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0 CEDENTE y par la otra parte LUIS ENRIQUE ARANGO JIMENEZ, 
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METODO PARA LA DETECCION DE LA ESTABILIDAD GENETICA DE EMBRIONES 

SOMATICOS DE ALISO ANDINO 

RESUMEN 

La invenciôn consiste an un metodo para detectar la estabilidad genØtica del material 

proveniente de la micropropagaciôn del Ærbol aliso andino mediante embriogØnesis 

somatica, empleando los marcadores molecutares AFLPfi, concretamente es posible la 

verificacion de los "fingerprinting o huellas digitales de ADN" empleando cuatro 

combinaciones especificas de cebadores. El metodo tambiØn incluye un eficiente 

procedimiento para la extracciOn de ADN de aliso. Dicha metodologla de detecciOn es 

aplicable a callos embriogØnicos, embriones somÆticos, plÆntulas in vitro, plÆntulas de 

vivero y arboles adultos. 

ESTADO DEL ARTE V ANTECEDENTES 

La micropropagación  por organogØnesis an varias especies del gØnero Alnus ha sido 

ampliamente reportada. Entre las especies de aliso exitosamente multiplicadas por 

brotacion axilar se pueden citar: Alnus glutinosa (Perinet y Lalonde, 1983; Lavarde et al., 

1987), Alnus crispa (Tremblay et al., 1984), Alnus nepalensis (Kaur et at., 1993), A/ntis 

cremastogyne (Tang et al., 1996), Alnus spp (Cremiere, et al. 1987; Vestri et at. 1991; 

Dhawan et al.1993),. Ademas, Wakita et al., (1997), consiguieron la regeneraciôn de 

plantas a partir de protoplastos de hojas de Alnus firma. 

En la especie Alnus acuminata se han publicado diversos trabajos sobre micropropagación 

01 organogØnesis. Hodson et. at. (1988), emptearon yemas axilares; Badilla et at. (1992), 

partieron de segmentos nodates; Gonzalez y Vilca (1998), lograron la multiplicacion a partir 

de microestacas de aliso (ecotipo blanco) y Enrico (2000), logro mUltiples brotes a partir de 

epicotilos. 

En et gØnero Alnus existen, ademâs, reportes sobre formacion de callo a partir del tejido del 

cambium vascular, nódulos de raiz, segmentos de vÆstago y hojas (Gautheret, 1934; 

Bychenkova, 1964; Becking, 1965; Simola,1981). La formaciOn de colonias celulares fue 

obtenida a partir de protoplastos de hoja de Alnus glutinosa y plÆntulas de Alnus incana 

(Huhtinen et al. 1982). Ademas, se obtuvo callo friable y de rÆpido crecimiento a partir de 

hojas de Alnus crispa, Alnus glutinosa y A/nus incana. Este material se mantuvo durante 

mÆs de aæo y medio sin cambios visibles an su tasa de crecimiento y otras caracterIsticas 

(Tremblay et al. 1986). 

En aliso andino, Hodson et al. (1983), describieron formaciOn de callo en segmentos 
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diferentes concentraciones de NAAA y BAP. Tambien, Badilla et at. (1993), trabajando con 

Apices y segmentos nodales de Alnus acuminata spp. arguta lograron formacion de callo 

empleando BAP. 

A pesar de los trabajos publicados sobre formacion de callo, no se ha encontrado 

antecedentes sobre trabajos en embriogØnesis somÆtica, ni directa ni indirecta, en ninguna 

especie del gØnero Alnus, aparte de la reportada en Alnus acuminata H.B.K. (GutiØrrez, 

2001). 

ESTABILIDAD GENETICA 0 VARIACION S0MACLONAL EN FORESTALES 

A pesar de que la variaciOn en plantas regeneradas en cultivos in vitro ha sido observada 

por largo tiempo, sÆlamente en aæos recientes se ha reconocida su importancia. Las plantas 

regeneradas a partir de callo han sido denominadas "calliclones" (Skirvin, 1978) y las 

regeneradas a partir de protoplastos "protoclones" (Shepard, 1981). Larkin y Scowcroft 

1981, propusieron un tØrmino mÆs general, "somaclones", para las plantas regeneradas a 

partir de cualquier tipo de celula somÆtica, y a la variabilidad genØtica que surge como 

consecuencia del cultivo in vitro, la Ilamaron "variaciÆn somaclonal". Este fenomeno ocurre 

en todos los sistemas de regeneraciOn que incluyan una fase de callo, tanto si Ia 

monogenesis se verifica por organogØnesis adventicia o a travØs de embriogØnesis 

somÆtica (Lindsey y Jones 1989). 

Segün Ahuja (1998), durante las dos pasadas decadas, no solo se ha logrado un 

considerable progreso en la regeneraciOn de plantas en cultivo in vitro, sino que tambiØn se 

ha observado un cierto grado de variaciOn somaclonal en las plantas regeneradas de 

especies forestales. Lester y Berbee (1977) fueron los primeros en registrar 

sistemÆticamente Ia variaciOn en los regenerantes in vitro de Ærboles. Observaron un 

amplio rango en altura, nUmero de ramas, rasgos de la hoja y nümeros cromosómicos en 

los regenerantes derivados de callos de Alamo negro y de Alamo euroamericano. 

Se ha observado tambiØn la variaciOn somaclonal en otras especies de Populus, asi como 

tambiØn en otros gØneros forestales. Por ejemplo, se han descrito cambios en la morfologla 

de la hoja y del grosor del tallo en somaclones de Alamo (Antonetti y Pinon, 1993). Hojas 

variegadas han sido observadas en plantas regeneradas de Liquidamber styraciflua (Brand 

y Lineberger, 1988), y Paulownia tomentosa (Marcotrigiano y Jagannathan, 1988). Plantas 

variegadas y diferencias en la morlologia de la raiz han aparecido tambiØn en somaclones 

de Populus tremula (Ahuja, 1998). AdemÆs se han descrito cambios en los niveles de 

ploidia tanto en callos de Alamo (Son et al., 1993) como en las plantas regeneradas a partir 

de los mismos. Algunos de los somaclones exhibieron rasgos de las hojas caracteristicos 

A. inc nnlinlnirlac (Antnnatti v Pinnn 1QQt iahnn Pf iI 1QQ4’ Se hn desr.ritn tamblØn 
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variaciOn somaclonal para caracteres de resistencia a la sal, a herbicidas o enfermedades 

(Ahuja, 1998). 

