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RESUMEN

La similitud genética entre Lemna aequinoctialis
y Lemna valdiviana fue determinada utilizando el anali-
sis de fragmentos polimérficos de ADN amplificados al
azar (RAPD:s). Un total de 26 de los 60 iniciadores (10
nucledtidos) monitoreados fueron capaces de amplificar
ADN. generando 143 bandas desde 200pb hasta 1500pb,
de las cuales 109 son polimérficas (76.2%), con una
media de 4.19 bandas polimérficas por iniciador. De
estas solo 18 fueron especificas de L. aequinoctialis,
mientras que 91 bandas fueron especificas para L. valdi-
viana. Las distancias genéticas se estimaron por medio
del coeficiente de similitud Jaccard. Con base en las
distancias genéticas, se construy6 un dendrograma me-
diante el método UPGMA. usando el programa BioDi-
versityPro. Se concluye de este esiudio que hay claras
diferencias (alta diversidad genética) entre L. aequinoc-
tialis y L. valdiviana. y que el uso de marcadores RAPD
es muy eficiente en la identificacién de estas especies.

Palabras claves: Similitud genética, RAPDs. Lemna-
ceae, ADN, polimorfismo.

ABSTRACT

Lemna aequinoctialis and Lemna valdiviana were
tested for genetic similarity by random amplified poly-
morphic DNA (RAPD) fingerprinting. Of 60 primers
(10-mer) tested, 26 generated polymorphic products.
143 bands were found from 200bp up to 1500bp, 109
were polymorphic (76.2%), with an average of 4.19. Of
these, only 18 were specific of L. aequinoctialis, while 91
bands were specific for L. valdiviana. Data were used to
generate Jaccard’s similarity coefficients and to cons-
truct a dendrogram using UPGMA method in the Biodi-
versityPro statistical package. It is concluded from this
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study that there were clear differences (high genetic
diversity) between L. aequinoctialis and L. valdiviana
and that RAPD results are comparable with those obtai-
ned from studies on morphology. Itis a practical method
to assess the relationships between these species.

Keywords: Genetic similarity, RAPDs, Lemnaceae.
ADN, Polymorphism.

INTRODUCCION

La familia Lemnaceae contiene un grupo
distintivo de monocotiledéneas acudticas mindis-
culas, cuya reduccién extrema, miniaturizacién de
6rganos vy distribucion cosmopolita contribuyen a
su dificil sistematica y taxonomia. Algunos indivi-
duos solamente logran alcanzar una extensién de
0.3 mmen la madurez (Landolt, 1986). Sureducida
y modificada morfologia requiere una considera-
cién cuidadosa de caracteres técnicos para una
adecuada identificaci6n de especies. La indepen-
dencia de la informacién molecular fue vista como
unagran ventaja, debido a que las relaciones en este
grupo problemitico de plantas podrian ser eva-
luadas independientemente de su morfologia, la
cual no fue vista particularmente informativa
(Les et al., 2002). -

El potencial de la familia Lemnaceae parael
tratamiento de aguas de desecho se realizé por
primera vezen los afios 50 en Asia. Desde entonces.
los sistemas basados en esta familia han sido adop-
tados alrededor del mundo por la eficiencia y bajo

71




UNICIENCIA 23, 2009

Carmpos y Salas. Diversidad genética entre especies del género Lemna (..)

costo del tratamiento de aguas de desecho domés-
ticas (Alaerts et al., 1996).

La velocidad. especificidad y sensibilidad de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
ademds de la facilidad con la cual puede ser llevada
a cabo y su versatilidad, la hacen idealmente apro-
piada para su aplicacién en muchos problemas de
biologia, en campos como biologia molecular, ge-
nética humana, inmunologia, ciencias forenses,
evolucién, ecologia y poblaciones biolégicas
(Arnheim y Erlich, 1992).

Las tecnologias basadas en el empleo de
marcadores moleculares son de utilidad no solo en
la caracterizacion de genotipos sino también en
estudios de similitud o distancia genética, que
permiten obtener una clasificacién de estos en
diferentes grupos. Los marcadores moleculares
permiten analizar un nimero casi ilimitado de loci
génicos y detectar elevados niveles de polimorfis-
mos (Bonamico et al., 2004).

Latécnicade amplificacion aleatoriade ADN
polimérfico se ha convertido en una herramienta
usada frecuentemente en genética evolutiva y po-
blacional, debido a que no es necesario un conoci-
miento previo de la estructura o secuencia del
genoma (Van de Zande y Bijlsma, 1995). También
es ampliamente utilizada tanto para el mapeo gené-
tico como para estudios taxonémicos y filogenéti-
cos de muchos organismos (Danylchenko y Soro-
chingky, 2005). Los resultados de los RAPDs son
comparables a los obtenidos a partir de estudios en
morfologia y citologia. Es un método adicional
muy ttil para evaluar las relaciones entre géneros y
especies (Yong-Hong. 2000).

