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Resumen 

 

El proyecto forma parte de una línea de trabajo a largo plazo para el desarrollo de la 

genómica en especies forestales. El enfoque del estudio fue hacia el desarrollo y 

refinamiento de marcadores genéticos, tanto de SSR o microsatélites en ambas especies, 

como de los nuevos SNPs en teca. En un primer objetivo se crearon y validaron Multiplex 

o grupos de SSR para ambas especies, que permiten genotipar a más bajo costo. Para 

ambas especies, se logró construir y validar dos Multiplex que agrupan cada uno 5 

marcadores SSR. En un segundo objetivo se determinó 13 SNPs de más de 10500, 

asociados a rasgos de importancia económica en teca. Con una capacidad de predicción 

temprana superior al 59% en calidad del fuste, crecimiento del DAP y del volumen 

comercial, así como en más del 40% para la gravedad especifica de la madera. Como parte 

del tercer objetivo, se diseñaron nuevos imprimadores basados en una sola letra (Allele 

Specific PCR), se enviaron a construir y se validaron con varias muestras independientes 

de teca. Se crearon nuevos marcadores para los 13 SNPs encontrados, que servirán para 

el genotipado y evaluación poblacional de la teca. Se recomienda ampliar la base de 

genotipos secuenciados para el refinamiento y validación de los nuevos marcadores SNPs 

desarrollados en este proyecto. Es esencial y prioritario el establecimiento de nuevos 

ensayos genéticos con una mayor base de genotipos de teca y melina, para sustentar la 

continuidad de trabajo en I + D de la genómica de ambas especies. 

 

Palabras clave: recursos genéticos, genética molecular, forestal, genómica, secuenciación 
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Introducción 
 

En Costa Rica, se estima que la teca cuenta con una extensión de aproximadamente 45 

000 ha (INEC, 2015), con exportaciones anuales que superan los $30 millones. Mientras 

que la melina registra más de 18 000 ha (Censo Nacional Agropecuario y Forestal, INEC 

2018, pág 65). Esta especie se ha convertido recientemente, en el motor de la recuperación 

de la reforestación en Costa Rica, con una demanda en el mercado interno de su madera 

para tarima, de más de 6,5 millones unidades anuales (ONF 2021). 

GENFORES desde su creación en el 2002, logra convertirse en una organización líder a 

nivel internacional en mejoramiento de la teca y melina, con más de 400 accesiones en 

cinco países, 9 programas activos en conjunto con empresas y más de 50 ensayos 

genéticos en campo en la región latinoamericana (Resende, Murillo, Badilla 2019, Badilla & 

Murillo 2022). El impacto del mejoramiento genético ha sido notorio en la productividad y 

competitividad del cultivo de estas dos valiosas especies. Los productores y empresas 

reportan una ganancia genética y aumento del valor de las plantaciones, de 30 a 40% 

(Resende, Murillo & Badilla 2019; Hernández et al. 2021a, Badilla & Murillo 2022). La 

mayoría de las empresas o inversionistas forestales, se basan hoy día en plantaciones 

clonales, fenómeno que avanza desde hace más de 10 años en el país (Murillo & Guevara 

2013). Ambas especies migran hacia el nuevo desafío, plantaciones monoclonales con un 

grupo élite de genotipos del más alto rendimiento. Esto progresa en paralelo junto con la 

segunda generación de mejoramiento genético (F2). 

Este tipo de proyectos de corte científico tiene sin embargo su aporte e impacto en el ODS 

9, asociado a la industria inclusiva, sostenible, basada en el fomento a la innovación, en 

específico en la meta 9.5 que habla de aumentar la investigación científica en países en 

desarrollo. El uso de tecnología molecular avanzada permite al país ser competitivo e 

innovador en materia de mejoramiento genético. La secuenciación del genoma de especies 

forestales es un logro muy reciente, disponible en muy pocos países y organizaciones. 

GENFORES logra alcanzar este alto nivel científico, más es necesario completar el círculo 

hasta lograr convertir este conocimiento en un uso de valor. Por lo tanto, no basta con los 

primeros 3 años de investigación, sino que se requiere una visión de más largo plazo y de 

disciplina de trabajo para lograr alcanzar el alto nivel internacional en esta materia. 

En los trabajos previos (“Desarrollo de recursos genómicos en Tectona grandis. Fase II, 

Secuenciación del genoma y búsqueda de marcadores SNPs para su utilización en 
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mejoramiento genético”, 2019-2021), se logró avanzar hasta lograr la secuenciación del 

genoma de la teca y en la primera identificación de los SNPs (última generación de 

marcadores genéticos). Sin embargo, el tiempo y los recursos no alcanzaron para lograr 

asociar los más de 10 000 SNPs detectados con los rasgos de relevancia económica, como 

crecimiento, productividad, calidad de fuste, calidad de la madera, entre otros. Tampoco fue 

posible su conversión en marcadores genéticos. 

En el caso de la melina, se logró recientemente en GENFORES desarrollar 15 nuevos 

microsatélites, los primeros a nivel internacional para esta especie (Rocha et al 2020). En 

teca se cuenta ya desde hace buen tiempo con otra colección de al menos 15 microsatélites. 

Sin embargo, con ninguna de las dos especies se logró la validación y calibración para 

poder utilizarlos apropiadamente y de forma segura como marcadores genéticos. 

Los sistemas de plantación clonal exigen una alta tecnificación y control de la producción. 

La identidad genética del material en toda la cadena de producción es esencial. En melina 

es imprescindible garantizar la plantación exclusiva de genotipos tolerantes a la marchitez 

y muerte temprana causada por el hongo Ceratocystis fimbriata (Méndez et al., 2001, 

Méndez et al., 2023). En teca se ha identificado recientemente, genotipos cuyo color 

particular de duramen será un criterio que discrimine el precio en los mercados 

internacionales (Molina 2017). Para lo cual, es esencial tener una herramienta que asegure 

la identificación genética de los materiales que se llevan a campo. Así como la realización 

de análisis de parentesco en las poblaciones. Información esencial para los trabajos de 

cruces controlados y la manutención de una diversidad genética mínima.  

El desafío mayor es como garantizar la identidad genotípica de las colecciones clonales de 

las empresas en sus invernaderos, así como del material que se planta a nivel operativo. 

Pero la situación de más apremio se está presentando con la F2 o segunda generación de 

mejoramiento, en la que GENFORES está inmersa, donde se requiere de cruces 

controlados entre los genotipos élite. La progenie F2 (la semilla) necesariamente seguirá la 

segregación mendeliana, es decir un 75% no serán deseables (Figura 1), y no será posible 

su identificación en este estadio. 
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 Paterno Alta 

Productividad 

(AA) 

Paterno Baja 

Productividad 

(aa) 

Materno Alta 

Productividad 

(AA) 

Progenie 

100% AA 

Progenie 

100% Aa 

Materno Baja 

Productividad 

(aa) 

100% aA 100% aa 

Figura 1: segregación mendeliana del cruce de dos progenitores heterocigotas 

Con el reciente desarrollo de la secuenciación genética de teca en GENFORES, se logró 

identificar SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), considerados como la última 

generación de marcadores genéticos. Con los cuales existe la posibilidad de asociarlos con 

rasgos de interés como tolerancia a la sequía, color del duramen de la madera, mayor 

productividad, tolerancia a enfermedades, entre otros. De manera que uno de los objetivos 

principales es convertir los SNPs en nuevos marcadores genéticos, que permitan conocer 

el genotipo de la progenie desde el estadio de plántulas en un invernadero. Con esto se 

podría acortar en tiempo y en costos los ensayos de campo. 

Por tanto, el proyecto tuvo como objetivo general “Desarrollar marcadores SNP y optimizar 

marcadores genéticos SSR para teca (Tectona grandis L.) y melina (Gmelina arborea 

Roxb.) para fortalecer programas de mejoramiento genético”. 

Puede concluirse entonces, que el avance hacia una silvicultura clonal de mayor 

productividad, mayor valor, de mayor impacto, solamente podrá ser posible si logramos en 

paralelo, el desarrollo de herramientas tecnológicas como los marcadores genéticos. 

  



 

6 
 

Marco Teórico 

Con el desarrollo de la cooperativa de mejoramiento GENFORES, como modelo de 

vinculación TEC con empresas forestales en 5 países, ha sido posible estos avances 

continuos en ya más de 20 años de investigación básica y aplicada. Los resultados están a 

la vista, nos respaldan más de 70 publicaciones científicas, más de 60 tesis de grado, 

maestría y doctorado, más de 36 empleos directos generados para nuestros egresados, e 

ingresos en FUNDATEC de más de $50 000 anuales. 

