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RESUMEN

Se utilizaron los marcadores moleculares AFLPs (Polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados) para la identificacion y caracterizacion de material certificado del género Populus. En
los andlisis se incluyeron hasta 7 ramets de cada clon y se utilizaron dos combinaciones de
cebadores distintas de forma que se obtuvieron un total de 246 polimorfismos que permitieron
diferenciar aquellos clones genéticamente mas préximos. Para el material utilizado no se encontraron
diferencias entre los ramets de “Campeador”, “I-214” y “Canadiense Guadalupe”, ni entre los ramets
de los clones “NNDV” e “MC”. Igualmente los ramets de los clones “Tetraploid” y “Goulet” no se
distinguieron. Se plantea también la identidad entre los clones “Canada Blanco” y el “Canadiense
Leonés”.

PALABRAS CLAVE: Populus, chopo, AFLPs, marcadores moleculares, caracterizacion genética,
identificacion clonal.

SUMMARY

AFLPs molecular markers (Amplified fragments length polymorphisms) were applied to identify and
characterize certified material of genus Populus. Up to seven ramets per clon were included in the
analysis and two different primer combinations were utilized. A total number of 246 polymporphisms
were obtained that allow to differenciate even those clones genetically close. Those ramets analized
show no differences between the samples of “ Campeador”, “I-214” and “Canadiense Guadalupe”
neither between the ramets of the clones “NNDV” and “MC”. Ramets of the clones “Tetraploid” and
“Goulet” were indistingishable. The genetic similarity of the clones “Canada Blanco” and “ Canadiense
Leonés” brought up a possible identity between them.

KEY WORDS: Populus, poplar, AFLPs, molecular markers, genetic characterization, clonal
identification.

INTRODUCCION

La necesidad creciente de controlar el material utilizado en las plantaciones de
Populus sp., plantea la caracterizacion genética del material vegetal como
herramienta de apoyo a los marcadores morfolégicos y fenologicos, aspectos de
interés desde el punto de vista adaptativo, pero poco resolutivos en la identificacion.

Los marcadores moleculares son marcadores neutros, esto es independientes del
ambiente. Consisten en un fragmento de ADN que se puede detectar y visualizar por
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distintos métodos y cuya herencia puede controlarse. Se han desarrollado
numerosas técnicas de analisis, siendo, en este caso, los AFLPs la técnica utilizada
para la identificacién de material de reproduccion.

Los AFLPs son marcadores dominantes que presentan una elevada
reproductibilidad y que permiten la identificacion de genotipos concretos vy
redundancias genéticas con alta fiabilidad sin necesidad de informacién previa sobre
secuencias especificas de su genoma, por lo que se les denomina marcadores
anoénimos (Jones et al.; 1997).

Las ventajas que plantean los AFLPs frente a otro tipo de marcadores son
numerosas. Permiten estudiar un mayor numero de regiones del genoma al analizar
un elevado numero de fragmentos por experimento (aproximadamente entre 100-
130), lo que permitiria caracterizar incluso material genéticamente préximo.

Los marcadores AFLP ya se han empleado en estudios de diversidad de Populus
nigra (Winfield et al.; 1998; Arens et al.; 1998) y en el estudio de relaciones inter e
intraespecificas del género Populus (Cervera; comunicacion personal; Cervera et al,;
1996) asi como para la construccion de mapas genéticos (Cervera et al., 2001, Wu
et al.; 2000).

La utilizacion de los marcadores permite llevar a cabo la caracterizacion genética del
material, evitando asi posibles dudas y errores de identificacion que puedan surgir
debido a la edad y estado fisiolégico del material a analizar como se ha planteado en
algunos clones de gran similitud morfolégica caso de “Campeador” vs “l-214”
(Castillo y Padré; 1987), “NNDV” vs “I-488” (May; 1985).

