tukey se encuentra bajo cada una de las partes de la

planta que se analizaron.

HOJA

Angulo de insercion

Se presenta una alta variacién entre los lugares muestreados, y una variacion
menor dentro de los lugares dentro de un mismo parche. Los lugares que
presentan una mayor variacion son Palma Quemada, La Pacifica, San Antonio
Cabrera y El Salado.

Aungue no se puede comprobar con datos y anélisis estadisticos, se observé que
donde habia mayor ventilacién, mayor luminosidad y menor humedad de suelo el
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angulo promedio de insercidn era mayor. La aparente sensibilidad de esta
caracteristica a las condiciones microambientales refleja  diferencias
estadisticamente significativas entre individuos dentro de los sitios y el alto
coeficiente de variacion. Lo cual indica que es una variable de poca utilidad para

determinar variabilidad genética.

Segun el andlisis Tukey, los lugares de Kekoldi y La Lupe no difieren
estadisticamente; ambos lugares son cubiertos por bosques secundarios densos.
Palma Quemada y San Antonio Cabrera son menos cubiertos por el bosque y
aungue no difieren de los dos primeros asemejan también a El Salado. El lugar

con el angulo de insercion mas bajo fue La Pacifica.

Ancho de la hoja

El ancho de la hoja presentd diferencias estadisticamente significativas dentro de
los parches y entre los lugares. Las medias entre los fugares tienen una alta

variacion ya que hay medidas que variaron desde 17 hasta 24 centimetros

El ancho de la hoja es una caracteristica que no se ve tan afectada por la
variacién ambiental dentro de los sitios; es decir no hubo relaciones claras entre
las caracteristicas del sitio y el ancho de las hojas. Sin embargo presenta alta

variabilidad.

Con respecto a las diferencias entre las poblaciones, el procedimiento Tukey
dividié los lugares en dos grupos (A que abarca los lugares Kekoldi, Paima
Quemada y La Lupe, y B que incluye los lugares L.a Pacifica, San Antonio Cabrera
y El Salado). Esta caracterfstica tiene un coeficiente de variacién medianamente
alto.
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Largo de /la hoja

El largo de la hoja presenté una alta significancia dentro de los parches y entre los
lugares. Su coeficiente de variacidn fue bajo (12,3) indicando que esta
caracteristica se mantiene relativamente uniforme dentro los lugares. Parece ser
una caractetistica poco influenciada por el ambiente, por lo tanto se puede pensar
que es de utilidad para determinar la variabilidad genética. Como en las

caracteristicas anteriores se presentan los valores promedios en el Anexo 5.

La prueba de Tukey resultd en la formacion de cinco grupos, solo los lugares de
Kekoldi y La Lupe., correspondientes a la vertiente del Atlantico fueron
estadisticamente similares. El largo de la hoja fue la caracteristica morfoldgica

mas Util para distinguir entre las poblaciones.

Cuadro 3. Procedimiento Tukey para hoja.

Kekad 69,0[A | 243,4|A] 329,.31A

Pdrra cuemd 63,5|AB] 227.3|A| 308.4[B

La padifica 559{C | 172.8|B| 244,0lE

Lalupe 70.41A | 238 6|A| 332,5|A

ScntaRosa &4,5|AB] 182.9|B| 279.4|C

El sdab 60,3|BC] 190,3|8] 266.2|D
FOLIOLO

Anguilo de insercion

Se presentd poca variacion entre los lugares muestreados, y dentro de los lugares
dentro de un mismo parche. Los lugares que presentan mayor variacion son La
Pacifica, La Lupe,-El Salado y San Antonio Cabrera.
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Se observd que donde existia mayor ventilacion, el angulo promedio de insercion
era mayor. Existen diferencias significativas entre sitios, lo cual sugiere que hay
condiciones ambientales que estan incidiendo en el angulo de insercion, siendo de

poca utilidad para la diferenciacién de genotipos de la especie.

Segun el andlisis Tukey, los lugares de San Antonio Cabrera y El Salado, no
difieren estadisticamente, se asemejan a La Lupe y difieren totalmente de Kekoldi.

El lugar con el dangulo de insercién mas bajo fue La Pacifica.

Ancho del foliolo

Se presentaron diferencias estadisticamente significativas dentro de los parches y
entre los lugares. Se presentd una alta variacion entre las medidas tomadas en los

lugares, desde 34 hasta 65 centimetros.

Los lugares donde se observé una mayor variacién fueron los de La Pacifica, San
Antonio Cabrera y El Salado, sin embargo es una caracteristica que no se vié
afectada por la variacion ambiental dentro de los sitios; es decir no hubo
relaciones claras entre las caracteristicas del sitio y el ancho de los foliolos, por lo
tanto esta caracteristica puede ser usada como una caracteristica para determinar

variabilidad genética.

Con respecto al procedimiento Tukey se observa que Palma Quemada y San
Antonio Cabrera, estan en un mismo grupo, y se asemejan a Kekoldi, y La Lupe.
El mayor promedic se presentd en San Antonio Cabrera, lo mismo que el mas
bajo. El coeficiente de variacién es bajo, lo cual indica que la caracteristica se

mantiene uniforme.

Largo del foliolo

El largo del foliolo- presenté diferencias estadisticamente significativas dentro de
los parches y entre los lugares. Las medias entre los lugares tienen una alta

variacién, puesto que hay mediciones que fueron tomadas desde 9 hasta 15
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centimetros. El coeficiente de variacion fue bajo (8,54) lo que indica que esta
caracteristica se mantiene relativamente uniforme dentro de los lugares.

El largo del foliclo es una caracteristica que a pesar de que no se pueda
comprobar estadisticamente la influencia del ambiente, se observé hay factores
como la fuminosidad, la humedad, y una menor cobertura del bosque, que estan

afectando la elongacién del foliolo es mayor.

Respecto a las diferencias entre las poblaciones, el procedimiento de Tukey,
permite la formacion de dos grupos (A correspondiente a los lugares de Kekoldi,
Palma Quemada y La Lupe, y B que incluye los lugares La Pacifica, San Antonio
Cabrera y El Salado).

Cuadro 4. Procedimiento Tukey para foliolo.

55,8{A 52,91A 140,8|A
Palma quemada 53,3]1AB 50,41AB 133,0|A
La pacflica 48.21C 47,21C 108,7|B
La Lupe 52,4|ABC 48,6[A 143,9]1A
Santa Rosa 50,5|BC 42 3 AB 111,918
El salado 51,4iBC 39,8IBC 115,4{B

INFLORESCENCIA

Los siguientes resultados, obtenidos a partir de los datos de inflorescencia e
infrutescencia, se basan en observaciones efectuadas solamente en las
poblaciones ubicadas en Kekoldi, Palma Quemada y La Lupe (en los demas

lugares, no se encontraron ni flores ni frutos).

Largo del pedinculo

El largo del pedinculo es una caracteristica que no presenta una alta variacion

entre o dentro de los lugares. La prueba Tukey permitié agrupar a Kekoldi y
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Palma Quemada, en un grupo y a La Lupe, en otro. El mayor promedio se obtuvo
de Kekoldi.

Nimero de pedicelos

El nimero de pedicelos es una caracteristica en la que hubo una alta variacion.
dentro de parches de los lugares, y entre los lugares, con un coeficiente de
variacion alto. Los lugares presentan variaciénes similares de acuerdo a esta

caracteristica.

En Kekoldi se presenta el menor nimero de pedicelos de todos los lugares
estudiados. A pesar de no tener datos y andlisis estadisticos, se pudo observar
que los parches en los cuales se presenta mayor luminosidad, menor densidad de
arboles, y una menor humedad del suelo, es donde se presenta el mayor nlmero

de pedicelos.

La prueba Tukey permitié el agrupamiento de los lugares como Kekoldi y La Lupe,
en uno solo y de Palma Quemada en otro grupo independiente del anterior. La
poblacién de Palma Quemada es en la que se presenta el valor mas alto de las

medias en ésta caracteristica.

Nimero de pedicelos presentes

Los pedicelos presentes presentan alta variacién entre lugares. Los lugares que

presentan una mayor variacién corresponden a Kekoldi, y La Lupe.

Aunque no se puede comprobar estadisticamente, se pudo observar que
aparentemente su presencia esta influida por la humedad existente en el suelo, y
por la exposicién a la luz solar. Ademas entre mas humedad y mayor iluminacion

esten presentes, habra mayor cantidad de pedicelos en la planta.

El procedimiento Tukey permitié el agrupamiento de las poblaciones de Palma

Quemada y La Lupe en uno solo y de Kekoldi en otro aparte, de los valores
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obtenidos para la prueba, se puede determinar que el menor valor se obtiene en
Kekoldi.

Nimero de pedicelos ausentes

En el nimero de pedicelos ausentes presentd significancia para parches dentro de
los lugares, es la primera caracteristica que presenta esta peculiaridad, en los ejes
florales del arbusto. Presenta un coeficiente de variacién muy alto (72.04). Es una
caracteristica que esta variando mucho dentro de los parches, y es importante

porque es un indicador de la presencia de flores.

Aunque no se puede comprobar con datos y andlisis estadisticos, se observd que
donde habia mayor luminosidad, humedad, se presentaban menos pedicelos

ausentes.
En el procedimiento Tukey, se pudo apreciar que la prueba permitio el

agrupamiento de todas las poblaciones en un solo grupo, la media se presentd

menor en La Lupe, vy la mayor en Kekoldi.

Cuadro 5. Procedimiento Tukey para la inflorescencia.

Kekoldi 8 34 251,38 20,4 B 8,6 B 11,8 A
Palma 10 73 21538 26,0 A 15,4 A 106 A
Quemada '

La Lupe 10 40 2122 A 22,88 13,3 A 9,5 A
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INFRUTESCENCIA

Ndmero total de ginoforos

En cuanto al namero total de ginoforos, encontrados, no presenta diferencias
significativas en cuanto a lugar, y parches por lugar. No hay un lugar definido
donde se muestre una mayor variacién, ya que en todos se muestra mucha

sirmilitud.

La prueba de Tukey, permitié agrupar las poblaciones ubicadas en Kekoldi y en
Palma Quemada en un mismo grupo, y la poblacion de La Lupe, en otro grupo

diferente.

Es una caracteristica que tiene un coeficiente de variacion alto (57,89), que indica

que no es una caracteristica muy uniforme.

Frutos por ginoforo

No se presentaron estadisticas significativas entre los lugares, ni dentro de ellos;
el coeficiente de variacion fue bajo (21,1). Aunque si se pudo observar que la falta
de agua puede estar influyendo para que se presente un nimero mayor de frutos
por ginoforo. El lugar en el cual se presenté una mayor variacion fue Kekoldi, sin
embargo los promedios de todos los lugares fueron poco significativos entre las

pablaciones.

Frutos ausentes

Presenta significancia para el andlisis entre lugares, pero no entre parches de los
lugares; aunque el coeficiente de variacion es bastante alto, de un valor alrededor
de 60.
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A pesar de que no se puede comprobar con datos y andlisis estadisticos, se
observé que donde habia mayor cantidad de frutos, se apreciaba una mayor

humedad.

El procedimiento Tukey, permite agrupar a las poblaciones de Kekoldi y Palma
Quemada en un grupo diferente del conformado por La Lupe, en la cual se

encuentra el valor promedio mas bajo.

Frutos presentes

Se encontrd que hubo significancia entre lugares; también se pudo observar que el
coeficiente de variacion alto (81,8).

