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RESUMEN

Eucalyptus cladocalyx F. Muell, presenta una distribucién natural fraccionada y restringida en
el sur de Australia, donde es considerada una especie forestal idonea para el establecimiento
de plantaciones productivas en zonas &ridas y semiaridas. Por ello, en la region de Coquimbo,
norte de Chile, se han establecido ensayos para evaluar productos tales como: componentes de
floracién para la produccion de miel de Apis mellifera, madera para la produccion de postes,

polines, y biomasa para la obtencion de bioenergia.

En E. cladocalyx, el uso de estrategias convencionales de mejoramiento ha permitido estimar
valores genéticos utilizados con fines de seleccion. Al respecto, el objetivo de la presente
investigacion permitiria complementar dicha seleccién al identificar marcadores moleculares
ISSR asociados a loci de caracteristicas cuantitativas que controlan en parte la floracion en la
especie. Para ello, un ensayo de procedencia-progenie de la especie, establecido en septiembre
de 2001, se evalué genéticamente en funcion de la floracion precoz (EF) e intensidad de
floracién (FI). EI experimento de campo consistié en un disefio de blogues completos al azar,
con 30 bloques, conteniendo las siguientes poblaciones australianas: Cowell; Marble Range;
Mt. Remarkable; Flinders Chase NP y Wirrabara. Se utilizaron ocho marcadores moleculares
ISSR para la determinacién de la estructura genética poblacional, realizada mediante un
analisis de agrupamiento bayesiano, con el programa STRUCTURE. Paralelamente, se
utilizaron dos modelos bayesianos para estimar los valores genéticos, y evaluar la asociacion

ISSR- floracion, aca se utilizé un modelo adicional sin efecto de estructura genética.

Se encontraron altos niveles de diferenciacién genética entre las procedencias (Fst=38%). El
analisis de estructura poblacional indica que las procedencias se agrupan en dos diferentes
clusters. De acuerdo al analisis bayesiano se encontro un locus asociado a EF, que explica un
17% de la variacién fenotipica del caracter, mientras que en FI se encontraron 3 loci, que
explicaron entre un 8-16% de la variacion fenotipica. Interesantemente, el modelo sin
estructura indica que un locus fue falso positivo de asociacion. La asociacion con motivos GA
sugiere la existencia de locus relacionados al locus de temporada de floracion (gen SFL) que

ha sido escasamente estudiado en Eucalyptus.



ABSTRACT

Eucalyptus cladocalyx F. Muell has a fragmented and restricted natural distribution in South
Australia, where it is considered a suitable forest species for the establishment of productive
plantations in arid and semiarid regions. Therefore, in the Region of Coquimbo, northern of
Chile, trials have been established to evaluate several traits such as, flowering for the
production of honey of Apis mellifera, wood for poles and wooden stools, and biomass for

bioenergy production.

In E. cladocalyx, the use of conventional breeding strategies has allowed to estimate breeding
values used for selection purposes. The objective of this research would complement the
selection through the use of ISSR molecular markers associated with quantitative trait loci for
flowering in the specie. For this, a provenance-progeny test established in September of 2001
was evaluated for early flowering (EF) and flowering intensity (FI). The trial consisted of a
random complete block design with 30 blocks, containing the following Australian
populations: Cowell, Marble Range, Mt Remarkable, Flinders Chase NP and Wirrabara. We
used eight ISSR molecular markers to determine population structure, by using a bayesian
cluster analysis in STRUCTURE software. Two bayesian models were implemented for
estimate breeding values and evaluate the association between ISSR markers and flowering
traits; additionally we evaluate the genetic association in an additional model without

population structure effect.

We found high levels of genetic differentiation between provenances (Fst= 38 %). Population
structure analysis indicates that populations were grouped in two different clusters. According
to bayesian analysis, we found one locus associated to EF, which explains 17% of the
phenotypic variation, and three loci associated with FI, which explained between 8-16% of the
phenotypic variation. Interestingly, the model within population structure effect indicates that
one locus was false positive of association. The association with GA-motifs suggests the
presence of loci related to seasonal flowering locus (SFL gene), which has been poorly studied

in Eucalyptus sp.



INTRODUCCION

El género Eucalyptus pertenece a la familia de las Myrtaceae, representado por 108 especies
distribuidas principalmente en el hemisferio sur. La mayoria de éstas son nativas de Australia,
Papua, Nueva guinea, Indonesia y Filipinas. Su amplia diversidad y plasticidad fenotipica
entre individuos de la misma especie, le han permitido crecer desde el nivel del mar hasta las
altas montafias (Grattapaglia et al. 2012). Plantaciones comerciales de Eucalyptus han sido
establecidas en diversos ambientes, mayoritariamente en Brasil (3.751.857 ha), India
(3.942.600 ha), y China (2.609.700) (lglesias 2009). Adicionalmente, desde hace algunas
décadas se han desarrollado diversos programas de mejoramiento en al menos siete paises:
Argentina, Australia, Chile, Etiopia, Portugal, Espafia y Uruguay (Potts et al. 2004), donde

actualmente existen plantaciones con fines comerciales.

Eucalyptus cladocalyx F. Muell, es un arbol endémico del sur de Australia, distribuido en tres
regiones geogréficamente fraccionadas en un rango total de 500 km. Dos regiones localizadas
en el continente Australiano (Flinders Range y Peninsula Eyre), y la otra en la Isla Kangaroo.
La especie ha sido considerada en programas de mejoramiento debido a su capacidad para
crecer en zonas de bajas precipitaciones, donde podria ser usada, por ejemplo, para la
produccion de madera y postes, asi como para la remediacion de suelos contaminados por la
industria minera (Hardwood et al. 2007). En el sur del desierto de Atacama, Region de
Coquimbo, Chile, la especie esta siendo evaluada genéeticamente para la produccion de postes
y miel (Mora et al. 2009), considerando que sus flores constituyen una fuente de néctar que
complementa la erratica floracién de las especies endémicas y nativas de esta zona
(Montenegro et al. 2003). En Chile, diversos estudios acerca de los niveles de floracion de E.
cladocalyx, han confirmado una amplia variabilidad genética, convirtiendo a la caracteristica
en un parametro de expresion diferencial considerando la evaluacion de procedencias que
representan su distribucion natural de origen (Mora et al. 2009). Adicionalmente la especie es
preferida por sobre otras, debido a su moderada tolerancia a salinidad (Marcar et al. 1995),
resistencia a patdgenos (Hanks et al. 1994) y su habilidad para crecer en ambientes aridos y
semiaridos (Mora et al. 2009; Bush et al. 2011; Contreras-Soto et al. 2011).

Desde el punto de vista de la evaluacion genética de caracteres complejos, la prediccion de

valores genéticos han sido calculados, tradicionalmente, utilizando la metodologia de modelos



lineales mixtos, que calculan el mejor predictor lineal insesgado (BLUP), descomponiéndose
la varianza fenotipica en los componentes genético y ambiental. El objetivo es predecir los
valores genéticos individuales o el mérito genético de los arboles, que corresponde a la
proporcion de alelos favorables transferidos desde los parentales a su progenie. Tales valores
genéticos consideran la suma de miles de efectos alélicos, localizados fisicamente en algun

lugar del genoma a través del uso de marcadores moleculares (Zapata-Valenzuela et al. 2012).

La metodologia BLUP ha sido ampliamente desarrollada en programas de mejoramiento
animal (Henderson 1949; Mrode 2005), y ahora esta siendo utilizada en varias areas de la
investigacion, principalmente en la seleccion fenotipica y molecular de plantas. BLUP ha
mostrado ser apropiado para la prediccion de valores genéticos cuando los caracteres
presentan distribucion continua (altura, didmetro, rendimiento etc.) (Piepho et al. 2008).
Cuando el caracter presenta distribucion discreta, por ejemplo presencia/ausencia de una
determinada enfermedad, se requieren diferentes métodos de evaluacién (Xu y Hu, 2011). Una
alternativa es el uso de métodos bayesianos, el cual ha sido destacado por calcular con mayor
precision el mérito genético en caracteres que no presentan distribucion normal (Van-Tassell y
Van Vleck, 1995; Hadfield et al. 2010). Esta metodologia ha sido utilizada para evaluar
genéticamente diferentes especies de arboles forestales (Mora et al. 2009), y de acuerdo a
Lund et al. (2009), el analisis bayesiano es la metodologia mas prometedora para su uso en la

prediccion de valores o mérito genético.

Los marcadores moleculares corresponden a regiones del genoma altamente conservadas. Su
utilizacion en especies forestales ha permitido caracterizar poblaciones naturales y de
mejoramiento, y en conjunto con informaciones fenotipicas, ha permitido mapear e identificar
loci de caracteristicas cuantitativas (QTL: del inglés quantitative trait loci). En los ultimos
afios, diversos reportes han enfatizado en la relevancia de establecer estudios relacionados al
genoma de Eucalyptus, incluyendo las aplicaciones al mejoramiento y conservacion (Byrne
2008; Grattapaglia y Kirst 2008; Myburg et al. 2007; Poke et al.2005). De la misma manera,
mapas de ligamiento para multiples caracteres, incluyendo crecimiento, calidad de madera,
resistencia a enfermedades y tolerancia a diversos tipos de estrés, se han basado en el uso de
cientos de marcadores tales como: RFLP; RAPD; AFLP y microsatélites (Grattapaglia and
Sederoff 1994; Verhaegen et al. 1997, Marques et al. 1998; Myburg et al. 2003). Estos



estudios se han desarrollado en base a poblaciones segregantes o biparentales (F2, retro-
cruzamiento, lineas endogdmicas recombinantes, etc.), las cuales pueden ser una limitante para
especies que presentan altos niveles de depresion endogadmica y largos periodos de rotacion,

tal como las especies forestales.

Por otra parte, investigaciones recientes indican que no existe un uso operacional de los QTL
descubiertos en eucalipto (Grattapaglia y Resende, 2011; Grattapaglia et al. 2012). Las causas
se atribuyen a que la mayoria de los QTL han sido ampliamente sobreestimados (Grattapaglia
et al. 1995; Shepherd et al. 1999), porque los procedimientos comiunmente referidos a mapeo
por ligamiento presentan limitaciones, las cuales incluyen escasa resolucion en la deteccion de
QTLs (Beavis 1994; Stich et al. 2008), y cuya asociacion es valida para una estructura
poblacional especifica (Grattapaglia y Resende, 2011). Por esta razén, diferentes metodologias
han sido examinadas para estudiar caracteres cuantitativos, considerando que la eficiencia de
mapeo por ligacién y la construccion de mapas han sido limitadas en diversos programas de
mejoramiento genético de arboles forestales, debido al rapido decaimiento del desequilibrio de

ligacion (Neale y Savolainen, 2004).

