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ARTICULO CORTO

Protocolo para la certificacion por conformidad
genética de clones en jardines de propagacion
de caucho (Hevea brasiliensis)

Camilo Andrés Ruiz Avila’, Yolanda Gomez Vargas”, William Burgos Paz™, Anibal L. Tapiero™
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v24n1.83584

RESUMEN

A partir de visualizacion por electroforesis capilar de 9 regiones micro-satélites amplificadas con cebadores fluoromarcados se de-
terminé el polimorfismo de los marcadores Hmct5, 102, HV 30, 548, HV 15, 416, m574, 103 y 358 identificados en el ADN de
muestras de tejido foliar de 12 clones de caucho (Hevea brasiliensis) conservados en jardines clonales de AGROSAVIA en Colom-
bia y 25 clones en jardines clonales de origen en Brasil. Con base en los resultados del analisis se consolidé una base de datos que
permite corroborar la identidad por conformidad de clones de caucho a partir de muestras foliares. El protocolo establecido consis-
te en una aproximacion metodoldgica para la amplificacion de dichas regiones micro-satélites por PCR punto final y la visualizacion
de los fragmentos obtenidos de este procedimiento por electroforesis capilar multiplexada, reduciendo costos y optimizando el
tiempo en laboratorio. Adicionalmente se encontraron discrepancias entre el perfil electroforético obtenido del clon FX 3864 mues-
treado en Colombia con el obtenido en Brasil. Se propone considerar la necesidad de corroborar la identidad de los clones repro-
ducidos en jardines clonales para su comercializacion en Colombia, utilizando metodologias sensibles y reproducibles, como la
estandarizada en este estudio.

Palabras clave: marcadores micro-satélite, identificacion, polimorfismo.
ABSTRACT

The polymorphism of 9 regions identified in the DNA of leaf tissue sampled from 12 rubber clones conserved in clonal gardens of
AGROSAVIA in Colombia and 25 clones in clonal gardens of origin in Brazil was visualized by capillary electrophoresis after amplifica-
tion with the fluorolabeled primer microsatellite markers Hmct5, 102, HV 30, 548, HV 15, 416, m574, 103 and 358. Upon the results
analysis, a database was consolidated that allows to corroborate the genetical identity by conformity with 37 rubber clones from leaf
samples. The established protocol is a methodological approach using end-point PCR towards the amplification by multiplexed capillary
electrophoresis of micro-satellite regions and their visualization, reducing costs and optimizing time in the laboratory. Additionally, dis-
crepancies were found between the electrophoretic profile obtained from clone FX 3864 sampled in Colombia with that obtained in
Brazil. It is proposed to consider the need to corroborate the identity of the clones reproduced in clonal gardens for their commercializa-
tion in Colombia, using sensitive and reproducible methodologies, such as the one standardized in this study.

Key words: micro-satellite markers, identification, polymorphism.
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INTRODUCCION

Hevea brasiliensis es una especie de la familia Euphorbia-
ceae originaria de la region amazénica, cuyo cultivo
comercial se orienta a la produccién de caucho natural
en mas de 40 paises. Entre estos se destacan Vietnam,
Indonesia, Tailandia, Malasia, India y China, en la actuali-
dad los paises con mayor area destinada al cultivo. En
consideracion a fuertes limitantes fitosanitarios, particu-
larmente derivados de la incidencia del Mal Surameri-
cano de las Hojas (SALB, por sus siglas en inglés), en
América solo se cultiva alrededor de 2% del total del
area (Hou et al., 2017).

