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Resumen

La melina es una especie forestal con una alta calidad
maderable y de importancia econémica para difer-
entes paises tropicales como Colombia. No obstan-
te, existe poca informacién acerca de su genética, lo
cual es pertinente en programas de mejoramiento.
Con el fin de determinar el tamafo del genoma de
Gmelina arborea (valor C), se obtuvieron suspen-
siones nucleares a partir de hojas, las cuales se anali-
zaron mediante citometria de flujo. Para la obtencion
de suspensiones acuosas de nicleos, se evaluaron
cuatro buffers de extraccion, de los cuales, el buffer
LBO1 produjo poblaciones nucleares intactas y con
mayor homogeneidad. Se analizaron tres especies
vegetales como posibles estandares para la determi-
nacion del valor C; utilizando tomate como estandar
referente, se obtuvo un valor C para melina de 467
Mpb. Este es el primer reporte relacionado con la es-
timacién del valor C en melina, por lo que se genera
asi informacién importante para incrementar el con-
ocimiento relacionado con esta especie.

Palabras clave: aislamiento de nucleos, fluorescen-
cia, valor C.

Aprobacién: 16 de diciembre 2019

Abstract

Melina, also known as white teak, is a species of
high timber quality and economic importance for
different tropical countries like Colombia. Howev-
er, information about its genetics is scarce, which
is relevant for breeding programs. In order to deter-
mine the genome size of Gmelina arborea (C val-
ue), nuclei suspensions were obtained from leaves,
and analyzed using flow cytometry. To obtain aque-
ous nuclei suspensions, four extraction buffers were
evaluated, LBO1 buffer produced intact populations
with greater homogeneity. Three species were ana-
lyzed as possible reference standards for the deter-
mination of the C value; using tomato as a reference
species, a C value for melina of 467 Mpb was ob-
tained. This is the first report related to the estima-
tion of the C value in Gmelina arborea, generating
important information to increase knowledge relat-
ed to this species
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Determinacién del tamafio del genoma de Gmelina arborea Roxb. utilizando citometria de flujo

YAYA-LANCHEROS, M.L. Y TERAN, W.

INTRODUCCION

La melina Gmelina arborea Robx, también cono-
cida como teca blanca, es una especie arbérea
nativa del sur de Asia, de alta importancia econé-
mica en distintas dreas tropicales y subtropicales
de Asia y América, especialmente en paises como
Costa Rica, Venezuela y Colombia (Dvorak, 2004;
Urrego, 2004). La especie presenta caracteristicas
como el rapido crecimiento, siendo productiva
entre los 3 y 4 afos, alta produccién de bioma-
sa (20-25 m*.ha'.ano™) y potencial de su biomasa
lignocelulésica como fuente de biocombustibles
(Dvorak, 2004; Gonzélez-Rojas, Murillo-Cruz y
Avila-Arias, 2016; Moya y Tomazello, 2006; Teno-
rio et al., 2016). Su madera ha sido utilizada prin-
cipalmente en la elaboracién de productos como
contrachapados y cartén corrugado; aunque, tam-
bién se ha demostrado su utilidad en el estable-
cimiento de sistemas agroforestales y programas
de reforestacion. Ademas, se ha reportado que la
melina presenta naturalmente tolerancia a estrés
hidrico, una caracteristica de alto interés agroné-
mico (Dvorak, 2004; Rojas et al., 2012).

En Colombia companias como Monterrey Fo-
restal y Smurfit Kappa Cartén de Colombia han es-
tablecido plantaciones comerciales principalmente
en la zona del caribe seco tropical, Chocé, Urabg, y
también en zonas del interior como Cundinamarca
y Tolima. Estas zonas, principalmente las del Cari-
be, estan sometidas anualmente a épocas de déficit
hidrico, por lo cual el desarrollo de investigaciones
que emplean estrategias genémicas para la iden-
tificaciéon de genes de tolerancia a sequia u otros
genes de interés constituye una oportunidad para
impulsar el establecimiento de programas de mejo-
ramiento avanzados para esta especie, ademas de
contribuir en un mayor conocimiento de su biolo-
gia, frente a estas u otras respuestas complejas.

El contenido de ADN haploide del genoma de
un organismo se conoce como valor C (Dolezel,
Greilhuber y Suda, 2007; Dolezel y Greilhuber,
2010), y su determinacién es importante en dis-
tintas areas de investigacién como taxonomia,

sistematica y filogenia, asi como para aproxi-
maciones genémicas o de genémica funcional
como la transcriptémica. Ademas de estimar el
tamano del genoma, el valor C también permite
analizar los niveles de ploidia de la especie, asi
como el ciclo celular (Bennett, 2005; Dolezel y
Greilhuber, 2010; Vrana et al., 2014).