Del periodo 2019 -2021, GENFORES logra alcanzar madurez internacional al lograr tres 

importantes eventos: 1) la secuenciación de la teca, en cooperación con la Universidad 

Estatal de Carolina del Norte (USA), donde se logra identificar los primeros SNPs a nivel 

internacional (marcadores genéticos de última generación); 2) se logra la identificación 

correcta del patógeno causante de la marchitez y muerte temprana de la melina (Méndez 

et al. 2019; 2020), que ha permitido el inicio de la selección de genotipos tolerantes (Méndez 

et al. 2022); trabajos realizados con una fuerte cooperación con la Universidad Federal de 

Viçosa, Brasil); 3) inicio de los cruzamientos controlados en ambas especies, para el avance 

hacia la 2da generación de mejoramiento (F2) (Hine et al. 2019, Hine et al. 2020, Badilla & 

Murillo, en prensa); 4) se logró en GENFORES desarrollar 15 nuevos microsatélites, los 

primeros a nivel internacional para esta especie (Rocha et al 2020). Estos avances han sido 

posibles gracias al apoyo de la VIE, del CIF de la Escuela de Ing. Forestal y de las empresas 

miembro de GENFORES. Que han permitido mantener al TEC a la vanguardia internacional 

en mejoramiento genético de ambas especies. 

Sin embargo, el tiempo y los recursos no dieron para lograr asociar los más de 10 000 SNPs 

detectados con los rasgos de relevancia económica, como crecimiento, productividad, 

calidad de fuste, calidad de la madera, entre otros. Tampoco fue posible su conversión en 

marcadores genéticos. En el caso de los microsatélites, con ninguna de las dos especies 

se logró completar la validación y calibración para poderlos utilizar apropiadamente y de 

forma segura como marcadores genéticos. 

En relación con la selección del mejor material genético para plantar a escala comercial, 

GENFORES ha acelerado el establecimiento y evaluación de ensayos genéticos en sitios 

estratégicos. Los productores y empresas reportan una ganancia genética y aumento del 

valor de las plantaciones, de 30 a 40% (Badilla & Murillo 2017, Resende, Murillo & Badilla 

2019; Hernández et al. 2021a, Badilla & Murillo 2022). Que han permitido que la mayoría 

de las empresas o inversionistas forestales desarrollen una silvicultura clonal, corriente que 
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avanza desde hace más de 10 años en el país (Murillo & Guevara 2013, Molina et al. 2019, 

Hernández et al. 2021c). En estos momentos ambas especies migran hacia un nuevo salto 

tecnológico, plantaciones monoclonales con base en un grupo élite de genotipos del más 

alto rendimiento (Hernández et al. 2021b, Badilla & Murillo 2022). Este esfuerzo ha 

permitido optimizar la selección de clones de ambas especies, apropiados para plantar en 

regiones secas (Pacífico Norte), regiones muy húmedas (Pacífico sur y Zona norte) y 

regiones pluviales como el Caribe (Hernández et al. 2021c, Molina et al. 2019, Badilla & 

Murillo 2022). 

La genética molecular y los marcadores genéticos tienen poco sentido si no se basan en 

programas sólidos de mejoramiento genético. No basta con el avance tecnológico per se, 

sin tener claro cuál material se propaga comercialmente y ¿por qué? La F2 y las 

generaciones de mejoramiento, deben basarse en cruces controlados con el material élite, 

que ha sido seleccionados por su valor genético en un ranking. Que, a su vez, ha sido 

obtenido de una red robusta de ensayos genéticos de campo. La genética molecular debe 

entenderse como de apoyo y para facilitar el avance en el mejoramiento y producción 

comercial de plantas. 

Los genetistas continúan haciendo esfuerzos para algún día, migrar hacia la selección 

genómica, que permita el ahorro en tiempo y recursos en costosos ensayos de campo que 

requieren de al menos 5 años de observación (Grattapaglia & Resende 2011, Zhao et al. 

2019, Dunker et al. 2019.  Jiménez et al 2021). El genoma de teca se secuenció hace pocos 

años (Thogthawee y Volkaert 2014, Zhao et al. 2019) y se han realizado diferentes análisis 

de transcriptoma y proteoma (Diningrat et al. 2014; Galeano et al. 2015; Quiala et al. 2012), 

pero ha sido a nivel descriptivo. Con la secuenciación, es posible determinar la presencia 

de SNPs, que básicamente logran identificar variantes a nivel de un solo nucleótido. Su 

enorme ventaja está en que permite detectar cientos y hasta miles de sitios específicos del 

genoma donde poder inspeccionar o “leer” el código genético. Con estos marcadores SNPs 

se han venido desarrollando trabajos de mejoramiento genético asistido con marcadores 

moleculares, técnica que se ha utilizado con eucaliptos en Brasil y se le ha denominado 

Selección Genómica Amplia (Gratapaglia y Kirst 2008, Gratapaglia y Resende 2011). Los 

primeros SNPs fueron recientemente reportados para teca por Win y Goto (2016) de la 

secuenciación del cloroplasto (cpSNP) y más recientemente, por el grupo de Dunker et al. 

(2019). Sin embargo, en ambos casos provienen de muestras pequeñas de árboles sin 
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ninguna perspectiva de utilización, o de bosque natural en Nyamar, y sin vinculación con 

programas de mejoramiento genético. 

GENFORES logró identificar recientemente un número considerable de SNPs en sus 

colecciones de mejoramiento genético de teca, gracias a la colaboración con la Universidad 

Estatal de Carolina del Norte. Se trabaja en estos momentos en su asociación con rasgos 

de importancia económica, como tasa de crecimiento, densidad y color de la madera, entre 

otros. 
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Metodología 

 

Objetivo Específico 1: Validar y asegurar el uso comercial de 

marcadores moleculares SSR, en teca y melina    

Localización del área de estudio:  La investigación se realizó en el Laboratorio de Genética 

Molecular Forestal (Centro de Investigación en Innovación Forestal, Escuela de Ingeniería 

Forestal, Cartago) y en los invernaderos de la Escuela de Ing. Forestal en el Campus 

Tecnológico en San Carlos. 

Aislamiento de ADN: se seleccionaron al azar 20 genotipos de teca y 20 de melina de las 

colecciones de GENFORES existentes en los invernaderos forestales (Campus Tecnológico 

San Carlos), de los cuales se cortó una sección de hoja joven de 10x10 cm, la cual se 

colocó dentro de un tubo cónico que contiene sílica desecante para evitar la degradación 

de la muestra y a la vez permitir su conservación. En el laboratorio se pesó 50 mg de la 

muestra y se le extrajo el ADN mediante un método basado en CTAB, tal y como se describe 

en Araya-Valverde et al. (2019). La cantidad y pureza del ADN se determinó mediante 

espectrofotometría con mediciones a 260 y 280 nm y su integridad del ADN se visualizó en 

un gel de agarosa. 

PCR multiplex de marcadores microsatélites: esta etapa consistió en obtener la menor 

cantidad posible de reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para la totalidad de 

marcadores microsatélites. De este modo, si para una muestra de ADN (un genotipo) se 

hace el genotipado con 10 microsatélites, mediante PCR convencional se deben hacer 10 

PCRs por separado. Mientras que con el PCR multiplex se pudo reducir a solamente 2 o 3 

PCRs. Esto implicó ahorro de reactivos, consumibles y tiempo de operación. En el caso de 

teca, se usó como referencia los microsatélites desarrollados por Verhaegen et al. (2005) y 

para melina los microsatélites desarrollados por Rocha et al. (2020). El imprimador “forward” 

de cada uno de estos microsatélites se marcó con algunos de los fluoróforos FAM, VIC, 

NED o PET, según el tamaño de alelos esperados para así formar los grupos de PCR 

multiplex.  

