REVIS
\V, MESQAMER\CANA

Articulo cientffico Revista Forestal Mesocamericana Kurd (Costa R\ca) vol 8 (20) 20117

Recibido: 18/02/2011 Corregido: 13/09/2011 Aceptado: 05/09/2011

Donn Smith (Vochysiaceag)

mediante microsatélites

Resumen

En el presente estudio se muestran los resultados del
analisis de una coleccién de 62 clones de Vochysia
guatemalensis ubicados en la zona norte y caribe
de Costa Rica mediante el uso microsatélites (SSR),
adaptados y validados de un grupo de marcadores
existentes para Vochysia ferruginea. El material fue
seleccionado de arboles plus procedente de varias
poblaciones naturales y de pequefias plantaciones.
Se trabajo en el establecimiento de la huella genética
de cada clon y en el agrupamiento de los genotipos
con base en su similitud genética. De los cuatro loci
analizados, el mayor polimorfismo se registré en los loci
A1-20 y A1-15. Para los loci A1-5 y A1-35 se detectaron
cinco y seis alelos, respectivamente. El Contenido de
Informacién Polimorfica (CIP) promedio fue de 0,77.
La probabilidad de que dos individuos seleccionados
al azar en una poblacién de V. guatemalensis tengan
el mismo genotipo, con base en los loci Ay C, fue de
8,34%; es decir, ambos loci tienen una probabilidad de
discriminacion de 91,66%. La probabilidad de ocurrencia
para el genotipo A,A,C.C, (mas probable) del total de
genotipos registrados fue de 1,07%; mientras que para
los grupos de clones que registraron el mismo genotipo
A,A,C.C, (familia 19) mostraron la mayor probabilidad
de ocurrencia (0,47%). La determinacién de la huella
genética se realizdé en 33 clones de la coleccién total y
fue obtenida con base en la utilizacién de los loci A1-
20 y A1-15. El valor de diversidad genética promedio fue
de 4,72. El valor medio de distancia genética de cada
clon con respecto al resto de clones fue de un 68%. Dos
pares de imprimadores de los cinco desarrollados para
V. ferruginea, suministraron informacién valiosa para
distinguir y determinar la huella genética de 33 genotipos
de V.guatemalensis, la cual puede ser utilizada para
procesos de certificacidn genética, asi como asistencia
en programas de conservacion y mejoramiento genético.
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Abstract

Genotypic analysis in Vochysia guatemalensis
(Vochysiaceae) by means of microsatellites.

In this investigation, a clonal collection of 33 genotypes
of Vochysia guatemalensis was analyzed utilizing
microsatellites (SSR). Gene markers were obtained,
adapted and validated, from a group of existing
microsatellites for V. ferruginea. Fingerprinting analysis
was performed in 33 clones, based on loci A1-20 and A1-
15. Genotypes were also grouped based on their genetic
distance. Among the four analyzed loci, the greater
polymorphism was registered in loci A1-20 and A1-15,
with seven alleles each one. In loci A1-5 and A1-35, five
and six alleles were detected respectively. Polymorphic
Information Quantity (PIQ) average was 0.77.

Besides, the probability of finding two individuals
random select in V. guatemalensis population with
the same genotype (for A and C loci) were 8.34%; in
other words, both loci have a 91.66% discrimination
probability. Furthermore, occurrence probability for the
more probable genotype (A,A,C,C,) of the total registered
genotypes with two loci were 1.07%. For the clones grups
with identical genotype, the 19 family with the A/A,C.C,
genotype showed an occurrence probability of 0.47%.

Genetic diversity average was 4.72. Mean genetic distance
among all genotypes in relation to the whole population
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was 68%. Two pairs of primers, out of five developed for V.
ferruginea, gave useful information in V.guatemalensis to
distinguish and assess the fingerprinting in 33 genotypes.
Therefore, loci A1-20 and A1-15 are highly polymorphic
in this V. guatemalensis collection, and may be useful in
genetic certification processes, as well as in assisting
gene conservation and breeding programs.

Key words: Vochysia guatemalensis, Gene markers,
Microsatellites, Fingerprinting, Genetic diversity, Costa
Rica.

Introduccion

Vochysia guatemalensis Donn. Smith (Vochysiaceae)
es nativa de Costa Rica y su distribucidén natural se
extiende en Sudamérica hasta Brasil y hacia el norte
hasta Guatemala y sur de México (Flores y Obando
2003). Es una especie caracteristica del bosque tropical
himedo y muy humedo de las planicies costeras bajas.
Generalmente esta especie se ha asociado a bosques
secundarios y sitios de colonizacién; sin embargo, en
Costa Rica se encuentra también en bosques primarios
(Flores y Obando 2003).

Su madera tiene poca durabilidad natural, por lo tanto
se le utiliza en la construccion de cajas, formaletas y
contrachapado. Su principal potencial se encuentra en
la produccién de pulpa para papel, inclusive supera a
Gmelina arborea debido a la calidad de sus fibras (Flores
y Obando 2003). Debido a su gran capacidad para
tolerar suelos acidos, con mal drenaje, ademas de su
buen crecimiento, ha experimentado un auge reciente
en los programas de reforestacion en Costa Rica (Flores
1993, Quirds 2000, Delgado et al. 2003, Alice et al. 2004).
Su potencial para la produccién de madera y grandes
cantidades de biomasa ha motivado el desarrollo de
programas de conservacion y mejoramiento genético con
esta especie (Mesén y Trejos 1997; Badilla, et al. 2000).
Recientemente, se ha incursionado en el desarrollo
y adaptacién de la técnica de microsatélites con la
especie V. guatemalensis para apoyar los programas
de conservacidon y mejoramiento genético existentes
en el pais (Rojas 2006, Rojas et al. 2007). Dentro de los
marcadores genéticos se encuentran los basados en
ADN, donde se ubican los microsatélites o SSR (Simple
Sequences Repeated). Son secuencias simples repetidas
que se caracterizan por ser altamente polimérficas,
considerablemente informativas, dado el alto niUmero de
alelos y la posibilidad de poder reconocer los genotipos
codominantes o heterocigotos. Tienen ademas alto poder
de discriminacion, el numero de fragmentos obtenidos
por locus es mayor con respecto a otros marcadores,
la transferencia de fragmentos se da incluso dentro de
subgéneros y la reproducibilidad es muy alta (Glaubitz y
Moran 2000).