Recientemente, en Colombia, el cultivo de caucho ha co-
brado gran importancia como resultado de iniciativas pu-
blicas y privadas que consideran a la “heveicultura” una
actividad que promueve el desarrollo econémico y social,
desde una perspectiva agroindustrial. En tal sentido, mien-
tras que en el 2.000 se contaba con poco menos de 6.000
ha de caucho, en el 2015 se identificaron alrededor de
68.000 ha, distribuidas por todo el territorio nacional y
concentradas principalmente en la Orinoquia, el Magdale-
na Medio, Antioquia, Coérdoba y la Amazonia
(Confederacion cauchera Colombiana, 2015.). El incre-
mento del drea sembrada ha sido posible gracias a la iden-
tificacion de Zonas de Escape al SALB, una aproximacién
metodolégica que permite la determinacion de areas y
clones apropiados para el cultivo de caucho. No obstante,
subsisten dificultades tecnolégicas que garanticen la identi-
dad de los clones de caucho a comercializar, cuyo destino
es el establecimiento de nuevas areas (Garcia et al., 2011).
Por tal razén, bajo el marco legal de la resolucién No.
001478/2006 ICA, el estado colombiano exige hoy dia
que los jardines de propagacion clonal certifiquen median-
te andlisis genéticos la identidad de los clones de H. brasi-
liensis que comercializan, a fin de garantizar la adquisicién
de plantas conforme a los requerimientos determinados
por el productor a partir de la vocacion de los suelos en
sus fincas y la zonificacion.

En consecuencia y como respuesta a esta demanda, la
homologacién de clones de caucho en tiempos recien-
tes se soporta cada vez con mayor énfasis en la conduc-
cién de andlisis genéticos utilizando marcadores mole-
culares micro satélites conocidos también como STR
(del inglés “Short Tandem Repeat”). Independientemen-
te del estado fenoldgico y variaciones metabdlicas deri-
vadas del ambiente, los STR facilitan la identificacion de
variedades y cultivares con base en su nivel de polimor-
fismo, codominancia, repetibilidad y, mas recientemen-
te, posibilidades de automatizacion (Garcia et al., 2011).

Como respuesta a los requerimientos esbozados mas arri-
ba, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar 9 mar-

cadores moleculares microsatélites (STR) amplificados
mediante primers fluoromarcados y visualizados por elec-
troforesis capilar a partir del ADN extraido de muestras
foliares de 12 clones de H. brasiliensis, provenientes de
jardines clonales de coleccion en Colombia y 25 clones
conservados en jardines de origen para la propagacion
clonal en Brasil. El propésito fue seleccionar los marcado-
res con mayores indices de polimorfismo, para a su vez
generar patrones electroforéticos por clon que permitan
disponer de tecnologias mas apropiadas para la identifica-
cién mas precisa de los materiales genéticos a homologar.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el laboratorio de genética molecu-
lar de AGROSAVIA, en el Centro de Investigacion Tibai-
tatd, ubicado en el kilbmetro 14 via Mosquera. Se evalua-
ron 12 clones de Hevea sp.: FX 3864, RRIM 600, FDR
5788, CDC 312, FDR 5240, FDR 5597, FDR 4575, PMB
1, MDX 607, CDC 56, MDX 624 y CDC 1174 provenien-
tes del Jardin Clonal de AGROSAVIA en La Libertad, Villa-
vicencio y 25 clones del Jardin Clonal del Instituto Agroné-
mico de Campinas (IAC-APTA) en Votuporanga - Brasil:
IAC 424, IAC 500, IAC 501, PB 314, IRCA 18, IAC 502,
IAC 503, IAC 505, IAC 511, PB 330, PB 312, FX 3864, PB
217, PB 235, IAN 873, RRIM 915, RRIM 901, IAC 302,
RRIC 100, IRCA 331, IRCA 317, IRCA 230, PB 260, PB
254y FX 2261.

De cada uno de los clones se tomaron 3 foliolos en esta-
do de desarrollo juvenil que se conservaron con silica
gel dentro de bolsas de papel. Una vez extraido el ADN
mediante el protocolo reportado por Salavarrieta (2002),
se procedié a la amplificacion por PCR de las regiones
microsatélites: Hmct5 y m574 (Barrera et al., 2015); HV
15y HV 30 (Regina et al., 2010); 102 , 548, 416, 103 y
358 (Garcia et al., 2011).

Calidad y concentracion de ADN: la integridad del
ADN extraido fue visualizada en gel de agarosa al 1% vy
su concentracion y calidad medida por NanoDrop
(2000, Thermo Fischer Scientific™, Massachusetts). En
virtud de que todas las muestras presentaban una con-
centracion superior a 200 ng * mL", estas se llevaron a
una misma concentracién de 75 ng * mL" con el fin de
permitir la amplificacion de los marcadores selecciona-
dos, mediante PCR punto final.