Estudios de asociaciones entre el fenotipo y el genotipo han sido comunes en especies
forestales (Brawner et al. 2012; Lepoittevin et al. 2012), considerando que los marcadores
moleculares han permitido detectar asociaciones entre la variabilidad fenotipica y regiones
gendmicas, las cuales pueden ser aplicadas a nivel poblacional (Cumbie et al. 2011). La
integracién entre la informacién molecular con un caracter de interés para los programas de
mejoramiento provee una conexion con los datos fenotipicos que histéricamente han sido
colectados para mejorar un caracter (Brawner et al. 2012). En general, existen dos métodos
utilizados para evaluar la significancia de relacion entre marcadores y fenotipo: uno se basa en
el concepto de distancia fisica 0 mapeo de ligamiento, el cual ha mostrado ser ineficiente en
arboles forestales, y el otro se basa en un modelo probabilistico que establece una asociacion
entre los marcadores y el fenotipo (Brawner et al. 2012). Cuando el analisis de asociacion
involucra un amplio nimero de marcadores distribuidos en todo el genoma (no genes
candidatos), es comudn utilizar los métodos de regresion Ridge (Endelman 2011) o regresion
bayesiana. En esta metodologia el uso de variaciones de las técnicas de Monte Carlo, via

Cadenas de Markov (MCMC), tal como el algoritmo de Gibbs, ha mostrado ser util en el
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andlisis de QTLs (Xu y Hu, 2011). En este contexto, diversos programas estadisticos han
implementado el muestreo de gibbs para el anlisis bayesiano (SAS Institute Inc, 2009).
Recientemente, Hu y Xu (2009) publicaron un procedimiento para el andlisis de QTL, en el
cual enfatizan las ventajas del analisis bayesiano por sobre el método clasico de maxima

verosimilitud.

El efecto de la estructura poblacional es la principal limitante en estudios de genética
asociativa (Pritchard et al. 2000). La presencia de grupos a nivel poblacional genera falsas
asociaciones, la cual se debe a la relacion entre los individuos de una misma especie (Pritchard
y Rosenberg, 1999). Con el objetivo de eliminar este sesgo, metodologias basadas en analisis
bayesiano han permitido determinar la relacion de estructura poblacional entre individuos
emparentados. En el caso de E. cladocalyx, McDonald et al (2003) utilizando marcadores
isoenzimaticos, encontr6 que la especie presenta un alto grado de estructuracion en
condiciones naturales, y que ademas presenta niveles de endogamia mas altos en comparacién
a la mayoria de las otras especies de Eucalyptus. Estos resultados ha sido recientemente
confirmados por Bush y Thumma (2013), quienes encontraron elevados niveles de endogamia,
particularmente en la isla Kangaroo, sumado a un alto grado de estructuracion (Fst=0,18).

A pesar de la distribucién natural restringida de E. cladocalyx, altos niveles de diferenciacion
entre poblaciones naturales han sido observadas en los pardmetros de crecimiento,
sobrevivencia, florecimiento precoz (Mora et al. 2009), y durabilidad de la madera (Bush et al.
2011). En Chile, considerando el carécter de floracion temprana, se ha observado que la
magnitud de diferencia entre la mejor y la peor procedencia fue muy alta (82%) (Mora et al.
2009). Esta diferencia fue confirmada por Contreras-Soto et al (2011) nueve afios después de
la plantacion. Consecuentemente, Cané-Retamales et al (2011), encontr6é una alta correlacion
genética entre floracion precoz e intensidad de floracion (I'=0,45). De acuerdo a las
variaciones fenotipicas en procedencias naturales de la especie, y lo encontrado en ensayos
establecidos en Chile, el presente trabajo sugiere que existe un alto grado de diferenciacion
genética (i.e Indice de fijacion de Wright o Fst), mayor a lo reportado por Bush y Thumma
(2013), por ejemplo, quienes utilizaron marcadores moleculares SNP para evaluar arboles de
dos de las tres regiones de la distribucion natural de la especie (Isla Kangaroo y Peninsula

Eyre). Este alto grado de diferenciacion, sumado a la amplia variabilidad fenotipica de la
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floracion reportada en los ensayos de campo permitirian identificar QTLs de efecto mayor,
usando los marcadores moleculares ISSR asociados a la caracteristica cuantitativa que

controla en parte la floracion en la especie.

REVISION BIBLIOGRAFICA
Informacion general, Eucalyptus cladocalyx

Eucalyptus cladocalyx F. Muell, es un arbol endémico del sur de Australia, distribuido en tres
regiones fraccionadas en un rango total de menos de 500 km (Bush et al. 2011). Dos centros
de origen estdn ubicados en la parte continental y uno en la Isla Kangaroo (Ruthrof et al.
2003). Por sus caracteristicas morfologicas y fisiologicas, ha sido catalogada como una
especie idonea para zonas aridas y terrenos considerados marginales desde el punto de vista
productivo (Hobbs et al. 2009; McMahon et al. 2010; Cané-Retamales et al. 2011). Aunque su
utilidad para establecer programas de mejoramiento, fue identificada en la década de 1870,
solo recientemente se han realizado colecciones sisteméaticas de semillas de todas las
procedencias naturales conocidas de la especie (Bush et al. 2009). Actualmente, diversos
programas de mejoramiento genético cooperativos se estan llevando a cabo en Australia,
posterior a la evaluacion de multiples ensayos genéticos (Callister et al. 2008; Bush et al.
2011).

E. cladocalyx puede adaptarse bien fuera de su area de distribucién natural, prefiriendo zonas
con precipitacion media de 400 a 1010 mm anuales y entre 0 y 600 m de altitud (Jovanovic y
Booth 2002). Diversas plantaciones han sido establecidas con éxito en Etiopia y el sur de
Africa (Lesotho, Mozambique, Sudafrica y Zimbabwe), y en varios paises mediterraneos
(Argelia, Italia, Marruecos, Grecia, Espafia, Portugal e Israel) (Poynton, 1979; Jacobs, 1981;
Turnbull y Pryor, 1984). En la region de Coquimbo, norte de Chile; una zona de clima
mediterraneo con potencial para el desarrollo de especies forestales que toleran continuos
periodos de sequia (Montenegro et al. 2003), multiples ensayos de E. cladocalyx han sido
establecidos como recursos forestales para la rehabilitacion de suelos y/o produccion
agroforestal (Mora et al. 2007). Resultados preliminares han demostrado que las diferencias
fenotipicas en crecimiento, altura e intensidad de florecimiento, son consistentes con la

variabilidad genética presente en las poblaciones estudiadas, por cuanto se discute la
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importancia de una seleccién que combine el uso de marcadores moleculares (Mora et al.
2009).

La region de Coquimbo tiene una gran diversidad floristica, mayor que en otras regiones de
Chile (Montenegro et al. 2003), la que es utilizada en parte para producir miel de Apis
mellifera (Mora et al. 2007). Al respecto, Montenegro et al (2003) sostiene que la produccion
de miel constituye una fuente de ingreso de comprobada rentabilidad para los agricultores de
la zona. Al estudiar la composicion del polen en diferentes apiarios de la zona, se encontré la
presencia de polen de varias especies de Eucalyptus en aproximadamente el 38% de las
explotaciones apicolas, siendo Eucalyptus globulus la principal fuente de néctar (Montenegro
et al. 2003). Sin embargo, arboles de E. globulus son inherentemente susceptibles a la sequia,
bajas temperaturas y heladas (Coopman et al. 2010), lo que limita el uso potencial de sus
flores para la produccion de miel. Por otra parte, E. cladocalyx ha mostrado buenas tasas de
floracién (Mora et al. 2007; Cané-Retamales et al. 2011; Contreras-Soto et al. 2011), por lo
que sus flores proveerian una excelente fuente de néctar para la produccion de mieles de buena
calidad (McMahon et al. 2010).

Importancia de la floracion y su control genético

E. cladocalyx es una especie heteroblastica, y sélo produce flores cuando los arboles han
alcanzado la madurez (Meilan 1997). Presenta una inflorescencia de color blanco, poco vistosa
y en grupos de 7 a 11 flores 0 més. En poblaciones naturales, la floracion se produce entre los
meses de enero a abril (Blakely 1955; Boomsma 1981), y la polinizacion es principalmente
por insectos y pajaros (Pryor 1976). Los frutos son ovoides con forma de campana con 3-4
valvulas muy cerradas. La semilla se encuentra disponible para la recoleccién a los 12 meses
después de la floracion y puede ser retenida en el arbol durante 3-4 afios. La recoleccion de
semillas puede ser a lo largo de todo el afio (McMahon et al. 2010).

Fenotipicamente los arboles de Eucalyptus se caracterizan por presentar variabilidad
intraespecifica en sus patrones de floracion (Jacobs 1955; Brooker y Kleinig 1990). Con ello,
el tiempo de floracién puede variar entre especies, individuos de la misma especie y por
localidad (Chambers et al. 1997; Potts et al. 2001), y como en la mayoria de los arboles

perennes, se presenta un ciclo de vida con una fase juvenil de varios afios de duracion (no
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florecimiento) seguidos de una fase adulta en la que hay ciclos repetidos entre crecimiento
vegetativo y reproductivo (Meilan et al. 1997). Por ejemplo, algunas especies de climas méas
frios como E. globulus, E. nitens, E. regnans y E. dunnii no florecen hasta que alcanzan los 7 a
10 afios de edad (Eldridge et al. 1993). Pero esto es relativamente variable, ya que algunas
familias y procedencias de E. globulus, rara vez florecen en condiciones normales de
plantacion, mientras que otros pueden florecer entre los primeros 2-3 afios (Chambers et al.
1997; Dutkowski y Potts 1999). Interesantemente, genotipos de esta especie (procedencia
Wilsons Promontory) han florecido durante el primer afio de vida después de la plantacién
(Jordan et al. 1999; Potts et al. 2001). Asimismo, arboles establecidos individualmente pueden
florecer durante un tiempo aceptable, por ejemplo: E. globulus: 37 dias promedio (Gore y
Potts 1995), E. regnans: 43 dias promedio (Griffin 1980) y E. urnigera: un maximo de 100
dias (Savva et al. 1988).

