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Resumen y Abstract \%

Resumen

Eucalyptus globulus (Labill.) es una de las especies forestales mas plantadas a
nivel mundial, principalmente en las regiones templadas. En Colombia ha llegado
a ser la segunda especie forestal mas plantada. Para aumentar la productividad
y la calidad de las plantaciones, se establecieron en el pais, poblaciones de
mejoramiento con selecciones australianas y colombianas. Conocer la diversidad
genética de estas poblaciones es importante dado que con el tiempo la seleccién
tiende a reducir su diversidad genética. En esta investigacion se estudié la
diversidad genética de un huerto semillero clonal de Eucalyptus globulus (Labill.)
compuesto por 25 genotipos de los cuales 14 provienen de Australia y 11 de
Colombia. Mediante el empleo de 13 marcadores moleculares microsatélites vy
basado en el andlisis de frecuencias alélicas, se encontraron valores bajos con
relacion a otros estudios en la heterocigosidad esperada (He: 0,608) y en el
promedio del nimero de alelos (Na: 4,923), atribuidos principalmente al reducido
namero de genotipos presentes en el huerto. Las poblaciones australiana y
colombiana, son genéticamente similares, de acuerdo con los resultados de
identidad genética (I: 0,864) y distancia genética (D: 0,147) de Nei, y con el
valor Fst: 0,036 del AMOVA. Para establecer las relaciones de similaridad
genética entre genotipos, se us6 el indice de Jaccard con el cual no se
encontraron valores de similaridad superiores a 0,54, mostrando que entre los
genotipos del huerto se presenta alta diferenciacion genética. El estudio de la
diversidad genética del huerto semillero clonal conduce a recomendar la
introduccion de  genotipos seleccionados al huerto para incrementar su
diversidad genética, asi como la planeacion de estrategias de polinizacion
controlada, con el fin de optimizar la produccion y la calidad genética de la
semilla.

Palabras claves: diversidad genética, microsatélites, Eucalyptus globulus
(Labill.), programa de mejoramiento, huerto semillero.
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Abstract

Eucalyptus globulus (Labill.) is one of the most planted tree species in the world,
mainly in temperate regions. In Colombia it has become the second most planted
tree species. To increase productivity and quality of the plantations, breeding
populations with Australian and Colombian selections have been established in
the country. It is necessary to know the genetic diversity since it is becoming
important due to selection having the potential to reduce genetic diversity over
time. This research studied the genetic diversity in a Eucalyptus globulus (Labill.)
grafted seed orchard, consisting of 25 genotypes, 14 from Australia and 11 from
Colombia. Based on the allelic frequencies analysis of thirteen microsatellite
markers used in this study, the expected heterozygosity (He: 0.608) and the
average number of alleles (Na: 4.923) were lower in comparison with other
studies; these results are mainly attributed to the small number of individuals in
the orchard. According to the results of genetic identity (I: 0.864), genetic distance
(D: 0.147) Nei and the value (Fst: 0.036) of AMOVA the Australian and Colombian
populations are genetically similar. Jaccard similarity indices were used to
establish similarity relationships between genotypes, since values were lower than
(0.56) there is high genetic differentiation between genotypes. The genetic
diversity study of the grafted seed orchard shows that a higher number of selected
genotypes are required in the seed orchard. Moreover, it is greatly necessary to
establish large-scale manual pollination systems in order to optimize seed

production and its genetic quality.

Keywords: genetic diversity, microsatellites, Eucalyptus globulus (Labill.)

breeding program, seed orchard.
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Introduccioén

La especie Eucalyptus globulus (Labill.) es una de las especies forestales que
mas se planta a nivel comercial por fuera de su lugar de origen, ha llegado a
convertirse en la especie de eucalipto mas plantada en regiones templadas a
nivel mundial con un area plantada cercana a los 2’300.00 ha (Potts et al., 2004).
En Colombia, el E. globulus es una de las especies maderables mas plantadas
antecedida por Eucalyptus grandis y Pinus patula. La ciudad de Bogota es el
principal centro de consumo de madera en Colombia. De las especies forestales
cultivadas en la region cundiboyacense, el E. globulus (Labill.) abastece este
mercado maderero en gran medida. La importancia de la madera de esta especie
radica fundamentalmente en la produccion de pasta de papel, la transformacion
para postes de cableado eléctrico y telefénico, fabricacion de tableros, el
desenrollado, y la serreria entre otros. Esta madera también se destaca por
contar con alto porcentaje de celulosa, 60% aproximadamente, asi mismo, su
contenido de lignina es menor, 19,7%, si se compara con otras especies del
mismo género (Pinto et al., 2003). Dichas caracteristicas hacen que la especie
sea ideal como materia prima para la industria papelera (Rodriguez &Torres;
Foelkel (En Igartua et al., 2002).

Los proyectos de establecimiento de plantaciones comerciales para abastecer la
creciente demanda de madera, necesitan suficiente material vegetal de alta
calidad genética con el fin de alcanzar niveles de produccién competitivos. Por
este motivo, una de las actividades fundamentales en los programas de
mejoramiento genético de especies forestales es la instalacion de huertos
semilleros. Diferentes actores del sector forestal del pais como el INDERENA,
CONIF, Smurfit Kappa Cartén de Colombia S.A., Ministerio de Agricultura, entre
otros, han desarrollado estrategias para obtener plantaciones mas productivas a
partir del apoyo a proyectos de mejoramiento genético forestal sin embargo el
pais solo cuenta con un huerto semillero de Eucalyptus globulus (Labill.) en
produccion.

El INDERENA en 1983 instalo el huerto semillero de Eucalyptus globulus
(Labill.) del Parque Regional La Florida ubicado en el municipio de Cota
Cundinamarca. Este huerto semillero, unico en Colombia, conformado por 106



2 Introduccién

familias procedentes de Australia y 52 colectadas en Colombia (Arias y Castillo,
1995), ha sido objeto de evaluaciones fenotipicas a los tres, 11, 17 y 23 afios
obteniéndose informacion sobre el crecimiento, medido por variables como
altura, é&rea basal y volumen comercial de madera, adicionalmente en 1993 se
evalué la variable densidad de la madera (Salas y Salazar 2007).

A partir de los resultados de los estudios de evaluacion morfodendroldgica se
asumié la existencia de una base genética estrecha entre las familias
colombianas (Arias y Castillo, 1995). Lo anterior, ha sido explicado por los
antecedentes acerca de la introduccién de la especie en Colombia donde las
semillas para la propagacion de E. globulus (Labill.) se introdujeron al pais en
una sola época hacia el afio 1865, (Venegas 1989) por tal motivo se ha estimado
qgue las plantaciones a nivel nacional, en su gran mayoria, son originadas de
esta Unica introduccion.

Este estudio buscé conocer la diversidad genética en un huerto semillero clonal,
a través del estudio de parametros obtenidos por andlisis molecular basado en
marcadores microsatélites, con el proposito de complementar la caracterizacion
de genotipos destacados por sus atributos para la industria maderera. El andlisis
de los genotipos, con marcadores moleculares, permite evaluar la diversidad
genética sin considerar el efecto ambiental. Por tanto, ahora es posible el
conocimiento del componente genético de diversidad, tanto de los genotipos de
mayor productividad procedentes de Australia como los de nuestro pais. Esta
estrategia de caracterizacion basica, contribuye a la planificacién de posteriores
etapas de mejoramiento genético. En la evaluacion se usaron trece marcadores
moleculares tipo microsatélites (SSRs), usados anteriormente por Thamarus et
al., (2002) en la construccién de un mapa de ligamiento genético de E. globulus.
La poblacién de estudio cuenta con 25 genotipos de los cuales 14 son de
Australia y 11 de Colombia. Estos genotipos conforman el huerto semillero clonal
El Salitre establecido a partir de material originario del huerto semillero del
Parque La Florida.

Los resultados mostraron que la heterocigosidad esperada fue He: 0,608 y el
numero promedio de alelos Na: 4,9 valores inferiores a diferentes reportes para
la especie. Asi mismo, se encontré6 que no existe similitud genética entre los
genotipos del huerto, mientras que la divergencia genética entre las poblaciones
de Australia y Colombia es poco significativa.

Este es el primer estudio hecho en Colombia basado en un analisis molecular,
gue permite conocer el estado de la diversidad de los recursos genéticos de
Eucalyptus globulus (Labill.) del pais y que ofrece recomendaciones estratégicas
para su manejo dirigidas al mejoramiento genético.



1.0ODbjetivos

1.1 Objetivo General

Conocer la diversidad genética de los genotipos de Eucalyptus globulus (Labill.)
del huerto semillero clonal “El Salitre”, mediante el empleo de marcadores
moleculares tipo microsatélites (SSRs), con el propdésito de aportar informacién
que permita programar estrategias para el manejo genético de este

germoplasma en programas de mejoramiento.

1.2 Objetivos Especificos

1. Validar el uso de marcadores SSRs en la evaluacion de la diversidad

genética de genotipos de Eucalyptus globulus (Labill.).
2. Estimar las relaciones de distancia genética entre los genotipos analizados.

3. Plantear estrategias de manejo del germoplasma con fundamento en los
resultados de diversidad genética de los materiales estudiados.






2.Revision de Literatura

2.1 La produccion forestal de Eucalyptus globulus
(Labill.)

Eucalyptus globulus (Labill.) es una especie forestal usada en la produccion
maderera cuyo destino principal es la industria de fabricacion de papel. A nivel
internacional es conocido como blue gum eucalyptus también se le conoce como
Tasmanian blue gum (Skolmen & Ledig, 1990). E. globulus presenta distribucion
natural en Australia especificamente en Tasmania, Victoria y Nueva Gales del
Sur, entre los 31° vy los 43° latitud sur, su amplia expansion natural le ha
conferido una variacién genética espacial significativa, en sus caracteristicas
reproductivas. E. globulus hace parte de cuatro taxones con estrecha relacion
genética, globulus, bicostata, maideni y pseudoglobulus, a los cuales se les ha
dado diversas clasificaciones taxondmicas, como subespecies de acuerdo con
Kirkpatrick en 1974 o como especies de acuerdo con Brooker en 2000. Estos
taxones en sus caracteres morfologicos son diferentes y tienen distribucion
geografica especifica, aunque se encuentran poblaciones con caracteristicas
morfolégicas intermedias que comparten zonas geograficas comunes (Potts et
al., 2004). La subespecie globulus se encuentra confinada en su mayoria a la
costa sureste de Tasmania, en ciertas islas en el estrecho de Bass al norte de
Tasmania en el Cabo Otway Yy el Promontorio de Wilson al sur de Victoria, en
Australia (Skolmen & Ledig, 1990).

