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Resumen

Se utilizaron los marcadores AFLP para estudiar las relaciones genéticas de una coleccion de 29
clones de Gmelina arborea (Roxb) (melina) pertenecientes a un programa de mejoramiento
genético con esta especie en la zona sur de Costa Rica. Estos clones fueron seleccionados con
base en sus altos indices de crecimiento y calidad. Tres combinaciones de imprimadores
(ACG/CTC, ACTICTC y AGC/CTC) fueron utilizadas para generar los marcadores. Fueron
seleccionados con base en tres umbrales de deteccién (75, 135 y 200) de intensidad de
fluorescencia de los fragmentos. Para cada uno de los tres umbrales de deteccion fue calculada la
distancia Euclidiana (parentezco) entre todas las posibles parejas de clones. Con los datos se
generaron dendrogramas (UPGMA) y un andlisis multivariado para conocer el agrupamiento de los
clones (grado de parentezco). El analisis de agrupamiento permitié visualizar la separacion de los
clones 1, 5, 9, y 25 con respecto al resto de la coleccidn, lo que sugiere su diferenciacién genética
0 menor parentezco con el resto a la coleccién. Este resultado coincide con los obtenidos por
medio del coeficiente de similitud de Jaccard, donde se obtuvo una baja relacion genética entre
algunos clones. Se observé que los clones 2, 4, 6, 8 y 11 estan genéticamente muy relacionados
entre si, lo que sugiere como disefiar los subgrupos de apareamiento para la segunda generacion
de mejoramiento. Los valores de similitud de Jaccard mas altos fueron del orden de 0,39 y
registraron valores promedio para el colectivo de los 29 clones entre 0,24 y 0, 27. Esto indica que
la coleccién de clones de melina estudiada, comparte aproximadamente un poco mas de un 25%
de sus elementos genéticos, que podria interpretarse como su grado de parentezco o
consanguinidad. Los bajos valores de diversidad genética sugieren la necesidad ampliar la base
genética del programa de mejoramiento genético que se desarrolla con la especie Gmelina
arborea.

Palabras clave: Similitud genética, Marcadores genéticos, Jaccard, Distancia Euclidiana, Escala
multidimensional, Mejoramiento genético, Diversidad genética, Gmelina arborea, Costa Rica.

Abstract

Genetic relationships in a clone collection of Gmelina arborea (Roxb) revealed with AFLP
markers. AFLP markers were used to study genetic relationships in a 29 clone collection of
Gmelina arborea used in a tree breeding program at southern of Costa Rica. Clones were selected
on the basis of their high stem quality and growth indexes. Three primer combinations (ACG/CTC,
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ACT/CTC and AGC/CTC) were used to generate markers. Markers were selected with three
different thresholds (75, 135 and 200) for the flourescence intensity of fragments. For each
threshold, Euclidean distance were calculated to generate dendrograms (UPGMA) and a
multidimensional scaling was done, too. These statistical analyses allowed separation of some
clones (1, 5, 9, and 25) from the remaining clones. The low value of Jaccard similarity coefficient
supports this result, indicating a low genetic relationship between these clones. On the other hand,
some clones were closely grouped (2, 4, 6, 8 and 11). The higher values of Jaccard similarity
coefficient were around 0,39 and average values registered for the collection of 29 clones were
between 0,24 and 0,27. This result indicates that 33% of genetic elements are shared between the
whole collection of clones. Low values of genetic diversity suggests an extension of the genetic
base used in the tree breeding program developed with Gmelina arborea. Criteria for AFLP analysis
of melina clones and their application for tree breeding are discussed.

Key words: genetic similarity, Gene markers, Jaccard, Euclidean distance, genetic improvement,
genetic diversity, Gmelina arborea.

