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Resumen

La productividad agricola y forestal de los ecosistemas mediterraneos esta siendo
fuertemente amenazada por los efectos adversos del cambio climatico, en los cuales se
incluye el aumento de las sequias severas y cambios en la distribucion de las
precipitaciones. En la presente tesis, se llevé a cabo un estudio de asociacion de genoma
amplio (GWAS) para identificar polimorfismos nucleotidicos (SNPs) y bloques de
haplotipos asociados con el crecimiento y la calidad de la madera de Eucalyptus
cladocalyx; una especie arborea adecuada para ambientes de baja precipitacion. El estudio
se realizo en un ensayo de progenie-procedencia establecido en un sitio de clima arido de
tendencia mediterranea, localizado al sur del desierto de Atacama, Chile. Se aisl6 ADN
desde tejido de hojas de 480 individuos (~10 individuos por familia; de un total de 49
familias de medios hermanos), los cuales posteriormente se genotiparon usando un arreglo
de 60 mil SNPs. El genotipaje produjo 3.879 SNPs y 108 bloques de haplotipos. Se
encontraron correlaciones fenotipicas significativas entre altura-didmetro, altura-densidad
de la madera, y didmetro-densidad de la madera, con una significativa variacion entre
procedencias. Un total de 87 SNPs, y 3 blogues de haplotipos se asociaron
significativamente con caracteres de crecimiento (altura, didmetro a la altura del pecho, y
coeficiente de esbeltez) y calidad de la madera (altura de bifurcacion, rectitud del fuste y
densidad de la madera). Ademéas, mediante una regresion Bayesiana multivariada, se
identificaron 11 loci en comin entre los caracteres de altura, didmetro y densidad de la
madera. En general, los andlisis revelaron que las asociaciones marcador-caracteristica se
localizaron a menos de 3,2 kb de distancia (y dentro) de genes relacionados principalmente
con el metabolismo primario, transporte y biosintesis de pared secundaria. Adicionalmente,
se detectaron asociaciones que coincidieron con genes de respuesta a estrés, tales como
GEM-related 5 y Prohibitin-3. Los hallazgos aqui presentados proporcionan genes
candidatos que podrian estar involucrados en el control genético de caracteristicas
morfoldgicas que se relacionan con la adaptacion de arboles de Eucalyptus a ambientes
aridos.



Summary

The agricultural and forestry productivity of Mediterranean ecosystems is being strongly
threatened by the adverse effects of climate change, including an increase in severe
droughts and changes in rainfall distribution. In the present study, we performed a genome-
wide association study (GWAS) to identify single-nucleotide polymorphisms (SNPs) and
haplotype blocks associated with the growth and wood quality of Eucalyptus cladocalyx, a
tree species suitable for low-rainfall sites. The study was conducted in a progeny-
provenance trial established in an arid site with Mediterranean patterns located in the
southern Atacama Desert, Chile. A total of 87 SNPs and 3 haplotype blocks were
significantly associated with growth traits (total height, diameter at breast height, and
slenderness coefficient) and stem quality traits (first bifurcation height, stem straightness,
and wood density). In addition, eleven loci were identified to be jointly associated between
height, diameter and wood density through Bayesian multivariate regression. In general, the
GWAS revealed associations with genes related to primary metabolism and biosynthesis of
cell wall components. Additionally, associations coinciding with stress response genes,
such as GEM-related 5 and prohibitin-3, were detected. The findings of this study provide
valuable information regarding genetic control of morphological traits related to adaptation
of eucalyptus trees to arid environments.
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Introduccion

Aspectos generales

El género Eucalyptus L' Hér. comprende alrededor de 700 especies nativas de Australia, las
cuales representan los principales recursos de la industria forestal a nivel mundial (Groover y
Jansson, 2014). En general, los arboles de Eucalyptus son de rapido crecimiento, de buen
rendimiento y calidad de madera, lo cual los hace ideales para la obtencion de madera aserrada
y estructural, papel y bioenergia (Myburg et al., 2014). Ademas, algunas especies del género
son capaces de crecer en diversos ambientes, siendo ampliamente plantadas en climas
tropicales y templados (Beech et al., 2017). Debido a esto, los Eucalyptus son cultivados en
varios lugares del mundo, tales como E.E.U.U., Sudafrica, Brasil, Portugal, Espafia y Chile, ya
sea con fines comerciales u ornamentales (Paine et al. 2011).