Se pudo observar que en los lugares de mayor humedad en el suelo y mayor
luminosidad habia una mayor cantidad de frutos presentes. En La Lupe es donde

se encuentra la menor cantidad de frutos.

El procedimiento Tukey, permiti® el agrupamiento de las poblaciones de la
siguiente manera, a Kekoldi y a La Lupe las ubicé bajo el mismo grupo, y a la
poblacién de Palma Quemada la ubicé en un grupo aparte; en La Lupe fue donde

se presentd el promedio menor,

Frutos abortados

En este caso, se presentd una alta variacion entre los lugares, pero no dentro de
los lugares. El lugar que se presenta una mayor variacion fue Kekoldi,. El

coeficiente de variacion fue de 80,0.

Aunque no se puede comprobar con datos y andlisis estadisticos, se observd que
donde habia mayor ventilacién y mayor luminosidad, el promedio de frutos

abortados fue mayor.

En cuanto al procedimiento Tukey desarroliado para el andlisis de los

agrupamientos de las poblaciones de acuerdo a las medias, permitié observar que
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hay dos grupos definidos; en uno esta ubicado Kekoldi, con un promedio inferior a

todos, y luego estan Palma Quemada y La Lupe en otro grupo.

Cuadro 6. Procedimiento Tukey para la infrutescencia

s (No e ) U INFRUTESCENGIA 0
Lugares - [Indi~. iInfru- Ino gino- [Frute/ gino- |Frutos. - [Frutos: + |Frutos abor-
- |viduos ltescen- foros C - lforos - |ausentes. . |presentes  |tados:
I B nl o Tl R D S e e e
Kekoidi 7 31 1,88 438 25A 1,7 A 0,28
Palma 7 23 1,88 4,6 AB 23 A 0,4B 2,0 A
QQuemada

La Lupe 12 12 3.4 A 4.8 A 0408 2.2 A 2,3A

4.3.1.2. Variables histoldgicas

Los estudios histoldgicos realizados a los tallos de Quassia amara nos permitieron
observar el mismo patrén celular en todos los muestreos. Las diferencias que se

manifiestan en algunos de los parches seran descritas mas adelante.

De dichos andlisis podemos concluir que los tallos estan formados por una
peridermis gruesa, donde la region correspondiente al felema se caracteriza por
células pequenas, rectangulares, de hasta 50 capas de grosor. Internamente se
aprecia el feldgeno y hacia el interior de el, una capa gruesa de esclereidas y
fibras Seguidamente estd la regidn del floema, cuyas células ocupan una area
bastante reducida. Es importante destacar que no hubo diferencias entre los

muestreos realizados en esta area.

La parte que corresponde al xilema, la cual ocupa la mayor parte del tallo, se
caracteriza porque externamente no presenta diferencias entre la region que
corresponde a la albura y duramen. La madera presenta una coloracion
amarillenta, tiene un sabor amargo y al secarse se aprecia la destruccion de la
médula, que hace evidente un tallo hueco en el centro. Légicamente el tamafo del
hueco coincide con el que presentaba la médula, siendo este generalmente de
tamafio pequeno.
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El estudio histologico de la regién del xilema permitid observar en todos los
muestreos la presencia de vasos grandes, ya sea solitarios o mdltiples, en grupos
de hasta 13 vasos, condicién que varié dependiendo de la ubicacién de la
poblacién muestreada. Estos vasos aparecen distribuidos uniformemente en todo
el xilema y estén asociados con parénquima axial de tipo aliforme o bandeado
aungue en algunos casos el vaso presenta un parénquima de tipo escaso, en
otras ocasiones podemos encontrar mezclas de los diferentes tipos (Figuras 11
y 12).

Por ofro lado en algunas de las muestras analizadas se observé claramente la
formacién de anillos de crecimiento, los cuales no estuvieron tan claramente
definidos en otras de las muestras. Podemos decir entonces que esta fue una de
las principales diferencias que se manifestaron en las muestras estudiadas. Asi
mismo se observé un precipitado granuloso taponeando los vasos. En algunas de
las muestras dicho taponamiento fue mas frecuente en aquellos vasos que
estaban ubicados cercanos a la regidon medular, mientras que en otros se

encontraron distribuidos en todo el tejido (Figuras 13y 14).

4.3.2. Diferenciacion de las poblaciones

4.3.2.1. Variables morfolégicas

Para el andlisis de los seis lugares, la prueba utilizada de Lambda de Wilks es

altamente significativa, como puede observarse en el cuadro 7.

Cuadro 7. Significancia del estadistico Lambda de Wiiks

Estadistico | Valor F Pr>F
Wilks' ..
Lambda 0.02800956 [4.9903 0.0001
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La variabilidad que explica el canénico 1, es de 55%, la variabilidad que explica el
canénico 2, llega a un 19%, y la que explica el candnico 3 corresponde a un 16%.
En total la variabilidad que explican los tres candnicos, alcanza a un 91% de la

variabilidad total, ademads los tres son altamente significatives (Cuadro 8).

Cuadro 8. Variacidn aportada por cada candnico.

Candnico | Valor Diferencia |Proporcién |Proporcion |Pr>F
propio acumulada
i 3.6339 2.3615 0.56558 0.5558 0.0001
2 1.2724 0.2265 0.1946 0.7504 0.0001
3 1.0459 0.6332 0.1600 0.9104 0.0001
4 0.4127 0.2396 0.0631 0.9735 0.0269
5 0.1731 0.0265 1.0000 0.2731

En el candnico 1, las variables que més explican de la variabilidad son el ancho de
la hoja, el largo de la hoja y el largo del foliolo. En el candnico 2 la variable altura,
es la de mayor contribucion v en el canénico tres a pesar de ser una variable
significativa, expliguen su

sus componentes, tienen pesos bajos que

conformacion. Lo anterior puede observarse en ef cuadro 9.

Cuadro 9. Estructura del candnico.

AN CAN: CA SAN4 SANS.
0.475237| -0.085541 0.210165] -0.391138 0.135107
0.800334| -0.139527 0.050224 0.070614| -0.338992
0.523398| -0.233709 0.370142| -0.086689| -0.118722
0.470583| -0.163702 0.256101 0.124294| -0.175470
0.812728| -0.210045 0.208094 0.086669| -0.158978
0.839330| -0.168043 0.066513] -0.068643| -0.140371
-0.148666| -0.119919 0.014462 0.349808 0.112322
-0.199556 0.382375 (0.390579 0.061801 0.062555
0:171672 0.275423| -0.446730 0.280608 0.509921
0.395831 -0.320636 0.388381 0.521490 0.092177
0.477212 0.829948 0.020111 -0.020162| -0.071055
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-0.526745 0.205172 0.180288 0.442151 -0.151782

En la figura 15, se puede observar que en el candnico 1 que tiene que ver con el
largo, ancho de la hoja, y largo del foliclo, agrupa las poblaciones ubicadas en
Kekoldi, Palma Quemada y La Lupe, de un lado, siendo similares entre si, y
también se puede observar que las poblaciones de La Pacifica, El Salado y San
Antonio Cabrera poseen valores similares, pertenecen a un grupo que puede
diferenciar del anterior formado por esas poblaciones. Se puede tambien observar
que la altura del arbusto segtn el discriminanate canénico 2, permite mezclarse
las poblaciones de, Palma Quemada y La Lupe, San Antonio Cabrera, permite
también diferenciar bastante a la poblacién de El Salado, ya que esta posee las

mayores alturas.

CANZ

g -

o -

-4 " -6 -4 -2 ¢ 2 4 CAN1

Figura 15. Discriminanate candnico C1, C2 (1=Kekoldi, 2=Palma Quemada,
3=La Pacifica, 4= l.a Lupe, 5=San Antonio Cabrera, 6=El Salado).
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4.3 .2 2 Variables histologicas

Se observd un mayor taponamiento en los parches de las regiones de Palma
Quemada y La Pacifica en comparacién con el resto de los lugares muestreados,
no obstante este comportamiento no fue uniforme en todos los parches que
conformaron cada una de estas regiones, por lo tanto es una caracteristica que
presenta variacion, que esta siendo poco influenciada por el medio ambiente. Por

otro lado, la regidn con menos taponamientos de vasos fue la de Kekoldi.

En lo que respecta a parénquima radial todos los muestreados, permitieron

establecer que los rayos parénquimaticos son uni y biseriados ( Figura 16)

Figura 1. Rayos parenquimaticos
A continuacion se presentan las caracteristicas estudiadas que permitieron
determinar si habia diferencia entre los arbustos dentro de los parches y entre

lugares.

Se obtuvieron los datos de las caracteristicas por parche en cada lugar.
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Cuadro 10. Principales caracteristicas histoldgicas de la madera.

‘axia CNE
Kekoldi Parche1 Poco Aliforme 1-4 25.5
evidentes Bandeado
Parche 2 Poco Aliforme 1-6 30.5
evidentes Bandeado
Parche 3 Poco Aliforme 1-3 33.8
evidentes Bandeado
Palma Parche 1 Poco Bandeado 1-8 32.8
Quemada evidentes
Parche 2 Muy Aliforme y 1-5 34.7
evidentes Bandeado,
£5Cas0s
Parche 3 Muy Aliforme y 1-5 40.5
evidentes Bandeado,
£5Cas0s
Parche 4 Poco Aliforme y 1-5 28.4
evidentes Bandeado,
escasos
La Pacifica Parche 1 Muy Aliforme 1-3 22,7
evidentes Bandeado
Parche 2 Muy escasos 1-5 34.8
svidentes
Parche 3 Poco Aliforme y 1-6 29.3
evidentes Bandeado,
85Cas0s
Parche 4 Poco Bandeado 1-6 17.8
evidente
La Lupe Parche 1 Muy Aliforme y 1-6 26.4
evidentes Bandeado,
escascs
Parche 2 Muy Aliforme y 1-5 248
gvidentes Bandeado,
£5Cas0s
Parche 3 Muy Aliforme y 1-6 28.6
evidentes Bandeado,
£5Cas0s
Parche 4 Muy Aliforme y 1-6 28.8
- evidentes Bandeado,
escasos

*) Promedio de 10 campos 6pticos bajo un objetivo de 25 X
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San Antonio | Parche 1 Muy
Cabrera evidenies Bandeado,
escasos
Parche 2 Poco Aliforme 1-11 27.9
evidentes Bandeado
Parche 3 Muy Aliforme y 1-8 31.3
evidentes Bandeado,
‘ £scasos
Parche 4 Muy Aliforme y 1-6 211
evidentes Bandeado,
El Salado Parche 1 Muy Aliforme- 1-5 44.9
evidentes Bandeado,
e8s5casos
Parche 2 Muy Aliforme vy 1-4 27.5
gvidentes Bandeado,
- £5Cas0s
Parche 3 Muy Aliforme 1-6 33.8
evidentes Bandeado
Parche 4 Muy Bandeado 1-8 31.6
evidentes

Los resultados anteriores nos permiten observar muy pocas diferencias entre los

muestreocs, y aunque se aprecian diferencias numéricas entre los promedios del

numero de vasos en cada parche, los andlisis estadisticos no reflejan diferencias

significativas lo cual se puede apreciar en el Anexo 6.
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4.4, CONCLUSIGNES

4.4.1. Comportamiento de las variables

La dificultad de obtener las inflorescencias e infrutescencias hace dificil la

realizacion de la caracterizacion basados en estas caracteristicas.

En ocasiones las medidas de los promedios tomados mostraron variacion, debido
a que se encontraban plantas con unas inflorescencias de diferente tamano, en la

misma planta.