Aunque, los cultivos celulares de gimnospermas se han considerado relativamente mÆs 

estables que los de las angiospermas, se ha observado tambien variación somaclonal en 

especies como Pinus taeda, Abis a/ba, Picea glauca y Picea abis (Ahuja, 1998). 

La variacion somaclonal puede ser una excelente herramienta para la mejora de forestales 

mediante programas de selecciôn clonal. Sin embargo, en el contexto de la 

micropropagación de forestales, si el objetivo a medio o largo plazo as la multiplicacion 

comercial de clones seleccionados para explotacion de su madera o bien con propositos 

ecologicos de reforestaciOn, la variaciOn somaclonal es un fenomeno indeseable (Moreno 

1997). 

Hay muchos factores que pueden influir en la tasa de variaciOn somaclonal. Estos incluyen 

el genotipo; la edad de la planta donante; Ia fuente del explante; el tipo de morfogenesis 

(directa, casi directa e indirecta); la via morfogenØtica (organogØnesis o embriogenesis); los 

componentes del media de cultivo, particularmente las hormonas; la cantidad de tiempo en 

que son mantenidos los cultivos; los regImenes de cultivo; el nivel de ploidia del material de 

partida, etc. (Karp y Bright, 1985; Skirvin et al. 1994; Moreno, 1997; Ahuja, 1998). 

Para Moreno (1997) el tipo de monogenesis (directa o indirecta) es el factor mÆs 

determinante sobre la tasa de variaciOn. En procesos de negeneraciOn directa no cabe 

esperar mâs variación que la preexistente en el material de partida (quimerismo estructural, 

mixoploidia en los explantes, mutaciones somaticas). En cambio, el crecimiento inicialmente 

desorganizado (con la subsiguiente formaciÆn de callo) genera toda una gama de 

desOrdenes de tipo metabOlico y estructural (por ejemplo los relacionados con la asimetria 

de los procesos de division celular) que se traducen an vaniaciOn, tanto epigenetica como 

genØtica y, dentro de esta Ultima, en diversos tipos de cambios: puntuales, estructurales o 

numØricos. 

La exposiciOn de las cØlulas a niveles relativamente altos de reguladores de crecimiento, 

tales como el acido 2,4 diclorofenoacØtico (2,4-0), el acido naftalenacetico (NAA), 

citoquininas, etc., los cuales se encuentran en los medios de cultivo a concentraciones 

varias veces mÆs altas que las existentes en condiciones fisiolOgicas endOgenas, pueden 

jugar un papel importante en la tasa de variación somaclonal. Esto Se debe no a sus efectos 

directos sobre la tasa de mutación, sino a los de tipo indirecto como, por ejemplo, el efecto 

que producen sabre el grado de desorganizaciOn celular, la asimetria de las mitosis y la 

velocidad de la division celular (Moreno, 1997). 
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Segün Henry (1998), la  variación somaclonal incluye un amplio espectro de cambios 

genØticos. La mayoria de los cambios estructurales y numØricos pueden ocurrir durante el 

cultivo de tejidos de las cØlulas vegetales. Es muy comUn que se reporte la duplicaciOn 

cromosómica y el incremento de ploidia. TambiØn existen cambios minimos en el genoma 

que pueden afectar a una 0 pocas bases. La abundante presencia de elementos 

trasponibles (sobre todo retroetementos) en las plantas es una de las fuentes primarias, 

tanto de cambios puntuales como de diversos tipos de cambios estructurales. Por otro lado, 

aparte de la variación en los genomas nucleares, tamblØn puede producirse variaciôn en los 

genomas de cloroplastos y de mitocondrias (Shirzadegan et al. 1991). 

Deverno (1995), realizO una revision de la variaciôn somaclonal an procesos de 

embriogØnesis somÆtica de forestales y concluyO que este fenOmeno puede ser de gran 

importancia para la mejora de estas plantas. Sin embargo, como se ha dicho, la variaciOn 

somaclonal puede ser indeseable sobre todo cuando el proposito es la propagaciôn clonal. 

Los cambios epigenØticos se incluyert a veces dentro de la variaciOn somaclonal (De Klerk, 

1990). Estos cambios aparecen frecuentemente en plantas regeneradas como resultado de 

las respuestas fisiolOgicas de las cØlulas a las condiciones impuestas an el cultivo y la 

regeneración. Muchos de estos cambios fenotIpicos no son heredables y pueden no 

mostrarse en las subsiguientes generaciones. Sin embargo, algunos pueden conducir a 

cambios en la expresión de los genes que persistirian en mÆs de una generación. 

DETECCION 0 ESTIMACIÔN DE LA ESTABILIDAD GENETICA 0 VARIACION 

SOMACLONAL MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES 

Un marcador genØtico es cualquier diferencia detectable por distintos medios, controlada 

genØticamente y utilizada en el analisis genetico. Por definiciOn, un locus marcador tiene 

que ser polimOrfico. El marcador puede utilizarse con una doble finalidad: para marcar o 

seæalar el locus que controla Ia diferencia fenotIpica y/o para marcar otro locus próximo que 

controle algUn carÆcter de interØs (Nuez et al. 2000). 

Existen dos clases de marcadores genØticos: morfologicos y moleculares. Los marcadores 

fenotIpicos o morfolOgicos, tienen muchas limitaciones, pues su expresiOn esta sujeta a las 

variaciones del medio ambiente, e incluso, algunas de las caracterIsticas morfológicas 

tienen efectos indeseables. Con frecuencia este tipo de marcadores solo es posible 

evaluarlos a nivel de toda la planta y cuando Østa Ilega a su edad adulta. Ademas 

interactUan epistaticamente, limitando el nómero de marcadores que pueden utilizarse de 

forma inequIvoca en una poblaciOn segregante (Phillips-Mora et al 1995). 
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en sus primeros estados de desarrollo, usando toda la planta o sOlo parte de ella. 

Aparentemente estÆn libres de efectos epistÆticos y virtualmente se puede evaluar un 

nUmero ilimitado de ellos (Phillips-Mora at al. 1995). 

Existen dos tipos de marcadores moleculares: las proteinas (principalmente las isoenzimas) 

y los marcadores de ADN. Las isoenzimas 0 aloenzimas fueron los primeros marcadores 

moleculares usados en genØtica de plantas. Son variantes de una misma enzima, que 

comparten un sustrato comün pero difieren en su movilidad electroforetica. Su analisis se 

realiza extrayendo las distintas variaciortes isoenzimÆticas de los tejidos de la planta, tras 

10 cual, se separan por electroforesis y se visualizan mediante Ia tinciOn del gel con 

colorantes especIficos (Henry, 1997). A pesar que se emplearon bastante en aæos pasados, 

su utilidad se ye muy limitada por el escaso nUmero de variaciones para ciertas isoenzimas, 

la escasa reproducibilidad de los patrones obtenidos o su dependencia de las condiciones 

ambientales y la imposibilidad de contar con suficientes marcadores para cubrir todo un 

genoma. De hecho las isoenzimas solo son capaces de marcar una estrecha fracciOn del 

genoma total de la planta (Henry, 1997). 