Eucalyptus globulus y Eucalyptus nitens corresponden a las especies mayormente plantadas en
Chile, abarcando el 36% del total de las plantaciones forestales del pais (INFOR, 2019). La
distribucion del Eucalyptus se limita principalmente por factores ambientales, tales como bajas
temperaturas y disponibilidad hidrica (Kayal et al. 2006; Teixeira et al. 2011). En el contexto
nacional, el estudio de especies tolerantes a ambientes aridos se ha tornado cada vez mas
relevante, debido a que méas del 50% del territorio del pais posee un clima arido o semiarido
(Sanhueza y Poulain, 2007) y se prevé que el cambio climéatico impactara negativamente en la
disponibilidad de los recursos hidricos (Bozkurt et al., 2017).

Seleccion asistida por marcadores moleculares (SAM) en Eucalyptus

La seleccion asistida por marcadores (SAM) es una practica habitual en el mejoramiento y
aprovechamiento de los recursos genéticos de Eucalyptus (Shepherd y Jone, 2005). Esta
técnica permite asistir en el proceso de seleccion mediante la identificacion de loci que se
encuentran asociados con la variacion de una caracteristica fenotipica. Se ha reportado la
identificacion de numerosos loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) que afectan la
variacion fenotipica de caracteres de crecimiento y calidad de la madera en &rboles de
eucalipto (Thumma et al., 2010; Gion et al., 2011). Para estudios de SAM se utilizan dos tipos
de poblaciones de mapeo de QTL: poblaciones de ligamiento basadas en pedigri (familias), y
poblaciones naturales gque utilizan enfoques de mapeo de desequilibrio de ligamiento (Semagn
et al, 2010; Mackay y Powell 2007). En la primera, las poblaciones de estudio mas avanzadas
(Por ejemplo: mapeo asociativo anidado) denominadas poblaciones de préxima generacion
han sido desarrolladas en varios tipos de cultivos y especies forestales para aumentar la
diversidad genética y por ende la resolucion genética del mapeo (Morrell et al, 2011). Por otro
lado, los estudios en poblaciones naturales explotan el hecho de que la recombinacion rompe
el genoma en pequefios fragmentos que logran correlacionarse con el fenotipo de los arboles
(Myles et al., 2009). Actualmente, el mapeo de caracteres de crecimiento y calidad de la
madera en Eucalyptus ha convergido con la gendmica con estudios de asociacion de genoma



completo (GWAS) permitiendo descubrir la base genética detrds de caracteres de interés
forestal (Silva- Junior et al., 2015; Grattapagglia et al., 2018).

Marcadores microsatélites (SSR) y polimorfismos de nucledtido unico (SNP) en el género
Eucalyptus

Diferentes tipos de marcadores moleculares han sido usados en estudios de mapeo asociativo,
tales como microsatélites o SSR (del inglés: Simple Sequence Repeat) y SNP (single
nucleotide polymorphism) (Contreras Soto et al., 2017). Los SSRs son segmentos de ADN
repetitivo en tdndems de 1-6 nucleotidos, los cuales expresan su polimorfismo en el nimero de
repeticiones en la secuencia (Gulcher, 2012). Estos marcadores han sido ampliamente
utilizados en estudios genéticos de diferentes especies, incluido Eucalyptus (Semagn et al,
2010; Morrell et al, 2011; Nadeem et al., 2017; Arriagada et al., 2018). La naturaleza
multialélica de los SSRs en el genoma los convierte en los marcadores de ADN mas
adecuados para los estudios de genética de poblaciones, filogenia y estudios de conservacion
biologica (Ochieng et al., 2007; Gulher, 2012; Porth et al., 2013). Adicionalmente, los
marcadores SSRs han sido de gran utilidad para la elaboracion de mapas genéticos y para
evaluar la variabilidad y estructura genética en poblaciones de mejoramiento (Ochieng et al.,
2007). Asimismo, su alto grado de polimorfismo y herencia codominante los hacen Utiles para
la identificacion de progenitores en individuos, la caracterizacion de recursos genéticos, la
validacion de hibridos, la distincion de especies e identificacion de parentales (Grattapaglia et
al., 2011; Ochieng et al., 2007; Subashini et al., 2013; Wheeler et al., 2013).

Por otra parte, los SNPs son polimorfismos que involucran el cambio de una base en el
genoma. Estos marcadores son de naturaleza bialélica, abundantes y estan presentes en
regiones codificantes y no codificantes (Gupta et al., 2001; Zhang et al., 2005). Por estas
propiedades, los SNPs se consideran ideales para la saturacion de mapas genéticos, mapeo
fino de loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) y SAM (Collard y Mackill, 2008; Khan y
Korban, 2012; Silva-Junior et al., 2015). Los avances en las tecnologias de secuenciacién de
préxima generacion a gran escala han posibilitado la obtencidén de matrices de genotipado de
alta densidad en numerosas especies, incluyendo Eucalyptus (Silva-Junior et al., 2015; Ren et
al., 2016; Bai et al., 2018).