En cuanto a la infrutescencia, se pudo observar que se presentan diferencias pero
entre frutos de las regiones, pero que no fue un factor que estadisticamente
pudiera aportar al conocimiento de la variabilidad de la especie, quizé debido a la

faita de informacién basica para esta caracteristica.

Los frutos abortados es una buena caracteristica para observar en el momento de
la floracion, ya que se puede determinar el potencial de fructificacion de la especie
de acuerdo a la poblacién, y analizar mas a fondo si estan influenciando factores
ambientales, de una manera determinante en este proceso o si se debe a alguna

influencia genética.

Es importante analizar la manera como se distribuyen las variables, en graficos ’
que tengan datos de promedio y varianza, para analizar si son de tipo continuo ¢
discontinuo, puesto que en el mejoramiento forestal las especies que mas
interesan son las que estan regidas por varios genes, o sea, caracteristicas de tipo
continlio o que posean promedios que permitan tratarlas como variables de tipo
contintio. Por ejemplo, variables de crecimiento, forma del fuste, angulo de las

ramas, etc (Cornellius 1994), ya en condiciones de un ambiente homogéneo para
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las poblaciones muestreadas, con el propédsito de llegar a un conocimiento mas

real del tipo de variable.

4.4.2. Diferenciacion de las poblaciones

El uso de los discriminantes candnicos contribuyen a explicar las diferencias entre
las poblaciones o grupos de plantas, y permiten cobservar cual de las
caracteristicas es la que mas contribuye en porcentaje a esa diferenciacion de las

especies.

En general se puede llegar a la conclusidn que el largo del foliolo, largo de la hoja
y ancho de la hoja, son caracteristicas que permiten diferenciar las poblaciones de
Kekoldi, La Lupe, y Paima Quemada, con valores similares, de las poblaciones de
La Pacifica, San Antonio Cabrera y El Salado.

La altura de! arbusto permite distinguir a la poblacion de El Salado en un grupo
diferente, y a las poblaciones de Palma Quemada, La Lupe, San Antonio Cabrera,

entremezclarse, debido a valores similares de esa variable.

4.4.3. Caracteristicas cuantitativas y cualitativas

4.4.3.1. Caracteristicas cuantitativas

Es importante tener en cuenta que las caracteristicas cuantitativas son las que

estan influenciadas por un mayor nidmero de genes.

El largo y el ancho de la hoja y del foliolo son caracteristicas que estan poco
influidas por el medio ambiente, tienen coeficientes de variacién bajos, poseen
variaciones altas dentro de los lugares y entre ellos, ademds tienen importancia

también por su valor discriminante al dividir a las poblaciones en grupos definidos.
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La altura del arbusto es una caracteristica que es importante tenerla en cuenta
para el analisis, ya que ayuda a la conformacién de grupos a partir de las

poblaciones, ademas de que es importante como caracteristica de tipo continuo.

La variable diametro del arbusto tiene también valor corno variable que ayuda a la
discriminacién de grupos, por lo tante es importante incluirla en analisis

posteriores de (Quassia amara.

El largo del pediinculo, es una caracteristica que aunque en el presente estudio no
se pudo obtener una muestra homogénea, debido a la falta de estructuras
reproductivas en algunas poblaciones, si esta indicando que tiene gran variacion

dentro de la planta, y un coeficiente de variacion un poco alto

4.4.3.2. Caracteristicas cualitativas

Algunas de las caracteristicas a las que se tormarén datos en el bosque, pero que
no se apreciaron diferencias observables en el bosque, ni dentro de los parches, ni
entre los lugares, estas caracteristicas fueron pubescencia del haz, forma del
foliolo, forma de la corteza, y color de la flor.

lL.as caracteristicas como el color del envés, y textura del foliolo son interezantes
para tenerlas en cuenta en estudios posteriores, debido al aporte en la variacion

de la planta para llegar a la conformacién de grupos.

Dentro de las caracteristicas cualitativas que estén siendo poco influenciadas por
el ambiente, se encuentran la ausencia de frutos, y el taponamiento de los vasos
en el caso de la estructura interna de los tejidos, sin embargo el numero de

ginoforos y la ausencia de frutos tienen coeficientes de variaciéon de mas de 50.

4.4.4. Toma de datos

Es importante tener en cuenta la época de floracion y fructificacion para

caracterizar las poblaciones con base en sus estructuras reproductivas.
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Es importante reconocer que aigunos descriptores pueden estar siendo
influenciados por diferentes factores como la edad, la posicién dentro del arbol, y

los factores climaticos, que pudieron haber indicado variacién aparentemente de
tipo genético.

Fue interesante estimar la variabilidad fenotipica de la especie en los bosques
porque esto es un primer paso dentro del conocimiento de las especies que
pueden tener un interés especial para las comunidades que utilizan los recursos
geneticos con diferentes fines. Por tanto se recomienda realizar una posterior
caracterizacién molecular que fleve a un mayor conocimiento de la especie,
corroborando la informacién obtenida con el presente trabajo, y ayude en un futuro

como soporte a fa investigacién de nuestros recursos.
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5. PARTE Il: METODOLOGIA DE EXTRACCION DE ADN

5.1. RESENA BIBLIOGRAFICA

El aislamiento de ADN celular, es de gran importancia celular ya que representa
una etapa preliminar definida para todos los estudios de biologia molecular (Nufiez
et al. 1993). El ADN es un material privilegiado para el estudio de las relaciones
filogenéticas a causa de la frecuencia muy baja de los cambios estructurales y de
la presencia de secuencias conservadas (que han tenido una evolucién lenta). Las
técnicas de aislamiento de ADN se fundamentan en la susceptibilidad diferencial
de los acidos nucléicos a los efectos desnaturalizadores de los disolventes
organicos (Anthony 1995).

De la adecuada extraccién de ADN, depende los resultados futuros de la
investigacion. Algunos de los factores que inciden son: especie de planta, tipo de
material como hojas, raices y tallos, textura, estado de la muestra (fresca,
congelada, seca o liofilizada). La calidad de ADN requerido depende de su uso. Si
es PCR se requiere de pequefas cantidades, calidad media; en cambio, los RFLP,
requieren de grandes cantidades con una alta calidad del material - extraido.
Depende de la fuente, ya sea ndcleo, mitocondria. cloroplasto, y de Ila
cuantificacion para la determinacion de la concentraccié de ADN la cual se puede

realizar mediante gel de agarosa, espectofotometro, fluorémetro (Philips 1997).
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Localizacién

Los estudios de extraccién se realizaron en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la unidad de Biotecnologia ubicado en el CATIE situado en Turrialba durante

los meses de Febrero, Marzo y Abril de 1998.

5.2.2.Método de extraccidn

Se evaluaron tres métodos de exiraccién de ADN denominados:

1. CTAB-minipreparaciones descrito por Harris (1996)

2. Del xanthogenato descrito por Jhingan (1992)

3. Cacao, originalmente definido por Tanksley para ser usado en el laboratorio del
CATIE para la extraccién de ADN de cacao.

En el Anexo 7A se anotan en forma detallada las metodologias.

5.2.3. Material evaluado

Origen

El ADN se extrajo de hojas obtenidas a partir de arbustos ubicados en la
comunidad indigena de Kekoldi, Talamanca, provincia de Limon, Costa Rica. El
sitio de muestreo se categoriza como bosque tropical himedo caliente, con
temperatura promedio anual de 26°C y una precipitacién media anual entre 2000 Y
3000 mm(Ling 1995), Kekoldi es una comunidad ubicada en los alrededores del
rio Carbén, a unos 9938 de latitud norte y 82°46 longitud oeste, en un drea
accidentada y con fuertes pendientes en la continuacion de la fila Carbén
(Ocampo, et-al 1997). Dichos arbustos crecen en forma silvestre en el borde de un
bosque agrupados en pequefios parches. Se recolectaron muestras de hojas
pertenecientes a diferentes drboles distancidados 300 metros entre ellos. Los

arbustos de los cuales se recolectaron hojas se denominaron arbol 1,2,3,4,5 vy6.
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Edad

Se evaluaron tres estados de desarrollo de las hojas: De acuerdo a la apariencia

gue presentan las hojas.

a)

b)

Hoja joven: Es considerada como la hoja que aun presenta pigmentacion
rojfiza, y en la que los foliolos terminales atin se muestran inmaduros es
decir, enrollados sobre su propio eje.

Hoja intermedia: Se considera la hoja que ya no presenta pigmentacion
rojiza, pero que aun le falta por desarroilar sus foliolos, hasta alcanzar el
estado de madurez, su coloracién es un verde claro, y toda la hoja es en
general mas suave, que cuando llega al estado de madurez.

Hoja adulta: Considerada como la hoja que estd en estado de madurez, es
la que no presenta ni coloracién rojiza o verde claro, en la que las hojas
estan firmemente adheridas al raquis, y en la cual la venacién se puede

observar completamente desarrollada.

Estado del materiai

Se analizd tres tipos de material:

a)

b)

Muestras frescas: hojas que fueron procesadas aproximadamente 24 horas
después de cosechadas. Para proteger el material, luego de su cosecha,
las hojas fueron envueltas en papel toalla humedecido con agua limpia y
finalmente transportadas a Turrialba.

Muestras congeladas: se colocaron muestras frescas obtenidas segtin se
describe en el punto anterior, en el congelador a =20°C al menos dos dias.
Para el andlisis de estas muestras, las hojas una vez sacadas del
congelador fueron inmediatamente procesadas.

Muestras secas: desde su recoleccion en el campo, las hojas fueron
colocadas en bolsas pidsticas con silica gel hasta que se secaran

totalmente, lo cual durd aproximadamente 6 dias.
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5.2.4. Experimentos realizados

Se llevaron a cabo varios experimentos en los que se evaluaron los tres métodos
de extraccion indicados anteriormente, combinando diferentes edades (jéven,
intermedia y adulta) y estados de muestra (frescas, secas y congeiadas). En cada
caso se siguid el protocolo establecido por el autor original, salvo pequefios
cambios que buscaron adaptarlo a las condiciones del laboratario y alas

caracteristicas de la muestra procesada.

Estos cambios ya estan incluidos en los procedimientos del Anexo 7. Dado que se
selecciond el método CTAB-minipreparaciones como el mejor, la mayoria de las

evaluaciones se hicieron siguiendo este procedimiento.

Con el objeto de mejorar los rendimientos de ADN obtenidos con este método al
usar muestras secas, se evalué el efecto de tres diferentes tamafios de muestra
(0,05; 0,1y 0,2 g) y tres diferentes pH del buffer de extraccién (7.5, 8.0 y 8.5), el
cual normalmente se usa a un pH de 8.0. El pH fue regulado con NaOH
concentrado 1N, HCI 0.1 a 1.0 N.

5.2.5. Metodologia de anlisis de los experimentos

5.2.5.1. Factorial

Con el propésito de determinar el efecto del estado de madurez de la hoja y del
tipo de material en la concentracién de ADN que se puede extraer de la hoja de
Quassia amara, se realizaron dos analisis factoriales. El factor estado de madurez
tuvo tres niveles (joven, intermedio y adulto) y el factor tipo de material dos (fresco
y congelado).

