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RESUMEN

Eucalyptus cladocalyx F. Muell es una especie endémica del sur de Australia, la cual se introdujo
en Chile con el fin de abastecer recursos madereros y meliferos en regiones de condiciones
extremas para el cultivo de especies forestales. En Australia, la especie ha sido incorporada en
programas de mejoramiento, dado que es sustentable en zonas con bajos régimen hidricos anuales
(aridas y semiéridas), y medianamente tolerante a la salinidad. Varios estudios indican que
diferentes procedencias naturales de la especie poseen un comportamiento fenotipico diferencial
en cuanto a caracteres de crecimiento, componentes de la floracion, y propiedades de la madera.
Esta informacion es de suma relevancia ya que permite entender el potencial de los recursos
genéticos que dispone Chile para el mejoramiento en la especie. En adiccidn, varios trabajos han
reportado que las procedencias de E. cladocalyx estan genéticamente diferenciadas vy
estructuradas. Por un lado, esto genera la oportunidad de entender que la variabilidad fenotipica
de E. cladocalyx puede correlacionarse con su variabilidad genética. En este contexto, los
marcadores moleculares y mapas genéticos ofrecen nuevas oportunidades para estudiar la
genética de los caracteres cuantitativos e incrementar la eficiencia en la seleccion fenotipica. Sin
embargo, se sabe que el efecto de estructura genética puede generar falsas asociaciones entre
marcadores y fenotipo, lo cual representa una limitante para E. cladocalyx. En el presente
estudio, cuarenta y cinco familias de medios hermanos de Eucalyptus cladocalyx, establecidas en
la comunidad agricola de Tunga Norte (lllapel, Chile), fueron usadas para detectar regiones
genéticas asociadas a caracteristicas fenotipicas (altura, DAP, rectitud de fuste, intensidad de
floracion, sobrevivencia, precocidad de floracién, capacidad reproductiva, y floracion tardia). La
diversidad genética presente en el ensayo permitio encontrar veintidés loci asociados a los ocho
caracteres estudiados, los cuales explicaron entre un 7 — 22 % de la variacion fenotipica. Varios
loci pudieron ser asociados para mas de un caracter fenotipico. En particular, un fragmento de
450-500 pb generado por el partidor ISSR UBC810 fue asociado a cinco de los caracteres
estudiados. Por otro lado, cuatro loci se reportaron como falsos positivos de asociacion debido al
efecto de estructura genética de E. cladocalyx. En conclusién, los resultados de este estudio
indican que los recursos genéticos de E. cladocalyx disponibles en Chile son genética y

fenotipicamente variables, por lo tanto es posible detectar loci candidatos que puedan asistir la



seleccion fenotipica en la especie. Por otro lado, la estructuracion genética de E. cladocalyx es un
factor a considerar en los fututos analisis de asociacion fenotipo-genotipo.



ABSTRACT

Eucalyptus cladocalyx F. Muell is an endemic tree from shouthern Australia, which was
introduced to Chile in order to supply wood and honey resources in regions of extreme conditions
for growing of forest species. In Australia, the specie has been incorporated into breeding
programs, since it is sustainable in zones with low annual water regime (arid and semiarid), and
moderately tolerant to salinity. Several studies indicate that different natural provenances have a
differential phenotypic behavior in terms of growth traits, flowering components, and wood
properties. This information is very important because it allows to understand the potential of
genetic resources available in Chile for improve the specie. In addition, several studies have
reported that the provenances of E. cladocalys are genetically differentiated and genetically
structured. On one hand, this generates the opportunity to understand that the phenotypic
variability of E. cladocalyx can be correlated with its genetic variability. In this context,
molecular markers and genetic maps offer new opportunities to study the genetics of quantitative
traits and increase the efficiency of phenotypic selection. However, it is known that the effect of
the genetic structure can generate false associations between markers and phenotype, which is a
limitation for E. cladocalyx. In this study, forty-five half-sib families of E. cladocalyx,
established at the farming community of Tunga Norte (Illapel, Chile), were used to detect genetic
regions associated to phenotypic characteristics (Height, DBH, stem straightness, flowering
intensity, survival, early flowering, reproductive capacity and late flowering). The genetic
diversity present in the assay allowed finding twenty two loci associated with eight traits studied,
which explained a range of 7 — 22% of the phenotypic variation. Several loci could be associated
for more than one phenotypic character. In particular, a 450 — 500 pb fragment generated by the
ISSR UBC810 primer was associated with five phenotypic traits. Moreover, four loci were
reported as false positives of association due to the effect of genetic structure of E. cladocalyx. In
conclusion, the results of this study indicate that the genetic resources of E. cladocalyx available
in Chile are genetically and phenotypically variables, therefore is possible to detect candidates
loci that can assist the phenotypic selection in the specie. Furthermore, the genetic structure of E.
cladocalyx is a factor that must to be considered in the further analysis of phenotype-genotype

association.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Eucalyptus cladocalyx F. Muell es una especie endémica del sur de Australia, la cual se introdujo
a Chile con fines madereros y meliferos (MORA et al., 2009) en regiones con baja ocurrencia de
precipitaciones anuales. En Australia, la especie ha sido incorporada en programas de
mejoramiento, dado que es sustentable para las zonas aridas y semiaridas (HARWOOD et al.,
2007). Ademas, es reconocida en su género como la especie de mayor durabilidad natural de
madera frente a la bio-deterioracion (STANDARS AUSTRALIA, 2005), posee una densidad de
madera en la madurez de 1.1 Kg m™ (12 % de humedad; ROB, 2004), produce una excelente
madera aserrada (CLARKE et al., 2009), y se ha visto que su floracion es abundante y duradera,
lo cual ha sido bien valorizado en la industria de la miel. Varios estudios indican que diferentes
procedencias naturales de la especie poseen un comportamiento fenotipico diferencial en cuanto a
caracteres cuantitativas complejas, como las relacionadas al crecimiento (MORA et al., 2009;
MCDONALD et al., 2003), componentes de la floracion (MORA et al., 2007, MORA et al.,
2009, CANE-RETAMALES et al., 2011; CONTRERAS-SOTO et al., 2011), y propiedades de la
madera (BUSH et al., 2011).

La seleccion de individuos basada en la informacion fenotipica de caracteres cuantitativos, que
incluye informaciones de pedigri, ha sido la estrategia mas comun en el mejoramiento genético
forestal (TSAROUHAS et al.,, 2002). Una seleccion temprana podria ser una interesante
oportunidad para el mejoramiento genético forestal debido a los largos periodos de espera entre
generaciones de arboles (NEALE et al., 1992). En este contexto, los marcadores moleculares y
mapas genéticos ofrecen nuevas oportunidades para estudiar la genética de los caracteres
cuantitativos (TSAROUHAS et al., 2002). La seleccion asistida por marcadores (SAM) implica
el uso de la presencia o ausencia de un marcador como un sustituto para asistir a una seleccion
fenotipica, y de esta manera hacer la seleccion mas eficaz, eficiente, confiable y rentable en
comparacion con estrategias convencionales de mejoramiento (COLLARD et al., 2005). Los
marcadores moleculares podrian ser usados para incrementar la eficiencia en la seleccion
fenotipica de caracteristicas con baja heredabilidad, lo cual es comln para caracteristicas

cuantitativas debido a la influencia del medioambiente. Los loci de caracteristicas cuantitativas
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(Quantitative trait loci; QTL) son regiones en el genoma responsables de la variacion de una
caracteristica cuantitativa (DOERGE, 2002). En general, se asume que las caracteristicas
cuantitativas tienen herencia poligenética, y por tanto son méas complejas de estudiar que
caracteres oligogénicos. Diversos estudios han demostrado la aplicabilidad de la deteccion de
QTLs asociados caracteristicas de crecimiento y adaptacion en especies arbéreas (BRADSHAW
y STETTLER, 1995; GRATTAPAGLIA et al., 1995, 1996; HURME et al., 2000; ZHANG et al.,
2006; RAE et al., 2008; DILLEN et al., 2009). En el género Eucalyptus se han reportado varios
estudios de seleccion asistida por marcadores, incluyendo caracteres de crecimiento
(GRATTAPAGLIA et al, 1996, VERHAEGEN et al., 1997, FREEMAN et al., 2009;
FREEMAN et al., 2011, THUMMA et al., 2010a , VERHAEGEN et al., 1997, KULLAN et al.,
2011), propiedades de la madera (THAMARUS et al., 2004; FREEMAN et al., 2009, FREEMAN
et al., 2011, THUMMA et al., 2010b, KULLAN et al., 2011), propiedades de fibra celulosa
(THAMARUS et al., 2004), resistencia a estrés abiotico (BYRNE et al., 1997), resistencia a
enfermedades (JUNGHANS et al., 2003), y componentes de floracion (MISSIAGGIA et al.,
2005). La estrategia de andlisis via pseudo-testcross es el método que mayormente ha sido
aplicado en especies forestales para mapeo y deteccion de QTL (GRATTAPAGLIA vy
SEDEROFF, 1994). Sin embargo, un factor importante que actualmente esta siendo considerado
es el efecto de la estructuracién genética de poblaciones, el cual puede generar QTLs falsos
positivos (BALDING, 2006; THUMMA et al., 2005). ElI mapeo asociativo o de desequilibrio de
ligacion (DL) permite disminuir los efectos de estructura y parentesco en la detecciéon de QTL, y
aprovecha las relaciones histéricas entre fenotipo y marcas moleculares en base al DL (CARDON
y BELL, 2001; FLINT-GARCIA et al., 2003). En contraste con los métodos de recombinacion, el
método DL puede reflejar el efecto de las recombinaciones que estan ocurriendo entre individuos
no relacionados, en varias generaciones (ARANZANA et al., 2005), y reduce el tiempo de
investigacion y seguimiento, ya que no necesita poblaciones de cruzamientos controlados o lineas
puras (SIMKO et al., 2004). Esta metodologia ha sido aprovechada en especies arbdreas como
pinaceas (GONZALEZ-MARTINEZ et al, 2007,2008), mirtaceas (THUMMA et al., 2005;
KULHEIM et al., 2011), y Populus tremula (INGVARSSON, 2008).

En ensayos de progenie de E. cladocalyx establecidos en las zonas é&ridas de Chile, se ha

observado que las caracteristicas en crecimiento, componentes de floracion y sobrevivencia han
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sido moderada a altamente heredables (MORA et al., 2009; VARGAS-REEVE et al., 2013;
CANE-RETAMALES et al.,, 2011; MORA et al., 2009), indicando altas posibilidades de
encontrar regiones genomicas relacionadas con la variacion fenotipica de la especie. Los trabajos
de Bush y Thumma (2013), Steane et al. (2011), y McDonald et al. (2003), mediante SNPs
(Single-nucleotide polymorphism), DArts (Diversity Arrays Technology) y marcadores
isoenzimaticos, respectivamente, reportaron una significativa diferenciacion y estructuracion
genética entre diferentes procedencias naturales y cultivadas de E. cladocalyx. Por un lado, esta
variabilidad entre procedencias es un punto de partida para relacionar fenotipos y genotipos
especificos, no obstante, como se menciond anteriormente, el efecto de estructuracion genética
podria tener un rol importante al identificar regiones genéticas asociadas a un fenotipo en E.

cladocalyx.

