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Resumen.

Carapa Guianensis pertenece a la familia Meliaceae. Esta especie habita en
los bosques humedos de Colombia. La especie se destaca por poseer maderas de
calidad, que han sido ampliamente explotadas por ser una de las mas utilizadas en
la construccion, decoracion, entre otros; ademas, el aceite de las semillas se usa
para hacer jabones y en el area cosmetoldgica. Tomando como problematica del
estudio categorizar el estado de conservacion en el que se encuentra Carapa
guianensis. El objetivo principal del trabajo fue realizar un analisis filogenético de
aislados de Carapa guianensis, teniendo en cuenta los marcadores moleculares
como el gen cloroplastidial (rbcL), maturase K (mtK) y regiones espaciadoras
intergénicas como trnH-psbA y trnL-trnF. Inicialmente se buscaron la secuencia de
los marcadores seleccionados en la base de datos del GenBank del NCBI, se
editaron y alinearan usando el programa BioEdit. Luego se construyeron
dendrogramas empleando el programa MEGA X usando métodos de agrupamiento
por distancia (Neighbour-Joining y UPGMA) y por filogenia (M&xima Verosimilitud y
Maxima Parsimonia). Finalmente, se estandarizaron los procedimientos de
laboratorio que permitirdn determinar el estado de conservacion en el que se
encuentra la especie.

Palabras Clave: método maxima verosimilitud, mtK, parsimonia, rbcL, secuencia
de cloroplasto, trnH-psbA, trnL-trnF.

Phylogenetic characterization of Carapa guianensis in the tropical humid
forest of Colombia.

Abstract.

Carapa guianensis belongs to the Meliaceae family. This species inhabits the humid
forests of Colombia. The species stands out for its high quality wood, which has been
widely exploited for being one of the most used in construction, decoration, among
others; in addition, the oil from the seeds is used to make soaps and in the
cosmetology area. The problem of the study was to categorize the conservation
status of Carapa guianensis. The main objective of the work was to perform a
phylogenetic analysis of Carapa guianensis isolates, taking into account molecular
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markers such as the chloroplastic gene (rbcL), maturase K (mtK) and intergenic
spacer regions such as trnH-psbA and trnL-trnF. Initially, the sequence of the
selected markers was searched in the NCBI GenBank database, edited and aligned
using the BioEdit program. Then, dendrograms were constructed using the MEGA
X program using clustering methods by distance (Neighbour-Joining and UPGMA)
and by phylogeny (Maximum Likelihood and Maximum Parsimony). Finally,
laboratory procedures were standardized to determine the conservation status of the
species.

Keywords: likelihood method, mtK, parsimony, chloroplast sequence, rbcL, trnH-
pSbA, trnL-trnF.

1. Introduccién.

Los bosques humedos tropicales son sin lugar a duda uno de los ecosistemas mas
diversos en cuanto a fauna y flora. Estan dispersos a lo largo de todo el mundo,
ocupando una superficie aproximada de mas de 9 millones de Km?, en donde
América del Sur tiene el area més extensa, en las cuencas del rio Amazonas y alto
Orinoco, con una extension de 6 millones de Km? (Etter, 2014). En Colombia la
extension de bosque humedo tropical en total es de 1.056.324,72 Km?, que abarca
zonas donde se presenta una precipitacion media anual superior a los 2.000 mm,
por tanto, las plantas nativas de esas regiones no carecen de agua a lo largo de
todo el afio (Corantioquia, 2017).

La importancia de estos bosques a nivel ambiental es muy relevante, por su rol
como sumideros de carbono, ya que los arboles y las plantas que los habitan toman
el diéxido de carbono (CO?) durante la fotosintesis y como subproducto de este
proceso liberan oxigeno al medio (Etter, 2014). Existen muchas familias de arboles
maderables en los bosques humedos tropicales, una familia de arboles que se
destaca es Meliaceae (Gonzalez Sanchez et al., 2013). Por lo que estos bosques a
su vez han sido importantes en el &mbito econdmico, puesto que se pueden extraer
maderas para la distribucion y la exportacion.

Carapa guianensis es una especie que habita los bosques humedos de Colombia,
la madera de esta especie es muy apetecida en diferentes areas de la construccion.
Los taninos que se encuentran en la corteza del arbol Carapa guianensis se utilizan
para la curtiembre. El alcaloide que se extrae (caparina C1o0H2804) tiene aplicaciones
medicinales. Ademas, dentro de los compuestos registrados para la especie se tiene
gue las semillas poseen acidoboxilico, andi-robina, andirobindil, 7-deacetoxi-7
oxogedunina, enmeina, acido oléico, acido palmitico, campeste rol, estigmasterol,
b-sitoterol. Mientras que la madera extraida del tronco posee compuestos como lo



es b-acetoxigedunina, andirobina, metil angolensato (Machado da Rosa et al.,
2013).

