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Validacion de protocolo de PCR multiplex con microsatélites para melina (Gmelina
arborea Roxb.).

Beatriz Garcia Valenciano 1

RESUMEN

Gmelina arborea Roxb. (melina) es la segunda especie mas utilizada en reforestacion
en Costa Rica y parte del programa de mejoramiento genético de la cooperativa
internacional de mejoramiento genético forestal GENFORES. Se requiere adoptar y
mejorar herramientas biotecnoldgicas que garanticen la identidad del material clonal
con el que trabajan. Con melina no existe un protocolo verificado de PCR multiplex con
microsatélites que permita caracterizar una poblacion, por lo que esta investigacion
tiene como obijetivo validar el protocolo con marcadores moleculares SSR con base en
una coleccién de 100 genotipos de melina de GENFORES. ElI ADN fue extraido
mediante el método CTAB, amplificado con el PCR multiplex, donde previamente se
habia organizado dos grupos de cinco microsatélites cada uno, para finalmente correr
y una electroforesis capilar. La informacién fue analizada mediante el software
GenAlEx. El 100% de loci se determin6é como polimérficos, se genotip6é a todos los
individuos y se analizd la diversidad genética por microsatélite. Se registr6 una
heteregocidad observada y esperada de 0,67 y 0,71 respectivamente, con una tasa de
exclusién de PE1=0,999, PE2=0,980 y PE3=0,999. El protocolo de PCR multiplex
permite ahorrar tiempo y recursos en la caracterizacion y genotipado molecular de

poblaciones de melina.

Palabras clave: ADN, genotipo, mejoramiento genético, marcadores moleculares,
genética forestal.
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ABSTRACT

Gmelina arborea Roxb. (melina) is the second most used species in reforestation in
Costa Rica and part of the genetic improvement program of the international forest
genetic improvement cooperative GENFORES. Therefore, it is necessary to adopt and
improve biotechnological tools that guarantee the identity of the clonal material with
which they work. With melina there is no verified protocol of multiplex PCR with
microsatellites that allows characterizing a population, so this research aims to validate
the protocol with SSR molecular markers based on a collection of 100 genotypes of
melina from GENFORES. The DNA was extracted by the CTAB method, amplified with
multiplex PCR, where two groups of five microsatellites each one had previously been
organized, to finally run and capillary electrophoresis. The information was analyzed
using the GenAlEx software. 100% of loci were determined to be polymorphic, all
individuals were genotyped and genetic diversity was analyzed by microsatellite. An
observed and expected heteroegocity of 0.67 and 0.71 respectively was recorded, with
an exclusion rate of PE1=0.999, PE2=0.980 and PE3=0.999. The multiplex PCR
protocol saves time and resources in the characterization and molecular genotyping of

melina populations.
Keywords: DNA, genotype, genetic improvement, molecular markers, forest genetics.
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1. INTRODUCCION

Gmelina arborea Roxb. (melina) es una especie forestal de rapido crecimiento con una
variedad de usos [1], lo que ha incentivado un aumento en la cantidad de estudios
enfocados a su madera, estructura genética, silvicultura y otros temas asociados al
establecimiento en plantacion, productividad y comercio. Lo que ha promovido una
mayor demanda industrial en relacion con otras especies de plantacion [2]. La melina
es la segunda especie mas utilizada en reforestacion en Costa Rica [3] y es parte del
programa de mejoramiento genético de la cooperativa internacional de mejoramiento
genético forestal GENFORES creada por la Escuela de Ingenieria Forestal del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica en el afio 2002 [4-6] .

GENFORES se crea como un mecanismo de vinculacién entre la academia y las
empresas u organizaciones del sector privado, cuyo objetivo es la conservacion y el
mejoramiento de los recursos genéticos forestales [5], [7]. A través de su programa de
mejoramiento genético la cooperativa logra garantizar y certificar la calidad y seguridad
de uso, del material clonal que se produce y libera comercialmente en campo.
GENFORES logré desarrollar mas de 15 nuevos microsatélites necesarios para
determinar la huella genética de los genotipos élite, y el parentesco dentro de la

poblacién de mejoramiento [8].

A nivel mundial se encuentran pocos estudios poblacionales utilizando marcadores
moleculares en melina, por ejemplo [9, 10] utilizaron RAPD para determinar la
diversidad genética de melina en dos regiones de India. Asi mismo [11, 12] utilizaron
los marcadores de tipo ISSR para determinar la diversidad genética que habia en
poblaciones tanto naturales como clonales en India, China, Tailandia. Mientras que
Naji et al. [13] realizaron este tipo de estudio para una poblacion clonal en India.
Estudios recientes reportan el uso de tecnologias de ultima generacion como los

analisis de transcriptdmica y secuenciacién como el trabajo realizado por [14] donde



identifican los genes relacionados al desarrollo del xilema y metabolismo secundario

en melina.

Todo trabajo a nivel molecular, como el genotipado o huella genética de una poblacion,
debe fundamentarse en protocolos estandarizados y validados. Donde el primero de
ellos es la extraccion de ADN. Estos procedimientos fueron creados a finales del siglo
XX para estudios en humanos, sin embargo, se han adaptado con modificaciones para
trabajar con tejido vegetal [15]. Uno de los métodos mas aceptados para obtener ADN
vegetal ha sido mediante el bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB), el cual desintegra
el tejido vegetal fresco para la obtenciéon limpia del material genético [16]. Otros
procedimientos de extraccion de ADN han sido desarrollados, tales como los “kit”
comerciales desarrollados especificamente para tejido vegetal, como el DNeasy Plant
Mini Kit (QIAGEN) [17]. Asi también se han realizado modificaciones al método CTAB
gue incluyen el uso de otros compuestos como el PVPP [18], segun el objetivo de la

investigacion, los recursos econdémicos y la especie.

En los programas de mejoramiento genético de especies forestales, tanto para
produccion como conservacién, es conveniente realizar estudios de diversidad
genética en la poblacién de trabajo [19, 20]. Con lo cual es esencial emplear diferentes
técnicas de extraccion de ADN, de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la
electroforesis, cuya informacion pueda ser utilizada para determinar el grado de
parentesco entre los individuos de la poblacion, el tamafio de la poblacién (Ne) y, su

efecto en el potencial de progreso genético o de conservacion efectiva ex situ.

Cuando se trabaja con una poblacion clonal es importante mantener una diversidad
genética suficiente, para evitar una reduccion en la variabilidad genética y algun efecto
en la vulnerabilidad ante eventos de cambio climatico, tolerancia a enfermedades o de
adaptacion a ambientes marginales [19, 20]. En ambas circunstancias, conocer la
informacion de diversidad genética de la poblacién permite una mejor toma de

decisiones.



La técnica de PCR con microsatélites u otro tipo de marcadores ha sido ampliamente
utilizada en el mejoramiento genético de plantas, principalmente cultivos agricolas [21,
22]. Lo que ha motivado la bausqueda de formas de mejorar la velocidad, eficiencia y
costos de empleo de esta técnica. El uso del PCR mudltiple o multiplex, como [23] ha
sido reportado con tres especies del género Juglans para determinar diversidad
genética o también reportado en Picea abies, donde demuestran que es una técnica
atil en andlisis del genoma en coniferas [24]. En todo caso, el uso de los protocolos de
PCR, sencillo o multiple, debe ser una metodologia validada donde se optimicen los

recursos y se garantice resultados confiables [25].

A pesar del amplio uso de la técnica de PCR en diversas especies forestales, en Costa
Rica no se ha utilizado ni validado un protocolo de PCR multiplex en ninguna especie
maderable. Para el programa de mejoramiento genético de melina en GENFORES, es
de vital importancia lograr su estandarizacion y verificacion, donde se garantice la
identidad del material genético. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue validar el
protocolo de PCR multiplex para el uso comercial de marcadores moleculares SSR,
en una coleccién de 100 genotipos élite de melina (Gmelina arborea Roxb.) de uno de

los programas de mejoramiento genético de GENFORES.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Se utiliz6 material vegetal proveniente del programa de mejoramiento genético
GENFORES, de la coleccién de genotipos de G. arborea ubicada en ambiente
controlado en el Campus Tecnoldgico Local San Carlos del Instituto Tecnologico de
Costa Rica (10.367557, -84.512941) (Figura 1), a una altitud de 176 msnm, con una
temperatura media anual de 23,9 °C y una precipitacion de 2484 mm anuales [26].
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Figura 1. Ubicacién del sitio de colecta del material vegetal de Gmelina arborea y

lugares donde fue procesado.