La estrategia para desarrollar los PCR multiplex fue la misma para ambas especies. En 

primer lugar, se realizó la PCR para cada uno de los microsatélites por separado (PCR 

convencional), proveniente de dos orígenes de ADN. Los productos de PCR se visualizaron 

mediante electroforesis capilar acoplada con fluorescencia en el analizador genético 
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SeqStudio (Applied Biosystems, USA). El tamaño de los alelos se determinó usando como 

referencia el marcador de peso molecular interno LIZ600. Con este resultado se procedió 

con la PCR multiplex donde se espera que para ambas especies sean 3 PCRs y como 

máximo 4 PCRs para evitar su traslape en un mismo zimograma. Para cada PCR multiplex 

se agregaron los mismos componentes de una PCR convencional (buffer de PCR, dNTPs, 

MgCl2, Taq polimerasa) y se usaron aditivos que mejoraron la eficiencia de la PCR, tales 

como BSA (albúmina de suero bovino) y DMSO (dimetilsulfóxido). En esta etapa se 

agregaron los imprimadores “forward” y “reverse” de al menos 4 a 5 microsatélites diferentes 

en una misma reacción de PCR; cada uno de los imprimadores se agregó en la misma 

concentración de 0,2 uM. La visualización también se realizó mediante el SeqStudio y los 

resultados se analizaron con el software GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems, USA). Los 

parámetros por evaluar fueron: verificar si cada microsatélite amplificó, número de alelos 

observados, unidades relativas fluorescentes de cada microsatélite para ver la intensidad 

de las señales de los alelos, traslape de alelos entre microsatélites, señales que dificulten 

la interpretación tales como “stutters” (tartamudeo). Si alguno de estos parámetros no 

permitió la correcta interpretación de los alelos, entonces se procedió a correr una nueva 

ronda de PCR multiplex, en la cual se ajustó la concentración de los imprimadores (se 

reduce o se aumenta). Se realizaron de 4 a 6 rondas de optimización hasta que la 

interpretación de los alelos fue la apropiada para el genotipado. Una vez optimizadas las 

concentraciones de imprimadores en la PCR multiplex, se procedió a optimizar la 

temperatura de alineamiento, Todas las pruebas iniciales se realizaron a 55°C, pero en la 

optimización se evaluaron las temperaturas de 57, 59 y 61°C. 

Una vez optimizada las PCR multiplex, se procedió a realizar el genotipado de 98 clones 

de teca y 100 de melina, usando las condiciones de reacción optimizadas para la 

concentración de cada imprimador en la PCR multiplex y la temperatura de alineamiento. 

De nuevo, la visualización se realizó en el SeqStudio y los resultados se analizaron con 

GeneMapper v4.0. En este software se determinó los tamaños de los alelos y se generó la 

tabla de genotipado, la cual se usó posteriormente para la determinación de pureza clonal, 

análisis de parentesco y diversidad. Se utilizó la estrategia seguida por Rocha et al. (2020) 

para este tipo de análisis apoyándose en programas como GenAlex y paquetes de R como 

adegenet, poppr, ade4. 

Con la tabla de genotipado estandarizada para cada especie, se determinó la pureza clonal, 

el parentesco y diversidad a una muestra (98 clones de teca y 100 clones de melina), 



 

11 
 

colectados de los minijardines clonales de GENFORES en Santa Clara, San Carlos. Se 

realizó la extracción de ADN, se corrió el PCR multiplex y el análisis de fragmentos 

siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente. 

 

Objetivo Específico 2:  Determinar la asociación de marcadores SNPs 

de teca con regiones genómicas de importancia económica. 

Localización del área de estudio: La investigación se realizó en el Laboratorio de genética 

molecular forestal (Centro de Investigación en Innovación Forestal, Escuela de Ingeniería 

Forestal, Cartago). 

Tabla de genotipado de SNPs y datos fenotípicos: en el proyecto “Desarrollo de recursos 

genómicos en Tectona grandis. Fase II, Secuenciación del genoma y búsqueda de 

marcadores SNPs para su utilización en mejoramiento genético” se secuenciaron 33 líneas 

clonales de teca de alto rendimiento de la colección de germoplasma de GENFORES 

mediante la herramienta de genotipado por secuenciación (GBS). Las secuencias se 

analizaron en el software STACKS (Catchen et al. 2011), lo cual generó como resultado los 

archivos .vcf (variants call file) que contienen los SNPs dentro de cada genotipo y los 

polimorfismos de los SNPs entre las 33 líneas clonales. Este archivo vcf se usará para 

seleccionar las variantes SNPs con mejor porcentaje de asignación con ayuda del software 

Stacks (Catchen et al. 2011) y también para generar la tabla de genotipado. Esta tabla 

contiene los nombres de las líneas clonales en las filas y las variantes SNPs en las 

columnas. Por otro lado, se revisaron y se validaron los datos adquiridos en GENFORES 

para los rasgos de crecimiento, resistencia a patógenos y color del duramen de estas 33 

líneas clonales usadas en la secuenciación por GBS. La estructura de los datos fenotípicos 

concatenados para estos rasgos se generó en Excel y se siguió la misma estructura que 

tiene la tabla de genotipado. 

Búsqueda de asociaciones de SNPs con datos fenotípicos: una vez generadas las tablas 

de genotipado y de datos fenotípicos, se emplearon herramientas de GWAS (genoma wide 

association studies), que buscaron la asociación de variantes genéticas como los SNPs con 

rasgos fenotípicos. Se utilizaron al menos dos estrategias de análisis para validar la 

asociación de los SNPs con los rasgos fenotípicos, En una de estas se usó programas 

especializados como SELEGEN (Resende 2007) para ajustar los datos fenotípicos con la 

opción REML-BLUP y se siguió la estrategia sugerida por Resende et al. (2018) en la que 

también se incluyó la matriz de identidad y la matriz de parentesco siguiendo el modelo: 
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y*=Xβ+Zu+mi+ε} 

donde β es el efecto fijo del intercepto o media general; u es el efecto aleatorio aditivo de 

genotipo/variedad; mi se refiere al efecto fijo del i-ésimo SNP; y ε son los efectos residuales 

del modelo.  

En la segunda estrategia se usó el programa Tassel (Brabbury et al. 2007) donde se 

valoraron las opciones de modelos lineales generales y modelos lineales mixtos para 

detectar asociaciones significativas (p < 0.05). En la estrategia con Tassel se incluye la 

matriz de parentesco generada en el programa Structure (Pritchard et al. 2000) como factor 

de corrección de la estructura de las líneas clonales para evitar las asociaciones espurias. 

Tassel emplea un modelo denotado por y = Xb + Zu + e, donde y es el vector de 

observaciones; b es un vector desconocido que contiene efectos fijos que incluyen los SNPs 

y la estructura de la población (Q); u es un vector desconocido de efectos genéticos aditivos 

aleatorios rasgos fenotípicos para individuos o líneas; X y Z son las matrices de diseño 

conocidas; y es el vector no observado de residuos aleatorios. Cada alelo del SNP se ajustó 

como una clase separada y los heterocigotos se ajustaron como clases de marcadores 

adicionales. 

 

Objetivo específico 3: Generar una plataforma para convertir los SNPs 

(Single Nucleotide Polimorphism) asociados a rasgos de interés 

económico en marcadores genéticos en teca para uso comercial.   

Diseño de imprimadores de SNPs asociados a rasgos fenotípicos para validación mediante 

secuenciación Sanger: se revisaron las secuencias flanqueantes de los SNPs 

seleccionados en el objetivo 2 que estuvieran asociadas a los rasgos fenotípicos de interés. 

Estos SNPS deben tener al menos 100 pares de bases de ADN corriente arriba y corriente 

abajo para el diseño de imprimadores. En caso de no tenerlas, se mapea el SNP con el 

genoma de referencia de teca obtenido en el proyecto “Desarrollo de recursos genómicos 

en Tectona grandis. Fase II, Secuenciación del genoma y búsqueda de marcadores SNPs 

para su utilización en mejoramiento genético”. Se diseñaron imprimadores con la 

herramienta PrimerBlast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para amplificar 

por PCR las regiones del genoma de teca donde se ubican los SNPs. Se optimizaron los 

parámetros de la PCR (temperatura de alineamiento y concentración de imprimadores) para 

obtener productos de PCR de un solo amplicón. Se determinó la secuencia de nucleótidos 

de estos amplicones mediante la reacción de secuenciación Sanger, con base en el kit 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit V3.1 (Applied Biosystems, USA), que utiliza la 

tecnología de ddNTPs marcados con fluoróforos. La determinación de la secuencia se 

realizó en el analizador genético SeqStudio (Applied Biosystems, USA) y con la ayuda del 

programa Sequencing Analysis Software v6.0 (Applied Biosystems, USA). 

