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RESUMEN

Gmelina arborea es una especie nativa de la India, perteneciente a la familia de las
Verbenaceae, con gran valor econémico en el sector forestal Colombiano, debido a las
caracteristicas de facil adaptacion, rapido crecimiento y los diferentes usos que se le dan
a la madera.

Una primera etapa para el desarrollo de programas de mejoramiento asistido por
marcadores moleculares, requiere del conocimiento de la diversidad genética de la
especie. Las técnicas de biologia molecular y en particular los marcadores moleculares
permiten conocer, caracterizar y estimar la diversidad genética y las relaciones entre los
grupos de interés. La existencia de variabilidad entre las especies y poblaciones de la
misma especie, conlleva a un beneficio a la hora de implementar programas de

mejoramiento y seleccién de especies con interés agricola y ecoldgico.

En este estudio se evaluaron 68 individuos de Gmelina arborea pertenecientes al
programa de mejoramiento genético de la empresa Pizano S.A. Estos individuos
pertenecen a dos colecciones: Pizano S.A y Camcore. El DNA fue aislado utilizando el
protocolo de Stefenon et al (2004). El nivel de diversidad genética fue estimado utilizando
marcadores moleculares AFLP aplicando el indice de similitud de DICE y agrupando las

muestras utilizando el algoritmo UPGMA.

Los resultados obtenidos en el andlisis de similitud mostraron una amplia diversidad entre
las dos colecciones y baja al interior de cada una de ellas, permitiendo sugerir los posibles
cruces en la siguiente fase del plan de mejoramiento de la especie. De igual manera se
lograron establecer fingerprintings de cada uno de los clones evaluados, siendo este el

primer paso en el proceso de certificacion molecular de material forestal de propagacion.



1. INTRODUCCION

El conocimiento de la distribucién de la variabilidad genética es importante para el
desarrollo de estrategias de conservacion efectivas en especies de interés comercial y
ambiental. Las técnicas de biologia molecular y en particular el uso de marcadores
moleculares permiten conocer, caracterizar y estimar la diversidad genética existente

entre y dentro de las poblaciones.

Gmelina arborea es una especie con gran potencial por su valor econémico en el sector
forestal Colombiano, debido a las caracteristicas de facil adaptacion, rapido crecimiento y
los diferentes usos que se le dan a la madera. En Colombia dentro de su programa de
mejoramiento genético la empresa PIZANO S.A ha seleccionado 33 clones teniendo en
cuenta caracteristicas agromorfolégicas como la calidad de la madera y la capacidad de
enraizamiento; asi mismo busca identificar los clones que se adapten mejor a diferentes

zonas del norte del pais.

No obstante y en razén a la extension en tiempo, décadas que conlleva el programa de
mejoramiento genético, existen dudas sobre la identidad y diversidad genética de estos
materiales por lo que se hace necesario el desarrollo de una herramienta que permita la
identificacion de cada uno de los clones a tiempo que es factible evaluar la base genética
de los clones pertenecientes al programa de mejoramiento genético, de manera rapida y

confiable.

Este estudio planted adaptar un protocolo para la obtencion de marcadores AFLP en G.
arborea desarrollado en Costa Rica (Araya et al 2005). Esta herramienta permitio
identificar y certificar genéticamente los diferentes clones de G. arborea y estimar la
variabilidad genética presente en el material vegetal con el que cuenta la empresa Pizano
S.A.



2. MARCO TEORICO

2.1. Gmelina arborea L.

El género Gmelina fue descrito por Linneo en 1742 y la especie G. arborea, Roxburg
1814. Gmelina arborea Roxb pertenece a la familia Verbenaceae, es una especie forestal
de rapido crecimiento y una de las pocas que en nuestro pais ofrece amplias posibilidades
para el desarrollo de reforestaciones industriales, debido entre otros aspectos a su rapido
crecimiento, su relativa facilidad de manejo y la versatilidad de usos de la madera.

2.1.1. Taxonomia

Reino: Vegetal

Divisién: Angiospermophyta

Clase: Magnoliopsidae

Subclase: Asteridae

Orden: Labiales

Familia: Verbenaceae

Género: Gmelina L.

Especie: Gmelina arborea (Roxb) 1814

2.1.2. Nombres comunes

En América tropical se le conoce como melina, en Indonesia se le conoce como yemane y
en la India gamari o gumadi. Otros nombres son gemelina, gmelina, gumhar, kashmir tree,
malay beechwood, snapdragon, teca blanca, yemani (Birmania), so, so-maeo (Tailandia),

kumhar, sewan (Pakistan), shivani (Indias central), gamar (Bangladesh) (Marifio 2006).



2.1.3. Variedades

Han sido reportadas tres variedades de la especie: Gmelina arborea var. arborea,
Gmelina arborea var. glaucescens y Gmelina arborea var. canencens, y su mayor

diferencia estd dada por su distribucion natural (Rodriguez et al. 2004).

2.1.4. Origen y distribucion

Gmelina arborea se encuentra naturalmente en latitudes Norte 5° a 30° y longitudes de
Este 70° a 110° E, esta especie es nativa de India, Bangladesh, Sri Lanka, Myanmar,
Tailandia, sur de China, Laos, Camboya y Sumatra en Indonesia y es una importante

fuente maderera en las regiones tropicales y subtropicales de Asia.

Se estiman aproximadamente 700 000 hectareas de plantaciones de G arborea en los
tropicos y subtropicos. La India (Sudeste de Asia y Regién Pacifica) presenta el area
plantada méas extensa con 371 000 ha (53%), seguidas de Africa con 252 000 (36%) y
Latinoameérica con 71 000 (11%) respectivamente (Dvorak 2004). En contraste con estos
datos, Lauridsen & Kjaer (2002) aseguran que en Latinoamérica existian 130 000 ha,
sembradas de esta especie para 1990, de las cuales en Costa Rica se hababan
aproximadamente 65 000 (Moya 2004).

En Colombia el establecimiento de las plantaciones de G. arborea se inicio alrededor de
1980, principalmente en la Region de Caribe, especificamente en los municipios de Santa

Ana y Monterrubio (Magdalena), asi como en Zambrano y Cérdoba (Bolivar).

En Colombia existen cerca de 11.200 hectareas industriales y de uso comin de Gmelina
arborea, concentradas principalmente en los departamentos de Bolivar, Magdalena,
Llanos Orientales, Tolima y Cundinamarca. La compafia Pizano S.A. a través de su filial
Monterey forestal Ltda posee m as de siete mil hectareas de Melina que corresponden a
un 49.7% del total de sus plantaciones en la regién de la costa Atlantica de Colombia
(Cadena & Guauque 2009)



2.1.5. Descripciéon Botanica de Gmelina arborea

Melina se caracteriza por ser una planta de rapido crecimiento, oportunista en los bosques
hamedos y se clasifica como una pionera de vida larga. Su capacidad de rebrote es
excelente pues presenta un crecimiento rapido y vigoroso. Es una especie caducifolia, en
las zonas secas, puede llegar a medir 30 m de altura y presentar mas de 80 cm de
didmetro. Tiene un fuste marcadamente cénico, por lo regular de 50-80 cm de diametro,
en ocasiones hasta de 143 cm, sin contrafuertes pero en ocasiones engrosado en la base
(Motta 1996, Espinosa 2003, Rodriguez et al. 2004).

Presenta una copa amplia en sitios abiertos, pero en plantacion su copa es densa y
compacta, la corteza es lisa 0 escamosa, de color marrén palida a grisacea; en arboles de
6-8 aflos de edad se exfolia en la parte engrosada de la base del tronco y aparece una
nueva corteza, de color mas palido y lisa. Su sistema radical es profundo, aunque puede
ser superficial en suelos con capas endurecidas u otros limitantes de profundidad.

Las hojas se caracterizan por ser grandes (10-20 cm de largo), simples, opuestas,
enteras, dentadas, usualmente mas o menos acorazonadas, de 10-25 cm de largo y 5-18
cm de ancho, decoloradas, el haz verde y glabro, el envés verde pélido y aterciopelado,
nerviacion reticulada, con nervios secundarios entre 3 y 6 pares y estipulas ausentes
(Greaves 1981, Motta 1996). Usualmente en las areas, la especie bota las hojas durante
los meses de enero o febrero en casi todas las regiones donde se cultiva. Las hojas

nuevas se producen el marzo o a principios de abril (Rodriguez et al. 2004).

Las flores son de color amarillo-anaranjadas, en racimos, monoicas perfectas, cuya
inflorescencia es un racimo o panicula cimosa terminal, caliz tubular, corola con 4-5
sépalos soldados a la base del ovario, de color amarillo brillante, céliz 2.5 cm de largo y 4
estambres. La floracion ocurre justo cuando las hojas han caido. En su é&rea de

distribucion natural la melina florece los meses de febrero a abril (Kijkar 2003).

El fruto es carnoso tipo drupa, de forma ovoide u oblonga, suculento, con pericarpo

coriaceo y endocarpo 6seo, de color verde lustroso, tornandose amarillo brillante al



madurar, momento en el que caen al suelo, lo que facilita su recoleccion. Las semillas de
la especie se encuentran formando parte del endocarpo del fruto, son de forma elipsoidal,
comprimidas, de 7-9 mm de largo; testa color café, lisa, opaca, membranosa, muy
delgada; el embrion es recto, comprimido, de color amarillo-crema y ocupa toda la cavidad
de la semilla; dicotiledénea, los cotiledones se caracterizan por ser grandes, planos,
carnosos Y elipsoidales; la radicula es inferior y corta.

2.1.6. Caracteristicas de la especie

La temperatura 6ptima para el buen desarrollo fisioldgico de G. arborea es a un maximo
de 38—-48°C y minimo de 1-16°C. Su distribucion en América se observa en zonas como

Centro y Suramérica en sitios con temperaturas entre los 24 a 29 °C.

Los niveles de precipitacion promedio anual 6ptimos para la especie, varian de 750 a
2000 mm; puede desarrollarse en zonas que presenten una precipitaciéon de 4500 mm, los
mejores rendimientos de la especie se presentan a altitudes que van de 0 a 1500 m.s.n.m.

Requiere un periodo seco de dos a ocho meses (Motta 1996).

Dentro de las caracteristicas edéficas para establecer plantaciones de G. arborea con
buena calidad, se encuentran un buen drenaje y disponibilidad de nutrientes (Vasquez &
Ugalde 1996). Los suelos por lo general deben ser profundos y presentar una textura
entre franca y franco arcillosa, también deben ser himedos y bien aireados, alcalinos o

ligeramente acidos con un pH ente cinco y ocho (Motta 1996, Espinoza 2003).

2.1.7 Propagacion

Esta especie se reproduce de manera sexual (semilla), asi como asexualmente o

vegetativamente por medio de estacas

La propagacion por semilla se inicia con la recoleccién de los frutos maduros, estos se
despulpan y los endocarpos secos son llevados a una humedad entre 9-11% para su
almacenamiento. Las semillas son sembradas de forma directa con una distancia entre
estas de 15 x 20 centimetros con una densidad de mil unidades por metro cuadrado

cubriendo la semilla ligeramente con tierra o cascarilla de arroz. Bajo condiciones



favorables de riego las semillas de G arborea empiezan a germinar entre los siete a

quince dias después de la siembra (Motta 1996).

Por otra parte la reproduccion asexual o vegetativa se realiza a partir de algunas partes
de la planta, G arborea es propagada vegetativamente a partir de partes de tallo, estacas,

injertos y formacion de raices adventicias entre otros (Romero 2004).

2.1.8 Importancia Econ6mica

El interés en el sector forestal por melina se debe a la relativa homogeneidad y la
estabilidad de la madera, que la hacen adecuada para la obtencion de celulosa, que a su
vez es utilizada en la fabricacion de diferentes tipos de papel de alta calidad (Dvorak
2004), esta especie presenta un alto contenido de celulosa (40 — 47%). La madera es
utilizada en carpinteria por la facilidad para trabajarla (Motta 1996, Moya 2004, Romero
2004). Asi mismo se han establecido monocultivos de melina para la produccion de pulpa
de papel, como fue el caso de Brasil con el desarrollo del “proyecto Jari” con 160 000

hectareas cultivadas en la amazonia brasilefia con este fin (Carrere 2006).

Por su caracteristica de rapido crecimiento y pronto retorno de inversién, es una especie
de uso multiple, que presenta gran potencial agroforestal; puede emplearse como cerca
viva, cortina rompevientos y linderos maderables (Rodriguez et al. 2004). Asi mismo se ha
considerado en los programas agroforestales, enfocandose en el mejoramiento genético
de la especie; teniendo como resultado mayor rendimiento en el crecimiento, madera mas

uniformes, tolerancia a enfermedades y a estrés hidrico (Marifio 2006).

A nivel mundial paises como India y Costa Rica han sido pioneros en el establecimiento
de jardines clonales y el mejoramiento genético de la especie con excelentes resultados
en las caracteristicas comerciales de la misma como lo son la altura y el DAP (Didmetro a
la Altura del Pecho) (Kumar et al. 2003), convirtiéndose estos paises en los principales

proveedores de semilla (Barrantes 1999).

Gmelina arborea ocupa el sexto puesto de las especies identificadas con alto potencial de
incremento de rendimiento haciendo uso de la biotecnologia y el mejoramiento genético;

en Colombia esta es una de las especies forestales que tiene mayor uso y demanda de
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sus diferentes productos con calidad de huerto semillero o de genética superior, dejando
en evidencia un comportamiento positivo en planes de establecimiento de plantaciones

forestales; en la actualidad el pais cuenta con 11.200 hectareas (Cordoba 2009).

De acuerdo con los reportes de la FAO y calculos de proexport, el consumo de agregado
de madera y astilla aumento un 7% en el periodo comprendido entre el 2006 y el 2007; en
el mismo periodo el consumo de pulpa de papel aumento un 3% (Cordoba 2009).

Por otra parte las hojas, flores, raices y corteza son usadas en la medicina tradicional, por
ejemplo, las drupas se emplean como ingrediente de cocciones refrigerantes para fiebres
y afecciones biliares. Una pasta hecha con las hojas es aplicada en la cabeza para calmar

las fiebres (Greaves 1981).

2.2. Silvicultura clonal

El desarrollo forestal de un pais se basa en la silvicultura, en la actualidad la propagacién
clonal o silvicultura clonal de especies forestales se ha constituido en un tema de
creciente interés, dado el indiscutible potencial que tiene como herramienta en el campo
del mejoramiento genético y en el desarrollo de plantaciones clonales operacionales de
alto rendimiento, homogeneidad y calidad (L6pez 2004, Leakey et al. 1990).