Los marcadores de ADN solucionaron este problema, pues existe una cantidad 

virtualmente ilimitada de ellos. Dentro de ellos se incluyen los basados en Southern (e.g. 

RFLP), los basados en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), (e..g. RAPDfi), y 

los basados en ambos mØtodos (e.g. AFLPfi) (Phillips-Mora et al 1995). Aunque muchos de 

estos mØtodos puede ser ütiles para el analisis de la variaciOn somaclonal, a nivel 

molecular, hasta ahora solo se han aplicado de forma amplia para este propOsito los RFLP 

y los RAPDfi (Henry 1998) 

El resultado observable del empleo de cualquier tipo de marcadores es un patron de 

bandas (o de picos cuando se obtiene con secuenciadores automÆticos). Cada banda 

corresponde a la posición de un fragmento de ADN separado previamente en funciOn de su 

tamaæo por medio de Ia electroforesis en una matriz porosa, habitualmente un gel de 

agarosa o acrilamida. La hipOtesis de partida es que cada banda corresponde a un alelo de 

un locus detem,inado. Si el marcador estudiado es codominante, el heterocigoto muestra 

dos bandas qua se corresponden con las que presentan, en una u otra posiciOn, los 

respectivos homocigotos. Si el marcador es dominante, sOlamente existen dos fenotipos: el 

que presenta una banda y el que no la tiene. La presencia de banda es lOgicamente 

dominante sobre su ausencia. 

La interpretaciOn genØtica de estos patrones de bandas requiere el estudio de su 

segregaciOn an una o varias poblaciones. Aunque pueden realizarse algunas inferencias 

genØticas a partir del anÆlisis de una muestra de individuos no relacionados, Østa es 
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cuando el nUmero de loci detectados por sonda (en el caso de los RFLP) a reacciôn 

(cuando se trata de marcadores derivados de la PCR) es de uno a dos loci. La 

interpretaciOn suele complicarse cuando aumenta el nUmero de bandas de un patrOn 

determinado porque, aunque algunos loci pueden ser codominantes, es muy dificil 

identificar con quØ estÆn ligados entre 51. Por ello, es preferible optar en estos casos por un 

analisis de presencia ausencia de banda, que a veces, despuØs del anÆlisis de ligamiento 

puede permitir la detecciOn de marcadores de herencia codominante segregante (Garcia-

Mas et al. 2000). 

En consecuencia, los marcadores moleculares pueden ser usados para caracterizar la 

variaciôn somaclonal con gran precision y menos esfuerzo que los analisis fenotipicos y 

cariolOgicos (Cloutier y Landry, 1994). Mn asi, conviene ser cautos a la hora de estimar la 

variaciOn somaclonal sobre la base del empleo de marcadores moleculares porque 10 que 

importa no es tanto la estima de la tasa de cambio en cualquier parte del genoma, como la 

tasa de variación que afecta a la pardOn del genoma que realmente se expresa o puede 

expresarse a lo largo de la vida de Ia planta. 

Los marcadores RAPDfi han sido muy utilizados para evaluar la variación somaclonal en 

plantas, pero algunos autores han expresado ciertas dudas sobre las conclusiones que a 

veces se obtienen en estos trabajos (Vendrame et al. 1999). Isabel et al. (1993), emplearon 

RAPDfi para evaluar la estabilidad genØtica en cultivos celulares de Picea mariana (Mill.), 

no Ilegando a detectar variabilidad genØtica entre lineas celulares. En otro estudio, FourrØ 

et al. (1997), evaluaron una serie de somaclones de alamo de Noruega, Picea abies (L.) 

Karst. obtenidos por embriogØnesis somÆtica y, aunque detectaron variaciOn por analisis 

citogenØtico y fenotipico, no observaron nada mediante el empleo de RAPOfi, a pesar de 

utilizar muchos cebadores. Munthali et al. (1996), emplearon RAPDfi para la evaluación de 

somaclones de remolacha obtenidos por organogØnesis adventicia. De 5.607 marcadores, 

solamente tres fueron polimorficos, 10 que representa el 0.05% del total. 

SegUn Ahuja (1998), el uso exclusivo de los RAPIDfi puede que no sea lo mÆs adecuado 

para detectar la variaciOn somaclonal. Es posible que su uso combinado con los RFLP u 

otros marcadores moleculares codominantes, tales como SSR incremente el poder de 

resoluciOn para detectar variaciOn. Para Gupta y Varshney (1999), cada tipo de marcadores 

escudriæa sOlo una fracción del genoma y no el genoma completo de la planta, y por tanto el 

empleo de diferentes marcadores podria ayudar a rastrear diferentes fracciones del mismo. 

Gupta y Varshney (1999), sugieren que los microsatelites, y los AFLPfi pueden ser los 

marcadores mÆs adecuados para el analisis de variaciOn somaclonal. 

Los AFLPfi ("Amplified Fragment Length Polymorphism") se desarrollaron a mediados de la 
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usadas para la generación de diversos tipos de marcadores moleculares: la digestion con 

enzimas de restricción, propia de los RFLPs, y la PCR, usada para otros muthos 

marcadores. Los AFLPs consisten en la amplificaciôn via PCR de fragmentos de ADN 

previamente digeridos por dos enzimas de restricciOn y ligados a dos adaptadores 

especificos a las enzimas utilizadas. Dos cebadores complementarios a los adaptadores 

permitirân una amplificaciOn consistente, sin necesidad de un conocimiento previo de las 

secuencias del genoma que se desea estudiar. El resultado es un elevado nUmero de 

bandas por reacción que garantiza la detecciOn de muchos polimorfismos. Usando 

combinaciones de cebadores diferentes o empleando diferentes enzimas de restricción y 

sus correspond ientes adaptadores, se puede disponer de un nUmero virtualmente ilimitado 

de marcadores (Garcia-Mas, 2000). 

Son an general marcadores dominantes, siendo especialmente indicados para estudios 

de variabilidad, o para la saturaciOn de zonas determinadas del genoma, para la bUsqueda 

de marcadores estrechamente ligados a genes o su clonaje posicional. Otra ventaja es su 

alta reproducibilidad (Henry 1997). Sin embargo no estÆn exentos de algunas limitaciones. 