El presente estudio tuvo como objetivo detectar marcadores moleculares inter-microsatélites
(ISSR) asociados con caracteristicas fenotipicas complejas en cuarenta y cinco familias de E.
cladocalyx, usando modelos de asociacion Bayesiano que incluyen el efecto de la estructura
genética. Las siguientes hipotesis fueron abordadas en el presente estudio: (1) La variabilidad
fenotipica de E. cladocalyx esta correlacionada con sus patrones de variabilidad genética, lo cual
permite detectar loci asociados a caracteristicas cuantitativas (2) La incorporacion de la estructura
genética poblacional en el modelo de asociacion Bayesiano permite la eliminacién de

asociaciones falsas positivas.
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CAPITULO II: REVISION DE LITERATURA

2.1 Género Eucalyptus en el sector forestal chileno.

Un importante nimero de especies del género Eucalyptus se caracterizan por ser de gran
productividad, y proporcionan materiales de alta calidad pulpable, maderera, y energética
(GRATTAPAGLIA y KIRST, 2008). Ademas, poseen gran adaptabilidad a varios tipos de
ambientes, aunque poseen una reducida distribucion en regiones de bajas temperaturas (PAINE et
al., 2011). El género abarca mas de 700 especies, incluyendo a los subgéneros Corymbia (70 spp
aprox), Eucalyptus (110 spp) y Symphyomyrtus (500 spp) (MERCHANT et al., 2006). La
mayoria de estas especies son nativas de Australia, Papua (Indonesia), y Filipinas (TURNBULL,
2000), pero también han sido establecidas como plantaciones comerciales y ornamentales en
otros paises como Nueva Zelanda, EE.UU (Hawaii, California, Florida), Sudafrica, Etiopia,
Brasil, Portugal, Espafia y Chile (RUTHROF et al., 2003). El 13,5% de los bosques chilenos
corresponden a plantaciones forestales, principalmente de Pinus radiata y Eucalyptus spp,
(INFOR, 2009a). E. globulus es al especie de su género con mayor superficie plantada en Chile
(471.743 ha), seguido por E. nitens (167.900 ha) a diciembre de 2008 (INFOR, 2009b). Otras
especies de Eucalyptus (E. delegatensis, E. viminalis, E. smithii, E. camaldulensis, E.
sideroxylon, y E. cladocalyx) se han establecido en sitios no aptos para el crecimiento de E.
globulus (ej. zonas semi-aridas y frias), lo que corresponde a un total de 21.750 ha plantadas con
estas especies (INFOR, 2009b).

En Chile, las principales limitantes climaticas para el establecimiento de plantaciones de
Eucalyptus son el frio y la disponibilidad de agua (LANFRANCO y DUNGEY, 2001). Las bajas
temperaturas inhiben la actividad fotosintética (STITT y HURRY, 2002, DAVIDSON et al.,
2004), lo cual tiene un efecto en la productividad de las plantaciones (CANNELL, 1989). E.
nitens es relativamente resistente al congelamiento (VOLKER et al., 1994), lo que ha permitido
establecer plantaciones de esta especie en sitios no favorables para E. globulus. Por otra parte, la
escasez de precipitaciones anuales en las regiones desérticas restringe el establecimiento de
plantaciones de E. globulus por debajo de los 34° S (LANFRANCO y DUNGEY, 2001). Los
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arboles de la especie son habitualmente encontrados cerca de rios, quebradas o valles, ya que no
muestran un buen desempefio en condiciones de baja disponibilidad hidrica (MORA, 2006). En
contraste, las especies E. camaldulensis y E. cladocalyx han presentado buena adaptabilidad a
condiciones de sequia y salinidad (DELARD et al., 2000; HARDWOOD et al., 2001), lo cual
resulta importante ya que el 40% del territorio nacional puede clasificarse como é&rido o
semiarido (ORMAZABAL, 2001). Por su parte, E. camaldulensis es quizas la especie mas
plantada en zonas aridas y semiaridas del mundo (ELDRIDGE et al., 1993). Los hibridos de E.
camaldulensis y E. globulus han resultado ser exitosos y confieren mayor resistencia a sequia y
salinidad en E. globulus (CLARKE et al., 2009). Sin embargo, E. camaldulensis tiene menor
habilidad pulpable que E. globulus (MEDDINGS et al., 2001), no presenta buena forma, y al
igual que E. globulus es muy susceptible a insectos defoliadores (eg Gonipturus spp; CLARKE et
al., 2009). Cabe destacar, que Gonipterus scutellatus es una de las plagas mas importantes que
acoge al género Eucalyptus en Chile y Sudamérica (RICHARDSON y MEAKINS, 1986; ESTAY
et al., 2002). E. cladocalyx se introdujo en Chile con el fin de abastecer recursos madereros y
meliferos (MORA et al., 2009) y también destaca por ser sustentable en regiones con bajos
regimenes hidricos al igual que E. camaldulensis. A diferencia de la segunda, es un arbol de
buena forma (CLARKE et al., 2009) y raramente se ha visto atacada por G. scutellatus (HANKS
et al., 2000). Es una especie altamente resistente a P. semipunctata (HANKS et al, 1995),
produce una excelente madera aserrada (CLARKE et al., 2009), y se ha visto que la floracion de
la especie es abundante y duradera, siendo bien cotizada en la industria de la miel. Cabe destacar,
que en las regiones aridas y semiaridas de Chile, la produccion de miel significa una importante
fuente de ingreso para los agricultores de la zona (MONTENEGRO et al., 2003). No obstante,
actualmente la presencia de E. cladocalyx se reduce sélo a plantaciones en ensayos

experimentales, siendo poco relevante en la industria forestal.

2.1.1 Eucalyptus cladocalyx F. Muell

Eucalyptus cladocalyx F. Muell (2n=24, aneuploide; ATCHINSON, 1947), del subgénero
Symphyomyrtus (BROOKER, 2000), es una especie aldgama endémica del sur de Australia, que
se distribuye en forma natural en cuatro areas bien aisladas: una al sur de la Cordillera Flinders,

proxima al Golfo Spencer, otra en Isla Kangaroo, y dos areas hacia el oriente de la Peninsula
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Eyre (WOODROW et al., 2002). Es un &rbol de mediana estatura (10-35 m), alcanzando en la
madurez unos 20 m en promedio (HARDWOOD et al., 2001; CLARKE et al., 2009). El tronco es
de buena forma, de corteza moteada color anarajando y crema, con partes incoloras. El diametro
promedio a la altura de pecho (DAP) es de 75 cm, en un rango entre 30 cm y 2 m (Clarke et al.,
2009). Las hojas adultas son lanceoladas, pecioladas, descoloradas, y de borde liso. Las
inflorescencias son de color blanco, y aparecen en grupos de 7-11 de flores. En Chile, la floracion
ocurre entre los meses de diciembre y abril, periodos que se caracterizan por carecer de
precipitaciones (MORA et al., 2007). Los frutos son capsulas venosas y pequefias con forma de
barril de 9-10 x 5.5-7 mm (KOKWARO, 1994), que contienen numerosas semillas (120.000
semillas viables/kg; Clarke et al., 2009). La generacién de semillas ocurre 12 meses luego de la
floracién, y pueden mantenerse en el arbol 2-3 afios. Su madera es bastante dura y de larga
duracién, de densidad en la madurez de 1.100kg/m® (con 12 % de humedad; ROB, 2004). Si bien
no existen antecedentes, se piensa que la especie puede tener habilidad pulpable dado la densidad
de su madera (HARDWOOD et al., 2001). Entre las especies del género, se ha catalogado como
una de las de mayor durabilidad natural de su madera frente a la biodeterioriacién (STANDARS
AUSTRALIA, 2005).

La principal via de propagacion de E. cladocalyx es a partir de semillas. Hay alrededor de
120.000 semillas viables por kilogramo. Las semillas son ortodoxas y se secan a temperatura
ambiente, para luego ser almacenadas en seco en recipientes herméticos refrigerados (3-5° C), asi
se mantiene la viabilidad durante varios afios (CLARKE ET AL., 2009; MCMAHON et al.,
2010). La semilla germina sin necesidad de tratamientos pre-germinativos (MCMAHON et al.
2010). En Chile, la especie se encuentra sélo en superficies reducidas o ensayos de campo, por lo
que se recomienda recurrir a proveedores comerciales de Australia para obtener semillas. La
propagacion mediante estacas con la especie no ha tenido buenos resultados. Las tasas de
enraizamiento de estacas ha sido considerablemente bajo con otras especies del género, por otro
lado, solo han sido ensayadas solo algunas de sus procedencias, por lo que se espera promover
estudios posteriores que ajusten los métodos de propagacion (BRAMMALL y HARWOOD,
2000; MCMAHON et al., 2010).
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E. cladocalyx es capaz de adaptarse a zonas con precipitaciones desde 200 a 300 mm (MORA et
al., 2005). Es una de las especies prioritarias para estudios en regiones con escasas
precipitaciones en el Sur de Australia, por lo que el Australian Low Rainfall Tree Improvement
Group (ALRTIG) ha comenzado a desarrollar estudios en estrategias de mejoramiento de la
especie (HARWOOD y BULMAN, 2000). EI ALRTIG inform6 prometedores resultados en
ensayos de campos de la especie, los cuales revelaron importantes diferencias en crecimiento y
forma de los arboles (BUSH et al., 2009). Esta informacion permitié conocer cuéles son las
mejores procedencias destinadas a produccién. En Chile, se dispone de material recolectado de
diferentes procedencias naturales en ensayos experimentales, los cuales han sido evaluados para
caracteres de crecimiento (diametro, altura y rectitud de fuste; MORA et al., 2009) y caracteres
de floracion (CANE-RETAMALES et al., 2011; CONTRERAS-SOTO ET AL., 2011). Para los
caracteres de crecimiento en didmetro y altura, los mejores ejemplares provienen de La Cordillera
Flinders, mientras que para caracteres de floracion, valiosos para la industria de la miel, se
obtienen de Cowell (Peninsula Eyre). Debido a la débil relacién entre E. cladocalyx y otras
especies del subgénero Symphyomyrtus, no se tienen antecedentes de resultados positivos en la

generacion de hibridos.

En Australia, la especie se ha utilizado para produccién de madera, polines, y remediacion de
ambientes (HARWOOD et al., 2007). Ademas, E. cladocalyx var. nana posee caracteristicas
morfologicas bien diferenciadas de otros ejemplares de la especie y tiene un importante valor
comercial como producto ornamental (Vintage Red ™) al tener un follaje color rojo violaceo. En
el caso de Chile, la especie se establecié para producir madera y miel (MORA et al., 2009). A

pesar del potencial que tiene la especie, aun no ha sido importantemente explotada en el pais.