Algunas de las condiciones ambientales de aquellas regiones a donde la especie
ha sido introducida, son diferentes a las del area de distribucion natural. En la
zona de origen se encuentra entre 0 a 1.100 msnm, mientras que por ejemplo en

Colombia la especie se adaptd a zonas entre los 2.000 y 3.000 msnm, con
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periodos secos hasta de tres meses y precipitaciones anuales entre 500 y 1.500
mm. Es por esto, que la especie se ha adaptado a zonas de vida como las del
bosque seco montano bajo Bs-Mb, en los departamentos de Boyaca, Caldas,

Cauca, Narifio y Cundinamarca (Llanos y Flérez, 2000).

Eucalyptus globulus (Labill.) es la especie maderera mas importante en regiones
templadas del mundo, Tibbits et al., (en: Jones, Steane, Potts, & Vaillancourt,
2001). En 2004 se estimO que las plantaciones a nivel mundial cubren un area
cercana a 2,3 millones de hectareas; entre las regiones con mayor area plantada
se encuentra la peninsula Ibérica con 1,2 millones de ha, Australia con 350.000
ha, por su parte en Suramérica se destaca Chile con 232.000 y Uruguay con
200.000 ha (Potts et al., 2004).

La industria forestal ha mostrado especial interés en E. globulus por la densidad
de su madera y rapido crecimiento, Dutkowski y Potts (en: Jones, Steane, Potts,
& Vaillancourt, 2001). Los programas de mejoramiento que han procurado
optimizar el crecimiento y la calidad de la madera se han llevado a cabo en

Argentina, Australia, Chile, China, Portugal y Espafa.

El uso preferencial de E. globulus en la industria de fabricacion de papel radica
en la relacién entre el contenido de lignina (19,7%) y celulosa (60%) de su
madera, esta propiedad hace que la especie sea valiosa para la produccién de
pasta celuldsica de fibra corta. Adicionalmente, su madera es de color mas claro
frente a otras especies de Eucalyptus sp, por esto requiere menos utilizacion de
productos quimicos para el blanqueamiento de la pulpa. Por contener menor
porcentaje de lignina, la cantidad de taninos es también reducida, lo que significa
menor consumo de energia, mayor rendimiento de coccion y por tanto mejor

obtencion de pasta celulésica.

El area plantada con esta especie en los ultimos afios en Colombia ha
descendido, por lo que se ha requerido el aumento en las importaciones para el
abastecimiento de esta madera, principalmente para la produccion de postes
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para telefonia y electrificacién. De acuerdo con Rocha (2007), el comercio anual
de madera de eucalipto en los departamentos de Boyaca, Cundinamarca, y en
la ciudad de Bogota es cercano a los 235.368 m®. En promedio, un metro ctbico
de madera en estas tres regiones se paga al productor a US$ 70 Rocha (2007).
Entre los principales sectores consumidores de madera de eucalipto en Colombia
estan: la industria (pulpa papel y cartén), la fabricacion de estibas y embalajes,
la floricultura, la construccion, la mineria y la transformacion de postes para la

energia eléctrica.

2.2 EI mejoramiento genético forestal y los estudios de
diversidad

Los programas de mejoramiento genético forestal en diferentes especies tienen
sus origenes hacia la década de 1950. Las poblaciones domesticadas en muchos
casos estan distanciadas genéticamente de sus poblaciones silvestres apenas
una o dos generaciones. Las poblaciones naturales de todas las especies son
indispensables tanto para mantener el ecosistema como para conservar la
diversidad de los genes. Esta cercania generacional de las plantaciones frente al
bosque natural representa una gran ventaja, puesto que significa que las

posibilidades de seleccién y mejoramiento siguen siendo amplias.

La variacién genética es la base para el mejoramiento de los arboles, es decir que
la Unica posibilidad que tiene el hombre para propiciar el mejoramiento genético
es la indefectible presencia de variabilidad (Ipinza, 1998; Butcher & Southerton,
2007). Por lo tanto, una estrecha base genética tiene repercusiones drasticas en
la disminucién del rendimiento de la produccion maderera. Butcher & Simons (en
Butcher et al., 1999).

En las etapas tempranas de domesticacion, el monitoreo de la diversidad resulta
sumamente importante en poblaciones forestales pues permite reconocer y evitar
problemas en el futuro como consecuencia del aumento de la endocria. Mientras
mas diferencias existan entre los individuos de una poblacion, esta tendra mayor

oportunidad de resistir los constantes cambios de la naturaleza. Igualmente, las
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poblaciones forestales con escasa diversidad genética no podran hacer frente a

las demandas industriales y comerciales, que son cada vez mas dinamicas.

El conocimiento de la diversidad genética, en programas de mejoramiento en
especies forestales, permite el control de los efectos diferenciales en la
productividad, que se obtienen como resultado de la endogamia, las cruzas
consanguineas y el cruzamiento entre individuos no relacionados. Para
desarrollar un programa de mejoramiento genético es necesario conocer y
mantener la diversidad genética de los materiales vegetales, de este modo se
pueden abrir posibilidades para dar manejo genético a caracteres forestales de
interés, como resistencia a plagas y a enfermedades, adaptabilidad a factores

bidticos y abioticos extremos y productividad entre otros.

A raiz del reconocimiento de la importancia de estos aspectos se han
desarrollado diversos estudios de variabilidad genética utilizando marcadores
moleculares, los cuales permiten investigar los niveles de variabilidad en
poblaciones de mejoramiento y produccion para estimar el nivel de divergencia
entre individuos. Estos estudios resultan provechosos en términos de
conservacion, pre-mejoramiento y manejo racional del material vegetal en
muchas especies forestales (Marcucci et al., 2005). Segun Butcher et al. (1999),
si se quiere programar debidamente la seleccion, mejora genética y conservacion
de arboles forestales es indispensable generar informacion fidedigna acerca de la
distribucién de la variacion genética, la cual se puede conocer a través de la
medicién de caracteres morfolégicos y métricos o usando técnicas de marcadores

moleculares.

En el proceso de cuantificacion de la variabilidad genética en una poblacion de
mejoramiento se miden frecuentemente varios atributos. Para tal efecto, se
pueden medir variables continuas (datos de madurez, volumen, fenologia), datos
biométricos discretos (resistencia a pestes, color, forma) y datos discretos

generados por marcadores moleculares como los AFLP (Amplified Fragment
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Length Polymorphism) y los microsatélites, (-SSR-Simple sequence repeat) entre
otros (Marcucci, 2005).

2.3 Mejoramiento de Eucalyptus globulus (Labill.) en
Colombia
De acuerdo con Arismendi (en Venegas 1989), la especie E. globulus fue
introducida en Colombia por medio de semillas de origen desconocido entre 1864
y 1866. Venegas (1989) afirma que posiblemente la llegada al pais de la especie
fue antecedida por la llegada a otros paises en Suramérica como Chile en 1863 y
Ecuador en 1865 y de estos paises se habria introducido a Colombia. También
sugiere que dado el tamafio promedio de los frutos de 1,82 cm la procedencia

original puede ser del Este o Sur este de Tasmania.

En Colombia por lo general, la obtencién de semillas para la produccién de material
de vivero con destino a la instalaciéon de plantaciones de E. globulus, se realiza a
partir muy pocos arboles. Estos arboles son aquellos que han alcanzado la edad
adecuada para la obtencion de madera rolliza, principal uso dado a la especie en
nuestro territorio. Lo anterior, sugiere que desde la época de la introduccion de la
especie al pais han transcurrido por lo menos 14 generaciones, periodos de
adaptacion que han propiciado la formacion de razas locales, con estrecha base

genética y alto grado de consanguinidad (Venegas 1989).

Las plantaciones de E. globulus en Colombia aunque cuentan en general con
buen crecimiento volumétrico son fenotipicamente bastante heterogéneas. En
una misma plantacion se encuentran, arboles destacados por su buen desarrollo
e individuos de pobre crecimiento y fuste torcido, entre otras caracteristicas no
deseables en una plantacion comercial. Esta situacién ha motivado, que a partir
de la década del 80, se fomenten iniciativas para al mejoramiento genético de

las plantaciones de E. globulus en el pais (Venegas 1989).

En 1983 el Instituto Nacional de los Recursos Naturales Renovables y del
Ambiente (INDERENA) instaléo un huerto semillero de plantulas de polinizacion
abierta para E. globulus en la Estacion Forestal “La Florida” (Parque Regional La
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Florida) ubicado en el municipio de Cota Cundinamarca. El objetivo fue producir
semilla mejorada genéticamente para aumentar la productividad de las
plantaciones, ademas de servir como area para la conservacion de germoplasma
de la especie en el pais. Dicho huerto esta conformado por 158 familias y retne

la mayor fuente de variabilidad genética de E. globulus en Colombia.

El huerto semillero fue instalado con dos fuentes principales de semilla. La
primera, proveniente de Tasmania (Australia), donde la colecta de semilla se
realizé en 15 lugares que cubren la mayor parte del area de distribucion natural
de E. globulus; la selecciéon total fue de 106 individuos. La segunda fuente
proviene de Colombia, donde fueron seleccionados 52 arboles de plantaciones
comerciales en 25 municipios de los departamentos de Cundinamarca, Boyacda y
Narifio. En total se obtuvo semilla de 158 &rboles, la progenie de cada arbol
constituye una familia de hermanos medios, denominada asi, porgue se obtiene a
partir de polinizacién abierta, es decir que se conoce el origen del progenitor
femenino o arbol madre del que se cosecha la semilla y se desconoce el origen

del polen donado por los progenitores masculinos.