5.2.5.2. Procedimiento w de Tukey

Se realiz6 este procedimiento para determinar la igualdad de las medias entre los

tratamientos.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se selecciond el método CTAB-minipreparaciones como el mas eficiente para la
extraccion de ADN, pues produjo entre 30 y 150 ng de ADN/ul, partiendo de
muestras frescas o congeladas de 0,2 g de hoja. Aunque con los métodos
Xantogenato y de cacao fue posible obtener ADN, los resultados fueron erraticos y
en la mayoria de los casos, las concentraciones de ADN fueron bajas o nulas.
Para el método del Xantogenato se obtuvo un méximo de 53 ng/ml usando hoja

joven congelada y para el método Cacao la concentracién no superé los 20 ng/ml.

Al evaluar mediante analisis de varianza tres diferentes edades de hoja y dos
estados de muestra provenientes de tres arboles de Quassia arnara, no se
encontro diferencias significativas entre los estados de muestras analizados
(fresco y congelado), pero si, entre las tres edades analizadas (joven, intermedia y
adulta).

Puede observarse que hubo diferencias significativas debidas a la repeticidn, lo
cual fue confirmado en otros experimentos. En términos précticos, esto implica
que en todos los casos se debe recoiectar una cantidad suficiente de hojas por
cada arbol, para asegurar la cantidad de ADN que se vaya a usar. En el cuadro

11 se observa también, que es mas eficiente la extraccidon de ADN de hojas
jévenes que de hojas intermedias o adultas. Esta situacidn puede observarse en la
figura 17.
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Is AS JC JS5 IS AS JC AC JS M7S

AC JC IC AC JS AS JC Js IS M79

Figura 17. Comparacién de diferentes estados de hoja y de muestra. Hoja
joven y adulta (A=adulta, J=joven, I= mtermedla, C=congelada,
=silica)

Esto se explica por la mayor facilidad que tiene el tejido jéven de ser procesado, y
porque el contenido de ADN de las células es similar a pesar de que éstas tengan

un mayor tamafo, como es el caso de las hojas adultas.

Cuadro 11. Evaluacion de tres edades de hoja y dos estados de muestra de un
genotipo de Quassia amara para la extraccion de ADN.

E :d"y Estado de la}Repeticién 1| Repeticion

?hc”a 9 S .ﬁ?ﬂ"_ﬁﬁi_ﬂ;;j;;j.’7“3“'5; f. -
Adulta fresca 100 40 120
Aduita congelada 80 30 80
Intermedia fresca 30 30 50
Intermedia congelada 40 . 150
Joven fresca . 120 150
Joven congelada 100 120 150

La relacién existente entre la edad y el contenido de ADN, se puede apreciar en el
siguiente ANAVA, en el cual se muestra la significancia cuando se analiza la edad
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como determinante de la concentracién de ADN, . Igualmente no se encontré

mayor diferencia en el rendimiento de ADN obtenido con hojas frescas o con hojas

congeladas. Esto implica que es factible congelarlas, cuando es imposible llegar

rapide al laboratorio para procesar las muestras. Lo mismo aplica para muestras

gue una vez cosechadas, no se pueden o no se quieren procesar inmediatamente,

sino mas bien, conservar por algunos meses. El periodo de conservacién debera

ser calculado experimentalmente, pues depende probablemente de varios

factores, entre ellos, el nivel de deterioro de la hoja, su edad, procedencia,

contenido de humedad, stc,

Cuadro 12. ANAVA de la concentracién de ADN, en varios genotipos.

e

Fuente de

Edad 2 5747.9 4.37 0.0434
Estado 1 233.3 0.18 0.6827NS
Edad*Estado 2 2475.1 1.88 0.2027NS
Error 10 1316.6

Total 15

=<=(0.05, *significativo NS= no significativo C.V. 41.7

Mediante el procedimiento de Tukey, se puede determinar que las medias de las

concentraciones encontradas en los estados congelado y fresco, permiten agrupar

a los tratamientos bajo un mismo grupo. En el cuadro 13 se presentan los

resultados de una evaluacién similar a ia descrita anteriormente pero con la

variante de que en vez de tres arboles, se usé sélo uno submuestreado dos veces.
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Cuadro 13. Evaluacion de tres edades de hoja y dos estados de muestra de Quassia
amara para la extraccion de ADN.

Adulto 40 - 80

Intermedio 35 - 50

Congelado 40 - 80

Nuevamente se encontré que no hay diferencia en la cantidad de ADN extraido a
partir de hojas frescas en relacién con hojas congeladas. También las hojas
jovenes produjeron la mayor cantidad de ADN, seguidas por las hojas aduitas y
finalmente por las intermedias. Esto es mostrado en el siguiente analisis de
varianza, con el cual se puede apreciar que no hay significancia teniendo en
cuenta las edades de los arbustos a los cuales se les extrajo la muestra asi como

también el estado de la muestra, como aparece en el cuadro 14.

Cuadro 14. ANAVA de la concentracién de ADN, en un solo genotipo.

Fuente de oL oME | F | Pr>F
Edad 2 189.5 0.33 0.7322NS
Estado 1 102.1 0.18 0.6887NS
Edad*Estado 2 139.5 0.24 0.7925NS
Error 5 577 .1

Total 11

o= (.05, NS= no significativo C.V. 45,39

De acuerdo a las pruebas realizadas mediante el procedimiento de Tukey, para el
andlisis de medias, demostro que las medias son similares en cuanto a la
concentracion presentada de acuerdo a la edad, por el agrupamiento que realiza

ubicandolas en el mismo grupo.

La misma situacion se presenta cuando se observa el agrupamiento que se realiza
teniendo en cuenta los estados de la hoja, al determinar la prueba que realmente
las medias estan dentro del mismo grupo.
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Cuando no se cuente con sistemas de congelacion para conservar las muestras,
el mejor método para mantener y transportar las hojas de sitios aislados o
distantes hacia el laboratorio, seria secéndolas con silica gel. Por esta razén se
llevaron a cabo varias pruebas con el método CTAB, tendientes a maximizar los
rendimientos de ADN. Ya gue es posible que solo se encuentren hojas adultas al
momento de realizar colectas in situ de Quassia amara, los experimentos en esta
etapa se concentraron en este tipo de hojas, lo cual segin los resultados

anteriores representaria la situacién mas extrema.

Al evaluar tres tamahos de muestra seca (0,05; 0,1 y 0,2 g), se determiné gue el
mejor tamafio para trabajar con material seco era 0,1 g, porque con 0,05 g se
minimizaban los rendimientos de ADN y con 0,2 g se producian problemas de tipo
mecénico, al volverse muy dificil su manipulacién en los tubos Eppendorf. Con
relacion a los tres diferentes pH del buffer de extraccion evaluados, se encontrd

que estos valores no tenian mayor influencia sobre el rendimiento de ADN.

Se encontré que ha pesar de ser factible extraer ADN de muestras secas con la
metodologia propuesta, esto no es posible en todos los casos. Cuando es posible,
los rendimientos de ADN se reducen significativamente en comparacién a los
obtenidos con muestras frescas o congeladas. El método del Xantogenato y el de
Cacao no produjeron resuftados alentadores. Lo antetior hace necesario seguir
trabajando en la obtencién de un método maés eficiente de extraccion en hojas
secas, a ser usado cuando sea imposible trabajar con material fresco o congelado.
Mientras tanto, en los casos en que sea posible y en los que definitivamente se
pueda contar con material fresco o congelado, se podria realizar diferentes

extracciones de material de interés hasta completar la cantidad deseada de ADN.

5.4. CONCLUSIONES

Se concluye que la mejor muestra para extraer ADN en Quassia amara son hojas

jovenes frescas o congeladas. Las mismas deben ser procesadas usando el
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método CTAB-minipreparaciones, partiendo de una cantidad inicial de 0,2 g. Es
factible extraer ADN con ese mismo método a partir de hojas de edad intermedia o

adulta pero los rendirmientos de ADN son menores.

La extraccidon de ADN usando el método CTAB-minipreparaciones a partir de 0, 1
g de hojas secas es factible, pero se obtienen cantidades significativamente
inferiores con relacién las obtenidas con muestras frescas o congeladas y en

algunos casos no es posible obtener ADN.
La determinacion de un método de extraccién de ADN, es fundamental como un

primer paso en la aplicacién de otras herramientas moleculares, dentro de las

cuales, la de uso inmediato serd para marcadores moleculares.
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6. RECOMENDACIONES

El presente estudio fue de gran importancia ya que permitié el conocimiento de la
especie en su ambiente natural, el conocimiento del valor dado por las
comunidades, el reconocimiento de las diferentes poblaciones en los paises de
Centrc Ameérica, y la recoleccidén de miuestras que serviran para los diferentes
analisis, esto hace gue realmente la caracterizacion de germoplasma sea un paso
de gran importancia en el reconocimiento del valor de las especies y de su posible

manejo a partir de las observaciones realizadas en el campo.

Se debe tener en cuenta que Quassia amara, es una especie de gran valor para
las comunidades visitadas de Centro América, ya que en este arbusto encuentran
la medicina y la manera de controlar insectos, por lo tanto es importante hacer un
manejo de ella en el bosque tanto in situ como ex situ para manejarla y consegulir
no solo conservarla sino también aprovecharla de una manera sostenible. Se debe
tener en cuenta que la pérdida de casi 400 mil ha de bosque productivo natural se
debe primordialmente a la agricultura migratoria, a la agricultura y ganaderia
permanentes, a la urbanizacién y no a la industria forestal(Flores 1987), vy
recientemente con lo acontecido en los bosques de Centro América debido al
huracan Mitch, se hace necesario aln mas la proteccion de los recursos

fitogenéticos que tengan gran valor y un gran potencial.

Es importante realizar pruebas de progenie que permnitan analizar correlaciones
entre las caracteristicas fenotipicas, con las caracteristicas que han sido de interés
para las comunidades y entidades interesadas en este recurso, como son el
principio amargo vy los contenidos de cuasinoides presentes en la planta,
caracteristicas de gran importancia en esta Quassia amara. También, para
determinar que diferencias observables entre las descendencias pueden ser

debidas a un componenete genético, que debidas a factores externos.
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Es necesario para un estudio de histologia en el que haya un reconocimiento de la
evolucién de la especie, que se realice la medicion de la longitud y del ancho de
los vasos ya que los caracteres de los elementos de vasos son usados muy a
menudo como indicadores del avance filogenético. Estos estudios deben darse
sobre una base estadistica, para encontrar relaciones entre los caracteres
analizados, es asi como se ha encontrado que una relacién de la longitud del
elemento del vaso y el ancho tangencial produce un dato Gtil de aplicacién en los
indices de avance. Aunque se debe asegurar que las comparaciones sean hechas
entre plantas que crecen en condiciones similares, puesto que el habitat puede

influir el diametro del vaso (Cutler 1978).

Se debe calcular la cantidad minima de muestra para hacer posibles estudios de
correlaciones entre la parte quimica y morfoldgica, al igual que es importante tener
en cuenta la muestra minima para los estudios de estructura interna ya que en
muchas ocasiones se encontraron diferencias entre las poblaciones, pero que no

fueron significativas debidas a la cantidad de muestra.
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ANEXO 2A

FECHA PAIS
LUGAR DE MUESTREO LATITUD
LONGITUD

ALTITUD {msnm)

PRECIPITACION ANUAL {mm)

TOPOGRAFIA

VEGETACION

ARBUSTO # -

Diametro 1 tronco a 30 cm (mm)

Diametro 2 fronco a 30 cm (mm)

Altura total (cm)

Apariencia de la corteza

Forma de copa

Color de la corteza

Color de la rama joven

HOJA 1

=1

5 6 7 8

10

Angulo de
insercion peciolo

Largo (mm)

Ancho {mm)

Nimero de
foliolos

Pubescencia haz
de los foliolos

Pubescencia
enves de foliolos

Color haz de los
foliolos

Color envés de
los foliolos

Textura de los
goh'otos -

FOLIOLO

Angulo de inser-
cién peciolulo

Largo (mm)

Ancho (mm)

Forma del foliolo

Forma del apice

Margen

1
|
!