En los minijardines de GENFORES se corté con una tijera esterilizada cuatro hojas de
dos rametos, por cada clon de los 100 genotipos élite de la coleccién. Las hojas se

colocaron en un sobre de papel con gel de silica. Posteriormente, las muestras se



trasladaron al laboratorio de Genética Forestal en el Centro de Investigacion en
Innovacion Forestal de la Escuela de Ingenieria Forestal del ITCR en Cartago (Figura
1). En el laboratorio los sobres se incubaron a 75°C por 24 horas para secar
completamente el material vegetal para la extraccion posterior del ADN.

2.2.Extraccion y Cuantificacién del ADN total.

Se utilizo el método CTAB [16] con algunas modificaciones para la extraccion del ADN
total. Para cada genotipo se pes6 50 mg de tejido vegetal seco y se coloco en un tubo
de rosca de 2 ml previamente rotulado. Posteriormente, se agreg6 un balin de 0,1mm
y 1000 pl del “buffer” de extraccion (100 mM Tris-HCI, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2%
CTAB) previamente calentado a 65°C. Seguidamente se macerd el tejido en el
macerador de modelo FastPrep-24™ 5G (MP Biomedicals LLC), a una velocidad de
6,0 m/s por 15 s y se dejo reposar por unos 5 min. Posteriormente se agreg6 a cada
tubo 10 ul de B-mercaptoetanol al 98% y una punta de espatula de Polivinilpirrolidona
(PVP-40). Seguidamente se mezcl6 con un voértex (Labnet International, Inc.) y las
soluciones se incubaron a 65°C durante 30 minutos, donde cada 10 minutos se agito
por inversion, se gira el tubo boca abajo y de después regresando a su posicion inicial.
Al terminar el periodo de incubacion se transfirio 750 pl de la solucion a un tubo de 2
ml estéril, limpio, previamente rotulado, donde se afiadié 750 pl de cloroformo-octanol

(24:1) y se mezclo por inversion 20 veces.

Se centrifugaron los tubos por 5 min a 14000 rpm, posteriormente se extrajo 500 pl de
la fase acuosa y se transfirieron a un tubo de 1,5 ml estéril, previamente rotulado por
clon. A cada tubo se le agreg6 500 pl de isopropanol a -20°C y se mezclo por inversion.
Los tubos se dejaron reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente
se centrifugaron por 5 min a 14000 rpm y se retird el sobrante. A cada tubo se le agrego
500 pl de etanol al 70% a -20°C y se desprendié manualmente el boton de ADN.

Se volvio a centrifugar por 2 min a 13000 rpm y al finalizar el centrifugado, se descart6

el etanol y se colocaron los tubos en un bloque térmico a 42°C por aproximadamente



20-30 minutos. Posterior al proceso de secado de etanol se resuspendio el boton de
ADN en 100 pul de “buffer” TE con RNasa (1ul de RNasa por cada 50ul de “buffer” TE).
Finalmente, los tubos se incubaron a 37°C por unos 30 min y se almacenaron a -20°C

hasta su posterior uso.

Se cuantificé el ADN con un espectrofotometro de microplacas Multiskan SkyHigh
(Thermo Scientific), donde las muestras se colocaron en los 32 pozos. La placa esta
dividida en dos segmentos como se muestra en la Figura 2, cada uno con 16 pozos
donde se colocd 1 ul por muestra y, se dejé en el campo superior izquierdo como
blanco. Finalmente se realizé la cuantificacibn de ADN para cada genotipo y por

triplicado (Figura 2).
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Figura 2. Microplaca del espectrofotémetro.

Con los resultados de cuantificacion se gener6 una base de datos con 300 valores de
pureza (260/280) y concentracion (ug/ml) de los 100 genotipos. Se valoré la
concentracion y la pureza de cada muestra: si el valor de la muestra fue < a 1,8 en
pureza y a 50 pg/ml en concentracion, esta fue descartada y se repitié el proceso de

extraccion y cuantificacion el ADN.



El ADN se visualizo en una electroforesis con un gel de agarosa al 0,8% con “buffer”
TAE 1X, se corrié a 70 V y 400 Amp durante 1 hora y 15 min, posteriormente se coloco
el gel en el fotodocumentador XR (BioRad) donde se tomaron las fotografias de los

geles.

2.3.PCR multiplex y electroforesis capilar

El PCR multiplex se realizo en el laboratorio del Centro Nacional de Alta Tecnologia
(CENIBIOT) ubicado en el Edificio Dr. Franklin Chang Diaz (sede de CONARE), Pavas,
San José (Figura 1).

Se utilizaron 8 marcadores probados para amplificacion y polimorfismo utilizando ADN
de G. arborea por Rocha et al. [8] y se agregd adicionalmente otros dos marcadores,
creados por el CENIBIOT a partir de los rangos de amplificacién. Bajo las pruebas
realizadas se gener6 dos PCR multiplex donde cada uno posee 5 pares de marcadores
y los cebadores van en direcciones opuestas “F y R”. Se realizé la reaccion con un
volumen final de 12,5 pl siguiendo los parametros que se muestran en el Cuadro 1y
Cuadro 2.

Cuadro 1. Componentes de la reaccion de PCR multiplex 1 para la colecciéon de 100

genotipos de Gmelina arborea de GENFORES en Costa Rica.

. ., Volumen para
Concentracion Concentracion P

Componentes . . una reaccion
Inicial Final )
“‘buffer’ de PCR 10x 1x 1,25
MgCl2 25 mM 2,5mM 1,25
DNTPs 10 mM 0,8 mM 0,25
BSA 20 mg/mL 0,4 mg/mL 0,25
DMSO 2,00% 0,25
Taq DNA Polymerase 5 U/ul 2 U/l 0,2
MELDI1-F 10 uM 0,050 uM 0,065
MELDI1-R 10 uM 0,050 uM 0,065
MELDI11-F 10 uM 0,100 pM 0,125
MELDI11-R 10 uM 0,100 pM 0,125
M8-F 5uM 0,100 pM 0,25
M8-R 5uM 0,100 uM 0,25




MELDI2-F 10 uM 0,075 uM 0,095

MELDI2-R 10 uM 0,075 uM 0,095
MELDI7-F 10 uM 0,150 uM 0,19
MELDI7-R 10 uM 0,150 uM 0,19
ADN ~ 40 ng/ul 80 ng 15
H20 6,1
Volumen Final 12,5

Cuadro 2. Componentes de la reaccion de PCR multiplex 2 para la colecciéon de 100

genotipos de Gmelina arborea de GENFORES en Costa Rica.

., ., Volumen para
Concentracion Concentracion P

Componentes . . unareaccion
Inicial Final W)
“‘buffer’ de PCR 10x 1x 1,25
MgCl2 25 mM 2,5 mM 1,25
DNTPs 10 mM 0,8 mM 0,25
BSA 20 mg/mL 0,4 mg/mL 0,25
DMSO 2,00% 0,25
Tag DNA Polymerase 5 U/l 2 U/l 0,2
M5-F 5uM 0,075 uM 0,095
M5-R 5uM 0,075 uM 0,095
MELDI17-F 10 uM 0,150 puM 0,19
MELDI17-R 10 uM 0,150 pM 0,19
MELDI24-R 10 uM 0,075 uM 0,095
MELDI24-R 10 uM 0,075 uM 0,095
MELDI21-F 10 uM 0,160 pM 0,2
MELDI21-R 10 uM 0,160 pM 0,2
MELDI6-F 10 uM 0,075 uM 0,095
MELDI6-R 10 uM 0,075 uM 0,095
ADN ~ 40 ng/ul 80 ng 1,5
H20 6,08
Volumen Final 12,5

Se programo el termociclador (Figura 3) para que iniciara la fase de desnaturalizaciéon
a 95 °C por 5 minutos. Posterior a esto, la fase de alineacién cuenta con 35 ciclos, a
temperaturas de 95°C por 30 segundos continuando a 55 °C por 30 segundos y a 72

°C durante un minuto, repitiendo el ciclo. La ultima fase es la de extension que se



mantiene a 72 °C por 8 minutos, para luego continuar donde el proceso finalizé con

una disminucién de temperatura que se mantuvo a 4 °C indefinidamente.
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Figura 3. Perfil térmico para el PCR multiplex para la coleccién de 100 genotipos de
Gmelina arborea de GENFORES.