Para la estimacién del valor C frecuentemen-
te se utiliza la citometria de flujo, método basado
en la medicién de la intensidad de la fluorescen-
cia relativa emitida por un agente fluorescente
ADN-selectivo y estoquiométrico como yoduro
de propidio o DAPI (4/,6-diamidino-2-fenilindol)
(Dolezel et al., 2007; Sliwinska, 2018). Este méto-
do ha demostrado ser rapido, confiable y permite
procesar grandes cantidades de muestras en poco
tiempo. Como muestras se utilizan generalmente
nicleos en suspension liquida, aislados de tejido
vegetal fresco y tenidos con el agente fluorescente
(Vrana et al., 2014, Bourge, Brown y Siljak-Yako-
vlev, 2018), lo cual requiere una etapa de optimi-
zacién de los protocolos de extraccién para lograr
obtener una poblacién homogénea de ndcleos in-
tactos. Para determinar el contenido de ADN en
unidades absolutas, picogramos (pg) o megapares
de bases (Mpb) (1 pg = 978 Mpb), se compara la
intensidad de la fluorescencia de los ndcleos ve-
getales de la especie de interés durante la fase del
ciclo celular GO/G1 (representa el contenido de
ADN 2C en una especie diploide) con la inten-
sidad de fluorescencia GO/G1 de los nicleos de
una especie de referencia con tamafno de geno-
ma conocido y empleada como estandar (Dolezel,
Dolezelovd y Novak, 1994; Dolezel, 2005). Me-
diante esta técnica se puede obtener informacién
de amplia utilidad en diferentes areas como siste-
matica, evolucion, fitomejoramiento o genémica
(Aliyu, 2012). A pesar de la importancia que im-
plica determinar el tamano del genoma para una
especie, Pellicer et al., (2018) indican que solo se
han reportado valores C para cerca de un 3 % de
las angiospermas y un 41 % de las gimnospermas.

La melina es una especie diploide con 38-40
cromosomas (Prota, 2016). No obstante, a pesar
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de su importancia econémica como especie ma-
derable en el tropico, son adn incipientes las
investigaciones existentes a nivel genético, filoge-
nético o de genémica funcional que permitan un
mayor desarrollo de programas de mejoramiento.
En este articulo se reporta por primera vez la es-
timacion del tamano del genoma haploide de la
melina, empleando citometria de flujo. Se descri-
be igualmente una metodologia sencilla que pue-
de ser replicada a otras especies con el mismo
objetivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para la obtencién de muestras se utilizaron plantu-
las de G. arborea de aproximadamente dos sema-
nas de edad, las cuales fueron germinadas a partir
de semillas comerciales, y mantenidas en condi-
ciones de cuarto de crecimiento a una temperatura
promedio de 28°C y fotoperiodo de 14h luz/10h
oscuridad. Como especies estandar previamente
reportadas en la literatura (Dolezel, 2005), se uti-
lizaron plantulas obtenidas a partir de semillas de
soya Glycine max cv Polanka (valor 2C= 2.50 pg),
tomate Solanum lycopersicum cv ‘Stupické (valor
2C 1.96 pg) y rabano Raphanus sativus cv ‘Saxa’
(valor 2C=1.11 pg) (Dolezel, 2005).

Las semillas se germinaron en oscuridad, a una
temperatura de 25°C; posteriormente, las plantas
se mantuvieron en cuarto de crecimiento a 25°Cy
con fotoperiodo de 14h luz / 10 h oscuridad.

Aislamiento de ntcleos y evaluacion de
buffers de extraccion

Se tomaron entre 50 y 100 mg de tejido foliar pro-
veniente de las diferentes especies. Las muestras
se maceraron en distintos buffers reportados pre-
viamente como dtiles en la obtencién de nicleos
para analisis de citometria de flujo (tabla 1). La
maceracion se realizé en hielo utilizando una hoja

de cuchilla de rasurar y 1 ml de cada tipo de bu-
ffer, de acuerdo con las recomendaciones indica-
das por Dolezel (2005).