Evaluación de dos plataformas de genotipado de los SNPs: el siguiente paso lógico 

después de validar las variantes por secuenciación fue la detección rápida de los SNPs en 

conjuntos de muestras más amplios. Con miras a lograr esto, se evaluaron dos plataformas 

de detección de SNPs que utilizan la tecnología de PCR en tiempo real. Uno de los métodos 

se denomina HRM (High Resolution Melting) que consiste en la comparación de curvas de 

fusión de las hebras de ADN, las cuales difieren en su composición de nucleótidos. Tal y 

como se espera con los SNPs, donde habrá genotipos que son homocigotas para alguna 

de las alternativas de los alelos o heterocigotas. Para realizar HRM, se propuso primero el 

diseño de imprimadores en la región que flanquea el SNP. Usando la herramienta 

PrimerBlast, se buscó imprimadores con alta temperatura de fusión para asegurar la 

especificidad y que además generara amplicones con un tamaño máximo de 150 pares de 

bases. Las PCRs para HRM se prepararon con el reactivo MeltDoctor HRM Master Mix 

(Applied Biosystems, USA) y las corridas de la PCR se hicieron en un termociclador para 

PCR en tiempo real QuantStudio3 (Applied Biosystems, USA). Se usará el QuantStudio 

Design and Analysis Software para la interpretación de los resultados de las curvas de 

disociación, para identificar los individuos homocigotas y heterocigotas cuyas variantes 

fueron previamente validadas con secuenciación Sanger. Sin embargo, el desarrollo de los 

HRM no se logró debido a que se dañó el equipo donde realizar estas electroforesis en el 

CENIBIOT, desde el 2024 y no se pudo reparar por su alto costo. 

La segunda plataforma por evaluar utiliza sondas de hibridación TaqMan (Applied 

Biosystems, USA), las cuales utilizan imprimadores y sondas marcadas con fluróforos y un 

“quencher” (apagador), teniendo como referencia pasiva el fluoróforo ROX. Se diseñaron 

imprimadores con la herramienta PrimerQuest™ Tool 

(https://www.idtdna.com/pages/tools/primerquest) para cada SNP. Para la especificidad en 

la detección de los alelos del ensayo TaqMan, se diseñaron dos sondas, una marcada con 

el fluoróforo FAM (para detectar una variante homocigota) y la otra con el fluoróforo VIC 

(para detectar la otra variante alélica). Las reacciones de PCR se prepararon con el TaqMan 

Real-Time PCR Master Mix y se corrieron en el equipo QuantStudio3. Los dos fluoróforos 

https://www.idtdna.com/pages/tools/primerquest
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se detectaron con fuentes de excitación y filtros de emisión en las respectivas longitudes 

de onda de FAM y VIC. 

Validación de SNPs en colecciones de teca: Se utilizaron muestras de ADN de la misma 

colección clonal de teca que fue previamente secuenciada. Se determinó la presencia de 

los SNP´s asociados a cada uno de los rasgos de interés (mayor peso específico, mayor 

DAP, mayor Volumen Comercial, Rectitud de fuste y color de duramen) en cada uno de los 

33 genotipos que se utilizaron en la secuenciación. 

Una de las limitantes más importantes del desarrollo de este proyecto es que se logró 

secuenciar solamente 33 genotipos. El proyecto pretende continuar en futuras versiones 

con un refinamiento de todo el trabajo genómico en teca, así como iniciar uno completo con 

melina. Para esto se realizaron las siguientes actividades en el marco de este proyecto: 

1. Se estableció en campo nuevos ensayos genéticos con teca, con al menos 100 

genotipos. 

2. Se escribió una propuesta nueva para secuenciar y desarrollar la genómica con 

melina, mediante la cooperación con la Universidad de Göttingen, Alemania. 

3. Se estableció en campo (Zona Norte de Costa Rica) un ensayo clonal de melina con 

98 genotipos y 4 plantas de segunda generación de mejoramiento (F2), que en 

agosto 2025 cumplirá 2 años. Esta será la base para continuar con los trabajos a 

futuro de genómica con esta importante especie. 
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Resultados 
 

Objetivo Específico 1: Validar y asegurar el uso comercial de 

marcadores moleculares SSR (microsatélites) en teca y melina  
De manera general, se siguió un plan estratégico con una especie a la vez. Con teca se 

logró completar el desarrollo de los dos multiplex basados en dos grupos de cinco 

marcadores cada uno. Con esto se logra utilizar estos marcadores con mucho menos 

corridas de electroforesis y de uso de reactivos. Se aumentó la muestra de teca para poder 

abarcar las colecciones de varias empresas del país, alcanzando un total de 94 clones 

genotipados. 

Parte de los resultados con teca de este objetivo fueron publicados en el artículo “Méndez 

et al. 2025. En el Cuadro 1 se muestra el resultado de la validación de los multiplex, con 

base en la progenie de cruces controlados de teca. 

Cuadro 1. Análisis de Chi-cuadrado para determinar la consistencia en el genotipado de 

progenies de hermanos completos de teca. 

SSR Progenit.1 Progenit.2 
Genotipado 

de progenies 
Observ. Esperado x2 

Valor de 
P 

SSR10 
219 219 219 219 7 10 1,8 ns 0,180 

219 229 219 229 13 10     

SSR11.2 
128 138 128 130 10 10 0   

130 130 130 138 10 10     

SSR12 
207 207 205 207 8 10 0,8 0,371 

205 207 207 207 12 10     

SSR13 

258 260 256 258 5 5 1,2 0,753 

    256 260 3 5     

256 258 258 258 6 5     

    258 260 6 5     

SSR14.2 

300 308 296 300 7 5 4,8 0,187 

    296 308 1 5     

296 298 298 300 5 5     

    298 308 7 5     

SSR15 

171 189 171 185 10 5 6,8 0,079 

    171 187 4 5     

185 187 185 189 3 5     

    187 189 3 5     
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SSR2 
127 127 123 127 10 10 0 NA 

123 127 127 127 10 10     

SSR9 
188 188 188 188 13 10 1,8 0,180 

188 194 188 194 7 10     

 

En el caso de la melina se desarrolló una tesis de licenciatura de la EIFO (Escuela de Ing. 

Forestal) que completó el análisis de validación y desarrollo de multiplex con base en 100 

clones del programa de mejoramiento genético de GENFORES, en el trabajo titulado 

“Validación de protocolo de PCR Multiplex con microsatélites para melina (Gmelina arborea 

Roxb.)”. Como parte de los resultados se lograron construir dos PCR multiplex basado en 

cinco marcadores SSR cada uno. Con este procedimiento se logra analizar en un mismo 

corrido de electroforesis cinco marcadores con todo su polimorfismo. Mediante el uso del 

software GenAlex se registró en esta amplia muestra, una tasa de heteregocidad observada 

y esperada de 0,67 y 0,71 respectivamente, con una tasa de exclusión superior al 0,999. 

 

Figura 1. Análisis de Coordenadas principales (PCoA) de 48 genotipos únicos de Gmelina 

arborea por multilocus, programa de mejoramiento genético de GENFORES en Costa Rica 

(García, 2024).  

Se determinó una alta consanguinidad genética en la población de melina de GENFORES 

en Costa Rica con un valor promedio del 37% de ADN compartido entre los genotipos. 
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Figura 2. Frecuencia alélica para la combinación de cinco microsatélites del PCR multiplex 

1 de Gmelina arborea (García, 2024). 

Como se observa en el Cuadro 2, según los parámetros genéticos para la colección global 

de melina se encontró que el número de alelos diferentes (Na) por locus (microsatélite) fue 

de siete. Donde el microsatélite MELDI7 apareció con 11 como la mayor cantidad de alelos 

diferentes. El locus con menor número de alelos fue MELDI11 con cuatro alelos.  

La heterocigosidad observada registró como valor máximo 0,87 en el locus M5, mientras 

que el valor mínimo de heterocigosidad observada fue de 0,54 en el microsatélite MELDI24. 

Cuadro 2. Parámetros genéticos de 10 microsatélites validados en la colección de 100 

genotipos de Gmelina arborea de GENFORES, Costa Rica. 

Locus Na Ne PIC Ho He uHe R (pb) PE1 PE2 PE3 V 

M5 8 5,45 0,79 0,87 0,82 0,82 103-130 0,64 0,46 0,81 4,82 

M8 6 3,85 0,71 0,61 0,74 0,74 200-215 0,53 0,35 0,72 4,14 

MELDI1 6 4,60 0,75 0,67 0,78 0,79 105-117 0,57 0,39 0,76 4,44 

MELDI11 4 2,42 0,54 0,56 0,59 0,59 163-169 0,35 0,19 0,52 2,24 

MELDI17 8 5,40 0,79 0,78 0,81 0,82 142-158 0,64 0,46 0,82 5,55 

MELDI2 6 2,59 0,55 0,60 0,61 0,62 304-330 0,36 0,21 0,53 2,34 
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MELDI21 6 3,11 0,62 0,55 0,68 0,68 225-261 0,42 0,26 0,60 3,24 

MELDI24 9 2,78 0,58 0,54 0,64 0,64 209-235 0,39 0,23 0,57 3,04 

MELDI6 5 3,01 0,63 0,72 0,67 0,67 297-307 0,44 0,26 0,63 2,70 

MELDI7 11 4,28 0,73 0,84 0,77 0,77 344-373 0,56 0,38 0,74 5,19 

Promedio 7 3,75 0,67 0,67 0,71 0,71 103-373 0,49 0,32 0,67 3,77 

Número de alelos (Na). Alelos efectivos (Ne). Contenido de información polimórfica (PIC). 