Esta técnica se basa en la amplificacion de
segmentos aleatorios de ADN utilizando iniciado-
res individuales con una secuencia de nucledtidos
al azar. El oligonucleétido (10 pares de bases) se
utiliza en la PCR a bajas temperaturas de alinea-
miento. Cuando el primero hibridiza con las dos
bandas de ADN en sitios dentro de una distancia
apropiada uno del otro, laregién de ADN delimita-
da por estos dos sitios serd amplificada. Pequefios
cambios de nucleétidos (polimorfismos) en uno de
los dos sitios puede evitar la hibridizacién del
primero y asi evitar también la amplificacion del
ADN (Williams et al., 1990).
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Este estudio se llevé a cabo con el fin de
caracterizar y determinar la diversidad genética
entre Lemna aequinoctialis y Lemna valdiviana,
ademds de evaluar la utilidad de la técnica de
polimorfismos de ADN amplificados al azar (RA-
PDs) y de esta manera establecer un método préc-
tico para distinguir entre ambas especies.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se recolectaron muestras de Lemna aequi-
noctialis y Lemna valdiviana de las locaciones
(Rio Tibds en San José y San Rafael de Heredia)
y fueron trasladadas a estanques con un sustrato
apropiado, cultivadas bajo las mismas condicio-
nes de crecimiento.

Extraccion de ADN

El ADN total se extrajo de aproximadamente
300 mg de material vegetal macerado con nitrége-
no liquido. Se agregaron 600 pl de buffer de extrac-
cion (Cenis, 1992) y se agit6 en vortex. Se realizé
un paso de incubacién a 4°C por tres horas. La
fase acuosa fue extraida con 500 ul de
fenol:cloroformo:alcholisoamilico (PCI 25:24:1),
agitando por inmersién y centrifugando a 12000
rpm por diez minutos, a 4°C. El sobrenadante
acuoso se combiné con 200 pl de acetato de sodio
3M (pH 5.2) y con 500 pl de etanol 100% frio, se
agit6 por inmersidn. Otro paso de incubacién a
-21°C se llevé a cabo por 30 minutos. Un precipi-
tadode ADN se obtuvo luegode unacentrifugacion
a 14000 rpm por diez minutos. a 4°C. El sobrena-
dante fue desechado y se lavé el precipitado con
150 pl de etanol al 70%, centrifugandoa 12000 rpm
por diez minutos, a 4°C. El sobrenadante fue nue-
vamente desechado y el precipitado se dejé secar al
aire en forma invertida durante dos horas. El ADN
fue resuspendido en buffer TE (1 mM Tris/HCI pH
7.8;0.1mM EDTA)y | ul de ARNasa (Fermentas)
e incubado a 37°C por 30 minutos. Se almacené a
4°C para su uso inmediato y a -20°C para almace-
namiento prolongado. La eficacia de la extraccién
se determiné mediante la electroforesis de una
alicuota de ADN sobre un gel de agarosa al 1% p/v,
tefiido con 1 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml)
en buffer TBE (1X), durante cinco minutos a 95 V
y luego diez minutos a 72 V. Para cuantificar y
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determinar la calidad del ADN extraido se recurrié
a lecturas espectrofotométricas a 260/280 nm.

Amplificacion RAPD-PCR

Lareacciénen cadenade lapolimerasa (PCR)
fue llevada a cabo en un volumen final de 25 pl,
cuyos componentes fueron: 12,5 ul de 2X PCR
Master Mix (Fermentas), que contiene una mezcla
de 0.05 U/ul Taq Polimerasa (recombinante),
buffer de PCR, MgCl, (4 mM) y dNTPs (0.4 mM),
1 ul (25 uM) de cada iniciador, 1.5 plde ADNy 10
ul de agua. La amplificacién se realizé en un
termociclador GeneAmp PCR System 2400
(Applied Biosystems). La mezcla de reaccion fue
amplificada a través del siguiente perfil de tempe-
raturas: desnaturalizacion inicial a 94°C por 1.5
minutos, seguido de 40 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacién a 94°C, hibridacién a 35°C por
30 segundos y extension por un minuto a 72°C, y
una extensién final por tres minutos a 72°C. Los 60
oligonucleétidos (10 pares de bases) fueron adqui-
ridos de Operon Technologies, Inc. (Alameda,
California, EE. UU.). correspondientes a las series
OPA, OPB y OPF. Se colocé una alicuota de 10 pl
del producto de lareaccion RAPD-PCR mads 2 ul de
buffer de montaje (5X) sobre un gel de agarosa al
1.2% p/v. teiido con 1 pl de bromuro de etidio (10
mg/ml). La corrida electroforética se realizé por
cincominutosa93 Vy porunahoraa46V enbufter
TBE (1X). Para un estandar de tamafio, se incluyé
un marcador de peso molecular (GeneRuler 1Kb
DNA Ladder. Fermentas). Después de laelectrofo-
resis, las bandas fueron visualizadas y fotografia-
das bajo luz U.V. (312 nm).