INTRODUCCION

La melina ha cobrado gran importancia en nuestros paises a medida que siguen aumentando sus
posibilidades de desarrollo de nuevos productos. La versatilidad de usos que presenta actualmente
su madera esta generando una base industrial forestal de enorme potencial (Alfaro y de Camino,
2002), en especial si consideramos su acelerada tasa de crecimiento y productividad. Se presume
gue la mayor parte del material genético de esta especie existente en el pais, provino de las
plantaciones establecidas en 1969 en Manila de Siquirres (Lega, 1988). A finales de los afios 80 el
Centro Agronémico de Investigacion y Ensefianza (CATIE) continta con el mejoramiento genético
de la melina (Mesén, 1990; Cornelius y Hernandez, 1995). Con apoyo del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica, el Centro Agricola Cantonal de Hojancha, se convierte en uno de los principales
proveedores de semilla seleccionada en la regiéon centroamericana, material producido de una red
de rodales semilleros (Barquero, 1987; Barrantes, 1999). A inicios de los afios 90, algunas
empresas reforestadoras de Costa Rica y Guatemala, desarrollaron programas de mejoramiento
genético a escala comercial, estableciendo los primeros huertos semilleros en la regiéon (Murillo,
1992; Zeaser, 1998). Estudios realizados para la regiébn centroamericana, revelan el alto impacto
econdémico-financiero de emprender un programa de mejoramiento con esta especie (Alfaro y
Villamizar, 1998).

En programas de mejoramiento genético desarrollados en la India con esta especie, se reporta que
los arboles plus superaron en un 40% (altura total), 106% (altura comercial), 66% (dap) a la
poblacion original (Kumar y Matharoo, 2003). En la zona de Palmar Sur, Osa, Puntarenas (Pacifico
sur de Costa Rica), se seleccionaron 29 arboles plus los cuales han sido analizados en el presente
estudio utilizando la técnica de AFLP. Estos genotipos fueron seleccionados de rebrotes de 3 afos
de edad, cuyas caracteristicas superaron sustancialmente a la poblacion base, lo cual refleja un
enorme potencial de mejoramiento para el volumen de esta especie en el pais (cuadro 1).
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Cuadro 1. Diferencial de seleccion en 29 arboles plus de Gmelina arborea en relacién con el resto
de la poblacion, en suelos aluviales de Palmar Sur, Osa, Costa Rica.

Edad Diferencia en Diferencia en Diferencia en IMAVol arboles IMAVol plantacion
(afios)  diametro (%)  volumen (%) calidad (%) plus (m*ha) (m3ha)

3 19,83 54,17 54,41 91,83 59,51

Estudios realizados en la India muestran a nivel clonal, que la heredabilidad de la altura, diametro
basal y diametro a la altura del pecho, registraron valores de 0,31, 0,44 y 0,37 respectivamente
(Kumar y Matharoo, 2003). Estos valores estuvieron asociados a ganancias de un 18%, 25% y
30% para estos caracteres a los 2 afios de edad. De manera importante debe mencionarse, que en
esta investigacion, los mejores clones en crecimiento en altura al afio 2 (posiciones 1%, 2° 4%y
15", registraron las posiciones 1, 13*%, 15"y 20* al afio 1.

La edad de seleccién es de suma importancia por la posibilidad de reducir el tiempo de evaluacion
en el campo del material. Se ha registrado con clones de melina (Papua, 2003), que es posible
seleccionar con base en la altura total a los 9 meses de edad (correlaciones desde 0,5 a 0,9 con el
volumen total a los 6 afios). Sin embargo, algunos caracteres cualitativos como rectitud,
bifurcaciones y otros, aln podrian no haberse expresado satisfactoriamente (Osorio, 2003). Si los
objetivos de produccion son el papel, combustible, tarimas u otros, con turnos de rotacion
esperados de 5-6 afios, entonces seria posible seleccionar a los 2 afos. Si los objetivos de
produccion son playwood, madera sélida para vigas, muebles u otros usos, con turnos de rotacion
esperados de 10-12 afios, la recomendacion es de seleccionar a los 3 afios de edad (Hodge y
Dvorak, 2003). En generaciones avanzadas de poblaciones de mejoramiento genético con la
especie, es posible lograr reducir alin mas la edad de seleccién.

En términos de mejoramiento, la via de produccion clonal o asexual es la mas indicada, dado que
se logra capturar el 100% de la varianza genética (varianza aditiva y varianza no aditiva). Ademas
permite uniformizar la plantacion y disminuir los costos de manejo.