En el huerto La Florida las familias de la 1 a la 106 son de procedencia
australiana y de la 107 a la 158 son de procedencia colombiana. Los arboles
hermanos medios de cada familia estan repartidos en repeticiones o bloques del |
al IX; inicialmente fueron plantados cinco arboles de cada familia por cada bloque.
A partir de evaluaciones fenotipicas, se eliminaron los individuos de crecimiento
indeseable hasta dejar el mejor arbol de cada familia en cada uno de los nueve

bloques (Venegas 1989).

Varias investigaciones han permitido dar continuidad a la evaluacion fenotipica de
las familias del huerto, entre ellas se encuentran las siguientes: Evaluacion de la
del huerto a los tres afios de edad (Alvarez y Orjuela, 1985); a los 11 afios de
edad (Arias y Castillo, 1995); a los 17 afios de edad (Llanos y Flores, 2000) y a
los 24 afos de edad (Salas y Salazar, 2007). En 2008 se instalaron ensayos de

progenie en Firavitova, Tuta y Santa Rosa de Viterbo en el departamento de
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Boyaca, con semillas de algunas familias del huerto semillero La Florida y con

semillas procedentes de Chile (Salas y Salazar, 2007).

Estas evaluaciones fenotipicas dieron lugar a la seleccion de 40 familias teniendo
en cuenta la variable producciéon de volumen comercial de madera. La clonacion
de los arboles fenotipicamente superiores de estas familias dieron lugar en 2007
a la conformacion del Huerto Semillero Clonal (HSC) ubicado en la Finca “El
Salitre”, kildbmetro siete de la via que conduce de Bogota D.C. al municipio de

Choachi, Cundinamarca (Angulo, 2010).

Para el establecimiento del huerto “El Salitre” se cosecho6 semilla de los individuos
seleccionados de cada una de las 40 familias, para la produccion de plantulas. A
este material se le injertd una pua proveniente del &pice de la copa de los
genotipos superiores de cada familia. Esta clonacion se llevé a cabo mediante el
injerto de patrones con hendidura terminal, logrando al final la clonacion de sélo
36 genotipos superiores, uno de cada familia (Salas y Salazar, 2007). Al cabo de
cinco afios de la instalacién del huerto han sobrevivido 25 genotipos de los 36

inicialmente clonados.

Como fuente para el abastecimiento de semilla, el huerto del Parque La Florida,
sigue siendo la Unica zona con genotipos superiores en estado de produccion de
semilla genéticamente mejorada para la especie E. globulus en Colombia, a
partir de la cual se podria obtener material vegetal para establecer proyectos de

reforestacion comercial con plantaciones mas productivas y homogéneas.

2.4 Marcadores morfologicos y moleculares

Los marcadores morfologicos son caracteristicas fenotipicas de identificacion
sensorial que fueron inicialmente utilizados en investigaciones de genética y
mejoramiento al ser controlados por genes asociados a caracteres morfologicos
gue se podian reconocer visualmente con facilidad. Dichos marcadores
contribuyeron en gran manera al desarrollo tedrico del analisis del ligamiento y a

la construccion de los primeros mapas genéticos en especies como el tomate y el
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maiz. La identificacion de marcadores morfolégicos ligados a genes de
importancia econémica no era muy comun, lo cual limitaba su uso en programas
de mejoramiento. Ademas, la disponibilidad de marcadores morfolégicos era muy
restringida a unas cuantas especies vegetales. Sin embargo, contindan siendo
tiles en la identificacion de materiales, aunque tienen algunos limitantes como:
un numero reducido de marcadores disponibles en cada poblacion, un bajo nivel
de polimorfismo, alteraciones fenotipicas por el ambiente y bajo control poligénico

(Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Los marcadores moleculares funcionan como sefiales de las distintas regiones
del genoma que permiten evidenciar variaciones o polimorfismos en la secuencia
del ADN entre dos individuos. Los marcadores de ADN en la genética vegetal
son de gran utilidad en estudios evolutivos y de genética poblacional, manejo de
bancos de germoplasma, identificacion, mapeo, seleccion asistida y clonacion
genética. Los marcadores empleados para estos estudios deben ser altamente
polimorficos o variables dentro y entre especies, de herencia mendeliana,
preferiblemente, codominantes, de facil identificacion y analisis simple (Picca et
al.,, 2004). La implementacion masiva de marcadores basados en ADN ha
permitido descubrir y analizar varias clases de secuencias repetitivas de ADN

denominadas microsatélites.

Los microsatélites son una rica fuente de polimorfismo genético que hace posible
la obtencion de un namero ilimitado de marcadores moleculares con altos niveles

de polimorfismo (Ferreira y Grattapaglia, 1998; Acufia et al., 2002).

El empleo de marcadores moleculares es util para cuantificar con precision la
variabilidad genética de huertos semilleros clonales (Marcucci et al.,, 2005).
También se usan en la estimacion de la amplitud de la base genética
evolutivamente neutra en huertos semilleros disefiados. Los marcadores
moleculares son una herramienta valiosa dado que la estimacion de la diversidad
genética por este método es mas precisa que la estimacion obtenida por

marcadores morfoldgicos y cubre de forma amplia el genoma.
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La comparacion de las principales caracteristicas de los marcadores
morfoldgicos y los marcadores moleculares permite destacar a continuacion las

siguientes diferencias, ventajas y desventajas:

Los marcadores morfolégicos so6lo se pueden identificar en plantas enteras o
adultas. Mientras que los marcadores moleculares sirven para caracterizar el
genotipo de individuos a partir de células o tejidos en cualquier etapa del
desarrollo de la planta siempre y cuando la cantidad de ADN a obtener sea
suficiente. Esta caracteristica permite acelerar el proceso de seleccion y
recombinacién de individuos con caracteristicas deseables y por tanto reducir el
tiempo para completar una generacion de mejoramiento de especies forestales
(Picca et al., 2004).

En relacién a los efectos fenotipicos, los marcadores moleculares en general, son
neutros, con efecto epistatico o pleiotropico minimo o nulo. Ademas, estos
marcadores muchas veces restringen el desarrollo normal de la planta (albinos,
mutantes clorofiticos) y su control genético puede ser afectado por genes que
controlan otros caracteres, dificultando la identificacion de los genotipos de

interés (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Para la construccion de mapas genéticos se usan tanto marcadores morfolégicos
como moleculares, sin embargo construir mapas a partir de marcadores
morfolégicos requiere mucho esfuerzo y planificacién, puesto que el numero
reducido de marcadores por linaje restringe la cobertura total del genoma. El
limitado polimorfismo de estos marcadores, generalmente hace que se deba
recurrir a un gran nimero de cruzamientos para el estudio de ligamiento genético.
En cambio, en el caso de los marcadores moleculares es posible estudiar un gran
namero de loci polimérficos, cuyos alelos en poblaciones segregantes de
cruzamientos especificos, facilita la construccién de los mapas genéticos. El nivel
de polimorfismo de estos marcadores es habitualmente alto para cada locus

estudiado (Ferreira y Grattapaglia, 1998; Picca, et al., 2004).
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2.5 Marcadores basados en la amplificacion de
microsatélites

Los marcadores tipo microsatélites son definidos como regiones genémicas con
alta variabilidad, conformadas por pequefias secuencias de uno a cuatro
nucleotidos adyacentes repetidos a lado y lado (tandem) (Picca et al., 2004). Los
microsatélites SSR son frecuentes en genomas eucariontes y son considerados
como los marcadores mas polimorficos, ya que forman loci genéticos con mayor
nivel de polimorfismo que los loci hipervariables resultantes de otro tipo de
marcadores. Los SSRs son ideales para la elaboracion de mapas genéticos, dado
el tamafio diminuto de los segmentos polimérficos generados identificados via
PCR. Estos marcadores son usados con frecuencia para la identificacion de
genotipos en cultivos anuales y algunas especies forestales. El nivel elevado de
informacion de polimorfismo, dada la expresién codominante y el multialelismo, es
una de las ventajas de los SSRs (Butcher et al., 1999; Acuiia et al., 2002; Picca et
al., 2004).

Los microsatélites SSRs son importantes en la definicion de genotipos
individuales y en estudios de flujo de genes en especies forestales, ya que por su
gran variabilidad y por ser codominantes permiten distinguir con facilidad los
individuos heterocigotos de los homocigotos. En los programas de
domesticacion, los microsatélites permiten la identificacion de germoplasma y la
construccion de mapas de ligamiento que permiten el mapeo de rasgos de interés
a través de la localizacion de QTL (Quantitaive Trait Loci) util en seleccién
asistida (Butcher et al., 1999).

2.6 Investigaciones con marcadores moleculares en
Eucalyptus globulus (Labill.)
En 2001, Jones, R., D. A., Steane, B. M. Potts, y R. E. Vaillancourt, en su estudio

denominado Microsatellite and morphological analysis of Eucalyptus globulus

populations, usaronocho marcadores microsatélites para evaluar las afinidades
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genéticas entre la procedencia Jeerelang del Sur- este de Victoria, Australia y las
subespecies bicostata, globulus y pseudoglobulus. En el estudio también
evaluaron 12 caracteristicas morfologicas entre las que se encuentran: nimero de
capsulas por umbela, longitud y ancho méaximo de la hoja, longitud de pedunculo,
longitud del pedicelo, altura del disco, diametro de la capsula, numero de costillas
en la capsula, longitud de lamina excluyendo el peciolo. Los resultados dieron

lugar a la caracterizacion de los niveles de diversidad y endogamia.

En la extraccidon de ADN se us6 un espécimen de herbario y tejido de hojas de
154 arboles adultos del Suroriente de Victoria y del Este de Tasmania, en estado
silvestre. El andlisis morfoldgico concluyé que la procedencia Jeerelang es
intermedia entre las subespecies bicostata, globulus y pseudoglobulus, con
algunos individuos cercanos principalmente a globulus y pseudoglobulus,
mientras que el andlisis con microsatélites demostr6 que Jeerelang tiene mas
afinidad con globulus con la cual estd mas cercana geograficamente. Por otra
parte, las especies de globulus de Tasmania y Victoria que, morfolégicamente
son similares, al parecer son diferentes a nivel molecular. Los resultados
mostraron que los ocho loci fueron altamente polimérficos con 16 a 30 alelos por
locus. El alto nivel polimoérfico se mostr6 también en el promedio de
Heterocigosidad observada Ho=0,62 y Heterocigosidad esperada He=0,82. De las
poblaciones estudiadas ninguna se destacO por tener un nivel de diversidad

comparativamente alto frente a las demas.