Las plantaciones clonales de especies forestales se consideran parte de la silvicultura de
vanguardia, la cual implican la combinacién de tecnologias de propagacion vegetativa con
programas de mejoramiento genético y adecuados manejos silviculturales; permitiendo de
esta manera alcanzar mejores rendimientos de los arboles en cada uno de los sitios

seleccionados para la siembra.

La reproduccién asexual es la obtencién de un nuevo individuo a partir de partes
vegetativas de la planta original, sin que exista un proceso de fecundacién, generando
copias genéticamente idénticas a la planta madre original. El conjunto de descendientes
de una planta, obtenidos mediante la aplicacion de una técnica de propagacion
vegetativa, es un clon. Cada uno de los integrantes de ese clon se denominan rametos,
los cuales son genéticamente idénticos entre si e idénticos a la planta madre que los

origino (Lopez 2004).



De esta manera la clonacién permite el aprovechamiento de un genotipo Unico
(seleccionado entre muchas otras plantas por su superioridad en algun aspecto de interés
comercial) y la obtencién de nuevos individuos con el mismo genotipo. Los miembros de
ese clon exhibirdn una tendencia a la uniformidad fenotipica y presentardn en general el

mismo aspecto (tamafio, velocidad de crecimiento, etc.) (Lopez 2004, Carpineti, 2005).

La estrategia de silvicultura/agroforesteria clonal se define como la utilizacion de
genotipos sobresalientes o superiores de forma masiva (Gutiérrez 1994) el material
utilizado es aquel que ha sido seleccionado por sus buenas caracteristicas fenotipicas y
que proviene de las mejores procedencias (Leakey & Mésen 1994)

2.2.1. Ventajas de la silvicultura clonal

La silvicultura clonal permite obtener ganancias genéticas grandes en cuanto a la
productividad y calidad, mayor rentabilidad y la consecuente reduccién en los ciclos de la
rotacion de las especies forestales (Leakey & Mesén 1994, Carpineti, 2005).

El potencial de la ganancia genética mediante técnicas clonales, se origina en la
capacidad de capturar tanto los componentes genético aditivos como los no aditivos;
diferente a lo que sucede cuando se usa la semilla, debido a que en la reproduccién
sexual se debe tener en cuenta la recombinacién y segregacién genética, dando como
posible resultado la perdida de combinaciones alélicas especificas que determinan la
expresion de superioridad. Mediante la seleccion de arboles superiores o plus,
generalmente es posible lograr un mejoramiento en la productividad y calidad més
rapidamente (Leakey & Mesén 1994, Lopez 2004, Carpineti, 2005).

Desde el punto de vista operacional las plantaciones monoclonales presentan gran
homogeneidad en crecimiento, forma y calidad de la madera. Esa reduccién de la
variacion individual tiene fuertes connotaciones positivas en cuanto a la densidad inicial
de plantacion, los costos de aprovechamiento, transporte y fundamentalmente en la

produccion de materia prima con una calidad altamente predecible (Lépez 2004)



De igual manera permite utilizar la especificidad de un clon para potenciar la expresion en
sitios especificos o bien utilizar clones de amplia adaptacion a diversos sitios (Carpineti,
2005)

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado, cabe mencionar que las estrategias de
silvicultura clonal dependen directamente de los recursos genéticos existentes, por eso se
hace necesario la produccion permanente de nuevos clones, que den sustento a este tipo
de produccién. Por lo que se plantea la necesidad de mantener simultaneamente a un
programa operacional clonal un programa de mejoramiento genético, asi como la correcta

utilizacion operacional de los clones en el tiempo (Carpineti, 2005)

2.3. Mejoramiento genético forestal

El proceso de mejoramiento genético forestal implica el desarrollo de poblaciones
genéticamente superiores en una o varias caracteristicas (crecimiento, forma, calidad de
madera, etc.) Un programa de mejoramiento genético generalmente inicia con la seleccion
de individuos que presentan caracteristicas fenotipicas estables en una poblacion
determinada. Los arboles seleccionados son evaluados posteriormente para determinar
su calidad genética e incorporarlos a un programa de cruzamiento selectivo, para de esta
manera generar nuevas combinaciones genéticas en las siguientes generaciones (lpinza
1998).

Este proceso debe ser dinamico, en respuesta a factores bibticos (aparicion de nuevas
plagas y enfermedades, etc.) y abidticos (factores climaticos cambiantes), o por las
demandas por desarrollo de nuevos productos, etc., en constante evolucion. Por lo tanto
el reto de las estrategias de mejoramiento forestal es formular planes a largo plazo que
consideren varias generaciones y que a su vez sean suficientemente flexibles para

incorporar innovaciones en la genética y en los métodos de propagacion clonal.

La finalidad del mejoramiento genético forestal es el establecimiento de plantaciones mas
estables, aumentando de esta manera la produccion y mejorando aquellos factores que
condicionan la calidad; el concepto mejoramiento implica que en cada generacion
aumente la proporcion de &rboles que poseen las mejores caracteristicas y estdn mejor

adaptados a cada ambiente ecolédgico, en particular menos susceptibles a la eventual
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aparicion de plagas y/o enfermedades y a variaciones en la marcha del tiempo (ciclos de

alta y baja precipitaciones, periodos de frio intenso, etc.).

El éxito de los programas de mejoramiento genético, se determina por la calidad de los
arboles seleccionados, la ganancia genética y la correcta captura, utilizacion y distribucion
operacional de los recursos genéticos disponibles. Las expectativas de esta ganancia
dependen tanto del control genético de las caracteristicas de interés como de la

variabilidad existente en la poblacion (Balcorta 2004).

El potencial del mejoramiento o las posibilidades de hacer seleccion depende
fundamentalmente de la variabilidad genética de la especie. La variabilidad genética se
define como las diferencias genotipicas entre individuos de una poblacion. En general
entre mayor sea la variacion de la constitucion genética entre individuos, mayores
posibilidades tienen las especies o poblaciones para sobrevivir o adaptarse a los cambios
en las condiciones ambientales. Para el mejoramiento forestal esta condicion también
significa un mayor potencial para seleccionar y desarrollar una composicion genética
definida, por lo que es fundamental asegurar una base genética amplia y diversa (Martin
etal 2001).

La variacion puede ser continua o clinal (sigue un gradiente ambiental) o discontinua
ecotipica (grupo de individuos con genotipos similares que ocupan un nicho ecolégico
especifico) que es la respuesta genotipica de una especie a un habitat especifico, es por
esto que la determinacion de la magnitud de la variacion entre y dentro de origenes es

clave para delinear la mejor estrategia de mejoramiento (Martin et al. 2001)

2.4. Marcadores Moleculares

La seleccion de individuos para programas de mejoramiento forestal por mucho tiempo se
ha realizado basandose en caracteristicas fenotipicas tales como calidad de la madera y
tasa de crecimiento entre otros (Araya et al. 2005), sin embargo estas caracteristicas se
ven afectadas por el medio ambiente en el cual se desarrollan. El desarrollo de las
técnicas moleculares como los marcadores moleculares permite el conocimiento de las

diferencias entre individuos a nivel del genoma (Rocha 2003).
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Los marcadores moleculares son definidos como secuencias de DNA, Rocha (2003)
plantea que estos fragmentos de DNA pueden ser fisicamente localizados dentro del
genoma de un organismo. En ocasiones estos fragmentos pueden encontrarse cerca de
un gen que codifica una caracteristica de interés, aunque también pueden estar en una
region no codificante. Una de las caracteristicas fundamentales de estos marcadores es

gue son especificos para cada individuo, especie o grupos sistematicos mayores.

Los marcadores moleculares se han convertido en una herramienta Gtil para la deteccion
de la diversidad genética, con su consecuente aplicacién en programas de seleccién
genética de plantas asistida por marcadores (Rocha 2003). En biotecnologia forestal
estos son utilizados para la identificaciébn genética de arboles, proporcionando el perfil
genético de cada organismo, Y la localizacion de genes que determinen caracteristicas

cuantitativas (Carson et al. 1996, Haines 1994).

Dentro de las ventajas de los marcadores moleculares encontramos la estabilidad,
permitiendo que sean detectados en todos los tejidos, independiente de la etapa de
desarrollo de la planta; carecen de efectos pleitropicos y epistaticos, ya que no se ven
afectados por el medio ambiente lo cual los convierte en una herramienta util para el
analisis tanto de poblaciones como de individuos (Stuber et al. 1999, Caetano-Anolles &
Trigiano 1997, Karp et al. 1997).

Actualmente los marcadores moleculares se emplean, para hacer mas eficiente la
seleccién de plantas y de variedades, utilizadas en programas de mejoramiento genético
forestal (metodologia que se conoce como seleccion asistida por marcadores). Este tipo
de seleccion hace posible la prediccion de los genotipos a obtener en un determinado
cruce, con base en la informacién de los parentales empleados, de igual manera tiene
aplicaciones en el control de calidad, pues permite la caracterizacion genotipica del
material, el analisis de la estructura genética , el entendimiento de la base genética para
el control de caracteristicas de interés comercial, asi como la comprobacion de la

identidad clonal o la contaminacién de los jardines y huertos clonales.

Dentro de los marcadores moleculares que permiten establecer las diferencias existentes

entre los individuos comparando su DNA, se destacan los RFLP (Restriction Fragment
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Length Polymorphism), RAPD (Random Amplification of Polymorphic), SSR (Short
Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) entre otros, los
cuales abren las posibilidades de generar huellas genomicas (fingerprintings), de las
especies de interés, Utiles para la identificacibn genética y certificacion de clones
(Bustamante et al. 2001, Dahlberg et al. 2002, Karp et al. 1997, Thompson et al. 1998).

La eleccién de un marcador molecular depende del objetivo que se busca, de la estructura
de la poblacién, de la diversidad gendmica de la especie que se va analizar, de la
disponibilidad del sistema y del tiempo requerido para el andlisis. Debido a que cada uno
de los marcadores presenta ventajas y desventajas, antes de escoger algun sistema, es
vital evaluar el potencial de utilidad que puede tener en una poblacién, especie o género,
de igual forma se debe evaluar la eficiencia de la técnica en la deteccién de polimorfismos
(Staub et al. 1997).

Las técnicas moleculares ofrecen una herramienta para acelerar los procesos de
seleccién de clones en los programas de mejoramiento genético forestal y de esta
manera potencializar las ganancias genéticas (Carson et al. 1996; Dale y Chaparro,
1996), pues el conocimiento de la variacion genética presente en una coleccién o
poblacion determinada, es la base de los programas de manejo forestal.

2.4.1. Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

La tecnologia del polimorfismo en la longitud del fragmento amplificado (AFLP) es una
técnica que hace uso de la huella gendémica del DNA. Esta huella es usada para visualizar
los polimorfismos del DNA entre las diferentes muestras que se analizan. De igual manera
estas pueden ser usadas para evaluar la relacion existente entre estas muestras. Por otra
parte se utilizan como fuente de marcadores moleculares para generar mapas de

ligamento (Mueller et al 1999).

La técnica de AFLP, se basa en la deteccion de fragmentos de restriccion por
amplificacién de PCR (Segura 2002; Vos 1995). Los AFLP son una herramienta util para
determinar la identidad de una muestra especifica de DNA, para asegurar la relacion entre
muestras o para identificar marcadores moleculares asociados a rasgos fenotipicos y/o

loci genéticos (Invitrogen 2003)
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Los marcadores AFLP se caracterizan por combinar dos técnicas, una de ellas los RAPD,
basados en la amplificacion de fragmentos de DNA, utilizando “primers” arbitrarios y los
RFLP basados en la hibridacion con sondas especificas, y el corte o digestibn con
enzimas de restriccion. Por esta razoén los AFLP presentan varias ventajas, entre las que
se encuentran, el no requerir informacién previa de la secuencia a analizar y la
sensibilidad que permite la deteccion de fragmentos de baja abundancia (Echenique et al
2004).

Se plantea que esta técnica se divide en cuatro pasos fundamentales: digestién, ligacion,
pre-amplificacion y amplificacion, estos dos ultimos son tomados como uno solo por

algunos autores.

Digestion: Esta se lleva a cabo de acuerdo a Vos et al (1995), por medio de dos enzimas
especificas de restriccion, de las cuales una de ellas es de corte raro, EcoRl, que
reconoce seis pares de bases; y la otra de corte frecuente, Msel, que reconoce cuatro

pares de bases (Vos et al 1995, Blears et al 1998).

Ligacion: Los fragmentos generados en la digestion, son ligados, mediante una ligasa, a
adaptadores especificos para cada enzima de restriccion con el fin de generar secuencias

conocidas para la amplificacion.

Generalmente estos adaptadores son “primers” de doble cadena, complementarios a la
secuencia de corte de las enzimas; estos estan disefiados de tal manera que la ligacién
de un fragmento a un adaptador no reconstituye los sitios de restriccion (Blears et al.
1998).

La secuencias terminales en cada fragmento adaptado estan conformadas por la
secuencia del adaptador y el remanente de la secuencia del sitio de restriccion, las cuales

sirven para la union de los “primers” (Blears et al. 1998, Muller et al. 1999).

Pre amplificacion (PRC + 1): Se realiza una primera PCR (preselectiva), usando
cebadores oligonucle6tidos complementarios al adaptador y a los sitios de restriccion,

mas un nucledtido selectivo (Blears et al. 1998)

Amplificacion selectiva (PCR +2): Los productos de la amplificacion preselectiva se
someten a otra PCR, y nuevamente se selecciona un subconjunto de fragmentos.

Generalmente, en la segunda amplificacion selectiva se agregan dos nucleétidos mas a
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los “primers”

2.4.2. Ventajas del Método

La cantidad de DNA requerida es poca, debido a que combina la generacion de

fragmentos por medio de enzimas de restriccion y la amplificacion con PCR.

El nimero de polimorfismos por reaccién es mayor que el obtenido con RFLP, puesto que
genera un mayor numero de bandas. Por otra parte no es necesario conocer las
secuencias del genoma de la especie estudiada. (Vos et al. 1995, Blears et al. 1998,
Muller et al. 1999).

De igual manera Vos et a. (1995) plantean que la preamplificacion seguida de una
amplificacién disminuye el ruido de fondo en la lectura, puesto que se eliminan bandas
que son producto de errores en el apareamiento de los “primers”, lo cual sucede cuando
se hace una amplificacién, igualmente se reduce el numero de fragmentos amplificados,

por lo que se consideran que es una técnica altamente reproducible.

2.4.3 Marcadores moleculares en identificacion clonal

Los datos moleculares constituyen una aproximacion adecuada para determinar los
procesos que configuran la estructura genética de una especie, pues proporcionan no
solo informacién sobre la distribucion actual de la diversidad genética neutral y los
procesos que actuan sobre ella (flujo génico, deriva, endogamia), sino también sobre la
historia de la poblaciéon; en particular sobre los patrones geograficos y la importancia del

aislamiento histérico (Mortiz 1999).