Heterocigosidad observada (Ho). Heterocigosidad esperada (He). Heterocigosidad 

insesgada esperada (uHe). Rango de alelos en pares de bases (R). PE poder de exclusión 

(discriminación) cuando se conocen los genotipos de ambos padres (PE1). PE cuando se 

conocen los genotipos de un solo padre (PE2). PE al excluir a dos padres putativos (PE3). 

Diversidad genética (V). 

 

Objetivo Específico 2: .Determinar la asociación de marcadores SNPs 

de teca con regiones genómicas de importancia económica 

Para este objetivo el proyecto logró cumplir con todo lo planeado, tal y como se puede 

revisar en la publicación científica “Callister, A.; Jiménez-Madrigal, J.P.; Whetten, R.; Murillo, 

O. 2024. Genomic predictions and candidate single nucleotide polymorphisms for 

growth, form, and wood properties of teak clones. Silvae Genetica 73:13–23. 

https://doi.org/10.2478/sg-2024-0002”, así como en la ponencia presentada en el Congreso 

Mundial de IUFRO en Suecia “Callister, A., Murillo, O., Jiménez, J.P. 2024. The future is 

genomic: rapid clone selection for teak productivity and value. In: XXVI IUFRO World 

Congress 2024. FORESTS AND SOCIETY TOWARDS 2050. Strengthening Teak Forest 

Management for Sustainable Teakwood Supply Chains and Trade. Stockholm, Sweden; 23-

29 June 2024.”, así como en varias presentaciones, Webinar y otras ponencias presentadas 

en congresos, cursos y simposios internacionales. 

Tal y como se propuso en este objetivo, en el Cuadro 3 se muestra los SNPs (variantes de 

un solo nucleótido) determinados como asociados significativamente con 7 rasgos de 

importancia económica en teca. Puede observarse que se encontraron más de 40 variantes 

en total, directamente asociados a rasgos como volumen comercial, DAP, densidad de la 

madera, entre otros, como producto de los trabajos de secuenciación del genoma de la 

especie. 

Cuadro 3. SNPs asociados a rasgos de importancia económica en teca (Tectona grandis 

L.) en Costa Rica (Callister et al. 2024). 
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Rasgo MAF Efecto SE(Efecto) Valor “P” Colinealidad 

Calidad del fuste      
CHR_03.14422001.GA 0,12 3,79 0,81 1,16E-04 Independiente 
CHR_03.15369675.TA 0,10 3,96 0,91 2,46E-04 significantly collinear 
CHR_07.7671436.AG 0,12 -3,76 0,88 3,22E-04 significantly collinear 
CHR_19.431712.TC 0,10 -3,77 0,91 4,43E-04 significantly collinear 

Volumen comercial      

CHR_06.12288128.GA 0,13 0,019 0,004 2,84E-04 significantly collinear 
CHR_07.4556893.AG 0,08 0,024 0,003 5,49E-09 Independiente 
CHR_09.11036451.TA 0,12 0,017 0,004 4,19E-04 significantly collinear 
CHR_09.11036577.GA 0,12 0,017 0,004 4,19E-04 completely redundant 
CHR_09.11077265.GA 0,10 0,022 0,004 7,57E-05 significantly collinear 
CHR_10.1504347.TG 0,12 0,020 0,003 4,16E-07 significantly collinear 
CHR_10.14147973.GT 0,08 0,019 0,004 4,03E-04 significantly collinear 
CHR_15.4305191.TC 0,12 0,020 0,003 4,16E-07 completely redundant 

CHR_16.11278690.CG 0,12 0,020 0,003 4,16E-07 completely redundant 
CHR_19.1052510.GA 0,17 0,017 0,004 4,07E-04 significantly collinear 
CHR_06.12288128.GA 0,13 0,019 0,004 2,84E-04 significantly collinear 

DAP      

CHR_01.15809500.GT 0,23 0,75 0,17 2,86E-04 Independiente 
CHR_03.2135818.TA 0,38 -0,75 0,18 4,38E-04 significantly collinear 
CHR_03.2135833.AC 0,42 -0,70 0,17 4,57E-04 significantly collinear 
CHR_03.2135843.GA 0,42 -0,70 0,17 4,57E-04 completely redundant 
CHR_04.99602.AG 0,15 0,96 0,19 5,93E-05 significantly collinear 

CHR_04.2520866.CT 0,17 0,72 0,17 4,09E-04 significantly collinear 
CHR_08.6439791.TC 0,08 -1,18 0,24 8,92E-05 Independiente 

CHR_17.11930769.AC 0,48 -0,74 0,16 1,90E-04 significantly collinear 

Gravedad Específica      

CHR_01.17266971.AG 0,15 -0,025 0,005 6,69E-05 Independiente 
CHR_01.17267008.TC 0,15 -0,025 0,005 6,69E-05 completely redundant 
CHR_04.2836137.TG 0,10 -0,019 0,004 7,80E-05 significantly collinear 
CHR_05.4640519.GA 0,13 0,018 0,004 2,41E-04 Independiente 
CHR_05.8558177.TC 0,17 0,019 0,003 2,87E-05 significantly collinear 

CHR_08.11098790.GT 0,17 -0,014 0,003 4,08E-04 significantly collinear 
CHR_09.16115685.AG 0,13 -0,018 0,004 3,98E-04 significantly collinear 
CHR_15.8108010.TA 0,12 -0,016 0,004 4,48E-04 significantly collinear 
CHR_17.7641365.GA 0,10 0,016 0,004 4,08E-04 significantly collinear 

Color A del duramen      

CHR_01.17606298.TA 0,31 0,68 0,16 4,91E-04 Independiente 
CHR_01.17606300.AC 0,31 0,68 0,16 4,91E-04 completely redundant 
CHR_01.17606301.AT 0,31 0,68 0,16 4,91E-04 completely redundant 
CHR_01.17606320.CT 0,31 -0,68 0,16 4,91E-04 completely redundant 
CHR_01.17606326.CT 0,31 -0,68 0,16 4,91E-04 completely redundant 
CHR_01.17606379.AT 0,31 -0,68 0,16 4,91E-04 completely redundant 
CHR_03.13448382.TC 0,15 0,70 0,16 3,32E-04 significantly collinear 

CHR_04.1682230.GA 0,12 0,98 0,20 7,93E-05 
marginally significantly 

collinear 
CHR_04.1682236.GA 0,12 0,98 0,20 7,93E-05 completely redundant 
CHR_14.14799348.TC 0,37 0,64 0,14 1,52E-04 Independiente 
CHR_15.12614645.AC 0,23 -1,32 0,31 3,94E-04 significantly collinear 

Color C del duramen      

CHR_10.4047519.TC 0,13 0,92 0,22 3,94E-04 NA 

Marcadores completamente redundantes se incluyen dentro de completamente colineales 

con algún otro marcador independiente (p>0,01). 
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Puede observarse del Cuadro 3, que se registraron al menos uno o dos SNPs 

significativamente asociados para cada uno de los rasgos de mayor importancia económica 

de la especie.  

Es importante señalar que no solo se logró determinar más de 40 SNPs (de un total de más 

de 10 500) asociados con rasgos de importancia económica (Cuadro 3), como fue 

establecido al inicio del proyecto. Sino que se avanzó un paso más para determinar la 

posibilidad de predicción a edad temprana en plantas juveniles, la presencia de alelos 

favorables como se muestra en el cuadro 4. 

Cuadro 4. Probabilidad de predicción temprana en plantas juveniles, la presencia de alelos 

favorables (SNPs) asociados con rasgos de importancia económica en teca (Tectona 

grandis L.) en Costa Rica (Callister et al. 2024). 

  

Probabilidad o capacidad de predicción temprana 

según el modelo bayesiano empleado 

 

Rasgo BayesA BayesB BayesC BayesLasso BRR 

Número 

de SNPs 

Calidad  0,40 0,40 0,39 0,37 0,40 3 

Volumen Comercial 0,60 0,59 0,57 0,58 0,60 3 

DAP 0,65 0,64 0,66 0,56 0,66 3 

Gravedad Específica 0,58 0,57 0,58 0,51 0,59 2 

Duramen% 0,38 0,40 0,39 0,38 0,40 2 

Color del duramen (A) -0,46 -0,51 -0,51 -0,49 -0,51 0 

Color del duramen (B) -0,03 -0,03 -0,12 -0,22 -0,08 0 

Color del duramen (C) -0,13 -0,09 -0,14 -0,16 -0,11 4 

Puede observarse que para los rasgos Volumen Comercial, DAP y gravedad específica de 

la madera se identificaron y registraron valores relativamente altos de predicción (> 59%), 



 

21 
 

a pesar de que el estudio solamente secuenció 33 genotipos. La proporción de duramen 

aparece con una precisión del 40%, sin embargo, este rasgo es complejo de analizar puesto 

que su magnitud continúa aumentando con la edad. Por lo que no se vislumbra como un 

rasgo económico de utilidad inmediata. Los SNPs no lograron una buena asociación con 

ninguno de los tres criterios de color del duramen (desde muy claros hasta muy oscuros), 

por lo que se deberá retomar estos rasgos en futuras investigaciones. 