El uso de marcadores genéticos en especies forestales ha
adquirido relevancia en los Ultimos afos, debido a la gran
cantidad de aplicaciones que se han logrado desarrollar
para su utilizacion en programas de conservaciéon y
mejoramiento genético forestal (Finkeldey y Murillo 1999,
Murillo y Rocha 1999, Murillo y Finkeldey 2000, Araya et
al. 2005a, Araya et al. 2005b). Dentro de esas aplicaciones
destacan la determinacioén de la huella genética de cada
genotipo y proteccion de la propiedad intelectual (Fossati
et al. 2005), determinacién del nivel de parentesco en
colecciones de conservacion ex situ (Murillo y Finkeldey
2000), medicion de la variabilidad genética dentro y
entre poblaciones (Finkeldey y Murillo 1999), analisis del
grado de aislamiento (Murillo y Rocha 1999), efecto de la
fragmentacion en las poblaciones naturales (Murillo 1997),
tasa de mutagénesis, eleccion de poblaciones con fines
de conservacién genética (Murillo 2005), entre otros temas
relevantes. En programas de mejoramiento genético con
especies forestales, los marcadores genéticos han sido
utilizados en la verificacién de la pureza de los jardines
clonales y de los ensayos genéticos en campo, en la
determinacion de la huella genética para cada genotipo,
posibilidades de seleccién temprana, determinacion de
la similitud genética y analisis de parentesco dentro de la
poblacion de mejoramiento (Araya et al. 2005a).

Los objetivos de este estudio consistieron en establecer
la huella genética y determinar el grado de parentesco
genético en una coleccién de clones de Vochysia
guatemalensis, a partir de microsatélites (SSR) generados
para Vochysia ferruginea (Lowe et al. 2002). En esta
investigacion se presentan los resultados de la utilizacién
del analisis de conglomerados o dendrograma UPGMA
y el andlisis de ordenacion “Multidimensional Scaling”
(MDS), como técnicas para agrupar genotipos con base
en su similitud genética.

Materiales y métodos

Material genético utilizado

Se trabajo con una coleccion de 62 clones del programa
de conservacion y mejoramiento genético, que
desarrollan la Escuela de Ingenieria Forestal del Instituto
Tecnolégico de Costa Rica (ITCR) y la Fundacion para
el Desarrollo de la Cordillera Volcanica Central de Costa
Rica (FUNDECOR) en la zona norte y caribe del pais. La
coleccion se obtuvo a partir de la seleccidn de arboles
plus procedentes de varias poblaciones naturales y
de pequenas plantaciones de Vochysia guatemalensis
de la zona norte y sur del pais (Quirdés 2000). De cada
arbol plus se colecté la semilla (progenie), se eligieron
las diez plantulas de mayor vigor en el vivero, basado
en el crecimiento inicial y ausencia de enfermedades o
torceduras de tallo. Cada plantula se identific6 con un
codigo compuesto por dos numeros, el primer nimero
para el arbol madre y un segundo numero para el clon
dentro de cada arbol madre. Las plantulas elegidas se
multiplicaron vegetativamente a partir del enraizamiento

Tecnologico
de Costa Rica

TEC




de miniestacas uninodales tomadas del meristemo
principal. Las miniestacas se enraizaron en minitineles
dentro del invernadero de produccién clonal forestal del
ITCR en Santa Clara de San Carlos, tal y como detallan
Murillo et al (2003). Se establecieron colecciones de cada
uno de estos clones en pequefios lotes, los cuales se han
mantenido en constante reproduccién e investigacién
desde el afio 2000 (Murillo et al. 2003).

La coleccion genética se localiza en la sede regional
del ITCR en Santa Clara de San Carlos (N10°21 29,61”
y N10°22 02,18”), a una altitud de 70 m.s.n.m.; bajo
una precipitacion de 3 500 mm/afo con un periodo
seco (< 50 mm/mes) en febrero y marzo; temperaturas
promedio que oscilan entre 27 a 31 oC. Las plantas
estan sembradas en tierra a 40 x 40 cm de distancia, que
conforman las colecciones clonales de este programa.
Se establecié también una réplica completa de toda la
coleccioén clonal, en potes plasticos de un volumen de
3 780 centimetros cubicos. De cada uno de estos lotes
clonales se eligié una planta al azar y se le colecté dos
pares de hojas tiernas (brotes terminales). La muestra fue
debidamente etiquetada y empacada en bolsas plasticas
herméticas, para su posterior traslado al laboratorio
de Ecologia-Genética de la Escuela de Biologia de la
Universidad de Costa Rica en San José, donde fueron
almacenadas a —20 oC hasta su respectivo analisis.