Los marcadores genéticos han sido utilizados como instrumento de mdltiples aplicaciones
como son la conservaciéon y el mejoramiento genético de especies forestales, pues
permiten obtener un perfil de la huella genética (fingerprints) de cada uno de los
individuos y esta a su vez permite la identificacion de los clones en una especie; el uso de
estas herramientas y los ensayos de progenie han aumentado la eficiencia en la seleccion
de arboles plus que presenten mayores tasas de crecimiento y calidad de la madera
(Ajmone et al. 2001, Araya et al. 2005).
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Dentro de estos marcadores moleculares encontramos los RAPD que han sido utilizados
en la identificacion y discriminacion de clones, variedades y cultivariedades entre los que
se destacan los trabajos realizados en Picea sitchensis (Van de Ven & McNicol 1995),
Cryptomeria japonica (Takata & Shiraishi 1996, Goto et al. 1999), Picea abies (Scheepers
et al 1997) y Pinus thunbergii Parl (Goto 1998). De igual manera estos marcadores han
sido utilizados para establecer y medir la relacién genética existente entre clones (Norwati
et al. 1999). A pesar que esta técnica ha demostrado ser de gran utilidad en la
identificacion clonal presenta problemas de reproducibilidad; es por esto que se han
desarrollado los marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), los
cuales demostraron ser reproducibles y confiables para la discriminacion e identificacion

de clones de Tectona grandis (Isoda et al. 2000).

La confirmacién de la estabilidad genética e identidad clonal, de individuos clonales
propagados In Vitro durante largos periodos de tiempo, es otro de los objetivos para el
cual se han utilizado los marcadores RADP (Karp 2000, Gupta &
Rao 2002).

Los marcadores RAPD fueron también empleados en Pinus patula para evaluar tres
genotipos de diferentes familias; comparando las plantas donadoras y las plantas
producidas a través de embriogénesis somatica; con doce “primers”, demostrandose la
completa homologia entre las plantas donantes y las plantas obtenidas in vitro al igual que

la uniformidad entre los clones de los diferentes genotipos (Malabadi et al. 2006).

Raina et al. (2001) comprobaron la utilidad de los marcadores RAPD para la evaluar la

integridad genética de plantas derivadas de meristemos.

Los marcadores moleculares RAPD fueron usados en el género Castanea para
establecer la identidad clonal de cuatro hibridos que fueron propagados in vitro, durante
cuatro afios y que fueron aislados de las mismas plantas madre, contra las cuales fueron
comparados; haciendo uso de 20 “primers” se comprobé que no existe ninguna diferencia

entre el material donador y el propagado in vitro (Carvalho et al. 2004).
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El trabajo desarrollado por Watanabe et al. (2004) en teca (Tectona grandis), permitid
discriminar genotipos entre clones de arboles plus, usando marcadores moleculares
RAPD; donde se obtuvo como resultado un total de 24 &rboles plus con 23 genotipos
diferentes, con probabilidades muy bajas que estos se repitan en la poblacion; sin
embargo se evidencio que uno de los genotipos se encontraba representado por dos
individuos, los autores proponen que este evento se presenta cuando los individuos tienen
origen similar (Keil & Griffin 1994, Van de ven & McNicol 1995, Goto et al. 1999)

Albert et al. (2003) evaluaron la eficiencia de los marcadores RAPD y AFLP en Vaccinium
myrtillus para la identificacion de clones, teniendo en cuenta la distribucion espacial de
estos, para poder de esta manera explicar la dinamica y evolucién de la poblacién. Con
estos dos tipos de marcadores se diferenciaron un total de 32 clones del un total de 112
muestras analizadas; teniendo en cuenta los resultados se propone, que los clones
identificados como tal, representan los individuos fundadores de la poblacién y que a
pesar de estar dispersos geograficamente, permanecen puros, incluso después de los
eventos de propagacion. Estableciendo que las distancias genéticas entre los pares de
clones no estan relacionadas con la distancia espacial; lo cual indica que la variacién
estuvo distribuida en toda el area de estudio. Segun los resultados obtenidos se concluye
gque estas herramientas moleculares son de gran utilidad para determinar el tamafio, la
formay la distribucién de la poblacién, elementos que permiten establecer su evolucién en

el tiempo.

Haciendo uso de los marcadores moleculares RAPD e ISSR se realiz6 la identificacion de
48 clones de arboles plus de Tectona grandis, el material evaluado fue seleccionado de
diferentes zonas de la india y suministrado por el banco nacional de germoplasma. En
este estudio se utilizaron diez “primers” para RAPD y cinco para ISSR; los resultados
obtenidos muestran una amplia base genética presente en los arboles plus, los cuales
fueron escogidos de diferentes tipos de bosque de teca, en diferentes geo-climas del pais;
(Narayanan et al. 2007). Cabe destacar que la agrupacion de los individuos no coincide
con su distribucion geografica, lo cual puede indicar una base genética comun entre las

poblaciones o un flujo de genes entre las poblaciones de teca (Narayanan et al. 2007)
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2.5. Certificacion clonal

La certificacion de un clon forestal refleja las caracteristicas Unicas de cada individuo.
Brick & Sivolap (2003) plantean que un genotipo certificado es aquel en el cual la formula
del estado alélico o arreglo del loci refleja la especificidad del genotipo dado, permitiendo

de esta manera la identificacion y diferenciacion de los demas.

Los marcadores moleculares pueden ser aplicados a programas existentes evaluando la
diversidad genética, identificacidbn de hibridos y progenies en cruzamiento controlados;
como ejemplo de esto se presenta el caso de Eucalyptus globulus y Eucalyptus nitens,
donde se utilizaron los marcadores moleculares para verificar el proceso de multiplicacion
e identificacién de clones, familias producidas por cruzamiento intra- especificos e intra-
especificos. Asi mismo fue evaluado el costo/beneficio de la certificacién genética con
muy buenos resultados (Becerra et al. 2009). De igual forma la huella genética obtenida
mediante los marcadores moleculares se utiliza para la comprobacion de la identificacion
clonal, la contaminacion de los jardines clonales por individuos que no pertenecen a la
coleccion y para corregir errores de etiquetado de los rametos dentro del jardin clonal
(Araya et al. 2005).

Combinar diferentes tipos de marcadores moleculares para el analisis de la estructura
poblacional y clonal, asi como para la certificacion de las especies forestales es otra de
las estrategias empleadas para contribuir al conocimiento de las mismas y poder
establecer planes de conservacion mas eficientes. En trabajos como el de Nkongolo et al.
(2005) se utilizan los marcadores ISSR y RAPD para certificar tres especies de Picea
(P.mariana, P. glauca, P. engelmannii) y sus posibles hibridos reportados en la literatura,
los cuales se establecieron por medio de caracteres morfolégicos. Pese a que el nivel de
polimorfismo detectado por los marcadores RAPD fue inferior al detectado por los ISSR
(53% y 70% respectivamente), estos permitieron diferenciar claramente la pureza
genotipica de cada unas las especies, asi como establecer que uno de los hibridos
reportados no era tal, pues solo presenta caracteristicas de uno de los parentales; estos

resultados fueron confirmados por medio de analisis citoldgicos.
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Los marcadores microsatélites son otra herramienta molecular de aplicacién practica en el
sector forestal, que permiten diferenciar genotipos Unicos dentro de una misma especie.
Este es el caso de Quercus pirenaica, donde se llevo a cabo el analisis de la diversidad
genética de una poblacion que presenta dos distribuciones espaciales; haciendo uso de
nueve marcadores microsatélites se identificaron 14 clones con genotipos Unicos. Para
ninguno de los microsatélites se evidencié un coeficiente de endogamia significativo
diferente de cero; de esta manera se consigui6 identificar 194 genotipos Unicos de 213
arboles analizados, en los cuales se encontré una diversidad genética entre los clones
cercana a uno (D= 0.9989) (Valbuena et al. 2008); los resultados dejan en evidencia el
poder de adaptacion de las poblaciones a las diferentes condiciones ambientales donde
se encuentran, presentandose una alta variabilidad entre poblaciones de una misma

especie con diferentes distribuciones.

Un aspecto importante a tener en cuenta en el momento de evaluar la diversidad genética
existente en una poblacion es la distribucion espacial, respecto al gradiente de
distribucion altitudinal; en la actualidad los marcadores microsatelites estan siendo
utilizados para este fin Tripiana et al. (2007) en Eucalyptus urophylla y Zhang et al.,
(2006) en Quercus aquifolioide; revelaron un alto grado de variabilidad en las especies,
esta se explica por las adaptaciones que los individuos de cada una de las poblaciones ha
desarrollado ante las distintas condiciones ambientales que se presentan en las diferentes
altitudes. Segun los datos obtenidos los autores recomiendan establecer unidades de
conservacioén teniendo en cuenta los rangos de distribucién altitudinal, permitiendo de esta

manera conservar la mayor diversidad de las especies.

El poder de estos marcadores para establecer la diversidad existente en las poblaciones,
asi como el parentesco, segun las historias evolutivas de las especies y los planes de
manejo establecidos se evidenciaron en los estudios realizados por Oliveira et a.l (2007)
en Caesalpina echinata, en la cual se observaron altos niveles deheterogeneidad;
resultados similares fueron encontrados en Fagus sylvatica, al evaluar dos poblaciones

con diferentes intensidades de manejo (Buiteveld et al. 2007).
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2.6. Variacion intraclonal

La propagacion vegetativa permite generar progenies en las que se captura todo el
potencial genético, aditivo y no aditivo, de la planta donante. Sin embargo, en ocasiones
se evidencia un cambio en las caracteristicas fenotipicas seleccionadas, viéndose
afectada la productividad, este cambio se le atribuye a la variabilidad intraclonal. Es por
esto que para cualquier método de propagacion vegetativa que se aplique, es muy
importante obtener plantas en las que se mantenga la fidelidad clonal (Park et al. 1998).

Cabe anotar que la variacion genética puede presentarse entre los clones que provienen
de diferentes partes del arbol donante (Ahuja & Libby 1993) y por tanto trasladarse a la
progenie vegetativa. Por ello, la deteccion temprana de la variacién genética intraclonal es

fundamental cuando se quiere mantener la pureza de los clones propagados.

Distintos tipos de marcadores de DNA (RAPDs, SSRs, AFLPs) pueden ser apropiados
para la evaluacion de esta variacion, con el fin de identificar las plantas donantes y hacer

un seguimiento de su descendencia clonal.

Los marcadores de tipo AFLP han sido utlizados para diferentes estudios sobre
diversidad genética, mapeo e identificacion clonal. Particularmente por su reproducibilidad
y porque generan mas marcadores polimérficos por reaccion. Esta técnica se ha utilizado
para determinar la estabilidad genética de material propagado vegetativamente y
procedente de cultivo in vitro (Engelborghs et al. 1998, Chen et al. 1999, Vendrame et al.
1999, Hornero et al. 2001).

Douhovnikoff et al. (2003) haciendo uso de los marcadores AFLP determinaron el nivel de
variaciéon de los fingerprints entre y dentro de los clones de Salix exigua, de igual manera

determinaron las posibles causas de la variacion intraclonal existente.

Para poder identificar exactamente los clones dentro de la poblacion total (86 plantas) los
autores establecieron un umbral, el cual se establecié en 0.983; teniendo en cuenta este
valor se identificaron un total de 11 clones, donde uno de estos estaba representado en

un 43% del total de la muestra. Los autores plantean que la variacion encontrada puede
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ser una variacion somaclonal o somatica que se presenta por la forma en la cual son

propagadas las especies.

2.7. Biotecnologia en Gmelina arborea

Las técnicas de biotecnologia como cultivo de tejidos in Vitro también han sido evaluadas
en Gmelina arborea, Valverde et al. (2004) en Costa Rica evaluaron la micropropagacion
de clones a partir de cruces controlados. Los segmentos nodales de las plantulas se
colocaron en medios de cultivo MS con diferentes concentraciones de benciladenina (BA),
y diferentes concentraciones de acido indolbutirico (AIB). En estos ensayos se evidencio
una diferencia significativa entre los tratamientos respecto a la tasa de induccién de brotes

entre cada una de las familias y entre los diferentes genotipos evaluados.

La transformacién genética mediada por Agrobacterium rhizogenes, es otra de las
herramientas biotecnolégicas, aplicada en esta especie con el fin de generar mayor
produccién de raices y de esta manera obtener mayor produccion de metabolitos

secundarios, los cuales son de gran interés medicinal (Dhakulkar et al. 2005)

A nivel molecular Araya et al. (2005), evaluaron las relaciones genéticas en una coleccion
de 29 clones de Gmelina arborea, mediante el uso de marcadores AFLP marcados con
fluorescencia; seleccionando tres combinaciones de “primers” con base en tres umbrales
de deteccion (75, 135, 200) de intensidad de fluorescencia. El coeficiente de similitud de
Jaccard fue determinado para cada uno de los tres umbrales de deteccion de los

marcadores.

El andlisis de agrupamiento permitié visualizar la separacién de los clones 1, 5, 9, y 25
con respecto al resto de la coleccién, lo que sugiere su diferenciacién genética 0 menor

parentesco con el resto a la coleccion.

Los valores de similitud de Jaccard mas altos fueron del orden de 0,39 y registraron
valores promedio para los 29 clones entre 0,24 y 0, 27. Esto indica que la coleccion de
clones de melina estudiada, comparte un 33% de la base genética; lo que sugiere la
necesidad de ampliar la base genética de la especie del programa de mejoramiento
genético.
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Lo anteriormente planteado deja en evidencia que la gestidn forestal sostenible, exige el
conocimiento de la diversidad presente en las poblaciones, teniendo en cuenta su
distribucion geogréfica y las adaptaciones que cada una de estas ha presentado a los
factores abibticos y bibticos de las diferentes regiones donde se distribuyen; con el fin de
establecer estrategias de conservacion in situ y ex situ efectivas que permitan mantener la
mayor variabilidad en el tiempo
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Gmelina arborea se caracteriza por tener un rapido crecimiento y una gran adaptabilidad a
los ecosistemas tropicales, convirtiéndose en una especie de potencial importancia para
el sector forestal en paises como Colombia. Sin embargo existe poca informacién sobre
su genética y fisiologia, lo cual es fundamental para adelantar programas de

mejoramiento genético que permitan obtener nuevos materiales con buena productividad.