Previo a la electroforesis capilar el producto de PCR se diluyd en una relacion 1/10 con
agua mili Q, se prepar6 la mezcla de 0,4 ul del LIZ y 8,6 pl de la formamida. Se tomé
1,5 pl del producto diluido y se agreg6 la mezcla de ambos reactivos para tener un
volumen total de 10,5 ul por muestra, posteriormente se centrifugd a 1200 rpm durante
2 minutos y se realizé un proceso de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, e

inmediatamente se coloc6 en hielo durante 2 minutos.

La electroforesis capilar se realizé por medio de un servicio externo de analisis en el
CENIBIOT, donde los productos de PCR se corrieron en el analizador genético 3500

(Applied Biosystems), en el médulo analizador de fragmentos por 10 segundos. El



tamafo del fragmento se dimension6 mediante la comparacién con un estandar de
tamafo GeneScanTM 600 LIZ® (Applied Biosystems) y se utilizé “Dye Set” G5 (D5-3).

Con los datos generados se determind los alelos presentes mediante el uso del
software GeneMapper® (Applied Biosystems), las muestras que no amplificaron
fueron repetidas desde la PCR multiplex correspondiente y la electroforesis capilar.
Como resultado del proceso se elaboré una base de datos con el genotipo de cada

individuo.

2.4.Analisis de datos

Los datos de la huella genética se revisaron para asegurar que cada genotipo tuviera
un dato real. Seguidamente se organizaron los datos en EXCEL segun el formato
definido por el software GenAlEx (version 6.51b2). A partir de la huella genética se
realizo el analisis para los individuos que se consideran Unicos, donde se determind la
heterocigosidad esperada y observada, frecuencia alélica, nUmero total de alelos,
grado de polimorfismo, analisis de exclusion o discriminacion de padres, distancia
genética y grado de parentesco entre los individuos. Ademas, se estimoé el contenido

de informacién polimérfica en el software Power Marker.
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3. RESULTADOS

A partir de la extraccion y cuantificacion de ADN (Anexo 1) se obtuvo un promedio

general de 298 pg/ml para la concentracion y de 1,8 para la pureza general.

Dentro del andlisis se agrupd los individuos que poseen un mismo genotipo, donde se
obtuvo 16 grupos y 32 genotipos Unicos. Entre los grupos mas grandes con nueve
individuos idénticos se incluyen los siguientes genotipos putativos 15N, 4CA, 8CA,
19CA, 20CA, 16PZ, 3PZ, 8PZ y 15PZ. El segundo grupo con nueve individuos
idénticos incluy6 los cédigos 13, 20, 26, 28, 29, 30, 31, 32 y 33 (Anexo 4).

Segun el analisis molecular de la coleccion total se determind la presencia de 48
genotipos diferentes. De acuerdo con el analisis de exclusion de progenitores con cada
microsatélite y para combinaciones crecientes de los 10 microsatélites, se obtuvo una
probabilidad de exclusién del 0,999 cuando se conoce al otro progenitor (PEL).
Mientras que cuando se desconoce el genotipo de uno de los progenitores (PE2), la
tasa de discriminacion fue de 0,980. Mientras que cuando se excluye un padre putativo
(PE3) se determind un 0,999 de probabilidad.

De acuerdo con la huella genética se realizé el analisis de las principales coordenadas
de los individuos genéticamente diferentes, tal como se muestra en la Figura 4 a los
48 genotipos individuales. Donde se observa una distribucién aleatoria en los 4
cuadrantes, exceptuando algunos genotipos que se encuentran cercanos a otros

genotipos como es el caso de 54, 63 y 100, ubicados en el cuadrante inferior derecho.

11



Coordenadas Principales

+ 10PZ
¢ 20Bg
* 20CA ¢ 16 19P#5
o pacA o Mre g ¢ 11PZ
*TVPZ | 5g4 5
> FPZe 6 .o
'E L 3
o P ¢ 33
3 +%§9 £ ¢ 26PZ 559,27, ¢ 37
¢ ¢PZE IN
0
D AT ¢ a9

Coord. 1

Figura 4. Coordenadas principales (PCoA) de 48 genotipos unicos de Gmelina arborea

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

De acuerdo con el analisis estadistico se obtuvo un 100% de loci polimorficos (Anexos
2y 3). La distancia genética se observa en la matriz (Anexo 6), donde el porcentaje de
menor distancia genética o proporcion de ADN que comparten fue de 30% en el clon
49. Mientras que el clon 10PZ registro el valor méas alto con un 46,3% de similitud con
el resto de la poblacion. En promedio la poblacion de genotipos de melina registré que
comparten un 37% del total de ADN.
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Con respecto a la frecuencia alélica del PCR multiplex 1, el microsatélite MELDI11
obtuvo la mayor frecuencia alélica con 0,6, especificamente el alelo 163, mientras que
el microsatélite MELDI7 obtuvo la menor frecuencia alélica de 0,01 en los alelos 344 y
356, como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Frecuencia alélica para la combinacion de cinco microsatélites del PCR

multiplex 1 de Gmelina arborea.

Para la frecuencia alélica del PCR multiplex 2, la menor frecuencia alélica fue de 0,005
para los alelos 114 del microsatélite M5 y de los alelos 217 y 229 del microsatélite
MELDI24 respectivamente. Mientras que la mayor frecuencia alélica fue de 0,510 para
el alelo 299 del microsatélite MELDI6 como se ve en la Figura 6 y también se

encuentran en el Anexo 5 las frecuencias alélicas de los microsatélites por alelo.
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Figura 6. Frecuencia alélica para la combinacion de cinco microsatélites del PCR
multiplex 2 de Gmelina arborea.

Como se observa en el Cuadro 3, segun los parametros genéticos para la coleccion
global de melina se encontr6 que el nimero de alelos diferentes (Na) por locus
(microsatélite) fue de 7. Donde el microsatélite MELDI7-aparecio con 11 como la mayor
cantidad de alelos diferentes. El locus con menor nimero de alelos fue MELDI11 con
4 alelos.

La heterocigocidad observada registr6 como valor maximo 0,87 en el locus M5,
mientras que el valor minimo de heterocigocidad observada fue de 0,54 en el
microsatélite MELDI24. Los resultados muestran que los valores de heterocigocidad
esperada e insesgada esperada, difieren Unicamente en los locus MELDI1, MELDI2 y
MELDI17, donde el valor maximo fue de 0,82 para el locus M5 y el minimo fue de 0,59
en el locus MELDI11. Los valores del contenido de informacion polimorfica oscilaron
desde 0,54 hasta 0,79 (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Parametros genéticos de 10 microsatélites validados en la coleccion de 48 genotipos de Gmelina arborea
de GENFORES, Costa Rica.