En poblaciones naturales, Eucalyptus cladocalyx ha registrado una baja diversidad genética, sin
embargo debido a la particular distribucion de la especie, se han registrado altos indices de
diferenciacion y estructuracion genética entre procedencias (MCDONALD et al., 2003; STEANE
et al., 2011; BUSH y THUMMA, 2013). En Chile, se dispone de material recolectado de
diferentes procedencias naturales en ensayos experimentales, los cuales han sido evaluados para
caracteres de crecimiento (diametro, altura y rectitud de fuste; MORA et al., 2009; VARGAS-
REEVE et al, 2013) y caracteres de floracion (CANE-RETAI\/IALES et al., 2011;
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CONTRERAS-SOTO et al., 2011). Para los caracteres de crecimiento en didmetro y altura, los
mejores ejemplares provienen de Montes Flinders, mientras que para caracteres de floracion,
valiosos para la industria de la miel, se obtiene de las procedencias Cowell (Peninsula Eyre).
Investigaciones australianas también evidencian que hay una importante variabilidad en el
comportamiento de diferentes procedencias en propiedades de la madera, las cuales se relacionan
estrechamente con la habilidad pulpable y la durabilidad de ésta frente a la biodeterioracion
(BUSH et al., 2011). E. cladocalyxvar. nana posee caracteristicas morfologicas bien
diferenciadas de otros ejemplares de la especie. Esta variedad tiene un importante valor comercial

como producto ornamental (Vintage Red ™) al tener un follaje color rojo violaceo.

Estudios en E. cladocalyx, han comparado material proveniente desde diferentes puntos
geograficos dentro de la distribucion natural de la especie, de los cuales se tiene conocimiento de
que existe variabilidad entre diferentes procedencias para caracteres morfoldgicos como
intensidad y precocidad de floracion (MORA et al., 2007; MORA et al., 2009; CANE-
RETAMALES et al., 2011), en propiedades de la madera (BUSH et al., 2011), en altura y
diametro de arboles (MORA et al., 2009), en caracteres fisiolégicos como el contenido de
compuestos cianogénicos (GLEADOW y WOODROW, 2000), y en rectitud de fustes
(VARGAS-REEVE et al., 2013). Cabe destacar, que aun no se conoce la base genética que
estaria involucrada en esta variabilidad fenotipica que presenta la especie. No obstante, se rescata
que en la mayoria de estos estudios se han determinado valores de heredabilidad moderados y
altos, lo que estaria indicado un importante control genético para estos caracteres. Los trabajos de
Bush y Thumma (2013), Steane et al. (2011), y McDonald et al. (2003), mediante SNPs (Single-
nucleotide polymorphism), DArts (Diversity Arrays Technology) y marcadores isoenzimaticos,
respectivamente, reportaron una significativa diferenciacion y estructuracion genética entre
diferentes procedencias naturales y cultivadas de E. cladocalyx, lo cual podria sentar las bases
para el entendimiento de la relacion que existe entre la variabilidad fenotipica encontrada con la
variabilidad genética en la especie.
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2. 2. Importancia de la diversidad genética en el mejoramiento vegetal

El mejoramiento genético engloba un conjunto de operaciones que tiene como objetivo aumentar
la frecuencia de genes deseables o combinaciones genéticas favorables en una poblacién. En el
ambito forestal, involucra la identificacion y desarrollo de poblaciones de especies forestales que
producen arboles superiores en cuanto a una 0 mas caracteristicas relacionadas con la cantidad o
calidad de un producto final. Los primeros estudios de genética que apoyaron al mejoramiento
forestal, se concentraron en el crecimiento del arbol, su sobrevivencia, rectitud de fuste, y calidad
de ramas (RAYMOND, 2002). Actualmente, los mejoradores persiguen objetivos mas
ambiciosos, como evaluar la capacidad para sobrevivir a condiciones medioambientales adversas,
y que ademas se mantenga la calidad de los recursos que proporcionan. El conocimiento de la
distribucion de la variabilidad genética, entre y dentro de poblaciones, es crucial para el
mejoramiento forestal, y para la conservacion de los recursos genéticos vegetales (BROWN et
al., 1990; ADAMS et al., 1992; HOUSE y BELL, 1994). Cuando no existe variabilidad, no es
posible estructurar un programa de mejoramiento genético (ACQUAAH, 2007). Los mejoradores
se preocupan periddicamente de explorar centros naturales de diversidad con el objeto de
recolectar material (i.e. germoplasma), el cual representa una fuente de variacion atil para el
mejoramiento genético (ACQUAAH, 2007). Este material puede llevar consigo caracteres como
resistencia a enfermedades, resistencia a estrés hidrico, entre otros. Al diversificar los cultivos se
favorece la estabilidad en la produccién y en los ingresos, dado que reduce el riesgo frente a
fluctuaciones medioambientales y de mercado. Por lo tanto, la conservacion y caracterizacion de
la diversidad genética es importante ya que la variabilidad encontrada determinara la
productividad, y a su vez la supervivencia de un cultivo (ACQUAAH 2007). El conocimiento la
diversidad de una especie ha permitido la caracterizacion genética de germoplasma, e incluso, el

desarrollo de estrategias de conservacion en especies vulnerables (FAROOQ et al., 2002).

La diversidad puede ser detectada por variaciones en el fenotipo de un individuo, o bien en su
genotipo. Las variaciones a nivel de fenotipo se conocen como marcadores morfologicos, los
cuales son detectables visualmente, como por ejemplo, en variedad de colores, formas,
dimensiones, entre otras; por lo tanto puede incluir variables cualitativas como cuantitativas. No

requieren tecnologia sofisticada ni mayores gastos (MONDINI et al., 2009), sin embargo dado
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gue solo se basa en observaciones fenotipicas, la diferenciacién bajo este criterio es muy baja
dentro de una misma especie, por tanto hace muy limitado el nimero de marcadores disponibles,
y la influencia medioambiental en el fenotipo hace que en pocas ocasiones sean caracteres
heredables. Los marcadores moleculares permiten analizar diferencias a nivel del ADN, por lo
tanto, son mas precisos, y practicamente ilimitados ya que estan ampliamente distribuidos en el
genoma (CHENG et al., 2010). Actualmente, diversas técnicas han sido desarrolladas para
detectar polimorfismos a nivel de ADN (marcadores moleculares), los cuales pueden ser de
herencia dominante como codominante; y para analizar un locus en especifico como mdltiples
loci aleatoriamente (MONDINI et al., 2009). Las técnicas se basan principalmente en
metodologias de hibridacion de DNA y/o amplificaciéon via PCR (Polymerase Chain Reaction).
En estudios de diversidad genética, los marcadores mas comunmente usados son SSR (del inglés
Simple Sequence Repeats; CAGIGAS et al.,1999; RAYBOULD et al., 1999) y RAPD (Random
Amplificatation of Polymorphic of DNA; FERGUSON et al., 1998; DIAZ et al., 2000). Basados
en los SSR, los marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) o Inter-Microsatélites también
han sido ampliamente usados en estudios de diversidad (WU et al. 2005) y de asociacion con
caracteres fenotipicos (AMMIRAJU et al., 2001; HASHIZUME et al., 2003; RIPLEY vy
ROSLINSKY, 2005; SANTRA et al., 2000; KAR et al., 2008). El marcador ISSR es una
tecnologia basada en PCR, en la cual se amplifican regiones entre dos marcas SSR orientados
inversamente, utilizando un solo partidor de unos 16-25 pb (PRADEEP-REDDY et al., 2002;
ASSEFA et al., 2003). Este partidor puede estar constituido de cualquier motivo de SSR (di, tri,
tetra 0 penta-nucleétido). Su ventaja sobre otros marcadores dominantes (ej. RAPD) es que sus
resultados son més reproducibles (SALIMATH et al., 1995; CHENG y PENG, 2010), y son

relativamente baratos.

2. 3. Relacién entre variabilidad fenotipica y genética: Deteccion de Loci de caracteres
cuantitativos (QTL).

La aplicacién de la genética cuantitativa basada en la informacion fenotipica, es la estrategia mas
comun en el mejoramiento forestal (TSAROUHAS et al., 2002). Una seleccion temprana podria
ser una interesante oportunidad para en el mejoramiento genético forestal debido a los largos

periodos de espera entre generaciones de arboles (NEALE et al., 1992). En este contexto, los
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marcadores moleculares y mapas genéticos ofrecen nuevas oportunidades para estudiar la
genética de los caracteres cuantitativos (TSAROUHAS et al., 2002). La seleccion asistida por
marcadores (SAM) implica el uso de la presencia 0 ausencia de un marcador como un sustituto
para asistir a una seleccion fenotipica, de esta manera hacer la seleccion mas eficaz, eficiente,
fiable y rentable en comparacién con estrategias convencionales de mejoramiento (COLLARD et
al., 2005). Los marcadores moleculares podrian ser usados para incrementar la eficiencia en la
seleccion fenotipica de caracteristicas con baja heredabilidad (O"MALLEY y MCKEAND,
1994), lo cual es comun para caracteristicas cuantitativas debido a la influencia del
medioambiente. Los loci de caracteristicas cuantitativas (Quantitativetrait locus, loci; QTLS) son
regiones en el genoma responsables de la variacion de una caracteristica cuantitativa (Doerge
2002). En general, se asume que las caracteristicas cuantitativas tienen herencia poligenética
(O'MALLEY y MCKEAND, 1994), y por tanto son mas complejas de estudiar que caracteres
discretos. Estudios anteriores han demostrado que es posible la deteccion de QTLs asociados
caracteristicas de crecimiento y adaptacion en especies arbéreas (BRADSHAW y STETTLER,
1995; GRATTAPAGLIA et al., 1995, 1996; HURME et al., 2000; ZHANG et al., 2006; RAE et
al., 2008; DILLEN et al., 2009), los cuales son de interés para la industria forestal.

Previamente, se han planteado numerosos métodos de como establecer la relacion entre marcas
moleculares y caracteristicas cuantitativas. Los primeros procedimientos consistieron en
regresiones simples entre las caracteristicas y marcas moleculares, considerando una de éstas a la
vez (SAX ,1923; SOLLER y BRODY, 1976). La desventaja de esta metodologia es que puede
ser subestimada la significancia del QTL en el caracter fenotipico, debido a que no se encuentran
muy cercanos con el marcador por los eventos de recombinacion (LANDER y BOTSTEIN, 1989;
CUBERO, 2003). Ademas, se requieren de poblaciones de gran tamafio para una buena deteccion
(LANDER y BOTSTEIN, 1989). En el método de marca simple, dado que es propenso a que se
subestime el efecto del QTL, se recomienda trabajar con una mayor cantidad de marcadores
(CUBERO, 2003) con el fin de chequear el mayor nimero de regiones en el genoma. Como
solucion a la poca cobertura del genoma que posee el método anterior, Lander y Botstein (1989),
propusieron el método de mapeamiento por intervalo, el cual considera que un QTL puede estar
entre dos marcas moleculares (KAO et al., 1999; CUBERO, 2003), por lo tanto incorpora la

informacion del mapa genético de la especie para hacer la asociacion entre QTL y marcas
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moleculares. EI mapa genético proporciona la posicion relativa entre las marcas moleculares de
acuerdo a sus distancias de recombinacion, por tanto los QTL son detectados entre intervalos de
marcadores (KAO et al.,, 1999; CUBERO, 2003; DOERGE, 2002). Una desventaja de este
método es que estard limitado por el nimero de recombinaciones, dado que asume que no estan
ocurriendo, por ejemplo, doble recombinaciones (DOERGE, 2002), por lo tanto algunas
ligaciones entre marcas podrian ser sobrestimadas. Una variante a este método es el propuesto
por Fulker y Cardon (1994), el cual es una combinacién del método de Lander y Botstein (1989),
y el de Haseman y Elston (1972). La desventaja del mapeamiento por intervalo es que la
estimacion, de la localizacion y el efecto del QTL, puede estar sesgada cuando hay QTL que
estan ligados (HALEY y KNOTT, 1992; MARTINEZ y CURNOW, 1992; LI et al., 2007).
Ambos modelos realizan una asociacion simple, no obstante no consideran las posibles
interacciones entre los QTL (DOERGE, 2002). Un método alternativo es el de marcador multiple
(JANSEN, 1993, JANSEN y STAM, 1994), el cual permite el estudio del efecto de méas de una
marca molecular a la vez (KNOTT et al., 1996). Ademas, es bastante util cuando dos alelos estan
interaccionando para una respuesta (i.e epitasis), lo cual es un problema para los métodos
anteriores (DOERGE, 2002) Zeng (1994) introdujo el concepto de mapeamiento por intervalo
compuesto, el cual combina el mapeamiento por intervalo y el de marcador mdltiple. Este
permite detectar los efectos de QTL dentro de un mismo cromosoma, como entre diferentes
cromosomas (LI et al., 2007). Modelos bayesianos también han sido implementados para la
deteccion de QTL (SEN y CHURCHILL, 2001; Yl et al., 2004; WANG et al., 2005; FANG et
al., 2009). A pesar de que es una alternativa bastante satisfactoria para los andlisis, en la practica
no ha sido ampliamente utilizada ya que es dificultoso elegir las distribuciones a priori, y el
analisis computacional es bastante complejo (LI et al., 2007). De todas maneras, la estadistica
bayesiana ha realizado un gran aporte en el estudio de QTL (XU, 2010). Satagopan et al. (1996)
plantearon uno de los primeros modelos bayesianos para la deteccion multiple de QTL y sus

efectos, demostrando un metodo ligeramente mejor que las regresiones paso a paso.