Thamarus et al., (2002), en su estudio A genetic linkage map for Eucalyptus
globulus with candidate loci for wood, fibre, and floral traits, construyeron un mapa
de ligamiento genético en la especie E. globulus mediante el uso marcadores
codominantes, con el fin de entender la base molecular cuantitativa de genes
ESTs candidatos involucrados en produccion de enzimas para sintesis de
lignina, genes para la biosintesis de polisacéaridos de la pared celular para fibra y
genes de desarrollo floral.
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El estudio de Thamarus et al., (2002) se baso en la segregacion de 249 loci
codominantes de una poblacion compuesta por 148 progenies resultado del
cruzamiento de parentales masculinos de Tasmania y femeninos de King Island.
El mapa contenia 204 marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) incluyendo 31 especificos para cambium expresados en
secuencias EST (Expressed sequence tag), y 14 genes con funciones
conocidas, 40 SSRs y cinco isoenzimas. Noventa y ocho loci (39%) segregaron
en ambos padres, estos fueron usados para combinar los mapas parentales en
un mapa integrado. La distancia total del mapa fue de 1.375 cM, con promedio de
intervalo de 6 cM. Este mapa fue usado para mapear QTL para produccién de
madera, de fibra y otras caracteristicas en la especie. Los microsatélites
detectados reportaron gran numero de loci informativos (60%). Los mapas de E.
globulus dieron un gran nivel de confiabilidad en la asignacion de loci para los

grupos de ligamiento.

En Argentina, desde 1991, se inicio la exploracion de la variabilidad genética de
individuos seleccionados para poblaciones de mejoramiento de tres especies de
Eucalyptus sp. Para valorar la diversidad genética de muestras en poblaciones y
comparar la variabilidad de tres huertos semilleros ya disefiados, se utilizaron
marcadores moleculares AFLP y SSR. Los andlisis de datos de selecciones
locales y de ensayos de procedencias permitieron detectar las principales fuentes
de variacion de los materiales, evaluar la diversidad molecular de huertos
semilleros, proponer estrategias de seleccion y determinar posibles origenes de
las razas locales de E. globulus (Marcucci, 2005). Mediante el uso de 213 AFLP
y seis SSRs se busco explorar la diferenciacion genética entre el HSC y las razas
geograficas locales. Se determind que la diferencia genética no fue significativa,
lo cual confirma los resultados de estudios anteriores respecto a heterocigosis y

rigueza alélica (Marcucci et al., 2005).



3.Materiales y metodos

En esta investigacion se estudio la diversidad genética en E. globulus, empleando
marcadores microsatélites, como estrategia, para identificar pequefios
polimorfismos en diferentes loci, cubrir distintas regiones del genoma, distinguir el
estado de genotipos en condicidbn de homocigosis o heterocigosis. Con los
resultados se realizaron los andlisis basados en frecuencias alélicas para hallar la
heterocigosidad, el polimorfismo, la riqueza alélica, estadisticos F, el equilibrio
Hardy-Weinberg, distancia genética de Nei. Mediante el andlisis basado en
distancias se hall6 el indice de similitud de Jaccard para la construccion del

dendrograma de afinidad genética entre genotiposy el AMOVA.

La investigacién se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal Antonio
Angarita Zerda de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de

Colombia, sede Bogota.

3.1 Material vegetal

El estudio fue realizado con material vegetal del Huerto Semillero Clonal (HSC)
de E. globulus “El Salitre”, que estd compuesto por 25 genotipos seleccionados
fenotipicamente, obtenidos y propagados de forma clonal. A cada genotipo
diferente se le denomina ortet y para cada uno existe diferente nuamero de
copias idénticas o clones denominadas ramets, las cuales conforman el grupo de

56 individuos del huerto.

En esta investigacion fueron analizados los 25 genotipos mencionados, (14 de

Australia y 11 de Colombia) los cuales no presentan relaciones directas de
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parentesco genético. Se tomo follaje joven del apice de la copa, con pocos dias
de crecimiento, este material vegetal fue identificado en el analisis molecular de

acuerdo a la numeracioén establecida en el huerto.

3.2 Extraccion de ADN

El tejido vegetal fresco descrito anteriormente, se macer6 en nitrogeno liquido, la
extraccion de ADN se realizé de acuerdo con el protocolo A, descrito por Ribeiro y
Lobato (2007) que presenta una modificacion del clasico protocolo de Doyle y
Doyle (1990) (anexo 1). La concentracion del ADN se verific6 de forma cualitativa
mediante comparacion con patrones del fago A, visualizados por electroforesis en
geles de agarosa al 1,5% con tincion por bromuro de etidio. EI ADN se ajust6 a

una concentracion final de 30ng/ul para realizar el analisis de los microsatélites.

3.3 Genotipificacion

Para el andlisis molecular se emplearon 21 marcadores microsatélites de los 40
usados por Thamarus et al., (2002), en la construccion de un mapa de ligamiento
en E. globulus (Labill.). Los 21 microsatélites se seleccionaron teniendo en cuenta
gue mapearan en los 11 grupos de ligamiento, con el propdsito de cubrir los 11
cromosomas de la especie. Fueron seleccionados por parejas de modo que
cada marcador mapeara en los extremos de los 11 grupos de ligamiento. Esto
con el fin de asegurar que tales parejas de microsatélites, después de diferentes
eventos de recombinacién genética hubieran segregado de forma independiente
por no estar ligados y que los resultados de esta investigacion puedan ser Utiles
para posteriores trabajos que pretendan hacer seleccion asistida con marcadores,

siguiendo el enfoque de construccion de mapas genéticos.

En la PCR (Polimerase Chain Reaction) se uso un volumen final de reaccion de

15 ul y para cada marcador se estandarizaron las concentraciones de MgCl, y
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temperatura de annealling usando cinco genotipos (5, 18, 99, 127, 146, 156). La
PCR fue realizada de acuerdo con el protocolo usado por Thamarus et al.,
(2002): 30 ciclos asi: temperatura y tiempo de denaturacion, 95°C durante 15
segundos, temperatura de annealing de 55°C durante 30 segundos, 72°C
durante 1 minuto, y una extension final de 8 min a 72°C. Los fragmentos
amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 1% y las bandas se

compararon con marcador de peso Invitrogen de 100 pb.

Obtenidos los resultados de estandarizacion de las condiciones de amplificacion
se analizaron los marcadores seleccionados (tabla 1) en los 25 genotipos. Los
productos de la amplificacién fueron analizados y visualizados mediante
electroforesis vertical. La electroforesis se realizd6 durante de 1 hora 15 min, en
geles denaturantes de poliacrilamida al 4% y urea 5M. Para identificar el tamafio
de los productos de PCR se usaron patrones de peso molecular ADN del0 pby
50 pb.

La tincién y el revelado se realizaron mediante inmersion en solucion fijadora de
acido acético al 10% por 20 min, tincion en solucion de nitrato de plata por 30
min, revelado con solucién de carbonato de calcio por 15 min, e inmersion en

solucion de acido acético al 10% por 20 min.
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Tabla 1. Marcadores microsatélites seleccionados para el analisis molecular en

el estudio de diversidad de genética de E. globulus.

Grupo de PRIMERS Accesion |
ligamiento Marcador Forward Reverse Genbank
1 Eg 126 GAGGTCGAACGCAAGATAGC | TCTTATGGGGACATCAAGCC EU699761
Es 076 AATGCTGCTGTAGACGATGC | AAGACAAATCAAGCAAGTCAGC | EU694396
) En 014 CCCAAGAAATCACCGAAAAC GCTGACGGAGGAGGAGATGT
Eg 061 AAAACGAACCACCCTTCCTC CCTTTTGATGGGACTTGGTG EU699745
Eg 024 CGACGTCACAGTTATGTGGG | CCTGAGCTTTTGAATACGGG EU699743
® Eg 099 CTCATCAGCCTCCGAAACAC GAAAGGAGGGACCTTTGAGG EU699757
A Eg 008 AGGTTTATGAGATCAACCCAGG | GGTCGTTTATTCCTTCTCACTCTG | EU699738
Eg 096 CCAGGGAAAACAATTCAAGC | GAGCGACAAACCCAAGTTTC EU699755
Eg 089 TTCCCAATTGCTCTTTCCTG CAGCAAGCTCTGGAAGAAGG EU699752
> Eg 115 TGAACCGAACCCATCTTTTC AGCATTGAAAGAGAAAGGCG
Eg 015b | GAAGCCATGCGCATACTAATC | TCTGAGGAATGGGTGATGTG EU699739
° En 016 TTTCCTCTTCACGCACTCG CTCCCGGGCCCTGTAC
. Eg 134 TCGTTTCTACCGATCTTCCC ACTGTAGTCCGAGCGAGCAG EU699764
En 006 GAGCTGGAAATGGAGCAGAC | TCAATTTTTGCCTCTCCCC
Eg 131 CCCACCGAGAAGATGTACTG | ATCTCGTCCGAAACACCAAG EU699763
; Eg 094 TGATCGTTTGGAGAGTGGTG | GCTGGTGCTCAGTTCCTCTC EU699754
9 Embra5 | ATGCTGGTCCAACTAAGATT TGAGCCTAAAAGCCCAAC BV682004
10 Eg 023 AAAATCCCGAGGAAAGATG TCTGGTTTCATCAGCACCTG EU699742
Es 115 ACAATGAAGGATGCAAGAAGC | TATGGCTAACTTTTAGCTGGAACA
Eg 030 TGGTAACCTCTCGGGTCTTG CACTCGTCCTCTTCCCTGAC
H Eg 128 TTTTGAAGGTAGATGAGGGG | CCATGAAAACCAGCAAAATATG | EU6G99762

Los cédigos de los microsatélites Eg, En, Es, Embra, corresponden a marcadores previamente evaluados en

las especies E. globulus, E. nitens, E. sieberi. y E. grandis. (Thamarus et al., 2002).