 

Objetivo específico 3. Generar una plataforma para convertir los SNPs 

(Single Nucleotide Polimorphism) asociados a rasgos de interés 

económico en marcadores genéticos en teca para uso comercial. 
Se desarrollaron imprimadores para teca tomando los dos mejores SNPs asociados a cada 

uno de los rasgos de interés (10 en total, ver Cuadro 4). Estos imprimadores se diseñaron 

para utilizar en tres plataformas de detección de SNPs, secuenciación Sanger, HRM (High 

Resolution Melting) y AS-PCR (Allele Specific PCR) (Cuadro 5.). 

Cuadro 5. Secuencias de imprimadores según plataforma a utilizar y por rasgo de interés 

desarrollados para Tectona grandis.  

Marcador Plataforma Imprimador Secuencia (5´ - 3´) 

TQS_C_CHR_07.7671436.AG HRM TQS_1_HRM_F ACTATGTAAATTGTGCAGGTCAAA 

HRM TQS_1_HRM_R TCCTCTGGAGTGGCTTTCAT 

TQS_C_CHR_19.431712.TC HRM TQS_2_HRM_F CCACCAAGTGGGCAACATATC 

HRM TQS_2_HRM_R GCAGTCCTACAGAGACCAGA 

V_I_CHR_07.4556893.AG HRM V_1_HRM_F GCCTAATGAAAGAGGAACCGGA 

HRM V_1_HRM_R AGGCACTTGTATGGTCATTGGA 

V_C_CHR_06.12288128.GA HRM V_2_HRM_F AACCAACCGGTCTGATCTGG 

HRM V_2_HRM_R GGACCTAGAAAAATTCGGTCGT 

DBH_I_CHR_01.15809500.GT HRM DBH_1_HRM_F CCGGAGTCGCTGTTTCTGT 

HRM DBH_1_HRM_R ATTGATAGGGCGTTGGGGC 

DBH_C_CHR_04.2520866.CT HRM DBH_2_HRM_F GCTTGGTGACTCCCTGAAAGA 
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HRM DBH_2_HRM_R CCGGCCACTCAGAGAACTAA 

SG_I_CHR_01.17266971.AG HRM SG_1_HRM_F TGTCATTACAACCGGCACAAAG 

HRM SG_1_HRM_R CGGCTGATTGAACATGCACC 

SG_I_CHR_05.4640519.GA HRM SG_2_HRM_F GATTGGGTAAAGGCCTAGCGA 

HRM SG_2_HRM_R CTGCATACCTGGTGGAAGGC 

HCA_I_CHR_01.17606298.TA HRM HCA_1_HRM_F CCTCCATGAAGTCAACTGTAGC 

HRM HCA_1_HRM_R TGCATGGCGAGTGCTGTTA 

HCA_I_CHR_14.14799348.TC HRM HCA_2_HRM_F CTGAGGGTGCAAAAGGCAAA 

HRM HCA_2_HRM_R CTTCCACGCGCTGAGATGT 

TQS_C_CHR_07.7671436.AG Sanger Sec_TQS_1_F ATCTCTAACGCCCTTGTGCC 

Sanger Sec_TQS_1_R GCATGGTCGCCATCCTTTCT 

TQS_C_CHR_19.431712.TC Sanger Sec_TQS_2_F GTCCAACCTCAAGTCGGAGG 

Sanger Sec_TQS_2_R AAACCACAGCAAGCCTCACT 

V_I_CHR_07.4556893.AG Sanger Sec_V_1_F GAGAAGAAGAAACCGGCAGC 

Sanger Sec_V_1_R TGGACAAATTGCTTCCCCCA 

V_C_CHR_06.12288128.GA Sanger Sec_V_2_F ACAGAGCGTACTGGACTGGA 

Sanger Sec_V_2_R GGCTATAGTTTGGAGGGCTTGA 

DBH_I_CHR_01.15809500.GT Sanger Sec_DBH_1_F AACCGGAGTCGCTGTTTCTG 

Sanger Sec_DBH_1_R AGATGTGTACATTGTTTAAGGTG

GT 

DBH_C_CHR_04.2520866.CT Sanger Sec_DBH_2_F TGTGACCATCAACTGGACCG 

Sanger Sec_DBH_2_R TCTTGGCTGAGCAGGAATGG 

SG_I_CHR_01.17266971.AG Sanger Sec_SG_1_F AGCTCATTAGGTCAGTAGCAGC 

Sanger Sec_SG_1_R CTGCAGCAGCTGAGTCATTC 
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SG_I_CHR_05.4640519.GA Sanger Sec_SG_2_F CACACGCCCACCTAACTCAA 

Sanger Sec_SG_2_R TGCCATATGTCTTGTGTGTTGT 

HCA_I_CHR_01.17606298.TA Sanger Sec_HCA_1_F GTACGTAAGCGCAAGTGCAG 

Sanger Sec_HCA_1_R GGTTGCACAATGGCAGGTTT 

HCA_I_CHR_14.14799348.TC Sanger Sec_HCA_2_F AACAAAACACGGCCAACAGG 

Sanger Sec_HCA_2_R CCATCCAGCCTCGACAAAGT 

DBH_I_CHR_01.15809500.GT AS-PCR DBH_1_Rw TCTGCTCCAAGTATGGCTAC 

AS-PCR DBH_1_Rm TCTGCTCCAAGTATGGCTAA 

AS-PCR DBH_1_F TCCTGTTATGGATTCCAACT 

DBH_C_CHR_04.2520866.CT AS-PCR DBH_2_Fw AATCAACGATCCTCAACACTC 

AS-PCR DBH_2_Fm AATCAACGATCCTCAACACTT 

AS-PCR DBH_2_R GCAAGTTTCTTTACCCACTG 

HCA_I_CHR_01.17606298.TA AS-PCR HCA_1_Fw CAGCTTGAGTTTCTATCACCTAT 

AS-PCR HCA_1_Fm CAGCTTGAGTTTCTATCACCTAA 

AS-PCR HCA_1_R TTCAATGCCTTCATATTCCT 

HCA_I_CHR_14.14799348.TC AS-PCR HCA_2_Rw AACTGTATGTATATATATGTGTGG

A 

AS-PCR HCA_2_Rm  

AACTGTATGTATATATATGTGTGG

G 

AS-PCR HCA_2_F TCCTTGTGAATGAGAGAGGT 

SG_I_CHR_01.17266971.AG AS-PCR SG_1_Rw GCATTGTCGTCTTGAAACTTAT 

AS-PCR SG_1_Rm GCATTGTCGTCTTGAAACTTAC 

AS-PCR SG_1_F  ACATCAGGCTTGATCACTTC 

SG_I_CHR_05.4640519.GA AS-PCR SG_2_Rw TTCAAATATCTTTGGAATATGGC 
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AS-PCR SG_2_Rm TTCAAATATCTTTGGAATATGGT 

AS-PCR SG_2_F AGCTAAGCACAGCAGAAGA 

TQS_C_CHR_07.7671436.AG AS-PCR TQS_1_Fw CAAGACTTGAGGAACTGAATA 

AS-PCR TQS_1_Fm CAAGACTTGAGGAACTGAATG 

AS-PCR TQS_1_R AAATACAAACATCCCTCCCT 

TQS_C_CHR_19.431712.TC AS-PCR TQS_2_Rw TTCTGCATTTGAAGTAGGGTA 

AS-PCR TQS_2_Rm TTCTGCATTTGAAGTAGGGTG 

AS-PCR TQS_2_F CTATTGATTTCAGGGCAAAG 

V_I_CHR_07.4556893.AG AS-PCR V_1_Fw  AGATATTGCTGGAGTGAGTACA  

AS-PCR V_1_Fm AGATATTGCTGGAGTGAGTACG 

AS-PCR V_1_R ATATGCAGGCATGCTAAAGT 

V_C_CHR_06.12288128.GA AS-PCR V_2_Fw  AGCGAGAAAGGAGATACCG 

AS-PCR V_2_Fm  AGCGAGAAAGGAGATACCA 

AS-PCR V_2_R TATGGTCCAATCACCTCACT 

DBH_I_CHR_01.15809500.GT AS-PCR DBH_1_Rw TCTGCTCCAAGTATGGCTAC 

AS-PCR DBH_1_Rm TCTGCTCCAAGTATGGCTAA 

AS-PCR DBH_1_F TCCTGTTATGGATTCCAACT 

 

En primera instancia se realizó la secuenciación Sanger (Fig. 3) para verificar la presencia 

del SNP y poder hacer una comparación entre las tres plataformas. 
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Figura 3. Electroferograma de secuenciación Sanger para el rasgo DBH1, SNP GG en los 

clones a) 49E, b) 3M, c) 4C d) 53. 