El valor de la produccion de madera de G. arborea depende en gran medida de establecer
plantaciones uniformes, de alta calidad de madera y productividad. Es por esto que se
hace necesario encontrar los materiales que mejor se adapten a las diferentes regiones,

lo que implica evaluarlos en cada region y reproducirlos a gran escala en poco tiempo.

El material existente de Melina en Colombia ha sido introducido de diversas regiones del
mundo, sin embargo esto no garantiza que sean de diferentes fuentes de origen y por lo
tanto la base genética del material presente en Colombia puede ser estrecha. En los
dltimos afios la empresa PIZANO S.A. ha evaluado cerca de 120 clones de los cuales
fueron seleccionados 33 clones dentro del plan de mejoramiento, por su capacidad de
enraizamiento, volumen y calidad de madera. Este proceso de seleccion se ha llevado a
cabo durante varios afios por lo que existe incertidumbre sobre la identidad de cada uno
de los clones, y sobre la diversidad genética presente en la coleccion; esto se puede
presentar debido a que no se tienen claramente identificados los descendientes de una

misma linea y puede existir una mezcla de materiales.

De esta manera se hace necesario realizar la caracterizacion molecular de los clones para
poder certificar la identidad genética de las plantas madres que seran utilizadas para
propagacion masiva y a partir de esta informacién retomar los ensayos clon/sitio, asi
como establecer los cruces con mayor potencial de generar clones diferentes, en las

sucesivas etapas de propagacion dentro del plan de mejoramiento genético.
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Adicionalmente, hasta el momento no se conoce que tan amplia es la base genética de
los materiales existentes de G. arborea en Colombia, para ser utilizados en programas de
mejoramiento genético. Teniendo en cuenta que existen estos vacios, se plantea la
necesidad de minimizar la posible repeticion de materiales idénticos 0 muy cercanos

genéticamente y certificarlos.

Por todo lo anterior es necesario contar con una herramienta que permita identificar de la
manera mas precisa posible la identidad de cada uno de los materiales de melina con los
que cuenta Pizano S.A. En la resolucion de este tipo de problemas, los marcadores
moleculares son cada vez mas utilizados, permitiendo identificar variedades o clones en
especies forestales. Aun en especies con una base genética estrecha es posible
encontrar polimorfismos que reflejen las diferencias entre los grupos de individuos. Esta
herramienta es actualmente utilizada en especies de importancia econémica como
eucalipto o pino, no solamente para identificar clones o individuos, sino como parte de
programas de mejoramiento genético asistido por marcadores (Araya et al. 2005 b).

En Colombia hasta el momento no se han desarrollado estudios referentes a este tema en
la especie. Todo lo anterior lleva a concluir que una primera caracterizacion molecular de
los materiales de G. arborea, seria de gran utilidad para el sector forestal, no solo en el

pais sino a escala mundial.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Caracterizar molecularmente clones de Gmelina arborea procedentes de los jardines
clonales de la empresa Pizano S.A y Camcore (Cooperativa de Recursos de Coniferas de

Centro América y México)

4.2. Objetivos especificos
Determinar el nivel de diversidad genética de clones de Gmelina arborea, procedentes de
los jardines clonales mediante el uso de marcadores moleculares AFLP.

Establecer diferencias genéticas entre los materiales de Gmelina arborea procedente de
la empresa Pizano S.A. y Camcore

Obtener la huella genética para cada uno de los clones por medio de marcadores
moleculares AFLP.
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5. MATERIALES Y METODOS

Este proyecto se realiz6 en el laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de la Unidad de

Biotecnologia Vegetal de la Pontificia Universidad Javeriana

5.1. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio estuvo constituida por 68 clones de Gmelina arborea, de los
cuales 33 clones pertenecen a los jardines de la empresa Pizano S.A. (procedencias
desconocidas) y 35 clones a la coleccién de Camcore (mantenidos en las plantaciones de
Pizano S.A) en la figura 1 y anexo 1 se muestra la procedencia y distribucion geografica

del material perteneciente a la coleccion de Camcore.
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Figura 1. Mapa de distribucién geografica de 35 clones de Gmelina arborea coleccién
Camcore
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5.2. Material vegetal

Plantulas de Gmelina arborea suministradas por Pizano S.A. que se mantuvieron en el
laboratorio e invernadero; se tomaron hojas jovenes completamente desarrolladas y en

buen estado fitosanitario que fueron maceradas con nitrégeno liquido.

5.3. Estandarizacién del protocolo de extraccion de DNA

Para la estandarizacion del protocolo de extraccion de DNA se trabajé con diez clones:
P15, P51, P53, P54, P60, P66, P79, P91, P112, P129 de la coleccion de Pizano S.A. Se
evaluaron tres protocolos de extraccién, dos de estos reportados en la literatura (Doyle &
Doyle 1990 modificado y Stefenon et al (2004) y un kit comercial (DNeasy Plant Mini Kt de
Qiagen - anexo 2).

Teniendo los DNA extraidos por los tres métodos, se realizaron pruebas de pureza y
concentracion; las cuales fueron tomadas con el espectrofotometro Nanodrop 1000 marca
Termo scientific, a través de la relacién de densidad Optica de absorbancia A260/A280nm.
De igual manera se verifico la integridad del DNA en geles de agarosa al 0.8% tefiidos
con bromuro de etidio (Bet) a una concentracion de 5 mg/ml, estos geles fueron

visualizados en un transiluminador y documentados digitalmente.

5.4. Amplificacién con marcadores moleculares AFLP
El DNA de las muestras fue analizado utilizando el “kit” AFLP Analysis System®, de

Invitrogen, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este andlisis se realizd en

cuatro pasos:
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5.4.1. Digestiéon del DNA

Antes de iniciar la digestién, las muestras de DNA fueron llevadas a una concentracion de
100 ng/ul. Luego, se emplearon dos enzimas de restriccion del “kit’; Msel que reconoce
cuatro pares de bases en el sitio de corte (corte frecuente) y Eco-RI que reconoce seis
pares de bases (corte raro). Para esto se prepar6 una reaccion con buffer 5X a una
concentracion final de 1X, 1.25 u/ul de concentracion final de la mezcla de las enzimas de
restriccion, DNA a una concentracion final de 40 ng/ul y agua destilada hasta completar

un volumen final de 12.5 ul para cada una de las muestras.

Esta mezcla fue incubada a 37°C durante dos horas, e inactivada a 70°C por 15 minutos

y conservada en frio.

5.4.2. Ligacion del DNA

En este paso se ligaron los adaptadores especificos a los sitios cohesivos resultado de la
digestion de DNA con las enzimas de restriccion, con el fin de generar secuencias
conocidas para la amplificacién. La reaccién de ligaciébn estuvo compuesta de 12ul de
solucion de adaptadores mas 0.6 u/ul concentracién final de enzima T4 ligasa, para un
volumen final de 12.5ul por reacciéon. Este volumen fue agregado a la reaccién de
digestion y luego incubado a 20°C por dos horas. De la reaccion resultante de digestion —

ligacion, se realiz6 una dilucion 1:5 en buffer TE para ser utilizada en la pre amplificacion.

5.4.3. Preamplificacion (PCR+1)

Para esta amplificacién se emplearon iniciadores con secuencias complementarias a cada
uno de los iniciadores, mas una base nucleotidica adicional en el extremo 3'. En esta
reaccion solo fueron amplificados los fragmentos en los cuales la base nucleotidica que

flanquea el sitio de restriccién es complementaria al nucle6tido seleccionado.

Para esta reaccién se preparé una mezcla que contenia DNA a una concentracion de 50
ng/ul (2.3ul de la dilucion de la reaccion digestion-ligacion), 20ul de pre-amp primer mix,
PCR Buffer 10 X AFLP a una concentracion final de 1X y 1U de tag polimerasa en un

volumen final de 25pl.

Se llevé a cabo la PCR en un termociclador MJ Research PTC 100, bajo el siguiente perfil
de amplificacion: 94°C por 30 segundos, 56 °C por 60 segundos y 72°C por 60 segundos,
por 20 ciclos. Una vez finalizada la reaccion de PCR, se realizaron diluciones 1:5 del

producto de esta amplificacion.
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5.4.4. Amplificacion selectiva (PCR+2)

Para este paso se utilizaron iniciadores que presentaban la misma secuencia de los
iniciadores de preamplificacion mas dos o tres bases nucleotidicas de seleccion en los
extremos 3’. Para este paso se prepararon dos mezclas; la primera estaba compuesta por
un iniciador EcoRI a una concentracion final de 0.278 ng/l, iniciador Msel 1.50 ng/ul de
concentracion final y agua destilada hasta completar un volumen final de 5ul por reaccion.
La segunda mezcla contenia buffer de PCR 10X a una concentracion final de 1X, 0.5 U de
taq polimerasa y agua hasta completar un volumen final de 10pl.

Posteriormente, para cada reaccion de PCR+2 se mezclaron 5ul de la mezcla uno, 10pl
de la mezcla dos y 5ul de la dilucion de la PCR+1 por cada una de las muestras. La
amplificacion de DNA se llevo a cabo en un termociclador MJ Research PTC 100, con el
siguiente perfil de amplificacién: un ciclo inicial de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
65°C y 60 segundos a 72 °C. Luego, se repitieron 25 ciclos reduciendo la temperatura de
anillamiento en 0.7°C en cada ciclo por 12 ciclos. Los productos de amplificacion fueron
almacenados a -20°C.

Con el fin de escoger aquellas combinaciones que resultaran mas polimorficas y
generaran mayor informacion genética de los clones y ser evaluadas con todos los
individuos, se ensayaron once combinaciones de “primers” para amplificacién selectiva,
gue se muestran en la tabla 1. Cada reaccion se realiz6 por duplicado para verificar la

reproducibilidad de la técnica.

Tabla 1. Combinaciones de “primers” Eco-RI x Msel para el andlisis de clones de Gmelina arborea
mediante AFLP

Eco- RI Mse
Eco- RI AGG Mse CAA
Eco- RI AGC Mse CTG
Eco- RI ACT Mse CAG
Eco- RI ACA Mse CAC
Eco- RI CAA Mse ACG
Eco- RI AG Mse CTC
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Eco- RI AT Mse CTC
Eco- RI ACT Mse CTC
Eco- RIACC Mse CTA
Eco- RI ACG Mse CTC
Eco- RI ACT Mse CTT

Los productos de amplificacion fueron separados en geles de poliacrilamida al 6%,
corridos en una camara de electroforesis vertical Sequin-Gen GT Sequencing Cell de
BioRad, a 110W durante 1 hora y 30 minutos a una temperatura de 55°C. Los geles

fueron tefiidos con nitrato de plata siguiendo el protocolo de tincion (anexo 3).

5.5. Variacion intra clonal

Con el fin de establecer si existe variacion genética significativa al interior de los clones,
respecto a las diferencias presentes entre clones, se realizdé la amplificacion de DNA
mediante marcadores AFLP con las tres combinaciones ya definidas (Eco- RI ACT X
Mse CTC, Eco-RI ACG X Mse CTC, Eco-RI AGG X Mse CAA) ; para la evaluacion
de cinco individuos de los clones P48 (P48. 2, P48.3, P48.5, P48.6, P48.7) y P37 (P37.1,
P37.2, P37.6, P37.7, P37.8) esta prueba se realizé por duplicado para verificar la

reproducibilidad de la técnica.

Para establecer si las diferencias presentadas dentro y entre los clones era
estadisticamente significativa se realiz6 un analisis de varianza ANOVA, teniendo en

cuenta la matriz de similitud de Dice, con una significancia de 0.05

5.6. Perfiles genéticos o huella genética

Para la determinacion del perfil genético de los 68 clones de Gmelina arborea se
utilizaron tres combinaciones de primer de AFLP (Eco- Rl ACT X Mse CTC, Eco-RI ACG
X Mse CTC, Eco-RI AGG X Mse CAA). Se tuvo en cuenta aquellas bandas que fueran
claras, consistentes y de facil distincion, en el momento de la automatizacion de la

técnica, en cada una de las repeticiones.
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En este caso se realizé la identificacion de los descriptores moleculares (combinaciones
de “primers”) con letras (A, B, C) y los loci con numeros, que representan los pesos

moleculares de cada una de las bandas.

5.7. Andlisis de informacioén

El andlisis de los datos obtenidos de las amplificaciones mediante marcadores AFLP fue
llevado a cabo mediante el establecimiento de una matriz binaria, donde la presencia de
bandas fue codificada como 1y la ausencia 0. Con estos datos se procedié manualmente
a establecer el porcentaje de polimorfismo generado en cada una de las combinaciones,

teniendo en cuenta el nimero de bandas polimorfitas sobre el total de bandas.

Posteriormente estos datos fueron analizados con el programa estadistico R- gui, con el

cual se construyo la matriz de similitud utilizando el indice de Dice.

Una vez obtenida la matriz de similitud, los clones fueron agrupados en clusters por medio
de un dendrograma, usando el algoritmo de agrupamiento UPGMA (unweigthed pair
group method), el cual permitié visualizar en dos dimensiones las diferencias entre los

materiales evaluados.

Con el fin de verificar las agrupaciones generadas se realiz6é un andlisis de coordenadas
principales, que toma en cuenta aquellas variables que expliquen y generen mayor
informacion de la variabilidad, explicada en porcentajes; este andlisis se realizd con el

programa Gen Alex (Peakall & Smouse, 2006).

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Extraccion de DNA

Los estudios de diversidad genética en plantas, utilizando herramientas biotecnol6gicas
como los marcadores moleculares, plantean la necesidad de tener métodos precisos y
eficientes de extracciébn de DNA los cuales dependen directamente de la especie. Por

este motivo se evaluaron tres protocolos de extraccion.

El material colectado fue macerado con nitrégeno liquido, que genera la separacion de
las células unidas mediante pectina, de igual manera permite el rompimiento de las

paredes por dafio mecanico y las lisis de protoplastos (Boiteux et al.1999).
31



Empleando el material vegetal de diez clones se evalud la eficiencia de tres protocolos de
extraccion, teniendo en cuenta la pureza, cantidad e integridad del DNA obtenido. La
mayor pureza se obtuvo con el protocolo de Stefenon et al. (2004), con valores promedio
de A260/A280 = 1.76, el valor mas bajo se obtuvo mediante el protocolo de Doyle & Doyle
1990 con valores promedio de A260/A280 = 1.45.

Con respecto a la cantidad del DNA extraido con el protocolo de Stefenon et al (2004) se
consiguieron 897.5 ng/ul en promedio, concentraciones altas en comparacion con los
otros dos procedimientos de extraccion 87.34 ng/ul con el protocolo de Doyle & Doyle
(1990) y 45 .67 ng/ul con el kit de Qiagen.