El uso los de marcadores moleculares ha aumentado la eficiencia de los programas de
mejoramiento, alcanzando resultados muy importantes en la busqueda de resistencia a las plagas
y enfermedades, el aumento de cosechas, las tasas de crecimiento, entre otros (Ajmone et al,
2001). En el caso de las especies forestales, las combinaciones de seleccién asistida por
marcadores moleculares y ensayos de progenies, podrian permitir resultados mas rapidos y
exactos en la seleccion de caracteres complejos como la tasa de crecimiento y la calidad de la
madera.

Los marcadores genéticos tienen aplicaciones importantes en programas avanzados de
mejoramiento genético, especialmente en lo que se refiere a control de calidad. Las técnicas de
huella genética pueden ser utilizadas para la comprobacion de la identidad clonal o la
contaminacion de los jardines clonales y huertos (Haines, 1994). Los marcadores genéticos
también juegan un papel importante en la cuantificacion de la variacion genética de colecciones
completas. Asi como el grado de parentesco dentro de las poblaciones de conservacion y
mejoramiento. Sin embargo, éstos pueden dar lugar a una subestimacién de la variacién genética
en lo que respecta a caracteres (como el vigor y la calidad del fuste, que se encuentran mas
expuestos a la presion evolutiva, por lo que serd preciso utilizarlos con precaucién (Haines, 1994).

Con el desarrollo y aplicacién en los ultimos afios de los marcadores genéticos, se abre la
posibilidad de utilizar la informacion que estos proveen como complemento o eventualmente
sustitucion, del protocolo de evaluacion y seleccion fenotipica. Es por ello que se proponen en este
trabajo la evaluacién de la relacion genética entre clones dentro de una poblacion y la
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cuantificacion de la variabilidad genética de los materiales clonales de Gmelina arborea Roxb.
(melina), entre otras aplicaciones en cuanto al mejoramiento genético.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y extraccion de ADN

El material vegetal fue colectado del jardin clonal de melina establecido por la Corporacion
Coopeagri en su finca experimental situada en Pérez Zeled6n. La coleccion comprende 29
individuos seleccionados en la zona de Palmar Sur, Osa, Costa Rica, tomando como criterios su
excepcional crecimiento y calidad (Cuadro 1). Estos fueron clonados via enraizamiento de rebrotes
de tocon y establecidos en una coleccién para su posterior desarrollo comercial en el Programa de
Mejoramiento Genético Forestal, que desarrolla la Corporacién Coopeagri en la zona sur del pais.
Se tomaron hojas jovenes de dos rametos diferentes para cada uno de los 29 clones de la
coleccion. Las muestras fueron debidamente identificadas y llevadas al laboratorio de genética de
la Escuela de Biologia de la Universidad de Costa Rica. La extraccion del ADN se realizo segun lo
descrito por Araya et al (2005) para las especies Hyeronima alchorneoides y Tectona grandis.

Reacciones de los AFLP

Las reacciones de AFLPs se realizaron segun el procedimiento descrito por Vos et al (1995). Las
enzimas EcoRI y Msel fueron utilizadas para la restriccién del ADN y T4 ADN ligasa para la ligacién
de los adaptadores. La amplificacién preselectiva y selectiva fueron realizadas de acuerdo al
protocolo adaptado y descrito por Araya et al (2005). Las amplificaciones selectivas evaluadas
fueron ACG/CTC, ACT/CTC y AGC/CTC. Las reacciones de PCR tanto para las amplificaciones
preselectivas como selectivas fueron efectuadas en un termociclador MJ Research (Gradient
Cycler) ®. Los productos de la amplificacion selectiva fueron desnaturalizados y los fragmentos
separados en un analizador genético ABI 310 (Applied Biosystems), adicionando 0,5 uL de
marcador de peso molecular GS-100-ROX para determinar el tamafio de los fragmentos.