Young et al. (1999), demostraron que, dependiendo de la combinaciOn de enzimas de 

restricciOn, se puede encontrar mayor o menor nUmero de polimorfismos. En sus trabajos 

con soja, emplearon dos combinaciones de enzimas, EcoR I I Mse I y Pst I I Mse I. Con los 

primeros hallaron una alta densidad polimOrfica, mientras que con los otros, la densidad 

polimOrfica fue inexistente. Esto lo atribuyeron a la notable sensibilidad de la enzima Pst I a 

la metilaciôn de la citosina. Como consecuencia de esta sensibilidad, se ye muy afectada la 

detecciôn de los polimorfismos en el genoma de la soja, cuando se usa esta enzima de 

code frecuente. 

Hasta la fecha, son pocos los estudios publicados sobre anÆlisis de la variaciOn somaclonal 

en plantas empleando AFLPfi. Engelborghs et al. (1998), mostraron el potencial de los 

AFLPfi para detectar variantes somaclonales en Musa spp.; Sanchez-Teyer et al. (1998) 

determinaron la existencia de variaciôn somaclonal an plantas regeneradas a partir de 

embriones somÆticos de Coffea arabica, por el mismo medio; Vendrame et al. (1999), 

evaluaron la aplicabilidad de los AFLPs para estimar la tasa de variaciôn de los embriones 

somaticos de pecan (Carya i!Iinoinensis); Magadan et a! (2001), estudiaron rnediante 

AFLPs, embriones somÆticos, plantas regeneradas y plantas de campo de lópulo, 

encontrando polimorfismos que permitieron la detecciOn de variantes somaclonales, asi 

como la evaluación del periodo de cultivo de los callos sobre la tasa de variaciOn. 

SOLUCION DE LA INVENCION 

No existe ningón mØtodo de detecciOn de la estabilidad genØtica del material de Alnus 
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puede generar cierto grado de variabilidad genØtica es importante contar con una 

metodotogia que garantice la estabilidad genØtica y el control de calidad de los clones que 

se obtengan como se presenta en el siguiente invento. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION Y FIGURA ACOMPANANTE: 

El metodo para detectar Ia estabilidad genØtica de embriones somÆticos de aliso andino 

comprende 9 etapas: 

ObtenciOn del material embriogenetico y 
I no embriogenelico de aliso 

21 Extraction de ADN 

3 DeterminatiOn de Is concentraciOn y 
I pureza del, flN 

41 DigestiOn y ligacion 

51 1tIswliflcacion preselectiva 

61 AmpIicacion 

Electroforesis en secuenciador 
pars geles de acrilamida 

8 1Tincion con plata de los geles 
de archilamida 

91 Lectura de geles mediante 
I paqoete estadistico 

En la Figura 1 se observa las nueve etapas que se describen a continuación: 

Obtención del material embriogenØtico y no embriogenØtico de aliso (1) 

Para la obtenciôn del material embriogenØtico y no embriogenØtico de aliso (1) se utilizan, 

callos embriogØnicos, embriones somÆticos, plÆntulas in vitro, plantulas de vivero y arboles 

adultos de Ainus acuminata. 

Extracción de ADN (2) 

Para la extracción del ADN genômico (2), tanto de callos embriogØnicos, embriones 

somªticos, plantulas in vitro, plÆntulas de vivero y arboles adultos de A/ntis acuminate, se 

emplea el mØtodo basado en el tiocianato de guanidina (ONAzolfi), LIFE TECHNOLOGIES 

(1987), que hidroliza el ARN y permite la precipitaciôn selectiva del ADN. Se extrae ADN a 
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� Se pesan y maceran 0.1 g de hoja o el callo en nitrOgeno lIquido hasta la obtenciôn 

de un polvillo fino, el cual se deposita en un tubo Eppendorf de 1.5 ml que contiene 

0.3 ml de DNAzoIfi. 

� La mezcla se incuba a 25° C durante cinco minutos con agitation constante. 

� Se adicionan 0.3 ml de cloroformo, se mezcla vigorosamente y se incuba a 25° C 

durante cinco minutos. 

� Se centrifuga a 12.000 g en microcentrifuga refrigerada durante 10 minutos, y se 

transfiere el sobrenadante (fase liquida) a un tubo Eppendorl limpio. 

� Para precipitar el ADN, al sobrenadante anterior se le adicionan 0.225 ml de etanol 

absoluto (100%), y se mezcla por inversiOn varias veces. Se conserva la muestra a 

temperatura ambiente por cinco minutos. Opcionalmente se puede incubar la mezcla 

durante varias horas a �20° C, para obtener una mejor precipitaciôn. 

� Se centrifuga a 5.000 g durante 4 minutos y se descarta Ia fase acuosa (precipitado). 

� Se lava el precipitado, el cual puede mostrar diferentes coloraciones, con una mezcla 

de etanol absoluto y DNAzoIfi en la proporción 1 : 0.75., adicionando asi 0.3 de la 

mezcla al precipitado y agitando en vortex. 

� Se deja reposar la mezcla durante cinco minutos y se centrifuga a 5.000 g durante 4 

minutos. 

� Se remueve el sobranadante y se lava el precipitado con 0.3 ml de etanol al 70%. 

� Se centrifuga a 5.000 g durante 4 minutos y se descarta el sobrenadente. 

� Se descarta el sobrenadante y se deja el tubo invertido por varios minutos, luego de 10 

cual se disuelve el precipitado con 70 jii de TE a pH 8.0. 

� Se agrega ARNasa (30 .tg) incubando las muestras de ADN durante una hora a 37° C. 

� Se almacenan las muestras conteniendo el ADN genómico a �20° C. 

� Opcionalmente se puede observer el ADN total en geles de agarosa al 1% con el 

propOsito de verificar la presencia del acido nucleico. 

Determinación de la concentración y pureza del ADN por espectrofotometrIa (3) 

La determinatiOn de Ia concentración y pureza del ADN (3) de Alnus acuminata extraido 

mediante tiocianato de guanidina, se realiza por espectrofotometria UV (espectrofotOmetro 

552, Perkin Elmer) empleando la relación de lectura de OD 260/280 nm (Maniatis et at. 

1989). Se calcula la concentración de ADN asumiendo que la concentraciOn de ADN de 50 

sg/ml equivale a una OD de 1 a 260 nm. 

ConcentraciOn de ADN = (0D260) x (Factor de diluciOn) x (50xg ADN/1 OD). 