Procesamiento de las muestras en laboratorio

Cada muestra fue debidamente rotulada antes de
iniciar con su procesamiento en el laboratorio. La
extraccion de ADN se realizé siguiendo la metodologia
descrita por Lodhi et al. (1994), con las modificaciones
y optimizaciones realizadas por Rojas et al. (2007).
La amplificacion del ADN mediante la técnica de PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas
en inglés) se realizé tomando como base la metodologia
descrita por Lowe et al. (2002) e igualmente se realizaron
modificaciones a dicha metodologia (Rojas et al. 2007).
Todos los procedimientos de extraccion, amplificacion
y corrido de electroforesis fueron validados para cada
uno de los cinco loci disponibles, utilizando muestras
vegetales de una misma planta (dos brotes tiernos) de
diez clones diferentes de los 62 de la coleccién total
(Rojas et al. 2007).

La calidad del ADN extraido fue evaluada en un gel de
agarosa al 1%. Se comparé la concentracién y el peso
del ADN obtenido con un patrén de bandas a diferentes
concentraciones conocidas. Se utilizé la camara modelo
170-4401 de BIO-RAD. La electroforesis se efectuo
durante 45 minutos, usando amortiguador TAE 1X a
75 Voltios constantes y 120 Amperios, empleando la
fuente de poder EC452 (E-C Aparatus Corporation). El
gel fue tefido con una solucion de bromuro de etidio en
una concentracion de 0,5 ul/10 ml. Una vez finalizada
la electroforesis y la tinciéon del gel, la visualizacién y
analisis del ADN total se realizé con una lampara de luz

ultravioleta.

Frecuencias alélicas y polimorfismo

Una vez establecido el genotipo de cada clon, mediante
el numero asignado a cada alelo (Rojas et al. 2007), se
determinaron las frecuencias alélicas con los loci A1-20y
A1-15, por su mayor polimorfismo y calidad de resolucion
de bandas. El Contenido de Informacién Polimérfica (CIP)
se obtuvo de la relacion:

CIP=1-(p?),
donde p, es la frecuencia i de cada uno de los alelos registrados en un locus j.

Con base en el genotipo de cada clon para cada uno de
los dos loci, se determind finalmente la huella genética
para 33 clones. Debido a que se presentaron problemas
de amplificacién y tincién, se decidioé trabajar Unicamente
con los 33 clones que amplificaron bien con ambos loci.
La diversidad genética fue determinada con base en las
frecuencias alélicas de cada uno de los loci. Los valores
de diversidad genética se calcularon segun Gregorius
(1978):

v =(QpA)",

donde p, es la frecuencia i de cada uno de los alelos en cada locus j analizado.

Una vez establecido el genotipo de los 33 clones con
base en los dos loci utilizados, se procedio a determinar
la distancia genética entre clones. Con base en la
comparacién y determinacion del numero de alelos
que comparten los clones en cada locus, se estimo la
distancia genética entre poblaciones (Gregorius 1978).
La distancia genética fue calculada con el valor de
similitud: Distancia Genética = 1 - Similitud.

Doénde similitud =JTl- * (No.alelos comunes/2), y jes el nUmero total de loci

investigados.

Un segundo tipo de distancia genética fue determinada
entre cada clon individual y el colectivo de todos los
restantes 32 clones, tal y como lo sugiere Gregorius
(1974), pero a nivel de poblaciones. Del grupo total se
elimind un clon a la vez y se obtuvieron las frecuencias
alélicas de la subpoblacion restante (submuestra de 32
clones), para cada uno de los dos loci investigados. De
tal manera que, se calcularon las frecuencias alélicas
para todas las posibles 32 subpoblaciones. Se obtuvo
entonces la distancia genética entre cada clon individual
y la subpoblacién restante:

D="%"*} |p,— p,]; donde p, = frecuencia del alelo i para el clon j; p,; = frecuencia
alélica de la subpoblacién de clones restantes para el alelo i.

Probabilidad de ocurrencia y apareo

Se calculd la probabilidad de ocurrencia de cada uno de
los 49 posibles genotipos para cada locus, multiplicando
la frecuencia de cada alelo respectivo. Al multiplicar las
frecuencias de cada locus con los valores mas altos, se
obtuvo la probabilidad del genotipo mas frecuente al usar
ambos loci. Con los datos de probabilidad de ocurrencia
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se calculd la probabilidad de apareo (sumatoria al
cuadrado de cada una de las frecuencias) y ese dato
fue utilizado para estimar el poder de discriminacion
(1-probabilidad de apareo).

Agrupamiento genético de la coleccidn de clones

Con el programa TREECON version 1.3b (Van de Peer
y De Wachter 1994), se gener6 el agrupamiento de los
clones con base en la estimacion de distancia genética
establecida por Nei y Li (1979), utilizando una matriz
de presencia/ausencia de alelos. Se realizé un analisis
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic
Averages), al que se le aplicé un analisis de reemplazo
“bootstrap”. Con Statistical Release 6, se realizd un
andlisis multivariado de ordenacién, denominado
“multidimensional scaling” (MDS), con base en una matriz
de distancia genética. Este analisis permitid explicar
similitudes-disimilitudes (distancias) observadas entre
los elementos investigados, agrupandolos de acuerdo
con la proporcién de la variacion.

Resultados

Frecuencias alélicas y polimorfismo

De los cuatro loci analizados, el mayor polimorfismo se
registrd en los loci A1-20 y A1-15, con siete alelos cada
uno. Para los loci A1-5 y A1-35 se detectaron cinco y seis
alelos, respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tamanfo de alelos (pares de base) para 4 SSR evaluados en
una poblacion de clones de Vochysia guatemalensis, San Carlos, Costa
Rica 2009

Locus Tamano de cada alelo (pares de bases)
1 2 ] 4 5 B

A1-20 (A) 140 144 149 155 160 175 178 157

A1-5(B) 131 135 139 147 152 - - 140

A115(C) 97 102 110 116 119 122 124 112

A1-35(D) 160 189 172 175 178 184 - 173

Promedio

Con base en el numero total de alelos de cada locus
se pudo determinar que los cuatro loci analizados son
altamente polimérficos para V. guatemalensis, con un
rango entre cinco y siete alelos.