Analisis de datos RAPD

Los datos RAPD fueron tratados como un
marcador dominante, en el cual cada banda es
considerada como un tinico locus con dos alelos, de
los cuales solo uno es amplificado (Geleta et al.,
2007). Las bandas fueron registradas como un
conjunto de datos discretos, en el cual la presencia
de unabanda es denotadacomoun “1”'y laausencia
de una banda como “0”, este criterio se utiliz6 para
generar una matriz binaria. La relacién, expresada
de manera cuantitativa a través de la similitud
genética entre ellas, fue estimada por medio del
indice de Jaccard (Jaccard, 1908), incluido en el

paquete estadistico BioDiversityPro (Pielou, 1984).
Este coeficiente de asociacion mide las similitudes
o diferencias en los estados de los caracteres entre
las unidades taxonomicas o genotipos. El resumen
de las relaciones entre ambas especies se represen-
t6 grificamente por medio de un dendrograma,
aplicando el método de agrupamiento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmeti-
cal Averages).

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis RAPD

De los 60 iniciadores monitoreados, 26 fue-
ron seleccionados por generar productos de ampli-
ficacién (Cuadro 1). Un total de 143 bandas de
ADN fueron amplificadas, de las cuales el 76,2%
fueron polimérficas, reflejando la diversidad gené-
tica en Lemna. De estas bandas, solo 18 fueron
especificas de Lemna aequinoctialis, mientras que
91 lo fueron para Lemna valdiviana (Figs. 1-5). El
nimero de bandas del primero varié de dos (OPA
2, OPA 6y OPF 16) a 12 (OPB 10). En promedio
4.19 bandas polimérficas fueron amplificadas por
iniciador. La escasa similitud en la presencia de
bandas indica que la mayoria de los marcadores
RAPD utilizados no sonregiones conservadas (Van
de Zande y Bijlsma, 1995). Este polimorfismo
puede derivarse de la sustitucién de un nucleétido
por otro o de la insercién y delecién de secuencias
de ADN.

La comparacién de patrones alélicos, me-
diante coeficientes de similitud, permite establecer
grupos de individuos con caracteristicas génicas
similares (Pejic et al., 1998). Las bandas polimor-
ficas de RAPD permitieron diferenciar las dos
especies de la familia Lemnaceae, lo que se verifico
haciendo un dendrograma (Figura 5). Esta repre-
sentacién grafica permite estimar las relaciones
genéticas entre ambos genotipos, formando un
grupo relacionado entre si, con un porcentaje de
similitud del 13,49%.

Los marcadores moleculares reconocen direc-
tamente las diferencias genéticas entre individuos,
obteniéndose un “perfil molecular” caracteristico
para cada variedad e independiente de las condicio-
nes de crecimiento de las plantas (Morell et al.,
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Cuadro 1. Iniciadores, nimero total de bandas amplificadas y
nimero y proporcién de bandas polimérficas.

Bandas polimérficas

Secuencia (5'—3’)  Nimero total ~ Niimero  Proporcion

de bandas (%)
CAGGCCCTTC 6 4 66,7
TGCCGAGCTG 2 2 100,0
AGTCAGCCAC 3 3 100,0
AATCGGGCTG 5 3 60,0
AGGGGTCTTG 7 3 429
GGTCCCTGAC 2 2 100,0
GAAACGGGTG 7 5 71.4
GTGACGTAGG - 2 50,0
GGGTAACGCC B - 100,0
GTGATCGCAG 6 6 100.0
CAGCACCCAC 7 5 71.4
GTTTCGCTCC 5 5] 100,0
CATCCCCCTG 6 6 100.0
GGACTGGAGT 7 7 100.0
TGCGCCCTTC S 5 100.0
TGCTETGCCEC 5 5 100.0
GGTGACGCAG & - 100,0
GTCCACACGG 11 i 63.6
TGGGGGACTC 6 6 100,0
CTGCTGGGAC 12 - 33,3
GTAGACCCGT 9 5 55.6
CCTTGACGCA 7. 7 100,0
ACGGATCCTG B 2 50.0
CCTGATCACC 3 3 100,0
GGAGTACTGG 2 2 100.0
CCTCTAGACC B 2 50.0
Total 143 109