La relación de 260/280, es una medida de la pureza del ADN y debe permanecer entre 1.6 

y 1.9. 
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Marcadores moleculares AFLPfi de tinción con plata. 

Los AFLPfi, utilizados con el propósito de verificar la estabilidad genØtica tanto de callos 

embriogØnicos, embriones somÆticos, plantulas in vitro, plantulas de vivero y arboles 

adultos de Alnus acuminata, se realizan con el conjunto de reactivos AFLPfi, el cual 

suministra ADN de tomate como control. La separación de los productos de amplificación se 

hace en geles de acrilamida de 38 x 50 cm y en un secuenciador manual para ADN. Las 

amplificaciones PCR se realizaN en termociclador. Se utilizan marcadores de peso 

molecular de 10-1000 bp. Se corren las muestras de los ADN de aliso, mÆs dos controles 

positivos y un blanco. 

Digestion y ligación (4) 

A continuación se describen los pasos para la obtención de los AFLPfi, (Vos et al. 1995; 

Garcia-Mas et al., 2000) asi como las condiciones empleadas: 

Digestion 

Se digieren 100 ng de ADN de las muestras durante 3 In a 37° C con 8 unidades de erizima 

(vise I y 12 unidades de EcoR I en tampon 1 x RL (10 mM Tres-acØtico pH 7.5, 10 mM 

acetato de magnesio, 50 mM acetato de potasio y 5 mM DTT). El volumen final es de 35 id. 

LigaciOn 

A los 35 p1 de la digestion se les aæaden 5 p1 de una soluciOn que contiene: 5 pmol del 

adaptador EcoR I, 50 pmol del adaptador Mse I, (ambos adaptadores se preparan 

anadiendo cantidades equimolares de cada uno de los dos oligonucleótidos que los 

constttuyen), T4 ADN ligasa, 1,6 mM de ATP y tampOn 1 x RL. Se incuba ties horas a 37° 

C, se diluye hasta un volumen final de 200 p1 y se almacena a �20° C para ser utilizado en 

las siguientes fases. 

Amplificaciôn preselectiva (5) 

La amplificaciOn preselectiva (5) se realiza med iante amplificaciOn preselectiva (PCR + 1), y 

consiste en que se amplifican 5 p1 de la reacciOn de ligaciOn diluida con 30 ng de cada 

cebador (E+1 y M+1), 200 jiM de cada dNTP, 1 mM MgCl2 y 0.45 unidades de Taq 

polimerasa en tampon de pCR (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM KCI, 0.001% gelatina) en 

un volumen final de 20 p1. 
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El programa de amplificación es el siguiente: 30 seg a 94° C, 28 ciclos de 30 seg de 

desnaturalizaciôn a 94° C, I min de hibridaciOn a 56° C y un min de extension a 72° C, 

seguidos de una extension final de 5 min a 72° C. 

Para verificar la amplificaciOn, se corren 3 tl del producto amplificado en un gel de agarosa 

al 0.9% en electroforesis horizontal, 90 v durante 15 mm, tmnendo el gel con bromuro de 

etidio. Si se observa un bandeado difuso significa que la preamplificacion tuvo tugar y se 

procede a diluir el resto de la PCR + 1 entre 10 y 15 veces con ague esteril, ya que es el 

sustrato para la amplificaciOn selectiva. 

Amplificaciôn selectiva (6) 

Teniendo en cuenta el tamano del genoma en Alnus fue necesario realizar las siguientes 

combinaciones selectivas: 

Combinacion EcoR liMse I Tipo de ampliflcacion selectiva 

E-AC X M-CAT E+2 IM+3 

E-AA X M-CTC Ei-2 /M+3 

E-AC X M-CTC E+2 /M+3 

E-AC X M-CTA E+2 /M+3 

Se amplifican 2,5 j.tI del producto de la PCR+1 dilulda, con 2.5 ng de cebador E+3 y 15 ng 

del M+3 (segUn sea et tipo de combinacion), 100 jtM de cada dNTP, a MM MgCl2 y 0.223 

unidades de Taq polimerasa en tampon de PCR (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 MM M902, 

50mM KCI, 0.001% gelatina). El volumen final de la reacciOn es de 10 p1. 

Para la amplificación Se emplean 32 ciclos: 1 ciclo mnicial de 30 seg a 94° C, 30 seg a 65° C 

y 1 min a 72° C. A contmnuacion 12 ciclos con una desnaturalización de 30 seg a 94° C, 30 

seg de hibridación a una temperatura de 64° C y en cada uno de los ciclos restantes se 

reduce 0.7° C hasta llegar a 56° C y una extensiOn de 1 min a 72° C. Se termina la 

amplificaciOn con 23 ciclos de 1 seg a 94° C, 30 seg a 56° C y 2 min a 71° C, y finalmente 

un ciclo de 60° C durante 30 mm. 

Electroforesis en secuenciador para geles de acrilamida (7) 

Para la electroforesis en secuenciador para geles de acrilamida (7) se siguen los siguientes 

pasos: 
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Preparación del gel de 38x50 cm 

Se comienza con la preparaciôn del gel de 38x50 cm. Este se elabora preparando una 

soluciOn a! 6% de acrilamida (19:1 acrilamida-bisacrilamida), 7.5 M de urea y 1 x TBE (90 

mM Tris-borato, 2 mM EDTA pH 8.0), se filtra. Para los geles de 38 x 50 se anaden 400 jil 

de persulfato de amonio y 80 p1 de TEMED a 100 ml desoluciOn de acrilamida. 

La acrilamida se vierte a travØs de un contenedor que presenta dos vidrios separados entre 

si por separadores muy delgados de papel, que facilitan que la acrilamida polimerice 

(durante 45 minutos) en una fina capa a travØs de la cual correrÆn las muestras durante Ia 

electroforesis. Se debe evitar Ia formacion de burbujas limpiando muy bien los vidrios. A 

uno de los vidrios se le impregna de silicona con elfin de poderlo separar al finalizar la 

electroforesis. 

Preparaciôn de las muestras 

A los 10 p1 del producto de la amplificaciôn selectiva se les anade 10 p1 de un tampOn de 

carga constituido por 98% de formamida desionizada, 10 mM de EDTA pH 8.0, 0.025% de 

xilencianol y 0.025% de azul de bromofenol. Se desnaturaliza durante 3 minutos a 90° C y 

se conserva inmediatamente en hielo. 

Siembra de las muestras y de la electroforesis 

La electroforesis Se corre en un tampon lx TBE. En el gel ya polimerizado y precalentado a 

50° C, se cargan 2 jil de cada muestra. La electroforesis se lleva a cabo a una potencia 

constante que proporciona una temperatura de electroforesis de 50° C (80 \. 