Debido a su capacidad de discriminacion empleamos marcadores AFLPs en la
identificacion genética de 14 clones de Populus incluidos en el Catalogo asi como
aquellos clones para los que se plantea su posible futura inclusion.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

Se recogieron y analizaron hojas jovenes de 69 arboles pertenecientes a los 14
clones incluidos en el Catalogo Nacional de Material de Base (O.M. 17778 de 24 de
Junio de 1992) asi como 13 clones propuestos para su futura inclusion. Las
muestras se obtuvieron fundamentalmente de los viveros del Centro Nacional de
Mejora Forestal de "El Serranillo" (Guadalajara) perteneciente a la Direccion General
para la Conservacion de la Naturaleza del Ministerio de Medio Ambiente (DGCONA-
MIMAM) y del vivero del Servicio de Investigacion Agraria de la Diputacion General
de Aragon (SIA-DGA) en Zaragoza, reconocidos por el MAPA en 1991, para el
mantenimiento de materiales de base del género Populus de plena garantia
genética. Asimismo, se incluyo en el analisis material procedente de las parcelas de
experimentaciéon del INIA situadas en La Aldehuela-Torrelaguna (Madrid) vy
Yunquera de Henares (Guadalajara) asi como material procedente del vivero del
CIFOR-INIA.
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Los clones analizados pertenecen a las especies: Populus nigra (4), Populus
deltoides (1) agrupados en la Seccion Aigeiros e hibridos de P. x euramericana (P.
deltoides x P. nigra) (18) y P. x interamericana (P. deltoides x P. trichocarpa) (2). Asi
como 1 hibrido de P. deltoides x P. alba y 1 hibrido de P. alba x P. tremula. Se
analizaron de dos a cuatro ramets de los clones incluidos en el Catalogo Nacional
salvo para “I-214” y “Campeador” para los que se incluyeron hasta siete ramets. De
los clones de posible inclusién se analizé6 s6lo un ramet para cada uno de ellos
excepto las tres empleadas en la caracterizacion de “NNDV”.

Los detalles sobre el clon, el ramet y el lugar de recogida de la muestra en la
Tabla 1.

Analisis mediante AFLPs

Para llevar a cabo la caracterizacion de las 69 muestras se extrajo el ADN utilizando
el protocolo de Dellaporta et al. (1983) con algunas modificaciones (Cervera et al.,
1996).

El analisis de AFLPs se realizd segun Vos et al. (1995) incluyendo algunas
modificaciones (Cervera et al., 1996). Las amplificaciones se realizaron utilizando
dos combinaciones de cebadores: EcoRI + ACC/ Msel + TGT y EcoRI + ATA / Msel
+ TTC. En total se utilizaron para las estimaciones de similitud genética los datos de
presencia o ausencia de productos de amplificacion para un total de 246 bandas
polimérficas o marcadores. Se elaboré una matriz binaria (presencia de fragmento
de ADN=1, ausencia de ADN=0) que comprendia los datos de ambos analisis.

Analisis de datos

Los datos de presencia/ausencia se utilizaron para estimar la similitud genética (GS)
entre pares utilizando el coeficiente de Dice (Sneath y Sokal, 1973), [GS (ij)=
2al/(2a+b+c) donde GS (ij) es la medida de la similitud genética entre individuos iy j;
a es el numero de bandas polimérficas que comparten i y j, b es el numero de
bandas presentes en i y ausentes en j; y ¢ es el numero de bandas presentes en jy
ausentes en i].

La correlacion cofenética entre la matriz cofenética y la matriz de similitud se calculo
para estimar la confianza en el analisis de agrupamiento.

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 246 polimorfismos a partir de la lectura de los geles. Estos
polimorfismos corresponden a fragmentos de tamano entre 70 y 700 pares de bases.
Para la combinacion EcoRl + ACC / Msel + TGT se obtuvieron 153 bandas
polimorficas (97% del total) y 93 (76% del total) para la combinacion EcoRI + ATA /
Msel + TTC. No se utilizaron aquellas bandas que planteaban dudas para evitar
errores. (Fig.1).
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La correlacion cofenética fue 0.98 (p=0.002) lo que indicaba un buen ajuste del
analisis de agrupamiento con los valores de similitud genética entre pares de
individuos.
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Figura.1. Patrones de bandas para la Combinaciéon EcoRi + ACC/TGT

Los distintos clones se agruparon en funcion de la especie a la que pertenecen o su
naturaleza hibrida, asi mismo, los ramets de los distintos clones se agrupan entre si
permitiendo incluso observar diferencias entre los ramets de un mismo clon.