Las frecuencias alélicas se calcularon solamente para los
loci A1-20 y A1-15, por ser los de mayor polimorfismo
(Cuadro 2). En el locus A1-15 se registraron tres alelos
con frecuencias de un 3% y un solo alelo predomina con
un 45% de las frecuencias alélicas totales.

Cuadro 2. Frecuencias alélicas para los loci A1-20 y A1-15 con 33
clones de Vochysia guatemalensis. San Carlos, Costa Rica 2009.

Frecuencias Alélicas

Alalo Locus A Locus C
(Imprimador A1-20] (Imprimador A1-15)
1 0,05 0,45
2 0,18 0,02
3 0,23 0,20
4 0,47 o012
5 0,06 0,14
B 0,18 0,02
T 0,14 0,03

Se calculd6 también el contenido de informacion
polimérfica (CIP). El CIP es un valor comunmente usado
para medir el grado de informacion de un marcador
genético en una poblacion, de acuerdo con la frecuencia
de los alelos observados. También es utilizado en estudios
de ligamiento y no depende del modo de herencia del
rasgo en estudio (Guo y Leston 1999). El CIP promedio
encontrado en esta investigacién fue de 0,77.

Por otra parte, con respecto ala determinacion de la huella
genética, esta se logré para 33 clones y fue obtenida con
base en la utilizacién de dos loci (Cuadro 3). Los clones
19-4 y 39-1, 101-8 y 200-2 y el grupo de clones 19-1,
19-6, 19-7 y 104-1, aparecen con el mismo genotipo. El
resto de los clones registraron genotipos diferentes.

Cuadro 3. Huella genética de 33 clones de Vochysia guatemalensis
usando dos loci microsatélites. San Carlos, Costa Rica 2009.

Clon Locus A1-20 Locus A1-15
191 A3 A3 1 c3

o
s

S T e
iDL SRR L b, D

120-1 AS AS C1 c1
120-3 AT AS C1 C3
120-4 A6 AG Cc1 c1
120-5 A6 A6 C1 C3
120-8 AT AT C1 C6
200-2 A6 Ab C1 C5
200-4 A3 A3 C1 C1

Cada sombreado representa el grupo de clones que regisird el mismo genotipe
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Debido a que varios de los clones son medios hermanos
entre si y al bajo nimero de familias evaluadas, las
frecuencias alélicas que se exhiben en el cuadro 2
podrian estar sesgadas. En los cuadros 4 y 5, se muestra
para cada locus las probabilidades de ocurrencia de
cada genotipo. De tal modo que la probabilidad de
ocurrencia del genotipo A,A,C.C, es de 0,0047 (clones
19-1, 19-6, 19-7 y 104-1), la del genotipo A /A,C,C, es de
0,0004 (clones 19-4y 39-1) y para el genotipo A,A,C,C,
de 0,0020 (clones 101-8 y 200-2).

Cuadro 4. Probabilidad de ocurrencia en la poblacién de cada uno de
los 49 posibles genotipos para el locus A1-20 en V. guatemalensis. San
Carlos, Costa Rica 2009.

1 F 3 4 5 B 7
005 018 023 017 0,08 D1E 0,14
1] 0,05 | 00025 10,0050 00L1s 0,00E5 10,0030 0,0090 0,0070
2| 0.8 | 00020 10,0324 0,0414 10,0306 10,0108 0,03z24 0,0252
3| 0,23 | 00115 0,0414 0,0529 10,0391 10,0138 0,014 0,0322
4| 017 | 00085 10,0306 00391 10,0289 00002 0,0306 0,0238
5] 0,06 | 00030 00108 00L3E 0,0102 10,0036 0,0l08 0,0084
&) 0,18 | 00030 0,0524 00414 10,0306 03,0108 0,0324 0,0252
7] 014 | 00070 00252 00323 10,0238 10,0084 00253 00195

Puede observarse que los genotipos de mayor
probabilidad de ocurrencia en cada locus (A,A,y C.C.; p
=0,0529 y 0,2025 respectivamente), como es de esperar,
son aquellos con la combinacién de los alelos con
mayor frecuencia en sus respectivos locus. Asimismo, la
probabilidad de ocurrencia para el genotipo mas probable
al combinar los dos loci (A,A,C,C,) es de 0,0107.

Cuadro 5. Probabilidad de ocurrencia en la poblaciéon de cada uno de
los 49 posibles genotipos para el locus A1-15 en V. guatemalensis. San
Carlos, Costa Rica 2009.

1 z 3 4 5 B T
045 0,03 0,2 012 0,14 PN E] 0,03
0,45 0,2025 00135 0,0800 0,0540 00630 00135 0,013%

0,03 0,0135 0,000% 0,0060 0,006 0,0043 0,000% 0,000%
0,2 0,000 0,0060 0,0400 0,0240 0,0280 0,0060 0,0060
0,12 0,040 0,0036 0,0240 0,0144 00168 0,0036 0,0036
014 0,0630 0,0043 00280 0,0158 00196 0,003 0,0043
0,03 0,035 0,000% 0,0060 0,006 0,004 0,000% 0,000%

= W O & R R e

0,03 0,0135 0,0003% 0.0060 00036 00043 00009 00003

Diversidad y distancia genética

El valor de diversidad genética obtenido para el locus
A (imprimador A1-20) fue de 5,89 y para el locus C
(imprimador A1-15) de 3,55. EI valor de diversidad
promedio para los dos loci fue entonces de 4,72. En el
Cuadro 6 se muestra la matriz de todas las distancias
genéticas obtenidas entre todos los 33 clones que
amplificaron con base en los loci A1-20 y A1-15.
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Cuadro 6. Matriz de distancia genética entre 33 clones de Vochysia guatemalensis mediante dos loci microsatélites. San Carlos, Costa Rica 2009.