Al evaluar la integridad del DNA extraido en los geles de agarosa se evidencid un DNA
altamente degradado con los protocolos de Doyle & Doyle (1990) y el kit de Qiagen. La
degradacion observada en algunas de las muestras con estos dos protocolos puede
atribuirse a la accién rapida de nucleasas, liberadas al iniciarse el proceso natural de
degradacion de los tejidos (Hills et al. 1990).

Las diferencias basicas entre las metodologias aplicadas para la extraccion de DNA, en
este estudio radican en el nimero de pasos empleados en el proceso de extraccién y la
composicion del buffer de lisis; el cual generalmente estd compuesto de un agente
estabilizador del pH, una sal para precipitar las proteinas del DNA, un detergente para
solubilizar las membranas e inactivar algunas enzimas y un inhibidor de DNAsas (Bered
1998).

En la purificacion del DNA extraido se debe tener en cuenta que este se encuentra
ionizado. Los grupos fosfato de carga negativa se encuentran distribuidos a lo largo de la
cadena DNA y al agregar una sal como el acetato de potasio, se forma una sal sodica de
DNA la cual tiene la capacidad de aumentar el poder iénico de la solucién facilitando la

precipitacién alcohdlica de DNA por medio del isopropanol (Gonzalez et al. 1995).

En el protocolo de Stefenon et al (2004), se realizaron dos lavados, uno de ellos con
Acetato de sodio y el otro con acetato de potasio e isopropanol, lo que representa una

ventaja frente al método de Doyle & Doyle 1990 donde se realiza un solo lavado
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Uno de los mayores problemas que se encuentran al momento de aislar DNA son los
compuestos fendlicos y los metabolitos secundarios que presentan la especies vegetales,
puesto que estos degradan el DNA, al igual que inhiben la accién de la taq polimerasa, la
cual es fundamental en los procesos que involucran PCR (Molinari 2001).

Para la remocién de estos metabolitos secundarios y la eliminacién de lipidos se requiere
de métodos organicos, en el caso del protocolo de Stefenon et al (2004) se adicionaron
dos lavados con cloroformo- isoamilico 24:1, el cual remueve los residuos fendlicos
presentes en la muestra y disuelve componentes organicos como clorofila e hidrofenoles.
Por su naturaleza apolar captura lipidos y evita la precipitacién de proteinas hidrofobicas
denaturadas (Chaves et al. 1995).

Teniendo en cuenta los valores de pureza, cantidad y la integridad de DNA obtenido con
el protocolo de Stefenon et al (2004), se establecié que este método era el mas indicado

para realizar la extraccion de DNA de los 68 clones de Gmelina arborea.

6.2. Variacion intraclonal

Para establecer si existian diferencias entre los individuos de un mismo clon se tomaron
cinco individuos del clon 37 y cinco del clon 48 para aplicar los marcadores AFLP con las
combinaciones elegidas; se construy6 la matriz de presencia y ausencia, con la cual se
calcularon las distancias genéticas entre clones mediante el indice de Dice y se
construyeron los dendogramas. En la figura 2 se observa que el individuo 37_6 dentro del
clon 36 presenta diferencias respecto a los demas, igual que el individuo 48 3 dentro del
clon 48; estos resultados suguieren que los individuos analizados presentan variacion

intraclonal.

33



cme

T T T T T 1

[ T T T T 1

Figura 2. Dendrogramas usando el algoritmo UPGMA, basado en el indice de similitud de Dice.
Muestra las distancias genéticas presentes entre los individuos del clon 37 y los individuos del clon
48 de Gmelina arborea mediante marcadores AFLP.

Para establecer si las diferencias presentadas dentro y entre los clones era
estadisticamente significativa se realiz6 un analisis de varianza ANOVA, teniendo en
cuanta la matriz de similitud de Dice, con una significancia de 0.05, donde se puede
observar las diferentes fuentes de variacion, las sumas de cuadrados, los grados de

libertad (DF) el cuadrado medio, el estadistico F calculado y el p-valor (tabla 4).

Tabla 4. Resultados andlisis de varianza ANOVA para variacién intra clonal de clones de Gmelina
arborea

Suma de Media

Fuentes de Variacion " :
cuadrados | gl |cuadratica] F Sig. p-valor

Entre clones 0,038 1 0,038 9,260 0,007
intra clones 0,074 18 0,004
Total 0,112 19

El P-valor establece que existen diferencias estadisticamente significativas entre los
clones y dentro de clones; sin embargo cuando se analiza la media cuadratica asociada a
la variacion entre e intra clonal, se observa que la variaciéon entres clones es superior
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(0,038) a la encontrada al interior de los clones (0.004), de esta manera se plantea que la

coleccién Gmelina arborea evaluada, presenta un grado de variacion intraclonal.

Las diferencias presentadas entre clones, podrian estar relacionadas con los cambios
constantes, drasticos o parciales en la constitucion genética, experimentados por las
poblaciones forestales a pesar de su largo ciclo de vida. Por otra parte se desconoce
completamente el potencial de variabilidad y las caracteristicas que estos genotipos
pueden mostrar en condiciones impuestas por su medio ambiente nativo o exético (Murillo
et al. 2003).

6.2.1. Efecto clonal

El efecto clonal, es un fenbmeno importante a tener en cuenta en este analisis, aunque no
es una fuente de variacibn genética asociada directamente con los clones,
experimentalmente se ha probado que esta es una importante fuente de variacién entre
propagulos. En los casos en los que rametos se derivan de varias partes diferentes de la
copa de un arbol plus u ortet maduro, la variacion asociada con la clonaciéon puede ser tan
grande que la variacion dentro del clon (intraclonal) puede exceder la variacion interclonal

de la poblacién (Jara 1995).

Cuando los rametos se originan de arboles plus jovenes, la variacion intraclonal y el

efecto clonal generalmente es pequefio (Jara 1995).

Por lo tanto el efecto clonal tiene una gran importancia debido a que incrementa la
variacion del error, disminuyendo asi la posibilidad de separar los efectos genéticos
clonales de otros efectos no genéticos. Si se usa material juvenil el efecto clonal es de

menor importancia (Jara 1995).

Los resultados dejan en evidencia que los AFLP son un buen marcador para estudios de
clonalidad donde se reconoce que los clones no son siempre idénticos y el grado de

diferencia genética intra-clonal puede variar en las especies (Lasso 2008).
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6.3. Analisis con marcadores AFLP

Para cada una de las combinaciones se realizO una matriz binaria, codificando la
presencia y ausencia de bandas como 1 y O respectivamente, para de esta manera
obtener el numero total de bandas por combinacion, las bandas polimérficas y el
porcentaje de polimorfismos (tabla 3).

Tabla 3. Numero total de bandas, nimero de bandas monomorficas, nimero de bandas
polimérficas y porcentaje de polimorfismo detectado con marcadores AFLP.

Combinacién NuUmero total Bandas Bandas Porcentaje de
de bandas monomoérficas polimérficas polimorfismo %

Eco-RI ACG x 119 0 119 100
Mse CTC

Eco-RI ACT x 59 0 59 100
Mse CTC

Eco-RI AGG x 114 0 114 100
Mse CAA

Eco-RI AT x 78 3 75 96.15
Mse CTC

Eco-RI ACC x 38 0 38 100
Mse CTA

Eco-RI AGC X 86 4 82 95.34
Mse CTG

Eco-RI ACT X 12 5 7 58.33
Mse CAG

Eco-RI ACA X 13 3 10 76.92
Mse CAC

Eco-RI CAA X 9 6 3 33.33
Mse ACG

Eco-RI AG X 7 4 3 42.85
Mse CTC

36




Eco-RI ACT X 120 4 116 96.66
Mse CTT

Teniendo en cuenta el porcentaje de polimorfismo presentado, el analisis de amplificacion
de DNA de 68 clones de Gmelina arborea perteneciente a dos colecciones (Pizano S.A'y
Camcore), se basé en 355 loci obtenidos con tres combinaciones de “primers” (Eco-RI
ACT X Mse CTC, Eco-RlI AGG X Mse CAA, Eco-RI ACG X Mse CTC); 353 loci fueron
polimérficos El total de polimorfismo obtenido fue de 99.4% (Tabla 4)

Tabla 4. Porcentaje de polimorfismo obtenido en 68 clones Gmelina arborea con marcadores
AFLP.

Porcentaje de polimorfismo

Bandas polimorficas 353 99.4%
Bandas monomorficas 2 0.56%
Total de bandas 355

6.3.1. Analisis de diversidad genética

El andlisis de cluster para los 68 individuos de la coleccién de Pizano S.A. y Camcore,
estd basado en 355 marcadores AFLP, con los cuales se realizé el célculo de las

distancias genéticas entre clones, segun el indice de Dice.

En el dendrograma (Figura 3) obtenido se puede observar como las dos colecciones se
separaron a una distancia genética de 0.7 y no existe una relacion de individuos entre
estas. Los clones de la coleccion de Pizano S.A. (Piz) se agrupan a una distancia de

0.401; La coleccion de Camcore (Cam) presenta una distancia de 0.385 (Figura 3).

Dentro de la coleccion de Pizano (Piz) se observan dos subgrupos grandes Piz Ay Pz B
(0.401). El sub grupo Piz A lo conforman los clones P48, P49, P51, P53, P54, P55, P56,
P60, P61, P62, P64, P65, P66, P67, P68, P75, P78, P79, P84, P86, P91, P94, 109, 112,
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129, agrupados a una distancia de 0.395. Los clones P1, P15, P24, P31, P32, P37, P38,
P40, hacen parte del subgrupo Piz B, que se agrupan a una distancia de 0.28 (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma usando el algoritmo UPGMA, basado en el indice de similitud de Dice.
Muestra las distancias genéticas presentes entre los 68 clones de Gmelina arborea mediante
marcadores AFLP de la coleccion Pizano S.A. y Camcore
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La coleccion de Camcore (Cam) se divide en Cam A donde sus clones se agrupan, a una
distancia de 0.365, los clones C27, C28, C29, C30, C32, C33, C34, C35, C36, C39, C41,
C43, C45, C46, C48, C49 y Cam B (0.250), con los clones C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7,
C8, C12,C13, C14, Cl16, C17, C19, C20, C21, C23 Y C24, (Figura 3). Un poco mas
distante pero igualmente relacionado con la coleccion de Camcore se observa el clon C50

a un distancia de 0.39.

6.3.2. Analisis de coordenadas Principales Camcore — Pizano S.A

El andlisis de coordenadas principales (PCA) se basa en las frecuencias de los
marcadores seleccionados, para esto se toman en cuenta aquellas variables que
expliguen y generen mayor informacién de la variabilidad que por lo general son las tres

primeras coordenadas (Crisci & Lopez, 1983).

El andlisis de coordenadas principales para los 68 clones de Gmelina arborea de las
colecciones de Pizano S.A. y Camcore esta basado en 355 loci. Las tres primeras

coordenadas explican el 87.20 % del total de la variabilidad (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis en porcentaje de coordenadas principales de 68 clones de Gmelina arborea
coleccion Pisano S.A. y Camcore

Percentage of variation explained by the first 3 axes

AXis 1 2 3
% 65,62 11,98 9,59
Cum % 65,62 77,61 87,20

La primera coordenada explica el 65.62 % de la variabilidad presente en los clones
analizados; este componente permite separar claramente las colecciones de Pizano S.A.

y Camcore dejando en evidencia que pertenecen a acervos geneéticos diferente (Figura 4).
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Figura 4. Analisis de coordenadas principales (PCA) 68 clones Gmelina arborea coleccién Pizano
S.A (Piz) y Camcore (Cam)

Cada una de las colecciones fue separada en dos subgrupos Piz A — Piz By Cam A —

Cam B; por medio de la segunda coordenada que explica el 11.98% de la variabilidad

La tercera coordenada explica el 9.59% de la variabilidad total (tabla 3). Los resultados

obtenidos en este analisis basado en las frecuencias de los marcadores AFLP,
concuerdan con los resultados obtenidos en el analisis de cluster con el coeficiente de

Dice.

Teniendo en cuenta las diferencias presentadas en las dos colecciones, respecto a la
distancia genética; a continuacion se hace la descripcién detallada del analisis de

diversidad genética y coordenadas principales de cada una de las colecciones
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6.4. Andlisis con marcadores AFLP Coleccién Pizano S.A

La amplificacion de DNA usando los marcadores AFLP mostré un total de 268 bandas
(loci), en 33 individuos de Gmelina arborea de la coleccién del jardin de la empresa
Pizano S.A., identificados mediante tres combinaciones de “primers” (Tabla 6). Las
bandas presentaron tamafos entre 330 y 92 pares de bases (pb). El mayor nimero de
bandas (102) fue obtenido con la combinacion de “primers” Eco-RlI ACT X Mse CTC, el
menor nimero de bandas (65) se evidencié con la combinacion Eco-RlI ACG X Mse CTC
que a la vez fue 100% polimérfica. Un total de 251 loci generaron el 93.65% de
polimorfismo (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de bandas y polimorfismo observado en el analisis de DNA de Gmelina arborea
coleccién Pizano S.A con marcadores AFLP.

Combinacién de Numero de Bandas polimérficos % de polimorfismo
primers bandas
Eco-RI ACT x Mse CTC 102 92 90.2%
Eco-RI AGG x MseCAA 101 93 92.1%
Eco-RI ACG x MseCTC 65 65 100%

6.4.1. Analisis de diversidad genética de la coleccion de Pizano S.A

El analisis de cluster para los 33 individuos de la coleccion de Pizano S.A., se baso en
268 marcadores AFLP. Se evidencio la agrupacion de los individuos en dos grupos Piz A
y Piz B a una distancia entre estos de 0.4. De igual forma cada una de estas

agrupaciones presenta sub grupos.

En el dendrograma con el indice de Dice, se observa que las sub agrupaciones del primer

grupo (Piz A) se relacionan a un valor de distancia genética de 0.395. Piz A lo conforman
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cuatro sub grupos Piz 1, Piz 2, Piz 3, Piz 4; en estos grupos se encuentran distancias

genéticas entre 0.140y 0.39.

El subgrupo Piz 1 presenta distancias entre 0.140 y 0.287, los clones P64, P62, P61, P68,
P67, P66, P91, P86 conforman este grupo (Figura 5).

Las distancias genéticas entre 0.15 y 0.274 se encuentran en la agrupaciones de los
clones de la sub agrupacién Piz 2. Los clones con mayor relacion son P55 y P54 a una
distancia genética de 0.15, asi mismo se encuentran en este grupo los clones P53, P51,
P49, P48, P60, P56

Cabe destacar que las sub agrupaciones Piz 1y Piz 2 se diferencian a 0.274. Si bien es
cierto que el clon P78 no se encuentra dentro de ninguno de los dos subgrupos
mencionados anteriormente, presenta una distancia genética de 0.326 respecto a estos

dos grupos (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma usando el algoritmo UPGMA, basado en el indice de similitud de Dice.
Muestra las distancias genética mediante marcadores AFLP de 33 clones de Gmelina arborea
coleccion Pizano S.A.