Amplificacion de ADN: se usé un termociclador marca
Bio-Rad (C 1000TM, California, USA) modificando la
temperatura de anillamiento del protocolo para algunos
de los primers utilizados (Tabla 1). Para el master mix de
la reaccion se utiliz6 MgCl, a concentracion de 2,5 mM,
Buffer 0,6 X, dNTPs 0,3 mM, taq polimerasa 0,04 U* L
! primer forward y reverse a 0,3 mM cada uno. Adicio-
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Tabla 1. Grupos de productos de PCR (PLEX), temperatura de anillamiento para cada marcador, rango de tamafio de
producto de amplificacién, fluoréforo utilizado y color del marcador identificado mediante el equipo ABI 3500
(Applied Biosystems, California).

Intervalo de amplificacién
PLEX  Marcador T Anillamiento Fluoréforo Color
Alelo 1 Alelo 2
Hmct 5@ 54 193 216 NED NEGRO
1 102 (®) 54 278 290 VIC VERDE
HV 30 © 54 148 160 FAM AZUL
548 () 59 227 250 FAM AZUL
2 HV15© 60 200 228 FAM AZUL
416 () 57 222 223 VIC VERDE
m574 (2) 55 231 267 VIC VERDE
3 103(®) 55 250 282 FAM AZUL
358 () 57 220 240 NED NEGRO

& Marcadores HMCT 5 y m574 (Barrera et al, 2015)
i Marcadores 102, 548, 416, 103 y 358 (Garcia et al, 2011)
{9 Marcadores HV 15 y HV 30 (Regina et al,, 2010)

Tabla 2. Composicién del master mix y condiciones de PCR para amplificacién punto final de microsatélites implementados.

Componente Concerslg)ac(lz(ién gt Conc::.-il:gla 2l Perfil de Termociclado
MgCl; (mM) 50 547 94 °C (3 min)
Buffer 10X 0,6X 94 °C (15 s)
dNTPs mix (mM) 10 0.3 TA°C (1 min) 35 Ciclos
Polimerasa (U/uL) 5 0.04 72 °C (15 s)
Primer F (uM) 10 0.3 72 °C (60 min)
Primer R (pM) 10 0.3 4°C o

nalmente, se usé 2 yL de ADN a concentracion de 75
ng* uL". El volumen de reaccién final fue de 15 pL cémo
lo reporta el manual del kit. Asi mismo, las condiciones
de amplificacion por PCR se describen en la (Tabla 2).

Visualizacion de alelos: La preparacion de las muestras
se realizé mezclando el producto de PCR de tres marca-
dores segin la PLEX y el fluoréforo descrito en la (Tabla
1), a una relacion de 1:15. Posteriormente, se tomoé la
mezcla de cada uno de los clones amplificados por gru-

po de marcadores y se le adicion6 HI-DI formamida
(Thermo Fischer Scientific™, Massachusetts) y marcador
de peso molecular GeneScan 500 LIZ dye (Thermo Fis-
cher Scientific™, Massachusetts). Las muestras fueron
denaturadas y analizadas en el secuenciador ABI 3500
(Applied Biosystems, California). Finalmente, el perfil
electroforético se analizé con el programa GeneMap-
per® (Thermo Fischer Scientific™, Massachusetts) y se
determinaron los tamanos de los diferentes alelos para
cada uno de los marcadores evaluados sobre los clones.
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Tabla 3. Peso de alelos de 12 clones provenientes de Colombia y 25 de Brasil para las regiones microsatelites

HmctS, 102, HV 30, 548, HV 15, 416, m574, 103 y 358.

PLEX1 PLEX 2 PLEX3
Hmct 5 i HV 30 548 HV 1S 416 m574 103 358
alelo 1 aldo 2 aldol alelo2 aldol alelo |delol aldo2 adlelol aldo2 aldol alelo2(aldol aldo2 alelol aldo2 adldol alelo 2