Posteriormente se realizó la estandarización de la PCR según el trabajo con la plataforma 

AS-PCR, lo cual involucró una serie de pruebas con las temperaturas de alineamiento para 

los imprimadores. Una vez se logró estandarizar, se realizó la AS-PCR para los rasgos 

seleccionados (Cuadro 5) y se visualizó por medio de geles de agarosa (Fig. 4).  

 

Figura 4. Gel de agarosa para el rasgo DBHA1, la combinación F-Rw (izquierda) y la 

combinación F-Rm (derecha) para 33 genotipos de teca. 
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Con los datos observados en los geles de agarosa y en la secuenciación, se generó una 

base de datos donde se pueden comparar las plataformas y así validar los resultados entre 

ellas. Como se observa en el Cuadro 6 se puede comparar GWAS (objetivo 2) y AS-PCR 

Cuadro 6. Porcentajes de similitud entre los resultados de las plataformas GWAS y AS-

PCR, en genotipos de Tectona grandis. 

Primer 
Genotipo 

GWAS 
Genotipo 
AS-PCR 

Total 
Porcentaje de 

similitud 

DBH1 
GG GG 17 100 

GT GG 13 0 

     

DBH2 

CT 

CC 2 

55,56 CT 5 

TT 2 

TT 
CT 14 

33,33 
TT 7 

     

HCA1 

AA AA 1 100 

TA 

AA 5 

33,33 TA 3 

TT 1 

TT 

AA 2 

50 TA 1 

TT 3 

     

HCA2 

CC CC 2 100 

TC 
CC 2 

75 
TC 6 

TT 

CC 4 

44,44 TC 1 

TT 4 

     

SG1 

AG 
AG 7 

77,78 
GG 2 

GG 
AG 16 

27,27 
GG 6 

     

SG2 
AA GG 16 0 

GA GG 6 0 

     
TQS1 AA AA 6 28,57 
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AG 15 

AG 
AA 1 

83,33 
AG 5 

     

TQS2 

TC TC 5 100 

TT 

CC 3 

13,64 TC 16 

TT 3 

     

V1 

AA 
AA 7 

29,17 
AG 17 

AG 

AA 1 

50 AG 2 

GG 1 

     

V2 

GA 
GA 3 

42,86 
GG 4 

GG 
GA 1 

95,65 
GG 22 

 

En el Cuadro 7 se observa la comparación entre GWAS y secuenciación Sanger. 

Cuadro 7. Porcentajes de similitud entre los resultados de las plataformas GWAS y Sanger, 

en genotipos de Tectona grandis. 

Primers 
Genotipo 

GWAS 
Genotipo 
Sanger 

Total 
Porcentaje de 

similitud 

DBH1 
GG GG 2 100 

GT GG 2 0 

     

DBH2 
CT 

CT 1 
50 

TT 1 

TT CT 2 0 

     

HCA1 

AA AA 1 100 

TA TA 2 100 

TT TT 1 100 

     

HCA2 

CC CC 2 100 

TC 
CC 1 

50 
TC 1 

TT TC 1 50 
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TT 1 

     

SG1 
AG AA 2 0 

GG GG 2 100 

     

SG2 
AA AA 2 100 

GA GG 2 0 

     

TQS1 
AA AA 2 100 

AG AA 2 0 

     

TQS2 
TC 

CC 1 
50 

TC 1 

TT TT 2 100 

     

V1 

AA AA 2 100 

AG 
AA 1 

50 
AG 1 

     

V2 
GA 

GA 1 
50 

GG 1 

GG GG 2 100 

 

En el Cuadro 8 se observa la comparativa entre secuenciación Sanger y AS-PCR. 

Cuadro 8. Porcentajes de similitud entre los resultados de las plataformas Sanger y AS-

PCR, en genotipos de Tectona grandis. 

Primers 
Genotipo 

GWAS 
Genotipo 
Sanger 

Total 
Porcentaje de 

similitud 

DBH1 
GG GG 2 100 

GT GG 2 0 

     

DBH2 
CT 

CT 1 
50 

TT 1 

TT CT 2 0 

     

HCA1 

AA AA 1 100 

TA TA 2 100 

TT TT 1 100 

     

HCA2 CC CC 2 100 
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TC 
CC 1 

50 
TC 1 

TT 
TC 1 

50 
TT 1 

     

SG1 
AG AA 2 0 

GG GG 2 100 

     

SG2 
AA AA 2 100 

GA GG 2 0 

     

TQS1 
AA AA 2 100 

AG AA 2 0 

     

TQS2 
TC 

CC 1 
50 

TC 1 

TT TT 2 100 

     

V1 

AA AA 2 100 

AG 
AA 1 

50 
AG 1 

     

V2 
GA 

GA 1 
50 

GG 1 

GG GG 2 100 

 

 

La plataforma HRM no se logró desarrollar en el tiempo del proyecto debido a que el equipo 

de laboratorio requerido en el CENIBIOT se dañó desde inicios del 2024 y no ha podido ser 

restablecido hasta la fecha. Sin embargo, la detección de SNPs con AS-PCR podrá servir 

de referencia para trabajar con la plataforma HRM. 

Dado que uno de los factores limitantes para el pleno desarrollo de la genómica en teca ha 

sido la base de secuenciación limitada (33 genotipos), se hicieron esfuerzos para establecer 

en campo nuevos ensayos genéticos con una población de al menos 100 genotipos. Esta 

actividad no estaba contemplada en el proyecto, pero es esencial para continuar refinando 

y ampliando la base de SNP´s asociados a rasgos de importancia económica. Al respecto 

se diseñó un nuevo tipo de ensayo de campo, capaz de albergar más accesiones por unidad 

de área y a la vez, que permita acelerar la evaluación y selección en el ensayo genético. El 
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nuevo diseño genético se denominó Double Tree Plot y una nueva versión, Triple Tree Plot. 

El primer diseño ya ha sido establecido en campo con melina, mientras que el segundo 

diseño será establecido con una nueva colección de teca en el II semestre del 2025, en el 

campus del TEC en Santa Clara, San Carlos. Al respecto se realizó una presentación de 

este nuevo diseño genético en la recién celebrada reunión del grupo de Genética Forestal 

de Norte América (junio 20024, Oaxaca, México) “Murillo, O, Badilla, Y. 2024. Double Tree 

Plot as a design for accelerating genetic testing. In: North American Forest Genetics 

Symposium. Oaxaca, México, 10-14 Junio 2024.” 
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Discusión 

De manera general, el proyecto logró cumplir plenamente con los objetivos 1 y 2, mientras 

que logró solamente un 50% del objetivo 3 por no poderse utilizar el equipo del CENIBIOT. 

Sin embargo, se desarrollaron actividades importantes complementarias no contempladas 

inicialmente, que permitirán que esta línea de I+D continúe en el tiempo. Debe 

comprenderse que la genómica es el campo más avanzado en el mejoramiento y 

conservación genética de especies agrícolas, pecuarias y forestales. Por tanto, con este 

proyecto se ha logrado posicionar a GENFORES y al equipo humano, como líder en la 

materia para la especie teca a nivel internacional. 

Es importante señalar que el proyecto tenía planeado llegar hasta la detección de SNPs 

asociados a rasgos de importancia económica. Sin embargo, se logró dar un paso más 

hacia la posibilidad de predicción temprana de plantas portadoras de alelos favorables. Para 

esto se desarrollaron procesos de predicción basados en métodos bayesianos 

programados en “R”, que permitieron establecer ya como una realidad, la posibilidad de 

selección temprana en teca hasta con un 60% de certeza para DAP, Volumen comercial y 

peso específico de la madera (Callister et al. 2024a, Callister et al. 2024b). 