2. 4. El efecto de la estructuracion genética de poblaciones en la deteccion de QTL.

La estructuracion genética de poblaciones es un proceso que se genera como consecuencia de

algunas desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg, es decir, en la aleatoriedad para los
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cruzamientos entre individuos (YU y BUCKLER, 2006). En la estructuracién, pueden
distinguirse grupos de individuos que han adquirido una constitucion genética muy diferenciada
de otros (BRESSEGHELLO y SORELLS, 2006). Este fendbmeno, en el cual se rompe el
equilibrio, puede deberse a factores no genéticos como genéticos. En el primer caso, se puede
hablar de que las barreras fisicas que obstaculizan el flujo génico entre poblaciones (WRIGHT,
1943), el aislamiento por distancia (FRANCOIS y DURAND, 2011), los mecanismos
reproductivos de la especie, la adaptacion a gradientes medioambientales (HARTL y CLARK,
1997); son factores que pueden generar que las poblaciones recaigan en factores genéticos como
los procesos de seleccion, deriva génica, cambios en los patrones de apareamiento (i.e tamafio
efectivo poblacional), entre otros; que generan la estructuracion (YU y BUCKLER, 2006). Las
plantas lefiosas que son capaces de dispersar sus semillas y/o polen facilmente (ej. anemdfilas),
generalmente presentan menor estructuracion genética entre poblaciones, al contrario de aquellas
que se ven mas restringidas en este aspecto (PERRY y KNOWLES, 1991; UENO et al., 2000;
ASUKA et al., 2005). En el caso de E. camaldulensis, Butcher et al. (2009) utilizaron marcadores
SSR y RFLP para evaluar el grado de variabilidad y diferenciacion entre poblaciones naturales.
Los autores encontraron que existe una concordancia entre la diferenciacién genética de
poblaciones con la distancia geografica entre éstas. Ademas, existe una congruencia entre la
variacion genética y la variacion morfoldgica. Cabe destacar que, al contrario que E. cladocalyx,
E. camaldulensis tiene una de las distribuciones mas amplias del género, la cual tiene una alta
variacion fenotipica (ELDRIGE et al., 1993). Teniendo en cuenta que la diversidad y estructura
genética generalmente es estudiada en dos niveles jerarquicos, es decir, intra e inter
poblacionalmente, el conocimiento de eventos de estructuracion genética puede proveer mayor
informacién de como se distribuye la diversidad genética de la especie. En la deteccion de QTL,
se propone una asociacion estadistica significativa entre los patrones moleculares y regiones en el
ADN involucrados en caracteres cuantitativos (HELENTJARIS et al., 1986; SMITH vy
SIMPSON, 1986; PATERSON et al., 1988; LANDER y BOTSTEIN, 1989). Se espera que
mientras mayor informacion se incorpore al modelo estadistico, mejor sera el entendimiento de
esta asociacion. Cuando las poblaciones estan estructuradas pueden ocurrir falsos positivos en la
deteccidn de QTL, por lo tanto, la estrategia es incorporar esta informacién al modelo estadistico
(PRITCHARD et al., 2000; BUCKLER y THORNSBERRY, 2002; SIMKO et al., 2004;
BRADBURY et al., 2007). La metodologia de mapeamiento asociativo 0 mapeamiento con
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desequilibrio de ligacion (Linkage desequilibrium Mapping; LD mapping) se ha propuesto como
una alternativa para disminuir los efectos que genera la estructuracion genética de poblaciones.
En contraste con otros métodos, en el mapeamiento asociativo se realiza una genotipificacion
previa de los individuos para establecer relaciones genéticas entre ellos, y posteriormente se
correlacionan fenotipicamente, lo cual puede ser mas eficiente y certero para la deteccion de
QTLs (XU y CROUCH, 2008). Las ventajas de este método sobre los tradicionales de ligacion,
son que incrementa la resolucion del mapeamiento, ya que puede reflejar el efecto de las
recombinaciones que estan ocurriendo entre individuos no relacionados, en varias generaciones
(ARANZANA et al., 2005). Otra ventaja importante es que reduce el tiempo de investigacion y
seguimiento, ya que no necesita de poblaciones de mapeamiento como cruzamientos controlados
y lineas puras (SIMKO et al., 2004), lo cual puede ser aprovechado por poblaciones de
polinizacidn abierta con rotaciones largas, como en el caso de las especies forestales. THUMMA
et al (2005) realizaron el primer estudio utilizando esta metodologia en especies forestales, en el
cual detectaron regiones genéticas asociadas con la variacion en el angulo de la microfibrilla de
celulosa en Eucalyptus spp. Posteriormente, surgieron trabajos en otras especies arbdreas como
pinaceas (GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2007, 2008), mirtaceas (KULHEIM et al., 2011), y
Populus tremula (INGVARSSON, 2008).

2. 5. Deteccion de QTLs en el género Eucalyptus

Existen varios estudios de deteccion de QTL en especie de Eucalyptus, los cuales han sido
asociados a diferentes caracteres. La principal especie estudiada ha sido E. globulus, dada su
relevancia a nivel mundial para la industria forestal. Algunos de los estudios en E. globulus
incluyen la deteccion de QTL para caracteres de crecimiento (FREEMAN et al., 2009;
FREEMAN et al., 2011), propiedades de la madera (THAMARUS et al., 2004; FREEMAN et al.,
2009, FREEMAN et al., 2011), y propiedades de fibra celulosa (THAMARUS et al., 2004). En E.
nitens se han descrito QTL para resistencia a estrés por frio (BYRNE et al., 1997), propiedades
de la madera (THUMMA et al., 2010a), y caracteres de crecimiento (THUMMA et al., 2010Db).
En E. grandis, existen registros de deteccibn de QTL para caracteres de crecimiento
(GRATTAPAGLIA et al., 1996), en resistencia a enfermedades como Punccinia psidii
(JUNGHANS et al., 2003), y en precocidad de floracion (MISSIAGGIA et al., 2005). Ademas, se
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han detectado QTLs utilizando hibridos de las especies E. grandis y E. urophylla para caracteres
de crecimiento (VERHAEGEN et al.,, 1997, KULLAN et al., 2011), densidad de la madera
(KULLAN et al., 2011), y para conicidad de fustes, medido en funcion de la proporcion entre
DAP y altura (VERHAEGEN et al., 1997). Los estudios mencionados han utilizado métodos de
intervalo, de intervalo compuesto, analisis de varianza de una y dos vias, y métodos de BSA
(Bulked segregant Analysis; MICHELMORE et al., 1991). Los estudios anteriormente
mencionados no consideraron el efecto de estructuracion genética para la deteccion de QTLs, a
pesar de que es una condicion particularmente comun para el género (e.g. STEANE et al., 2006;
PAYN et al., 2008; MCDONALD et al., 2003). El primer estudio de mapeamiento DL en el
género Eucalyptus fue realizado por Thumma et al. (2005), el cual determind QTL asociados a
propiedades de la madera. En este analisis, se utilizé un modelo simple de asociacion entre marca
molecular y caracter fenotipico, en el cual previamente se clasificd a los individuos en grupos
homogéneos de acuerdo a la estructura genética de E. nitens. Posteriormente, Kilheim et al.
(2011) realizaron deteccion de QTLs implicados en el contenido de metabolitos secundarios en
hojas en E. globulus , y Sexton et al (2010) estudiaron polimorfismos asociados a propiedades de

la madera en E. pilularis.

2. 6 Planteamiento del problema a investigar y aspectos nuevos a tratar en la propuesta

El conocimiento de la relacion entre la variabilidad genética y fenotipica, permite optimizar el
uso de los recursos en los programas de mejoramiento. En las especies del género Eucalyptus,
existen numerosos trabajos que han permitido determinar el control genético de caracteres
relacionados con las propiedades de la madera, crecimiento en diametro, altura, entre otros. De la
revision bibliografica realizada, se desprenden los siguientes puntos: (1) En las especies E.
globulus y E. nitens se tiene un buen entendimiento de la relacion entre genotipo y fenotipo para
varios caracteres, no obstante en otras especies estas investigaciones ain no han sido acabadas (2)
E. cladocalyx es una especie que puede ser interesante para la industria forestal debido a sus
cualidades de adaptacion a ambientes aridos y semiaridos, y a sus propiedades madereras (3)
Chile posee recursos genéticos de la especie, los cuales pueden ser potencialmente utilizables en
programas de mejoramiento (i.e en industria de la madera), dado que se dispone de material
diverso para diferentes caracteres fenotipicos. (4) Existe un desconocimiento de la variabilidad
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genética asociada a la variabilidad fenotipica en esta Gltima especie (5) Tomar en consideracion
la estructuracion genética de las poblaciones, permite un mejor entendimiento de la base genética

que esta asociada a la variabilidad fenotipica.

En base a estos antecedentes, se concluye que E. cladocalyx es una especie con potencial para la
industria forestal, la cual presenta variabilidad en caracteres fenotipicos importantes para la
industria, por lo tanto es candidata para ser incorporada en programas de mejoramiento. Estos
ultimos, requieren del conocimiento de la base genética detras de la variabilidad fenotipica
encontrada, la cual no ha sido reportada previamente en la especie. De esto se desprende que los
recursos genéticos que dispone Chile, no estan siendo bien aprovechados.
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CAPITULO I1I: HIPOTESIS DE ESTUDIO

En el presente estudio, se plantearon dos hipétesis:

1.- La variabilidad fenotipica de caracteres de crecimiento, componentes de floracion, y
sobrevivencia de arboles de Eucalyptus cladocalyx F. Muell reportada en Chile, puede ser
correlacionada con sus patrones de variabilidad genética para detectar regiones en el genoma que

proporcionan un control genético sobre las caracteristicas.