En el afio 2014, el genoma de E. grandis fue secuenciado y ensamblado, lo cual permitié una
gran cantidad de estudios genomicos en diferentes especies del género (Myburg et al., 2014).
El tamafio del genoma ha sido estimado en ~ 640 Mb, con 36.376 genes predichos,
distribuidos en los 11 cromosomas (Myburg et al., 2014). Recientemente, Silva-Junior et al.
(2015) disefiaron un arreglo de aproximadamente 60.000 SNP (EuChip60K) distribuidos en
todo el genoma de méas de 14 especies de Eucalyptus. Estos arreglos de ADN de alta densidad,
potencian la seleccion gendémica y el mapeo fino de QTLs por el hecho que una mayor
informacidn de sitios genéticos permite una mejor resolucion en términos de distancia genética
para la asignacion de los QTLs y la deteccion de variantes causales (Sansaloni et al., 2010;
Silva-Junior et al., 2015).



Loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) en Eucalyptus

Las caracteristicas de interés en Eucalyptus tales como: crecimiento, densidad y calidad de la
madera, son controladas por varios genes y elementos reguladores presentes en todo el
genoma, los cuales corresponden a regiones denominadas QTLs (Grattapaglia et al., 2009;
Mora et al., 2012; Kullan et al., 2012; Freeman et al., 2013). Considerando la naturaleza
cuantitativa de las caracteristicas fenotipicas complejas, numerosos QTLs han sido mapeados
en poblaciones naturales y de mejoramiento genético (Grattapaglia et al, 2012; Freeman et al.,
2013).

El mapeo de QTLs consiste en identificar una correlacion entre la variabilidad del marcador
con la variabilidad fenotipica del caracter observado, definiendo asi una region genomica
responsable de una caracteristica cuantitativa (Grattapaglia et al., 1996). Por ejemplo, Gion et
al., (2011) mediante un mapeo de QTLs en una poblacion biparental (hibridos de E. grandis x
E. urophylla), detectaron 117 QTLs asociados a las propiedades de la madera, los cuales
explicaron hasta un 15% de la varianza fenotipica. Thumma et al. (2010) identificaron 36 QTL
que controlan la variacién de caracteristicas relacionadas a la madera en E. nitens. Ademas, los
autores demostraron que dos de estos QTLs controlan la variacién en el rendimiento de
celulosa y pulpa en E. nitens y E. globulus. Freeman et al. (2013) identificaron 98 QTLs
asociados al crecimiento y calidad de la madera en diferentes familias de E. globulus en dos
ambientes con diferentes niveles de precipitacion. Recientemente, en hibridos de E.
tereticornis x E. camaldulensis, se identificaron 7 QTLs que explicaron entre un 11y 27% de
la variacion fenotipica de la densidad estomatica, y area y longitud del poro de las estomas
(Sumathi et al., 2018). A pesar de las ventajas que posee el mapeo de QTLs utilizando
poblaciones biparentales, la baja resolucién, en términos de cobertura del genoma, limita la
deteccién de genes candidatos involucrados en la caracteristica de interés (Ukrainetz et
al., 2008; Novaes et al., 2009; Thumma et al., 2010; Gion et al., 2011), por lo tanto, el uso de
arreglos de ADN de alta densidad y estudios de mapeo asociativo surgen como alternativa
valiosa para la investigacién de los determinantes genéticos en especies de plantas, incluyendo
Eucalyptus.

Estudios de mapeo asociativo de genoma amplio (GWAS) basados en SNPs y Haplotipos

GWAS es un enfoque bioestadistico que permite asociar variantes alélicas aleatorias con
caracteres cuantitativos de interés, lo cual es sustentado por el modelo infinitesimal que
supone que parte del valor fenotipico de un individuo se debe al genotipo que contempla un
conjunto de genes independientes con efectos pequefios y acumulativos (Gondro et al., 2013).