ANEXQO 24

INFLORESCENGIA

Epoca de floracion (MMAA)

Largo del
pedinculo {mm)

Color de las
flores

Numero de
pedicelos

Nimero de flores

|

INFRUTESCENCIA

Epoca de fructificacion (MMAA)

Nimero de gino-
foros en racimo

Numero de frutos
por ginoforo

Color del ginoforo

L

I

FRUTO

1
|

Color

Longitud {mm)

Diametro (mm)

Forma del fruto

Forma de la base
 del fruto _

!i

COLECTA

Numero de hojas colectadas

Jovenes

Adultas

Observaciones

Ndmero de tallos colectados

Didgmetro 1.0

Diametro 2.5

Diametro 3.0

Observaciones

NGmero de frutos colectados

Observacionas
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ANEXO 3A

DISTRIBUCION DE LOS TAPONAMIENTOS

LUGAR Parche |[DISTRIBUCION DE LOS TAPONAMIENTOS EN LOS TEJIDOS i
Es uniforme en el tejido Cercano a la médula Lejano a la médula
Kekoldi’ 1
2
3

Palma Quemada

La Pacifica 1




ANEXO 3A

LUGAR Parche [DISTRIBUCION DE LOS TAPONAMIENTOS EN LOS TEJIDOS IF’or placa
Es uniferme en el tejido Cercano a la médula Lejano a la médula
La 1
Lupe
2
3
4
Santa Rosa 1
2
3
4
El salado 1
2
3
4
IZABAL 1




ANEXO 4A

Angulo de insercién del peciolo foliar

Fuente de variacidén {GL CME F Pr>F
LUGAR 5 3642.832576 8.33 0.6001
PARCHE(LUGAR) |17 8956.105834 2.45 0.001C
Error 720 380.479520

Total 742

C.V. 30.82207

Ancho de la hoja

Fuente de variacion | GL CME F Pr>F
LUGAR 5 121694.79070 {50.19 0.0001
PARCHE(LUGAR) (17 14704.03401 6.06 0.0001
Error 720 242470402

Total 742

C.V. 23.36288

Largo de la hoja

Fuente de variacidn |GL CME F Pr>F
LUGAR 5 160649.71443 |125.44 |0.0001
PARCHE(LUGAR) 17 15011.07206 11.72 0.0001
Error 718 1280.6940

Total 742

CV.12.13310

Angulo de insercion del foliolo

Fuente de variacién | GL CME F Pr>F
LUGAR 5 91.15208333 6.25 0.0001
PARCHE(LUGAR) 17 32.49217647 2.23 0.0140
Error 52 14.5934872

Total 74

C.V. 7.332880




Large del foliolo

Fuente de variacion | GL CME F Pr>F
LUGAR 5 3012.298307 25.90 0.0001
FARCHE(LUGAR) |17 386.123980 3.32 0.0004
Error 52 116.311051

Total 74

C.V. 8.544776

Ancho del foliolo

Fuente de variacion |GL CME F Pr>F
LUGAR 5 296.5875400 10.50 0.0001
PARCHE(LUGAR) 17 £9.8250294 3.18 0.0007
Error 52 28.2590000 '

Total 74

C.V. 11.34135

Largo del pedicelo

Fuente de variacidon | GL CME F Pr>F
LUGAR 2 18040.13757 2.36 0.0989
FARCHE(LUGAR) |8 12597.58758 1.65 0.1128
Error 219 7646.17042

Total 229

C.V. 39.40081

Ndmero de pedicelos

Fuente de variacién | GL CME F Pr>F
LUGAR 2 495.7439995 9.30 0.0001
PARCHE(LUGAR) 18 402.9844365 7.56 (0.0001
Error 219 533311114

Total 229

C.V. 31.60202




Nimero de pedicelos presentes

Fuente de variacién |GL CME F Pr>F
LUGAR 2 941.5431743 18.80 0.0001
PARCHE(LUGAR) |8 56.1357420 1.13 0.3460
Error 219 49.8070556

Total 229

C.V. 57.31655

Nimero de pedicelos ausentes

Fuente de variacion | GL CME F Pr>F
LUGAR 2 120.4971859 1.98 0.1389
PARCHE(LUGAR) |8 335.8018504 5.55 0.0001
Error 219 60.4885067

Total 229

C.V.72.04230

Ndmero de ginoforos

Fuente de variacion |GL CME F Pr>F

LUGAR 2 2.33787240 1.54 0.2251
PARCHE(LUGAR) |7 2.56455026 1.68 0.1338
Error 51 1.52222222

Total 60

C.V. 57.80283

Frutos por ginoforo

Fuente de variacion | GL CME F Pr>F
LUGAR 2 3.40738204 3.65 0.0288
PARCHE(LUGAR) |7 0.83581403 0.80 0.5123
Error 123 0.93333134

Total 132

C.V. 21.13324




Ndmero de frutos ausentes

Fuente de variacion | GL CME F Pr>F

LUGAR 2 24.19668544 15.90 0.0001
PARCHE(LUGAR) 7 1.78772805 1.17 0.3220
Error 123 1.52153744

Total 132

C.V. 68.07316

Nimero de frutos presentes

Fuente de variacion |GL CME F Pr>F

LUGAR 2 23.77915206 17.58 0.0001
PARCHE(LUGAR) 7 1.79743153 1.33 0.2422
Error 123 1.35244583

Total 132

C.V. 81.83701

Nimere de frutos abortados

Fuente de variacion | GL CME F Pr>F

LUGAR 2 15.00968040 12.34 0.0001
PARCHE(LUGAR) |7 2.87516391 2.36 0.0267
Error 122 1.21640817

Total 132

C.V.79.99123




ANEXO 5A

PP=Promedio parche, LUG= lugar
Lugares: 1=Kekoldi, 2=Palma Quemada, 3=La Pacifica, 4=La L.upe, 5=5an Antonio Cabrera,
6=k! Salado.
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ANEXO 5A
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ANEXO 5A
Largo pedunculo
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ANEXO 5A

PEDIC ELOS AUSENTES
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ANEXO 5A

TG TAL GINOFORUOS
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ANEXO 6A

Promedio de vasos

ENTEDE:

LUGAR 5 48.3 1.44 0.2503
Error 17 33.4

TOTAL 52

C.V.19.19118

Agrupamiento Tukey para el pr

omedio de vasos

X

34,450

34,100

29.933

28.025

27.150

slofioiomiow

26.150

Prueba de Chi-cuadrado, caracteristicas cuali

ERIS

EVIDENGIA DEL ANILLO DE CRECIMIENTO

Prob > CHISQ = 0.0646

MICELIO PRESENTE

Prob > CHISQ = 0.6207

DISTRIBUCION UNIFORME DE LOS
TAPONAMIENTOS

CHISQ = 12.013 |5

Prob > CHISQ = 0.0346

DISTRIBUCION DE LOS VASOS CERCANA A
LA MEDULA

CHISQ = 3.0286 |5

Prob » CHISQ = 0.5597

DISTRIBUCION DE LOS VASOS LEJANA A

CHISQ = 3.9286 |5

Prob > CHISQ = 0.5597

CHISQ = 11.860 |5

TCHISQ = 8.0093 |5

CHISQ = 8.8542 [5




Anexo 7TA

METODO CTAB-MINIPREPARACIONES ™

Madificado por Amanda Gillies
23 de enero de 1988. Traducido y adaptado por W.Phillips

Nota: Es convenienie usar guantes durante todo el proceso para evitar las contaminaciones.
Varios de los reactives usados son muy peligrosos (CTAB, Cloroformo, FPVEP y
mercaptoetanol)

Macere muy bien 0,2 g de hojas en un mortero con N liquido. Coloque el polvo en un
eppendorf de 1,5 ml y agregue 100 ul de buffer 2X CTAB. Macere fuertemente con un
pistilo.

Adicione 900 ul de buffer y luego 2 ul de mercaptoetanol (en la cdmara de gases). Cierre la
tapa, agite con el vortex hasta uniformizar.

Incube en Bafio Maria a 65°C por 30 minutos. Deje enfriar 4 minutos.

Adicione 400 pl de una solucién 24:1 de cloroformo-isoamyl alcohol a t® ambiente (cdmara
de gases) y mezcle fuertemente con el vortex. Microcentrifugue a 13.000 rpm por 5
MINuos.

Transfiera cuidadosamente el sobrenadante a un tubo limpio y repita el paso anterior.

Transfiera el sobrenadante a un tubo limpio con ayuda de una micropipeta de 1 ml. Llene
el tubo con isopropanol (-20°C) y mezcle ligeramente para precipitar el ADN. Deje
reposar 120 minutos en ¢l congelador.

Centrifugue a 13.000 rpm por 5 minutos. Elimine el alcohol.

Adicione 1.000 ul de buffer de lavado (76% etanol y 10 mM de acetato de amonio) y deje
reposar por 20 minutos a t° ambiente.

9. Centrifuguge a 13.000 rpm por 3 minutos

"Harris, S.A. 1996. Molecular analysis of forest tree biodiversity: a selection of practical
protocols. Oxford, England. 47 p.



10.Elimine el buffer de lavado invirtiendo el tubo y deje secar al aire.

Adicione a cada tubo 300 ml de mezcla(10mi de RNAm a 100mg/ml mas 300 ul TE
0.lmM pH2

12. Agregue 100 ul de TE (0,5 M, pH 7.4 y oscuridad) y resuspenda agitando levernente
Buffer de extraccion 2X CTAB Preparacion para 100ml:

100 mM Tris-HCI pH 8.0 10ml de solucién 1M

20 mi EDTA, Disodium 4ml de una soluciéon 0.5 M, a pH 8
1,4 M NaCl 8.2gr

2% (P/V)y CTAB 2gr

1% PVP

1gr (mezclar bien los ingredientes, el pH debe quedar en 8.0)



METODO CTAB-MINIPREPA

Modificado por Olman Quiros

6 de enero de 1988. Traducido y adaptade por W Phiilips

Nota: Es conveniente usar guantes durante todo el proceso para evitar las contaminaciones.
Varios de los reactivos usados son muy peligrosos {(CTAB, Cloroformo, PVP y
mercaptoetanol)

Macere muy bien 0,2 gr de hojas en un mortero con N liquido. Coloque el polvo en un
eppendorf de 1,5 ml.

Adicione 1ml de buffer de extraccién “2X CTAB” y luego 2 pul de mercaptoetanol al
0,2% (en la cdmara de gases). Cierre la tapa, agite con el vortex hasta uniformizar.

Incube en Bafio Maria 2 65°C por una hora. Deje enfriar el tubo a T° ambiente.

Adicione 400 pl de una solucién 24:1 de cloroformo-isoamyl alcohol (cdmara de gases)
y mezcle fuertemente con el voitex. Microcentrifugue a 14.000 rpm por 2 minutos.

Transfiera cuidadosamente el sobrenadante a un tubo limpio y repita el paso anterior,

Transfiera el sobrenadante a un tubo limpio con ayuda de una pipeta Pasteur. Llene el
tubo con etanol al 70% (-20°C) y mezcle ligeramente para precipitar el ADN. Deje
reposar durante toda la noche en el congelador.