En la sub agrupaciéon Piz 3 se encuentran los clones P84 y P79 relacionados a una
distancia genética de 0.235, agrupandose estos con los subgrupos Piz 1 y Piz 2 a una
distancia de 0.355, el clon P94 presenta una distancia genética de 0.37 respecto a los

clones antes mencionados.
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Por ultimo en el grupo Piz A, se encuentra el subgrupo Piz 4 conformado por los clones
P129, P112, P109 y P65.

En el grupo Piz B se agrupan los sub grupo Piz 5 y Piz 6; los clones P24, P15, P1, P31,
P38 y P32 conforman Piz 5 (Figura 5). Por otra parte se encuentran los clones P37 y P40

relacionados a una distancia de 0.237 haciendo parte del subgrupo Piz 6.

6.4.2. Analisis de coordenadas principales coleccién Pizano S.A

Las tres primeras coordenadas explicaron el 69.58% de la variabilidad genética total

existente en los clones, como se observa en la Tabla 7.

Tabla 7. Analisis en porcentaje de coordenadas principales de Gmelina arborea de 33 clones de la
coleccién Pizano S.A.

Percentage of variation explained by the first 3 axes
AXxis 1 2 3
% 36,89 19,11 13,58
Cum % 36,89 56,01 69,58

La primera coordenada explica el 36.89% de la variabilidad presente entre los clones,
separando la coleccién en dos grupos, Pizano (Piz A) y Pizano (Piz B) (Figura 6).

La segunda coordenada explica el 19.11% de la variabilidad sub dividiendo cada grupo.
Piz A esta dividido en cuatro sub grupos Piz 1 que agrupa los clones P61,P62,P62,P64,
P66,P67,P68,P86,P91; Piz 2 agrupando los clones P48,P49,P51,P53,P54,P55,P56,P60;
Piz 3 conformado por los clones P79,P84,P94 y por ultimo Piz 4 con los clones
P112,P109,P129 (Figura 6). El grupo Piz B lo conforman Piz 5 con los clones P1, P15,
P24, P31, P32, P38; Piz 6 con los clones P37, P40 (Figura 6).
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La tercera coordenada explica el 13.58% de la variabilidad total (tabla 7). Los resultados
obtenidos en este andlisis basado en las frecuencias de los marcadores AFLP, reflejan los
resultados obtenidos en el analisis de cluster con el coeficiente de Dice.
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Figura 6. Analisis de coordenadas principales (PCA) 33 clones Gmelina arborea coleccion Pizano
S.A

6.5. Andlisis con marcadores AFLP Coleccién Camcore

La amplificacion de DNA usando los marcadores AFLP para esta coleccion mostré un
total de 228 bandas (loci), en 35 individuos de Gmelina arborea de la coleccion de
Camcore (mantenidos en las plantaciones de Pizano) (Tabla 8). Las bandas presentaron
tamafios ente 330 y 80 pares de bases (pb). El mayor numero de loci (80) fue obtenido
con la combinacién de “primers” Eco-RI ACT X Mse CTC, el menor nimero de bandas
(73) se evidencio con la combinacién Eco-RlI ACG X Mse CTC. La combinacién Eco-RI

AGG X Mse CAA presentd el 97.33%, las otras combinaciones presentaron el 86.30 y
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81.25 % de polimorfismo respectivamente. Se evidencid un total de 96.92% de

polimorfismo con 221 loci

Tabla 8. Numero de bandas y polimorfismo observado en el analisis de DNA de Gmelina arborea
coleccion de Camcore con marcadores AFLP.

Combinacién de Numero de bandas Porcentaje de

“primers” bandas polimérficas polimorfismo
Eco-RI ACT x Mse CTC 80 65 81.25%
Eco-RI AGG xMse CAA 75 73 97.33%
Eco-RI ACG x Mse CTC 73 63 86.30%

6.5.1. Analisis de diversidad genética de la coleccién de Camcore

El andlisis de cluster para los 35 individuos de la colecciébn de Camcore, los cuales
provienen de Myanmar (Kintha, Kyuntaw, Ladagyi, Sin thaut, Thin Ka Don, Waibon) y
Tailandia (Pak Chang, Pong Nam Ron, Saiyoke), esta basado en 228 marcadores AFLP.

En general se puede decir que se observa una agrupacion definida segun la procedencia
del material evaluado, evidenciandose la agrupacién de los individuos en dos grupos Cam
A y Cam B con una distancia genética de 0.385; El grupo Cam A agrupa clones

procedentes de Myanmar.

En el dendrograma con el indice de Dice, se observa dentro del grupo Cam A dos
subgrupos, Cam 1y Cam 2, a una distancia genética de 0.358 (Figura 7).

El subgrupo Cam 1 agrupa a los clones C43 (Waibon), C41 (Wyuntaw) C45 (Ladagyi),
C49 (Waibon), C48 (Waibon), C46 (Kintha), todo estos con una similitud del 62.5% (Figura
7).

Los clones C35 (Waibon), C33 (Kintha), C34 (Waibon), C29 (Kyuntaw), C39 (SCC Bullk),
C36 (Waibon) conforman el subgrupo Cam 2 (Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma usando el algoritmo UPGMA, basado en el indice de similitud de Dice.
Muestra las distancias genética mediante marcadores AFLP de 35 clones de Gmelina arborea
coleccion Camcore.
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Los clones pertenecientes al grupo Cam B presentan una similitud del 75%; en este se
observaron valores de distancia genética mas pequefios (0.048), comparados con el
grupo anteriormente descrito; de igual manera se observan sub agrupaciones dentro de
este Cam 3, Cam4, Cam 5, que se agrupan entre si a una distancia genética de 0.249. En
donde Cam 4 y Cam 5 agrupan clones procedentes de Tailandia (Figura 7).

En Cam 3 se encuentran los clones C32 (Waibon), C30 (Kyuntaw), C28 (Kyuntaw) y C27
(Kintha). Agrupados a una distancia genética de 0.201; en este grupo se mantiene la

asociacion geografica.

Cam 4 asocia los clones C14 (Sin Thaut), C13 (Sin Thaut) y C12 (Sin Thaut), estos
pertenecientes a poblaciones naturales de Myanmar segun los reportes de Hodge and
Dvorak (2004). A una distancia genética de 0.186 se agrupan los clones C16 (Saiyoke),
C17 (Pak Chong) y C21 (Pong Nam Ron), C20 (Saiyoke) y C19 (Saiyoke) de Tailandia
manteniéndose la agrupacion segun su distribucién geografica (Figura 7). Los clones C17

y C21 pertenecen a poblaciones naturales.

Cam 5 agrupa los clones C7 (Sin Thaut), C6 (Thin Ka Don), C5 (Sin Thaut), C8 (Sin
Thaut), C3 (Sin Thaut), C1 (Sin Thaut), C2 (Thin Ka Don) y C4 (Sin Thaut) a una distancia
genética de 0.174, es importante destacar que estos clones pertenecen a poblaciones
naturales de Myanmar; dentro de este grupo también se encuentran los clones
C24(Saiyoke) y C23 (Pong Nam Ron) de Tailandia, este altimo de una poblacién natural,

con una similitud del 82%.

Es importante anotar que el clon C50 (Monterey Orchard) proviene de un huerto semillero
de segunda generacion, utilizado como control en las pruebas de progenie; este se

agrupa al subgrupo Cam 5 a un distancia genética de 0.376

Las muestras provenientes de la coleccibon de Camcore muestran claramente la
asociacion de los clones segun su distribucion geogréfica, diferenciandose los clones de

poblaciones naturales y los clones de plantaciones.
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En la coleccion de Camcore se observan distancias genéticas mas pequefas en
comparacion a la coleccion de Pisano S.A, permitiendo sugerir que existe mayor similitud
entre los clones de Camcore, lo que puede estar reflejando una estrecha base genética
de esta coleccion; contrario a lo que sucede en la coleccion de Pizano S.A. que presenta

valores de distancia genética mayores entre los clones.

6.5.2. Analisis de coordenadas principales coleccién Camcore

Para la coleccion de Camcore las tres primeras coordenadas explicaron el 71.42% de la
variabilidad genética total existente en los clones (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis en porcentaje de coordenadas principales de Gmelina arborea (35 clones)
coleccién Camcore

Percentage of variation explained by the first 3 axes
AXis 1 2 3
% 43,71 14,65 13,05
Cum % 43,71 58,37 71,42

La primera coordenada explicd el 43.71% de la variabilidad presente entre los clones,

separando la coleccién en dos grupos, (Cam A) y (Cam B) Figura 8.

La segunda coordenada explicé el 14.65% de la variabilidad, sub dividiendo cada uno de
los grupos anteriormente conformados, Cam A se dividié en tres sub grupos, Cam 1 con
los clones C41, C43, C45, C46, C48 y C49;

Cam 2 agrupando los clones: C29, C33, C34, C35, C36, C39. El subgrupo CAM 3 lo
conforman los clones: C27, C28, C30 y C32 (Figura 8).

Por otra parte Cam B conformado por dos subgrupos; Cam 4 agrupando los clones C12,
C13, C14, C16, C17, C19, C20y C21; Cam 5 con los clones, C2, C3, C4, C5, C6, C7,
C8, C23y C24 ( Figura 8).

Cabe destacar que la coordenada 2 no permite evidenciar la separacion de los grupos
Cam 4 y Cam 5; al analizar la tercera coordenada que explica el 13.05% de la variabilidad

total (Tabla 9) se pudo establecer las diferencias entre los dos grupos Cam 4y Cam 5.
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Los resultados obtenidos en este analisis basado en las frecuencias de los marcadores
AFLP, concuerdan con los resultados obtenidos en el analisis de cluster con el coeficiente
de Dice.
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Figura 8. Andlisis de coordenas principales (PCA) de 35 clones Gmelina arborea coleccién
Camcore

La baja diversidad encontrada en la coleccion de Camcore con respecto a la de Pizano
S.A, estd relacionada con el proceso de seleccidén, ésta es quizas la fuerza mas
importante para determinar la frecuencia de ciertos componentes génicos, ya que hace la
discriminacién en pro o en contra de ciertas caracteristicas fenotipicas. Las fuerzas
selectivas las ejercen la demanda de productos forestales, las practicas vy
experimentaciones silvicolas, la aplicacién de los métodos de mejoramiento forestal y en
forma mucho mas drastica, los cambios en la utilizacion de la tierra (Luoma-ah et al.
2003).
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Los resultados obtenidos sugieren que las dos colecciones pertenecen a acervos
genéticos diferentes (Figura 3), lo cual puede ser explicado por los diversos origenes de
los parentales o de los arboles Plus (Murillo et al. 2003); que para el caso de la coleccion
de Pizano, se conoce que éstos fueron plantados en el afio 1997 en Zambrano (Bolivar),
a partir de semillas que fueron colectadas de arboles que se encontraban en diferentes
regiones de la costa atlantica y de otros paises como India, Costa Rica y Chile. Para el
caso de la coleccién de Camcore, la procedencia de la semilla, a partir de la cual fueron
seleccionados los arboles plus, es conocida (Anexo 1).

Naik et al., (2009) en su trabajo con marcadores ISSR (Inter-simple sequence repeat
maker), en ocho poblaciones de Gmelina arborea (poblaciones naturales, poblaciones de
bosque fragmentado y plantaciones), procedentes de la India y Malaysia, encontraron
una distancia genética entre las poblaciones analizadas de 0.43, sin embargo al interior
de cada una de las poblaciones se evidencio una distancia genética de 0.24; teniendo en
cuenta que el presente estudio se realiz6 con marcadores AFLP, contrario a los
resultados de Naik et al.(2009) la distancia genética encontrada entre la colecciones
analizadas fue de 0.7 y dentro de cada una de las colecciones de 0.4. Las diferencias
encontradas respecto a la distancia genética en cada uno de los estudios pueden ser
explicadas por la amplia distribucion de la especie en diferentes zonas eco-climaticas
sugiriendo una amplia base genética, resultado de la adaptacién de las plantas a las

diferentes condiciones ambientales.

El nivel de diferenciacion, de cada una de las colecciones analizadas en los dos estudios,
sugiere el aislamiento genético entre estas, lo cual puede interpretarse como un bajo flujo
genético, permitiendo de esta manera una alta correlacion entre las distancias geograficas

y genéticas (Naik et al 2009).

Cabe mencionar que la similitud encontrada entre y dentro de las colecciones analizadas
por Naik et al. (2009), donde se tuvieron en cuenta poblaciones naturales, poblaciones de
bosque fragmentado y plantaciones de bancos de germoplasma, es diferente a la
encontrada en el presente estudio, con marcadores AFLP, donde solo se tomaron en
cuenta plantaciones de Gmelina arborea. Aunque las colecciones evaluadas pueden
pertenecer a diferentes procedencias, éstas podrian estar sometidas a una seleccion
semejante por parte de los productores, quienes seleccionan los mejores genotipos segun

los caracteres fenotipicos presentados en campo y su potencial en el mercado mundial.
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Ciertamente, la eliminacion de genotipos, ya sea dirigida o no, tendrd repercusiones
positivas 0 negativas en los recursos génicos forestales, desde el punto de vista

econdémico si no se lleva a cabo un plan de manejo silvicultural adecuado.

En poblaciones naturales la diversidad genética puede verse afectada directamente por
las caracteristicas reproductivas de las especies evaluadas; por ejemplo la reproduccién
vegetativa reduce el flujo de genes dentro de las poblaciones; de igual manera factores
como la edad y el nivel de perturbacién pueden estar influenciando la diversidad clonal de

las especies (Tsyusko et al.2005)

Diferentes comportamientos en cuanto a diversidad genética se han reportado para otras
especies reproducidas clonalmente, aun cuando estos estudios se han realizado
utilizando diferentes técnicas moleculares al igual que diferentes indices de diversidad;
como es el caso de los estudios realizados por Albert et al. (2003) en Vaccinium myrtillus
L., utilizando marcadores moleculares RADP y AFLP donde se encontré una diversidad
genética de D=0.94. Los resultados permitieron concluir que la diversidad genética dentro
de las colecciones es mayor respecto a la diversidad entre cada una de ellas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se pueden sugerir los clones a ser cruzados
en etapas sucesivas dentro del plan de mejoramiento genético asistido por marcadores
moleculares de Gmelina arborea en cada una de las colecciones y entre colecciones. En
general se plantea cruzar aquellos individuos con mayor distancia genética, permitiendo

de esta manera obtener una mayor ganancia a nivel genético.