2.- La estructura genética de E. cladocalyx tiene un efecto significativo en la deteccion de
regiones genéticas asociadas a caracteristicas fenotipicas. El efecto de la estructura genética

genera falsos positivos en la asociacién marcador-fenotipo.
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CAPITULO IV: OBJETIVOS

Obijetivo general

Detectar loci de caracteristicas cuantitativas, relacionados a caracteristicas de crecimiento,
floracién y sobrevivencia en diferentes familias de medios hermanos de procedencias australianas
de Eucalyptus cladocalyx F. Muell establecidas en Chile. En adiccion, determinar si la estructura

genética de E. cladocalyx influye en la deteccidn de loci de caracteristicas cuantitativas.

Obijetivos especificos

1.- Determinar loci variables entre familias de medios hermanos de procedencias australianas
establecidas en Chile de Eucalyptus cladocalyx F. Muell en base a sus polimorfismos a nivel

molecular.

2.- Correlacionar la variabilidad genética de Eucalyptus cladocalyx F. Muell con caracteristicas

de crecimiento, floracién y sobrevivencia, para detectar loci de caracteristicas cuantitativas.

3.- Definir la estructura genética de E. cladocalyx y determinar si la estructura genética afecta en

la deteccidn de loci asociados a las caracteristicas de crecimiento, floracion y sobrevivencia.
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CAPITULO V: MATERIALES Y METODOS

5. 1 Ensayo y mediciones fenotipicas

Se utiliz6 material de un ensayo de progenie de Eucalyptus cladocalyx, el cual esta localizado en
la Provincia de Choapa, Region de Coquimbo, Chile (31°08°S, 71°19°0; 297 m altitud). Para
detalles del ensayo ver Cané-Retamales et al. (2011) y Vargas-Reeve et al. (2013). Ocho
caracteristicas cuantitativas se consideraron en el andlisis genético: altura (HT), diametro a la
altura de pecho (DAP) vy rectitud del fuste (REC), medido en arboles de 10 afios de edad,
intensidad de floracion (IF), floracion tardia (FT), capacidad de reproduccion (CR), vy
sobrevivencia de los arboles (SV) medido a los 12 afios, y finalmente, la precocidad de floracion
medida a los 2 afios de edad (PF). En tabla 1, se muestran los detalles ambientales del origen de

las procedencias y familias estudiadas.

Las variables REC, IF, PF, FT, CP y SV se consideraron como variables discretas. La rectitud se
clasificd en cuatro niveles (VARGAS-REEVE et al., 2013): valor 0 para arboles severamente
torcidos, valor 1 para arboles con niveles de curvatura moderados, valor 2 para arboles
ligeramente curvados y valor 3 para arboles de troncos rectos. La IF se clasifico en forma similar
a lo propuesto por Hudson et al. (2009) en cuatro niveles: valor 0 cuando no habia presencia de
flores, valor 1 si pequefias partes de la copa presentaba flores, valor 2 si presentaba flores
cubriendo hasta la mitad de la copa, y valor 3 si se presentaban flores en toda la copa. La PF se
consider6 como una variable binaria, de valor 0 cuando no presentaban flores, yemas o capsulas a
los dos afios de edad, y valor 1 en caso contrario (MORA et al., 2009). La FT se midio a fines de
la temporada de floracion de 2013 (mayo-junio). Se asigné un valor de O si al final de la
temporada los arboles no presentaban flores, y valor 1 en caso contrario. La variable CR se
consider6 como una variable binaria, tomando valor de 0 si los arboles nunca han presentado
floracién dentro de un periodo de 12 afios, y valor de 1 en caso contrario. Finalmente, SV se
consider6 como una variable binaria, con valor O para arboles que no sobrevivieron tras 12 afios

de la plantacion, y valor de 1 en caso contrario (sobrevivientes).
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Tabla 1. Procedencias de E. cladocalyx evaluadas en el ensayo Tunga Norte, Illapel, Regién de

Coquimbo, Chile.

Procedencias Familias (n) Latitud (S) Longitud (E) Pptann (mma™)
Flinders Chase
National Park (Isla 8 35°57" 136°42' 637.9
Kangaroo)
Marble Range
) 4 34°30' 135°30' 485.1
(Peninsula Eyre)
Mt. Remarkable
) _ 15 32°43' 138°06' 242.8
(Cordillera Flinders)
Cowell (Peninsula
10 33°38' 136°40' 405
Eyre)
Wirrabara (Cordillera
33°06' 138°14' 256.6

Flinders)

Ppt ann: Precipitaciones anuales (mm a™).

5. 2. Analisis de marcadores moleculares y estructura genética

Se recolectaron hojas de cinco arboles por familia (de un total de 45 familias), las cuales se

seleccionaron en forma aleatoria de diferentes bloques del ensayo. Se transportaron en bolsas

plasticas, para luego ser almacenadas a -80°C durante dos meses. Se utiliz6 el método CTAB de

extraccion de ADN, para tejidos vegetales de acuerdo con Doyle y Doyle (1987) con algunas

modificaciones. El pellet resultante de la extraccion contenia el ADN de los cinco individuos, por

tanto cada muestra constituy6 un grupo familiar. Se observo la integridad y concentracion de los

ADNs en geles de agarosa al 0,8%, comparados con un estandar ProMega-Markers® Lambda

Ladder 50-8000 kb (Promega Corporation). Los geles se visualizaron y fotografiaron en un

transiluminador Vilbert Loumart Super-Bright UV transilluminator, y una camara fotografica

Nikon coopix 4300. Dada la gran cantidad de interferentes de amplificacion, que son comunes en
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los tejidos de las especies de Eucalyptus (SHEPHERD et al., 2002), los ADN se trabajaron en
diluciones 1:100 en Buffer TE (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA pH 8.0).

Se seleccionaron ocho partidores ISSR, previamente usados con buenos resultados en otras
especies de Eucalyptus (Tabla 2). Se utilizé un volumen de reaccion de 20pL, el cual contenia 2
puL de ADN templado en dilucion (1:100), Buffer de reaccién al 1X (5X Green Go Taq Flexi
Buffer, Promega Madison USA), partidores a una concentraciéon de 0,6 uM, dNTPs (Promega) a
200 pM, MgCl, (Promega) a 1,5 mM, y 0,625 U mL™ de Taq Pol (Promega). Se realizaron dos
diferentes programas de amplificacion en un termociclador Axygen Maxygen PCR Therm-1000.
Para los partidores (RCA);, T(GT)s, TA(CAG)4, RA(GCT)s, GAg, Yy UBC810 se utilizo el
siguiente programa de amplificacién: una denaturacion inicial a 94°C durante 3 min, seguido de
35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 s, con las respectivas temperaturas de alineamiento para
cada partidor (Tabla 2) durante 30 s, una extension a 72°C por 1 min, y una extensién final a
72°C durante 10 min. En el caso de los partidores ISO; e ISO;, se utilizo el siguiente programa:
denaturacion inicial a 94°C durante 7 min, seguido de 45 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 s,
un alineamiento a la temperatura propia del partidor (Tabla 2) durante 45 s, una extension a 72°C
por 1 min, y una extension final a 72°C durante 7 min. Los productos de amplificacion se
visualizaron en geles de agarosa al 2% con tincion de Bromuro de Etidio, mientras que el tamafio
de los fragmento se compararon con marcadores de peso Axygen® de 100 - 3000 pb. Los geles
se visualizaron y fotografiaron en un transiluminador Vilbert Loumart Super-Bright UV

transilluminator, y una cAmara fotografica Nikon coopix 4300.

La estructura genética se infirié usando los datos obtenidos de los marcadores ISSR. Se utilizé el
programa Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER y LISCHER, 2010) para discriminar loci que no
cumplieran con los supuestos de neutralidad (puntos outlier), segun lo propuesto por Excoffier et
al. (2009). Posteriormente, los loci neutrales se utilizaron para el analisis de estructura genética,
usando el programa STRUCTURE 2.2 (PRITCHARD et al., 2000). Se establecio la hipotesis de
un posible nimero de grupos o clusters (K) entre 1 y 8, segiin un modelo no-admixture y de
frecuencias de alelos independientes entre poblaciones. Se estimé el valor de K desde 20
repeticiones independientes para cada posible valor de K (1-8), un periodo de descarte (Burn-in)
de 500 y numero de cadenas de Gibbs de 20000. El K 6ptimo fue calculado segun lo propuesto
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por Evanno et al. (2005). En adiccion, se realiz6 un andlisis de varianza (AMOVA) entre
procedencias y familias para corroborar su consistencia con STRUCTURE, mediante el programa
ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER y LISCHER, 2010). Se determin0 el indice de fijacion de Wright
(dst; Wright 1931) entre las procedencias, y los valores de &st entre cada una de las

procedencias.

Tabla 2. Partidores ISSR, secuencias y temperaturas de alineamiento utilizadas. Al pie de tabla,
se entregan antecedentes de especies que han sido estudiadas previamente con estos partidores.

Nombre Secuencia partidor T°a
1 R(CA), 5'-GATACTGATACACACACACACACA-3" 55°C
! T(GT)g 5-CATATGTGTGTGTGTGTGTGTGT-3' 50°C
1 TA(CAG), 5-AGATTCAGCAGCAGCAG-3' 55°C
'RA(GCT)s 5-ATAAAGCTGCTGCTGCTGCTGCT-3’ 55°C
! (GAS R 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAAGT-3' 45°C
1uUBC810 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAT-3=' 48°C
2150, 5'-CACACACACACAGG-3' 45°C
21S0, 5-CTCTCTCTCTCTCTCTAAC-3' 50°C

'E. tereticornis (CHEZHIAN et al., 2010); E. camaldulensis, E. citriodora, E. grandis, E. pellita,
y E. urophylla (BALASAVARAVAN et al., 2005); E. camaldulensis, E. citriodora, E. grandis,
E. pellita, E. tereticornis, y E. urophylla (BALASAVARAVAN et al., 2006); ? E. grandis
(OKUN et al., 2008); T°a: Temperatura de alineamiento.

5. 3. Analisis de asociacion fenotipo y genotipo

Se utiliz6 el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) o criterio de Schwarz para corroborar la
significancia del efecto familiar para todas las caracteristicas fenotipicas estudiadas, mediante el
método de Laplace de aproximacion de probabilidad en el programa SAS (1996), para las
caracteristicas discretas, en un modelo lineal generalizado mixto (GLMM). Se asumio
distribucion multinomial para REC y IF (Funcion de ligacion: cumulative logit) y distribucién
binomial (Funcion de ligacion: logit) para SV, FT, PF y CR. Para el caso de las caracteristicas de

altura y DAP, se utilizé un modelo lineal mixto.