FX386& | 183 205 276 | 284 276 | 27 243 243 | 1s8 180 | 218 | 22 238 | 248 | 255 271 | 221 233
RRAMED0 | 133 200 | 284 | 288 | 276 | 284 243 243 | 1M 196 | 216 | 226 240 | 254 | 260 260 | 213 233
FORS5788 | 195 195 | 280 | 284 239 | 267 241 243 | 157 172 | 216 | 216 246 268 | 238 266 | 219 233
CDC312 | 197 0S5 | 289 | 293 261 | 261 21 21 158 180 | 216 | 219 242 | 24 | 260 277 | 213 233
FOR 2240 | 207 212 | 280 | 284 253 | 234 251 21 192 192 | 226 | 22%6 240 | 248 | 283 26 | 222 225
FOR 5597 | 197 212 | 284 | 284 | 253 | 239 250 20 175 194 | 26 | 226 244 | 24 | 260 266 | 22 233
FOR&MS | 132 197 | 28 | 290 284 | 284 241 51 181 191 | 20 220 240 | 256 | 2&2 265 | 201 222
PMB 1 1838 197 | 283 | 285 239 | 234 243 243 157 157 | 218 | 226 240 | 240 | 260 265 | 213 233
MIX607 | 197 197 | 285 | 287 263 | 284 241 243 | 180 180 | 226 | 226 233 | 246 | 271 275 | 198 231
CDC5 | 196 | 201 284 | 284 4 | 284 243 251 180 180 | 214 | 226 246 | 250 | 238 27 | 22 22
MDX624 | 133 197 | 285 | 285 261 | 29 2490 240 | 174 179 | 201 | 25 242 | 24 | 261 271 | 25 231
COCM74| 120 197 | 283 28 268 | 273 243 231 | 18 181 | 215 | 215 248 | 268 | 260 263 | 209 233
IAC424 | 152 | 201 | 2B8 1 291 | 275 2B6 | 240 | 250 | 180 | 180 202 1 216 | 246 256 266 | 20 | 199 | 225
IAC500 | 196 200 286 289 270 275 | 242 250 179 179 226 226 | 248 | 254 2558 270 | 222 | 233
IAC501 | 197 | 201  2B6 A 289 | 253 | 259 | 242 | 252 | 181 | 181 203 217 | 242 254 270  2M | 233 | B33
PB314 | 297 | 201 | 285 289 | 272 28B4 | 242 | 250 179 179 216 1226 | 248 254 259 259 | 222 33
IRCA18 | 198 | 200 28B4 | 291 | 275 | 28B4 | 250 | 250 179 | 179 | 216 A 226 | 248 | 268 | 259 | 2™ | 233 | 233
IAC502 | 157 | 201 H 28B4 28B4 | 261 275 | 245 | 253 | 179 | 179 202 226 | 240 250 260 H 265 | 231 | B1
IAC503 | 192 197 283 284 253 2559 | 243 251 180 180 208 226 | 240 244 255 255 | 232 238
IAC505 | 197 201 28B4 289 | 253 | 266 | 243 | 245 | 181 | 181 212 | 212 | 240 244 259 | 259 | 232 | B2
IAC511 | 196 205 284 289 261 261 | 244 252 | 180 180 | 226 226 | 256 | 256 | 266 | 271 | 199 | 25
PB330 | 198 | 212 A 285 | 290 | 275 | 275 | 250 | 250 | 203 | 203 | 226 | 226 | 248 | 268 | 259 | 259 | 232 | 32
PB312 | 196 200 28B4 2B6 270  2B4 | 242 | 250 | 180 | 180 216 226 | 240 248 259 | 259 | 222 | B2
FX3864 | 189 A 200 28B4 | 288 | 275 | 284 | 242 | 242 | 180 | 180 | 216 226 | 240 A 254 | 259 | 259 | 222 | B3
PB217 | 189 200 28B4 2BB 275 28B4 | 242 | 242 | 179 179 215 226 | 240 254 259 | 259 | 233 | B3
PB235 | 200 212 285 290 270 270 | 250 250 191 201 | 225 225 | 248 | 268 | 259 | 20 | 222 | 238
IAN873 | 157 A 200 270 H 28B4 | 253 | 270 | 242 | 242 | 180 | 180 207 207 | 244 254 259 | 283 | 232 | 259
RRIM915| 197 158 28B4 289 | 272 28B4 | 250 | 250 201 201 225 225 | 248 268 270 2™ | 222  B1
RRIMO01| 197 A 200 28B4 | 289 | 272 | 284 | 243 | 251 | 179 | 179 | 225 225 | 240 268 H 259 | 20 | 233 | 33
IAC302 | 196 A 200  2B7 289 | 275 | 28B4 | 241 | 251 | 191 | 201 215 225 | 240 252 259 | 20 | 233 | B3
RRIC100| 200 205 279 284 275 275 | 241 251 191 203 225 225 | 240 | 250 | 265 26 | 222 251
IRCA331| 196 212 28B4 290 | 261 | 272 | 251 | 251 | 179 | 179 | 226 226 | 248 A 256 | 259 | 259 | 215 | 222
IRCA317 | 196 212 H2B6 A 2B9 | 261 | 275 | 251 | 251 | 192 | 201 | 226 226 | 256 268 | 270 | 2M | 215 | 222
IRCA230| 196 212 286 | 289 | 261 | 275 | 251 | 251 | 192 | 201 | 226 A 226 | 256 @ 268 | 270 | 2™ | 215 | 222
PB260 | 198 | 200 H 2B6 A 289 | 272 H2B3 | 251 | 251 | 181 | 181 | 226 226 | 246 268 259 | 20 | 222 | B1
PB254 | 201 | 212 28BS | 289 261 275 | 251 | 251 192 203 | 226 226 | 244 | 244 259 | 259 | 222 | 239
FX2261 | 196 212 A 2B6 290 | 270 270 | 251 | 251 | 192 | 201 § 226 226 | 248 H 268 H 259 H 20 | 222 | B9