4.Andlisis Estadistico

El fenotipo molecular obtenido por los SSRs fue transformado en una matriz de
datos binarios de 1 (presencia) y 0 (ausencia). Con estas matrices se calcularon
las distancias entre individuos. La medida de similaridad utlizada fue el
coeficiente de Jaccard. Posteriormente, a partir de estas distancias encontradas
se construyd un dendrograma (diagrama de arbol) de ligamiento uniendo en
grupos (cluster) los genotipos que resultaron similares genéticamente. Los
grupos se unen a otros dependiendo del nivel de similaridad, hasta que todas las
muestras analizadas son incluidas en un grupo individual. Los analisis de grupos
se realizaron mediante el algoritmo Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages (UPGMA), paquete estadistico DARwin 5. Para el analisis
de frecuencias alélicas se uso el software GenAlEx 6.5b3Rod (Peakall y Smouse
2012).



5.Resultados

5.1 Genotipificacion

De los 21 marcadores moleculares microsatélites usados en el estudio, fue
posible amplificar 13 marcadores. En la tabla 2 se muestran las condiciones de
temperatura de annealling y concentracion de cloruro de magnesio bajo las

cuales se obtuvieron los diferentes amplicones.

Tabla 2: Marcadores microsatélite amplificados y condiciones de amplificacion en

la especie E. globulus.

|ig(§:‘rllji2(l’)’lt0 Motivo repeticién T:?npe(:ﬁt#éa Mgz+(m M)

Eg 126 1 (GAA)s 55°C 15
Eg 061 2 (GAA)o(GAT), 56 °C 15
Eg 024 3 (CT)e-(CT)1o 55°C 1

Eg 099 3 (CTT11 56 °C 1,5
Eg 008 4 (CTT)s 57 °C 15
Eg 096 4 (GAA)s(GAG)s(GAA)s 55°C 15
Eg 089 5 (CTT)e 57 °C 15
Eg 115 5 55°C 15
Eg 134 7 (TC)10(CTT)10 55°C 15
Eg 094 8 (GAA)3 55°C 1,75
Eg 131 8 (TTC)11 56 °C 15
Eg 023 10 (CTT)s(AGCCG)4(AG)s 56 °C 1,5
Eg 030 11 56 °C 15

5.2 Frecuencias alélicas

Los 13 marcadores que se muestran en la tabla 2 fueron polimérficos con valores
de frecuencia alélica entre 0,9 y 0,036. EI numero de alelos por locus estuvo
entre dos y siete, con un valor promedio de cinco. El promedio del indice de

diversidad genética (ID), también llamado heterocigosidad esperada (He) fue
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0,608 al realizar el andlisis de los 25 individuos del huerto semillero clonal como
un solo conjunto; mientras que al evaluar la diversidad genética como dos
poblaciones la australiana y la colombiana, se encontraron valores de

heterocigosidad esperada promedio He 0,583 y 0,576 respectivamente.

Todos los genotipos australianos y colombianos, fueron homocigotos en al
menos un locus. La tabla 3, muestra que en la poblacién australiana los
individuos homocigotos estan entre 14% en el locus (Eg 096) y 78% en el locus
(Eg 008). Por su parte en la poblacién colombiana los individuos homocigotos se
encuentran entre el 18% en (Eg 099) y el 90% en (Eg 023).

Tabla 3: Numero de individuos homocigotos en cada locus encontrados para las

poblaciones australiana y colombiana en E. globulus.

Homocigotos

Aust (N = 14) Col (N = 11)
Eg 008 11| 79% 9/82%
Eg 023 7 50% 10| 91%
Eg 024 11| 77% 9 80%
Eg 030 11 79% 9 82%
Eg 061 11| 75% 2| 20%
Eg 089 8| 57% 8 73%
Eg 094 9| 64% 3 30%
Eg 096 2| 14% 4| 36%
Eg 099 4| 29% 2 18%
Eg 115 8| 60% 2 20%
Eg 126 4| 29% 6 | 55%
Eg 131 5| 38% 6 55%
Eg 134 10 | 71% 6 | 55%

La tabla 4 muestra que la heterocigosidad esperada (He) vario entre 0,196 (Eg
008) y 0,828 (Eg 131) en la poblacién australiana y entre 0,180 (Eg 024) y 0,775

(Eg 061) en la poblacion colombiana. Por su parte la heterocigosidad observada
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(Ho) promedio en las poblaciones fue 0,445 y 0,465, esta vari6 entre 0,214 (Eg
008 y Eg 030) y 0,714 (Eg 099) en la poblacién australiana y entre 0,091 (Eg
023) y 0,818 (Eg 099) en la poblacion  colombiana. Al comparar la
heterocigosidad observada (Ho) con la heterocigosidad esperada (He) se
encontré que en la poblacion australiana, la Ho superé a la He en cuatro de los
13 loci analizados; por su parte en la poblacion colombiana se presento6 la misma
situacion en seis de los 13 loci. ElI promedio de los valores de He en ambas
poblaciones super6 el promedio de la Ho. Loci con igual Namero de alelos (Na)
presentaron valores diferentes de numero efectivo de alelos (Ne) en ambas

poblaciones.

Tabla 4: Alelos y heterocigosidad por locus en las poblaciones de Australia y de

Colombia de E. globulus.

Na
Col Aust Col
Eg 008 14 11 3 2 1,244 1,658 0,214 0,182 0,196 0,397
Eg 023 14 11 5 2 3,240 1,541 0,500 0,091 0,691 0,351
Eg 024 13 10 2 2 1,257 1,220 0,231 0,200 0,204 0,180
Eg 030 14 11 5 5 3,063 3,903 0,214 0,182 0,673 0,744
Eg 061 12 10 3 7 2,571 4,444 0,250 0,800 0,611 0,775
Eg 089 14 11 4 4 1,990 2,444 0,429 0,273 0,497 0,591
Eg 094 14 10 4 3 2,253 2,381 0,357 0,700 0,556 0,580
Eg 096 14 11 4 4 3,409 2,659 0,857 0,636 0,707 0,624
Eg 099 14 11 5 4 3,500 2,689 0,714 0,818 0,714 0,628
Eg 115 10 5 4 4 3,571 3,846 0,400 0,800 0,720 0,740
Eg 126 14 11 3 3 2,000 1,906 0,714 0,455 0,500 0,475
Eg 131 13 11 7 6 5,828 3,781 0,615 0,455 0,828 0,736
Eg 134 14 11 6 4 3,087 2,988 0,286 0,455 0,676 0,665
Promedio 13,38 10,31 4,23 3,85 2,847 2,728 0,445 0,465 0,583 0,576
Desv.Est. 0,331 0,458 0,38 042 0,334 0,283 0,061 0,073 0,054 0,050

N: NUumero de individuos de cada poblacién que poseen algun alelo en el locus
Na: Nimero de alelos diferentes en el locus por poblacion
Ne: Numero efectivo de alelos. Ho: Heterocigosidad observada

He: Heterocigosidad esperada
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En el indice de fijacibn (F) también llamado coeficiente de endogamia se
encontraron valores promedio de 0,189 y 0,197 para la poblacion australiana y
colombiana respectivamente (Tabla 5). De los 13 marcadores, en la poblacion
australiana se encontraron cuatro marcadores con valores negativos de (F)
mientras que en la poblacién colombiana seis. Estos valores negativos muestran
exceso de heterocigosidad en esos loci. Se encontraron valores de indice de
fijacion entre -0,091 y 0,682 en la poblacion australiana y entre -0,032 y 0,756 en
la poblacion colombiana. En la poblacion australiana el 30% (4 de 13) de los loci
analizados presenta exceso de heterocigotos mientras en la poblacion
colombiana en el46% (6 de 13) de los loci. En la poblacion Australiana hay dos
loci (Eg 089y Eg 099) con valores cercanos a cero mientras en la colombiana solo
un locus (Eg 126). En la poblacién australiana hay valores altos de F en cinco
loci, los de mayor valor son Eg 030, Eg 061 y Eg 134; en la colombiana hay
valores altos en tres locus Eg 023, Eg 030 y Eg 089.

Tabla 5: indices de informacion y de fijacion, He insesgada por poblacién.

Eg 008 0,409 0,586 0,204 0,416 -0,091 0,542
Eg 023 1,320 0,536 0,717 0,368 0,277 0,741
Eg 024 0,358 0,325 0,212 0,189 -0,130 -0,111
Eg 030 1,281 1,468 0,698 0,779 0,682 0,756
Eg 061 1,011 1,653 0,638 0,816 0,591 -0,032
Eg 089 0,938 1,053 0,516 0,619 0,138 0,538
Eg 094 0,939 0,943 0,577 0,611 0,358 -0,207
Eg 096 1,308 1,157 0,733 0,654 -0,213 -0,020
Eg 099 1,399 1,169 0,741 0,658 0,000 -0,303
Eg 115 1,314 1,366 0,758 0,822 0,444 -0,081
Eg 126 0,830 0,816 0,519 0,498 -0,429 0,043
Eg 131 1,832 1,511 0,862 0,771 0,257 0,382
Eg 134 1,381 1,184 0,701 0,697 0,577 0,317
Promedio 1,102 1,059 0,606 0,607 0,189 0,197
Desv. Est. 0,114 0,112 0,056 0,053 0,096 0,101

I: indice de informacién. uHe: Heterocigosidad esperada insesgada.
F: indice de fijacion (coeficiente de endogamia)
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Tabla 6: Aporte de las poblaciones australiana y colombiana a la diversidad

alélica total en E. globulus.

Aporte proporcional

Abundancia de alelos por
de alelos poblacion
porlocus ~ Aust Col  Aust  Col

Eg 008 3 3 2 1,00 0,67
Eg 023 5 5 2 1,00 0,40
Eg 024 2 2 2 1,00 1,00
Eg 030 6 5 5 0,83 0,83
Eg 061 7 3 7 0,43 1,00
Eg 089 5 4 4 0,80 0,80
Eg 094 5 4 3 0,80 0,60
Eg 096 4 4 4 1,00 1,00
Eg 099 5 5 4 1,00 0,80
Eg 115 5 4 4 0,80 0,80
Eg 126 4 3 3 0,75 0,75
Eg 131 7 7 6 1,00 0,86
Eg 134 6 6 4 1,00 0,67

Na: Numero de alelos.