Centrifugue a 14.000 rpm por 2 minutos. Elimine el alchohol y deje secar bien los
tubos colocdndolos boca abajo sobre un papel.

Adicione 500 ul de etanol al 70% y mezcle suavemente. Centrifugue a 5.000 rpm por 2
minutos. Elimine el alcohol y seque los tubos sobre un papel.

Agregue 250 ul de TE (0,5 M. pH 7.4 y oscuridad) ¥ Tesuspenda agitando leve
con el vortex.

Centrifugue a 5.000 rpm y transfiera el sobrenadante a un tubo limpio con ayuda de una
pipeta. Coloque los tubos a 4°C hasta que se requieran.

Buffer de extraccién 2X CTAB
100 mM Tris-HCI pH 8.8
20 mM EDTA, Disodium
1,4 M Na(Cl
2% (PIV) CTAB,
1% PVP

"Harris, S.A. 1996. Molecular analysis of forest tree biodiversity: a selection of practical
protocols. Oxford, England. 47 p.



AISLAMIENTO DE ADN METOD!
13 de noviembre de 1997. W. Phﬂhps

1 Pese la muestra de hojas limpias sin nervaduras {0,2g jicama, y
quassia amara o 0,3g caoba). Cologque en un eppendorf y macere
con nitrégeno liquido.

2 Adicione 50 pl de buffer de extraccién a cada tubo y termine de macerar.

3 Agregue 450 pl de buffer de extraccidn y agite con el vortex. Golpee el tubo
para que su contenido se vaya al fondo.

4 Incube inmediatamente en el bafio Maria por 45 minutos a 65°C. Enfriar
a temperatura ambiente durante 30 minutos.

5 Agite con vortex y microcentrifugue a 13.000 rpm durante 3
minutos.

6. Transfiera el sobrenadante a otro eppendorf y llene con una solucion 6:1
de 95% de etanol y 7,5 M de acetato de amonio. Mezcle invirtiendo el
tubo cuidadosamente y coloque los eppendoirf 1 hora a ~20°C para
precipitar el ADN

[ 8muestras |

Etanol 95%
Acetato de amonio 167ul 668ul 1.336mli
7.5 M
(PM=77,09 g =)
Volumen final

7. Microcentrigue a 13.000 rpm por 2 minutos y vote el
sobrenadante. Lave el pellet con etanol al 70% agitando
suavemente,

8. Nuevamente se centrifuga y se elimina el alcohol colocando los tubos
boca abajo sobre una toalla de papel para que escurra el liquido. Si el
pellet esta suelto, agite los tubos otra vez y centrifugue de nuevo.

9. Adicione a cada muestra 222 pl de la siguiente mezcla: 22 ul de
RNAsa A +200 ul de TE 0,1 mM pH 8,0. Agite suavemente hasta
resuspender el pellet. La RNAsa se mantiene en una soluciéon madre
de 100 pg/mil a -20°C.



RNAsa A_100 ig/ml 22 88 176 264 | 352
TE 0,1 mM 200 800 1600 | 2400 | 3200

10. Incube a 37°C por 30 minutos para digerir el ARN.

AQUf SE PUEDE DETENER EL PROCESO Y CONTINUARLO DESPUES, COLOCANDO
LAS MUESTRAS A 5°C.

11. Centrifugue a 14.000 rpm brevemente para repeletear cualquier
residuo sdlido no disuelto.

12. Transfiera el supernatante a un tubo limpio y reprecipite el ADN con
un volumen similar de isopropanocl (-20°C). Mezcle permitiendo que el
ADN precipite a temperatura ambiente por al menos 30 minutos.

13. Agite bien para disolver el precipitado antes de que forme pellet.
Centrifugue a 3.000 rpm por 5 minutos.

14. Ponga boca abajo los tubos sobre una toalla de papel. Tenga cuidado
de no botar los pellets.

15. Haga dos lavados con etanol 70% (aprox. 1 ml por muestra),
centrifugando después de cada uno de ellos a 3.000 rpm por 5
minutos. Elimine el alcohol colocando boca abajo los tubos sobre
una toalla de papel.

Rehidrate adicionando 1 ml de TE 1M por muestra. Agite golpeando con el
dedo el tubo. Guarde en el congelador.

Estime la concentracion del ADN.

*Jhingan, A. 1992. A novel technology for DNA isolation. Methods of
molecular biology 3:
15-22



AISLAMIENTO DE ADN

5 Octubre de 1997, Traducido y adaptado por W Phillips®

Pese el segmento de hoja ( 0.12gr) y coléquelo en el fondo de un Eppendorf. Sumerja el
Eppendorf dos veces seguidas en nitrégeno liquido y macere con la ayuda de un pistilo
de pldstico. En caso necesario se puede sumergir de nuevo el eppendorf pero esta vez con la tapa
cerrada para evitar contaminar el nitrdgeno liquido.

Adicione 100 pl de buffer de extraccion “2X CTAB” y termine de macerar hasta formar
una solucién homogénea.

Afiada 900 pl de buffer “2X CTAB” y luego 2 pl de mercaptoetanol al 0,2% (en la cdmara
de gases). Cierre la tapa, agite suavemente con el vortex hasta uniformizar la mezcla.
Incube en Bafio Maria a 65°C por 45 minutos.

Deje enfriar el tubo a temperatura ambiente. Adicione 400 pl de una solucién 24:1 de
cloroformo-isoamyl alcohol (cdmara de gases) y mezcle fuertemente con el vortex para
formar momentdneamente una sola fase. Microcentrifugue a 13.000 rpm por 2 minutos.

Transfiera cuidadosamente e} sobrenadante a un tubo limpio. Adicione de nuevo 400 il de
la solucidn 24:1 de cloroformo-iscamyl alcohol y mezcle fuertemente con el vortex por
2 minutos.

Transfiera el sobrenadante a un tubo limpio con ayuda de una pipeta Pasteur. Llene el tubo
con etanol 70% y mezcle ligeramente para precipitar el ADN. Dejar reposar por 30-60
minutos en el congelador. Centrifugue a 13.000 rpm por 2 minutos. Eliminar el alcobol
y seque los tubos.

Adicionar 500 ml de etanol al 70% (20 °C) centrifuge a 5000rpm por 2 minutos. Eliminar el
alcohol y seque los tubos.

En forma inmediata, agite levemente. Centrifugue de nuevo a 13.000 por 2 minutos.
Remueva el sobrenadante y coloque los tubos boca abajo sobre un papel hasta que se
sequen bien.

Adicione a cada muestra 250 ul de TE (0.5 M, pH 7.4 y mantenido en la
oscuridad) mezcle levemente en vortex. Centrifuge a 5000rpm y pase el
sobrenadante con una pipeta a un tubo limpio

"Harris, S.A. 1996. Molecular analysis of forest tree biodiversity: a selection of practical
protocols. Oxford, England. 47 p.



Buffer de extraccion 2X CTAB

100 mM Tris-HCl pH 8.0
20 mM EDTA, Disodium
1,4 M Na(Cl

2% (P/V) CTAB

1% PVP

Buffer de lavado Para eliminar el CTAB

76 % Etanol
10 mM Acetato de Amonio

*aboratorio de Biologia Molecular CATIE Turrialba. AA 7170 Costa
Rica.

g8



. Ponga a enfriar a 0°C la centrifuga grande (rotor jal7) y a calentar el bafio
Maria a 65°C

- Prepare el buffer de extraccién y coléquelo en hielo. Si el buffer ha sido
preparado con anterioridad, corrobore que su pH sea 7.0,

- Ponga en hielo un recipiente de boca ancha por cada muestra a extraer. Cada
recipiente debe contener 80 ml de buffer de extraccién.

- En un mortero limpio, macere 3 g de hojas limpias sin nervaduras con

nitrégeno liquido. Ponga el polvo en el recipiente con el buffer de
extraccion, tape y agite.

- Filtre a través de dos capas de gaza limpia dejando caer el liquido en un
recipiente de boca ancha oscuro. Transvase a un tubo de policarbono de 40 mi
(no de polipropileno pues se disuelve con el cloroformo que sera usado
posteriormente}.

- Centrifugue a 3.000 rpm y 4°C por 20 minutos {Centrifuga Grande, rotor
jal7).

- Cologue los tubos en hielo. Con una pipeta Pasteur elimine en forma muy
cuidadosa el sobrenadante sin disturbar el precipitado.

- Resuspenda el precipitado en 3200 il de "buifer" de extraccién.

. Coloque los tubos fuera del hielo y adicione 4.000 pl de “buffer" de lisis y luego
800 ul de sarcosil al 5 % (peso:volumen). Tape y mezcle con movimiento
circular.

Tanto el "buffer" de lisis como el sarcosil se almacenan a temperatura
ambiente. Cuando el sarcosil se pesa, es conveniente usar un protector en la
boca.

10. Incube los tubos en baific Maria a 65°C durante 30-90 min.

El tiempo que permanecen los tubos en el bafio Maria, dependera de la
coloracién que presente la solucién, ¥a que si empieza a tomar un color
café, indica que se esta produciendo oxidacién, por lo que los tubos deben
colocarse inmediatamente en hielo picado.

11. Adicione 2.500 ‘ul de una solucion cloroformo/alcohol isoamilico (24:1}, tape
y agite invirtiendo el tubo por lo menos cineo minutos. La solucion debe
presentar un color verde blancuzco.




Ui Reaetivo. . . | lmuestra |8 muestras | . 12 L8
s i et b e mestris | muedtias
Cloroformo 2.3%u] 192ml| 288 38.4 mi
ml
Alcohol isoamilico 104 pl 832ul | 1.248 1.664
ul gl
Volumen final 2.5 ml 20 ml 30 ml 40 ml

12. Centrifugue los tubos por 10 minutos a 8.500 r.p.m. y 4°C. Ponga
a enfriar en hielo un set de tubos de vidrio.

13. Con una pipeta Pasteur o con una pipeta con dispensador, transfiera
cuidadosamente la fase acuosa superior a los tubos de vidrio
Es muy importante no tomar ninguna porcién correspondiente a la
interfase que incluye los restos sélidos ni la fase de cloroformo. En todo
caso es mejor tomar una cantidad menor de liquido antes de cometer
este ervor.

14. Agregue un volumen igual de isopropanol (-20°C). Agite
Suavemente con movimiento circular para precipitar el ADN. Deje
reposar los tubos en el congelador toda la noche.

15. Saque los tubos del congelador y coloquelos en hielo picado. Con una
pipeta Pasteur a la que se le ha doblado su punta con calor a manera de
garfio, extraiga el ADN rapidamente y coléquelo en un Eppendorf de 1,5
ml.

16. Liene el eppendorf con etanol al 70% para lavar el ADN. Luego
microcentrifugue durante tres minutos y decante para eliminar el
alcohol. Coloque el eppendorf sobre una toalla de papel hasta que el
el alcohol se evapore totalmente.

17. Resuspenda el ADN en 1.000 pl de TE 1 M pH=7,2

Cuadro 1. Preparacién del buffer de extraccion (45

ml/muestra)
 Ingrediente T 780ml [ Bs60ml
oo o (4 muestras) | (8 muestras)
0.5 M EDTA pHS8 179 ul 320 ul
1M Tris-HCI pHS8 17.8 ml 36 ml
Bisulfito de sodio (6 h 0,89 ¢ 1,76 g
antes)

Afore con agua destilada
Ajuste el pH a 7.0 con NaOH 10M

Cuadro 2. Preparacidon del buffer de lisis (2 ml/muestra)



a2

0.5 M EDTA pHS8 2.5 ml

1M Tris-HCI pHS8 5 ml

NaCl 29g

CTAB* 05¢g
Afore con agua destilada

Ajuste el pH a 7.0 con NaOH 10M

Para disolver el CTAB primero se debe mezelar con un poco de agua destilada y calentarlo a
temperatura intermedia con agitacién constante hasta su disoiucion {aprox.
3 horas),

* Laboratorio de Biologia Molecular CATIE. Turrialba. Costa
Rica
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1. Prepare y coloque en hielo el buffer de extraccién (1,5 ml/muestra).