Es importante destacar que durante el proceso de visua-
lizacion se tomd 1 ulL de la mezcla de cada uno de los
clones amplificados por el grupo de marcadores y se
colocé en pozos independientes de una placa disenada
para 96 muestras. A este volumen se le adicion6 10 uL
de Hi-DI formamida y 0,5 ulL de liz 500. Posteriormente,
las muestras se llevaron a 95 °C en el termociclador du-
rante 5 minutos, con el fin de denaturar la doble hebra
del ADN amplificado; seguidamente se llevé a 4 °C du-
rante 5 minutos. Una vez concluido este proceso se
corrieron en el quipo ABI 3500 (Applied Biosystems,
California) y se visualizaron mediante el programa Gene
Mapper reportando los datos obtenidos en la (Tabla 3).

Andlisis de polimorfismos: Con el fin de evaluar el nivel
de polimorfismo de los marcadores utilizados se deter-
minaron los contenidos de informacién polimoérfica
(PIC), Heterocigosidad esperada (He) y Heterocigosidad
observada (Ho). La determinaciéon del contenido de in-

formacion polimoérfica fue obtenido mediante la imple-
mentacién de la formula PIC =1 -} fi, i = 1, donde fi, es
la frecuencia del ith alelo (Garcia et al., 2011).

La heterocigosidad esperada (He) se calculé como He =
1 - Y piy, donde “p” es la frecuencia del ith alelo en los
genotipos evaluados. Por dltimo, se estimé la heteroci-
gosidad observada (Ho) a partir del resultado del cocien-
te del ndmero de individuos heterocigotos sobre el nu-
mero total de individuos analizados.

Una vez determinados estos valores se calcul6 el coefi-
ciente de similitud de Nei (1978), mediante procedi-
mientos derivados de rutinas con el software estadistico
R studio (R CORE TEAM, 2015) y se graficé un dendo-
grama con base en el resultado de la aplicacién del algo-
ritmo de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair
Group Method With Arithmetic Mean).
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Tabla 4. Valores contenidos de informacién polimérfica (PIC), heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad observada (Ho) a
partir de la amplificacién con los loci Hmct5, 102, HV 30, 548, HV 15, 416, m574, 103 y 358 del ADN de los clones evaluados.