Multiplex Locus Na Ne PIC Ho He uHe R (pb) PE1 PE2 PE3 \%
1 M8 6 3,85 0,71 0,61 0,74 0,74 200-215 0,53 0,35 0,72 4,14
1 MELDI1 6 4,6 0,75 0,67 0,78 0,79 105-117 0,57 0,39 0,76 4,44
1 MELDI11 4 242 054 056 059 059 163-169 0,35 0,19 0,52 2,24
1 MELDI2 6 2,59 0,55 0,6 0,61 0,62 304-330 0,36 0,21 0,53 2,34
1 MELDI7 11 4,28 0,73 0,84 0,77 0,77 344-373 0,56 0,38 0,74 5,19
2 M5 8 5,45 0,79 0,87 0,82 0,82 103-130 0,64 0,46 0,81 4,82
2 MELDI17 8 54 0,79 0,78 0,81 0,82 142-158 0,64 0,46 0,82 5,55
2 MELDI21 6 311 o062 055 068 068 225-261 0,42 0,26 0,6 3,24
2 MELDI24 9 2,78 0,58 0,54 0,64 0,64 209-235 0,39 0,23 0,57 3,04
2 MELDI6 5 301 o063 0,72 0,67 067 297-307 0,44 0,26 0,63 2,7

Promedio 7 3,7 o067 067 0,71 0,71 103-373 0,49 0,32 0,67 3,77

Numero de alelos (Na). Alelos efectivos (Ne). Contenido de informacion polimorfica (PIC). Heterocigosidad observada
(Ho). Heterocigosidad esperada (He). Heterocigosidad insesgada esperada (uHe). Rango de alelos en pares de bases
(R). PE poder de exclusién (discriminacion) 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).
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4. DISCUSION

Es importante destacar que la cantidad y la calidad de extraccion de ADN es
fundamental para este tipo de trabajos. Segun [27] los resultados obtenidos se
categorizan como una extraccion de ADN de alta calidad y se encuentran dentro los
valores Optimos para realizar un PCR. Otros estudios en poblaciones de melina
obtuvieron un promedio general de pureza de 1,65 y una concentracion general de

308,91 ug/ml [28], valores similares a los resultados obtenidos en esta investigacion.

Este estudio determiné la huella genética de la coleccion del programa de
mejoramiento genético de melina de GENFORES logrando identificar la presencia de
material genéticamente diferente. Se han realizado estudios similares en otras
especies forestales como Quercus chrysolepis en una poblacién natural y clonal en sur
de California, Estados Unidos [29] y, en otra investigacion con Tectona grandis para
genotipos pertenecientes a GENFORES, donde lograron determinar la cantidad de

clones unicos [30].

La dispersion que se observd en el analisis de similaridad realizado por coordenadas
principales (Figura 4), los individuos se distribuyeron sin un patrén definido, de manera
amplia por toda la figura. Mientras que los genotipos idénticos se superpusieron unos
sobre otros, y podrian relacionarse con su proximidad geografica u origen del material
[11]. En el caso de una poblacion clonal como la del estudio, debe tomarse en cuenta
el proceso de produccion de las plantas muestreadas en los jardines clonales. La
cantidad alta de individuos registrados con un mismo genotipo podria atribuirse a algun
error en el procedimiento de la toma de muestras en el invernadero. Donde pudo ocurrir
algun error humano en la codificacion de las muestras o podria deberse a que los
genotipos compartan una procedencia comun, debido a que la melina fue introducida

a Costa Rica y ese material distribuirse en el pais.

Uno de los beneficios de la PCR multiplex con imprimadores fluoromarcados es la

obtencion de un resultado mas preciso, a un menor costo y mas rapido por realizarse
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en un analisis simultaneo de multiples marcadores [25]. Para la coleccion de 100
genotipos se realizo—solamente 200 reacciones de PCR en lugar de hacer 1000
reacciones, se hicieron 100 reacciones para el Multiplex 1 y 100 reacciones para el
multiplex 2, con lo que se economizé el recurso y el tiempo de un total de 800

reacciones, por lo que este protocolo es practico y factible para este tipo de estudios.

La huella genética de la coleccion completa del programa de mejoramiento genético
GENFORES generé la informacién necesaria para validar si el protocolo de PCR
multiplex funciona adecuadamente, donde los datos se corroboran con los estadisticos
de analisis de exclusion de padres, ya que este parametro “tiene la capacidad de

excluir un falso padre tomado al azar” [31].

Resultados similares se observaron en Pieris amamioshimensis con 11 marcadores
microsatélites donde presentaron una probabilidad de exclusiones de PE1= 0,9565,
PE2 = 0,9969 y PE3 = 0,9999 [32], y en caso de la probabilidad de exclusién que se
obtuvieron fue de PE1=0,999, PE2= 0,980 y el PE3= 0,999. Por lo tanto, el presente
trabajo si tiene una alta relacion parental y la probabilidad de exclusion es el nivel de
significancia de los datos, por lo que el nivel de confianza de este analisis es el

apropiado.

Al saber que hay individuos de la coleccion de GENFORES que se relacionan entre
ellos, se analizo la diversidad genética del conjunto de genotipos, donde se evaluo la
cantidad total de las caracteristicas genéticas dentro de la especie [33, 34] por lo que
es importante tener en cuenta que la diversidad tiende a disminuir cuando la poblacion
o individuos disminuyen [35]. Finkeldey [36] determino la diversidad genética con las
frecuencias alélicas y en el caso de esta investigacion la heterogeneidad genética es

alta.

El marcador M5 fue el que registr6 mayor diversidad en comparacién con los demas
microsatélites con un valor de 4,82 y de manera esperada fue el que tuvo los

parametros mas altos en todos los evaluados (Cuadro 3). Meldill fue el marcador que
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exhibié la menor diversidad genética con 2,24, estan aproximados al valor medio que
fue de 3,77.

En el analisis de la distancia genética (Anexo 6) los valores menores indican que dos
individuos son menos similares genéticamente, de lo que se esperaria al azar en una
poblacion [37], Murillo et al. [38] menciona que los individuos podrian ser medios
hermanos, hermanos completos, primos, lo cual explicaria que se haya registrado una
tasa tan alta para el promedio de consanguineidad con 37%. Este estadistico es
importante para saber cuanto ADN o informacion genética comparten los individuos de

una poblacién o entre individuos [34].

La tasa tan alta de parentesco puede estar explicada por el origen de la coleccion de
arboles plus de GENFORES. Estos arboles fueron seleccionados en plantaciones
comerciales establecidas en distintas regiones del pais, Sin embargo, en su mayoria
provinieron de las primeras fuentes semilleras desarrolladas en Hojancha a mediados
de los afios 80 [39-41]. De donde se convirtieron en la base de produccién de plantas
en los viveros comerciales de la época, que permitieron el establecimiento de la

mayoria de las plantaciones con melina en el pais.

Segun [42, 43] la medida de la frecuencia de un alelo con respecto a todos los alelos
de la poblacion y su rango de valores va de 0 a 1, en este estudio la mayor frecuencia
fue de 0,6 lo que indica que el alelo esta presente en un 60% de la poblacién y la
menor frecuencia alélica fue de 0,005 donde indica que es un alelo poco comudn en los
genotipos estudiados. En este trabajo hay un 100% de locis polimorficos, lo cual indica
que la variabilidad genética de los individuos que hay en esta poblacién son
genéticamente diversos. En otras investigaciones de melina en Asia, especificamente
India y alrededores, se obtuvo que los locis tenian un 88% y 100% de polimorfismo
[13, 11], similar a lo reportado en el estudio.

La heterocigosidad esperada es el nUmero de heterocigotos esperado teniendo en

cuenta las frecuencias alélicas, establece la probabilidad de que, en un Unico locus,
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un par de alelos escogidos al azar sean diferentes entre si; cuando se considera la He
promedio de todos los loci se puede observar el grado de variabilidad genética de una
poblacion en un rango de 0 a 1 [44, 43]. En otros estudios en melina del sur y sureste
de Asia, especificamente de India, China, Tailandia y Myanmar, obtuvieron una
heterocigosidad esperada fue de 0,83 [11], similar a la reportada en este trabajo (He=
0,71).

La heterocigosidad observada se calcula para cada locus, donde el numero de
heterocigotos esta determinado por la cuenta directa y el nUmero de muestras, su
rango de valores va de 0 a 1 [44, 43]. En estudios de microsatélites establecieron la
heterocigosidad, como fue el caso de Prosopis alba, donde la Ho fue de 0,445 [45]. Y
para melina se han encontrado valores de Ho = 0,56 [11] y en este trabajo la

heterocigosidad observada fue de 0,67.
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5. CONCLUSIONES

Se validé el protocolo de PCR multiplex para el uso comercial de marcadores
moleculares, de la coleccion de melina (Gmelina arborea Roxb.) de GENFORES, para

garantizar su reproducibilidad, ahorrar tiempo y recursos.

El protocolo de PCR multiplex determiné que GENFORES posee realmente un total
de 48 genotipos e indican que valores genéticos realizados en la investigacion

demuestran el alto valor de diversidad genética que hay en la coleccion.