La suspension de nicleos fue ajustada a un vo-
lumen de 1 ml con el mismo buffer y fue filtrada a
través de una malla de nailon de 30 pm. Para evi-
tar la contaminacion con RNA, se adicion6 RNAsa
en una concentracion de 50 pg. ml='. Los nicleos
fueron posteriormente tefidos con el agente fluo-
rescente Picogreen ® (10 uM), el cual presenta alta
afinidad por el ADN doble cadena, y se incubaron
en oscuridad por 30 minutos en hielo. Luego se
analiz6 cualitativamente la presencia, densidad e
integridad (forma circular nitida) de los nicleos ex-
traidos empleando un microscopio de fluorescen-
cia invertido (Axiovert 25, Zeiss). Esta evaluacion
de la calidad e integridad de los ndcleos extraidos
fue complementada por el andlisis de citometria
descrito de manera posterior.

Evaluacion de los nicleos vegetales y
determinacion del valor C por citometria
de flujo

Para la determinacién del valor C de melina por ci-
tometria de flujo se emple6 el protocolo de extrac-
cion de ndcleos descrito anteriormente, utilizando
como agente fluorescente para la tincién yoduro
de propidio (50 pyM); previamente, la suspensién
nuclear fue tratada con RNAsa (50 pg.ml-1) y se
incub6 con el agente fluorescente en oscuridad
durante 30 minutos en hielo.

Las suspensiones nucleares fueron poste-
riormente analizadas en un citémetro Guava
easycyte®, utilizando un laser de luz azul para la
excitacion del yoduro de propidio a 536 nm. Las
lecturas se realizaron en el canal de fluorescen-
cia amarilla (583/26 nm), utilizando cerca de 5000
particulas por lectura, y realizando 3 réplicas inde-
pendientes para cada especie.

Para la seleccion de la especie que se emplearia
como estandar, se compararon los picos de fluo-
rescencia GO/G1 de muestras de ntcleos de soya,
rabano y tomate.
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Tabla 1. Composicién de buffers de lisis evaluados

Buffer

Composicion

OTTO (Otto, 1990).

OTTO I: Na2HPO4.12H20 (pH 8-9)

Se utilizan dos buffers para la extraccion de nicleos. OTTO 11: 0.1 M acido citrico; 0.5 % Tween 20
LBO1 15 mM Tris; 0,5 mM espermina tetrahidroclorido; 80mM KCI; 20 mM

(Dolezel et al., 1989)
(Loureiro, Rodriguez, DoleZzel. y Santos, 2006)

(Lutz, Wang, Zdepski y Michael, 2011)

NaCl; 0.1 % triton X-100.

0.2 M Tris. HCI; 4mM MgCl2; 2 mM EDTA; 80 mM NacCl; 10 mM metabi-
sulfito de Na; 1 % PVP; 1 % Triton X-100

0.4 M sacarosa; 10mM Tris pH 8; 10 mM MgCI2; 5mM B-mercaptoetanol.

La estimacion del tamano de ADN en cantida-
des absolutas (picogramos) fue obtenida de acuer-
do con Dolezel (2005), comparando los valores
promedio de los picos de fluorescencia G0/G1

correspondientes a la muestra de referencia (toma-
te) y la muestra de melina en la cual el contenido
de ADN corresponde al valor 2C. El célculo se rea-
liz6 mediante la siguiente férmula:

Valor 2C de la muestra (pg o Mpb de ADN)

Posicidn media del pico 2C de la muestra

= Valor de referencia 2C X

Posicién media del pvico 2C de referencia

RESULTADOS

Aislamiento de ntcleos y seleccion de la
especie de referencia

Se evaluaron cuatro buffers distintos para la ex-
traccion de nucleos (tabla 1). En la mayoria de las
suspensiones se encontrd gran cantidad de detrito

en las muestras de melina, comparado con las
referencias; aun asi, en todos los casos se logra-
ron obtener nicleos. Sin embargo, el buffer LBO1
fue el que permitié obtener los nicleos de melina
mas definidos, lo que reflejé una mejor integridad
en los mismos. Este buffer también fue apropiado
para la extraccion de nicleos de las diferentes es-
pecies empleadas como estandares (figura 1).