Microsatélite Hmct5 102 HV 30 548 HV 15 416 m574 103 358
PIC 0,91 0,90 0,92 0,89 0,92 0,85 0,90 0,89 0,89
He 0,88 0,84 0,88 0,81 0,86 0,74 0,88 0,81 0,82
Ho 0,95 0,86 0,76 0,46 0,41 0,46 0,89 0,70 0,68
alelos 14 14 17 10 14 15 12 14 14
RESULTADOS Y DISCUSION
l!—: ;“I:IBI\I'I| 600
FX 3864
Al determinar el contenido de informacion polimérfica PB31
(PIC), heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad :Qﬁj‘i‘;
observada (Ho) (Tabla 4) en la poblacion analizada, se it
pudo concluir que todos los marcadores implementados [ ——1ace
mostraron un alto polimorfismo, el cual contenia clones P
de procedencia asiatica y americana. IAC 503
1
Con base en el contenido de informacién polimérfica .
(PIC) podemos afirmar que los marcadores mas polimér- cDC 1174
ficos sobre los clones evaluados en este estudio son los Ef:&?ﬁ
microsatélites HV30 y HV 15 con PIC = 0,92; microsaté- :2222;07
lite Hmct5 con PIC 0,91; microsatélites 102 y m574 con FX 2261
PIC 0,90; y microsatélites 548, 103 y 358 con PIC 0,89, et
en orden descendente. PB 260
n o0
El andlisis de similitud permitié diferenciar 3 grandes R o
grupos de clones, sin que necesariamente incluyan ma- PB 235
teriales procedentes de un mismo programa de fitomejo- _‘—:F:c";:o
. . L ) I
ramiento en Asia o América (Figura 1). En el cluster | FDR 4575

encontramos los clones PMB 1, RRIM 600, FX 38642, PB
314, IAC 500, IRCA 18, PB 217, FX 3864, IAC 302,
RRIM 901, IAC 505, IAC 503, IAN 873, CDC 56, PB
312, FDR 5788, CDC 1174, CDC 312 y IAC 501. Algu-
nos de estos clones, como es el caso de los materiales
RRIM 600, PB 314 y RRIM 901, tienen en comdn los
parentales PB 86 y Tijr 1(Gouvea et al., 2010). En el clus-
ter I, encontramos los clones IRCA 230, IRCA 317, FX
2261, IRCA 331, PB 254, PB 260, FDR 5240, PB 330,
FDR 5597, RRIM 915 y PB 235, en donde particular-
mente se evidencia una estrecha relacion entre los mate-
riales de origen asiatico PB 330, PB 235, PB 260, PB 254
y RRIM 915. La mayoria de estos clones fueron obteni-
dos a partir de cruzamientos con materiales PB 5/51 (PB
56 * PB 24), entre sus parentales (Morini et al., 2012).
Finalmente, en el cluster Ill encontramos los materiales
RRIC 100, IAC 502, FDR 4575, MDX 607, IAC 511, IAC
424 y MDX 624 (Figura 1).

MDX 607
N oy e
IAC 424

L MDX 624

Figura 1. Dendograma obtenido mediante el algoritmo de
agrupamiento UPGMA a partir del coeficiente de similitud de
Nei (1987).

Con la aplicacion de esta técnica se evidencian las diferen-
cias genéticas entre los clones asiaticos y americanos. En
tal sentido, por ejemplo, amplificaciones del locus Hmct5
habia sido reportado con valores He = 0,74 y Ho = 0,75
para clones asiaticos Gnicamente (Saha et al., 2005), mien-
tras que en el presente estudio mostré un mayor valor
para estas variables al ser aplicado sobre clones tanto asia-
ticos como americanos He = 0,88 y Ho = 0,95.

Con base en los marcadores evaluados no se pudo esta-
blecer diferencias entre los clones IRCA 317 e IRCA
230, los cuales expresaron un perfil electroforético idén-
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tico para estos loci. Adicionalmente, de los STR’s evalua-
dos, el Unico que permite discriminar entre el clon RRIM
600 y PB217 es el HV15 (PLEX 2). Entre tanto, el marca-
dor 358 de la PLEX 3, se constituye en el Gnico marca-
dor que permite discriminar entre los clones PB 235 y
PB 260. Entretanto, el dnico marcador que discrimina al
clon FX 3864 de los clones RRIM 600 y PB 217 es el
STR 358, en la PLEX 3.

De las muestras evaluadas del clon FX 3864, las proce-
dentes del jardin clonal en Colombia proporcionaron
perfiles electroforéticos distintos a las del FX 3864 pro-
veniente de Brasil. Ello, particularmente, con los microsa-
télites Hmct 5, 102, HV 30, HV 15, m574 y 103. La in-
formacién corrobora los resultados obtenidos por Gar-
cia et al. (2011), quienes sugirieron que el origen de las
diferencias radica en el ingreso sin identificacion confia-
ble de origen de los clones de caucho a Colombia.