Tinción con plate de los geles de archilamida (8) 

La tinciOn con plata de los geles de acrilamida (8) (Bassam et al. 1991) de 38 x 50 cm, se 

llevO a cabo con el conjunto de reactivos "DNA Silver Staining System" de Promega 

Corporation. Para los procedimientos de fijaciOn, enjuagues y revelado se emplea un 

agitador orbital donde se alojan las bandejas de tinciOn. 

� Al finalizar la electroforesis, se separan cuidadosamente los vidrios, retirando los 

espaciadores. 

� Se coloca el gel en cubetas (de acero inoxidable, acrilico, etc) que puedan albergar 

los vidrios de 38 x 50 cm. 

� Se sumerge el vidrio conteniendo el gel en soluciOn mixta de parada y fijaciOn que 
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� Se enjuaga el gel del tratamiento anterior en agua desionizada durante 2 minutos 

(repitiendose el procedimiento dos veces) 

� Se sumerge el gel en la solución de tinciOn consistente en nitrato de plata al 1% y 

formaldeldo a 37%, durante 30 mm. 

� Se realiza un enjuague en menos de 10 segundos. Esta etapa del proceso es critica. 

� Se pasa el gel a la soluciôrt reveladora que contiene carbonato de sodio 30%, 

formaldeido al 37% y tiosulfato de sodio 10 mg/ml., durante 2 a 5 mmnutos, hasta que 

las bandas sean visibles. 

� Se adiciona directamente a la soluciOn reveladora solucion de parada del revelado 

(acido acØtico al 10%) dejÆndose durante 5 mm. 

� Finalmente, se enjuaga el gel en agua desionizada durante 2 mm. 

� El gel debe dejarse en posición vertical para su secado por espacio de 

aproximadamente ocho horas. A partir de lo cual se pasa a papel fotogrÆfico, o se 

puede foto9rafiar o bien fotocopiar en color para obtener una mayor resolucion 

(GutiØrrez 2001 b). 

Lectura de geles mediante paquete estadistico (9) 

Los anÆlisis se realizan en el paquete estadistico (9) NTSYSpc (Rohlf 1997) version 2.01i. 

Los dendogramas de similaridad se construyeron con el algoritmo UPGMA (unweighted 

pairwise groups method arithmetic average) y se corren igualmente con en el paquete 

estadistico NTSYSpc (Rohlf 1997) versiOn 2.01i. 

Para el analisis de la similaridad se emplea el coeficiente de Dice (1945), tambiØn Ilamado 

coeficiente de Nei y Li, (1979). 

Donde Ia similaridad es igual a 2a/(2a+b+c). 

J 

Fab 
Siendo: 

a : las bandas presentes en j y en i 

b: las presenteseniynOeni 

c: ausentes en iy presentes en 

d : ausentes en ambas 

SegUn Nei (1987) distancia genØtica es cualquier medida cuantitativa de la diferencia 

genØtica, a nivel de frecuencias alØlicas o de secuencias del ADN, estimada entre 
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Esta puede expresarse como la probabilidad de que dos variantes tomadas al azar en la 

poblaciOn sean diferentes (diversidad genØtica) o como la proporciOn de variantes 

diferentes del total de variantes presentes entre dos poblaciones, individuos 0 grupos 

(disimilitud) (Cornide, 2000) 

Dos tipos de datos se usan en estos estudios: 

Discretos: La mayoria de tipo binario que denotan la presencia o la ausencia de un carÆcter, 

fragmento o banda; otros son de tipo multiestilado, como por ej., el polimorfismo de las 

secuencias de nucleotidos donde puede haber 4 variantes (AG, T, C) por sitio. 

Continuos: cuando se emplean distancias entre cada par de individuos, especies o 

secuencias estudiadas. 

La hipotesis general es que las caracteristicas usadas en estos estudios son 

independientes entre si. 

El uso de marcadores moleculares proporciona una informaciOn en cuanto a presencia-

ausencia de bandas, por lo que para establecer la similitud entre especies, variedades, etc. 

Se requiere del uso de Indices de similitud binarios. 
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REIVINDICACIONES 

MØtodo para deteccion de la estabilidad geriØtica a partir de embriogØnesis somÆtica 

especialmente  material obtenido de Alnus acuminata H.B.K. subespecie acuminata  

o aliso andino caracterizado porque comprende los siguientes pasos a saber: 

� Obtención del material embriogØnico y no embriogØnico de aliso 

� Extracción de ADN 

� Determinacion de la concentración y pureza del ADN 

� Digestion y ligaciôn del ADN 

� AmplfficaciOn preselectiva 

� Amplificacion selectiva con cuatro cebadores especificos por reacciôn. 

� Electroforesis en secuenciador para geles de archilamida. 

� TinciOn con plata de los geles de archilamida. 

. Lectura de geles mediante paquete estadistico. 

Metodo de acuerdo con la reivindicaciOn I caracterizado porque la obtención del 

material genØtico se toma de callos embriogenØticos, embriones somÆticos, plantulas 

in vitro, plÆntulas de vivero 0 Ærboles aduttos de Alnus acuminata. 

Metodo de acuerdo con la reivindicaciOn I caracterizado porque en la extracciOn del 

ADN se emplea el metodo basado en el tiocianato de guanidina, que hidroliza el ARN 

y permite la precipitacion selectiva del ADN. 

Metodo de acuerdo con la reivindicaciOn 1 y 3 porque se extras ADN a partir de 0.1 

gramos de tejido. 

MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 1, 3 y 4 caracterizado porque Se utiliza para 

la extracción del ADN un protocolo de extracciOn que consiste en los siguientes pasos: 

� Pesar y macerar 0.1 g de hoja o el callo en nitrOgeno liquido hasta la obtenciOn de 

un polvillo fino, el cual se deposits en un tubo Eppendorl de 1.5 ml que contiene 0.3 

ml de DNAzoIfi. 

� La mezcla se incuba a 25° C durante cinco minutos con agitaciOn constante. 

� Se adicionan 0.3 ml de cloroformo, se mezcia vigorosamente y se incuba a 25° C 

durante cinco minutos. 

� Se centrifuga a 12.000 g en microcentrIfuga refrigerada durante 10 minutos, y se 

transfiere el sobrenadante (fase liquida) a un tubo Eppendorf limpio. 