Polimorfismo

Fig. 1. Patrones RAPD-PCR de L. aequinoctialis  Fig. 2. Patrones RAPD-PCR de L. aequinoctialis

y L. valdiviana. Linea 5: marcador de peso y L. valdiviana. Linea 5: marcador de peso
molecular (GeneRuler 1kb DNA Ladder). Lineas molecular. Lineas 1, 2, 6 y 7 L. aequinoctialis,
1,2, 6y 7 L. aequinoctialis, lineas 3,4,8y 9 L. lineas 3, 4, 8 y 9 L. valdiviana.
valdiviana.
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Fig. 3. Patrones RAPD-PCR de L. aequinoctialis
y L. valdiviana. Linea 1: marcador de peso
molecular, lineas 2,3,6,7, 10y 11 L.
aequinoctialis, lineas 4, 5, 8,9, 12y 13.L.
valdiviana.

Fig. 4. Patrones RAPD-PCR de L. aequinoctialis
y L. valdiviana. Linea 1: marcador de peso
molecular (1 kb), lineas 2,3, 6,7, 10y 11 L.
aequinoctialis, lineas 4,5, 8,9, 12y 13 L.
valdiviana.
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CONCLUSIONES

Se han establecido relaciones genéticas (si-
militud genética) entre Lemna valdiviana y Lemna
aequinoctialis, potenciales progenitores a usarse
en un programa de biorremediacion. Estos marca-
dores podrin ser usados para asistir el proceso de
identificacion analizando directamente su ADN e
independientemente de su morfologia.

La metodologia que se empled identifico
diferencias entre dos genotipos que corresponden,
en dltima instancia, a cambios en la secuencia del
ADN. Estas diferencias se manifiestan como la
presencia o ausencia de una determinada banda de
ADN, dada por la posibilidad de unién de un
iniciador al ADN genémico de la planta. Estos
polimorfismos se deben a mutaciones puntuales o
alteraciones estructurales como inserciones, dele-
ciones o transposiciones que ocurren al azar en una
especie y no en la otra (Danylchenko y Sorochins-
ky, 2005).

Los RAPDs son una técnica rapida, simple y
precisa, que resultan apropiados para la caracteri-
zacion de diferentes especies, asi como,para esti-
mar las relaciones y distancias genéticas entre ellas
(Xena de Enrech, 2000).

Debido a que los patrones
RAPD evolucionan conrapidezy

tienden a ser altamente polimor-
ficos, la técnica parece proveer
una herramienta muy (til para el
reconocimiento de especies (Van
de Zande y Bijlsma, 1995).

Lemra

El dendrograma generado,

Lemna

basadoen RAPD, esté de acuerdo
con estudios filogenéticos reali-
zados en la familia Lemnaceae a

0, % Simiarty B

Fig. 5. Dendrograma de L. aequinoctialis y L. valdiviana, a partir
de los datos obtenidos de los 26 iniciadores estudiados. El eje
horizontal expresa la similitud genética (13,49%).

1995). Ademds, permiten obtener mejores estima-
ciones de la diversidad genética de una poblacion
determinada (Johns et al., 1997).

partir de informaci6n obtenida de
flavonoides, aloenzimas y secuen-
cias de ADN cloroplasmatico, y
estos mostraron resultados consis-
tentes con estudios previos, basa-
dos solamente en caracteristicas
morfolégicas hechas por botdnicos meticulosos. En
ellos L. aequinoctialis forma un grupo monofilético
con L. perspusilla (Seccién Alatae), mientras que

100
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L. valdiviana forma un grupo monofilético con L.
yungensis 'y minuta (Seccién Uninerves) (Les et al.,
2002). .

Los datos obtenidos indican que la técnica
RAPD-PCR permite una confiable y rapida dife-
renciacion entre las especies L. valdiviana y L.
aequinoctialis, aun cuando presentan morfologias
muy semejantes. Ademds se demostré que el pre-
sente grupo de iniciadores es suficiente para inter-
pretar las diferencias entre las dos especies.

Se concluye que hay claras diferencias (alta
diversidad genética) entre L. aequinoctialis y L.
valdiviana.y que el uso de marcadores RAPD es muy
eficiente y util en la identificacion de estas especies.
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