2. Pese 0,6 g de hojas limpias sin nervaduras. Coloque la muestra en
una capsula plastica.

3. Introduzca la capsula dentro del nitrégeno liquido y macere la muestra.
Repita el procedimiento.

4. Transvase el polvo obtenido a un tubito plastico de 2ml con ayuda
de un miniembudo. Adicione 500 l de buffer de extraccién y
termine de macerar. Agregue 500 |l de buffer mas, agite y golpee
el tubo para ubicar su contenido en el fondo del mismo.

5. Centrifugue a 3.500 rpm y 4°C por 12 minutos (Centrifuga nueva).

6. Elimine el sobrenadante y adicione 400 ul de buffer de extraccién,
500 I de buffer de lisis y 100 pl de sarcosil al 5 %
(peso:volumen). Tape y mezcle con movimiento circular.

Tanto el '"buffer" de lisis como el sarcosil se almacenan a temperatura
ambiente. Cuando el sarcosil se pesa, es conveniente usar un protector en la
boca.

7. Incube los tubos en bafio Maria a 65°C durante 30-60 min.

El tiempo que permanecen los tubos en el bario Maria, dependera de la coloracién
que presente la solucion, ya que si empieza a tomar un color cafg, indica que se esta
produciendo oxidacién, por lo que los tubos deben colocarse inmediatamente en
hielo picado. .




8. Adicione 400 ul de wuna solucién fresca cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), tape y agite invirtiendo el tubo por al menos
cinco minutos. La solucion debe presentar un color verde

blancuzco.
Reactivo 1 muesira | 8 muestras 12 16
muestras muesiras
Cloroformo 384 ul 3.1 ml 46ml| 62ml
Alcohol isoamilico 16 ul 128 ul 192 256 ul
ul
Volumen final 0,4 ml 3,2 ml 4,8 ml 8,4 ml

9. Centrifugue los tubos por 10 minutos a 8.500 r.p.m. y 4°C.

10. Con una pipeta Pasteur trasfiera la fase ligquida a un tubito de 2
ml.

11. Llene el tubo con isopropanol a -20°C. Agite suavemente con

movimiento circular para precipitar el ADN. Deje reposar los tubos en
el congelador toda la noche.

12. Saque los tubos del congelador y coloquelos en hielo picado. Con una pipeta
Pasteur a la que se le ha doblado su punta con calor a manera de garfio, extraiga
el ADN rapidamente y coléquelo en un Eppendorf de 1,5 ml.

13. Adicione etanol al 70% para lavar el ADN. Luego microcentrifugue
durante tres minutos y decante para eliminar el alcohol.

i4. Resuspenda el ADN en 300 ul de TE 1 M pH=7,2.

Cuadro 1. Preparacion del buffer de extraccion (1,5

ml/muestra)
Ingrediente i B0ml 280 ml

i : [30 muestxas] (160 muestras}
0 5 M EDTA pH8 47,6 ul 238 ul
1M Tris-HCI pHS8 5 ml 25 ml
Bisulfito de sodio (6 h 025¢g 1.25¢
antes)

Afore con agua destilada

Ajuste el pH & 7.0 con NaOH 10M



Cuadro 2. Preparacién del buffer de lisis (0,5
ml/muestra)

Iﬂg’-‘ediente" com e B 25 _ml
o : 1.(50 muestras) -
O 5 M EDTA pHS 2,5 ml
1M Tris-HCl pHS8 5 ml
NaCl 29¢g
CTAB* 0,5g

Afore con agua destilada
Ajuste el pH a 7.0 con NaOH 10M

* Para disolver el CTAB primero se debe mezclar con un poco de agua
destilada y calentarlo a temperatura intermedia con agitacidén constante
hasta su disolucién (aprox. 3 horas).
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1 Pese 2 g de hojas limpias sin nervaduras. Coloque la muestra en un
mortero y adicione nitrégeno liquido para molerlias.

2 Transvase el polvo resultante a un tubo plastico con ayuda de un
miniembudo.

3 Adicione a la muestra 3.200 i de buffer de extraccion y termine de
macerar con el homogenizador. Cerciorese que la muestra esta
uniforme. Golpee el tubo para que su contenido se vaya al fondo.

4 Coloque tmunediatamente en el bafio Maria por un minimo de 30 minutos
a 65°C.

5 Microcentrifugue a 10.000 rpm durante 10 minutos para separar los
residuos de tejidos del extracto que contiene el ADN.

8. Transfiera el extracto acuoso a un tubo pyrex de 15 ml y precipite los
acidos nucleicos lenando los tubos con una mezcla 6:1 de 95% de
etanol y 7M de acetato de amonio (aprox. 4 ml por muestra de 2g).
Mezcle para evitar la separacion en dos fases. La mezcla se precipita a
temperatura ambiente por no mas de 30 minutos.

Etanol 95% | 34204 | 15.7ml | 27.4ml 54,8 ml
Acetato de amonio| 571l 2.3 ml 4,6 ml 6,9 ml 9.2ml
™
(PM=77,09 g = 27
g/50mml)
Volumen final 4 mi 16 ml 32 ml 48 ml 64 ml

7. Agite los tubos para disolver el precipitado antes que forme pellet.
Microcentrigue a 3.000 rpm por 10 minutos.

8. Coloque boca abajo los tubos sobre una toalla de papel para que
escurra el liguido. Si el pellet estd suelto, agite los tubos otra vez y
centrifugue de nuevo.



9. Adicione a cada muestra 1.200 1 de la siguiente mezcla: 40 ul de
RNAsa A + 1.200 ul de TE 0,1 mM pH 8,0. Agite hasta resuspender
el pellet. LA RNAsa se mantiene en una soluciéon madre de a 100
ug/ml a 5°C.

Reactivo

RNAsa A 100 ug/ml | 401 | 1604l | 3204l | 480 ul | 640 i

TE 0,1 mM 1,2 ml 4,8 ml 9.6 ml 144 ml | 192 ml

10. Incube a 37°C por una hora para digerir el ARN.

AQUI SE PUEDE DETENER EL PROCESO Y CONTINUARLO DESPUES,
COLOCANDO LAS MUESTRAS A 5°C.

11. Centrifugue a 14.000 rpm brevemente para repelletear cualquier
residuo solido no disuelto.

12. Transfiera el supernatante a un tubo limpio y reprecipite el ADN con
un volumen similar de isopropanol (-20°C). Mezcle permitiendo que el
ADN precipite a temperatura arnbiente por al menos 30 minutos.

13. Agite bien para disolver el precipitado antes de que forme pellet.
Centrifugue a 3.000 rpm por 5 minutos.

14. Ponga boca abajo los tubos sobre una toalla de papel. Tenga cuidado
de no botar los pellets.

15. Haga dos lavados con etanol 70% {aprox. 4 ml por muestra),
centrifugando después de cada uno de ellos a 3.000 rpm por 5
minutos. Elimine el alcohol colocando boca abajo los tubos sobre
una toalla de papel.

Rehidrate adicionando 1 ml de TE 1M por muestra. Agite golpeando con el
dedo el tubo. Guarde en el congelador.

Estime la concentracion del ADN.
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CALIBRACION DEL MINI-FLUOROMETRO

Mueva las perillas “scale” y “zero” totalmente hacia 1la
izquierda. Encienda el fluordémetro 1 HORA antes de usarse.

Gire la perilla "scale" CINCO VECES hacia la derecha. Deje
reposar 30 MINUTOS.

Lleve la pantalla a cero con la perilla “zerc”. Deje reposar 10
MINUTOS.

Coloque en la cubeta de vidrio 2 ml de soluciéon A. Limpie
bien la cubeta externamente con un papel de reloj. Coloque la
cubeta en el fluorémetro (siempre la LETRA G hacia el frente).

Cierre la tapa de la camara y ponga la pantalla en cero
utilizando la perilla "zero". Determine la estabilidad del cero
durante 15 MIN. (+/- 003)

Enjuague la cubeta con agua destilada. Agregue 2 ml de la
solucién A. Ajuste la pantalla nuevamente en cero con la
periila "zero"

Saque la cubeta y agregue 2 pl de una solucion estandard a
100 npg/. Mezcle invirtiendo suavemente Ia cubeta
previamente tapada. Coloque dentro del fluordémetro y ajuste
la pantalla a 100 con la perilla "Scale".

Repita el procedimiento anterior por lo menos dos veces mas
para confirmar la precision de las mediciones.

Una vez que los resultados sean reproducibles, no ajuste la perilla "Scale" de
nuevo hasta que todas las mediciones hayan sido hechas. Recuerde poner en
cero el fluorémetro luego de cada lectura.

Coleque 2 ml de soluciéon A en la cubeta. Afada 2 pl del ADN
que se quiere analizar (previamente agitado con el dedo). Agite
suavemente invirtiendo la cubeta. Limpie bien la cubeta por
fuera y coléquela en el fluémetro. La lectura en la pantalla
corresponde a la concentracion de ADN.

o

oy



8. Repita el procedimiento anterior por lo menos dos veces mas
para confirmar la precisiéon de la medicidn.

3.1.4.2.2 Calibracion con una curva estandard de
dilucion

Cuando se desea hacer calibracién mas precisa del fluorémetro, se
puede construir una curva estandard de dilucién, para lo cual se toman
lecturas de soluciones de 2, 4, 6 y 8 ul de la "Solucién 1:10 de ADN
estandard" (100 pg/ml) en 2 ml de la Solucién A o B. Con la informacién
generada se construye la curva graficando la concentracion "vs" la lectura.
lLuego se traza la curva de mejor ajuste, la cual permite, previa
determinacion de la lectura con el fluordémetro, estimar la concentracién de
una solucién determinada. La misma informacién puede ser obtenida,
elaborando la ecuacién de regresion lineal.



I. "BUFFER" TNE 10X: (1 1t)

12,1 g de Tris base + 3,7 g de EDTA disédico dihidratado + 1169 g
de NaCl

Afore hasta un litro con agua destilada.

Ajuste el pH a 7,4 con HCI concentrado

Filtre (0,45 pm) antes de usarse

Almacene a 4°C por no mas de tres meses.

Este "buffer” es 100 mM de Tris-HCI, 10 mM de EDTA y 2M de NaCL.

II. SOLUCION 1:10 (100 ng/ml) DE ADN ESTANDARD:
100 pl de ADN estandard (1 mg/ml) + 100 ul de "buffer” 10X TNE +
800 1l de agua destilada
Agite fuertemente y almacene a 4°C por no mas de tres meses.

IX. SOLUCION COLORANTE CONCENTRADA: (10 ml)
10 mg de colorante H 33258 (Hoefer TKO 310) + 10 ml de agua
destilada.

No filtre. Almacene a 4°C por no maéas de seis meses en botellas
ambar o botellas recubiertas con papel aluminio.