Diferencias entre clusters de especies e hibridos: Platero se agrupa con el resto
de los ramets de los distintos clones con valores de similitud genética (GS) entre
0,07 y 0,2 debido a su pertenencia a la seccidon Leuce (P. alba x P. tremula) distinta
del resto de los clones analizados. Los P. x interamericana se agrupan mostrando
valores de GS entre 0,32 y 0,63 con el resto de los Populus pertenecientes a la
seccion Aigeiros: P. nigra, P. deltoides y los hibridos de P.x euramericana. Los P. x
euramericana presentan distancias entre 0,51-0,64 con los P. nigra . A su vez los P.
nigra presentan con el clon de P. deltoides “Lux” unas distancias entre 0,33-0,34.

Diferencias entre clones pertenecientes a cada especie o hibrido analizados:
Dentro de los P. x interamericana, “Raspalje” y “Beaupre” presentan una GS del
0,83, encontrandose en una disimilitud del 4% entre ramets.

Los P. nigra 'y P. deltoides forman dos grupos bien diferenciados. Dentro del grupo
de los P. nigra los 3 nigras espafoles muestran un GS>0,88 entre ellos, mientras
que éstos presentan una similitud de 0,71-0,74 con respecto al P. nigra turco
“‘Anadolu”.

Dentro de los P. x euramericana se pueden observar 2 agrupamientos diferentes. El

primero de ellos agrupa a los clones “Agathe F”, “Luisa Avanzo”, “Cima” y “2000 V”
con el hibrido “114/69” (P. alba y P. deltoides) con una similitud de 0,71 < GS < 0,76;
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en este agrupamiento se podria incluir también al clon “Flevo” que pese a mostrar
valores de GS> 0,73 con los clones de P. x euramericana indicados muestra un valor
de GS de 0,68 con el clon “114/69”. En un segundo grupo se agrupan el resto de los
P. x euramericana, en cuatro subgrupos bien diferenciados. Por un lado el
“Tetraploid” y el “Goulet” a los que no es posible distinguir, que muestran valores de
GS=0,78 con “MC” y “NNDV”.

En un segundo subgrupo se encuentran los clones “Triplo” y “I-56/59” que presentan
valores GS de 0,92 entre ellos. El clon “B-1M” quedaria aislado presentando un GS=
0,84 con el “I-488”. En el grupo que contiene “I-488” también se encuentran el clon
“‘Canada Leonés” y el “Canada Blanco”. Destacar por un lado la elevada similitud
genética existente entre el “Canada Leonés” y el “Canada Blanco” (GS=0,96), que
sugiere una misma identidad y el elevado GS del “I-488” con el grupo siguiente que
engloba al “MC” y el “NNDV” (GS entre 0,86-0,87). Por ultimo el grupo que engloba
al “Campeador”, “I-214” y “Canadiense Guadalupe” presenta valores de GS de 0,99.

Diferencias entre ramets pertenecientes a un mismo clon: Los resultados
permiten establecer niveles de similitud para diferenciar ramets pertenecientes a un
clon de GS > 0,94 para los ramets del clon de P. nigra “Anadolu”, y de GS > 0,95
para el clon de P. deltoides “Lux”.

DISCUSION

La similitud obtenida fue bastante alta debido al origen clonal de algunas de ellas,
siendo mayor o igual de 95% para ramets de un mismo clon salvo para el “Anadolu”
que fue del 94%, este resultado coincide con resultados anteriores que consideraban
un margen entre el 95-100% para ramets de un mismo clon (Huys et al.; 1996;
Winfield et al.; 1997), pudiendo deberse este margen de variabilidad a las
mutaciones somaticas que se acumulan con el paso del tiempo.