Por otro lado, las semillas contienen un alto contenido de un aceite, el cual es del
grupo quimico de los triterpenos, llamados limonoides dentro de los que estan
andirobina, gedunina y epoxi azadiradiona; como se habia mencionado
anteriormente. Se ha demostrado que estas sustancias son antialimentadores de
insectos, es decir, que son potenciales objetivos para la fabricacion de repelentes,
por esta razdon, resulta de suma importancia desarrollar estudios que utilicen
terapias no residuales como el aceite de andiroba para que sirva como herramienta
auxiliar en la reduccion del ataque de moscas de la fruta en arboles frutales de
climas templados (Montero et al., 2015)

En la industria cosmética se destaca nuevamente el fruto del arbol, puesto que de
este se extrae un aceite, el cual posee multiples beneficios para el cuidado de los
musculos, el cabello y la piel. En la piel, por la alta presencia del acido linoleico,
estimula la regeneracion y debido a sus propiedades antiinflamatorias, suaviza
sintomas de enfermedades en la piel; y en el cabello, reduce el volumen y lo deja
mas brillante (Machado da Rosa et al., 2013).

Hasta el momento la especie no se encuentra evaluada en Colombia, por tal razon,
se desconoce a ciencia cierta, en qué categoria de conservacion se encuentra en
este pais. Por su parte, a nivel mundial segun los datos de la lista roja del IUCN se
encuentra en la categoria de menor preocupacion (Least Concern) (Rivers, 2017),
es decir, que a nivel mundial no presenta una problematica. Sin embargo, a nivel
local la especie es usada sin la menor conservacion de la misma. De tal forma no
se tienen estudios en donde se estudien las relaciones de parentesco de la especie,
gue permitan entender la biologia evolutiva de la especie.

En Colombia se han realizado varias experiencias agroforestales empleando C.
guianensis. En el departamento del Choco en la region de Bojaya, Medio Atrato, se
planté en asociacién con cultivos antiguos de platano (Musa sp). En la llanura
aluvial, terrazas antiguas, y colinas bajas, y se comprob6 que sobrevivio el 84% de
los individuos (Morales, 1997). El &rbol C. guianensis es sin duda alguna importante
para la industria maderable y la industria cosmética colombiana. Sin embargo, esta
no cuenta con estudios en el pais, donde se evidencie la genética de la especie y
sus poblaciones, asi como su estado de conservacion. Por tal motivo un analisis
filogenético constituye un aporte para conocer la biologia evolutiva y conservacion
de la especie.



2. Materiales y métodos.
Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de C. guianensis, recolectaron muestras de hojas en la
region del Valle del Cauca, especificamente en Buenaventura, en una localidad
aledafa el Centro Forestal Tropical Universidad del Tolima. Las muestras fueron
nombras como se muestra en la Tabla 1.

Las muestras se secaron en silica gel y las extracciones de ADN se realizaron
utilizando el protocolo de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Lodhi et al., 1994).

Tabla 1. Muestras de Carapa guianensis colectadas y evaluadas.

Caodigo Tipo de Muestra
CG-BC-1 Hojas
CG-BC-2 Hojas
CG-BC-3 Hojas
CG-BC-14 Hojas
CG-BC-5 Hojas
CG-BC-6 Hojas
CG-BC-7 Hojas
CG-BC-8 Hojas
CG-BC-9 Hojas
CG-BC-10 Hojas
CG-BC-11 Hojas
CG-BC-12 Hojas
CG-BC-13 Hojas
CG-BC-14 Hojas
CG-BC-15 Hojas
CG-BC-16 Hojas
CG-BC-17 Hojas

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La PCR se llevé a cabo al amplificar el marcador molecular rbcL. La master mix se
prepard con los primers forward (5 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’) y reverse
(5GCAAATGGCATTCTGACATCCS3’). Los perfiles de amplificacion necesitaron de
una desnaturalizacion primeramente de 30 ciclos a 94°C durante 30s; seguido de
30 ciclos de 30s a 49°C y 30s a 72°C, con una elongacion final a 72°C durante 5
min. Esto fue efectuado en el termociclador Applied Biosystems de ThermoFisher
Scientific. Una vez culminados todos los ciclos, los productos generados por PCR,
se sometieron a electroforesis a 80V durante 1h en gel de agarosa al 0,8%. El
producto amplificado se observé en un visualizador de gel de electroforesis
Biologix®



Busqueda, seleccion y edicion de secuencias.