El nimero de alelos por locus estuvo entre dos y siete, la tabla 6 permite
comparar el aporte de alelos de cada poblacion en cada uno de los loci. Se
aprecian valores contrastantes de la proporcion de alelos aportada por cada
poblacién. Los individuos australianos para los loci Eg 008, Eg 023, Eg 024, Eg
096, Eg 099, Eg 131, Eg 134 (53% de los loci evaluados) aportan la totalidad de
los alelos. Solo en el locus Eg 061 se observé que la poblacion colombiana aporta
mayor riqueza alélica, en el resto de loci la poblacién australiana contribuye en

mayor medida.
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Tabla 7: Heterocigosidad esperada y estadisticos F para el total de genotipos de

E. globulus.

Locus

Eg 008
Eg 023
Eg 024
Eg 030
Eg 061
Eg 089
Eg 094
Eg 096
Eg 099
Eg 115
Eg 126
Eg 131
Eg 134
Promedio
Desv.
Est.

He total

0,319
0,568
0,192
0,770
0,709
0,624
0,579
0,713
0,688
0,760
0,492
0,806
0,684
0,608

[<]
media
0,297
0,521
0,192
0,709
0,693
0,544
0,568
0,665
0,671
0,730
0,488
0,782
0,671

Ho
media
0,198
0,295
0,215
0,198
0,525
0,351
0,529
0,747
0,766
0,600
0,584
0,535
0,370

FIS

0,332
0,433
-0,121
0,721
0,242
0,356
0,070
-0,122
-0,142
0,178
-0,199
0,316
0,448
0,193

0,078

Frr

0,379
0,480
-0,121
0,743
0,260
0,438
0,087
-0,048
-0,114
0,211
-0,187
0,336
0,459
0,225

0,079

Fsr

0,070
0,083
0,001
0,080
0,023
0,127
0,018
0,066
0,024
0,039
0,009
0,030
0,020
0,045

0,010

Nm

3,344
2,773
405,750
2,892
10,848
1,714
13,382
3,522
10,062
6,083
26,645
8,070
12,240
39,025

30,617

He total: Heterocigosidad esperada para el total de genotipos (25), He media: Heterocigosidad esperada

promedio entre las poblaciones. Ho media: Heterocigosidad observada promedio entre las poblaciones. Fis:

Coeficiente de endogamia dentro de individuos relativo a la subpoblacién. Fir: Coeficiente de endogamia

dentro de individuos relativo al total. Fst: Coeficiente de endogamia dentro de subpoblaciones relativo al total.

En la tabla 7 se observa que la He total fue de 0,608, la magnitud de Fsr

promedio fue 0,045. Se obtuvieron valores negativos de Fis y de Fir en los

marcadores Eg 024, Eg 096, Eg 099 y Eg 126. Aquellos loci donde se evidencio

menor diferenciacion entre las dos poblaciones fueron Eg 024 (Fst: 0,01) y Eg

126 (Fst: 0,09) por otro lado los loci que permiten hallar mayor diferenciacion
entres las poblaciones fueron Eg 023 (Fst: 0,083) y Eg 089 (Fst: 0,127).
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Tabla 8: Relacion entre heterocigosidad observada y heterocigosidad esperada,

heterocigosidad maxima esperada e indice de heterocigosidad en E. globulus.

Heterocigosidad indice de

maxima esperada Heterocigosidad
Aust Col Aust Col

Eg 008 0,214 0,182 0,196 0,397 0,667 0,500 0,705 0,207
Eg 023 0,500 0,091 0,691 0,351 0,800 0,500 0,136 0,298
Eg 024 0,231 0,200 0,204 0,180 0,500 0,500 0,592 0,640
Eg 030 0,214 0,182 0,673 0,744 0,800 0,800 0,158 0,070
Eg 061 0,250 0,800 0,611 0,775 0,667 0,857 0,083 0,096
Eg 089 0,429 0,273 0,497 0,591 0,750 0,750 0,337 0,212
Eg 094 0,357 0,700 0,556 0,580 0,750 0,667 0,259 0,130
Eg 096 0,857 0,636 0,707 0,624 0,750 0,750 0,058 0,168
Eg 099 0,714 0,818 0,714 0,628 0,800 0,750 0,107 0,163
Eg 115 0,400 0,800 0,720 0,740 0,750 0,750 0,040 0,013
Eg 126 0,714 0455 0,500 0,475 0,667 0,667 0,250 0,287
Eg 131 0,615 0455 0,828 0,736 0,857 0,833 0,034 0,117
Eg 134 0,286 0455 0,676 0,665 0,833 0,750 0,189 0,113

La tabla 8 muestra el indice de heterocigosidad mas alto (0,705) presentado en
Eg 008 en la poblacion australiana, esto quiere decir, que en este locus la
diferencia entre las frecuencias de sus tres alelos es muy marcada (figura 1a); un
alelo es muy frecuente mientras los otros son muy escasos. En la poblacién
colombiana, el locus con mayor variabilidad en los valores de frecuencia de sus
alelos, es Eg 024, que se comprueba por tener un valor alto en el indice de
Heterocigosidad 0,640, (figura 1b). Los marcadores que presentan menor
variabilidad son Eg 131 (0,034) para la poblacién australiana (figura 2a) y Eg 115
(0,013) para la colombiana (figura 2b); en este marcador solo hubo amplificacién
de secuencias en 5 de los 11 individuos de esta poblacién, razén por la cual este
valor se ve afectado. Por esta razon se considera entonces que el marcador con

menor variabilidad en la poblacién colombiana es el Eg 030.
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Proporcion de lafrecuencia de alelos en el locus
Eg 008 parala poblacion australiana (ind.= 14)

Alelo 184
4%

T~ Alelo 192

7%

Alelo 200
89%

Proporcion de la frecuencia de alelos en el locus
Eg 024 parala poblacion colombiana(ind.= 10)

Alelo 168
0% T~

Alelo 160
90%

a.

b.

Figura 1: Proporcion de frecuencias de alelos en E. globulus. a) En locus Eg 008 poblacion

australiana b) En locusEg 024 poblacién colombiana.

Proporcionde lafrecuenciade alelos en el locus
Eg 131 parala poblacién australiana (ind. = 13)

Alelo 112
19%
AIQLOVIZB — Alelo 114
¢ 15%
Alelo 123 :
19%
Alelo 120 Alelo 118
8% 12%

Proporcion delafrecuencia dealelos en ellocus
Eg 030 parala poblacion colombiana(ind.=11)

Alelo 225
Alelo3s0____— " 0%
9%

Alelo 235
27%

Alelo 310 ~—Alelo 250
37% 9%

a.

b.

Figura 2: Proporcion de frecuencias de alelos en E. globulus. a) En el locus Eg 131 poblacion

australiana b) En el locus Eg 030 poblacién colombiana.

5.3 Equilibrio Hardy-Weinberg

En la tabla 9 se pueden observar los loci Eg 023, Eg 030, Eg 126 y Eg 134, los

cuales no se encuentran bajo Equilibrio Hardy-Weinberg con valores de

significancia (P<0,001), tampoco estan en equilibrio los loci Eg 089, Eg 096 y Eg

099 con valores se significancia P<0,05.



28 Estudio de la diversidad genética en Eucalyptus globulus (Labill.) empleando
marcadores moleculares tipo microsatélite (SSR)

Tabla 9: Resultados de la prueba de Chi-Cuadrado para el equilibrio Hardy-
Weinberg con 13 loci para 25 genotipos del HSC El Salitre.

Grados de Chi Significancia
libertad cuadrado
Eg 008 3 6.444 0,09187816 ns
Eg 023 10 36.384 0,00007229 *x
Eg 024 1 0.342 0,55864354 ns
Eg 030 15 66.111 0,00000002 *x
Eg 061 21 18.852 0,59465726 ns
Eg 089 10 22.002 0,01509639 *
Eg 094 10 3.090 0,97921802 ns
Eg 096 6 15.200 0,01875439 *
Eg 099 10 20.425 0,02548336 *
Eg 115 10 7.830 0,64545162 ns
Eg 126 6 30.165 0,00003656 x*
Eg 131 21 28.457 0,12765570 ns
Eg 134 15 50.286 0,00001081 xx

ns=no significativo, * P<0,05 ** P<0,001.

5.4 Distancia genética entre poblaciones

En el andlisis de distancia genética entre las poblaciones australiana y

colombiana fueron hallados los siguientes valores:

Identidad genética de Nei: 0,864, Distancia genética de Nei: 0,147. Estos valores
indican que la semejanza genética entre las dos poblaciones es bastante amplia,
esto significa que la diferencia genética entre poblaciones es reducida.

5.5 Analisis molecular de varianza (AMOVA)

En la tabla 10 se presenta el analisis molecular de varianza para la poblacién
estudiada. EI AMOVA permite ver que existe una diferencia entre las poblaciones
representada por el 4%, diferencia entre individuos 31%, el resto de la varianza
en el HSC, se debe principalmente a la variacion genética dentro de individuos
con 65%.
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Tabla 10: Analisis molecular de varianza de frecuencias alélicas para las

poblaciones australiana y colombiana.

Porcentaje

o Grados de Suma de Cuadrado Varianza
Fuente de variacion . .
libertad cuadrados medio estandar
Entre poblaciones 1 9,222 9,222 0,154
Entre individuos 23 124,578 5,416 1,328
Dentro de individuos 25 69,000 2,760 2,760
Total 49 202,800 4,243

4%
31%
65%

100%

Tabla 11: Estadisticos F a partir del analisis molecular de varianza.

Estadisticos F

Fst 0,036
Fis 0,325
Fir 0,349

En la figura tres se puede apreciar la distribucién proporcional de la variacion

genética de los genotipos del huerto se destaca la escasa diferenciacion de las

poblaciones asi como la marcada diferenciacién dentro de los individuos.