El largo periodo juvenil descrito en diferentes especies de eucalipto, es un impedimento para
el estudio de la biologia reproductiva, y una limitante para acelerar las pruebas de progenie en
los programas de mejoramiento genético (Jordan et al. 1999). Este largo periodo de espera,
representa una pérdida de tiempo invaluable cuando se trata de adquirir semillas mejoradas.
En Chile, las especies méas importantes para plantacion como E. globulus y E. nitens podrian
no florecer hasta los 10 afios de edad, lo mismo sucede en E. dunnii (Potts et al. 2001). En E.
cladocalyx, los arboles no florecen hasta que tienen entre 3-6 afios después de la plantacion
(Mora et al. 2009), y a la fecha no existe reporte de la edad del primer florecimiento en las
poblaciones naturales de origen (Potts et al. 2001), sin embargo, en ensayos de progenie
establecidos en el norte de Chile, Mora et al (2007) ha reportado variabilidad en el
florecimiento precoz (medido a los 30 meses de edad) considerando procedencias del rango de
distribucion natural de la especie. Sanhueza et al (2010), sefiala que para Chile, la edad del
primer florecimiento en diferentes especies del género, tiene mucho que ver con la zona
climatica donde estan establecidas las plantaciones, ademas del control enddgeno y sefiales
ambientales que actlan a través de una via genética compleja que se ha estudiado ampliamente
en plantas anuales como Arabidopsis (Yaish et al. 2011; Xu et al. 2012), pero que sélo
recientemente ha sido dilucidada en plantas perennes (Populus trichocarpa-Bohleninus et al.
2006), incluyendo una especie de Eucalyptus (E. globulus subsp globulus-Jones et al. 2011).
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Ademas del componente genético, el medioambiente y los tratamientos silviculturales son
factores determinantes de la intensidad de floracion en eucaliptos (Eldridge et al. 1993;
Moncur y Hasan 1994; Moncur et al. 1994). Por cuanto, resultados similares a los de
precocidad se ha reportado en diferentes especies del género. Por ejemplo, Law et al (2001) al
evaluar 14 especies de Eucalyptus (E. acmenoides, E. bancroftii, E. grandis, E. microcorys, E.
siderophloia, E. pilularis, E. propinqua, E. resinifera, E. robusta, E. saligna, E. signata, E.
tereticornis y E. tetrapleura) en el norte de New South Wales (Australia), encontraron que la
abundancia floral fue altamente variable entre especies, sitios y afios, variando desde floracién
anual a ninguna floracion durante un periodo de 10 afios. En el norte de Chile, se ha reportado
alta variabilidad en la intensidad de floracion de E. cladocalyx, al encontrar que 45% de los
arboles de la procedencia de Cowell (Australia) presentaron méaxima intensidad de
florecimiento, en contraste con el 3% presentado por Flinders Chase NP (Australia)
(Contreras-Soto et al. 2011). La amplia variabilidad encontrada en los patrones de precocidad
e intensidad de floracidn, tiene una explicacion relacionada a la variacién continua que
presentan las caracteristicas controladas por la accion conjunta de varios genes de efecto
menor, como es el caso del florecimiento (Missiaggia et al. 2005; Thumma et al. 2010). En
este contexto, la caracteristica ha mostrado ser altamente heredable en distintas especies del
género (E. globulus= 0,47 6 0,59 Chambers et al. 1997; E. risdonii—E. tenuiramis= 0,31- 0,41
Wiltshire et al. 1998; E. cladocalyx= 0,52 Mora et al. 2009), lo que sugiere que la

caracteristica presenta un alto control genético aditivo (Chambers et al. 1997).

En términos generales, los mayores alcances para el estudio de la floracion en diversas
especies de eucalipto se han focalizado en: promover y evaluar el control genético del primer
florecimiento (Gore y Potts 1995; Jordan et al. 1999; Williams et al. 2003), caracterizar la
biologia reproductiva (Potts et al. 2008), y contribuir a la generacion de huertos semilleros
(Varghese et al. 2009b). Adicionalmente se han aislado genes ortélogos putativos asociados al
florecimiento de Arabidopsis thaliana y se ha examinado su expresion en plantas transgénicas
de Eucalyptus (Southerton et al. 1998; Dornelas et al. 2004; Dornelas y Rodriguez 2005) y
mas recientemente se han identificado regiones genomicas relacionadas al florecimiento

precoz (Farro et al. 2013).
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Del punto de vista econémico, las plantaciones comerciales de Eucalyptus ssp pueden ser
importantes para la industria melifera. Por ejemplo, en New South Wales (NSW) Australia, 14
de 26 fuentes principales de miel fueron arboles forestales (Somerville y Nicholson 2005;
Birtchnell y Gibson 2006; Birtchnell y Gibson 2008; Law y Chidel 2007), siendo los
eucaliptos, las especies con mayor participacion en la produccion de la miel en la empresa
Capilano Pty Ltda (Somerville y Moncur 1997). En las regiones &ridas y semiéridas de Chile
la produccion de miel constituye una importante alternativa para los agricultores locales
(Montenegro et al. 2003). En estas regiones, la produccion de miel depende, entre otros
factores, de la existencia de abundancia floral y de su adecuada distribucion en el afio (Porter
1978). Observaciones previas realizadas por agricultores de la region de Coquimbo, confirman
que E. cladocalyx florece aproximadamente entre los meses de noviembre y marzo; un periodo
critico desde el punto de vista de la disponibilidad floral, ya que se caracteriza por la ausencia
total de lluvias, por ello seria ventajoso caracterizar genéticamente individuos que florecen
intensamente bajo esas condiciones. Las principales caracteristicas de la miel monofloral
originada de E. cladocalyx ha sido reportada previamente en el estudio de Manikis y
Thrasivoulou (2001), y fueron indicadas en el directorio de recursos de mieles monoflorales de

la Asociacion Internacional de Investigacion en Apicultura (Crane et al. 1984).

Loci de caracteristica cuantitativa y desafios para la seleccién asistida por marcadores

Las regiones dentro del genoma que presentan genes asociados con un caracter cuantitativo
son conocidas como loci de caracteristicas cuantitativas (QTL: del inglés Quantitative trait
loci) (Collard et al. 2005). Caracteristicas importantes para la industria forestal como
crecimiento en volumen, rendimiento pulpable, contenido de lignocelulésicos, resistencia a
enfermedades, estrés abiotico y bidtico son de tipo cuantitativas (Neale y Kremer 2011), y
generalmente son de herencia poligénica (Tanskley 1993). El andlisis de tales loci permite
mejorar la comprension del control genético de diferentes rasgos, ayudando a identificar
regiones gendémicas especificas, y en ultima instancia, la expresion de los genes involucrados
(Freeman et al. 2009). En eucaliptus, durante los ultimos 20 afios, un considerable nimero de
estudios han permitido en primera instancia diseccionar caracteres cuantitativos, reportando
mapas de ligamiento basados en el uso de cientos de marcadores, tales como: RFLP, RAPD,
AFLP y microsatélites (Grattapaglia y Sederoff 1994; Verhaegen et al. 1997; Marques et al.
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1999; Myburg et al. 2003). La construccion de tales mapas se ha llevado a cabo utilizando la
genealogia (pedigree) de arboles biparentales, generalmente padres altamente heterocigotos y
a su progenie; ya sean hermanos completos o medios hermanos disponibles de los programas
de mejoramiento operacional (Grattapaglia y Sederoff 1994; Grattapaglia et al. 1994,
Grattapaglia et al. 1996). Al respecto, predicciones iniciales de que los QTLs detectados
mediante esta metodologia s6lo serian Gtiles dentro de las mismas familias (Grattapaglia et al.
1994), ha sido confirmado por varias investigaciones que muestran que muchos mas QTLs
tienen efectos pequefos y variables entre medioambiente y progenies, normalmente subyacen
en rasgos complejos (Dillen et al. 2008; Mamani et al. 2010). Por consiguiente, la deteccion de
QTL mediante las metodologias anteriormente descritas, ha tenido una limitada aplicacién en
el mejoramiento y estudio de genes funcionales (Grattapaglia y Kirst 2008; Resende et al.
2012).

A pesar de que en arboles forestales el mapeo de QTLs se presentd como una opcién para
desarrollar métodos mas eficientes de seleccion asistida por marcadores (Marker Assisted
Selection or MAS) (Neale y Savolainen 2004), los resultados experimentales ain no han
capturado fracciones satisfactorias de la varianza genética para ser Gtiles en mejoramiento
(Resende et al. 2008; Resende et al. 2012). Y aunque actualmente son muchos los articulos
cientificos publicados bajo el concepto de MAS en QTL, casi todos se basan en demostrar las
aplicaciones potenciales para los programas de mejoramiento, mas que Su USO practico
(Gratappaglia y Resende 2011; Schuster et al. 2011). Por consiguiente, hasta la fecha, los
resultados cuestionan la importancia de los esfuerzos de mapeo para caracteres cuantitativos

en los programas de mejoramiento (Resende et al. 2012).

Floraciény QTL

La floracion ha sido identificada como una caracteristica importante en diversos programas de
mejoramiento, incluyendo principalmente especies de larga rotacion tal como el caso de
Eucalyptus (Chambers et al. 1997; Wiltshire et al. 1998; Missiaggia et al. 2005; Jones et al.
2011; Mora et al. 2009; Cané-Retamales et al. 2011). Al ser la floracion una caracteristica
controlada por maltiples genes, se considera util el analisis genético a partir de la deteccion de
QTLs. Por ejemplo, Bundock et al (2008) encontré un QTL que afecta la floracion temprana
en E. globulus. Asi también, Missiaggia et al (2005) identificé un QTL de efecto mayor en el
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fenotipo de floracion temprana en E. grandis. No obstante, y a pesar de estos descubrimientos,
un estudio reciente realizado en E. nitens, donde se encontr6 un QTL para florecimiento,
sefiala la necesidad de otros estudios para determinar el o los QTLs que controlan el rasgo
(Thumma et al. 2010), considerando que el porcentaje de variacion fenotipica explicada por
estos QTL es generalmente baja, como ocurre con la mayoria de los caracteres cuantitativos
(Buckler et al. 2009). A pesar de estos resultados, en ninguno de los casos se ha evaluado la
ganancia genética de seleccionar en funcion de marcadores moleculares, esto representa un
desafio para la seleccion asistida por marcadores basada en el andlisis de asociacion, mas aln
cuando existe especial interés por mejorar la ganancia genética operacional en especies

forestales.