Generacién de datos de los AFLPs

Los datos obtenidos del ABI 310 fueron inicialmente analizados con el programa ABI Prism®
GeneScan® (Version 3.7) y posteriormente con el programa ABI Prism® Genotyper® 3.7 NT. Los
marcadores fueron codificados como presente (1) o ausente (0) para cada rameto. Se utilizaron
tres umbrales de deteccion (75, 135 y 200) para la magnitud de la intensidad de la fluorescencia en
la seleccion de los marcadores segun las recomendaciones dadas por De Riek et al (1999). De
esta manera se crearon tres matrices binarias de datos. Cuando se aumenta el umbral de
deteccion para la magnitud de la intensidad de la fluorescencia, algunos marcadores podrian ser
registrados como presentes en un rameto, pero como ausentes en el otro rameto del mismo clon.
Para resolver este problema se revis6 manualmente aquellos casos que presentaban esta
inconsistencia, con el fin de garantizar una correcta seleccién de los marcadores. Primero se reviso
la matriz binaria de los pares de rametos de cada clon y se determiné donde se presentaban
inconsistencias. Posteriormente, en el programa Genotyper® 3.7 NT, se revisaron las posiciones
de los marcadores para determinar si las inconsistencias se presentaban por diferencias en la
intensidad de los marcadores en los pares de rametos.

Andlisis estadisticos

En primera instancia, se determind la distribucion de las frecuencias de los marcadores para cada
uno de los tres umbrales de deteccién evaluados, al igual que la distribucién de frecuencias de los



ol %
v
i “uh fhy,
<Revista Forestal TEC
e | g e Wi

marcadores segun su PIC (Contenido de Informacion Polimdrfico), el cual fue calculado utilizando
la siguiente férmula:

PIC = 1-[f+(1-F)],
donde “f” es la frecuencia del marcador.

La similitud entre pares de clones se determin6 de acuerdo al coeficiente de similitud de Jaccard,
con la siguiente formula:

SJacc = a/(a+b+c),

donde “a” es el nimero de marcadores presentes en ambos clones (A y B), “b” es el nimero de
marcadores presentes solamente en el clon A y “c” es el nimero de clones presentes sélo en el
clon B. Estos coeficientes fueron comparados para cada uno de los tres umbrales de deteccion.

Utilizando el programa Statistical Release 6, se calculo la distancia Euclidiana entre pares de
clones y posteriormente se generé un dendrograma UPGMA (Unweighted Pair-Group Average),
para cada uno de los tres umbrales de deteccién. El céalculo de la distancia Euclidiana se realiz6
con la siguiente formula:

Deua = [Smlfam-fam) T,

donde “m” es nimero de marcadores detectados, “f,” es la frecuencia de esos marcadores en el
clon 1 y 2 respectivamente. Ademas del dendrograma, se realizé un andlisis multivariado de
ordenacion denominado “multidimensional scaling”, el cual permite explicar similitudes observadas
entre los elementos investigados, agrupandolos de acuerdo a la proporcion de la variacion que
éstos muestran en el modelo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Generaciéon de datos de AFLPs

El nimero de marcadores (fragmentos) generados para cada combinacion de imprimadores varié
segun el umbral de deteccidon con que se seleccionaron los marcadores (Cuadro 2). El umbral
minimo de detecciébn de los marcadores en el programa GeneScan es 50, segun las
especificaciones del fabricante. Este criterio ha sido utilizado para determinar los valores 6ptimos
de seleccion de marcadores, sin embargo no resulté informativo (De Riek et al., 1999). En el caso
de melina, no se consideré este umbral de seleccién porque al inspeccionar manualmente los
datos generados por el programa GeneScan se detecté un alto nUmero de marcadores con
intensidades cercanas a la linea base de deteccién (50) que podrian ser artefactos generados por
la técnica de AFLPs.

Cuadro 2. Numero de marcadores obtenidos para las combinaciones de imprimadores evaluadas
en Gmelina arborea, considerando tres umbrales de deteccion diferentes.