Percentajes dela varianza molecular

Entre
poblaciones
4%

Dentro de
individuos
65%

Figura 3: Porcentajes de la varianza molecular AMOVA de las poblaciones

australiana y colombiana.
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El coeficiente de endogamia dentro de individuos con relacién a cada poblaciéon
(Fis) el cual mide la reduccion de la heterocigosidad de un individuo debido al
apareamiento no aleatorio mostré un valor de 0,325. Mientras que el coeficiente
de endogamia dentro de individuos con relacion al total (Fit) mostré un valor de
0,349. El coeficiente de endogamia dentro de poblaciones con relacion al total
(Fst) fue 0,036. Valor que indica una diferenciacién genética no significativa entre
las dos poblaciones.

5.6 Relaciones de similaridad genética entre genotipos

En la figura 4 se presentan los agrupamientos resultantes a partir de la matriz de
distancias genéticas obtenida con el indice de similitud de Jaccard. Cada numero
corresponde al cédigo del genotipo. En color azul se encuentran los genotipos de
procedencia australiana, mientras los genotipos de Colombia se muestran en
color rojo. Entre los genotipos 11 de Chanel y 38 de Leprena procedentes de
Australia se present6 un valor de similitud genética de 0,13. Este fue el menor
valor de similitud genética, lo que indica que entre ellos existe el menor grado de

parentesco genético de todos los genotipos que componen el huerto.

Entre los genotipos 39 procedente de Leprena Tasmania y 131 de La Vega
Cundinamarca se encontré un valor de similitud genética de 0,54, este fue el
valor mas alto y corresponde a la pareja de genotipos mas similares

genéticamente.
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Dendrograma Jerarquico de afinidad genética HSC "El Salitre”
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Similaridad de Jaccard

Figura 4: Dendrograma Jerarquico de afinidad genética para 25 genotipos de E.

globulus, del Huerto Semillero Clonal EI Salitre, coeficiente de Jaccard,

agrupamiento por UPGMA.






6.Discusion

6.1 Indice de heterocigosidad

Con el propésito interpretar los resultados de los valores de la heterocigosidad
esperada, se realizdé un andlisis mediante la deduccion de un indice, que en el
presente trabajo fue denominado indice de heterocigosidad, que se expresa de la
siguiente manera: La heterocigosidad méaxima esperada (He méax.), es el valor mas
alto de heterocigosidad esperada, que es posible encontrar en funcién del nimero

de alelos hallados en una poblacién, para determinado locus. Cuya férmula, es:

1 .
He max. = N2 X (Na-1), donde Naes el numero de alelos.

Este valor (He max.) se compard con la heterocigosidad esperada, la cual a su
vez, depende de la frecuencia de alelos en el locus. Esta comparacién se hizo por

medio este indice de heterocigosidad el cual resulta de la siguiente férmula:

He Max. — He
He Max.

Indice de heterocigosidad =

Si los valores de las frecuencias de los distintos alelos en un locus son muy
similares es decir, presentan menor variabilidad, entonces se alcanzaran valores
de (He) mas altos. La (He max.) se presenta, cuando las frecuencias para todos
los alelos de un locus son exactamente iguales. indices de Heterocigosidad altos
muestran, diferencias altas entre la He y la (He méx.), esto a su vez refleja que la

variabilidad de la frecuencia de alelos es alta en determinado locus.
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Este Indice de heterocigosidad se puede calcular para todos los loci, por medio de

1
la heterocigosidad maxima promedio He max. promedio = ; x (u-1) donde u, es el

namero promedio de alelos, entonces:

He Max prom. — He prom.

Indice de heterocigosidad promedio = He Max prom
Este indice de heterocigosidad fue calculado con los resultados diferentes
estudios de diversidad genética con microsatélites en E. globulus. A partir de los
valores del promedio de nimero de alelos por locus (w), y de heterocigosidad
esperada promedio de estos estudios, se encontraron los siguientes indices de
heterocigosidad: 0,069 para RAO Hong-xin et al. (2008), 0,087 para Jones et al.
(2002), 0,118 para Jones et al. (2006), 0,096 para Ribeiro et al. (2011). El indice
de heterocigosidad promedio en el HSC El Salitre fue 0,238, valor superior a los
de los otros estudios, indicando que la variabilidad de los valores de frecuencias
alélicas en los loci analizados del HSC es muy alta, lo que significa que en la
mayor parte de los loci, los alelos encontrados no se distribuyen equitativamente

en los individuos del huerto.

6.2 Heterocigosidad esperada

Los valores de heterocigosidad esperada en las poblaciones del HSC fueron de
He: 0,583 en la poblacion australiana, y de He: 0,576 en la poblacion
colombiana, asi como el valor de He: 0,608 al analizar estas dos poblaciones
como una sola, son valores comparativamente bajos frente a otros estudios de
poblaciones de E. globulus con microsatélites. RAO Hong-xin et al. (2008)
emplearon cuatro SSRs para analizar la diversidad en la progenie de un huerto
semillero compuesto por 188 individuos y encontraron He: 0,866. Jones et al.
(2002) usaron ocho SSRs en 154 individuos de poblaciones naturales y

encontraron He: 0,877. Jones et al. (2006) evaluaron la diversidad genética de
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una poblacién de mejoramiento de 140 individuos y de una poblacién nativa, en
su estudio emplearon siete SSRs y la He fue 0,82 y 0,80 respectivamente.
Ribeiro et al. (2011) en Portugal usaron 16 SSRs en un grupo de 125 individuos
de una poblacibn de mejoramiento encontrando valores de He: 0,85.Le
heterocigosidad esperada baja en el HSC se presenta como el resultado de la
baja riqueza alélica, y como consecuencia de una marcada diferenciacion de las
frecuencias alélicas en varios locus, de acuerdo a lo explicado anteriormente

sobre el indice de heterocigosidad.
6.3 Riqueza alélica

Los valores de riqueza alélica promedio en las dos poblaciones fueron bajos
(4,23 y 3,85). Los valores de la He se ven afectados en forma directa por la
riqueza alélica, que es el numero de alelos hallados por locus; entre mayor sea
la riqueza alélica mayor es la posibilidad de encontrar valores altos de He.

En el HSC EIl Salitre, los valores bajos de He pueden deberse al reducido
namero de individuos que componen el huerto. Lo anterior posiblemente
condiciond la riqueza alélica de los loci analizados. Steane et al. (2001) usaron 12
SSRs en arboles nativos de E. globulus, en su analisis plantearon que, la riqgueza
alélica encontrada en su estudio Na: 17,8, es alta si se compara con otros
estudios en E. urophylla y E. grandis, Brondani et al. (1998), y en E. nitens
Byrne et al (1996); asi mismo en la investigacion de Steane et al. (2001) se
afirma que estas diferencias responden al hecho de haber trabajado con una
muestra de 88 individuos, que es superior a la otras investigaciones

mencionadas, donde se evaluaron 16 individuos en cada una de ellas.

Mientras que los valores de He entre la poblacién australiana y colombiana son
similares, la rigueza alélica es mayor en la poblacion australiana. Tanto el origen
como la estrategia de seleccion de los arboles que dieron origen a las familias
gue componen la poblacion base de mejoramiento del HSC, explicarian las

diferencias en la riqueza alélica. Mientras que los arboles seleccionados en
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Australia provienen del bosque nativo en el area de distribucion natural de la
especie, los arboles seleccionados en Colombia provienen de plantaciones
comerciales. Lo anterior puede sugerir la perdida de alelos en la poblacion
colombiana como efecto de la seleccion de individuos en poblaciones menos

diversas, como son las plantaciones.
6.4 Heterocigosidad observada (Ho)

El valor de heterocigosidad observado Ho: 0,45 es inferior a los reportados en la
literatura para poblaciones de mejoramiento, 0,789 RAO Hong-xin et al. (2008),
0,73 Ribeiro et al. (2011). El valor promedio de Ho: 0,445 de la poblacion
australiana fue un poco menor que el valor Ho: 0,465 de la poblacion
colombiana, diferencias similares han sido encontradas en la Ho al comparar la
diversidad de  poblaciones de origen nativo frente a poblaciones de
mejoramiento. Jones et al. (2006) encontré en una poblacion compuesta por
individuos de diez razas nativas de E. globulus que la Ho fue 0,66, mientras que

en la poblacién de mejora la Ho fue 0,71.
6.5 Numero efectivo de alelos (Ne)

Los resultados en el numero efectivo de alelos, indican que ademas de ser baja
la cantidad de alelos, las frecuencias alélicas se distribuyen en la mayor parte de
los loci de forma heterogénea, es decir, que para cada alelo dentro de un locus,

los individuos tienen una participacion no proporcional.

Los valores promedios del indice de fijacion F de ambas poblaciones (0,189 y
0,197) son similares a los encontrados porRibeiro et al. (2011) (F: 0,141), por
Jones et al. (2006) (F:0,134). RAO Hong-sin et al.,, (2008)usando cuatro
microsatélites en 188 individuos progenie de una poblacion de mejoramiento de
E. globulus encontraron un valor bajo de (F: 0,089).Valores de F cercanos a cero
son esperados bajo el supuesto de apareamiento aleatorio, sin embargo llama la
atencion, que en la investigacion de RAO Hong-sin et al., (2008) se encuentren

altas tasas de autopolinizacion en la progenie analizada, y que el valor de F en
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este reporte sea menor que en los demas estudios incluyendo el del HSC El

Salitre.
6.6 Diferenciacidn genética ente poblaciones

El resultado del coeficiente de endogamia promedio Fst: 0,045, mide la cantidad
de variacion entre las poblaciones australiana y colombiana relativa al total de la
variacion. Esta cifra lo que muestra, es que la diferenciacion entre estas
poblaciones es poco significativa. Resultados similares fueron reportados por
Jones et al. (2006), quienes monitorearon la diversidad genética del Programa de
Mejoramiento Genético Nacional Australiano de E. globulus. La poblacién base
del programa de mejoramiento se desarrollé a partir de semilla colectada a 80
arboles nativos en 24 localidades. De esta poblacion base se seleccionaron 140
genotipos para conformar una poblacion de mejoramiento de primera generacion,
algunos individuos podrian ser hermanos medios o completos. De acuerdo con
la clasificacion realizada por Steane et al. (2006) los 140 genotipos, al igual que
una muestra de 340 arboles nativos fueron clasificados en siete y diez razas
respectivamente. Al comparar grupos de arboles de la poblacién de mejoramiento
con arboles nativos de su respectiva raza, no se encontré diferenciacion genética
significativa, sino en dos de las siete razas. Basado en esto Jones et al. (2006)
afirmaron que durante el proceso de mejoramiento ocurrid muy poca divergencia
genética entre la poblacion de mejoramiento y sus correspondientes razas
nativas. Asi mismo, la escasa diferenciacion demostrada por el valor reducido de
Fst: 0,045 entre las dos poblaciones del HSC El salitre, puede convertirse en
indicio de una reducida divergencia genética entre las razas locales de E.

globulus Yy las poblaciones naturales de Australia.