 

Objetivo específico 1 

Con respecto al primer objetivo se logró con ambas especies, el desarrollo y validación de 

dos Multiplex que agrupan cuatro o cinco marcadores (SSR) cada uno. Con este 

procedimiento se logra reducir significativamente los costos de genotipado y uso de los 

marcadores a nivel comercial para ambas especies. Debe mencionarse que el desarrollo y 

validación de marcadores SSR o microsatélites, sigue siendo actualmente, el marcador 

genético más avanzado y utilizado, hasta tanto no se logre imponer el uso de los nuevos 

SNPs basados en la secuenciación genómica. Por tanto, nuestro grupo de trabajo logra 

consolidar y asegurar con este proyecto, su utilización para la comunidad científica y 

empresarial internacional. GENFORES logra con esto asumir el liderazgo en el desarrollo 

de marcadores genéticos para las especies teca y melina a nivel internacional. Al respecto, 

se logró publicar un artículo científico para teca donde se comparte con la comunidad 

científica su utilización, descripción de los imprimadores, entre otros aspectos (Méndez et 

al. 2025). 
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En el caso de la melina no se ha logrado aún una publicación científica formal, aunque si 

se logró consolidar la misma información como parte de una tesis de licenciatura que 

concluyó a finales del 2024 (García, Beatriz). La información, por tanto, ya está en el 

repositorio del TEC y disponible para el público en general. Con esto el primer objetivo 

específico fue logrado en su totalidad y se publicó la información respectiva. 

De manera adicional, la información generada por el proyecto con el refinamiento y 

validación de los marcadores genéticos microsatélites SSR, ha sido ampliamente difundida 

en los cursos regulares de mejoramiento genético de Ing. Forestal del TEC, en un curso 

internacional de mejoramiento genérico desarrollado en la Universidad de Pinar del Río 

(Cuba), en el I Curso Internacional de Recursos Genéticos de la red latinoamericana de 

Genética Forestal (LACFORGEN), así como mediante dos conferencias Webinar, 

conferencias de IUFRO y conferencias para el sector forestal del Perú (Ver detalles en el 

segmento de divulgación de la información). 

 

Objetivo específico 2 

Como se señaló en la sección de resultados, este objetivo fue también plenamente logrado 

en toda su extensión. Los resultados fueron debidamente divulgados mediante una 

publicación científica (Scopus), en la reunión mundial IUFRO en Suecia (2024) y en al 

menos cinco conferencias internacionales (Webinar en inglés y en español), cursos locales 

e internacionales. 

Hay que señalar que no solo se logró determinar más de 40 SNPs asociados con rasgos 

de importancia económica (Cuadro 3), sino que se avanzó un paso más para determinar la 

posibilidad de predicción a edad temprana en plantas juveniles la presencia de alelos 

favorables. Con esto se posibilita el uso de los SNPs como nuevos marcadores genéticos, 

que muy pronto podrán complementar con los SSR microsatélites en trabajos de 

genotipado, de verificación de pureza clonal, verificación de cruces controlados, entre otros 

usos posibles.  

La mayor limitante del proyecto ha sido la base de 33 genotipos de teca utilizados durante 

la secuenciación, que era la población disponible en ese momento, con datos sólidos de 

campo de hasta ocho años (ensayos genéticos). A pesar de esto, los resultados de 

predicción para selección temprana han sido sumamente promisorios. Por ejemplo, si una 

de las empresas miembro de GENFORES tiene una base de 100 árboles plus y concentra 
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su selección élite en los mejores 20 clones, 12 de ellos tendrían total certeza de portar 

alelos favorables para calidad del fuste, crecimiento del DAP y del volumen comercial, y al 

menos ocho de los 20 tendrían certeza de una mayor densidad de su madera. 

Es muy probable que los SNPs no lleguen todavía a reemplazar el trabajo en ensayos 

genéticos en campo, hasta tanto no se logre ampliar la base poblacional con al menos 200 

genotipos secuenciados y asociados a una buena base de datos. Esta será la dirección del 

trabajo a seguir para continuar con la I + D en genómica de teca y pronto, con melina. 

 

Objetivo específico 3 

Este objetivo logró alcanzar su mayor producto esperado, cual fue el desarrollo de nuevos 

marcadores genéticos basados en los SNPs asociados a rasgos de importancia económica. 

Se diseñaron los imprimadores basados en una sola letra (Allele Specific PCR), se enviaron 

a construir (fuera del país) y se validaron con varias muestras de teca, una de ellas 

independiente con nuevos individuos. Sin embargo, no se logró realizar el mismo ejercicio 

con la segunda plataforma denominada HRM (High Resolution Melting), debido a que el 

equipo a utilizar en el CENIBIOT se dañó desde el 2024. 

A pesar de que no se logró construir y comparar con el otro tipo de imprimador HRM, lo 

relevante es que, si se cuenta con nuevos marcadores basados en SNPs, disponibles y 

validados para su utilización por parte de la comunidad científica internacional y nacional. 

Se espera en breve lograr publicar estos nuevos hallazgos. 

Como se mencionó en la sección de resultados, una de las debilidades del proyecto en 

general ha sido que la base de secuenciación se basó en solamente 33 genotipos y un par 

de cruces controlados. Los proyectos internacionales de genómica se desarrollan a partir 

de consorcios de empresas e instituciones, donde se logra secuenciar 400, 500 o más 

genotipos (Gratapagglia 2022) y se detectan más de 50 000 SNPs. En nuestras 

investigaciones con 33 genotipos se determinaron poco más de 10 500 SNPs, de los 

cuáles, más de 40 registraron una fuerte relación con rasgos económicos. Por tanto, el 

grupo nacional de genómica de teca debe ampliar la base de secuenciación en al menos 

200 genotipos, para poder continuar con la verificación y refinamiento de los SNPs y lograr 

aumentar las correlaciones de predicción. A pesar de no estar incluido en los productos 

esperados de este proyecto, se decidió iniciar con el establecimiento de nuevos ensayos 

genéticos, de mayor precisión y con un número mayor de genotipos. Se propuso un nuevo 
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diseño de ensayo genético denominado Double Tree Plot, que básicamente planta los 

árboles en un espaciamiento más reducido, con el fin de acelerar la selección y eliminación. 

Esta nueva propuesta de ensayo genético ya se ha venido estableciendo con varias 

especies, con teca y melina en la zona norte de Costa Rica, para lograr en un plazo corto 

poder ampliar los trabajos en genómica. El nuevo diseño fue compartido con la comunidad 

científica en el pasado Simposio de Genética Forestal de Norte América (Murillo y Badilla 

2024). 
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Conclusiones 

Los nuevos marcadores genéticos SSR (microsatélites) agrupados en Multiplex para teca 

y melina, permitirán disminuir costos, aumentar precisión y calidad de genotipado con 

ambas especies. 

Se determinó un grupo de 13 SNPs asociados con los rasgos calidad del fuste, crecimiento 

del DAP y del volumen comercial, así como con la gravedad específica de la madera. 

Se determinó una capacidad de predicción de más del 59%, de presencia de alelos 

favorables en plantas jóvenes de teca para la calidad del tronco, crecimiento del DAP y del 

volumen comercial. 

Se cuenta con nuevos marcadores SNPs validados para el genotipado y evaluación 

poblacional de la teca. 

 

Recomendaciones 

Se recomienda ampliar la base de genotipos secuenciados para el refinamiento y validación 

de los nuevos marcadores SNPs desarrollados en este proyecto. 

Es esencial y prioritario el establecimiento de nuevos ensayos genéticos con una mayor 

base de genotipos de teca y melina, para sustentar la continuidad de trabajo en I + D de la 

genómica de ambas especies. 
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ABSTRACT  

Teak is a valuable hardwood species native to India, Laos, Burma, and Thailand, and has 

been introduced globally due to its desirable wood characteristics. Breeding programs in 

teak are based on provenance and family trials and elite clone selection. Advanced breeding 

techniques involve controlled cross-pollination of selected individuals which requires 

rigorous error checking and quality control for clonal fidelity, correct parentage, and lineage 

verification. This study focuses on validating the efficacy of ten microsatellites optimized for 

multiplex PCR amplification in clonal identification and parentage testing in teak. Germplasm 

samples from a clonal orchard and progenies from controlled crosses in Costa Rica were 

used. The probability of identity (PI) and probability of exclusion (PE) values indicated high 

power for individual identification and parentage exclusion. Clonal identification was 

effective with at least five loci showing high PI and PIC values. Full sibs and clones were 

detected accurately within progenies, demonstrating the reliability of the ten SSRs for 

genetic studies in teak. In scenarios involving full-sib progenies, all ten microsatellites were 

necessary to maintain a power of exclusion >0.999. Instances of mismatched DNA profiles 

highlighted sampling errors and underscored the system's discriminatory power. Overall, the 

study confirms the effectiveness of these microsatellites for clonal fidelity and parentage 

testing, essential in clonal teak breeding programs. 
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