Combinaciéon de imprimador

Umbral de deteccidn Total
ACGICTC ACT/CTC AGCI/CTC
75 33 53 73 159
135 26 47 47 120
200 26 41 32 99
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La distribucion de la frecuencia de aparicion de los marcadores y del Contenido de Informacion
Polimérfico (PIC) para cada uno de los umbrales de seleccions se muestra en la Figura 1y 2.
Como puede observarse, un alto nimero de marcadores tienen un PIC bajo, sin embargo esto
permitio realizar andlisis posteriores. Un comportamiento similar en el PIC de marcadores AFLP fue
obtenido en un estudio para el analisis de variedades de remolacha (Beta vulgaris) realizado por
De Riek et al (2001).
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Figura 1. Distribucién de las frecuencias de aparicion de los marcadores detectados con tres
intensidades de seleccion diferentes para Gmelina arborea.
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Figura 2. Distribucion del Contenido de Informacién Polimérfico (PIC) de los marcadores
detectados con tres intensidades de seleccion diferentes para Gmelina arborea.

Andlisis estadisticos

El coeficiente de similitud de Jaccard fue determinado para cada uno de los tres umbrales de
deteccién de los marcadores. Para evaluar el efecto del umbral de seleccion sobre este coeficiente,
se determiné el promedio y la desviacion estandar para los 29 clones de melina. Puede observarse
en el Cuadro 3 que las variaciones en el promedio del coeficiente de Jaccard son minimas para
cada uno de los clones. El gran promedio se calculé tomando los valores del coeficiente de
similitud de todos los pares de clones analizados; asi como su desviacion estandar. La variaciéon en
el gran promedio es minima, no asi para la desviacion estandar. Siendo ésta mayor para el umbral
200. La menor desviacion se presentd en el umbral 135 lo que indicaria una menor dispersién de
los valores de similitud entre los clones. El gran promedio y la desviacion estandar para el umbral
75 son similares al umbral 135. Este podria ser un primer criterio para establecer la utilizaciéon de
un umbral de deteccién en el analisis de datos generados por AFLPs, sin embargo, se requieren
analisis posteriores que revelen la estructura y relacién genética de los clones. Por lo tanto, andlisis
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de conglomerados y de ordenacion fueron empleados para determinar cual es el umbral de
deteccion que identifique los marcadores que muestren las mejores relaciones genéticas de los
clones estudiados.

Cuadro 3. Promedio y desviacion estandar del coeficiente de similitud de Jaccard para cada uno
de los 29 clones de Gmelina arborea.

Umbral de deteccién

75 135 200

Clones Promedio Desv.Est. Promedio Desv.Est. Promedio Desv. Est.
Clonl 0,12 0,04 0,15 0,07 0,15 0,17
Clon2 0,21 0,15 0,23 0,16 0,23 0,21
Clon3 0,28 0,13 0,30 0,10 0,30 0,18
Clon4 0,19 0,13 0,22 0,13 0,22 0,20
Clon5 0,12 0,05 0,15 0,06 0,15 0,17
Clon6 0,15 0,15 0,24 0,14 0,18 0,22
Clon7 0,32 0,18 0,29 0,13 0,34 0,22
Clon8 0,19 0,16 0,28 0,15 0,21 0,22
Clon9 0,09 0,04 0,09 0,06 0,12 0,17
Clonl10 0,29 0,16 0,28 0,13 0,31 0,20
Clonl1 0,19 0,15 0,23 0,16 0,22 0,21
Clon12 0,27 0,11 0,33 0,13 0,29 0,18
Clon13 0,29 0,13 0,30 0,11 0,31 0,18
Clon14 0,19 0,10 0,22 0,10 0,22 0,18
Clon15 0,16 0,05 0,12 0,05 0,19 0,16
Clon16 0,29 0,13 0,32 0,13 0,31 0,19
Clon17 0,27 0,13 0,31 0,13 0,29 0,19
Clon18 0,28 0,12 0,35 0,14 0,31 0,18
Clon19 0,30 0,15 0,37 0,14 0,32 0,20
Clon20 0,23 0,10 0,26 0,12 0,26 0,17
Clon21 0,35 0,17 0,34 0,14 0,37 0,21
Clon22 0,27 0,11 0,26 0,09 0,30 0,17
Clon23 0,35 0,19 0,33 0,15 0,37 0,22
Clon24 0,35 0,17 0,39 0,16 0,38 0,21
Clon25 0,12 0,06 0,15 0,06 0,15 0,17
Clon26 0,30 0,14 0,26 0,10 0,33 0,19
Clon27 0,35 0,18 0,25 0,10 0,37 0,21
Clon28 0,26 0,11 0,27 0,11 0,29 0,18
Clon29 0,23 0,11 0,29 0,12 0,26 0,18
Gran