El clon “Platero” se relaciona con el resto de los clones con unos valores de GS
entre 0,07 y 0,2.

De los P. nigra, el dato mas significativo es la posibilidad de diferenciar claramente el
clon “Anadolu” (origen turco) del resto de los clones de P. nigra de origen espafiol.
Destacar que la similitud genética existente entre el clon “114/69” (P. alba x P.
deltoides) con los P. x euramericana es equivalente a la existente entre distintos
clones de P. x euramericana lo que podria sugerir un posible origen P. x
euramericana para este clon.

Los clones de P.x euramericana, “Agathe F”, “Cima”, ” Triplo” e “I-214” muestran
coeficientes de similitud menores a los obtenidos anteriormente con RAPDs, este
resultado también se observa al comparar el clon de Populus deltoides “Lux” con los
anteriores (Castiglione et al; 1993). Por otro lado, los clones “L. Avanzo” y “Cima” se
agrupan independiente del resto de los clones de P. x euramericana, este resultado
ya fue observado en anteriores trabajos (Castiglione et al; 1993).

Para los clones “I-214” y “Campeador” se confirman los resultados obtenidos por
Agundez y col.; (1999) que los identifica como un unico clon, frente a los analisis
isoenzimaticos previamente realizados por Castillo y Padro, (1987). Asimismo, este
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analisis sugiere la identidad del ramet “Canadiense Guadalupe” con el “I-214”. Las
pequefias diferencias observadas entre los distintos ramets de un mismo clon
pueden deberse a la acumulacion de mutaciones somaticas a lo largo del tiempo
(variacion somatica).

Es posible distinguir al clon “NNDV” del “I-488”, entre los que se planteaba una
posible identidad en anteriores trabajos (May; 1985) presentando valores de GS de
0,87.

Por otro lado la comparacion de los patrones de bandas entre los clones recientes
“‘Goulet” y “Tetraploid” no permitieron establecer ninguna diferencia entre ellos, lo
que indica que ambos podrian representar un mismo clon.

Como se indicé anteriormente, el clon “Canadiense Guadalupe” se identifica con el
“‘Campeador” e “I-214” mientras que el “Canada Leonés”, presenta indices de GS
medios de 0,96 respecto al “Canada Blanco” lo que sugiere que ambos podrian ser
representantes de un mismo clon. Segun esto habria que considerar la posible
reduccion del grupo de los canadienses al “Canada Blanco”.

CONCLUSIONES

El empleo de estos marcadores en la identificacion clonal plantea una nueva gestion
del material vegetal de reproduccion de chopo, no de forma aislada sino
complementaria al uso de los marcadores morfologicos y fenolodgicos. El uso
adecuado del material requiere un conocimiento previo del mismo que permitiria
partir de unos campos de cepas madres perfectamente identificados pudiendo
controlarse tanto los sistemas de cruzamiento y la estructura genética de cada
especie como el estudio de la variacibn genética intra e interespecifica,
proporcionando asi estaquillas para posteriores plantaciones, llevando siempre a
cabo un riguroso control del material.

Estos resultados no son definitivos y se plantea la necesidad de realizar nuevos
analisis con nuevos ramets de los clones de forma que se puedan contrastar y
comprobar estos resultados.

Por otro lado, seria interesante que previa a la inclusién de cualquier clon nuevo en
el catalogo se utilizasen los marcadores moleculares para su identificacion genética
complementando asi los resultados fenoldgicos y morfolégicos. De este modo se
podria completar la informacion existente para cada clon a incluir en el mismo tal y
como se esta haciendo ya en algunos paises.
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Tabla 1. Muestras de chopo: especies e hibridos y seccion a la que pertenecen