� Para precipitar el ADN, al sobrenadante anterior se Is adicionan 0.225 ml de etanol 
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temperatura ambiente por cinco minutos. Opcionalmente se puede incubar la mezcla 
durante varias horas a �20° C, para obtener una major precipitacion. 

� Se centrifuga a 5.000 g durante 4 minutos y se descarta la fase acuosa (precipitado). 
� Se lava el precipitado, el cual puede mostrar diferentes coloraciones, con una 

mezcla de etanol absoluto y DNAzoIfi en la proporciOn 1: 0.75., adicionando asI 0.3 
de la mezcla al precipitado y agitando en vortex. 

� Se deja reposar la mezcla durante cinco minutos y se centrifuga a 5.000 g durante 4 
minutos. 

� Se remueve el sobranadante y se lava el precipitado con 0.3 ml de etanol al 70%. 
� Se centrifuga a 5.000 g durante 4 minutos y se descarta el sobrenadente. 
� Se descarta el sobrenadante y se deja el tubo invertido por varios minutos, luego de 

10 cual se disuelve el precipitado con 70 jal de TE a pH 8.0. 

� Se agrega ARNasa (30 j.xg) incubando las muestras de ADN durante una hora a 370 
A-’ C. 

� Se almacenan las muestras conteniendo el ADN genOmico a �20° C. 
� Opcionalmente se puede observar el ADN total en geles de agarosa al 1% con el 

propôsito de verificar la presencia del Æcido nucleico. 

6. MØtodo de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado porque en su etapa la 
determinaciOn de Ia concentraciOn y pureza del ADN extraldo se realiza por 
espectrofotometria UV. 

7. MØtodo de acuerdo con la reivindicacion 1 y 6 caracterizado porque para la 
determinacion de la concentraciOn y pureza del ADN se emplea una relacion de 
lectura de CD 260/280 nm, que es una medida de pureza del ADN y que el resultado 
debe permanecer ente 1.6 y 1.9. 

8. MØtodo de acuerdo con la reivindicación 1, 6 y 7 caracterizado porque se calcula la 
11
 1 

concentraciOn de ADN de una relacion donde la concentraciôn de ADN de 50 jig/ml �cktp 

equivale a una CD de 1 a 260 nm. (Concentracion de ADN = [0D260] x [Factor de 
dilucion] x [50 jsg/mI ADN/ 1 CD]). 

9. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciôn I caracterizado porque se verifica la 
estabilidad genØtica de la muestra a traves un el conjunto de reactivos AFLPfi para Ia - 

generacion de los marcadores moleculares. 

10. MØtodo de acuerdo con la reivindicacion 1 y 9 caracterizado porque utiliza el conjunto - 
de reactivos AFLPfi para las etapas de digestion y litigacion, amplificacion  

preselectiva y amplificaciOn selectiva con cuatro cebadores especificos por reacciôn. 
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11. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 1, 9 y 10 que en su etapa de digestion y 

Iitigacion describe los siguientes pasos y condiciones: 

� Digestion: Se digieren 100 ng de ADN de las muestras durante 3 h a 37° C con 8 
unidades de enzima Mse I y 12 unidades de EcoR I en tampon 1 x RL (10 mM Tres-
acØtico pH 7.5, 10 mM acetato de magnesio, 50 mM acetato de potasio y 5 mM 

DTT); obteniendose un volumen final de 35 p1 en el proceso de digestion. 

� LitigaciOn: Se toman los 35 is1 de la digestion se les aæaden 5 p1 de una soluciOn que 

contiene: 5 pmol del adaptador EcoR I, 50 pmol del adaptador Mse I, T4 ADN ligasa, 
1,6 mM de ATP y tampon 1 x RL. 

12. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 11 caracterizado porque en la fase de 
F’17 

litigacion los 5 p1 de la soluciOn que se agrega que contiene 5 pmol del adaptador 

EcoR I y 50 pmol del adaptador Mse I, se prepara aæadiendo a cada uno de los dos 
adaptadores cantidades equimolares de cada uno de los dos oligonucleotidos que los 

constituyen. 

13. Metodo de acuerdo con Ia reivindicaciOn 11 caracterizado porque en la fase de tHLf 
litigaciOn la soluciOn obtenida se incuba tres horas a 37° C, se diluye hasta un 

volumen final de 200 uI y se almacena a �20° C pam ser utilizado en las siguientes 

fases. 

14. Metodo de acuerdo con la reivindicaciOn 11 caracterizado porque en la etapa de 
amplificación preselectiva se amplifican 5 p1 de la reacción de ligación diluida con 30 

ng de cada cebador (E+1 y M+1), 200 jiM de cada dNTP, 1 mM MgCl2 y 0.45 

unidades de Taq polimerasa an tampon de pCR (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM KCl, 

0.001% gelatina) en un volumen final de 20 p1. 

15. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 11 caracterizado porque en Ia etapa de 
amplificaciOn preselectiva se utiliza un proceso de amplificaciOn que sigue por los 
siguientes pasos: 

� 30 segundos a 94° C 

� 28 ciclos de 30 segundos de desnaturalizaciOn a 94° C 
� 1 min de hibridaciOn a 56° C 

� 1 min de extensiOn a 72° C 

� seguidos de una extensiOn final de 5 min a 72° C. 

16. MØtodo de acuerdo con Ia reivindicaciOn 11 y 15 caracterizado porque en la etapa de J 
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al 0.9% en electroforesis horizontal, 90 v durante 15 minutos, tiæendo el gel con 

bromuro de etidio. Si se observa un bandeado difuso sigrtifica que la preamplificacion 

tuvo lugar y se procede a diluir el resto de Ia PCR + 1 entre 10 y 15 veces con agua 

esteril, ya que es el sustrato para la amplificaciôn selectiva. 

17. Metodo de acuerdo con la reivindicación 1 caracterizado porque  la etapa de 

amplificacion selectiva se reatiza con cuatro cebadores especificos por reacciôn que 

presentan las siguientes combinaciones: 

Combinacion EcoR IIMse I Tipo de amplificacion selectiva 

E-AC X M-CAT E+2 IM+3 

E-AA X M-CTC E+2 /M+3 

E-AC X M-CTC E+2 /M+3 

E-AC X M-CTA E+2 IM+3 

18. Metodo de acuerdo con la reivindicación 1 y 17 caracterizado porque la etapa de 

amplificacion selectiva se emplean 32 ciclos: 1 ciclo inicial de 30 seg a 94° C, 30 seg 

a 65°C y 1 min a 72°C. A continuaciOn 12 ciclos con una desnaturalizacion de 30 seg 

a 94° C, 30 seg de hibridaciOn a una temperatura de 64° C y en cada uno de los ciclos 

restantes se reduce 0.7° C hasta Ilegar a 56° C y una extension de 1 min a 72° C. Se 

termina la amplificaciôn con 23 ciclos de 1 seg a 94° C, 30 seg a 56° C y 2 min a 71° 

C, y fmnalmente un ciclo de 60° C durante 30 mm. 