Desde este punto de vista, los primeros cruces sugeridos para las colecciones analizadas
serian clones del subgrupo Cam 5, por ser clones provenientes de poblaciones naturales,
con clones del subgrupo Piz 2; otro posible cruce seria clones del grupo Cam 4 con clones

del grupo Piz 1, asi como los clones del subgrupo Cam 2 y clones del grupo Piz 5.

En la coleccién de Pizano S.A, se sugieren los cruces de los clones del subgrupo Piz 2

con Piz 5, Piz 1 con Piz 4 y Piz 3 con Piz 5.

Para la coleccion de Camcore los cruces sugeridos son: los clones de subgrupo Cam 1y
Cam 5, clones del grupo Cam 2 con clones del grupo Cam 4 y finalmente clones del grupo

Cam 3 con clones del grupo Cam 5.
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Cabe anotar que los cruces anteriormente mencionados tienen fundamento en las
distancias genéticas obtenidas mediante los marcadores AFLP, sin embargo no dejan de
ser muy generales, por lo que se hace necesario conocer mas del comportamiento de los
caracteres fenotipicos presentados por estos clones en campo, para que de esta manera
los cruces estén de acuerdo con las necesidades del productor y asi poder llevara a cabo

una seleccién mas precisa de los clones a cruzar.

6.6. Perfiles genéticos o huella genética

El uso de la silvicultura clonal requiere como primera instancia de la caracterizacion
adecuada de los genotipos existentes; los marcadores moleculares se convierten en una
herramienta practica para llevar a cabo la distinguibilidad de los genotipos, pues permiten
el calculo de distancias entre estos, generan perfiles de bandas que son traducidos en
identificadores de genotipos y son susceptibles a la automatizacion.

De igual manera los marcadores moleculares reconocen directamente las diferencias
genéticas entre individuos o clones, obteniendo un perfil molecular o “finger-printing”
caracteristico a cada variedad e independientemente de las condiciones de crecimiento
de las plantas (Narvaez et al. 2000). Ademas permiten obtener mejores estimaciones de
la diversidad genética de una poblacion determinada en un periodo de tiempo menor en

comparacion con estrategias convencionales.

La identificacion o certificacion de un clon refleja las caracteristicas Unicas de cada
individuo. Brick & Sivolap (2003) plantearon que un genotipo certificado es aquel en que
la férmula del estado alélico o arreglo del loci refleja la especificidad del genotipo dado,

permitiendo de esta manera la identificacion y diferenciacion de los demas.

En los anexos 6 y 7 se muestran los perfiles genéticos para cada uno de los clones en las
dos colecciones; dejando en evidencia que ninguno de los clones de las colecciones
evaluadas presenta un perfil igual al otro. Como ejemplo de esto se pude reportar los
clones C6 y C7 los cuales se agrupan a una distancia genética de 0.048 lo que los hace

muy similares entre si, al mirar su perfil genético o huella genética se observa que estos
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se diferencian en nueve loci; entre los clones C41 y C43 existe una diferencia de 19 loci

en su perfil genético, teniendo estos una distancia genética de 0.248.

Para la coleccion de Pizano S.A. clones como P67 y P68 que presentan el 86% de
similaridad genética, se diferencian en su perfil genético en 21 loci; de esta manera se
comprueba nuevamente que ninguno de los clones evaluados se parece entre si un
100%.

Conociendo el perfil genético de cada uno de los clones, es posible controlar su
estabilidad y pureza en sucesivas etapas de multiplicacion. Es oportuno mencionar que la
silvicultura clonal, depende directamente de los recursos genéticos que generen en forma
permanente nuevos clones, dando sustento a este tipo de produccion. Por lo tanto se
requiere un programa operacional clonal y un programa de mejoramiento genético.
Ademas, una correcta utilizacion operacional de los clones en el tiempo (por ejemplo
variar los afios de plantacién de un mismo clon) y el espacio fisico (ejemplo plantaciones
de bloques monoclonales de superficies acotadas), contribuiran a sustentar mejor este
sistema de produccion.

Los resultados presentados en este estudio se pueden asumir como un primer paso en la
evaluacién de la diversidad genética, de las colecciones que mantiene la empresa Pizano
S.A, para hacer la seleccion adecuada del germoplasma de las plantaciones a ser

utilizado en estrategias de conservacion y manejo silvicultural.
De esta manera se plantea que los marcadores AFLP son un marcador confiable para

estimar la diversidad genética en plantas clonales, asi como para la deteccion de

genotipos Unicos.
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7. CONCLUSIONES

e Se propone el uso de la técnica de marcadores moleculares AFLP como una
alternativa practica, rapida y efectiva para el estudio de la diversidad genética
dentro de las poblaciones de Gmelina arborea

e Las dos colecciones de Gmelina arborea evaluadas presentan una diversidad
genética al interior de cada una de 0.4, dejando en evidencia la necesidad de
ampliar la base genética de la especie, teniendo en cuenta las necesidades de los
productores y las caracteristicas fenotipicas de los clones.

e Teniendo en cuenta las relaciones entre los clones, se pueden disefiar sub grupos

de apareamiento para préximas etapas de planes de mejoramiento.

e Con los marcadores AFLP se logré obtener una huella genética para cada uno de
los clones evaluados, esta herramienta es reproducible y suficientemente robusta

para ser utilizada en un proceso de certificacion forestal clonal.
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8. RECOMENDACIONES

Se propone el uso de la técnica de marcadores moleculares Microsatélites como
una alternativa practica, rapida y efectiva para el estudio de la diversidad genética

en Gmelina arborea.

Completar la investigacion evaluando material vegetal de los diferentes materiales
de Gmelina arborea presentes en Colombia, haciendo uso de los marcadores
moleculares AFLP y Microsatélites, para corroborar los resultados obtenidos en el
presente estudio

Tener en cuenta los datos morfologicos de los clones y compararlos con los
resultados obtenidos en el analisis de diversidad para realizar los cruces en

sucesivas etapas del plan de mejoramiento genético.

Realizar la asociacion de los marcadores moleculares con caracteristicas

morfoldgicas.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Procedencia del material vegetal de Gmelina arborea coleccion Camcore analizado mediante

AFLP (Tomado de Hodge and Dvorak 2004)

CODIGO CODIGO DE MAPA PAIS ESTADO PROCEDENCIA
C1l 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C2 4 Myanmar Py Oo Lwin Thin Ka Don
C3 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C4 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C5 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C6 4 Myanmar Py Oo Lwin Thin Ka Don
C7 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C8 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C12 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C13 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C14 5 Myanmar Yamajhin Sin thaut
C1l6 1 Tailandia Kanchanaburi Saiyoke
C17 3 Tailandia Nakonratchasima Pak chong
C19 1 Tailandia Kanchanaburi Saiyoke
C20 1 Tailandia Kanchanaburi Saiyoke
C21 2 Tailandia Chantaburi Pong Nam Ron
C23 2 Tailandia Chantaburi Pong Nam Ron
C24 1 Tailandia Kanchanaburi Saiyoke
ca7 5 Myanmar Yamajhin Kintha
Cc28 7 Myanmar Kattia Kyuntaw
C29 7 Myanmar Kattia Kyuntaw
C30 7 Myanmar Kattia Kyuntaw
C32 6 Myanmar Katha Waibon
C33 5 Myanmar Yamajhin Kintha
C34 6 Myanmar Katha Waibon
C35 6 Myanmar Katha Waibon
C36 6 Myanmar Katha Waibon
C39 N.A N.A N.A N.A
C41 7 Myanmar Kattia Kyuntaw
C43 6 Myanmar Katha Waibon
C45 5 Myanmar Yamajhin Ladagyi
C46 5 Myanmar Yamajhin Kintha
C48 6 Myanmar Katha Waibon
C49 6 Myanmar Katha Waibon
C50 N.A N.A N.A N.A
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Anexo

Anexo
1.

9.

10.
11.
12.
13.

Buffer

2. Protocolos de extracciéon evaluados

A. Protocolo de extraccion de DNA (Doyle & Doyle 1990 modificado)

A 1g de tejido macerado afiadir 600ul del buffer de extraccion precalentado a
65°C. mezclar por medio de vortex

incubar por 20 minutos a 65°C, mezclando por inversiéon cada 5 minutos.

Afadir 600ul de cloroformo - isoamilico (24:1), mezclar por inversion hasta
homogenizar.

Centrifugar por 10 minutos a 13000 r.p.m.

Remover la fase acuosa y pasar a tu tubo nuevo

Realizar un lavado con etanol absoluto (2.5 volumenes) mas acetato de amonio
(1/120 de volumen), mezclar por inversion.

Incubar durante 2 horas a -20°C.

Centrifugar a 13000 r.p.m por cinco minutos

Descartar el sobrenadante, lavar el pellet con etanol al 75%

Centrifugar a 13000 r.p.m por cinco minutos

Descartar nuevamente el sobrenadante

Dejar secar el pellet, para que no quede etanol.

Resupender en 100 ul de agua

de extraccion: CTAB 3%, NACI 1.4 M, EDTA 20mM, Tris-Hcl pH 8 100mM, PVP

1%, B mercaptoetanol 0.2%

Anexo

CoNoh~wNE

Anexo
1.

2.

B. Protocolo de extraccion Kit Quiagen

A 20 mg de tejido macerado agregar 400 pl de buffer Aply 4 ul de RNAsa

Incubar 10 minutos a 65°C y mezclar por inversion cada 5 min.

Agregar 130 pl del buffer Ap2, mezclar e incubar cinco min en hielo.

Centrifugar 5 min a 14000 r.p.m.

Pasar el lisado (fase acuoso) al a columna de color morado.

Centrifugar por dos minutos a 14000 r.p.m.

Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo; aproximadamente 450 pl.

Agregar 1.5 volimenes de Ap3 mezclar por pipeteado.

pasar 650 ul de la mezcla, incluyendo cualquier precipitado en la columna de color
blanco.

. Centrifugar a 8000 r.pm. y eliminar lo que queda en el tubo colector.

. Agregar a la columna con un nuevo tuvo colector 500 pl de AW.

. Centrifugar a 8000 r.p.m.

. Agregar a la columna con un nuevo tuvo colector 500 pl de AW.

. Centrifugar a 14000 r.p.m.

. Agregar 100 pl de AE, dejar incubar por cinco minutos a temperatura ambiente.
. Centrifugar 1 minuto a 8000 r.p.m.

C. Protocolo de extraccion Stefenon et al. 2004

Afadir 1.5ml del buffer de extraccién, precalentado a 65°C, a 150mg de tejido
macerado; mezclar y dividir la muestra en dos tubos.
Incubar a 65°C por 40 minutos, invirtiendo los tubos cada 15 minutos.
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3. Dejar a temperatura ambiente por 1 minuto.

4. Afadir 600 pl de cloroformo-isoamilico (24:1)

5. Agitar por inversién tres minutos hasta homogenizar.

6. Centrifugar a 13000 gravedades por 5 minutos.

7. transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

8. Agregar 5 pl de RNAsa, incubar a 34°C por 40 minutos

9. Adicionar 600 pl de cloroformo-isoamilico (24:1), homogenizar por tres minutos

10. Centrifugar a 13000 gravedades por 5 minutos

11. transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

12. Aiadir 50 pl de la solucionly 50 pl de acetato de sodio.

13. Adicionar 600 pul de cloroformo-isoamilico (24:1), homogenizar por tres minutos

14. Centrifugar a 13000 gravedades por 5 minutos.

15. transferir el sobrenadante a un tubo nuevo

16. Adicionar 1 volumen de isopropanol y 1/10 del volumen de acetato de potasio -
20°C incubar a -20°C por 30 minutos.

17. Centrifugar a 4000g por cinco minutos.

18. Descartar el sobrenadante.

19. Lavar con etanol al 75%, incubar a -20°C por 10minutos.

20. Centrifugar, descartar el sobrenadante.

21. Dejar secar y resuspender en 100 ul de agua.

Buffer de extraccion: CTAB 2%, NACL 1.5mM, EDTA 20mM, Tris-HCI pH 8 10mM, PVP
2%, B mercaptoetanol 1%

Solucién 1: CTAB 10%, NaCl 1.4 M
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Anexo 3. Protocolo de tincién de plata

1. Después de finalizada la electroforesis el vidrio con el gel adherido se coloca hacia
arriba en una cubeta con soluciédn fijadora durante 20 minutos.

2. Lavar con agua desionizada durante tres minutos (dos veces) con agitacion
constante.

3. Después de los lavados el gel de introduce en la solucién de tincion por 30
minutos en total oscuridad (tapando la bandeja).

4. El exceso de plata se retira lavando el gel con agua destilada por 10segundos
(este paso es critico para obtener un revelado optimo).

5. Luego el gel se coloca en una solucion fria de revelado durante cinco minutos
aproximadamente o hasta que se visualicen las bandas.

6. Una vez visualizadas las bandas, la reaccion de revelado se detiene mediante la
inmersion del gel en la solucion de parada durante cinco minutos.

7. Por ultimo, se enjuaga el gel por cuatro minutos en agua desionizada.
Se coloca el gel en un soporte para dejar secar toda la noche.
Luego el gel podra ser fotografiado, analizado en escaner e igualmente se leen los

polimorfismos en un transiluminador de luz blanca.
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Anexo 4. Purezay cantidad de DNA de 33 clones de Gmelina arborea coleccién
Pizano S.A. Protocolo Stefenon et al (2004).