Diversos marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados para determinar loci de
caracteristicas cuantitativas en Eucalyptus sp, incluyendo RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA) (Propagacion vegetativa, Grattapaglia et al. 1995; Thumma et al. 2010);
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y SSR (Simple Sequence Repeats)
(Crecimiento y floracién, Bundock et al. 2008). La importancia de esta informacion se
relaciona con la buena transferibilidad de marcadores entre las especies del género Eucalyptus
(Brondani et al. 2006). ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), que corresponden a secuencias
flanqueadas por marcadores SSR, han mostrado alta aplicabilidad, reproducibilidad y
distribucion en el genoma. Una gran ventaja frente a SSR, es que su utilizacién no requiere
conocimiento previo de la secuencia de ADN (Bornet y Branchard 2001; Chezhian et al.
2010); proveen un enfoque novedoso de fingerprinting aplicable en las comparaciones
taxondmicas y filogenéticas y constituye una herramienta de mapeo genético en una amplia
gama de organismos (Zietkiewicz et al. 1994). En Eucalyptus sp se han utilizado
recientemente para evaluar la diversidad y la relacion genética dentro y entre poblaciones
(Balasaravanan et al. 2005; Okun et al. 2008; Chezhian et al. 2010), y en otras especies
forestales, como por ejemplo Pinus radiata, ha sido propuesto como una herramienta para la
evaluacion en programas de mejoramiento (Moraga-Suazo et al. 2012). La asociacion que
pudiera existir entre ISSR- fenotipo es el fundamento que hay detrés de la seleccion asistida
por marcadores, y se relaciona con la existencia de genes con efectos significativos que

puedan ser destinados especificamente a la seleccion. Al respecto, una serie de caracteristicas
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cuantitativas evaluadas en un sinndmero de cultivos, se han podido seleccionar en funcion de
la MAS incorporando el uso de ISSR (Reddy et al. 2002).

Inferencia Bayesiana en la deteccion de QTL

Al evaluar rasgos cuantitativos en los programas de mejoramiento genético, usualmente se
utilizan modelos lineales mixtos para descomponer la varianza fenotipica en sus componentes
genético y ambiental. El objetivo es predecir valores genéticos aditivos (proporcion de alelos
favorables traspasados desde los padres hacia su progenie). Estos se tratan como variables
aleatorias en el calculo de (co)varianzas, junto a variables fijas como sitio o bloque. El
resultado es el mejor predictor lineal insesgado (del inglés Best Linear Unbiased Prediction o
BLUP) del valor genético para cada individuo (Henderson 1949; Henderson 1985), valor
utilizado por el genetista para seleccionar los mejores fenotipos. Desde hace varios afos,
BLUP ha sido la metodologia mas ampliamente utilizada en los programas de seleccién para
el mejoramiento genético animal (Henderson 1949; Mrode 2005), y ahora es utilizado en
diversas areas de la investigacion, incluyendo el mejoramiento de plantas, donde ha
demostrado tener una precision predictiva buena en comparacion con otros procedimientos
(Piepho et al. 2008).

Cuando un caracter presenta una distribucion discreta (i.e Resistencia, sobrevivencia,
florecimiento precoz), se requiere de métodos alternativos para la estimacion de valores
genéticos (Van Tassell y Van Vleck 1996; Hadfield et al. 2010). Una opcion es el uso de
métodos bayesianos, considerados como una metodologia precisa para su estimacion en
caracteres que presentan distribucion discreta (Van Tassell y Van Vleck 1996), y que han sido
utilizados para evaluar genéticamente una serie de diferentes especies de arboles forestales
(Cappa y Cantet 2006; Waldmann y Ericsson 2006; Mora et al. 2009). Es asi como,
variaciones de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), y algoritmo de Gibbs Sampling han
demostrado ser apropiados para el andlisis de datos categoéricos en los programas de

mejoramiento (Mora et al. 2009).

La metodologia bayesiana ha sido ampliamente aceptada por los investigadores (Sillanpaa y
Corander 2002; Wang et al. 2005; Yi y Xu 2008) y segln diversos autores se convertira en el
principal método desarrollado para la busqueda de QTLs (Xu y Hu 2011). Actualmente
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existen variados programas estadisticos que han implementado analisis bayesiano (ie.
WIinBUGS, JAGS, SAS) utilizando por ejemplo algoritmo de MCMC (Xu y Hu 2011), y
algoritmo de Gibbs. En el programa SAS (SAS Institute Inc, 2009), por ejemplo, los
procedimientos GENMOD, PHREG, LIFEREG y MIXED han sido propuestos para ser
utilizados en el analisis bayesiano de busqueda y mapeo de QTLs (Xu y Hu 2011).
Adicionalmente, y considerando el actual uso de marcadores moleculares para los programas
de mejora, todos los modelos bayesianos han incorporado el uso de algoritmo de Gibbs, en la
que los efectos de marcador o QTL se supone que siguen una distribucién mixta, y donde se
asume que relativamente pocos marcadores explican una varianza grande y un gran nimero
explica una varianza muy pequefia (Lund et al. 2009). Lund et al (2009), al evaluar diferentes
modelos para validar la precision de prediccion de valores genéticos utilizando marcadores
moleculares, determind que: el andlisis bayesiano corresponde al enfoque méas prometedor
para la seleccion basada en el uso de marcadores moleculares, seguido por los modelos BLUP,
mientras que los modelos de efectos fijos generalmente presentaron una baja precision y una

alta varianza del error.

Actualmente diferentes metodologias estadisticas han sido propuestas para evaluar la
asociacion marcadores-fenotipo, con el proposito de disminuir los errores tipo | y Il que
surgen en el andlisis de datos experimentales (Wei et al. 2006; Stich et al. 2008; Brawner et al.
2012; Lepoittevin et al. 2012). El error tipo | o falsos positivos, surge debido a subdivisiones
de la poblacién, referido a efectos de estructura poblacional (Pritchard et al. 2000). La
presencia de subgrupos de la poblacion en estudio, podria crear covarianzas entre los
individuos, y el no incluir tal efecto en el modelo de asociacion, genera sesgos en las
estimaciones de los efectos alélicos (Kennedy et al. 1992). En el caso del aumento de la tasa
de error tipo 11, atribuible segin Breseghello y Sorrells (2006), a al menos tres factores: (i)
baja correlacion entre los marcadores y genes, debido al descenso en el desequilibrio de
ligamiento LD, (ii) disefio desequilibrado debido a la presencia de alelos en diferentes
frecuencias y (iii) un grave problema de multiples pruebas; se traduce en falsos negativos
debido a la multiplicidad de asociaciones en el genoma. Tales evaluaciones se han
implementado bajo el paradigma bayesiano, el cual ha demostrado ser una excelente
herramienta de inferencia para la seleccion de animales y plantas (Meuwissen et al. 2001;

Resende et al. 2008). De hecho, su uso se ha propuesto como ventajoso en arboles forestales
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tras obtener mayores ganancias genéticas al utilizar esta metodologia de seleccidn
(Grattapaglia y Resende 2011).

Estructura poblacional y deteccion de QTLs

La estructura genética resulta de la accion conjunta de procesos naturales de migracion,
mutacioén, seleccion y deriva génica, que a su vez operan dentro del contexto histérico y
biolégico de cada especie (Falush et al. 2007). Cuando hay subdivisién presente en la
poblacién, es posible encontrar asociaciones estadisticas entre el fenotipo, por ejemplo de una
enfermedad, y marcadores arbitrarios que no tienen ninguna conexion fisica a los loci causales
(Lander y Schork 1994). Estas asociaciones se producen debido a la subdivision poblacional
(o cualquier otra forma de apareamiento no aleatorio) que modifica las frecuencias alelo-
marcador entre los segmentos de la poblacion, como resultado de la deriva genética o efecto
fundador (Slatkin 1991). No obstante, correccion de la estructura poblacional es comun en los
estudios asociativos realizados en arboles forestales que tienen como objetivo identificar
marcadores que contribuyen al fenotipo (Gonzélez-Martinez et al. 2007; Eckert et al. 2009;
Eckert et al. 2010), para ello modelos lineales que incorporan el efecto subpoblacional como
fijo (Breseghello y Sorrells 2006) o test de regresion logistica (Pritchard et al. 2000;
Thornsberry et al. 2001) pueden ser empleados. Al respecto, el programa STRUCTURE,
propuesto por Pritchard et al (2000) e implementado por Falush et al (2007) para su uso con
marcadores moleculares dominantes, utilizando los procedimientos de Monte Carlo, via
Cadenas de Markov, ha permitido agrupar poblaciones basado en datos de genotipos
multilocus. Este programa se ha aplicado a maltiples problemas tales como la identificacion de
la falsa estructura poblacional, la deteccion de inmigrantes o personas mezcladas, e inferir la
mezcla historica de la poblacion (Rosenberg et al. 2002; Falush et al. 2003; Albert et al. 2006;
Lecis et al. 2006), asi como en un sinnimero de investigaciones relacionadas con asociaciones

marcador molecular-fenotipo (Thumma et al. 2005; Lepoittevin et al. 2012).

STRUCTURE asume que todo el material genético de las poblaciones muestreadas proviene
de una 0 més poblaciones no observadas (K). El analisis se basa en un modelo de ascendencia
que identifica grupos de poblaciones que presentan frecuencias alélicas distintivas, asignando
individuos a cada grupo. Cada poblacién es caracterizada por un conjunto de frecuencias
alélicas (P) para cada locus; donde P es un vector multidimensional con elementos Py que
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representan la frecuencia del alelo j en el locus | de la poblacion k (Pritchard et al. 2000;
Falush et al. 2007). En un modelo que evalda la relacion entre marcador molecular y loci de
caracteristica cuantitativa, la estructura poblacional se considerada como un efecto fijo, es
decir, su efecto representa una funcion de ascendencia genética, que es la misma para todas las
poblaciones, y asociaciones falsas podrian resultar si se modela como un efecto aleatorio

basado en la covarianza general (Price et al. 2010).