19. MØtodo de acuerdo con la reivindicacion 18 caracterizado porque en la etapa de la 

etapa de amplificación selectiva se obtiene un volumen final de reacciOn de 10 1.11. 

20. MØtodo de acuerdo con la reivmndicacion 1 caracterizado porque en la etapa de 

electroforesis en secuenciador de geles de acrilamina se prepara una soluciOn al 6% 

de acrilamida (19:1 acrilamida-bisacrilamida), 7.5 M de urea y 1 x TBE (90 mM Tris-

borato, 2 mM EDTA pH 5.0), se filtra. 

21. MØtodo de acuerdo con la reivmndicaciOn 20 caracterizado porque en la etapa de 

electroforesis en secuenciador de geles de acrilamina se prepara un gel de 35cm x 

50cm al que se anaden 400 pJ de persulfato de amonio y 80 pA de TEMED a 100 ml 

desoluciOn de acrilamida. 

22. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciones 20 y 21 caracterizado porque en la etapa 

de electroforesis en secuenciador de geles de acrilamina, la acrilamina se someta a 

un procedimiento para que se polimerice a travØs de un contenedor fabricado en 



23. Metodo de acuerdo con la reivindicaciôn 19 caracterizado porque se preparan 

muestras para la tinciôn de geles a partir de los 10 si del producto de la amplificación 

selectiva, anadiendo a este 10 sl de un tampOn de carga constituido por 98% de 

formamida desionizada, 10 mM de EDTA pH 8.0, 0.025% de xilencianol y 0.025% de 

azul de bromofenol y finalmente se desnaturaliza durante 3 minutos a 900 C y se 

conserva inmediataniente en hielo. 

24. MOtodo de acuerdo con la reivindicación 23 caracterizado porque se realiza una 

siembra de las muestra y de la electroforosis para la tinciôn de geles, cargando 2 p1 de 

cada muestra en el gel ya polimerizado y precalentado a 50° C y corriendo la 

electroforesis en un tampOn lx TBE, a una potencia constante de 80 W que 

proporciona una temperatura de electroforesis de 50° C. 

25. Metodo de acuerdo con la reivindicaciones I y 22 caracterizado porque la etapa de 

tinciOn con plata de los geles de acrilamida de 38x50 cm se Ileva a cabo con un 

conjunto de reactivos de ADN. 

26. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 25 caracterizado porque Ia etapa de tinciOn 

con plata se utiliza el conjunto de reactivos "DNA Silver Staining System" de Promega 

Corporation. 

27. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciones 25 y 26 caracterizado porque la etapa de 

tinciOn con plata involucra procedimientos para fijaciOn, enjuagues y revelado a travØs 

del empleo de un agitador orbital donde se alojan las bandejas de tinciOn. 

28. Metodo de acuerdo con Ia reivindicaciones 25, 26 y 27 caracterizado porque la etapa 

de tinciOn con plata se realizan los siguientes pasos: 

Al finalizar la electroforesis, se separan cuidadosamente los vidrios, retirando los 

espaciadores. 

� Se coloca el gel en cubetas (de acero inoxidable, acrilico, etc) que puedan albergar 

los vidrios de 38 x 50 cm. 

� Se sumerge el vidrio conteniendo el gel en soluciOn mixta de parada y fijaciOn que 

contiene acido acetico all 0% durante 20 mm 

� Se enjuaga el gel del tratamiento anterior en agua desionizada durante 2 minutos 

(repitiØndose el procedimiento dos veces) 

� Se sumerge el gel en la soluciOn de tinciOn consistente en nitrato de plata al 1% y 

formaldeido a 37%, durante 30 mm. 
-------
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Se pasa el gel a la solución reveladora que contiene carbonato de sodio 30%, 

formaldeldo al 37% y tiosulfato de sodio 10 mg/ml., durante 2 a 5 minutos, hasta que 

las bandas sean visibles. 

� Se adiciona directamente a la solucion reveladora solucion de parada del revelado 

(Æcido acetico al 10%) dejÆndose durante 5 mm. 

� Finalmente, se enjuaga el gel en agua desionizada durante 2 mm. 

� El gel debe dejarse en posición vertical para su secado por espacio de 

aproximadamente ocho horas. A partir de lo cual se pasa a papel fotogrÆfico, o se 

puede fotografiar o bien fotocopiar en color para obtener una mayor resoluciOn 

(Gutierrez 2001 b). 

29. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 1 caracterizado porque Ia etapa de lectura de 4v f 

geles se hace mediante paquete estadIstico, aplicando para el analisis de la 

similaridad el coeficiente de Dice, tambiØn Ilamado coeficiente de Nei y Li 

30. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 1 caracterizado porque los dendogramas de 

similaridad se construyen con algoritmo UPOMA (unweighted pairwise groups method 

arithmetic average). 

31. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciones 1, 29 y 30 caracterizado porque la etapa 

de lectura de geles se hace mediante paquete estadistico NTSYSpc 

32. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciones 29 caracterizado porque el resultado de la 

similaridad es igual a: 2a I ( 2a + b + c ) asi: i-c, F_____ r?4 

i+ab 

-Cd 

Donde: 

a: las bandas presentes en j y en i 

b : las presentes en i y no en 

c: ausentes en i y presentes en j 
d : ausentes en ambas 

33. Metodo de acuerdo a las reivindicaciones anteriores que. ararmza la estabilidad 
1 

genEticay control de los clones que se obtengan del material de Alnus acuminata 
�1’ 

H.B.K. subespecie acuminata o aliso andino. 
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RESUMEN 

La invenciôn consiste en un mØtodo para detectar la estabilidad genØtica del material 

proveniente de la micropropagacion del Ærbol aliso andino mediante embriogØnesis somØtica, 

empleando los marcadores moleculares AFLPfi, concretamente es posible la verificaciôn de los 

"fingerprinting o huellas digitales de ADN" empleando cuatro combinaciones especificas de 

cebadores. El mØtodo tambiØn incluye un eficiente procedimiento pare la extracciOn de ADN de 

aliso. Dicha metodologia de detecciOn es aplicable a callos embriogenicos, embriones 

somaticos; plÆntulas in vitro, plªntulas de vivero y Ærboles adultos. 
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