Se obtuvieron los valores genéticos (VG: breeding values) de las 45 familias estudiadas,

utilizando un analisis Bayesiano en el programa SAS (1996). La prediccion de los valores
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genéticos se basaron en el valor promedio de cada muestraa posteriori de tamafio 50000,
generada por el algoritmo de Cadenas Independientes, una variante de los métodos de Monte
Carlo Cadenas de Markov (MCMC: Markov Chain Monte Carlo). Se eliminaron las primeras
5000 muestras de cada cadena. Para el caso de las caracteristicas discretas, se us6 un Modelo
Lineal Generalizado Mixto Bayesiano (macro %GLIMMIX, opcion PRIOR), y para las variables
continuas un Modelo Lineal Mixto Bayesiano (PROC MIXED, opcion PRIOR). EI modelo

general asociado al experimento se definié como:

y=XpB+Zy+¢

Donde y es el vector de las respuestas observadas, X es la matriz de delineamiento que
corresponde al vector de parametros del efecto bloque y procedencia (B); Z es la matriz de
incidencia que corresponde al vector de parametros del efecto genotipico (7 ); y ¢ es el vector de
residuos. Se asume que y y ¢ son independientes y con distribucion normal univariada, de

promedio cero y matriz de varianza G y R, respectivamente.

Se define a & como el vector de componentes de varianza. La funcion de densidad conjunta de

(B,y, @) es dado por

f@B.v.0lv)=Ff@B.v16.v)f@ly)

La especificacién de cada distribucion a priori de los elementos del modelo es dado por
(RODOVALHO et al., 2008; MORA et al., 2007):

f By .of %)~ NXB+ Zy ,R)
fB)«l

f (¥l °)~ N(O,G)

f (%)~ 1G(a, b)

f (0"~ 1G(c, d)
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Los componentes de varianzas tienen distribuciéon a priori Gama Inversa (~1G). La funcién de

densidad a priori del pardmetro de efecto de Bloque fue asumida como uniforme.

La distribucidn a posteriori conjunta es definida como:

fByol.a’ly)yocfB)fGla%)f (@’ )fcd)f @Iy o)

Posteriormente, se evalud la asociacion entre los perfiles genéticos familiares obtenidos por los
marcadores ISSR y los valores genéticos familiares determinados por el analisis Bayesiano. El

analisis de asociacion bayesiana se baso en el siguiente modelo
Yik = X + 2, + &

donde Yi;j, corresponde al i -ésimo valor de VG con Vi ~N (0 o?); Xj es el efecto del j-ésimo
marca molecular, Z, es el efecto del k -ésimo cluster determinado con el software STRUCTURE,
y &; corresponde al efecto residual de la ijk -ésima asociacion que depende de la k -ésimo

cluster y del j-ésima marcacon & ~ N (0; &?2).

Se evaluo el efecto de cada marca molecular (loci ISSR) mediante un Modelo Bayesiano que
toma en consideracion el efecto de la estructura genética. Para ello se utiliz6 el procedimiento
GENDOD con la opcion BAYES, con periodo de descarte (Burn in) de 5000 muestras y un
tamafo de cadenas de 100000. El algoritmo de Gibbs, una variante de los Métodos de Monte
Carlo, via Cadenas de Markov, se utilizd para la conformacion de la distribucion a posteriori
paramétrica. Por Gltimo, el efecto del marcador sobre la caracteristica (r?) fue calculado mediante
un modelo lineal general (GLM), implementado en el programa SAS (1996).
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CAPITULO VI: RESULTADOS

6.1 Variabilidad fenotipica familiar

El efecto familiar fue significativo para todas las caracteristicas de estudio (Tabla 3). De acuerdo
al criterio de informacién bayesiano (BIC), el modelo que contempla el efecto familiar explico
mejor la variabilidad de las caracteristicas de estudio, en contraste con el modelo reducido. La
seleccion del modelo adecuado se basa en elegir el valor minimo de BIC, el cual corresponde a la
mayor probabilidad posterior bayesiana (NEATH y CAVANAUGH, 2012). Todos los
diferenciales de BIC (A BIC) fueron superiores a 10, lo cual indica una fuerte evidencia de que

existen diferencias entre las familias.

Tabla 3. Cuadro de seleccion de modelo basado en Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) para
las caracteristicas de IF, SV, HT, DAP, FT, PF, CR y REC en E. cladocalyx. EI modelo nulo (1)
corresponde al modelo reducido, mientras que el modelo (2) considera el efecto familiar.

Modelo IF SV HT DAP FT PF CR REC

Modelo nulo (1)
2 Log Likelihood 3501 778 4557 5547 1177 1354 1428 2523
BIC 3767 1033 4564 5554 1427 1606 1680 2789

Modelo familiar (2)
2 Log Likelihood 3432 757 4511 5514 1160 1334 1390 2477
BIC 3580 897 4519 5522 1300 1474 1530 2625

ABIC (1-2) 188 136 46 32 127 132 150 163
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6.2. Patrones de variabilidad genética

Los partidores ISSR utilizados generaron un total de 93 loci, que fluctuaron entre los 100 y 2.500
pb, mientras que en forma individual cada partidor amplifico entre nueve y 15 loci (Tabla 4). Los
niveles de polimorfismos de los ocho partidores ISSR fluctuaron entre 44,4% y 100%. Los
partidores que resultaron ser mas polimorficos fueron 1SO;, RCA;, y UBC810 (Anexo I, Figura
A. 1); mientras que el de menor polimorfismo fue RA(CGT) (Anexo I, Figura A. 2). Los
resultados indicaron que el 83.87 % del total de los loci (78 loci) se identificaron como loci

neutrales y fueron considerados en posteriores analisis.

Tabla 4. Tabla resumen de los productos de amplificacién para cada partidor ISSR. N: NUmero de
loci totales; Nn: Numero de loci neutrales; Nnp: Numero de loci polimdrficos neutrales; %P:
Porcentaje de loci polimorficos neutrales.

Partidor N Nn Nnp % P
RA(CGT) 9 9 4 44.4
I1ISO; 14 14 14 100.0
ISO, 15 12 10 83.3
TA(CAG), 11 8 7 87.5
T(GT)g 11 9 8 88.9
GAg 8 6 5 83.3
R(CA); 12 9 9 100.0
UBC810 13 11 11 100.0
Total 93 78 68 87.2

6. 3 Analisis de estructura genética de E. cladocalyx

El analisis de estructura genética mediante el programa STRUCTURE determind dos posibles
grupos genéticamente homogeneos para E. cladocalyx (Tabla 5; Anexo Il Tabla A.1; Figura A. 3;
Figura A. 4). Las procedencias de Flinders Ranges (Mt. Remarkable y Wirrabara) y de Peninsula
Eyre (Cowell y Marble Range) fueron agrupadas en un mismo cluster, mientras que Flinders
Chase (Isla Kangaroo) obtuvo mayor grado de pertenencia hacia un cluster diferente. El
AMOVA revelo las procedencias estan significativamente diferenciadas (&st = 0.14; Tabla 6).
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Consistente con los resultados de STRUCTURE, en el analisis pareado de &st (Tabla 7) se
registrd6 que en promedio Flinders Chase estda mayormente diferenciada de las demés

procedencias, a excepcion de Wirrabara.

Tabla 5. Cuadro resumen de los grados de pertenencia de cada procedencia a un determinado
grupo o cluster.

Procedencia Cluster 1 Cluster 2
Mt. Remarkable 0.8 0.2
Cowell 0.984 0.016
Marble Range 1 0
Wirrabara 0.62 0.38
Flinders Chase 0.294 0.706

Tabla 6. Andlisis de varianza molecular entre procedencias de E. cladocalyx.

Fuente de variacion d.f CVv % PV
Entre procedencias 4 1.0078 14.05
Entre familias 40 6.167 85.95
Total 44 7.131

Dst 0.14

P-value < 0.000

p < 0.05; d.f: grados de libertad; CV: Componentes de varianza; %PV: Porcentaje de variacion.

Tabla 7. Analisis pareado de indices de diferenciacion (&st) entre procedencias de E. cladocalyx.

Procedencia Mt. Remarkable Cowell Marble Range Wirrabara Flinders Chase

Mt. Remarkable -

Cowell 0.19* -

Marble Range 0.17* 0.11* -

Wirrabara 0.11* 0.17* 0.19* -

Flinders Chase 0.16* 0.25* 0.19* 0.06 -

*p <0.05
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6. 4 Analisis de asociacion de marcadores y caracteristicas complejas.

Veintidos loci amplificados de los partidores T(GT)e (2), 1SO, (4), ISO; (3), R(CA); (6),
UBCB810 (4) y TA(CAG),4 (3), pudieron ser asociados con alguno de los caracteres estudiados
(Tabla 6), los cuales representan un 28.2 % de total de los loci testeados. Los 22 loci asociados
explicaron entre un 7 'y 22 % de la variacion fenotipica. Los intervalos de credibilidad Bayesianos
revelaron 16 asociaciones entre marcador y caracteristica que tienen un efecto positivo, y 19 que
tienen un efecto negativo en el fenotipo de los arboles. En forma individual, se encontraron cinco
loci asociados a HT (explicando entre 8-15 % de la variacion), siete loci asociados a DAP (7-11
%), un locus asociado a rectitud (10%), siete loci asociados a IF (8-16 %), cuatro loci asociados a
SV (9-10 %), dos loci asociados a FT (13-14%), tres loci asociados a PF (9-13 %), y seis loci
asociados a CR (9-22 %).

Varios loci estan en asociacion con mas de un caracter (Tabla 8). Tres loci fueron asociados a HT
y a DAP. Ademas, los tres loci aportaron los mismos efectos para ambos caracteres (dos de
efecto positivo y uno de efecto negativo). Un fragmento de 450-500 pb amplificado a partir de
UBC810 se asocid a cinco caracteres a la vez (DAP, IF, SV, PF y CR), mientras que la mayoria

fueron asociados a uno o dos caracteres.

Los loci amplificados de GAg y RA(CGT) no pudieron ser adecuadamente asociados a ninguno
de los caracteres estudiados. Un locus de 1500 pb aprox., amplificado a partir de RA(CGT), fue
asociado con CR, no obstante sélo fue significativo al discriminar el efecto de estructura genética
en el modelo de andlisis, indicando un falso positivo (Tabla 9). Similarmente, los loci de 550-600
pb, 200-220 pb y 1700-1800 pb; amplificados por R(CA)7, ISO1, e 1SO2, respectivamente,

también fueron erradamente asociados a caracteristicas.
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Tabla 8. Cuadro resumen de loci asociados a las variables en estudio de E. cladocalyx. Todos los
loci mostrados fueron significativos para las caracteristicas fenotipicas, considerando la

estructura genética en el modelo Bayesiano de asociacion.