Los polimorfismos detectados en una poblacién, en conjunto con un genoma de referencia,
permiten la identificacion de genes candidatos, basado en el desequilibrio de ligamiento (LD)
y en las frecuencias alélicas presentes en una poblacion (Thumma et al., 2005; Li et al., 2011,
Gondro et al., 2013). De manera similar, la construccion de bloques de haplotipos,
correspondiente a grupos de loci que se heredan en conjunto, se logra detectar regiones
gendmicas conservadas (Gabriel et al., 2002). La construccion de haplotipos y su utilizacién
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en GWAS, permite la identificacion de regiones en LD con genes candidatos involucrados en
diferentes caracteristicas fenotipicas en una poblacion (Thumma et al., 2005; Gondro et al.,
2013; Maldonado et al., 2019). Las asociaciones entre marcador-caracteristica pueden
realizarse en poblaciones naturales, explotando eventos de recombinacion ancestral que
ocurrieron en la poblacion. Con ello, analizando las asociaciones no aleatorias de alelos en loci
cercanos 0 en LD, es posible detectar genes candidatos significativamente asociados con un
conjunto de marcadores mapeados (Rafiski, 2002; Resende et al., 2001; Kishor et al., 2014).
Diversos estudios han validado el mapeo asociativo como un procedimiento apropiado para
dilucidar la base genética que subyace a caracteristicas complejas en especies forestales, tales
como Pinus spp. (Gonzalez-Martinez et al. 2006, 2008; Lepoittevin et al. 2012) y Populus spp.
(Ingvarsson et al. 2008; Guerra et al. 2013; Porth et al. 2013). En Eucalyptus, los estudios de
mapeo asociativo han sido relativamente limitados (Arriagada et al., 2018; Thumma et al.,
2005, 2010; Thavamanikumaret al., 2013; Resende 2011; Zhang et al., 2018). Por ejemplo, en
un mapeo asociativo de genes candidatos en E. nitens, se identificaron dos haplotipos
significativamente asociados con el angulo de microfibrilla de celulosa que explicaron entre el
3y 6% de la variacion total. Interesantemente, en este estudio se demostrd que variaciones en
la secuencia del gen que codifica para la cinamoil CoA reductasa (CCR) (regula la biosintesis
de acidos grasos) se relacionaron con la variacion en las propiedades de la madera de E.
nitens, lo cual también fue confirmado en E. globulus (Thumma et al., 2005). Por otra parte,
Thavamanikumar et al. (2014) identificaron 9 asociaciones estables marcador-caracteristica
con una varianza explicada individualmente inferior al 5% para el crecimiento y calidad de
madera de E. globulus. Recientemente, Zhang et al., (2018) realizaron un estudio de
asociacion para la resistencia al ataque de Leptocybe invasa, un insecto que provoca
defoliacion en E. grandis y E. tereticornis. En este estudio, se identificaron 4 marcadores que
explicaron entre un 24 y 40% de la variacion fenotipica de la resistencia a esta plaga en ambas
especies de Eucalyptus.

Mejoramiento de Eucalyptus y tolerancia a la sequia

Las plantaciones forestales se enfrentan a dos principales desafios: responder a un aumento en
el rendimiento de biomasa de madera y mantener una produccion sostenible bajo restricciones
ambientales (FAO, 2015). El déficit hidrico es una de las consecuencias del cambio climético,
causado por variaciones en los regimenes de lluvia, junto con el aumento de las temperaturas
promedio (Way y Oren, 2010; Bartholomé et al., 2015). A nivel de individuos, la baja
disponibilidad de agua provoca un estrés hidrico, generando impactos que van desde una
reduccién en el crecimiento de los arboles (Pita y Pardos, 2001) a la muerte, o bien ocurre una
limitacién de la superficie de bosques en el caso de sequia severa (Allen et al., 2010, Phillips
et al., 2010). Por tal razon, el estrés hidrico es el principal factor ambiental causante de
pérdidas de productividad forestal que alteran la calidad y rendimiento maderero (Flexas et al.,
2002; Bush et al., 2018).

Los bosques de ciertas especies de Eucalyptus se han adaptado a la aridez a través de multiples
vias bioldgicas, dentro de las cuales se encuentran la reduccion de su crecimiento en altura y



didmetro junto a un aumento en la densidad de madera, las cuales se asocian con variaciones
de diferentes caracteristicas vasculares (Pfautsch et al., 2016; Saadoui et al., 2017). En teoria
la seleccion natural de caracteres de crecimiento (altura y diametro) y de densidad de la
madera en Eucalyptus se encuentra bajo un compromiso (trade-off) entre eficiencia y
seguridad hidraulica (Pfautsch et al., 2016; 2019). Este compromiso se basa principalmente en
obtener el maximo consumo de agua posible evitando el riesgo de sufrir embolia. Asi en los
bosques de Eucalyptus més lluviosos se han encontrado arboles de gran altura y baja densidad
(ej. E. globulus) y en bosques xeréfitos se han reportado arboles pequefios en altura y de alta
densidad de la madera (ej. E. cladocalyx). Dado este compromiso es que los bosques que
albergan arboles de gran altura han sido fuertemente afectados por los efectos del cambio
climético, producto de la reduccién y cambios en las precipitaciones provocando fenémenos
de embolia (Pfatush et al., 2016; Olson et al. 2018).