El resultado de la identidad genética de Nei: 0,864, y de la distancia genética de
Nei: 0,147, asi como el analisis molecular de varianza AMOVA donde Fsr fue
0,036, permiten dar solidez a la afirmacion acerca de la escasa divergencia entre
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las dos poblaciones del HSC EI Salitre. El proceso de adaptacion de E. globulus
a las condiciones ambientales en la region colombiana durante casi 150 afios que
da origen a razas locales, asi como la seleccion, posiblemente no han influido
notoriamente en la diferenciacion alélica de los genotipos de la poblacion
colombiana frente a la de los genotipos australianos, como para propiciar una

divergencia genética significativa entre estas dos poblaciones.
6.7 Amplificacion de secuencias

Los marcadores microsatélites Eg 128 y Embra 5 amplificaron en muy pocos
genotipos por lo cual fueron descartados dentro del analisis de diversidad. Estos
mismos marcadores son reportados por Thamarus et al. (2004) por estar ligados
al QTL de densidad de madera. La seleccion de genotipos del HSC El Salitre fue
realizada por el crecimiento en volumen de madera, escogiendo dentro de las
mejores familias los individuos de mayor volumen de madera. Se conoce que la
densidad alta de la madera en los arboles, es un rasgo que por lo comun no esta
asociado a buen crecimiento, teniendo en una plantacion individuos de buen
crecimiento con baja densidad y viceversa. En este sentido es probable que los
marcadores mencionados no hubiesen amplificado en varios de los individuos del
HSC ya que estos fueron seleccionados por ser mejores en crecimiento en
volumen caracteristica que por lo general no estd asociada a genotipos de altas

densidades de madera.

Ribeiro et al. (2011) para el estudio de una poblacibn de mejoramiento,
emplearon dieciséis SSRs dentro de los cuales incluyeron a Embra 5. Para este
marcador encontraron que su valor de Na: 21, fue de los mas altos, el valor de
Ne: 5,2 fue de los mas bajos, la He fue 0,82, en este marcador también se
obtuvo la mas baja Ho: 0,50, lo que dio lugar a un Fis: 0,34 de los mas altos
entre los marcadores usados. Asi mismo se encontré6 que Embra 5 presentaba
desviacion significativa equilibrio H-W, atribuidas a la posible existencia de alelos

nulos.
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6.8 Recomendaciones para el manejo del germoplasma

del huerto semillero clonal (HSC) El Salitre

6.8.1 Respecto ala consanguinidad

Venegas (1989) plante6, que como consecuencia de la forma tradicional de
colectar semilla de E. globulus, y dado el considerable nimero de generaciones
gue han transcurrido desde la introduccion de la especie al pais, las razas locales
presentan altos grados de consanguinidad. Arias y Castillo (1995), basandose en
resultados encontrados a través de la evaluacion fenotipica de diferentes
caracteres morfolégicos, concluyeron lo mismo respecto a los altos grados de

consanguinidad de las razas locales.

A diferencia de lo mencionado anteriormente, en la evaluacién de los genotipos
realizada en este estudio, al huerto semillero clonal (HSC) EIl Salitre, empleando
marcadores moleculares tipo microsatélites, no se encontraron relaciones de
similitud genética superiores a 0,54. Esto significa que genéticamente los
genotipos del HSC son muy diferentes; inclusive entre los genotipos colombianos
de los que se esperaria mayor grado de parentesco genético, el grado de similitud
es muy bajo. Esto indica que la depresidbn por endogamia derivada del
cruzamiento entre genotipos consanguineos no debe considerarse en adelante
como un riesgo latente en esta poblacién de mejoramiento, incertidumbre que no

hubiera sido resuelta de no haber realizado el presente estudio.
6.8.2 Respecto al numero de individuos del HSC

La diversidad genética del HSC EIl Salitre, descrita por bajos los valores hallados,
tanto en la heterocigosidad esperada como en el numero promedio de alelos, es
atribuida a la reducida cantidad de genotipos presentes en el HSC. Esta situacion
exige la programacion de actividades para aumentar el niumero de genotipos

superiores en el Huerto.
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6.8.3 Respecto a la polinizacion

El andlisis molecular demostrd que siete de los 13 loci SSRs no estan bajo
equilibrio H-W. Este desequilibrio puede extenderse y ocasionar pérdida de alelos
de interés en la progenie de los genotipos del HSC, si se tienen en cuenta que en
el HSC no todos los genotipos han alcanzado su primera etapa de floracion. Esta
situaciéon favorece la autopolinizacién, o el cruce de muy pocos individuos.
Hardner et al., (1995), reportaron disminuciones severas en la produccién por el
uso plantulas que se obtienen de semillas resultado de la autopolinizacién. Una
de las estrategias para permitir la sincronia y homogenizacién en la obtencion de
flores es la aplicacion de paclobutrazol. Adicionalmente, se considera necesaria
la implementacion de sistemas de polinizacién controlada tanto para asegurar el
cruzamiento de todos los genotipos como para el aprovechamiento de los efectos

combinatorios especificos.



A. Anexo: Genotipos y cantidad de
ramets del huerto semillero clonal El
Salitre.

o Cantidad LUGAR DE PROCEDENCIA
Cédigo ortet de =
(SIMES Localidad Delszi?;n(z:nto
5.111. 3 Australia Denison Tasmania
11.1. 3 Australia Chanel Tasmania
12.1. 1 Australia Chanel Tasmania
18.1. 1 Australia Chanel Tasmania
23.1. 2 Australia Uxbridge Tasmania
38.1V. 1 Australia Leprena Tasmania
39.VIL. 3 Australia Leprena Tasmania
45.1X. 1 Australia Leprena Tasmania
52.1. 2 Australia Macquaire Tasmania
58.III. 1 Australia Rheban Tasmania
61.1X. 3 Australia Rheban Tasmania
64.VII. 1 Australia Rheban Tasmania
75.11. 5 Australia Geeveston Tasmania
99.l. 1 Australia St. Flinders Island Tasmania
109.V. 1 Colombia Pasto Narifio
122.111. 1 Colombia Samaca Boyaca
126.VI. 5 Colombia Nobsa Boyaca
127.V. 3 Colombia Duitama Boyaca
131.11. 3 Colombia La Vega Cundinamarca
137.111. 3 Colombia Bogota Cundinamarca
144.11. 1 Colombia Cota Cundinamarca
146.VI. 3 Colombia Cota Cundinamarca
152.11. 4 Colombia Simijaca Cundinamarca
154.1V. 3 Colombia La Calera Cundinamarca
155.1. 1 Colombia La Calera Cundinamarca







B. Anexo: Cdodigo de identificacion
de los ramets del huerto semillero
clonal El Salitre

Listado de ramets* del HSC El

Salitre
5.111.154 61.1X.61 131.11.131
5.111.5 61.1X.61 131.11.131
5.111.5 64.VIl.64 131.11.45
11.1.11 75.11.75 137.111.103
11.1.11 75.111.75 137.111.137
11.1.11 75.111.75 137.111.137
12.1.155 75.111.75 144.11.144
18.1.18 75.111.75 146 VI 146
23.1.137 99.1.99 146.VI.146
23.1.23 109.V.155 146.VI.146
38.1vV.38  122.111.105 152.11.152
39.VII.39 126.VI.103  152.11.152
39.VI.39 126.VI.126  152.11.152
39.VIL.39 126.VI.126 152.11.5
45.1X.45 126.V1.126 154.IV.131
52.1.12 126.V1.156  154.1V.154
52.1.52 127.V.127 154.1V.154
58.1I1.58  127.V.127 155.1.155
61.1X.38 127.V.127

* El primer nimero corresponde al codigo del genotipo llamado ortet, los de igual cddigo inicial
son clones del mismo genotipo o ramets.




C. Anexo: Reactivos y concentraciones del
protocolo de extraccion de ADN adaptado de
(Ribeiro y Lobato, 2007)

ANna ompara O de diterentes protocolo de e 3 on ADN € e|ido
e(jeld e e erpalrio e eSpe ene del genero Dalbergia
Proto 0 A 00 ado de - Doyle and Dovyle, 1990
BUFFER extraccion Volumen a preparar total 100 ml
REACTIVO STOCK Comﬁﬁg?uon Volumen
CTAB 2| % 04|49
Tris/HCI, pH 7,5 1000 | mM 100 | mM 2 [ ml
NaCl 5000 | mM 1400 | mM 56 | ml
PVP -40 2% 04 |9
EDTA pH 8,0 500 | mM 20 | mM 0,8 [ ml
B mercaptoetanol 20 pl por cada ml de buffer de extraccion a usar
BUFFER TE/RNAsa Volumen a preparar total 10 ml
REACTIVO STOCK Comﬁﬁg?uon Volumen
Tris HCI pH 8,0 1000 | mM 10 | mM 100 | pl
EDTA pH 8,0 500 | mM 1| mM 20 | pl
RNAsa 20.000 | pg/mi 10 | pg/ml pl
5
20 | mg/mi 1| mg/ml 500 |
Otros reactivos Concentracién Volumen
Cloroformo : Alcohol isoamilico alcohol (CIA) 24:1 50 | ml
Etanol 70% 50 | ml

Isopropanol
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