Para este estudio filogenético se buscaron secuencias en la base de datos en linea
GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information), empleando la
herramienta BLAST. Los genes que se tuvieron en cuenta para hacer la busqueda
son el gen cloroplastico matturase K (mtK) y la region espaciadora intergénica trnL-
trnF (Ramsay et al., 2000). Luego, se realiz6 la comparaciéon de las secuencias de
Carapa guianensis con las secuencias de referencia, haciendo énfasis en las
secuencias con >85% de identidad. Estas secuencias se guardaron en formato
FASTA y por medio del programa BioEdit se realizaron alineamientos multiples,
empleando el algoritmo Clustal W (Monterroza et al., 2019). Luego, se analizaron y
editaron los alineamientos con el fin de que todas las secuencias tuviesen el mismo
tamano y el formato correcto, fundamental para seguir con el analisis filogenético.

Para obtener el analisis estadistico de la evolucion molecular y para construir los
arboles filogenéticos y de distancia se utilizé el programa bioinformatico MEGA X
(Kumar et al., 2018).

Ademas, se determind del modelo evolutivo a la cual se ajustaban las secuencias
analizadas, calculando el BIC score, Bayesian Information Criterion (Criterion,
2016).

Luego, se construyeron dendrogramas usando métodos de agrupamiento por
distancia (Neighbour-Joining y UPGMA) y por filogenia (Maxima Verosimilitud y
Maxima Parsimonia). Posteriormente, aplic6 un Bootstrap de 1.000 repeticiones
para cada método. Por ultimo, seleccioné el agrupamiento con mayor sentido
biol6gico y se construyd asi un arbol consenso (Monterroza et al., 2019).

3. Resultados.

Los genes que se evaluaron inicialmente en este estudio fueron matkK, rbcL, rps16,
trnH-psbA, trnL-trnF, trnS-trnG.

Las extracciones realizadas fueron satisfactorias, esto se comprob6 con el resultado
del gel, donde evidencid la amplificacion satisfactoria del gen rbcL (Figuras 1y 2).

A partir de la metodologia aplicada se obtuvieron de la base de datos 23 secuencias
completas para la regién espaciadora intergénica trnL-trnF de C. guianensis por el
metodo de Maxima verosimilitud (Figura 3) y Maxima Parsimonia (Figura 4), las
cuales, se compararon ademas de con 19 especies mas del género Carapa y con
una especie fructifera como lo es Mangifera indica y otras especies maderables
como Juglans neotropica (Cedro) y Swietenia macrophylla (Caoba). Para el gen



cloroplastidial maturasa K (matK) de C. guianensis, se compararon 7 secuencias,
las cuales se compararon con otras especies del género Carapa, una especie
fructifera como lo es Mangifera indica y otras especies maderables como Juglans
neotropica (Cedro) y Swietenia macrophylla (Caoba); por el metodo de Maxima
Verosimilitud (Figura 5) y por el metodo de Maxima Parsimonia (Figura 6). Estas
fueron corregidas, editadas, alineadas y posteriormente se realizaron los arboles
filogenéticos.

Estos arboles se realizaron con la prueba de Maxima Verosimilitud, Maxima
Parsimonia, Neighbour-Joining y UPGMA, cada uno de ellos con 1.000 réplicas, con
el fin de que el arbol tuviese un fuerte peso estadistico; sin embargo, los arboles
gue fueron tenidos en cuenta son los obtenidos con Méxima Parsimonia.

Figura 1. Electroforesis en gel agarosa 0,8% de la regién rbcL. Marcador de peso
molecular 1Kb

Figura 2. Extraccién de ADN gendmico de la especia Carapa guianensis
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Figura 3. Arbol consenso por el método Maxima Verosimilitud, de la region trnL-trnF.
Modelo evolutivo GTR+G+l y 1.000 réplicas.
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Figura 4. Arbol consenso de la region trnL-trnF, por el método Parsimonia. Modelo
evolutivo GTR+G+l y 1000 réplicas.



Carapa guianensis

100 Carapa procera JQ626387 1:63-795

Swietenia macrophylla HM446747 1:2-773

Juglans neotropica AF118035.1:1116-1890

Carapa guianensis AY128181.1

100
Juglans neotropica AF118035.1:1026-1800

Mangifera indica AY594472 1:891-1674

Figura 5. Arbol de la region del gen cloroplastidial maturase K (matK), por el método
Maxima Verosimilitud. Modelo evolutivo GTR+G+l y 1000 réplicas.