Clon {1034 41-4 1013 1203 200-2 1204 107-8 120-1 10-5 103-2 120-6 104-5 1025 41-2 194 3011042 1016 101-1 101 1191392 101-2 198 361 1031 197 19-1 307 1014 194 119-2 2004
1034 0

41410
1013
1203
002
04

505075 05 075 0

505 025025 05 075 0

751 ] 075 05 03 03 1 0% 10
25025025 05 075 075 075 075 0% 10
J5 075 075 075 025 025 025 075 025 05 03
|
]
075
078
|

[
1

1 1 {
1 1 1

[ AN O VAT

I 1 1

1 1

05 0

025 05 0

02505 0 0

025 025 05 05 0
AT YA A T B
ST A0 075 07 05 0
[ R A A AT WA |
A N A A I
D007 103 05 05 075
7

1
1

1941 1
1 0.7
1

1
1
1
1
1 1 [
1016)075 075 03 05 05 075 03 05 073
0111075 075 05 075 03 073 03 075 0%
411 05 075 075 03 075 075 075 075 03 079

AT 5 U N A VAT WA B
L0507 05 075 05 075 03 075 075 1 075 0T

{
L D O AT A T O (A R O A A
06105 075 075 0.5 075 075 075 075 05 075 075 075 05 07505 05 075 05 075 05 07507 1 9
311075 075 075 075 075 075 075 075 075 1 07 075 1 05 U 1 075 075 025 075 1 075 03 075 0
1105 075 075 03 075 075 075 075 03 075 075 075 1 075 1 1 075 073 025 05 075 075 05 05 025 0
07105 075 075 05 075 075 075 075 05 055 075 075 1 U 0T U 1 078 075 0 05025 1 0507 05 0
04705 075 075 05 075 075 075 075 05 07 075 075 U 1 0 1 L 0707 0 05025 1 050705 0 0
11075075 075 075 075 075 075 075 07 1 0 0% U0 U U T 07 0% 05 05 05 1 075075 075 05 05 0
10141075 05 075 075 075 05 075 05 075 1 075 075 1 075 0 1 075 075 025 075 1 075 05 075025 0.25 075 075075 0
1960 05 075 075 05 075 075 075 075 03 075 075 075 0 0 0 0 L 07075 0 0508 1 0507505 0 0 0507 0
H920075 075 05 075 03 075 03 075 075 1 075 075 1 1 075075 1 03 03 05 05 035 1 075075075 03 03 025 075 05 0
20041075 03 075 075 075 05 075 05 075 1 075 075 0 0 L 0 1 075 075 035 075 025 1 075075 075 025 025 05 05 025 03 ¢
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Agrupamiento genético de la coleccidn de clones

En el Cuadro 7 se muestra qué tan distante genéticamente
es cada uno del los clones con respecto a la poblaciéon
total analizada (33 clones). El valor medio de distancia
entre clones fue de un 68%. Esto implica que en
promedio, los clones solamente comparten un 32% de
su material genético con el resto de la poblacién. Cuatro
clones (19-4, 39-1, 102-5 y 103-2) registraron inclusive
una distancia genética mayor al 80% con respecto al
resto del grupo.
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Cuadro 7. Distancia genética (Gregorius 1974) individual de cada
clon de Vochysia guatemalensis con respecto al resto de clones de la
poblacién evaluada (33 clones). San Carlos, Costa Rica 2009.

Clan Distancia

191 0,58

19-4 0,81

19-6 0.58

19-7 0,58

18-8 0,61

301 0,64 Figura 1. Dendrograma UPGMA basado en la distancia genética de
364 0.69 33 clones de Vochysia guatemalensis con los loci A1-20 y A1-15. San
384 9,84 Carlos, Costa Rica 2009.

3n-2 0,61

41-2 0,77

41-4 0,73 Enlafigura2 esos mismos clones son ordenados de forma
12 o muy cercana. En el segundo subgrupo del dendrograma
101-3 0,66 se ubican los clones 119-1, 39-2, 119-2, 30-1, 200-4, 19-
:g:*; :::1 1, 19-6, 19-7, 104-1, los cuales se observan en el andlisis
1648 0,65 de ordenacién, como es de esperar, cercanos alos clones
102-5 0,88 del subgrupo 1, a excepcion del clon 119-1, el cual se
‘e sas ubica mas distante. En el andlisis de agrupamiento los
103-4 0.63 clones 103-2, 101-2, 41-2, 104-2, 102-5, 19-4 y 39-1
104-1 0,58 son agrupados en un tercer subgrupo, mientras que en
104-2 0,78 TN .z .

1045 0,80 el analisis de ordenacion aunque se mantienen como los
118-1 0,79 clones con mayores distancias, se separan y se ordenan
:;‘;f zif los clones 41-2 con el 104-2 y el 102-5 con los clones
120-3 0,58 19-4y 39-1.