sh CLON ne filay LUGAR DE sh CLON n° | filaycepa| LUGAR DE
ramet | cepa RECOGIDA ramet RECOGIDA
Huert-2/95 1 Vivero CIFOR- Canadiense 1 El Serranillo #
INIA Guadalupe
Covat-1/95 1 Vivero CIFOR- 1 11 El Serranillo
g INIA MC*
= Lombardo 1 El Serranillo # 2 45 El Serranillo
a leonés
1 2.2 El Serranillo 3 5.1 SIA-DGA
(Anadolu)* 2 25 El Serranillo 1 LaAldehuela-
NNDV Torrelaguna
111 2 El Serranillo #
8 1 SIA-DGA
S Lux*
3 11.3 3 Yunquera de
a 2 SIA-DGA Henares
1 11 El Serranilio - 1 22 El Serranilio
is g§¢ 1-488*
ek 2 25 El Serranillo 5 o 2 14 El Serranillo
Za 114/69* £ g
a x 3 101 SIA-DGA =0 3 Vivero CIFOR-
g5 INIA
1 11 El Serranillo Qo 4 7.1 SIA-DGA
Agathe F.* 2 15 El Serranillo a Canadé L eonés 1 El Serranillo #
3 11 SIA-DGA 1 13 El Serranillo
1 2.3 El Serranillo Canada Blanco* 2 15 El Serranillo
L uisa Avanzo* 2 45 El Serranillo 3 31 SIA-DGA
3 Vivero CIFOR- B-1M 1 El Serranillo #
INIA
4 8.1 SIA-DGA 1 2.3 El Serranillo
Cima 1 El Serranillo # Triplo* 2 15 El Serranillo
2000 Verde 1 El Serranillo # 3 9.1 SIA-DGA
1 12 El Serranillo 4 9.2 SIA-DGA
Flevo* 2 25 El Serranillo 1-56/59 1 El Serranillo #
3 4.1 SIA-DGA Tetraploid 1 El Serranillo #
(0.01
Afocel)
4 4.2 SIA-DGA Goulet 1 El Serranillo #
1 22 El Serranillo 1 13 El Serranillo
© g Campeador * 2 25 El Serranillo g- Raspalje* 2 15 El Serranillo
= ©
i 3 LaAldenudia: g 3 141 SA-DGA
O Torrelaguna 5 S
S § 4 El Serranillo # Eq 1 22 El Serranillo
3% T X
<3 5 2.1 SIA-DGA €8 2 25 El Serranillo
e a 6 22 SIA-DGA ol Beaupre* 3 13.1(0.61 SIA-DGA
= Lz Afocel)
1 22 El Serranillo a 4 132 SIA-DGA
|-214* 2 35 El Serranillo 1 El Serranillo #
2 g
=3 Platero
25
w2
NE=
3 LaAldehuela-
Torrelaguna El Serranillo #: indicaque e material procede de la parcelade
4 LaAldehuela experimentacion del CIFOR situadaen € Serranillo.
Torrelaguna
5 El Serranillo # *: indica aquellos clonesincluidos en e Catdlogo Naciona de
Material de Base.
6 6.2 SIA-DGA
7 6.1 (057 SIA-DGA
Afocdl)
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Tabla 2. Matriz de similitud entre clones obtenida con el coeficiente de Dice.