25 pm

Figura 1. Nucleos de a) Glycine max (soya) y b) Cmelina arborea (melina) obtenidos mediante el uso del buffer de

extraccion LBO1. Los nucleos fueron tefiidos con PicoGreen y diluidos en una relacién 1/50 en buffer para evaluar

su integridad mediante microscopia de fluorescencia (aumento 200X).
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Figura 2. Graficos de dispersién de la poblacion de ndcleos de diferentes especies vegetales de acuerdo con el

tipo de buffer de extracciéon empleado. a) Buffer OTTO con muestra de melina sin fluorescencia, SF) y b) con

fluorescencia, CF; ¢) Buffer Lutz con muestra de melina sin fluorescencia y d) con fluorescencia; e) Buffer Loureiro

con muestras de melina sin fluorescencia y f) con fluorescencia; g) Buffer LBO1 con muestra de nicleos de tomate

y h) de soya, ambas analizadas con fluorescencia; i) Muestra de melina con buffer LBO1 sin agente fluorescente y

j) con agente fluorescente. En los recuadros se denotan las poblaciones de ndcleos intactos correspondientes a los

picos de fluorescencia emitida.
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Al observar la dispersion de las poblaciones de
nlcleos obtenidas con los buffers OTTO, Loureiro y
Lutz, mediante citometria de flujo, se corroboré la
presencia de una gran cantidad de detrito eviden-
ciada por una poblacion heterogénea de particulas
con tamanos reducidos, acompanada de una ausen-
cia de subpoblaciéon de particulas diferenciadas al
anadir el agente fluorescente (figuras 2a-2f). Lo an-
terior gener6 una baja o nula definicién de los picos
de fluorescencia asociados a nicleos presuntivos.

Sin embargo, al utilizar el buffer LBO1, se obtu-
vieron poblaciones de nicleos diferenciadas de la

poblacién de particulas no tenidas (detrito) y a su
vez, una menor cantidad de detrito tanto en mues-
tras provenientes de especies de referencia como
de melina (figuras 2g-2j). Por lo cual, este buffer
fue seleccionado para el aislamiento de nuicleos
en todas las especies analizadas.

Se analizaron los valores de intensidad de fluo-
rescencia de las poblaciones de nicleos obteni-
dos a partir de las suspensiones de soya, rdabano
y tomate utilizando el buffer LBO1. En el caso de
tomate y soya se observaron los picos GO/G1 con
intensidades promedio de fluorescencia cercanas a

Tabla 2. Valor promedio de fluorescencia de nicleos y coeficiente de variacién para las diferentes especies

evaluadas
Especie Valor promedio de Coeficiente de variacion
P fluorescencia pico G0/G1 ( %)
Clycine max 60 + 2.085 3.4
Raphanus sativus 110+ 2.10 1.9
Solanum lycopersicum 189.2 + 1.41 0.7
Gmelina arborea 92.35 + 0.44 0.47
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Figura 3. Histogramas de fluorescencia de poblaciones de nucleos provenientes de poblaciones de: a) tomate

(Solanum lycopersicum) y b) melina (Gmelina arborea).

nicleos en fase GO/G1. Los valores de fluorescencia se

Se indican los picos correspondientes a las poblaciones de
encuentran en escala logaritmica.
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189 y 60, respectivamente (tabla 2). Sin embargo,
en el caso de soya la intensidad de fluorescencia
no coincidié con los intervalos de fluorescencia
reportados para esta especie (Dolezel et al., 1994),
y no arrojé un valor de fluorescencia superior al de
tomate como era lo esperado segtin su mayor valor
C. Por tal motivo, este indicador no fue empleado
como referente.

En el caso de rdbano los picos se definieron
mejor y se observé que el pico GO/G1 (valor pro-
medio de fluorescencia 110) estaba muy cerca-
no al pico de melina; en el caso de tomate el
pico GO/G1 se definié claramente con un valor
promedio de 189.2 (tabla 2). En cuanto a meli-
na el analisis dio un promedio de fluorescencia
del pico GO/G1 de 92.35, lograndose observar
un pequefio pico correspondiente a nuicleos en
fase G2 (figura 3).

Estimacion del valor C en Gmelina arborea

Para la estimacion del valor 2C en G. arborea se
utilizaron las intensidades medias de fluorescencia
del estandar de tomate y de melina, asi como el
valor 2C reportado para tomate, (1.96 pg de acuer-
do con Dolezel, 2005).

Valor 2C (pg) = 1.96 x (92.35/189.20) = 0.95
Valor C (pg)= 0.48

Con el fin de corroborar este resultado se cal-
culé el valor 2C de rdbano empleando como refe-
rencia el tomate. El valor 2C de rabano obtenido
aplicando la férmula fue de 1.14 pg, valor que di-
fiere muy poco con respecto al tedrico (1.11 pg,
error del 2.6 %). Si bien el rabano arroj6 un ma-
yor coeficiente de variacion en la lectura de fluo-
rescencia, comparado con el tomate (tabla 2), se
calcul6 de igual manera el valor 2C de melina em-
pleando como referencia el rabano (2C = 1.11 pg,
con una fluorescencia de 110), lo que arrojé un
valor 2C para melina de 0.93 pg, lo que equivale a
un valor C de 0.47 pg (455.70 Mpb).