Promedio 0,24 0,15 0,26 0,14 0,27 0,20
Minimo 0,09 0,04 0,09 0,05 0,12 0,17
Méaximo 0,35 0,19 0,39 0,16 0,38 0,22
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El agrupamiento de los clones se realiz6 mediante el método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Average) tomando como base las distancias Euclidianas. En la figura 3.A puede
observarse como los clones 1, 5, 9 y 25, aparecen separados en los dendrogramas generados
para el umbral 75 y 135. Este resultado coincide con lo registrado por el coeficiente de similitud de
Jaccard, donde precisamente estos mismos clones presentan los valores mas bajos. Lo cual indica
que estos clones no tienen un parentesco fuerte con el resto de la coleccion. Para el umbral 200
aparecen agrupados los clones 15 y 1, por lo que pareciera que los dos primeros dendrogramas
presentan mas consistencia. También puede observarse como los clones 14 y 29 se agrupan en
los dendrogramas A y B, pero en el C se agrupa el 29 con el 18, ambos separados levemente del
14. Al aumentar el umbral de seleccion, la similitud entre pares de clones disminuye al descartarse
algunos marcadores (De Riek et al, 1999), que permiten agrupar los genotipos estudiados.

Andlisis de similitud de los clones

Por ejemplo, es posible que al aumentar el umbral a 200, el clon 29 tenga mas marcadores en
comun con el clon 18 con respecto al 14. Es de particular interés el agrupamiento que forman los
clones 2,11, 6, 8 y 4, en los tres dendrogramas siendo mas definido en A y B. En el andlisis
multivariado “multidimensional scaling” se puede también observar cémo estos clones han sido
ordenados de acuerdo a su similitud (Figura 4). Este analisis de ordenacién también muestra como
para los umbrales 75 y 200 la mayoria de clones forman un solo conglomerado en el centro de los
ejes. Posiblemente, al utilizarse un umbral de deteccién bajo (75), se seleccionen un alto nimero
de marcadores que los clones comparten entre ellos. Por el contrario, al aumentarse el umbral se
descartan algunos marcadores que permiten hacer una mejor separacion de los clones. En este
sentido, el umbral de 135 parece ser un criterio intermedio en el cual se descartan marcadores con
una baja intensidad y que son compartidos entre la mayoria de clones, pero no descarta otros
marcadores que permiten una mejor separacion entre los genotipos de melina (Figura 4.C).

Los valores de similitud de Jaccard mas altos fueron del orden de 0,39 y registraron valores
promedio para el colectivo de los 29 clones entre 0,24 y 0,27. Estos valores indican que, a grosso
modo, el nivel de similitud genética alcanz6 ya un tercio. Es decir, la coleccion de clones de melina
estudiada comparte aproximadamente un 33% de sus elementos genéticos. Puede también
interpretarse como un valor de consanguinidad de 0,33 para esta coleccion, siendo éste muy alto.
Sin embargo, al formar parte de un programa de mejoramiento genético basado en su desarrollo
clonal (vegetativo) y no sexual (semilla), el riesgo de obtener material de siembra comercial
altamente emparentado es sumamente bajo o casi nulo. Una vez que se logre alcanzar la fase de
cruzamiento controlados para obtener la siguiente generacion de mejoramiento, sera vital colocar
esta coleccion en los subgrupos sugeridos por el UPGMA, para evitar realizar cruzamientos dentro
de ellos mismos. Este es el caso de los clones 2, 11, 6, 8 y 4,donde se observa claramente su
agrupamiento (Figuras 3y 4).

Los valores de diversidad genética fueron calculados de acuerdo a Gregorius (1978) para cada uno
de los tres umbrales de deteccion (75, 135 y 200), siendo éstos 0,17, 0,15 y 0,20 respectivamente.
Estos resultados sugieren la necesidad y urgencia de ampliar la base genética del programa de
mejoramiento genético que desarrolla Genética Forestal (GENFORES) con la melina. Nuevas
selecciones y la promocién del intercambio de material genético con otras organizaciones similares
fuera del pais seran estrategias basicas a seguir en los proximos afios.
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Figura 3. Agrupamiento de los 29 clones de Gmelina arborea utilizando las distancias Euclidianas
(UPGMA). A. Umbral de deteccion 75, B. Umbral de deteccion 135 y C. Umbral de deteccion 200.