N° de clon 260/280 Concentracién ng/ul
P1 1.71 248.5
P15 1.76 806.9
P24 1.8 511.7
P31 1.94 267.7
P32 1.83 140,71
P37 1.72 122,14
P38 1.9 318,89
P40 1.92 543
P48 1.9 2469
P49 1.74 280.5
P51 1.7 1194.7
P53 1.86 406.4
P54 1.73 1120.2
P55 1.7 245.2
P56 1.71 1591
P60 1.8 368.2
P61 2.0 126.19
P62 1.73 309,16
P64 1.95 546
P65 1.7 347,57
P66 1.86 467
P67 1.96 1015.6
P68 1.83 561

71




P75 17 366.2
P78 1.74 210,73
P79 1.84 242,67
P84 1.85 632
P86 2 918,85
P91 1.9 977
P94 1.85 267
P109 2 704
P112 2 774
P129 1.78 2075
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Anexo 5. Pureza y cantidad de DNA de 35 clones de Gmelina arborea coleccién
Camcore Protocolo Stefenon et al (2004)

N° de clon 260/280 Concentracién ng/ul
c1 1,83 1709,5
c2 1,79 3494,5
c3 1,79 24945
ca 1,84 1261,4
c5 1,73 1681,4
C6 1,82 1187,1
c7 1,73 1038,1
cs 1,75 585,93
C12 1,98 1489,4
c13 1,79 1571,3
C14 1,79 886,42
ci6 1,7 586,92
c17 1,93 549,43
c19 1,82 719,7
c20 2 555,38
co1 1,82 4830
c23 1,88 1796
c24 1,85 1857,8
c27 1,71 712,56
c28 1,89 1041,4
c29 1,77 2011,9
C30 1,99 412,41
c32 1,81 1686,5
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c33 1,77 1348,7
c34 1,8 1149,4
c35 1,75 1737,8
C36 1,81 4021,8
C39 1,78 888,64
ca1 1,83 2422.9
c43 1,92 548,37
ca5 1,79 24747
C46 1,75 2208

c48 1,75 2057,1
C49 1,73 24529
C50 1.90 456.7
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Anexo 6. Perfiles genéticos de 33 clones de Gmelina arbérea coleccion Pizano S.A

Clon Formula genotipica

A330 A326 A310 A309 A294 A287 A282 A269 A250 A246 A236 A186 A185 A152 A150 A139
A138 A136 A135

B325 B253 B233 B228 B215 B210 B208 B189 B188 B180 B171
P1 B170 B162 B161 B160 B155 B142 B141

C260 C240 C239 C(C225 C219 C215 C185 (183 C169 Cl164 C152
C150 C134 C132 C117 C115

A330 A326 A320 A310 A294 A246  A236 A224 A222 A195 Al94
A186 Al185 A184 A151 A150 Al42 Al41 A138 Al136 Al35
Al22 Al21

P15 B325 B253 B233 B229 B216 B210 B208 B192 B171 B170 B162
B161 B160 B155

C240 C239 C225 C215 C203 C172 C169 Cl165 C136 C130 C117
C115

A330 A326 A310 A294 A282 A257 A250 A246 A236 A224  A204
A199 Al195 Al194 A186 A185 Al163 Al162 Al152 Al150 Al138

A136 A135
P24

B325 B254 B253 B242 B240 B239 B229 B222 B216 B210 B208
B194 B193 B171 B170 B162 B161 B160 B155

C270 C267 C240 C239 C222 C215 C210 C185 C183 Cl72 C169

A330 A326 A320 A310 A300 A290 A269 A250 A246 A236  A233
A227  A200 A199 A190 A189 Al185 Al184 A180 Al179 A178 Al77
A151 A150 Al41 Al139 Al24 Al122

B325 B255 B254 B247 B240 B233 B229 B224 B216 B210  B194
B193 B189 B188 B171 B170 B163 B162 B161 B160 B155
P31 B152 B148

C270 C267 C261 C240 C239 (C222 (C210 C207 C199 C192 C190
C185 C183 Cl1l72 C169 Ci165 Cl64 Cl134 C132 C130 Ci117
Cli6 C115

A330 A326 A310 A300 A294 A290 A282 A269 A250 A246  A232
A227 A196 A195 A194 A181 A180 Al79 Al152 A151 A150

B325 B300 B255 B254 B242 B240 B238 B224 B215 B209 B208
P32 B194 B193 B171 B170 B163 B161 B157

C320 C300 C292 C225 C222 C207 C199 Ci185 C175 Cl1l72 C169
Cle5 C147 C145 C134 Ci132 C123
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A330 A326 A310 A294 A290 A282 A269 A250 A236 A233 A232
A182 A181 Al180 Al52 Al51 Al150 Al42 Al4l
B325 B262 B255 B254 B242 B240 B238 B229 B228 B215 B209
P37 B181 B171 B170 B163 B161 B157 B150 B148
C261 C240 C225 C207 Cl195 Cl172 C169 C165 Cl64 Cl145 Cl17
C116 C115
A330 A310 A300 A290 A269 A250 A236 A213 Al196 Al195 A194
A180 Al151 Al50 Al41
B325 B300 B255 B239 B215 B208 B194 B193 B170 B163 B161
P38 B157
C300 €292 C276 C242 (C225 C199 C192 <C190 C172 C169 Cl134
C132
A330 A326 A310 A294 A290 A269 A250 A246 A233 A232 A227
Al181 A180 A179 Al151 Al150 Al4l Al39
B229 B207 B163 B161 B158 B150 B148
P40
C275 C270 C261 C242 C240 (C225 (C222 (C210 C195 C192 C172
C169 C165 Cl164 Cl156 Cl152 Cl145 C143 C117 Cl116 C115
A330 A326 A320 A312 A310 A294 A290 A282 A269 A250 A246
P48 B325 B310 B305 B300 B292 B272 B265 B255 B243 B242 B228
B217 B216 B215 B195 B193 B175 B174 B154 B140
C292 C290 C276 C275 C270 C267 (C242 (C240 C222 C220
C186 C185 Cl172 Cl169 Cl47 C132
A330 A326 A320 A310 A294 A290 A269 A250 A236 Al81 A180
Al79 Al178 Al64 A152 Al51 Al50 Al36 Al35 Al34
B325 B248 B217 B216 B175 Bl174 B130
P49
C322 (€320 C300 C292 C290 C276 C267 C260 C253 (C242 C240
C225 (€222 C219 C210 C18 Cl1l75 Cl172 <C165 C156 C152
C145 C132
A330 A312 A310 A257 A250 A246 A236 Al96 Al195 Al186 Al85
Al84 Al179 Al176 Al64 Al63 Al42  Al4l
B325 B305 B255 B248 B217 B216 B215 B195 B194 Bl175 B174
B130
P51 C322 C300 €292 C276 C267 (C242 C240 C225 C222 (C219 (210
C207 C190 C186 Cl175 Cl72 Cl65 C156 C152 Cl145 C123
A330 A326 A312 A310 A294 A290 A282 A269 A250 A246 A236
A233 A232 A215 A213 Al9% Al95 A190 Al186 Al185 Al84
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P53 Al181 A180 Al179 Al178 Al51 Al50 Al41
B217 B216 B194 B193 B185 B184 B154 B150 B148 Bl42 B141
B130
C310 C276 C275 C267 C260 C242 (C240 C225 C222 C195 C190
C186 C183 Cl175 Cl72 Cl64 Cl134 C123 C115
A320 A315 A312 A310 A294 A290 A282 A269 A250 A249 A236
A233 A232 Al82 Al80 Al179
B325 B217 B216 B193 B192 B175 B174 B150 B148 B140
C330 €322 C320 C300 C292 C276 C267 (C242 C240 C225 C222
P54 C220 C219 C210 C203 C199 C195 <C190 <C186 C183 C175
C172 C165 Cl164 Cl47 Cl45 Cl123 C115
A330 A312 A310 A294 A290 A282 A269 A250 A246 A236 A227
A185 A181 A180 Al79 Al51 Al50
B325 B255 B217 B216 B215 B195 B194 Bl174 B154 B150 B148
B130
P55 C330 €322 (€300 €292 (C276 C267 (C253 (C242 C240 C225 (C222
C220 €219 C210 C203 Cl199 C195 <C190 <C186 C183 C175
C172 C169 C165 Cl64 Cl36 Cl34 C132 C117
A326 A310 A294 A269 A250 A236 Al94 Al84 Al50
B325 B300 B247 B217 B216 B195 B194 B185 B184
C330 €322 C300 C292 C276 C270 C267 C260 C253 (C242 C240
C225 (€222 C219 C210 C203 C199 C195 <Ci185 Cl175 C172
P56 C156 C152 C147 Cl145 Cl136 Cl34 Cl132 Cl119 cCl11
A326 A312 A310 A298 A262 A257 A250 A246 Al181 A180 Al51
A150 Al142 Al41
B325 B217 B216 B215 B175 B142
P60
C322 C300 C292 C290 C276 C270 C267 C260 C253 (C242 C240
C225 (€222 C210 C203 C199 C195 <C190 <C186 C175 C172
C169 C164 C160 Cl156 Cl152 Cl145 C143 C120 Cl115 C105
A330 A326 A310 A294 A290 A282 A269 A250 A246 A236 A233
Al182 A181 Al80
P61
B325 B207 B192 B152 B148
C276 C275 C267 C242 C240 C225 (C222 C210 C199 C172 C164
C120 Cl116 Cl15 cC1l11
A330 A326 A312 A310 A290 A282 A269 A250 A246 A236 A233
A232 A227 Al181 Al180 Al50
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P62 B255 B243 B217 B216 B175 B174 B135 B120 B117
C322 C300 C292 C290 C276 C267 C242 C240 C225 C222 (219
C215 C210 C203 C199 C192 <C18 C183 <C175 Cl172 C169
C160 C152 Cl147 C136 Cl34 C120 Cl115 Cl111 C108 C105
A330 A320 A310 A294 A290 A282 A269 A250 A249 A246 A236
A233 A227 Al182 A181 Al80 A150
B325 B217 B216 B192 B184 B175 B154 B152 B148 B135 B120
P64 B117
C320 C300 C290 C276 C267 (C242 C240 C225 (C222 C220 C210
C199 C195 C186 C175 Cl72 Ci123 Cl120 Cl111 C108
A330 A320 A232 Al181 A180
B325 B255 B210 B175 B163 B150 B148 B120 B117
P65 C322 C320 (€310 C276 C267 C242 C240 (C225 (C222 C220 C215
C210 C207 C199 C195 Cl190 <C186 C175 Cl72 C108
A330 A312 A310 A282 A250 A246 A236 Al51 A150
P66 B325 B240 B239 B217 B216 B184 B175 B154 B117 B116
C320 C310 C292 C276 C275 (C242 C240 C225 (C222 C207 C199
C195 C190 C186 C175 C172
A330 A326 A312 A310 A294 A290 A282 A250 A246 A236 A233
A181 A180
P67
B325 B247 B217 B216 B154 B130 B129 B116
C322 C320 C276 C275 C267 (C242 C240 C225 (C222 C220 C210
C199 C195 C190 C186 Cl175 C172 Cl47
A330 A326 A320 A312 A310 A294 A290 A282 A269 A257 A250
A236 A233 Al81 Al80
B325 B255 B240 B216 B215 B175 B154 B135 B129
P68
C322 C320 C300 C292 C276 C275 C267 C242 C240 C225 (222
C220 C210 C207 C199 C195 C190 C186 C185 Cl175 C172
C156 C150 C136 C134 C112
A330 A326 A312 A310 A294 A282 A269 A250 A236 Al81 A180
A179 Al152 Al4l Al24 Al22 Al121 Al06 Al04
B217 B216 B175 B154 B135 B116
P75
C292 C290 C267 C242 C240 C225 (C222 (C220 C210 C199 C195
C190 C185 C175 C172 Cl64 C156 C136 Cl134 C123 C120
C119 C112
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A330 A310 A294 A290 A269 A252 A250 A236 A233 A209 A208
A150 Al24 Al22 Al121
B325 B255 B240 B216 B210 B175 B135 B130
P78
C276 C275 C267 C242 C240 C225 C222 C199 C195 C190 C186
C183 C175 Cl1l72 C165 Ci164
A330 A326 A310 A294 A290 A282 A250 A236 A181 A180 Al150
Al24 A123 Al22 Al121
B275 B260 B233 B215 B175 B148 Bll7 B116
P79
C330 (C322 C300 C267 (C242 C240 C230 C222 C220 C219 C199
C195 C186 Cl1l75 C172 Ci147 Cl145
A310 A294 A290 A250 A236 A180 Al79 Al24 Al122 Al21
B239 B175 B158 B148 B116
P84 C290 C276 C267 C242 C240 C222 C220 C219 C199 C195 C192
C186 C185 Cl1l75 C172 Ci160 C147 C136
A330 A326 A310 A294  A290 A282 A269 A250 A236 A233 Al81
A180 Al79 Al24 Al122 Al121
B216 B158 B148 B140 B135 B130
P86
C322 C300 C292 C276 C267 C242 C240 C222 C219 C215 C203
C199 C195 C192 C186 Ci175 C172 C136
A330 A326 A310 A300 A294 A290 A269 A250 A236 A233  A227
A196 Al195 A180 Al179 A150 Al41 Al24 Al22 Al21
B240 B216 B215 B175 B158 B130
POl
C320 C292 C276 C267 C242 C240 C222 C220 C219 C207 C199
C195 C175 C172
P94 A330 A312 A310 A294 A290 A250 A150 Al41 Al124 A122 Al06
A105 Al04
B253 B175 B148
C240 C222 C195 Ci186 C183 Cl1l75 C172
A330 A326 A310 A294 A290 A282 A240 A239 A190 Al63 Al24
A122 Al121 All5 Alll A106 Al105 Al04
B174 B140 B139 B1l7 B116 B105
P109
C276 C275 C267 C240 C222 C220 C219 C207 C203 Cl165 Cil164
Cle0 C156 C136 C134 Ci132 C123 C120 C119 Ci117 C116
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C115 C112 C111 C108 C107 C105
A330 A326 A310 A298 A294 A282 A252 A236 A233 A181 Al180
Al151 A150 Al24 Al122 Al121
B174 B148 B130 B129 B126 B116
P112
C292 C290 C276 C275 C267 2C42 C240 C222 C219 C199 C195
C192 C18 Cl1l75 C172 C169 Cl65 Cl64 Cl1l60 C156 Ci152
C150 C147 C145 C(C143 Ci142 C123 Cl120 C119 Ci117 C116
C115 C112 C111 C108 C107 C105
A330 A326 A310 A294 A269 A205 A204 A200 A199 A151 A150
A139 Al138 Al135 Al134 A133 Al32 Al24 Al21
B325 B239 B210 B208 B193 Bl174 B158 B150 B148 B129 B126
B117 Bl116 B105
P129 C292 C290 C276 C275 C240 C222 C219 <C199 C195 C192 C186
Ci175 C172 C169 C165 Cil64 C150 C147 C143 Cl42 C136
C123 C120 C119 Ci117 Ci116 C115 Cl112 Cl11 C108 C107
C105
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Anexo 7. Perfiles genéticos de 35 clones de Gmelina arbodrea coleccion Camcore

Clon Formula genotipica

A330 A309 A308 A306 A294 A290 A280 A279 A270 A257 A254
A236 A235 Al186 Al185 A184 A180 Al77 Al76 Al43  A138
Al137 Al136 Al34 A133 A132 Alll

B325 B320 B238 B233 B230 B223 B222 B212 B210 B175 B162
B161 B160 B158 B152 Bi151 B135 B134 B133 Bl126 B125
C1 B120 B114 B113 B110 B106 B105 B100

C330 C300 C282 (C275 (C273 C230 C228 (C225 (C210 C209 cC208
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