IC (95%)

Caracteristica Partidor  TM (pb) Media Inferior  Superior r’
HT ISO2  1500-1700  0.559 0.091 1.040 0.087
1SO2 600 pb -0.405 -0.687  -0.126 0.128
TACAG  350-370 -0.181 -0.351  -0.009 0.073
T(GT)9  780-800 0.305 0.115 0.495 0.152
R(CA)7  550-600 0.320 0.000 0.646 0.082

600-630

DAP ISO1 ob 0.312 0.078 0.544 0.111
ISO2  1500-1700  0.744 0.136 1.369 0.091
1SO2 350 -0.487 -0.031  -0.935 0.077
TACAG  350-370 -0.276 -0.499  -0.050 0.094
T(GT)9 1200 -0.344 -0.657  -0.035 0.077
T(GT)9  780-800 0.286 0.026 0.547 0.077
UBC810  450-500 -0.294 -0.564  -0.022 0.082
REC ISO2 350 -0.729 -1.314  -0.155 0.103
IF ISO1 450-470 -0.411 -0.687  -0.132 0.141
1SO2 360-380 0.378 0.073 0.678 0.108
TACAG  760-780 0.328 0.028 0.620 0.094
R(CA)7 2300-2500  -0.427 -0.760  -0.095 0.117
R(CA)7 1800-1900  0.450 0.124 0.768 0.137
R(CA)7  300-330 -0.405 -0.794  -0.020 0.085
UBC810  450-500 0.477 0.181 0.775 0.166
SV R(CA) 1300-1400  0.340 0.051 0.632 0.101
UBC810 1000-1100  -0.340 -0.625  -0.050 0.095
UBC810  450-500 -0.391 -0.713  -0.067 0.106
UBCB810 400 0.351 0.046 0.650 0.097
FT R(CA)7 450-470 -0.402 -0.687 -0.115 0.140



Tabla 8. (Continuacidn)

IC (95 %)
Caracteristica  Partidor ™ Media Inferior  Superior
UBCB810 400 0.307 0.080 0.530 0.137
PF ISO1  1100-1200  -0.648 -1.091 -0.203 0.130
ISO1 450-470 0.241 0.041 0.444 0.094
UBC810  450-500 -0.335 -0.566 -0.101 0.135
CR TACAG 900-1000 -0.550 -1.033 -0.078 0.118
TACAG  760-780 -0.317 -0.623 -0.018 0.108
R(CA)7 1800-1900  -0.374 -0.711 -0.045 0.113
R(CA)7  300-330 0.459 0.070 0.843 0.123
UBC810  510-520 -0.388 -0.723 -0.042 0.114
UBC810  450-500 -0.534 -0.831 -0.236 0.219

IC: Intervalo de Credibilidad; TM: Tamafio de fragmento.
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Tabla 9. Falsos positivos de asociacion. En esta tabla, se muestran los loci que fueron asociados a
caracteristicas debido al desconsiderar o ignorar estructura genética de E. cladocalyx.

IC (95%)
Tipo de analisis Caracteristica Partidor  TM (pb) Media Inferior Superior r’

SES DAP R(CA)7  550-600 0.424 0.002 0.847  0.077

REC ISO1 200-220 0.249 0.007 0.489 0.068

CR RACGT 1500 -0.409 -0.790 -0.033 0.075

ISO2  1700-1800 -0.940 -1.860 -0.026 0.069

IES DAP R(CA)7  550-600 0.419 -0.007 0.853 0.077

REC ISO1 200-220 0.240 0.0004 0.479 0.071

CR RACGT 1500 -0.363  -0.761  0.024  0.093

ISO2  1700-1800 -0.886 -1.762  0.015 0.095

SES: Analisis ignorando la estructura genética; IES: Analisis considerando la estructura genética

en el modelo Bayesiano. IC: Intervalo de Credibilidad. TM: Tamafio de marcador.
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CAPITULO VII: DISCUSION

7.1 Variabilidad fenotipica de E. cladocalyx para caracteristicas complejas.

La variabilidad fenotipica es la primera aproximacion para encontrar variabilidad genética, la
cual puede ser aprovechada en los programas de seleccion. La aplicacion de la genética
cuantitativa basada en la informacién fenotipica y de pedigri, es la estrategia mas comdn en el
mejoramiento forestal (TSAROUHAS et al., 2002). De acuerdo con Collard et al. (2005) la
variabilidad genética encontrada en una poblacion de mejoramiento puede ser evaluada mediante
marcadores moleculares para asistir la seleccion de arboles de forma eficaz, eficiente, fiable y
rentable. En el presente estudio, se corrobord que las familias difieren significativamente en los
ocho caracteres estudiados, lo cual sienta las bases para generar analisis de asociacion fenotipo-
genotipo. Estos resultados estdn en concordancia con varios estudios que determinaron que el
crecimiento en altura, diametro, rectitud de fuste, intensidad de floracion y precocidad de
floracién de arboles de E. cladocalyx, poseen de altos a moderados grados de control genético
aditivo (MORA, 2006; CANE-RETAMALES et al., 2011; MORA et al., 2009). Cabe destacar,
que en este trabajo se evidencia que otras variables como la floracion tardia y la capacidad
reproductiva de arboles también son significativamente diferentes entre familias. En el caso de la
sobrevivencia, Mora et al. (2009) habian determinado que el control genético aditivo era
relativamente bajo a los cinco afios de edad. No obstante, en este estudio el criterio de
informacién bayesiano (BIC) evidencio que el efecto familiar fue altamente significativo (ABIC
= 136) en un periodo de 12 afios. En E. globulus se ha demostrado que en edades tempranas (4-5
afios) la heredabilidad de la sobrevivencia a estrés por sequia también puede ser relativamente
baja (CHAMBERS et al., 1996).

7. 2. Asociacion de marcadores y caracteres de crecimiento

A pesar de que el crecimiento se considera una variable de herencia poligénica y de baja
heredabilidad, en el género Eucalyptus y en otras especies forestales existen una serie de trabajos
gue reportan regiones genéticas asociadas a altura, diametro, crecimiento radicular (FREEMAN
et al., 2009; BYRNE et al., 1997; THUMMA et al, 2010a; MARQUES et al., 1999; BUNDOCK
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et al., 2008). En general los caracteres de diametro y altura en Eucalyptus spp poseen
heradabilidades bajas y moderadas (VOLKER et al., 2008; HAMILTON et al., 2009). En el
presente trabajo, se detectaron 14 loci que podrian relacionarse con el crecimiento en altura,
diametro a la altura de pecho y rectitud de fuste de E. cladocalyx. Tres loci fueron asociados en
forma positiva a altura y DAP, lo cual es esperado ya que se ha documentado que para
Eucalyptus existe una correlacion genética positiva entre ambas variables. Por ejemplo, Vargas-
Reeve et al. (2013) determinaron que el diametro y la altura de arboles de E. cladocalyx tienen
una alta correlacion genética (r = 0.81), lo cual podria indicar un posible efecto pleoitropico de
los loci mencionados. Previamente, en los géneros Populus y Corymbia ya se han reportado loci
pleitropicos para caracteres de crecimiento (WU y STETTLER; 1998; RAE et al., 2008; DILLEN
et al., 2009; SHEPHERD et al., 2008). Este tipo de loci podrian ser importantes para el
mejoramiento genético, ya que son buenos candidatos para la seleccién asistida por marcadores
(QUARRIE, 1996; MANGIN et al., 1998).

En el analisis de asociacion de marcadores con la rectitud de los arboles se encontré sélo un locus
asociado, el cual tuvo un efecto negativo sobre la caracteristica. Este mismo locus también fue
asociado al diametro en forma negativa. Vargas-Reeve et al (2013) reportaron una baja
correlacion entre las variables de diametro y rectitud en E. cladocalyx. No obstante, Callister et
al. (2008) pudieron determinar un positivo coeficiente de correlacion entre crecimiento y rectitud
en la misma especie. Cabe destacar que Cappa et al (2010) encontraron un importante efecto del
sitio para establecer correlacion entre crecimiento y rectitud en E. viminalis, por lo tanto podria
aun no ser bien entendida la relacion entre ambas variables. En el caso de rectitud de fuste,
existen pocos estudios de asociacion con marcas moleculares en especies forestales. Por ejemplo,
Kumar et al. (2004) detectaron dos loci de efecto positivo justificando un 41.2 % de la variacién

fenotipica en Pinus radiata.

En general, de acuerdo con Grattapaglia et al. (2009) el efecto de un QTL de crecimiento
explicaria entre un 10-30 % de la variacion fenotipica. En este trabajo, se detectd que los loci
asociados a crecimiento justificaron entre un 7-22 % de la variacién fenotipica, los cuales estan
en concordancia con otros estudios (GRATTAPAGLIA et al., 1996; BYRNE et al., 1997). En

teoria, la presencia de un QTL de crecimiento incrementaria el mérito genético de un arbol, no
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obstante éste también podria tratarse de un gen semi-letal frecuente en una poblacion
(REMINGTON y O’ MALLEY, 2000). En este estudio, dos loci tuvieron un efecto negativo para
altura de arboles, mientras que para DAP se encontraron tres QTLs con efecto negativo. Los QTL
de efecto negativo también han sido reportados en otras especies para caracteristicas de
crecimiento (BRADSHAW y STETTLER, 1995; REMINGTON y O MALLEY, 2000). Cabe
destacar, que los QTL de efecto negativo también podrian tratarse como criterio de seleccion en
el mejoramiento. Por ejemplo, la resistencia al quiste de la soya en Glycine max es medida en una
escala de dafio, por lo tanto los QTLs que confieren resistencia tendran un efecto negativo sobre
la caracteristica (ARRIAGADA et al., 2012).

7.3. Asociacion de marcadores y componentes de floracion.

Uno de los propositos de la introduccién de E. cladocalyx a Chile fue apoyar la produccion de
miel en regiones con déficit hidrico (MORA et al., 2009; CANE-RETAMALES et al., 2011), por
lo tanto es importante comprender el comportamiento de los componentes de floracion en la
especie. En los ensayos experimentales de E. cladocalyx en Chile se ha determinado que la
intensidad y precocidad del floracion son altamente heredables, lo que sugiere que estas variables
estan sujetas a un alto grado de control genético aditivo (MORA et al., 2009; CANE-
RETAMALES et al., 2011). En el presente estudio, la intensidad pudo ser asociada a siete loci,
de los cuales cuatro tuvieron un efecto positivo en la caracteristica y tres un efecto negativo,
mientras que la precocidad fue asociada s6lo con tres loci (dos loci de efecto negativo y un locus
de efecto positivo). Dos loci fueron asociados a ambas variables (1SO1s0-200); UBC810s50-500)),
no obstante los efectos de los loci fueron inversos, es decir 1SOys0-400) tuvo un efecto positivo
para precocidad y negativo para intensidad, mientras que UBC8104s0-500) tuvo un efecto positivo
para intensidad y un efecto negativo para precocidad. Cané- Retamales et al. (2011) determinaron
que existe una correlacion positiva entre las variables de intensidad y precocidad de floracion,
destacando el impacto que tendria la seleccion de arboles en fase reproductiva a temprana edad y
de alta intensidad de floracién en afios posteriores. Los resultados podrian indicar que los loci no
son estables a diferentes edades de los arboles, y cambien su participacion en la expresion de los
caracteres. La estabilidad de un QTL en el tiempo y a diferentes condiciones medioambientales,
es fundamental para su aplicacion (BRADSHAW y GRATTAPAGLIA, 1994). La estabilidad de
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un QTL ha sido mayormente estudiada para caracteres de crecimiento ya que se sabe que la
heredabilidad de los caracteres de crecimiento varia en el tiempo debido a que es un proceso

dindmico y de alta interaccién con el medio ambiente.

La variable de capacidad de reproduccion medida desde el establecimiento del ensayo a arboles
de 12 afios de edad (CR) fue asociada a seis loci (explicando entre un 9-19% de la variacion
fenotipica), de los cuales tres también fueron asociados a las intensidad de floracion. Este
resultado puede indicar que los loci envueltos en una mayor intensidad de floracion (dependiendo
del efecto del locus) también pueden condicionar la iniciacion a estado reproductivo de un arbol,
lo cual no necesariamente esta relacionado a una edad en especifico. En adiccion, ninguno de los
loci de efecto significativo para CR fue asociado con precocidad de floracion, probablemente
debido a que los arboles mayormente precoces de E. cladocalyx florecen desde los 2-3 afios de
edad (MORA et al.,, 2009). Contreras-Soto et al. (2011) encontraron que la interaccion
procedencia-sitio no tiene un efecto significativo para la caracteristica de presencia o ausencia de
eventos florales a los ocho afios de edad, por lo tanto los loci asociados a CR encontrados en el

presente estudio podrian mantener su estabilidad en diferentes sitios.