Teniendo en cuenta los valores obtenidos con
las dos especies empleadas como estandares (to-
mate y rdbano), tanto el valor 2C, como el tamafno
de genoma de melina se estimaron como prome-
dios de los valores obtenidos por medio de cada
referencia: valor C (melina) = 0.47 pg, equivalente
a un tamano de genoma haploide de 461.60 Mpb.

DISCUSION

La utilidad de la citometria de flujo en la estima-
cién del contenido de ADN ha sido evidencia-
da en diferentes especies. Sin embargo, varios
factores como la seleccion del buffer adecuado,
el grado de maceracién del tejido o caracteristi-
cas propias del tejido vegetal, como la ubicacién
dentro de la hoja, la presencia de metabolitos se-
cundarios o sustancias mucilaginosas, afectan el
éxito en su estimacion (Srisawat, Pattanapanyasat y
Dolezel, 2012; Wang, Liu y Kang, 2015). Adicional-
mente, Jedrzejczyk y Sliwinska (2010) indican que,
en el caso de especies lefiosas, es comin la pre-
sencia de inhibidores que pueden interferir en una
adecuada tincion de los ntcleos.

La seleccion de un buffer de extraccién ade-
cuado es clave para la obtencién de suspensio-
nes con ndcleos intactos y baja cantidad de detrito
(Loureiro et al., 2007). Por lo cual, para la norma-
lizacién del proceso de extraccién de ndcleos, se
evaluaron distintos buffers reportados comdnmen-
te en la literatura. A pesar de ello, para la mayoria
de especies evaluadas (melina y especies de refe-
rencia empleadas como estandares), se encontr6
una gran cantidad de detrito y un alto coeficiente
de variacion, por lo cual se seleccioné al buffer
LBOT como el mas adecuado para la estimacion
del valor C en melina.

La seleccion de la especie de referencia tam-
bién es relevante para una adecuada estimacion
del tamano del genoma de la especie de interés.
Para verificar la utilidad de las especies evaluadas,
asi como para determinar los mejores estandares
a emplear con respecto a la especie de estudio,
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es necesario contar con mas de dos o tres indica-
dores con valores C diferentes, con el fin de veri-
ficar la correspondencia entre las intensidades de
fluorescencia y los valores 2C reportados en la li-
teratura. Esta verificacion, basada en una compa-
racién entre estandares, permitié descartar uno de
los tres empleados (soya) en el analisis, debido a
que los datos no fueron coherentes ni con respec-
to a los otros dos, ni con la teoria o literatura; pro-
bablemente, este resultado estd relacionado con
la menor calidad de las suspensiones nucleares
obtenidas, representada por un mayor coeficiente
de variacion entre todos los estandares evaluados
(tabla 2). Adicional a lo anterior, de acuerdo con
Dolezel (2007), para una mejor determinacién del
valor C de una especie desconocida, la especie de
referencia empleada como estandar debe conte-
ner un valor C cercano al de la especie de interés,
evitando que sea demasiado cercano como para
observar picos solapados en los histogramas de
fluorescencia. Con base en estos criterios, rdbano
y tomate fueron las especies de referencia con un
valor C mas cercano al de melina; sin embargo,
en el caso de rdbano, el pico G0/G1 solapaba con
el de melina, y para el caso del tomate, el pico
G2 solapaba parcialmente con el GO/G1 de meli-
na. Con lo cual, no fue posible realizar un andlisis
empleando los nicleos de la especie de referen-
cia interna, en la misma corrida de citometria de
la muestra problema (nlcleos de ambas especies
mezclados), algo que permite una menor fuente de
variacién debido a posibles diferencias entre corri-
das o entre tinciones independientes.

Dolezel et al. (2007) y Greilhuber (2008) in-
dican ademas que son deseables coeficientes de
variacién menores al 5 % en los valores de inten-
sidad de fluorescencia de los picos GO/G1. En el
caso de melina se determiné un coeficiente de va-
riacion de 0.75 %, y en el caso de los estandares
empleados fueron de 0.7 y 1.9 % para tomate y
rabano respectivamente: todos inferiores al 5 %;
con lo cual se infiere una alta confiabilidad en los
resultados obtenidos, si bien el error estimado en
la determinacion del valor C y tamafo de genoma

para melina a través de los dos métodos emplea-
dos fue del 2.6 %.