6. RECOMENDACIONES

— Continuar con la comprobacién de pureza en los lotes monoclonales que
mantiene la cooperativa en ambiente controlado.

— Realizar protocolos de verificacion de la huella genética en las accesiones que
resultaron con misma identidad genética.

— Traer material externo al pais y verificar que no sean los mismos genotipos que
posee la cooperativa, para aumentar la diversidad genética del programa de

mejoramiento genético de melina.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Cuantificacion de ADN de melina en el proceso de extraccion y preparacion.

Cadigo Promedio
extraccion pg/ ml | 260/280 | ug/ ml | 260/280 | ug/ ml | 260/280
TEC pg/ mi
1 544 1,75 379 1,77 467 1,76 463,33
2 137 15 67,8 1,55 154 1,54 119,6
3 192 1,54 189 1,55 284 1,74 221,67
4 863 1,91 47,6 1,06 397 1,81 435,87
5 263 1,56 321 1,57 255 1,6 279,67
6 621 1,67 661 1,68 413 1,66 565
7 242 1,82 264 1,8 276 1,77 260,67
8 227 1,75 232 1,75 272 1,75 243,67
9 882 1,89 654 1,91 576 1,9 704
10 395 1,77 273 1,81 144 1,68 270,67
11 215 1,77 186 1,8 191 1,8 197,33
12 145 1,82 133 1,83 169 1,58 149
13 248 1,79 273 1,81 144 1,68 221,67
14 999 1,75 186 1,76 807 1,68 664
15 563 1,8 133 1,77 422 1,76 372,67
16 221 1,75 273 1,75 282 1,75 258,67
17 241 1,82 699 1,77 168 1,78 369,33
18 350 1,8 614 1,81 174 1,63 379,33
19 377 1,76 167 1,78 347 1,74 297
20 186 1,7 261 1,69 260 1,71 235,67
21 617 1,83 415 1,77 493 1,78 508,33
22 325 1,78 308 1,8 308 1,78 313,67
23 224 1,79 193 1,78 237 1,78 218
24 125 1,72 514 1,73 137 1,73 258,67
25 276 1,8 320 1,79 240 1,78 278,67
26 632 1,78 197 1,78 531 1,8 453,33
27 291 1,77 137 1,8 356 1,76 261,33
28 464 1,79 275 1,83 446 1,79 395
29 250 1,75 489 1,74 237 1,77 325,33
30 375 1,77 340 1,7 1,39 1,75 238,8
31 239 1,78 493 1,77 171 1,76 301
32 154 1,71 243 1,72 147 1,72 181,33
33 109 1,79 690 1,75 90,3 1,66 296,43
34 170 1,73 164 1,75 126 1,78 153,33
35 77,1 1,74 58,5 1,74 63 1,74 66,2
36 205 1,68 184 1,79 179 1,79 189,33
37 131 1,78 137 1,75 130 1,73 132,67
38 73,8 1,69 57,8 1,66 60,8 1,6 64,13
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39 120 1,61 124 1,66 47,1 1,51 97,03
40 74,3 1,75 70,8 1,58 35,3 1,75 60,13
41 306 1,78 303 1,72 297 1,66 302
42 159 1,88 238 1,86 129 1,85 175,33
43 156 1,63 168 1,66 82,6 1,47 135,53
44 128 1,72 32,5 1,54 128 1,72 96,17
45 347 1,89 433 1,87 280 1,7 353,33
46 57,3 1,12 45,4 1,3 50,9 1,34 51,2
47 91,1 1,56 91,2 1,62 79,8 151 87,37
48 134 1,53 129 1,53 56,4 1,69 106,47
49 528 1,88 448 1,88 313 1,87 429,67
50 111 1,72 101 1,75 93,3 1,73 101,77
51 130 1,75 145 1,77 133 1,77 136
52 159 1,76 172 1,76 159 1,79 163,33
53 528 1,66 448 1,67 313 1,61 429,67
54 204 1,77 203 1,75 190 1,82 199
55 229 1,79 215 1,75 197 1,76 213,67
56 292 1,74 270 1,78 245 1,81 269
57 340 1,75 326 1,7 216 1,73 294
58 342 1,82 292 1,82 344 1,77 326
59 236 1,79 218 1,82 260 1,76 238
60 106 1,68 110 1,68 96 1,71 104
61 680 1,77 720 1,79 591 1,78 663,67
62 612 1,7 206 1,86 446 1,74 421,33
63 188 1,81 226 1,82 210 1,82 208
64 565 1,82 616 1,81 661 1,71 614
65 230 1,78 242 1,78 243 1,76 238,33
66 222 1,84 194 1,76 178 1,83 198
67 152 1,74 115 1,71 121 1,73 129,33
68 95,8 1,73 125 1,72 94,8 1,71 105,2
69 213 1,78 237 1,77 278 1,71 242,67
70 421 1,74 324 1,79 400 1,75 381,67
71 228 1,77 244 1,78 190 1,8 220,67
72 292 1,84 181 1,55 235 1,78 236
73 237 1,67 264 1,75 222 1,65 241
74 139 1,79 141 1,76 162 1,81 147,33
75 156 1,76 135 1,8 141 1,77 144
76 187 1,81 222 1,85 187 1,76 198,67
77 289 1,77 261 1,78 234 1,77 261,33
78 256 1,84 275 1,81 262 1,79 264,33
79 17,3 1,83 21,5 1,65 32,8 1,53 23,87
80 299 1,75 347 1,79 257 1,8 301
81 349 1,81 195 1,82 259 1,82 267,67
82 163 1,78 150 1,77 131 1,79 148
83 320 1,79 335 1,8 251 1,74 302
84 193 1,78 167 1,78 163 1,79 174,33
85 586 1,84 474 1,82 371 1,84 477
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86 308 1,77 428 1,68 313 1,82 349,67
87 366 1,81 345 1,83 364 1,81 358,33
88 496 1,82 481 1,8 475 1,85 484

89 642 1,82 600 1,82 548 1,8 596,67
90 597 1,82 399 1,74 531 1,79 509

91 466 1,78 459 1,78 388 1,64 437,67
92 301 1,72 265 1,58 347 1,81 304,33
93 460 1,77 493 1,7 347 1,74 433,33
94 433 1,72 383 1,73 372 1,72 396

95 250 1,72 264 1,56 310 1,82 274,67
96 457 1,8 551 1,8 541 1,8 516,33
97 327 1,85 375 1,82 328 1,86 343,33
98 320 1,73 482 1,81 439 1,78 413,67
99 301 1,74 360 1,88 373 1,83 344,67
100 300 1,74 330 1,76 427 1,71 352,33
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Anexo 2. Huella genética del multiplex de melina 1.