120-4 0.70

120-5 0,60 . .z re

1208 P Se observa en la figura 1 la agrupacion especifica de
200-2 0,63 los clones 101-8 con 200-2; 19-1, 19-6, 19-7 con 104-
200-4 0.68 1y 19-4 con 39-1, los cuales muestran un 100% de

Promedio 0,68

similitud y valores de reemplazo de 30%, 20% y 100%

La figura 1 por su parte, muestra el andlisis de respectivamente.

agrupamiento (dendrograma), en el cual se aprecia la T —
formacién de tres subgrupos. Las mayores similitudes 101-2 °
(menores distancias genéticas) se presentan para los 10

clones 41-4, 101-3, 120-8, 103-4, 120-3, 19-8, 101-6, 1

120-1, 101-8, 200-2, 120-5, 104-5, 120-4, 103-1, 101-1, 051 foas

36-1y 101-4. iy

0,0

102-5
05 o 19384
)

-1,5
-8 -16 -14 12 10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 1.2

Dimension 1

Dimension 2

103-2
o

Figura 2. Andlisis de ordenacion “Multidimensional scaling” de 33
clones de Vochysia guatemalensis con los loci A1-20 y A1-15. San

Carlos, Costa Rica 2009.
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Discusion

Frecuencias alélicas y polimorfismo

El polimorfismo detectado concuerda con lo reportado
para V. ferruginea por Lowe et al. (2002), quienes
registraron siete alelos en el locus A1-20 y seis en el
locus A1-15. Estos investigadores reportaron cinco alelos
en el locus A1-5 para V. ferruginea como el de menor
polimorfismo, el cual fue también en esta investigacion
el que presentd menor polimorfismo. Para el locus A1-20
se observo una mejor distribucion alélica que en el locus
A1-15, en el cual se observo tres alelos con frecuencias
de un 3%, que podrian denominarse como alelos raros
(Murillo y Finkeldey 2000).

En estudios con alamos se reportan valores promedio de
CIP 0,69 y 0,37 para clones de dos cultivares distintos
de alamo (Fossati et al. 2005). En estudios con cultivares
de trigo se reportan valores de CIP desde 0,4 hasta 0,84;
con un valor promedio de 0,72 (Manifesto et al. 2001).
Podrian entonces considerarse valores ligeramente altos
los registrados en esta investigacion.

Esta coleccién de clones forma parte de una poblacién
de arboles seleccionados por sus buenas caracteristicas
(plus) para reforestacion. De cada uno de estos arboles
se eligieron en vivero de ocho a diez plantulas vigorosas
(medios hermanos), las cuales se constituyeron en los
clones investigados en este trabajo. Es de esperarse
entonces, que la similitud genética entre algunos de
estos clones, sea muy alta entre si. Por ello, a pesar de
esta estructura genética, los valores de CIP registrados
pueden considerarse altos.

Ademas, gracias al alto polimorfismo registrado en los
loci A1-20 y A1-15 (siete alelos cada uno), fue posible
diferenciar claramente y sin ambigledades a un 75%
(25 clones) del grupo total de 33 clones. En el caso
del grupo de clones 19-1, 19-6 y 19-7 (A,A,C.C)), al
originarse del mismo arbol madre (nUmero 19) y ser
por tanto medios hermanos o hermanos completos,
aumenta significativamente la probabilidad de heredar
los mismos alelos por descendencia (consanguinidad).
Por tanto, para esta situacion, la probabilidad de que tres
individuos dentro de una misma familia aparezcan con el
mismo genotipo, es ahora de 0,47 x 3 = 1,41% (efecto
aditivo de sus probabilidades individuales). Esto significa
que la probabilidad de que este genotipo aparezca en la
poblacion es de un individuo en una muestra aleatoria de
200. La probabilidad de ocurrencia también se calculd
para el genotipo mas probable (A,A,C,C,) del total de
genotipos registrados y se obtuvo un valor de 1,07%;
dicho genotipo se observé solamente en el clon 200-
4. Debe senalarse que, a pesar de que se utilizaron
solamente dos loci, las probabilidades de ocurrencia son
bajas. En el caso del clon 104-1 que registré el mismo
genotipo que este grupo de tres clones de la familia 19,
podria deberse a errores humanos durante el proceso de

etiquetado y manejo del material en el invernadero. De
igual manera, con los clones 19-4 y 39-1 pudo haberse
confundido el numero de la familia 39 con la 19.

Asimismo, se calculd la probabilidad de apareo que
es la que estima la posibilidad de que dos individuos
seleccionados al azar en una poblacion, tengan el mismo
genotipo en relacion con un marcador dado (Morales
1999). Al realizar la sumatoria de todas las frecuencias
al cuadrado mostradas en los cuadros 4 y 5, se obtuvo
la probabilidad de apareo de cada posible combinacién
alélica para cada locus. Para el locus A1-20 dicha
probabilidad fue de 0,029 y para el locus A1-15 de 0,077,
es decir, son las probabilidades de que dos individuos
en una poblacién de V. guatemalensis seleccionados
al azar tengan el mismo genotipo en cada uno de los
loci evaluados. Esto significa que, a pesar de utilizar
solamente dos loci, la cantidad de alelos detectados
para cada uno o grado de polimorfismo, permitié obtener
una probabilidad de discriminacion (1-probabilidad de
apareo) de 97,1% para el locus A1-20 y de 92,3% para el
locus A1-15. Es decir, que basados Unicamente en esos
dos loci en promedio el 94,7% de las veces se podra
distinguir entre dos individuos.