De acuerdo con las categorias establecidas por
Leitch (1998), el genoma de melina se ubica den-
tro de las especies con genoma muy pequefio (2C
< 1.4 pg). Al comparar el valor C estimado para
melina con el de otras especies vegetales, este
es aproximadamente tres veces mayor que el de
Arabidopsis thaliana (Leitch et al., 2019), pero bas-
tante cercano al de Populus trichocarpa, la espe-
cie forestal modelo (0.49 pg) (Tuskan et al., 2006).
Con respecto a la familia (Lamiaceae), este valor
es muy cercano al reportado para otra especie ma-
derable tropical de gran importancia econémica:
la teca Tectona grandis, con un valor C de 0.48
pg equivalentes a 465 Mpb (Ohri y Kumar, 1986).
Con relacion a otras especies de la misma familia,
el valor es cercano al de Salvia sp y Melitis sp; sin
embargo, para la misma familia los valores C va-
rian de 0.28 hasta 6.24 pg (Leitch et al., 2019).

De acuerdo con Loureiro et al. (2006), los cam-
bios en los valores C en el mismo taxa pueden estar
relacionados con distintos niveles de ploidia y nd-
meros cromosomicos. En el caso de melina se han
reportado diferentes nimeros cromosémicos 2n=
38, 40 (Prota, 2016), lo cual, ademas del genotipo,
podria generar pequenos cambios en el valor C es-
timado. Adicionalmente, los valores pueden cam-
biar de acuerdo con el tipo de agente de tincién
utilizado; al respecto, Bourge et al. (2018) indican
que los agentes intercalantes simples como el yo-
duro de propidio son poco sensibles a la compo-
sicion de bases, lo cual puede generar diferencias
en las estimaciones con respecto a otros agentes.

Si bien no existe una relacion directa entre ta-
mafo de genoma y nimero de genes en organis-
mos eucariotas y en particular en plantas (pues la
expansion de tamafo de los genomas se relacio-
na mas con la acumulacion de secuencias repeti-
tivas dispersas, la mayoria no génicas, como por
ejemplo los transposones o elementos transponi-
bles), es posible acercarse a una estimacién basa-
da en el conocimiento existente de genomas de
especies modelo con genoma secuenciado. Asi,
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basado en que la planta modelo A. thaliana tiene
un tamano de genoma de 135.6 Mpb y cerca de
27600 genes codificantes y 6500 no codificantes,
y el arbol modelo P trichocarpa tiene un tama-
fo de genoma de 423 Mbp, 41 300 genes codifi-
cantes y 1012 genes no codificantes (Hunt et al.,
2018), queda evidente que no existe una relacion
directa entre tamano y nimero de genes, indepen-
dientemente del tipo de genes (codificantes o no).
A pesar de estas discrepancias, en el estudio de
Elliot y Gregory (2015) se encontr6 una modera-
da correlacion positiva entre el nimero de genes
que codifican proteinas y el tamano del genoma
en especies eucariontes. Teniendo en cuenta esta
posible correlacion y que en especies similares de
la misma familia de melina como Tectona gran-
dis, cuyo tamano haploide de genoma fue estima-
do en 0.48 pg utilizando citometria de flujo (Ohri
y Kumar, 1986), y cuyo ndmero de genes fue es-
timado por secuenciacién en 36 172 genes (Ya-
sodha et al., 2018). Probablemente en el caso de
G. arborea el valor se encuentre en un intervalo
de 35 000 a 40 000 genes; no obstante, son ne-
cesarios nuevos estudios, que empleen aproxima-
ciones de gendmica estructural y funcional, que
permitan definir con claridad el nimero de genes
presentes en el genoma de melina.

CONCLUSION

Con el protocolo utilizado se determiné un valor
C de 0.47 pg equivalente a un tamano de geno-
ma haploide de 467 Mpb para Gmelina arborea;
es posible que este valor pueda cambiar de acuer-
do con el genotipo y a la variacion en el nimero
cromosémico 2n de la especie. Sin embargo, esta
primera estimacion puede ser Gtil como base para
nuevas investigaciones complementarias que per-
mitan validar el valor encontrado, o destinadas a
evaluar variaciones del mismo en la poblacién, asi
como para otras areas de aplicacién biotecnologi-
ca o de mejoramiento genético en esta importante
especie forestal.
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