MM1
Caddigo

extraccion M8 MELDI1 MELDI2 MELDI7 MELDI11

TEC
1 213 | 215 | 113 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
2 200 | 200 | 109 | 109 | 306 | 306 | 359 | 367 | 163 | 169
3 213 | 213 | 109 | 111 | 304 | 306 | 367 | 373 | 163 | 165
4 213 | 215 | 113 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
5 213 | 215 | 113 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
6 204 | 213 | 109 | 109 | 304 | 306 | 367 | 367 | 165 | 169
7 200 | 200 | 105 | 113 | 306 | 330 | 352 | 367 | 163 | 168
8 200 | 200 | 105 | 113 | 306 | 330 | 352 | 367 | 163 | 168
9 211 | 211 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 367 | 168 | 169
10 213 | 215 | 113 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
11 213 | 215 | 113 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
12 204 | 213 | 105 | 117 | 306 | 306 | 352 | 373 | 163 | 163
13 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
14 213 | 213 | 105 | 117 | 306 | 318 | 359 | 373 | 163 | 163
15 204 | 213 | 105 | 117 | 306 | 306 | 352 | 373 | 163 | 163
16 204 | 215 | 105 | 117 | 304 | 306 | 352 | 367 | 163 | 163
17 202 | 215 | 105 | 105 | 304 | 306 | 352 | 367 | 165 | 169
18 204 | 213 | 105 | 117 | 306 | 330 | 350 | 367 | 163 | 163
19 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
20 200 | 200 | 105 | 113 | 306 | 330 | 352 | 367 | 163 | 168
21 213 | 215 | 113 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
22 200 | 215 | 105 | 113 | 306 | 330 | 352 | 367 | 163 | 168
23 213 | 213 | 111 | 113 | 304 | 318 | 361 | 367 | 163 | 163
24 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
25 200 | 200 | 105 | 113 | 306 | 330 | 352 | 367 | 163 | 168
26 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
27 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
28 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
29 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
30 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
31 202 | 215 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
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32 202 | 215 | 105 | 105 | 304 | 306 | 352 | 367 | 165 | 169
33 202 | 213 | 105 | 105 | 306 | 306 | 373 | 373 | 163 | 163
34 202 | 215 | 105 [ 105 | 304 | 306 | 352 | 367 | 165 | 169
35 204 | 215 | 105 [ 105 | 304 | 306 | 359 | 373 | 163 | 169
36 213 | 213 | 105 | 117 | 306 | 318 | 359 | 373 | 163 | 163
37 213 | 213 | 105 | 117 | 306 | 318 | 359 | 367 | 163 | 163
38 213 | 213 | 105 | 117 | 306 | 318 | 359 | 373 | 163 | 163
39 213 | 213 | 105 | 117 | 306 | 318 | 359 | 373 | 163 | 163
40 204 | 213 | 105 | 117 | 306 | 306 | 352 | 373 | 163 | 163
41 213 | 213 | 109 | 111 | 304 | 306 | 367 | 373 | 163 | 165
42 213 | 215 | 113 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
43 204 | 213 | 105 | 117 | 306 | 306 | 359 | 359 | 163 | 163
44 213 | 213 | 105 | 117 | 306 | 318 | 359 | 373 | 163 | 163
45 213 | 213 | 109 | 111 | 304 | 306 | 367 | 373 | 163 | 165
46 213 | 215 | 105 | 113 | 306 | 306 | 352 | 373 | 163 | 169
a7 213 | 215 | 105 | 113 | 304 | 306 | 352 | 373 | 165 | 169
48 204 | 213 | 105 | 117 | 306 | 306 | 352 | 373 | 163 | 163
49 202 | 213 | 105 | 117 | 306 | 306 | 352 | 373 | 163 | 163
50 202 | 213 | 105 | 111 | 306 | 306 | 373 | 373 | 163 | 163
51 213 | 213 | 105 | 117 | 306 | 318 | 359 | 359 | 163 | 163
52 202 | 213 | 105 | 105 | 306 | 306 | 373 | 373 | 163 | 163
53 213 | 213 | 109 | 111 | 304 | 306 | 367 | 373 | 163 | 165
54 215 | 215 | 113 | 115 | 306 | 318 | 350 [ 356 | 168 | 168
55 213 | 213 | 109 | 111 | 304 | 306 | 367 | 367 | 163 | 165
56 213 | 213 | 109 | 111 | 304 | 306 | 367 | 373 | 163 | 165
57 202 | 213 | 105 | 111 | 304 | 318 | 352 | 367 | 163 | 168
58 202 | 213 | 105 | 111 | 304 | 318 | 352 | 367 | 163 | 168
59 202 | 213 | 105 [ 105 | 306 | 306 | 347 | 373 | 163 | 163
60 202 | 213 | 105 | 105 | 306 | 306 | 373 | 373 | 163 | 163
61 200 | 200 | 113 | 117 | 304 | 308 | 365 | 367 | 163 | 163
62 200 | 213 | 113 | 113 | 304 | 304 | 367 | 373 | 163 | 169
63 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
64 202 | 213 | 105 [ 105 | 306 | 306 | 373 | 373 | 163 | 163
65 200 | 200 | 117 | 117 | 304 | 306 | 369 | 373 | 163 | 168
66 200 | 200 | 113 | 117 | 304 | 308 | 365 | 367 | 163 | 163
67 200 | 200 | 113 | 117 | 304 | 308 | 365 | 367 | 163 | 163
68 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
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69 200 | 200 | 117 | 117 | 304 | 306 | 369 | 373 | 163 | 168
70 211 | 215 | 109 | 113 | 304 | 306 | 369 | 369 | 163 | 169
71 213 | 213 | 111 | 113 | 304 | 318 | 361 | 367 | 163 | 163
72 200 | 215 | 105 | 109 | 304 | 306 | 352 | 373 | 163 | 165
73 213 | 213 | 105 | 111 | 306 | 306 | 352 | 352 | 165 | 169
74 213 | 213 | 105 | 111 | 306 | 306 | 352 | 352 | 165 | 169
75 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
76 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
77 211 | 211 | 115 | 117 | 306 | 316 | 352 | 356 | 163 | 169
78 200 | 200 | 115 | 117 | 304 | 316 | 344 | 350 | 163 | 169
79 202 | 215 | 109 | 111 | 306 | 318 | 352 | 352 | 163 | 169
80 213 | 213 | 105 | 109 | 306 | 306 | 367 | 373 | 163 | 169
81 202 | 215 | 109 | 111 | 306 | 318 | 352 | 352 | 163 | 169
82 200 | 213 | 109 | 117 | 306 | 306 | 367 | 369 | 163 | 163
83 204 | 213 | 109 | 109 | 306 | 306 | 352 | 367 | 163 | 163
84 202 | 215 | 109 | 111 | 306 | 318 | 352 | 352 | 163 | 169
85 202 | 215 | 105 [ 105 | 306 | 306 | 352 | 373 | 163 | 169
86 200 | 200 | 109 | 111 | 304 | 306 | 352 | 373 | 163 | 169
87 200 | 213 | 105 | 113 | 306 | 330 | 352 | 367 | 163 | 168
88 200 | 200 | 115 | 117 | 304 | 316 | 344 | 350 | 163 | 169
89 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
90 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
91 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
92 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
93 204 | 213 | 105 | 113 | 304 | 304 | 352 | 373 | 163 | 163
94 202 | 213 | 105 | 113 | 304 | 306 | 347 | 347 | 163 | 163
95 213 | 213 | 111 | 113 | 304 | 318 | 361 | 367 | 163 | 163
96 213 | 213 | 111 | 113 | 304 | 318 | 361 | 367 | 163 | 163
97 213 | 213 | 111 | 113 | 304 | 318 | 361 | 367 | 163 | 163
98 213 | 213 | 111 | 113 | 304 | 318 | 361 | 367 | 163 | 163
99 213 | 213 | 111 | 113 | 304 | 318 | 361 | 367 | 163 | 163
100 200 | 215 | 105 | 109 | 304 | 306 | 352 | 373 | 163 | 165
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Anexo 3. Huella genética del multiplex de melina 2.