En el cuadro 4 se observa para el locus A1-20 diez
posibles genotipos con frecuencias mayores al 3% vy el
genotipo mas abundante en ese locus (A,A,) con una
frecuencia del 5%. Mientras que para el locus A1-15
(cuadro 5), se observa solamente tres genotipos con
frecuencias mayores al 3% y el genotipo mas abundante
(C,C,) con una frecuencia del 20%. Esto sugiere que el
locus A1-20 mostrd una mejor distribucion de alelos que
el locus A1-15. Al calcular la probabilidad de apareo con
los dos loci en conjunto, se obtuvo una probabilidad de
0,0834; lo cual indica que la probabilidad de obtener al
azar dos individuos con el mismo genotipo usando esos
dos loci es de 8,34% y por tanto una probabilidad de
discriminacion de 91,66% al utilizar ambos loci. Esto
explica la aparicidn de clones que aunque no sean de la
misma familia registraron el mismo genotipo.

Desde luego, tal y como lo sefiala Morales (1999), entre
mas alelos tenga un locus, mejor sea su distribucién de
frecuencias y mas loci sean analizados, mas alto sera el
poder de discriminacién. Por lo que es muy probable,
que al incorporarse un mayor nimero de loci se pueda
separar la identidad genética de los clones que registraron
el mismo genotipo en esta investigacion.

Diversidad y distancia genética

Un valor alto de diversidad indica un niumero significativo
de alelos y una buena distribucién en la poblacién
(Gregorius 1974, Murillo y Finkeldey 2000). Puede
entonces observarse la superioridad en diversidad del
locus A1-20 en relacién con el locus A1-15, que refleja
precisamente una mejor distribucién alélica en el primero
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de los casos. Al menos tres alelos del locus A1-15
registraron frecuencias de un 3%, lo que significa que se
mantienen a través de un solo individuo heterocigoto en
la poblacién investigada. Su probabilidad de desaparecer
de la poblacién es por tanto muy alta.

Existen varios procedimientos para estimar la distancia
genética entre poblaciones e individuos, siendo la
establecida por Nei la mas empleada (Yeh 2000). Sin
embargo, en este estudio se tiene una Unica poblacién,
por tanto se decidié adaptar el principio del céalculo de
la distancia genética entre poblaciones (Gregorius 1978),
para aplicarlo a nivel de individuos dentro de la poblacion.
Algunos autores como Mohammadi y Prasanna (2003)
indican que la distancia-similitud genética puede ser
calculada entre genotipos, poblaciones o individuos
mediante varias medidas estadisticas dependiendo del
grupo de datos que se tenga.

Como era de esperar, las mismas parejas de clones
que habian registrado el mismo genotipo (Cuadro 3),
mostraron consecuentemente una distancia genética con
valor cero en el Cuadro 6, lo cual coincide también con
el agrupamiento realizado mediante el método UPGMA
y a través del sistema de ordenacion “multidimensional
scaling” o MDS (Figuras 1y 2).

Agrupamiento genético de la coleccidn de clones

El agrupamiento de una coleccion de clones, con base
en su similitud genética, es de gran importancia en
programas de mejoramiento y conservacion genética
(Murillo 2005). Los agrupamientos son de utilidad a la
hora de disefar los cruzamientos controlados, con el fin
de mantener la mayor diversidad genética posible en la
poblacion (Araya et al. 2005a). Si el objetivo es mantener
la mayor variabilidad posible, se busca entonces que los
grupos de cruzamiento se conformen con genotipos con
la menor consanguinidad posible entre si (mayor distancia
genética entre individuos). Dado que la colecciéon
utilizada en este estudio proviene de arboles plus
seleccionados de un ensayo de procedencias realizado
por Cornelius y Masis (1994) como parte del programa
de mejoramiento genético forestal desarrollado por el
CATIE (Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y
Ensefianza), se conoce de antemano que en el material
usado hay hermanos y medios hermanos. Ademas es
una coleccién con gran variacion genética y el material
proviene de la seleccién de arboles plus colectados de
distintas zonas geograficas, lo cual explica la baja tasa
de consanguinidad encontrada (Cuadro 7) entre los
clones de la coleccién investigada.

Los clones con valores de distancia genética mayores a
0,70 (Cuadro 7) indican que estos clones se encuentran
alejados del nucleo de agrupacién mostrado en la figura
2. Los valores entre 0,50 y 0,70 los registraron los clones
ubicados cerca del nucleo de agrupacion. Los clones que
son ubicados como un solo genotipo en el dendrograma

(figura 1), corresponden tal como se esperaba con los
clones que registraron el mismo genotipo (Cuadro 3).
Estos resultados sugieren que los clones 19-4 y 39-1,
101-8 y 200-2 y el subgrupo 19-1, 19-6, 19-7 y 104-1
estan genéticamente muy relacionados. Ademas, al tener
la informacion de la procedencia del material (Cornelius
y Masis 1994) es muy probable que los datos obtenidos
con respecto a esos clones se deban a errores humanos
de etiquetado, ya que por ejemplo el subgrupo de la
familia 19, no es posible que agrupe con un clon de la
familia 104 y que por el contrario el clon 19-4 que deberia
agrupar con ese subgrupo, tenga exactamente el mismo
genotipo que el clon de la familia 39.

Elvalor de bootstrap generado en el analisis de agrupacion
con el software TREECON (figura 1), corrobora que el uso
de dos loci no es concluyente, ya que puede observarse
que para los clones 101-8 y 200-2 sélo un 30% de las
veces se agruparan juntos como un mismo genotipo, asi
como el subgrupo 19-1, 19-6, 19-7 y 104-1 indica que un
20% de las veces que se repita el analisis agruparan como
el mismo genotipo. La excepcién se da en los clones
19-4 y 39-1, en los cuales el valor de bootstrap indica
que el 100% de las veces que se repita ese analisis con
dos loci siempre se ubicaran con el mismo genotipo; es
decir, para esos clones gracias al nivel de polimorfismo
detectado, estos caen dentro de la probabilidad de
apareo obtenida (Cuadros 4 y 5).