Las poblaciones naturales de E. cladocalyx se caracterizan por presentar un nivel
relativamente bajo de diversidad genética y alto nivel de divergencia (McDonald et al. 2003),
caracteristico de poblaciones con distribucién natural restringida (Eldridge et al. 1993). Esto
puede ser debido a que los altos niveles de consanguinidad presentes en poblaciones naturales
de la especie, tienen un marcado efecto sobre la estructura genética poblacional; asimismo la
endogamia puede reducir la variacion genética y el flujo de genes, lo que resulta en una
diferenciacion interpoblacional mayor (McDonald et al. 2003). Para el caso de los ensayos de
E. cladocalyx establecidos en el norte de Chile, se espera encontrar estructuracion genética
poblacional, ya que el material genético introducido presenta una distribuciéon natural
fraccionada (McDonald et al. 2003). Consistente con esto, hay algunas diferencias
morfoldgicas entre las poblaciones naturales. Por ejemplo, se ha visto que poblaciones que
producen céapsulas mas largas se producen en la Isla Kangaroo, y en menor medida, en la
Peninsula Eyre; mientras que las poblaciones de la Cordillera Flinders (region Wirrabara)
producen cépsulas relativamente pequefias. Los arboles en la parte meridional de la cordillera
Flinders alcanzan hasta 35 m de altura, mientras que en la Peninsula Eyre por lo general
presentan menos de 12 m de altura, en Isla Canguro, son intermedio entre estos dos extremos
(Boomsma 1981; Boland et al. 1984; McMahon et al. 2010). De la misma manera, variaciones
morfoldgicas significativas han sido reportadas también en Chile (i.e Florecimiento,
crecimiento, curvatura, Mora et al. 2009; Cané-Retamales et al. 2011). De acuerdo a las
variaciones que presentan las poblaciones naturales de E. cladocalyx, y las diferencias
establecidas en los ensayos del norte de Chile, en el presente estudio, se espera encontrar un
alto grado de diferenciacion (i.e indice de fijacion de Wright 6 Fst), mayor que lo encontrado
en anteriores investigaciones (Bush y Thumma 2013) donde se han utilizado marcadores
moleculares SNPs para evaluar arboles de dos de las tres regiones de distribucion natural de la

especie (Isla Kangaroo y Cordillera Flinders). Este alto grado de diferenciacion, sumado a la
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amplia variabilidad fenotipica encontrada en las poblaciones de E. cladocalyx existentes en
Chile permitiria determinar marcadores moleculares ISSR asociados a loci de caracteristicas

cuantitativas, que controlan en parte el florecimiento en la especie.

HIPOTESIS

El germoplasma de Eucalyptus cladocalyx existente en Chile presenta suficiente variabilidad

para el descubrimiento de regiones genémicas asociadas al florecimiento.
OBJETIVOS
Obijetivo general

Determinar marcadores moleculares ISSR asociados a loci de caracteristicas cuantitativas

(QTLs) que controlan en parte el florecimiento en Eucalyptus cladocalyx F. Muell.
Obijetivos especificos
1. Examinar la estructura genética en subpoblaciones de Eucalyptus cladocalyx F. Muell

existentes en Chile.

2. Implementar un modelo bayesiano para el analisis de asociacion entre valores
genéticos y loci de caracteristica cuantitativas (ISSR) que incorpore el efecto de la

estructura poblacional de la especie
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CAPITULO 1

Variabilidad genética del florecimiento en Eucalyptus cladocalyx usando marcadores
moleculares e informaciones fenotipicas

Rodrigo Contreras-Soto®, Freddy Mora®, Glenda Fuentes’, Eduardo Ruiz®, Camila Cané-
Retamales®

®Universidad de Concepcion, Facultad de Ciencias Forestales, Departamento de Silvicultura,
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®Universidad de Concepcion, Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas, Departamento
de botanica, Concepcidn, Chile.

‘Universidad de Talca, Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia, Talca, Chile

*Autor de correspondencia: rcontrerass@udec.cl

Abstract

Flowering is a complex but important trait in many tree improvement programmes. To
understand the genetic control of this trait, we implemented two Bayesian models, one for
evaluated population structure of an open-pollinated progeny trial including five region of
provenance (ROP) of Eucalyptus cladocalyx F. Muell and for discover loci of inter simple
sequence repeat molecular markers associated with breeding values of flowering. Population
structure analysis indicates that provenances were clustered in two distinct groups. Bayesian
regression identified one loci associated with early flowering and three with flowering
intensity, which explain between 8-16% of phenotypic variation. Additionally, one locus was
reported how false positive, and their removal reduced spurious genetic association. These
results suggest that genetic association approaches may be feasible in E. cladocalyx, and that
the use of genetic diversity of natural populations could provide a useful source of genes for
discovery of loci in traits of importance for perennial species.

Keywords: Sugar gum, early flowering, Bayesian inference, semi-arid region, Eucalyptus.

Introduccion

Las estrategias de mejoramiento genético, como en la mayoria de las especies forestales, son
logisticamente complejas y costosas (Zapata-Valenzuela et al. 2012). En este contexto, la
floracion ha sido considerada un interesante caracter cuantitativo de estudio, ya que permitiria
acortar los intervalos de generacion en los programas de mejoramiento genético de eucaliptos
(Missiaggia et al. 2005). La principal limitante es que muchas especies lefiosas exhiben un

prolongado periodo de desarrollo, relacionado a la fase juvenil, periodo en que los arboles no
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florecen bajo condiciones medioambientales favorables (Jaya et al. 2010). Este largo periodo
es un problema para la seleccién y mejoramiento genético de especies con importancia forestal
y horticola. En eucalipto la edad de inicio de floracion (Chambers et al. 1997; Jordan et al.
1999), inicio de reproduccion (McGowen et al. 2004), y temporada de floracion (Gore y Potts
1995; Apiolaza et al. 2001; McGowen 2007) son genéticamente variables tanto entre como
dentro de genotipos, adicionalmente el numero de loci involucrados en el tiempo de floracion
ha mostrado depender tanto del genotipo como del medioambiente en que crecen las plantas
(Clarke et al. 1995).

Algunas especies de climas templados, tales como Eucalyptus globulus, E. nitens, E. regnans
y E. dunnii no florecen hasta por un periodo de entre 7 a 10 afios (Eldridge et al. 1993). En
Chile, por ejemplo, E. globulus ssp globulus, E. nitens y E. dunni presentan un extenso
periodo juvenil y no florecen hasta que los arboles tienen 10 afios de edad (Potts et al. 2001).
Este extenso periodo juvenil descrito para diferentes especies de eucalipto es una limitante que
impide acelerar evaluaciones de progenie en programas de mejora, especialmente cuando es
necesario adquirir semilla genéticamente superior (Jordan et al. 1999). En muchos programas
de mejoramiento genético, el paclobutrazol es rutinariamente aplicado para acelerar la
floracién (Griffin et al. 1993) y reducir los tiempos entre generaciones (Hasan y Reid 1995).
Sin embargo esta hormona es resistente a degradacion quimica y biotica (Jackson et al. 1996),
y persiste en el suelo por muchos afios (Griffin et al. 1993), por cuanto es una preocupacion
los efectos que a largo plazo genera este componente en el crecimiento de las plantas. Por esta
razon, la seleccion de arboles que florecen precoz e intensamente es interesante para mejorar
la produccién de semilla mejorada en los huertos semilleros, en produccién de miel, en el
desarrollo de hibridos de eucalipto y en la produccion de semilla genéticamente mejorada para

plantaciones.

Con el advenimiento de los marcadores moleculares, diversos mapas de ligacion han sido
construidos y utilizados para detectar loci que contribuyen a la varianza de caracteres
cuantitativos, también conocidos como loci de caracteristicas cuantitativas o0 QTL (Bundock et
al. 2008). En eucalipto, un nimero considerable de investigaciones basados en el uso de
marcadores que incluyen: RFLP, RAPD, AFLP y microsatélites (SSR) han informado de

mapas de ligamiento y deteccién de QTL para caracteres complejos tales como: crecimiento,
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calidad de madera, enfermedades y resistencia a insectos (Grattapaglia y Sederoff 1994;
Verhaegen et al. 1997, Marques et al. 1999; Myburg et al. 2003). Marcadores de tipo ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats), aunque individualmente menos informativos que marcadores
altamente multi-alélicos como SSR, otorgan informacidén multilocus util, ya que han mostrado
ser reproducibles, abundantes y polimdrficos en genomas de plantas (Bornet y Branchard
2001). Sus partidores estan constituidos con un extremo anclado por pocas unidades de SSR,
para evitar la hibridacién no especifica a la region microsatélite (Zietkiewicz et al. 1994).
Estos marcadores han sido importantes para la estimacion de la diversidad genética en
diferentes especies de arboles, como citricos (Fang y Roose 1997), olivos (Gemas et al.
2004a), casuarina (Yasodha et al. 2004; Kamalakannan et al. 2006) y eucaliptos (Gemas et al.
2004b; Balasaravanan et al. 2005; Chezhian et al. 2010). Adicionalmente, hasta ahora, algunos
estudios de asociacion han adoptado el uso de ISSR asociados a caracteres cuantitativos
(rendimiento (Vijayan et al. 2006), resistencia (Ruan et al. 2009), contenido de proteina (Kar
et al. 2008).

Los estudios de QTL dependen del desarrollo de poblaciones segregantes (es decir, F2,
retrocruzamientos o lineas isogénicas), que constituyen una limitante para especies que
presentan altos niveles de depresion por endogamia y largos tiempos de generacion, tal como
ocurre en arboles forestales. Investigaciones recientes indican que no existen reportes sobre el
uso real de QTL en los programas de mejoramiento forestales asistidos por marcadores
(Resende et al. 2012; Grattapaglia y Resende 2011), las causas tal vez se relacionan con el
problema de que la mayoria de los QTL han sido ampliamente sobreestimados (Grattapaglia et
al. 1996; Shepherd et al. 1999). Por esta razon, diferentes metodologias se han explorado para
estudiar caracteres cuantitativos, teniendo en cuenta, ademas, que la eficacia de anélisis de
ligamiento y la construccion de mapas geneticos han sido limitados en muchos programas de
mejoramiento forestales debido a la rapida descomposicion del desequilibrio de ligamiento,
gue se observa normalmente en poblaciones domesticadas con sistemas de cria exogamica

(Neale y Savolainen 2004).

Los estudios de asociacion se han vuelto cada vez mas comunes en especies lefiosas (Brawner
et al. 2012; Lepoittevin et al. 2012), teniendo en cuenta que los marcadores moleculares

permiten detectar asociaciones entre la variabilidad fenotipica de muchos individuos con



26

diferentes regiones del genoma, y que pueden ser aplicados a nivel poblacional (Cumbie et al.
2011). Esta integracion de la informacién molecular para caracteres de interés en los
programas de mejoramiento, proporciona una conexion entre los marcadores moleculares y
datos fenotipicos que histéricamente han sido recopilados para el mejoramiento genético
(Brawner et al. 2012). En general, existen dos métodos para evaluar la significancia de la
relacion entre los marcadores genéticos y rasgos fenotipicos: uno se basa en el concepto de
distancia fisica o analisis por ligamiento, que ha demostrado ser ineficaz en arboles, y la otra
implica el uso de modelos probabilisticos para el analisis de asociacion (Brawner et al. 2012).
Cuando se utiliza un gran nimero de marcadores distribuidos equitativamente (no hay genes
candidatos) en el analisis de asociacion, usualmente se aplican métodos estadisticos de
regresion contraida (Ridge) (Endelman 2011) o regresion bayesiana. En el enfoque bayesiano,
variantes del procedimiento de Cadenas de Markov (MCMC) Monte-Carlo como el algoritmo
de muestreo de Gibbs han demostrado ser apropiados para el andlisis de QTL (Xu y Hu,
2011). Recientemente, Hu y Xu 2009 publicaron un procedimiento para el analisis de QTL,
donde destacan la ventaja del analisis bayesiano con respecto al método clasico de maxima

verosimilitud para la deteccion simultanea de multiples QTL dentro de un mismo modelo.