MM2
Caddigo

extraccion M5 MELDI6 MELDI17 MELDI21 MELDI24

TEC
1 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
2 103 | 107 | 297 | 303 | 146 | 154 | 225 | 257 | 209 | 209
3 120 | 120 | 299 | 299 | 154 | 154 | 225 | 241 | 221 | 221
4 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
5 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
6 107 | 122 | 299 | 307 | 146 | 154 | 225 | 241 | 209 | 221
7 107 | 122 | 299 | 303 | 142 | 144 | 225 | 225 | 209 | 219
8 107 | 122 | 299 | 303 | 142 | 144 | 225 | 225 | 209 | 219
9 103 | 114 | 297 | 299 | 144 | 156 | 225 | 257 | 215 | 235
10 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
11 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
12 107 | 107 | 299 | 303 | 146 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
13 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
14 107 | 130 | 299 | 303 | 148 | 158 | 225 | 225 | 221 | 221
15 105 | 107 | 299 | 303 | 146 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
16 105 | 105 | 297 | 303 | 150 | 150 | 241 | 243 | 211 | 219
17 103 | 107 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
18 107 | 120 | 299 | 301 | 144 | 146 | 241 | 249 | 221 | 221
19 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
20 107 | 122 | 299 | 303 | 142 | 144 | 225 | 225 | 209 | 219
21 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
22 107 | 122 | 299 | 303 | 142 | 144 | 225 | 225 | 209 | 219
23 107 | 118 | 299 | 301 | 146 | 156 | 225 | 241 | 209 | 227
24 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
25 107 | 122 | 299 | 303 | 142 | 144 | 225 | 225 | 209 | 219
26 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
27 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
28 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
29 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
30 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
31 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
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32 103 | 107 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
33 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 225 | 225 | 209 | 221
34 103 | 107 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 209
35 103 | 107 | 297 | 299 | 144 | 146 | 225 | 257 | 209 | 215
36 107 | 130 | 299 | 303 | 148 | 158 | 225 | 225 | 221 | 221
37 107 | 130 | 299 | 303 | 148 | 158 | 225 | 225 | 221 | 221
38 107 | 130 | 299 | 303 | 148 | 158 | 225 | 225 | 221 | 221
39 107 | 130 | 299 | 303 | 148 | 158 | 225 | 225 | 221 | 221
40 105 | 107 | 299 | 303 | 146 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
41 120 | 120 | 299 | 299 | 154 | 154 | 225 | 241 | 221 | 221
42 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
43 105 | 107 | 299 | 303 | 146 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
44 105 | 107 | 299 | 303 | 146 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
45 120 | 120 | 299 | 299 | 154 | 154 | 225 | 241 | 221 | 221
46 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 225 | 225 | 209 | 221
a7 103 | 105 | 297 | 301 | 144 | 150 | 241 | 257 | 209 | 221
48 105 | 107 | 299 | 303 | 146 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
49 105 | 107 | 299 | 303 | 146 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
50 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 225 | 225 | 209 | 221
51 107 | 130 | 299 | 303 | 148 | 158 | 225 | 225 | 221 | 221
52 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 225 | 225 | 209 | 221
53 120 | 120 | 299 | 299 | 154 | 154 | 225 | 241 | 221 | 221
54 107 | 107 | 299 | 307 | 144 | 154 | 225 | 241 | 229 | 235
55 120 | 120 | 299 | 299 | 154 | 154 | 225 | 241 | 221 | 221
56 120 | 120 | 299 | 299 | 154 | 154 | 225 | 241 | 221 | 221
57 122 | 130 | 299 | 299 | 146 | 150 | 225 | 225 | 209 | 219
58 122 | 130 | 299 | 299 | 146 | 150 | 225 | 225 | 209 | 219
59 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 225 | 225 | 209 | 221
60 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 225 | 225 | 209 | 221
61 103 | 120 | 299 | 299 | 146 | 154 | 225 | 243 | 209 | 221
62 103 | 107 | 299 | 303 | 148 | 158 | 249 | 249 | 209 | 221
63 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
64 103 | 120 | 299 | 299 | 146 | 154 | 225 | 243 | 209 | 221
65 118 | 122 | 303 | 303 | 150 | 150 | 241 | 241 | 221 | 235
66 103 | 120 | 299 | 299 | 146 | 154 | 225 | 243 | 209 | 221
67 103 | 120 | 299 | 299 | 146 | 154 | 225 | 243 | 209 | 221
68 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
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69 118 | 122 | 303 | 303 | 150 | 150 | 241 | 241 | 221 | 235
70 118 | 122 | 299 | 303 | 144 | 144 | 249 | 257 | 215 | 217
71 107 | 118 | 299 | 301 | 146 | 156 | 225 | 241 | 209 | 227
72 122 | 122 | 299 | 299 | 146 | 150 | 241 | 241 | 209 | 221
73 118 | 122 | 299 | 299 | 144 | 144 | 225 | 241 | 211 | 221
74 118 | 122 | 299 | 299 | 144 | 144 | 225 | 241 | 211 | 221
75 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
76 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
77 107 | 107 | 303 | 307 | 144 | 158 | 241 | 249 | 209 | 235
78 107 | 122 | 299 | 303 | 148 | 150 | 241 | 249 | 221 | 235
79 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 257 | 261 | 221 | 221
80 103 | 120 | 297 | 299 | 144 | 154 | 249 | 249 | 215 | 221
81 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 257 | 261 | 221 | 221
82 122 | 122 | 297 | 299 | 144 | 154 | 241 | 243 | 211 | 221
83 103 | 122 | 297 | 299 | 144 | 154 | 225 | 241 | 215 | 221
84 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 158 | 257 | 261 | 221 | 221
85 103 | 122 | 297 | 303 | 146 | 150 | 225 | 225 | 219 | 221
86 107 | 122 | 299 | 299 | 144 | 146 | 241 | 241 | 211 | 221
87 107 | 122 | 299 | 303 | 142 | 144 | 225 | 225 | 209 | 219
88 107 | 122 | 299 | 303 | 148 | 150 | 241 | 249 | 209 | 221
89 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
90 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
91 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
92 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
93 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
94 103 | 105 | 303 | 307 | 154 | 154 | 241 | 241 | 221 | 221
95 107 | 118 | 299 | 301 | 146 | 156 | 225 | 241 | 209 | 227
96 107 | 118 | 299 | 301 | 146 | 156 | 225 | 241 | 209 | 227
97 107 | 118 | 299 | 301 | 146 | 156 | 225 | 241 | 209 | 227
98 107 | 118 | 299 | 301 | 146 | 156 | 225 | 241 | 209 | 227
99 107 | 118 | 299 | 301 | 146 | 156 | 225 | 241 | 209 | 227
100 122 | 122 | 299 | 299 | 146 | 150 | 241 | 241 | 209 | 221
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Anexo 4. Genotipos multilocus ordenados con genotipos multilocus coincidentes

repetidos enumerados.

Cadigo
extraccion Genotipo Nivel
TEC
63 103105204213105113163163154154304304241241221221303307352373g A
68 103105204213105113163163154154304304241241221221303307352373g A
75 1031052042131051131631631541543043042412412212213033073523739g A
76 103105204213105113163163154154304304241241221221303307352373g A
89 1031052042131051131631631541543043042412412212213033073523739g A
90 103105204213105113163163154154304304241241221221303307352373g A
91 1031052042131051131631631541543043042412412212213033073523739g A
92 1031052042131051131631631541543043042412412212213033073523739g A
93 103105204213105113163163154154304304241241221221303307352373g A
1 1031052132151131131651691441503043062412572092212973013523739g B
4 103105213215113113165169144150304306241257209221297301352373g B
5 1031052132151131131651691441503043062412572092212973013523739g B
10 103105213215113113165169144150304306241257209221297301352373g B
11 103105213215113113165169144150304306241257209221297301352373g B
21 1031052132151131131651691441503043062412572092212973013523739g B
42 103105213215113113165169144150304306241257209221297301352373g B
17 1031072022151051051651691441463043062252572092092972993523679g C
32 103107202215105105165169144146304306225257209209297299352367g C
34 1031072022151051051651691441463043062252572092092972993523679g C
61 1031202002001131171631631461543043082252432092212992993653679g D
66 103120200200113117163163146154304308225243209221299299365367g D
67 1031202002001131171631631461543043082252432092212992993653679g D
13 103122202215109109165169144146306306225257209209297299352373g E
19 1031222022151091091651691441463063062252572092092972993523739g E
24 103122202215109109165169144146306306225257209209297299352373g E
26 103122202215109109165169144146306306225257209209297299352373g E
27 1031222022151091091651691441463063062252572092092972993523739g E
28 1031222022151091091651691441463063062252572092092972993523739g E
29 1031222022151091091651691441463063062252572092092972993523739g E
30 103122202215109109165169144146306306225257209209297299352373g E
31 1031222022151091091651691441463063062252572092092972993523739g E
15 1051072042131051171631631461543063062412412212212993033523739g F
40 1051072042131051171631631461543063062412412212212993033523739g F
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48