En el andlisis “multidimensional scaling” (figura 2) es
de particular interés observar que aunque los clones
se ordenan aproximadamente en cinco subgrupos, se
mantiene el agrupamiento obtenido en el dendrograma
(figura 1); es decir, los subgrupos tres y cinco del analisis
de ordenacién corresponden a los clones del subgrupo
uno del dendrograma (clones con mayores similitudes). El
subgrupo dos del dendrograma coincide con el subgrupo
cuatro de la figura 2, a excepciéon del clon 119-1,
mientras que, el subgrupo tres en el dendrograma incluye
los subgrupos uno y dos del analisis “multidimensional
scaling” con excepcion de los clones 103-2 y 101-2. Eso
nos indica que los clones de los subgrupos tres y cinco
de la figura 2 estan mas relacionados genéticamente que
los clones de los subgrupos cuatro y cinco. Ademas, los
clones 119-1, 103-2 y 101-2 se observan distantes de
los diferentes subgrupos en el analisis de ordenacién
(figura 2), por lo que segun ese analisis esos clones no
presentan relacion genética con ninguno de los restantes
clones, mientras que segun el andlisis de agrupamiento
(figura 1) se encuentran relacionados con los clones del
subgrupo dos y tres respectivamente.

Aunque en términos generales la agrupacién de los clones
es similar con ambos tipos de analisis, existen algunas
diferencias. En el andlisis de ordenaciéon (figura 2) es
posible observar que los clones 101-2, 119-1 y 103-2 se
ubican muy alejados de los cinco subgrupos formados.
En la figura 1 por su parte, se observa particularmente
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que los clones 119-1 y 119-2 pertenecientes a la misma
familia se ubican en el mismo subgrupo, al igual que
los clones pertenecientes a las familias 101 y 103 con
excepcién de los clones 101-2 y 103-2. Segun la figura
1, las Unicas familias que se agrupan correctamente son
la 119, 120, 30, 36 y 102; esas tres ultimas debido a que
solo se evalud un hijo del arbol madre. Estos resultados
sugieren que el analisis de agrupamiento UPGMA es un
método mas sensible y logra una mayor precision en el
agrupamiento de los genotipos por su distancia genética,
aunque se debe sefalar que se esperaba que los clones
pertenecientes al mismo arbol madre se agruparan en un
mismo subgrupo. Al utilizarse solamente dos loci para
el analisis de distancia genética entre individuos, los
valores son del orden de cero, 25, 50, 75y 100%. Debe
recordarse ademas, que los procedimientos usuales
para estimar la distancia genética fueron desarrollados
para utilizarse al nivel de poblaciones y en el presente
estudio no se cuenta con diferentes poblaciones, sino
con una sola poblacién. Donde dentro de cada poblacién
existe un numero de individuos que conjuntamente van a
constituirse en frecuencias alélicas de todo el colectivo.
En este caso, los individuos son la base de analisis.

De ese modo, los imprimadores (loci) A1-20 y A1l-
15 pueden resultar de utilidad para la certificacién, la
deteccidn de duplicados en las colecciones y para asistir
programas de mejoramiento y conservaciéon genética en
V. guatemalensis. Los datos sugieren la contaminacion
en la pureza genética de los jardines monoclonales; sin
embargo, es necesario volver a examinar la coleccién
incorporando mas loci. Los resultados sugieren una alta
variabilidad genética en la poblacién de conservacion de
33 clones de V. guatemalensis existente en el Instituto
Tecnolégico de Costa Rica. Futuros trabajos basados en
un mayor numero de loci, podran continuar desarrollando
y refinando el uso de marcadores genéticos en esta
especie nativa, de gran potencial para la reforestacion
nacional.

Un mayor numero de loci aumentara la precision y
capacidad delatécnicadelos SSR, para poder discriminar
genotipicamente pequefas variaciones (mutantes) en los
programas clonales. A pesar de que estos imprimadores
fueron desarrollados para V. ferruginea, la importancia
socio-econdmica y ambiental de estas dos especies
amerita continuar con el desarrollo de microsatélites
propios para cada una de las especies.

Conclusiones

1. Dos pares (A1-15 y A1-20) de imprimadores de los
cinco desarrollados para V. ferruginea, suministraron
informacion valiosa para distinguir y determinar la huella
genética de 33 genotipos de V.guatemalensis.

2. Los loci A1-20 y A1-15 son altamente polimérficos
para V. guatemalensis y pueden resultar de utilidad
para la certificacion, la deteccidon de duplicados en
las colecciones genéticas y para asistir programas
de mejoramiento y conservacion genética en V.
guatemalensis.

3. La probabilidad de ocurrencia para el genotipo mas
probable (A,A,C,C,) del total de genotipos registrados
utilizando los dos loci fue de 1,07%.

4. De los grupos de clones que registraron el mismo
genotipo, los de la familia 19 con el genotipo A,A,C.C,
mostraron la mayor probabilidad de ocurrencia (0,47 %).

5. La probabilidad de obtener al azar dos individuos en
una poblacién de V. guatemalensis con el mismo genotipo
usando estos dos loci es de 8,34%.

6. A pesar de que el analisis esta basado en dos loci,
la probabilidad de exclusién o discriminaciéon es alta
(91,66%).

Recomendaciones

1. Es necesario volver a examinar la coleccion clonal
estudiada incorporando otros loci que no han sido
analizados.

2. Podria implementarse el desarrollo de imprimadores
microsatélites propios para V. guatemalensis.
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