10



< Revista Forestal

4

e | g 4 own K

A 3 Ls 135
2,0 d
CLON9
o
cLoN27
CLON9
15 1,0 9
CLON1
° CL%NlO
CLON15
20 CLON25 05 CLONZ 0 CLON37ON21
' ° CLON26
CLONIZRNG o CLON23
CLONS 3 CLON3 ©
o
6
~ 05 CLON15 ~ 00 CLOIS
° < oCiON13
s S CLON4 CLORZE
S 2 o ? CLON29
S g CLON20 o
= o
-E 00 cL L?,)NB 8 s
CLGNN2 CLON14
o
CLON25  CLON1
0,5 -1,0 o o
CLON11
o
CLON14
[}
-1,0 -15
CLON29 CLGNS
o
15 2,0
20 -15 -10 05 0,0 05 1,0 15 2,0 20 -5 -0 -05 00 05 1,0 15 20 25 30
Dimension 1 Dimension 1
200
2,5
CLON9
2,0 o
15
1,0
CLON21
o
N CLONG
5 05 CLON2
S S
<
£
E oo CLON11
CLON15
cLgne o CLON14
05 CLON8 con °
CLON5S
[+
-1,0
-15
CLON25
o
-2,0
25 -20 -15 -10 -05 00 05 10 15 20 25
Dimension 1

Figura 4. Analisis de ordenacién “multidimensional scaling” de los clones de Gmelina arborea para
los umbrales de deteccién 75 (A), 135 (B) y 200 (C).
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CONCLUSION

Los marcadores bioquimicos y moleculares no han sido aceptados hasta el momento como medios
satisfactorios para el registro de nuevas variedades vegetales, sin embargo los marcadores
moleculares AFLP y los microsatélites son dos de los instrumentos mas confiables y reproducibles
para estudiar la informacion genética, en especies de plantas (Fossati et al, 2005). Los marcadores
AFLP son cada vez mas utilizados para el estudio de la diversidad genética en especies de plantas
y para la caracterizacion de colecciones de mejoramiento de genético (Stenefon et al, 2003;
Roldan Ruiz et al, 2001; De Riek et alr, 2001; Araya et al, 2004). A pesar de que los AFLP son
altamente reproducibles, la generacion de un alto nimero de marcadores requiere que los criterios
de seleccién sean consistentes de manera que se consideren los marcadores mas informativos (De
Riek et al, 1999).

En este estudio se evaluaron tres umbrales de deteccién de los marcadores, a partir del analisis de
las muestras con el analizador genético ABI 310 (Applied Biosystems). Es importante mencionar
gue en la mayoria de estudios que utilizan los AFLP, no se menciona en su metodologia cuéles
fueron los criterios de seleccién utilizados para los andlisis de los datos. Los analisis aqui
presentados, permiten definir los primeros parametros para el analisis mediante marcadores AFLP,
no solamente para los clones de melina, sino también para el futuro estudio de la diversidad
genética de poblaciones naturales y de mejoramiento de otras especies forestales, asi como de
colecciones de mejoramiento. Los AFLP pueden ser apropiadamente utilizados para el estudio
descriminatorio de hibridos o para la evaluacion de grados de similitud entre cultivares (Fossati et
al, 2005).

Con el establecimiento de criterios de seleccion idoneos de los marcadores, éstos analisis podrian
estar mejor representados y asi, evitar la subestimacion o sobreestimaciéon cuantificables de la
variabilidad genética en lo que respecta a caracteres como el vigor y la calidad del fuste, que se
encuentran mas expuestos a la presion evolutiva, por lo que sera preciso utilizarlos con precaucion
(Haines, 1994). Asimismo, mismo, estos criterios permitirian generar una mejor caracterizacion
genética de las colecciones de mejoramiento genético, para su utilizacién posterior en el disefio de
cruces controlados.
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