1051072042131051171631631461543063062412412212212993033523739g

F
23 1071182132131111131631631461563043182252412092272993013613679 G
71 1071182132131111131631631461563043182252412092272993013613679 G
95 1071182132131111131631631461563043182252412092272993013613679g G
96 1071182132131111131631631461563043182252412092272993013613679 G
97 1071182132131111131631631461563043182252412092272993013613679g G
98 1071182132131111131631631461563043182252412092272993013613679 G
99 1071182132131111131631631461563043182252412092272993013613679g G
7 1071222002001051131631681421443063302252252092192993033523679g H
8 107122200200105113163168142144306330225225209219299303352367¢ H
20 1071222002001051131631681421443063302252252092192993033523679g H
25 107122200200105113163168142144306330225225209219299303352367¢9 H
33 107122202213105105163163144158306306225225209221299299373373¢g I
52 107122202213105105163163144158306306225225209221299299373373¢g I
60 107122202213105105163163144158306306225225209221299299373373¢g I
79 107122202215109111163169144158306318257261221221299299352352¢g J
81 107122202215109111163169144158306318257261221221299299352352¢g J
84 107122202215109111163169144158306318257261221221299299352352¢g J
14 107130213213105117163163148158306318225225221221299303359373¢g K
36 107130213213105117163163148158306318225225221221299303359373¢g K
38 107130213213105117163163148158306318225225221221299303359373¢g K
39 107130213213105117163163148158306318225225221221299303359373¢g K
65 118122200200117117163168150150304306241241221235303303369373¢g L
69 118122200200117117163168150150304306241241221235303303369373¢g L
73 118122213213105111165169144144306306225241211221299299352352¢g M
74 118122213213105111165169144144306306225241211221299299352352g M
3 120120213213109111163165154154304306225241221221299299367373¢g N
41 120120213213109111163165154154304306225241221221299299367373¢g N
45 120120213213109111163165154154304306225241221221299299367373¢9 N
53 120120213213109111163165154154304306225241221221299299367373¢g N
56 120120213213109111163165154154304306225241221221299299367373¢9 N
72 122122200215105109163165146150304306241241209221299299352373¢g O
100 122122200215105109163165146150304306241241209221299299352373¢g O
57 122130202213105111163168146150304318225225209219299299352367¢ P
58 1221302022131051111631681461503043182252252092192992993523679g P
94 103105202213105113163163154154304306241241221221303307347347¢9 1
47 103105213215105113165169144150304306241257209221297301352373¢g 2
2 1031072002001091091631691461543063062252572092092973033593679g 3
62 103107200213113113163169148158304304249249209221299303367373¢g 4
35 103107204215105105163169144146304306225257209215297299359373¢g 5
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9 1031142112111091091681691441563063062252572152352972993523679g 6
64 103120202213105105163163146154306306225243209221299299373373¢g 7
80 1031202132131051091631691441543063062492492152212972993673739 8
85 1031222022151051051631691461503063062252252192212973033523739g 9
83 103122204213109109163163144154306306225241215221297299352367¢ 10
16 1051052042151051171631631501503043062412432112192973033523679g 11
49 105107202213105117163163146154306306241241221221299303352373¢g 12
43 105107204213105117163163146154306306241241221221299303359359¢g 13
44 105107213213105117163163146154306318241241221221299303359373¢g 14
12 107107204213105117163163146154306306241241221221299303352373¢g 15
77 1071072112111151171631691441583063162412492092353033073523569g 16
54 107107215215113115168168144154306318225241229235299307350356( 17
18 1071202042131051171631631441463063302412492212212993013503679g 18
86 107122200200109111163169144146304306241241211221299299352373¢g 19
88 107122200200115117163169148150304316241249209221299303344350¢9 20
78 1071222002001151171631691481503043162412492212352993033443509g 21
87 107122200213105113163168142144306330225225209219299303352367¢9 22
22 1071222002151051131631681421443063302252252092192993033523679g 23
59 107122202213105105163163144158306306225225209221299299347373¢g 24
50 107122202213105111163163144158306306225225209221299299373373¢g 25
6 1071222042131091091651691461543043062252412092212993073673679g 26
46 107122213215105113163169144158306306225225209221299299352373¢g 27
51 107130213213105117163163148158306318225225221221299303359359¢g 28
37 107130213213105117163163148158306318225225221221299303359367¢9 29
70 118122211215109113163169144144304306249257215217299303369369¢g 30
55 1201202132131091111631651541543043062252412212212992993673679 31
82 1221222002131091171631631441543063062412432112212972993673699 32
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Anexo 5. Frecuencias alélicas por microsatélite de los 48 individuos.

Microsatélite Alelo

Frecuencia alélica Microsatélite Alelo

Frecuencia alélica

103 0,156 304 0,229
105 0,104 306 0,604
107 0,323 308 0,010
MELDI2
M5 114 0,010 316 0,031
118 0,042 318 0,083
120 0,083 330 0,042
122 0,240 225 0,396
130 0,042 241 0,365
200 0,198 243 0,042
MELDI21
202 0,115 249 0,094
M8 204 0,094 257 0,094
211 0,052 261 0,010
213 0,396 209 0,260
215 0,146 211 0,042
105 0,354 215 0,052
109 0,188 217 0,010
111 0,083 MELDI24 219 0,063
MELDI1
113 0,156 221 0,500
115 0,042 227 0,010
117 0,177 229 0,010
163 0,625 235 0,052
165 0,094 344 0,021
MELDI11
168 0,083 347 0,031
169 0,198 MLEDI7 350 0,042
142 0,031 352 0,250
MELDI17
144 0,260 356 0,021
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146 0,188 359 0,094
148 0,063 361 0,010
150 0,115 365 0,010
154 0,219 367 0,219
156 0,021 369 0,042
158 0,104 373 0,260
297 0,125
299 0,542

MELDI6 301 0,042
303 0,240
307 0,052
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Anexo 6. La distancia genética de los 48 individuos de GENFORES.

[2] s> |12|1a|19|z4|27|33|a7|33|40|4z|45|45|47-su|51|53|54|55| 58|59|60|62|63|100|2PZ|4PZ|7PZ- 1102 |14p2] 1902 2002 | 2202 [ 24p2 [ 2502 | 2602 [ 2702 [ 2802 [ in [ s [ 20ca [2aca] 3sec [ 7vez

2
6

12

16

19
24
27
33
37
38
40

42
45
46
47
49
50

51

53
54
55
58
59
60

62
63
100
2p2
4pZ
7Pz

10PZ

11PZ

14PZ
19PZ
20PZ
22PZ
24pPZ

25PZ

26PZ

27pPZ

28PZ
1N
5N

20CA

24CA

35PC
7VPZ

Suma 791 682 861 | 630 [814|628|642|685|763|715|649|666[662|730|682 603 |601)|636|726| 880 |779[727|710]|632|658[775| 671 | 743 | 888 816 739 | 815 | 751 | 686 [ 659 621 716 | 690 | 664 [618]|731| 785 | 790 | 730

Promedio/clon 16,48 | 14,21 | 17,94 13,117 | 13 |13 | 14 [ 16 | 15| 14 | 14 [ 14 | 15| 14 | 13 [11,92| 14 [ 13 |13 | 13 | 15 [18,33| 16 [ 15 | 15| 13 | 14 [ 16 14 | 15,5 118,50 17 15,4 116,98 15,6 | 14,29(13,73[12,94 114,92 |14,38|13,83 | 13 | 15 | 16,35 | 16,46 15,21
MaximoPosible(%) 41,2 | 35,52 (44,84 132,842 |33 |33 |36 |40 |37 [34|35)34|38]36 33|29,8|35 31|31 (3338458 |41 |38 |37 |33|34]40|349]38,7]463 42,5 38,5(42,45| 39,1 | 35,73 34,32 32,34 | 37,29 |35,94| 34,58 | 32 | 38 | 40,89 |41,15] 38,02

10 micros*2 alelos*2 indivi = 40 alelos diferentes como maximo entre 2 indivi menor distancia % mayor distancia %

GranPromedio(%) [ 3692
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Anexo 7. Significado de los acrénimos utilizados.

Acrénimos Significado

HCI Acido clorhidrico

NaCl Cloruro de sodio

RAPD ADN polimérfico amplificado aleatoriamente
ISSR Repeticiones de secuencias simples intersimples
SSR Secuencias simples repetidas

ADN Acido desoxirribonucleico

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

TE Tris-EDTA

TAE Tris-Acetato-EDTA

MgCl2 Cloruro de magnesio

DNTPs Desoxirribonucledsidos trifosfato

BSA Bovine sereum albumin

DMSO Dimetilsulfoxido
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