Eucalyptus cladocalyx F. Muell, es un arbol endémico del sur de Australia, localizado en tres
regiones geograficas disjuntas en un rango total de 500 km, dos de ellas estan situadas en la
parte continental (Flinders Range y Peninsula de Eyre) y una en la isla Kangaroo (Bush et al.
2011). La especie ha sido considerada en los programas de mejoramiento debido a su aptitud
para crecer en sitios con escasa precipitacion, donde podrian ser plantados para la produccion
de madera y postes, asi como para la remediacién de suelos (Hardwood et al. 2007). En el sur
del desierto de Atacama, Region de Coquimbo, Chile, también estad siendo genéticamente
evaluada para la produccién de polines y miel (Mora et al. 2009), teniendo en cuenta que sus
flores son una fuente de néctar que complementa la erratica floracién de especies endémicas y
nativas de esa zona (Montenegro et al. 2003). Adicionalmente es preferida por sobre otras
especies debido a su moderada tolerancia a salinidad (Marcar et al. 1995) y su capacidad para
crecer en ambientes aridos y semiaridos (Gleadow y Woodrow 2000; Woodrow et al. 2002;
McDonald et al. 2003).
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McDonald et al. (2003), haciendo uso de marcadores isoenzimaticos ha encontrado que los
genotipos silvestres de E. cladocalyx son menos alégamos y mas puros que otras especies de
Eucalyptus. Este resultado fue confirmado recientemente por Bush y Thumma (2013), quienes
encontraron elevados niveles de endogamia, particularmente en la subpoblacion de la isla
Kangaroo. A pesar de que E. cladocalyx presenta una distribucion natural relativamente
restringida y alta endogamia, se han observado altos niveles de diferenciacién genética entre
las poblaciones naturales y plantaciones para caracteres tales como crecimiento,
supervivencia, floracion precoz (Mora et al. 2009), y caracteristicas de durabilidad natural
(Bush et al. 2011), lo que sugiere un amplio margen para el mejoramiento genético. Caracteres
como floracion precoz e intensidad de floracién, por ejemplo, han mostrado diferencias
significativas entre procedencias establecidas en Chile (Mora et al. 2007, 2009; Contreras-
Soto et al. 2011). La magnitud de diferencia para floracion precoz en arboles de 30 meses de
edad, teniendo en cuenta la mejor (Mt. Remarkable) y peor (Flinders Chase) procedencia fue
de 82% (Mora et al. 2009), y segun Contreras-Soto et al. (2011), esta diferencia fue
consistente al evaluar el mismo ensayo 6 afios mas tarde, debido a que la intensidad de
floraciébn mostré diferencias altamente contrastantes entre las procedencias de Cowell y
Flinders Chase (diferencia de 247%). Consecuentemente, la significativa correlacion genética
entre intensidad de floracién y floracion precoz (I' = 0,45) encontrada en la especie, sugiere
que la seleccion genética basada en la intensidad de floracion tendria un impacto positivo y

significativo en floracidén temprana (y vice versa) (Cané-Retamales et al. 2011).

De acuerdo a variaciones naturales reportadas en las poblaciones de E. cladocalyx, se espera
que en el presente estudio se encuentre un alto grado de diferenciacion genética (indice de
fijacion de Wright o Fst), superior a lo encontrado por Bush y Thumma (2013), por ejemplo,
quienes evaluaron el uso de marcadores basado en el polimorfismo de un solo nucleotido
(SNP) para analizar los programas de mejoramiento genético de E. cladocalyx F. Muell en dos
de las tres regiones de distribucion natural de la especie (Isla Kangaroo y Flinders Ranges).
Este alto grado de diferenciacion, junto con la amplia variabilidad fenotipica encontrada para
caracteres de floracion en poblaciones de E. cladocalyx establecidas en Chile, ayudaria a
identificar marcadores moleculares asociados a loci de caracteristicas cuantitativas que

controlan la floracion. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue identificar marcadores
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moleculares ISSR asociados a loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) que controlan en
parte la floracion de Eucalyptus cladocalyx.

Materiales y Métodos

Ensayo de progenie y evaluacion fenotipica
Un ensayo de progenie de polinizacion abierta se utilizd para la evaluacion de la asociacion

genética entre marcadores moleculares y la floracion precoz (EF) e intensidad de floracion
(FI) en procedencias de Eucalyptus cladocalyx sobre la base de los valores genéticos para
ambos caracteres. El estudio se localiza en el sur del desierto de Atacama, en la Region de
Coquimbo, provincia de Choapa (31°38' S, 71°19' O; 297m de altitud). Las semillas se
obtuvieron en el afio 2000, desde la coleccion base del centro de semillas CSIRO
(Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization), Australia, y las
subpoblaciones seleccionadas son representativas del area de distribucion natural de E.
cladocalyx. El ensayo se establecié bajo los supuestos de un disefio de bloques completos al
azar, con 30 bloques representados en un esquema de un arbol por parcela con 44 familias de
medios hermanos que representan cinco procedencias de la distribucién natural de la especie
(Tabla 1). Los arboles se plantaron cada 2m X 3m entre cada fila, dando una densidad

aproximada de 1.667 arboles ha-1.

Tabla 1: Procedencias Australianas y Chilenas de Eucalyptus cladocalyx establecidas en el
norte de Chile: Distribucion natural de origen, nimero de familias representadas y

precipitacién media anual.

Origen Familias  Latitud Longitud Precipitacion
(N°) Sur Oeste (mm-afio™)
Flinders Chase NP (Kangaroo Island) 8 35°57 136°42’ 637.9
Marble Range (Eyre Peninsula) 4 34°30° 135°30° 485.1
Mt. Remarkable (Flinders Ranges) 16 32043’ 138°06° 242.8
Cowell (Eyre Peninsula) 10 33°38’ 136°40° 405.0

Wirrabara St. Forest (Flinders Ranges) 9 33°06’ 138°14’ 256.6
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La floracion precoz se determind mediante la evaluacion de arboles de 30 meses de edad de
acuerdo a la presencia (1) o ausencia (0) de cépsulas y/o brotes de flores en junio de 2004
(Mora et al. 2007, 2009). Otros estudios de precocidad en eucalipto han evaluado la floracion

precoz de forma similar, como una respuesta binaria (Chambers et al. 1997).

La estrategia de evaluacion para la intensidad de floracion incluy6 una escala de graduacion
medido al comienzo de la estacion de crecimiento 2010/2011, en concordancia con Cané-
Retamales et al. (2011), similar a Keatley y Hudson (2007) y Hudson et al. (2009). La
floracién se cuantifico utilizando una escala de 4 categorias: 0 ausencia de flores; 1: menos del
50% de capsulas, yemas y/o flores a lo largo del fuste del arbol; 2: mas del 50% de cépsulas,
yemas Yy/o flores a lo largo del fuste del arbol, y 3 para el caso de humerosas capsulas, yemas
y/o flores (Cané-Retamales et al. 2011). La puntuacion de la intensidad de floracion asume

igual ponderacién (importancia) de sus componentes (cantidad y distribucion).

Datos genotipicos
ADN gendmico de las 44 familias de E. cladocalyx, fue extraido a partir de tejido foliar

juvenil fresco o congelado utilizando el protocolo de extraccion CTAB, tal como lo describe
Doyle y Doyle (1987), con modificaciones menores. La integridad y concentracion del ADN
se visualiz6 en geles de agarosa al 0,8%, y se comparé con un estandar de marcador Promega
® 50-8000 kb lambda (Promega, Madison, WI, EE.UU).

En el presente estudio se realizaron amplificaciones ISSR-PCR en un volumen de reaccion de
20ul que contiene 2pL. de ADN, 1X GoTaq reaccion de PCR Buffer (Promega, Madison, WI,
EE.UU), 2,5 mM de MgCl2, 0,4 mM de dNTPs, 100 nM de cada partidor y 0.3U Tag ADN
polimerasa (Promega, Madison, WI, EE.UU). Se utilizaron ocho partidores (Tabla 2), que se
describieron previamente en otras especies de eucaliptos (Balasavaraban et al. 2005; Okun et
al. 2008; Chezhian et al. 2010). En E. cladocalyx estos partidores se utilizaron recientemente
para analizar la diversidad genética en 49 familias de medios hermanos plantados en el norte
de Chile (Ballesta et al. 2013). Para la amplificacion por PCR, dos programas diferentes
fueron diseflados, y para cada partidor se utilizaron diferentes temperaturas de alineamiento
(Tabla 2). Para los partidores (RCA);, T(GT)g, TA(CAG), , RA(GCT)s, GAg, y UBC810 se
utilizo el siguiente programa de amplificacion de PCR: denaturacion inicial (3 min, 94°C ),

seguido por 35 ciclos que consiste en la denaturacion (30s, 94°C ), alineamiento (30s),
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extension (1min, 72°C) y una extension final (10min, 72°C ). En el caso de ISO1 e ISO2 el
termociclador se program6 como sigue: denaturacién inicial (7min, 94°C), seguido por 45
ciclos de denaturacion (30s, 94°C), alineamiento (45s), extension (2min, 72°C) y una extension
final (7min, 72°C). Los productos de amplificacion se resolvieron en gel de agarosa al 2 % con
tampén TAE 1X a 70V durante 1h con marcador de tamafio de 1 kb (Axygen®). Los
productos de PCR se visualizaron en un transiluminador UV Vilbert Loumart después de la

tincién con bromuro de etidio, y se fotografiaron con camara Nikon Coopix 4300.

Tabla 2: Secuencias de partidores inter-microsatelites (ISSR) utilizados en el presente estudio.