IV. SOLUCION DE TRABAJO A: ( para concentraciones de 10 a 500
ng/mi)
10 pl Sol. Colorante Concentrada + 10 ml de "buffer” TNE 10X + 90
ml de agua destilada.
No filtre. Use soluciones del mismo dia y a t° ambiente

V. SOLUCION DE TRABAJO B: (para concentraciones de 100 a 2.000
ng/ml)
100 yl de Sol. Colorante Conc. + 10 ml de "buffer” TNE 10X + 90 ml
de agua destilada.
No filtre. Use soluciones del mismo dia y a t° ambiente




ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA (Philips, W.,
Rodriguez, H. Fritz, P. 1995. Marcadores de ADN:
teoria, aplicaciones y protocolos de trabajo. CATIE.
Costa Rica)

PROCEDIMIENTO

1. Prepare suficiente "buffer" TBE 0,5X para la camara de
electroforesis y para el gel, segiin se seiiala en el Cuadre 1.

También puede usarse TAE 50X (Cuadre 2), en cuyo caso debe sustituirse en
los pasos siguientes este "buffer”, por el TBE 0,5X.

2. Prepare 100-200 ml de una solucién de agarosa al 0,8% en TBE
0,5X. Caliente hasta que la agarosa se disuelva.

La cantidad de solucién depende de la capacidad de la camara de
electroforesis, ya que una camara grande requiere 200 ml y una pequena 100
ml.

La solucién debe prepararse en un recipiente en el que su volumen no ccupe
mas del 50 % de la capacidad del recipiente. La agarosa puede disolverse
usando una plantilla y agitando constantemernte, o bien, utilizando un horno
de microondas, en cuyo caso se debe definir el tiempo necesario para que el
proceso se lleve a cabo sin pérdidas significativas de agua, lo que alteraria la
concentracion {aprox. 2 minutos).

Stempre se debe usar el mismo "buffer" para llenar tanto el tanque de
electroforesis como para preparar el gel. Pequefias diferencias en intensidad
ibnica o en pH, pueden crear frentes en el gel que pueden afectar
significativamente la movilidad de los fragmentos de ADN.

3. Cuando la solucién se haya enfriado lo suficiente como para
ser sostenida en la mano, vaciela en la cubeta de
electroforesis.

La cubeta ha sido preparada colocando en ambos extremos una cinta
adhesiva que evita que el liquido se derrame. Una vez que se ha depositado la
solucién de agar en la cubeta, se colocan en los espacios respectivos, dos
peines que formaran los pequernios hoyos o pozos en los cuales se ubicaran las
muestras. Cuando el gel se enfria, se eliminan las cintas y los peines y se
coloca Ja cubeta dentro de la camara de electroforesis. El grosor del gel debe
ser de aproximadamente 3 mm.

4. Por cada muestra coloque en sendos tubos Eppendorf los
siguientes ingredientes:




1 yl ADN + 17 i TE + 2 pl "loading buffer” Bpb = 20

En el Apéndice 10 y en el Cuadro 3 se indica la forma en que se prepara el TE
y el "buffer” Bpb, respectivamente.

5. Prepare el marcador de pesos moleculares (Fago Lambda/Hind III)
adicionando en un Eppendorf:

1 pl Fago Lambda/Hind II {50 pg/pl) + 17 ul TE + 2 ¢l
"buffer" Bpb

El marcador se prepara diluyendo la solucion madre en TE hasta alcanzar una
concentracién de 50 pg/pl. Generalmente se prepara 1 ml de solucion, el cual se
guarda en la refrigeradora {5°C).

6. Agite cada muestra con un vortex y coléquelas en los pozos
del gel con ayuda de wuna micropipeta. Ubique
estratégicamente el marcador de pesos moleculares.

El orden de las muestras en la electroforesis se debe establecer con
anterioridad. Anote esta informacién para facilitar su posterior identificacion.

7. Llene la camara de electroforesis con aproximadamente 1,51 de
"buffer" TBE 0,5X hasta 0,3 cm por encima del gel.

8. Cierre la camara de electroforesis, coloque adecuadamente los

cables y ponga a funcionar hasta que las bandas muestren un
adecuado nivel de avance {aproximadamente 1 h).

Corrobore que los cables del aparato se hayan conectado correctamente, el
negro en el catodo y el rojo en el anodo. Recuerde que el ADN corre hacia el
catodo.

En algunos casos el bromuro de etidio se agrega directamente en la camara de
electroforesis, pero este es un procedimiento mas riesgoso al tener que
manipular una mayor cantidad de objetos contaminados con este producto.
También se ha senalado que se obtienen bandas mds claras en ausencia de
colorantes. ‘

9, Al finalizar la electroforesis coloque el gel en una solucidon de
bromuro de etidic durante 30-60 minutos.

La dilucién de bromuro de etidio utilizada en la electroforesis se prepara
mezclando 25 pl de una solucién conecentrada en 500 ml de agua destilada.
Esta solucion puede usarse varias veces antes de deshecharse, pero
aproximadamente, cada cuatro geles que se coloreen, deben adicionarse 5 ul
de una solucién concentrada de bromuro de etidio.



10. Lave el exceso de solucidn transfiriendo el gel a una bandeja con
agua destilada en donde permanece 15 minutos.

11. Con una lampara de luz ultravioleta observe el resultado de la
electroforesis y obtenga la fotografia del gel.

12. Determine la concentracién de ADN comparando la intensidad de
las bandas del marcador de peso molecular con las bandas
obtenidas por las muestras. Para esto utilice la escala que se
anota en el Cuadro 4.

Cuadro 1 Preparacién del "buffer" TBE 0,5 X (Tris Borato

EDTA)

PASO 1. Prepare una solucién 5X de TBE de acuerdo con las
proporciones que se indican a continuacién. Para evitar que
precipite, almacene en botellas de vidrio a temperatura
ambiente, descartando cualquier botella que muestre
precipitados.

SCLUCION VOLUMEN TOTAL

05 1 1,01
EDTA 0,5 M pH=8 * 10 ml 20 mi
TRIS BASE pH=8 * 27 ¢ B4 g
ACIDC BORICO 13.8¢ 27.5¢g
Hzo DESTILADA (aforar hasta) 051 1.5 1

* Para su preparacion vea al final de este anexo.

PASO 2. Prepare 2,5 1 de una solucién 0,5X agregando 250 ml
de TBE 5X en 2.250 ml de agua destilada. Esta solucién es
0,045 M en Tris-Borato y 0,001 M en EDTA.

Cuadro 2 Preparacion del "buffer" TAE 50 X (Tris Acetato

EDTA)
SOLUCION VOLUMEN TOTAL
0,5 1 1.0 1 1,5 1
EDTA 0,5 M pH=8 * 50 ml 100 ml 150 ml
TRIS BASE pH=8 * 121 g 242 g 363 g
ACIDO ACETICO 28,6 ml 57.1 ml 85,7 ml
H,0 DESTILADA 500 ml 1000 mi 1500 ml

{afore hasta)

* Para su preparacion vea al final de éste anexo..

LY



Para preparar un litro de una solucién TAE 1X se mezclan 20 ml de
la solucién anterior (50X) con 980 ml de agua destilada.

Cuadro 3 Preparacién del "loading buffer" Bpb

SOLUCION VOLUMEN

AZUL DE BROMOFENOL (Bpb) 100 12

GLICERCL 500 ul

EDTA 0,5 M pH=8"al 100

H20 DESTILADA (aforar hasta) 10

mi

* Para su preparacion vea al final de éste anexo.

El "buffer” se guarda en la refrigeradora (5 °C) en
alicortas de 1 mlL

Cuadro 4 Caracteristicas de los fragmentos obtenidos
mediante la digestion del fago lambda comn la
enzima Hind IIL

NUMERO DEL CANTIDAD DE DALTON % DEL ng/FRAGM.

FRAGMENTO  PARES BASES TOTAL.
1 23,13 15.0x10° 477 238,5
2 9,416 6.12x10°  19.4 97,0
3 6.557 426x10° 135 67.5
4 4,361 2.83x10° 9,0 45,0
5 2,322 151x10° 4.8 24,0
6 2,027 1,32x10° 4.2 21,0
7 564 0.37x10° 1.7 8,5
6

8 125 0,08x10 0,3 1.5
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PREPARACION DE LAS SOLUCIONES EDTA, TRIS~I—ICL Y DEL
“BUFFER" TE

Solucién EDTA 0.5 MpH 8,0

Para preparar esta solucién, adicione 93 g de
etilendiaminotetracetato (EDTA) disédico dihidratado (PM=372,2)
en un Erlemeyer de 1 litro y afore hasta 500ml con agua destilada.
Agite la solucién vigorosamente con un agitador magnético y ajuste
el pH a 8.0 con NaOH (aprox. 10gr de lentejuelas). Se debe recordar
que el NaOH al igual que el HCL son productos muy causticos que
deben manipularse en forma cuidadosa y con anteojos protectores.
La solucién puede conservarse en la refrigeradora (5°C) por
periodos relativamente largos (aprox. 6 meses). Antes de volverse a
usar es conveniente corroborar el pH de la solucién a temperatura
ambiente.

Solucién TRIS-HCL 1 M pH 8,0

Para su preparacion disuelva 121,1 gr de Tris base en 500ml de
agua destilada. Afore a un litro y ajuste el pH a 8,0 con HCL
concentrado {aprox. 52ml).

El Tris-HCL puede prepararse con anticipacion y conservarse €l la

refrigeradora (5°C) por periodos relativamente largos (aprox. 6

meses).

De acuerdo con Sambrook et al {1989) citado por Philips et al

(1995), para la preparacion de ésta solucién se debe tener en

cuenta los sigujentes aspectos:

Si la solucuén resulta con un color amarillento debe descartarse y
conseguirse un Tris de miejor calidad o un recipiente mas
reciente.

Aungque algunos electrodos no miden con precision el pH de las
soluciones Tris, la mayoria de los fabricantes expeden electrodos
con esta capacidad.

El pH de la solucién Tris depende de la temperatura, decreciendo
aproximadamente en 0,03 unidades por cada grado centigrado
en que se incréemente la temperatura. Asi por ejemplo, una
solucién 0,5 M tiene un valor de pH de 95,89y 8,625, 25y 37
°C, respectivamente.
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PREPARACION DEL "BUFFER" TE

SOLUCION
FINAL

CONC. VOLUMEN TOTAL
100 ml 150 mi 200 mi

EDTA 05 M

TRIS-HC1 1M

1 mM 0,2 ml 0,3 ml 0,4 mi

10 mM 1,0 ml 1,5 ml 2,0ml

H,C DESTILADA 100 ml 150 ml 200 ml

2

{(aforar hasta)

AJUSTE CONHCIEL pHA 7,2

e



	PORTADA 
	DEDICATORIA 
	AGRADECIMIENTOS 
	TABLA DE CONTENIDO 
	RESUMEN 
	SUMMARY 
	LISTA DE CUADROS 
	LISTA DE FIGURAS 
	LISTA DE ANEXOS 
	1. INTRODUCCION 
	2. OBJETIVO GENERAL 
	3. HIPOTESIS 
	4. PARTE I: CARACTERIZACION MORFOLOGICA E HISTOLOGICA 
	4.1 Revisión de literatura 
	4.2 Materiales y métodos 
	4.3 Resultados y discusión 
	4.4 Conclusiones 

	5. PARTE II: METODOLOGIA DE EXTRACCION DE ADN 
	5.1 Reseña bibliográfica 
	5.2 Materiales y métodos 
	5.3 Resultados y discusión 
	5.4 Conclusiones 

	6. RECOMENDACIONES 
	7. LITERATURA CITADA 
	ANEXOS 