= o
g g |2 |
s 2 g 5 |9 |2 .
0 Lo [e) *, @ o - ko] S
SEEEBLEELEELL LELEEERIEEL B
s ISIEIR s BB BRI |1BI2IEIEIEIE =5 (218 18 |5 2[5 |B
T (@) | < | — < [ a (@) - = L z (@) (@] (@) O — - 0] - « m o m o
Huert-2/95 1,00
Covat-1/95 0,90f 1,00
L ombardo leonés/70 0,88 0,90| 1,00
Anadolu* 0,71| 0,74| 0,74| 0,94
L ux* 0,33| 0,33] 0,34 0,34] 0,95
114/69* 0,59| 0,59 0,60[ 0,55] 0,59} 0,97
Agathe F.* 0,64| 059 0,58 051] 0,60] 0,74 1,00
Flevo* 0,56| 0,58| 0,57 0,54] 0,59] 0,68| 0,73] 0,99
L uisa Avanzo* 0,62| 0,62| 0,61 056] 0,60] 0,76] 0,79] 0,75 0,99
Campeador* 0,59| 0,58| 0,58[ 057] 0,60] 0,71 0,69| 0,74] 0,73] 0,99
1-214* 0,59| 0,58 0,58 057 061] 0,71 0,69| 0,73| 0,73| 0,99| 0,99
M C* 0,57| 0,58| 0,59 0,555] 0,64] 0,76] 0,74] 0,75| 0,76] 0,85 0,86| 0,98
1-488* 0,60| 0,59 0,60[ 056] 0,63] 0,72 0,72| 0,74| 0,77| 0,85 0,85 0,86 0,99
NOV 0,58| 0,59 0,60 055 0,64] 0,75/ 0,74| 0,75| 0,76] 0,85 0,86 0,98 0,87| 0,98
Cima 0,64| 0,63| 0,63[ 057] 059] 0,72 0,76] 0,76] 0,89| 0,73| 0,73 0,76/ 0,86] 0,77| 1,00
Canada L eonés 0,61| 0,61 0,60[ 057] 060] 0,71 0,71 0,72| 0,75| 0,85 0,86 0,81 0,86 0,81 0,78] 1,00
Canadiense Guadalupe 0,59| 0,57 058 057] 060] 0,71 0,69| 0,73| 0,73| 0,99 0,99 0,86 0,86/ 0,86| 0,74| 0,86| 1,00
Canada blanco* 0,61| 0,63| 0,63[ 059] 059] 0,72 0,71 0,72| 0,76] 0,83 0,83 0,81 0,87| 0,82| 0,76] 0,96| 0,83] 1,00
Triplo* 0,54| 0,56/ 0,56 052] 064] 0,73 0,73] 0,75| 0,77| 0,80 0,80 0,81 0,82 0,81 0,77] 0,78| 0,80| 0,78| 0,99
Tetraploid 0,55| 0,55/ 0,57 052] 062 069| 069| 0,73 0,72| 0,76 0,75 0,78 0,77| 0,78 0,75 0,76| 0,76| 0,75 0,74 1,00
Goulet 0,55| 055/ 057 052] 062] 069| 069| 0,73] 0,72| 0,76 0,75 0,78/ 0,77| 0,78 0,75 0,76] 0,76| 0,75 0,74 1,00f 1,00
1-56/59 0,53| 0,55| 0,55/ 0,54] 066] 0,73| 0,72 0,71| 0,75| 0,80 0,81 0,81 0,83] 0,80| 0,76] 0,80| 0,81| 0,81 0,92 0,73 0,73] 1,00
2000 Verde 0,61| 059 058 056 058] 0,76/ 0,75/ 0,73| 0,85| 0,71 081 0,75 0,75/ 0,75| 0,88| 0,75| 0,72| 0,73| 0,76 0,74 0,74| 0,77| 1,00
B-1M 0,56| 057 0,60[ 059] 065] 0,72 0,74 0,75| 0,78] 0,81 0,82 0,83| 084| 083| 0,76/ 0,82| 0,82| 0,83 0,82 0,74 0,74 0,82| 0,76] 1,00
Raspalje* 0,35| 0,33| 0,32 0,34] 051] 050] 0,59| 0,54| 0,56| 0,54 055 0,555 057| 0,54] 053] 053] 0,55| 0,55 0,56 0,54| 0,54| 0,55| 0,52| 0,61} 0,96
Beaupre* 0,35| 0,35| 0,35 0,37] 054] 051| 057| 057| 055| 057[ 058 057 059 056| 052| 054| 057| 055/ 057 059 059] 057| 053] 0,63] 0,83] 0,99
Platero 0,15| 0,13| 0,11 0,16] 0,07 0,12 0,17| 0,10| 0,15| 0,14 0,14 0,12 0,17| 0,13| 0,18| 0,12| 0,16| 0,14 0,15 0,15 0,15 0,15| 0,19] 0,19] 0,20( 0,20} 1,00

*: clonesincluidos en el Catdlogo Nacional de Base.
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