Nombre Secuencia partidor

TR(CA)7  5-GATACTGATACACACACACACACA-3'
LT(GT)9 5-CATATGTGTGTGTGTGTGTGTGT-3'
LTA(CAG)4 5-AGATTCAGCAGCAGCAG-3='
LRA(GCT)6  5-ATAAAGCTGCTGCTGCTGCTGCT-3'

' (GA)BR 5-GAGAGAGAGAGAGAGAAGT-3='
' UBC810 5='-GAGAGAGAGAGAGAGAT-3='
21501 5'-CACACACACACAGG-3'
21502 5-CTCTCTCTCTCTCTCTAAC-3'

Referencia partidores previamente utilizados en diferentes especies de Eucalyptus. 1: E.
tereticornis (Chezhian et al. 2010); E. camaldulensis, E. citriodora, E. grandis, E. pellita, E.
tereticornis y E. urophylla (Balasaravanan et al. 2005); E. camaldulensis, E. citriodora, E.
grandis, E. pellita, E. tereticornis y E. urophylla (Balasaravanan et al. 2006); 2 E.grandis
(Okun et al. 2008).

Analisis de datos moleculares y estructura poblacional
Para el analisis de las bandas, a cada amplicon ISSR se le otorgé un valor 1 en caso de

presencia y 0 en caso de ausencia. Debido a que los marcadores ISSR son dominantes, la
varianza en un solo loci se incrementa y sesga las medidas de frecuencias alélicas (Lynch y
Milligan 1994; Zhivotovsky 1999), por lo tanto, los andlisis se desarrollaron de acuerdo al
método de Lynch y Milligan (1994), después de estimar las frecuencias de los alelos

responsables de la presencia o ausencia de bandas. Analisis de varianza molecular (AMOVA)
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se realizé utilizando Arlerquin, V3.5 (Excoffier et al. 2010) para estimar la variacion existente
dentro de cada poblacion y entre las poblaciones. Cabe destacar que para obtener tal resultado,

se eliminaron los outlier de acuerdo a Excoffier et al (2009).

La deteccion de la estructura poblacional se examind con el programa STRUCTURE V2.2
(Falush et al. 2007), utilizando la matriz de marcadores moleculares que no incluye los
outliers. El analisis se baso en un modelo bayesiano implementado por medio del algoritmo de
Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), que de acuerdo al genotipo multilocus de cada
poblacién, se asignaron en clusters (K, el cual puede ser desconocido) sobre la base de una
matriz de pertenencias (Matriz Q) generada por el programa. Como el valor K puede variar en
funcién de eventos de estructuracion individual, se determind un valor 6ptimo de K segun lo

propuesto por Evanno et al (2005).

El modelo poblacional que implementara el algoritmo para el andlisis de la matriz Q
correspondié a un modelo admixture con frecuencia de alelos independiente, propuesto por
Pritchard et al (2000), cuya base constituye el analisis de genotipos multilocus (Falush et al.
2007). Este modelo supone que las k poblaciones ancestrales desconocidas se encuentran en

equilibrio de Hardy-Weinberg y en equilibrio de ligamiento (Pritchard et al. 2000).

La convergencia de las Cadenas de Markov, que corresponden a los Fst (indice de
diferenciacion) a posteriori se analizaron a partir del test Heidelberger y Welch (1983) del
programa R implementando en la rutina CODA (Convergence Diagnosis and Output

Analysis).

Analisis de modelo bayesiano
Los valores genéticos para los caracteres de floracion (EF y FI) fueron predichos para todos

los arboles (N=1320) por medio de un enfoque bayesiano utilizando el programa MTGSAM
(Multi Trait Gibbs Sampling for Animal Model) propuesto por Van-Tassell y Van Vleck
(1996). Este programa resuelve ecuaciones del modelo mixto del Henderson (2) (Henderson
1986) e implementa un andlisis bayesiano basado en el algoritmo de muestreo de Gibbs. La
notacion del modelo lineal mixto utilizado por Van Tassel y Van Vleck (1996) se utiliza para
describir los supuestos del modelo y los resultados. El siguiente modelo umbral representa los

datos de floracion para predecir los valores genéticos:
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n=Xp+Za+¢ (1)

Donde, 7, es el vector de la variable aleatoria continua, normalmente distribuida, no
observable (desconocida) y referida al caracter de interés (EF y Fl); # es el vector de los

efectos de procedencia y bloque; a es el vector del efecto aditivo de los &rboles; X y z son las

matrices de incidencia de f y arespectivamente, mientras que & es el vector de efecto

residual.

X'R™*X X'R'Z' ,8 B X'R1y

ZIR—lx ZIR—lz+G—1 U ZlR—ly (2)
Los efectos debidos a procedencia y bloque se asumieron con una distribucién a priori plana
(uniforme), el efecto genético aditivo se asumié con una distribucion normal, mientras que los

componentes de varianza se asumieron con distribucion invertida Chi-cuadrado, segun lo

informado por Mora et al. (2009) para E. cladocalyx.

Para generar las MCMC, se han ejecutado 250.000 iteraciones correspondientes a cadenas de
Gibbs utilizadas para el muestreo de la distribucion marginal a posteriori de los parametros de
interés. Los primeras 50.000 iteraciones fueron descartadas como burn-in. La convergencia de
las varianzas producidas por las iteraciones MCMC se han probado utilizando el test
Heidelberger y Welch (1983) implementado en CODA (Diagnostico y Analisis de
Convergencia de salida) del programa R (Plummer et. Al 2006).

Los valores genéticos predichos por el modelo Bayesiano (1) se usaron en un modelo de

asociacion Bayesiano, valor genético-marcador:

Yik = X+ 2y + & ?3)

Donde y;, corresponde al i-ésimo valor genético con y; ~N (0;0?); X; es el efecto del j -
ésimo marcador molecular (ISSR); Z, es el efecto de la k -ésima subpoblacion determinada
con el programa STRUCTURE, mientras que &, corresponde al efecto residual de la ijk -

ésima asociacion que depende de la k -ésima subpoblacion y del j -ésimo ISSR con & ~ N (0;
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c’).Xxyzson las matrices de incidencia de los efectos marcador molecular y estructura

poblacional, respectivamente.

Para evaluar la asociacion entre los caracteres de floracion (EF y FI) con los marcadores
moleculares ISSR, se utilizo el procedimiento GENMOD con la opcién BAYES, ya que tiene
la capacidad de implementar un analisis bayesiano a traves del muestreo de Gibbs (Xu y Hu,
2011).

El porcentaje de varianza fenotipica explicado por cada loci ISSR fue calculado a través de un
modelo de regresion lineal entre el fenotipo y los ISSR, utilizando el procedimiento GLM

implementado en SAS.

Resultados y discusion

Variabilidad de la floracion
En la presente investigacion, las procedencias evidenciaron diferencias estadisticas

significativas para la intensidad de floracion (Tabla 3). Este resultado es importante ya que la
mejora genetica de especies forestales, comienza normalmente con la evaluacion fenotipica
de ensayos de procedencia-progenie para diversos caracteres de interés, como el caso de E.
cladocalyx en Chile (Mora et al. 2009; Bush y Thumma 2013). Las procedencias de Cowell y
Wirrabara no mostraron diferencias significativas, sin embargo se diferenciaron
significativamente de Flinders, una poblacion gue ha mostrado bajos niveles de floracion en
ésta y otras investigaciones. Este resultado confirma lo encontrado por Contreras-Soto et al.
(2011) y Cané-Retamales et al. (2011) quienes reportaron que el porcentaje de intensidad de
floracion fue significativamente diferente entre procedencias de la especie. La variabilidad del
comportamiento de la floracion en distintas especies del género Eucalyptus ha sido
mencionada desde el afio 1893 (Chambers 1893), y en todas las especies evaluadas se destaca
la alta variabilidad de la caracteristica (Birtchnell y Gibson 2008). Esta variabilidad se ha
reportado a distintos niveles: variacion debida a region geografica, especie y procedencias
(Chambers et al 1997; Butcher et al 2009; Jones et al 2011). En un estudio realizado en
Australia, por ejemplo, donde se evalu6 la intensidad de floracion en 13 especies de
eucaliptos, se encontr6 una variabilidad significativa entre especies y sitios, con resultados que

fueron desde ocurrencia de floracion anual a ninguna floracién durante un periodo de 10 afios
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(Law et al. 2001). Estos resultados son coincidentes con el presente estudio, donde la floracion
inexistente, en un periodo de 10 afios, vari6 de 14 a 50%, para las procedencias de Cowell y

Flinders, respectivamente.

En el caso de E. cladocalyx se han encontrado diferencias a nivel de poblacién y region de
procedencia (Bush et al. 2011). En el presente estudio se encontraron diferencias fenotipicas
contrastantes entre individuos de la procedencia de isla Kangaroo (Flinders) y peninsula Eyre
(Cowell y Marble) (Tabla 3). Por ejemplo, Cowell en la clase 3 de floracion presenta 45%,
mientras que Flinders tan solo 7%. En la clase O sucede lo contrario, Cowell presenta 14% vy
Flinders 50%. Evaluaciones de la floracion a lo largo del tiempo han sido comunes en diversas
especies del género Eucalyptus (Law et al. 2001; Birtchnell y Gibson 2006; Jones et al. 2011).
En E. globulus, por ejemplo, Jones et al. (2011) monitored durante 5 afios la iniciacion floral
en 63 clones que representan cuatro regiones de la distribucién natural de la especie, y
encontré diferencias significativas entre regiones cada afo. Este resultado es similar a lo
reportado en E. cladocalyx para las diferentes clases de floracion medidas en los periodos
2009-2012, y aunque los resultados mostraron leves diferencias cada afo, al igual que lo
reportado por Jones et al. (2011), el ranking a nivel de procedencia fue similar en los

diferentes afios.

La alta variabilidad encontrada en los distintos niveles de intensidad de floracion, corrobora el
hecho de que la especie ha sido insuficientemente domesticada, y esto representa una
oportunidad para el estudio de genes candidatos que otorgan variacion genética natural en los
distintos genotipos de la especie. Esta variacion, ha sido informada en varios caracteres
(crecimiento y durabilidad de la madera-Bush et al. 2011; altura y didmetro-Mora et al. 2009)
y ello resulta relevante para considerar el establecimiento de ensayos de progenie con otras
procedencias, a fin de evaluar otros rasgos no estudiados en E. cladocalyx, tales como:
tolerancia a distintos tipos de estrés como sequia, sales y metales pesados o la resistencia a
patdgenos (Phoracantha semipunctata). Esto sobre la base, de que estudios anteriores
destacan su moderada tolerancia a salinidad (Marcar et al. 1995), capacidad para crecer en
zonas aridas (Woodrow et al. 2002; Mora et al. 2009) y resistencia a patogenos (Hanks et al.
1994).
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Tabla 3: Medias poblacionales para la intensidad de floracion medida a los 10 afios de edad en
44 familias de medios hermanos de Eucalyptus cladocalyx establecidos en un ensayo en el Sur

del desierto de Atacama.