Carapa guianensis JQ588332.1
62
84 Carapa procera JQB26387 1:63-795
43 Swietenia macrophylla HW446747 1:2-773
Juglans neotropica AF118035.1:1116-1890
100

Carapa guianensis AY128181.1

Juglans neotropica AF118035.1:1026-1800

Mangifera indica AY594472 1:891-1674

Figura 6. Arbol de la region del gen cloroplastidial maturase K (matK), por el método
Maxima Parsimonia. Modelo evolutivo GTR+G+l y 1000 réplicas.



4. Discusion

El protocolo usado para la extraccion de ADN usado inicialmente no permitio la
amplificacion de ningun gen, por tal motivo fue necesario hacerle modificaciones a
esta. Esto debido a que el protocolo empleado de base para la extraccion fue
disefiando para una especie de uva el cual al aplicarlo con la especie maderable C.
guianensis no permitié obtener ADN de calidad. La muestra de tejido se disminuyo
a 10-15mgq, el buffer utilizado estaba compuesto por EDTA 0,02 M, TRIS 0,1M
CTAB 2% y betamercaptoetanol 2%, en este nuevo protocolo ademas se realizaron
3 extracciones organicas con cloroformo:alcohol isoamilico, a fin de que el ADN
estuviese limpio y de calidad (Figura 7). Dando que no se contd con un
espectrofotometro para cuantificar el ADN, se amplificé el gen rbcL debido a que el
gen rbcL es un gen muy conservado.

-

Macerar 10-15mg de
e muestra, en 1mL de Buffer
de extraccidn (EDTA
+* 0,02M. Tris 0,1M. CTAB
2%)
Se le adicionan 2ul de

Se incuba en bafio
Betamercat 0,2%

Mariaa 66°C x 1h
(Movimientos

l envolventes cada
= 20mip
Se centrifuga a - - 1 Sele adiciona Tmil
. *+— || Cloroformo isoamilico 24:1
10.000rpm x 5min & G, \/ -
15°C _ }

Seretira el sobrenadante
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[ ¥ organicas

Tro se centrifuga a — Cloroformo isoamilico

10.000rpm x Smin. [ jr—— 1000uL

2da y 3ra se centrifuga a @- ]

10.000rpm x 10min - | 4

15°C S - / Se le agg 2/3 de isopropanol al elima

; : Se centrifuga a
}-@; <« || 8.000rpm x 5min a 4°C
e ——— '[ Lavar con 1mL de Etanol 70%  ———p E: ::Tl;a eégzbdeg%c_i_]agéil
0 - | frio. Se centrifuga a 8.000rpm x 5min Bﬁf-feFT)IrE y segﬁ“ubq en
o 4 £y CuDE
are U baiio Maria 1ha 66°C

Figura 7. Protocolo de extraccion de ADN de C. guianensis

Por otra parte, en los arboles filogenéticos del gen matk se observé una topologia
poco sentido bioldgico, puesto que C. guianensis se agrup6 con Mangifera indica
en medio de la especie maderable Junglans neotropica. Este resultado que no
corresponde con las caracteristicas taxondmicas ya que, este es un arbol frutal de
la familia Anacardiaceae, y por tanto debia estar en un clado fuera de las especies
maderables (Figura 8). Este resultado, indica que existe la necesidad de continuar
con el estudio, es decir, se requiere continuar evaluando marcadores genéticos,
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todo esto a fin de obtener secuencias de calidad un analisis filogenético mucho mas
robusto y poder dar un resultado mas conciso de la filogenia del arbol C. guianensis.

Carapa guianensis AY128181.1
100

o4 Juglans neotropica AF118035.1:1026-1800

100 | Mangifera indica AY584472 1:891-1674

Juglans neotropica AF118035.1:1116-1890

Carapa guianensis

Carapa procera JQG626387 1:63-785

Swietenia macrophylla HM446747 1:2-773 . . .
Figura 8. Arbol de la regién del

gen cloroplastidial maturase K (mtK), por el método Maxima Parsimonia. Modelo
evolutivo GTR+G+l y 1000 réplicas.

5. Conclusioén.

La informacion genética que se encuentra en las bases de datos, no es la suficiente
para hacer una identificacion de analisis filogenético de la especie Carapa
guianensis; por tal motivo es necesario la realizacion de méas estudios genéticos,
asi como también la caracterizacion de mas marcadores moleculares. De esta
manera, se podra conocer la identidad y la estructura de las poblaciones y el estado
de conservacion en el cual se encuentra C. guianensis en Colombia.
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