La floracion de E. cladocalyx se ha considerado como abundante y duradera (RIEKS, 2009). En
Chile, se ha registrado que el periodo de floracion de E. cladocalyx ocurre fundamentalmente
entre los meses de diciembre y abril, periodos que son criticos debido a las bajas precipitaciones
(MORA et al., 2007), lo cual es negativo para la produccion de miel. No obstante, en los ensayos
ubicados en el Norte de Chile se ha observado que algunos individuos florecen o mantienen su
estado reproductivo posterior al periodo de floracion. En el presente estudio, la variable de
floracion tardia pudo ser asociada a dos loci, uno de efecto positivo (UBC810(00)) y otro de
efecto negativo (R(CA)zs0-470)) Sobre la caracteristica. Los loci explicaron entre un 11-13 % de
la variacion fenotipica. Adicionalmente, el locus de 400 pb amplificado a partir de UBC810
tambien fue asociado con la sobrevivencia a condiciones de estrés hidrico. La floracion es un
proceso particularmente sensible al estrés abiotico, por lo tanto las plantas modulan los tiempos
de floracion y la produccion de flores en respuesta al estrés (JENKS et al., 2007). En general, la
induccion de la floracion se asocia a un mecanismo de evasion al estrés por sequia y no de
tolerancia (LEVITT, 1980; STATON et al., 2000), no obstante en plantas tolerantes pequefios
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grupos de genes tales como los que controlan los tiempos de floracidn, altura de plantas, y ajuste
osmatico pueden cumplir un rol importante en la adaptacion a ambientes propensos a sequia
(FORSTER et al., 2004)

7. 4. Asociacion de marcas moleculares y capacidad de sobrevivencia en condiciones aridas del
norte de Chile

El estrés por sequia es una de las principales causas de pérdida a nivel mundial para la
agricultura. Los efectos negativos incluyen la dificultad de establecimiento de plantulas, menor
crecimiento y desarrollo, generar mayor susceptibilidad a patégenos y ataque de insectos, y
mayor susceptibilidad a incendios (HOGG y WEIN, 2005; ZHAO y RUNNING, 2010). Todos
estos puntos se relacionan estrechamente con la productividad econémica de un cultivo, por lo
tanto la seleccién de material altamente eficiente en el uso de agua, podria minimizar los efectos
de la sequia, e incrementar la productividad en areas con baja disponibilidad de agua
(RONNBERG-WASTLJUNG et al., 2005). Particularmente en Chile, cerca de 30 millones ha
(40% del territorio nacional) se clasifican como zonas aridas o semiaridas (ORMAZABAL,
1991). Eucalyptus cladocalyx se presenta como una importante oportunidad, en contraste con
otras especies forestales (eg. E. globulus) ya que es sustentable en regiones con escasez de
precipitaciones anuales y es moderadamente tolerante a la salinidad. En el presente estudio, se
evalué la asociacion de marcadores moleculares con la capacidad de sobrevivencia en
condiciones de limitaciones hidricas de E. cladoxalyx. El andlisis permiti6 detectar cuatro
marcadores asociados a sobrevivencia, los cuales explicaron entre un 9-10 % de la variacién
fenotipica. Dos loci tuvieron un efecto positivo en la caracteristica, mientras que el resto mostro
un efecto negativo sobre el caracter. Una serie de cambios moleculares, bioquimicos fisioldgicos
y morfologicos actlan en respuesta frente al estrés en plantas (HAMANISHI et al., 2011). Una de
las respuestas mas comunes es reducir el potencial hidrico celular, y de esta manera reducir la
perdida de agua via transpiracion (JARVIS y JARVIS, 1963; TSCHAPLINSKI et al., 2006). Se
han determinado varios criterios para medir la capacidad de tolerancia/resistencia frente a déficit
hidrico. Brendel et al. (2008) detectaron 10 regiones genéticas asociadas a una mejor eficiencia
en el uso de agua, (expresado en funcion de la composicion isotopica de carbono 13), los cuales

explicaron una gran porcién de la variacion fenotipica de Quercus robur. Ronnberg-Wastljung et
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al (2005) detectaron cuatro regiones relacionadas al uso eficiente de agua en Salix dasyclados x
Salix viminalis, los cuales explicaron hasta un 11% de la variacion. Tschaplinski et al (2006)
ademas de reportar 12 regiones genomicas asociadas a la eficiencia de agua en Populus (que
explicaron entre un 5.5 — 19.1 % de la variacion fenotipica), reportaron que varias de ellas fueron
consistentes al ser evaluadas en diferentes sitios. En el presente estudio la sobrevivencia fue
medida de acuerdo a la capacidad de establecimiento (muere o sobrevive) en condiciones de
aridez, por lo tanto podrian relacionarse los loci detectados con cualquiera de los criterios
utilizados en los estudios previamente expuestos. En adiccion, el efecto de los marcadores
asociados a sobrevivencia (9-10 %) esta dentro de un rango esperado de acuerdo a los estudios

mencionados.

7. 5. Efecto de la estructura genética de poblaciones en la deteccion QTLs.

Cuando las poblaciones se encuentran estructuradas aumenta la probabilidad de realizar falsas
asociaciones entre loci y las caracteristicas cuantitativas (BALDING, 2006; THUMMA et al.,
2005; GRATTAPAGLIA y KIRST, 2008). En poblaciones naturales de Eucalyptus spp., es
comun encontrar bajos indice de diversidad y altos indices de diferenciacion genética entre
poblaciones (MCDONALD et al., 2003), lo cual favorece a que se genere estructuracion
poblacional. Estudios previos han indicado que E. cladocalyx presenta esta condicién (BUSH vy
THUMMA, 2013; STEANE et al.,, 2011; MCDONALD et al.,, 2003), por tanto se espera
encontrar que la estructuracién de poblaciones tenga un efecto sobre la deteccion de marcas
moleculares asociadas a caracteres fenotipicos. En el presente estudio, se determind que la
estructura genética de E. cladolcayx se conformo de dos principales grupos. En un mismo cluster
se agruparon las procedencias Mt. Remarkable, Wirrabara, Cowell y Marbe Range, mientras que
la procedencia Flinders Chase fue ubicada en un cluster independiente, lo cual es consistente con
lo encontrado por otros autores (BUSH y THUMMA, 2013; STEANE et al., 2011). En adiccion,
el analsis de varianza revel6 altos indices de diferenciacion de Flinders Chase con la mayoria de
las procedecnias. Los resultados indicaron que cuatro loci fueron falsos positivos de asociacion.
Esto pudo ser corroborado debido a que para todo analisis de asociacion se probaron dos
diferentes modelos, uno que contempld la estructura genética, y otro que solo considerd al locus

como el unico factor explicativo de la caracteristica. Los resultados encontrados son de
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relevancia para posteriores estudios de asociacion marcador- fenotipo, debido a que demuestran
que el efecto de estructura genética, en algunos casos, tiene un efecto en la deteccion de
marcadores asociados a caracteres, por lo tanto debe ser previamente definida e incluida en los
modelos estadisticos. Previamente se ha evidenciado que E. cladocalyx posee niveles de
endogamia y coancestridad relativamente altos (MCDONALD et al., 2003), lo cual tiene un
efecto importante en el mérito genético de los arboles (BUSH y THUMMA, 2013). Por lo tanto,
el efecto de estructura no es el Unico factor a considerar en posteriores andlisis de asociacion
(CAPPA et al., 2011). Cuando se presentan indices de endogamia relativamente altos, es comdn
encontrar alelos fijados en una poblacién, los cuales pueden ser propensos a ser asociados a
fenotipos (GRATTAPAGLIA y KIRST, 2008). En este estudio, un fragmento de 450-500 pb
amplificado a partir de UBC810 fue asociado a cinco caracteres, el cual no se presentd como un
falso positivo debido al efecto de estructura, sin embargo podria tratarse de un locus lo

suficientemente frecuente en una poblacién para ser asociado con varios caracteres a la vez.
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Capitulo VI11: CONCLUSIONES

La diversidad genética disponible en Chile de E. cladoclayx permitié detectar regiones genéticas
asociadas a caracteristicas complejas, las cuales pueden contribuir al mejoramiento genético en la

especie.

Diez regiones detectadas podrian ser utilizadas como criterio de seleccidn para obtener mejores
méritos genéticos para mas de un caracter a la vez (caracteres de crecimiento, componentes de

floracion y sobrevivencia a sequia), debido a posibles efectos pleoitropicos.

Similar a estudios anteriores, el presente estudio presentd un grado de estructuracion genética, el
cual fue incluido en el modelo de asociacion genética. Al ignorar la estructura genética, pueden
generarse falsos positivos de asociacion, indicando la importancia de considerar tal efecto en la

deteccidn de loci relacionados a caracteristicas fenotipicas en E. cladocalyx.
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ANEXO |

Patrones de variabilidad genética entre familias.

i FC1 FC2 FC3 FC4 FC5 FC6 FC7 FC8 ST

— 3 000 pb
B2 000 pb
—» 1 000 pb
— 600 pb
—» 400 pb

~— 200 pb

Figura A.l. Patrones de fragmentos amplificados con partidor 1SO;, para las procedencias
Cowell, y Flinders Chase. A) C1-C10: Familias de procedencia Cowell; ST: Marcadores de peso
molecular 100-3.000 pb B) FC1-FC8: Familias de procedencia Flinders Chase; ST: Marcador de
peso molecular 100- 3.000 pb.

Mtl Mt2 Mt3 Mtd Mt5 Mt6 Mt7 Mt8 Mt Mtl10 Mtll Mt12 Mt13 Mtl4 Mtl5 ST

Figura A. 2. Patrones de fragmentos amplificados con partidor RA(CGT), para las procedencias
Mt. Remarkable, y Marble Range. Mt1-Mt15: Familias de procedencia Mt. Remarkable; ST:
Marcadores de peso molecular 100-3.000 pb.



ANEXO II:

Analisis de estructura genética de E. cladocalyx

Tabla A. 1. Cuadro resumen de probabilidades de pertenencia de cada familia.

Matriz Q
N° Familia Procedencia  Cluster 1  Cluster 2
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F10
F11
F12
F13
F14
F15
F16
F17
F18
F19
F20
F21
F22
F24
F28
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(Tabla A.1)

F29
F30
F31
F23
F25
F26
F27
F32
F33
F35
F36
F37
F38
F39
F40
F41

0.097

0.903

F42
F43
F44
F45
F46
F47
F48

0.052

0.948

0.008
0.053

0.992

0.947
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Figura A. 3. Determinacion del nimero de grupos genéticamente diferenciados (K=2), usando el
método de Evanno et al. (2005). En el analisis se asumié un no-admixture model, con frecuencias
de alelos independientes.
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Figura A. 4. Bar plot de las probabilidades de pertenencia de las 45 familias de E. cladocalyx.
Cada procedencia y familia esta representada por una linea vertical, donde cada grupo (cluster)
esta representado por un color diferente.