% de floracién en Diferencias
Arboles* Familias
Poblaciones clases significativas
evaluados evaluadas

1 2 3 floracion
Cowell 300 10 14 16 10 45 1.69a
Wirrabara 270 8 21 19 11 44 1.75a
Mt. Remarkable 420 14 23 20 12 35 1.50 ab
Marble Range 120 4 26 32 8 21 1.09b
Flinders Chase 240 8 50 21 8 7 0.58 ¢

* 120 Arboles muertos. La suma de los arboles evaluados fue 1.470.

Diferenciacién genética y estructura poblacional
En el presente estudio, se encontraron altos niveles de diferenciacion genética entre

procedencias (Fst= 0,38; Tabla 4). Segin AMOVA, esta diferenciacién se dividio en 38,47%
entre las procedencias y el 61,53% entre los individuos dentro de las procedencias. Estos
valores fueron mayores a los reportados por Bush y Thumma (2013), y McDonald et al.
(2003). Los resultados del presente estudio fueron mayormente similares a los obtenidos por
McDonald et al. (2003). Estos ultimos consideraron poblaciones de todo el rango de
distribucion natural de la especie, por lo tanto esto indica que las poblaciones de E. cladocalyx

establecidas en Chile son una buena representacion de la variabilidad presente en Australia.

Tabla 4: Anélisis de varianza molecular (AMOVA) implementada en Arlequin.

Fuente de variacion DF cil;g}aaggs Cgemvg??;nn;:s Po\gfir;tcaijc’fnde
Dentro Poblaciones 4 315,854 7,8183 38.47
Entre Poblaciones 39 487,782 12,5072 61.53
Total 43 803,636 20,3256

indice de fijacion de Wright Fst= 0,3847

Ciento cuarenta y un locus ISSR fueron utilizados en el anélisis de asociacién marcador-
fenotipo, de los cuales 45 fueron discriminados del analisis de estructura genetica debido a que

no resultaron ser loci neutrales. De acuerdo con el criterio de Evanno et al. (2005), el mejor
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valor de K fue dos (Figura 1). Las cinco procedencias (Cowell, Marble Range, Mt
Remarkable, Flinders y Wirrabara) fueron agrupadas en dos diferentes clusters. Las
procedencias Cowell y Marble Range fueron agrupadas en un mismo grupo (65% y 95% de
pertenencia, respectivamente; Figura 2), mientras que Mt. Remarkable, Wirrabara y Flinders
Chase fueron asignadas a un grupo diferente (98%, 76% y 99% de pertenencia,
respectivamente; Figura 2). Los resultados de diferenciacion genética encontrados en el
presente estudio son coherentes con los obtenidos por McDonald et al (2003), y Bush y
Thumma (2013). El analisis de estructura genética entregd evidencias de la separacién entre
EP y el resto de las ROP. Anteriormente, McDonald et al. (2003) determinaron tres grupos
distintos para agrupar a las procedencias, y recientemente Bush y Thumma (2013) encontraron
que las poblaciones segregan en dos regiones de procedencia (KI y SFR). La incorporacion de
EP en nuestro analisis pudo generar diferencias en los resultados, debido a que estudios
previos indican que E. cladocalyx se constituye de dos grupos principales (subpoblaciones),
los cuales corresponden a SFR y KI.
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Figura 1: K estimado de acuerdo al logaritmo de méaxima verosimilitud de AK.
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Figura 2: Estructura poblacional de 5 procedencias de E. cladocalyx evaluada con 96 locus
ISSR con valor K=2. Color verde representa el porcentaje de pertenencia en el cluster 1 de las
poblaciones Cowell y Marble Range, y el color rojo que representa al cluster 2 con las

poblaciones Mt. Remarkable, Wirrabara y Flinders.

Asociacion bayesiana entre marcadores ISSR y floracion
El tiempo de floracion es una caracteristica fuertemente influenciada por el efecto de la

estructura poblacional (Zhu et al. 2008), la cual aumenta la probabilidad de obtener falsas
asociaciones marcador-fenotipo. En el presente estudio, se implementaron dos modelos
bayesianos para detectar falsas asociaciones fenotipo-genotipo debidas al efecto de estructura
genética. El primero, consideré el efecto de la estructura genética como un factor que genera
variacion en el fenotipo de los individuos, y el segundo sélo considerd a los loci como
causales de variacion de las caracteristicas fenotipicas. Los resultados revelaron la presencia
de un locus falso positivo para la asociacion marcador y florecimiento precoz. Thornsberry et
al. (2001) reportaron una significativa asociacion entre polimorfismos del gen Dwarf8 y la
variacion en el tiempo de floracion en maiz. En estos resultados, los autores encontraron hasta
un 80% de falsas asociaciones debido al efecto de estructura poblacional. De acuerdo con
Zhao et al. (2007), los andlisis basados en métodos de regresion lineal estandar que no
corrigen el efecto de estructura poblacional, frecuentemente identifican asociaciones

significativas.

Mediante el modelo bayesiano de asociacion, que considerd el efecto de la estructura
poblacional, se identificaron loci ISSR asociados a los valores genéticos de EF y FI. Un locus
fue significativamente asociado a EF, el cual explico un 17% de la variacion fenotipica del
caracter, mientras que tres loci explicaron entre un 8-16% de la variacién fenotipica de FI
(Tabla 5). La heredabilidad de EF y FI en E. cladocalyx se ha considerado de moderada a alta
(Mora et al. 2009; Cané-Retamales et al. 2011). De acuerdo a Thumma et al. (2010), el
namero de QTLs detectados puede estar directamente relacionado con la heredabilidad del
caracter. En adicién, la heredabilidad y el porcentaje de variacion fenotipica debida a un QTL
parecen estar altamente relacionadas en especies endogamicas. Unos pocos QTLs explican una
alto porcentaje de la variacion fenotipica del tiempo de floracion en arabidopsis y arroz (El-
Lithy et al. 2006; lzawa et al. 2003). McDonald et al (2003) han determinado altos indices de
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endogamia en E. cladocalyx, lo cual puede explicar los importantes efectos que poseen los loci
sobre las caracteristicas de EF y FI.

Tabla 5: Marcadores moleculares ISSR asociados con floracion precoz e intensidad de
floracién, de acuerdo a un modelo bayesiano con un 99% de intervalo de credibilidad.

Floracion precoz Intensidad de floracion
ISSR TM*(pb) Interval_o credibilidad_99% R? |I1SSR TM(pb) Interval_o credibilidad _99% R?
Inferior superior Inferior Superior
1SO1 500 0,026 0,489 0,152
RCA7 890 0,021 0,269 0,174 | GAS 950 0,015 0,563 0,081
RCcA7 1110 0,032 0,482 0,159

*TM: Tamafo de fragmento

Previamente, marcadores SSR han sido relacionados a floracion precoz (EF), tales como
EMBRAO2 en E. globulus (Thamarus et al. 2002; Southerton et al. 1998; Farro et al. 2013), y
EMBRA27 y EMBRA164 en E. grandis (Missiaggia et al. 2005). Missiaggia et al. (2005)
identificaron un QTL asociado a floracion precoz (Eefl) en mutantes de E. grandis. No
obstante, el marcador EMBRA27 (asociado al locus Eefl) no mostro estar ligado al locus
PFEg (EMBRAO02), el cual previamente habia sido reportado por Farro et al (2013) para
florecimiento precoz en E. grandis. Esto sugiere la existencia de multiples regiones gendémicas
relacionadas al inicio de floracion en Eucaliptus. Entre los loci asociados a EF y FlI
encontrados en el presente estudio, destacan los amplificados a partir de R(CA)7 y (GA)8R.
La combinacion de pares de partidores ISSR han permitido identificar dos marcadores ligados
a un locus que controla la temporada de floracién (Seasonal Flowering Locus, SFL) en
Fragaria vesca (Cekic et al. 2001). Adicionalmente, Albani et al (2004) desarrollaron
marcadores SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region SCAR) ligados a SFL a través
de la combinacion de pares de partidores ISSR en F. vesca. Los genotipos que llevan el alelo
dominante del gen SFL muestran un periodo restringido de la floracion, mientras que los
genotipos que son homocigotos para el alelo recesivo florecen continuamente durante todo el
afio (Albani et al. 2004). En E. cladocalyx, la procedencia Cowell no ha presentado periodos
restringidos de floracidn en al menos cinco afios, por lo tanto podria ser mayormente frecuente
un alelo no-restringido de SFL en esta procedencia, al contrario de arboles de Flinders Chase,

los cuales presentan escasa floracion en el mismo periodo (Mora et al. 2009; Cané-Retamales



39

et al. 2011; Contreras-Soto et al. 2011). Aunque la fenologia ha sido ampliamente estudiada en
Eucalyptus, los mecanismos moleculares asociados al gen SFL han sido escasamente
descritos. Esto se debe a la factores como la prolongada juvenilidad en especies perennes, y la

complejidad de la genética de la floracion (Albani et al. 2004).

De acuerdo a nuestros resultados, el uso de partidores ISSR podria ser una ventajosa
metodologia para localizar regiones gendmicas asociadas a floracion en E. cladocalyx. La
deteccion de loci asociados a floracion en E. cladocalyx, es importante para los programas de
mejoramiento genético en la especie, ya que la seleccion de individuos que florecen en forma
precoz y abundante permite desarrollar progenies elite en menor tiempo (Farro et al. 2013).
Por otro lado, en el norte de Chile estos resultados adquieren mayor relevancia, debido a que
E. cladocalyx florece entre diciembre y abril, el cual es un periodo critico desde el punto de
vista floral. Otras especies exhiben escasos niveles de floracion en este periodo debido a la
escasez de precipitaciones. La seleccion previa asistida por marcadores de genotipos que
florecen en forma precoz e intensa, puede contribuir para fortalecer la produccion de miel de
Apis mellifera, la cual es un recurso que genera ingresos econdmicos extras en plantaciones en

condiciones de déficit hidrico.

CONCLUSIONES

Las regiones amplificadas por los partidores ISSR agruparon las distintas procedencias de E.
cladocalyx de manera consistente con estudios previos. En adicion, el alto grado de
diferenciacion entre procedencias encontrado puede estar asociado con la fuerte estructuracion
genética que presenta la especie. El analisis de asociacién bayesiana implementado confirma
el efecto de la estructura genética en la deteccion de loci relacionados a caracteristicas de
floracion, y revela la existencia de multiples regiones genomicas asociadas a floracion en
Eucaliptus, tal como se ha descrito previamente en otros estudios. Los caracteres de FI y EF
fueron asociados a pocos loci, lo cual es esperado en caracteres de heredabilidad relativamente

alta.
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