Con base en los resultados obtenidos es posible afirmar
que el proceso de amplificacién por PCR punto final y
posterior electroforesis capilar con al menos un cebador
fluoromarcado es una herramienta altamente sensible
que permite aprovechar el cardcter codominante de los
marcadores moleculares microsatélites y el polimorfismo
de las regiones evaluadas para la diferenciacién por ori-
gen de clones de caucho. Ademas, es importante desta-
car que el método de visualizacion por electroforesis
capilar permite determinar el valor exacto de las regio-
nes amplificadas, aspecto por el cual, fue posible obte-
ner valores PIC y He.

CONCLUSIONES

La herramienta permitié implementar una matriz de in-
formacién que facilita el proceso de certificacion de
clones de H. brasiliensis provenientes de jardines de pro-
pagacion clonal en Colombia. Su determinacion y repro-
ducibilidad, a partir de la evaluaciéon sobre 37 clones
procedentes de jardines de propagacion clonal de Brasil
y Colombia, garantiza la amplificacion de material vege-
tal, a fin de cumplir con los requisitos establecidos por la
resolucion No. 001478/2006 ICA para la comercializa-
cién de material vegetal con destino a la ampliacién y
reposicion de dreas con caucho. Por dltimo, mas no
menos importante, la metodologia de visualizacién por
electroforesis capilar en forma multiplexada, constituye
una alternativa que permite evaluar varias regiones de
forma simultanea, reduciendo costos.

AGRADECIMIENTOS

A los Doctores, Paulo Goncalves y Erivaldo José Escallo-
pi (IAC), Edson Luiz Furtado (UNESP) y Ondino C. Bata-
glia (CONPLANT) por su permanente apoyo con el
desarrollo de esta investigacion.

REFERENCIAS

Garcia, 1., Peraza, A., Pinzon, Y., & Santacruz, O., Marti-
nez, A., Tapiero, A., Leén, G., Arguello, O., Gutié-
rrez, A., Garcia, F., Castilla, C., (2013) Modelo
Productivo para el cultivo del arbol de caucho na-
tural en la Orinoquia. CENICAUCHO-CORPOICA.

Barrera, L., Zapata, J., Bolanos, D., Sterling, A., & Rodri-
guez, O. (2015). Caracterizacion morfologica y
molecular de diez clones de caucho natural
(Hevea brasiliensis) promisorios para la Amazonia
colombiana. In Ampliacion de la base genética de
caucho natural con proyeccién para la amazonia
colombiana: fase de evaluacién en periodo impro-
ductivo a gran escala. Instituto amazoénico de inves-
tigaciones cientificas - Sinchi (p. 141).

Garcia, I, Gonzalez, S., Montoya, D. & Aristizabal, F.
(2011). Identification in silico of SSR markers for ge-
notyping Hevea sp clone gardens in Colombia. Revis-
ta Colombiana de Agronomia, 29(3), 359-366.

Hou, B., Feng, S., & Wu, Y. (2017). Systemic Identifica-
tion of Hevea brasiliensis EST-SSR Markers and
Primer Screening, journal of nucleic acids, 2077.

Morini, J., Cardoso, K., Roberto, L., Romao, D. C., & Bri-
fez, B. (2012). Genetic diversity of cultivated ac-
cessions and wild species of rubber tree using EST
- SSR markers, Universidade estadual de campinas,
(1), 1087-1094.

Regina, L., Gouvéa, L., Rubiano, L. B., Chioratto, A. F,,
Zucchi, M. 1., & Gongalves, P. D. S. (2010). Gene-
tic divergence of rubber tree estimated by multiva-
riate techniques and microsatellite markers, Gene-
tics and molecular Biology, 378, 308-318.

Saha, T. Bindu Roy, C. Nazeer, M. (2005). Microsatellite
variability and its use in the characterization of
cultivated clones of Hevea brasiliensis, Plant bre-
eding ,92, 86-93.

Salavarrieta, P. J. R. (2002). Teoria y practica para la ex-
traccion y purificacion del ADN de palma de acei-
te Theory and Practice for the Extraction and Purifi-
cation of the Oil Palm DNA, 23(42), 9-17.

61 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXIV No. 1 Enero - Junio 2022, 56 - 61