La tolerancia a la sequia difiere entre arboles del género Salix, Populus y Eucalyptus, los
cuales presentan un crecimiento relativo en ambientes con sequia frecuente (Pita et al., 2005;
Teuliéres et al. 2007; Bush et al., 2011). En general, los arboles de Eucalyptus resistentes a la
sequia muestran una mayor proporcién raiz/tallo, menor altura y diametro del fuste, con
didmetro de vasos vasculares mas estrechos y mayor densidad de la madera (Susiluoto y
Berninger 2007; Saadoui et al., 2017). Ademas, algunos hibridos presentan una mayor
tolerancia a la sequia que sus especies. Por ejemplo, hibridos de E. grandis x E. terenicornis
han mostrado una mayor resistencia a la sequia que E. grandis, pero menor que E. terenicornis
(FAO, 1982). Estas diferencias a nivel de especie también se encuentran a nivel de genotipo,
permitiendo con ello identificar y seleccionar aquellos con mayor capacidad para crecer en
ambientes con déficit hidrico (Wang et al., 2003; Polle et al., 2006).

Bases genéticas del desarrollo y crecimiento de madera en Angiospermas

La madera es producida por el cambium vascular, cuyos meristemas laterales se dividen para
proporcionar células hijas que se diferencian en xilema secundario (madera) hacia el centro del
tallo, o floema secundario (corteza interior) hacia el exterior del tallo (Larson, 1994). De
acuerdo con la literatura, existen numerosos genes cuya expresion génica es regulada durante
el desarrollo de la madera, siendo los procesos moleculares bien conservados entre
angiospermas (Schrader et al., 2004; Etienne Paux 2005; Zhao et al. 2005; Hirakawa y
Bowman 2015). Los factores de transcripcion de dominios NAC y MYB han sido definidos
como reguladores maestros del desarrollo y crecimiento de la madera (Brady et al. 2011,
Taylor-Teeples et al. 2015; Zhong and Ye 2015). Generalmente, factores de transcripcion de
dominio NAC ocupan el nivel mas alto en esta jerarquia, y regulan a los factores de
transcripcion relacionados a MYB, quienes a su vez regulan genes gue codifican enzimas que
participan en la sintesis de los componentes de la madera. En condiciones de sequia, sobre el
25,1% de genes que codifican para factores de transcripcion fueron regulados en el alamo del
desierto, Populus euphratica, indicando una remodelacion masiva de la expresion genica
(Tang et al., 2013). Interesantemente, los factores de transcripcion de dominio NAC y MYB
fueron los grupos mas representativos con una sobrexpresion génica en respuesta al estrés por



sequia. Adicionalmente, varios estudios han demostrado que ocurre una expresion diferencial
de genes asociados con varias fitohormonas, principalmente auxinas, etileno, acido abscisico y
brasinosteroides, siendo estas moléculas claves que regulan y coordinan multiples procesos de
desarrollo y de respuesta a estrés (Cohen et al., 2010; Thumma et al., 2012; Tang et al., 2013).

Junto a una inhibicién en el crecimiento en Eucalyptus, analisis transcriptomicos también han
revelado una fuerte inhibicion en la expresion de genes relacionados al metabolismo, division
celular, expansion de tejidos y propiedades de la pared en condiciones de sequia (Cohen et al.,
2010; Thumma et al., 2012; Tang et al., 2015). Por lo tanto, varios genes relacionados a la
pared celular (ej. pectina esterasa, o-metiltransferasa, expansinas, celulosa sintasa, lacasas,
quinasas asociadas a pared y endoxyloglucano transferasa) estan siendo regulados en respuesta
al déficit hidrico (Cohen et al., 2010; Thumma et al., 2012; Spiep et al. 2012; Tang et al.,
2015). En E. cladocalyx, se ha observado que al menos 78 genes expresados en tallo, cuya
funcién es desconocida, estan siendo regulados bajo condiciones de estrés hidrico, los cuales
podrian jugar un papel clave en caracteres complejos relacionados a la madera (Spokevicius et
al., 2017).

Eucalyptus cladocalyx tolerante a ambientes aridos y semiaridos

Para definir la adaptabilidad de especies o genotipos a un determinado ambiente, la generacion
de ensayos de progenie/procedencia es una practica ampliamente utilizada en el mejoramiento
forestal (Kremer et al., 2014). En estos ensayos, inicialmente se evallan procedencias o
poblaciones representativas de la distribucion natural de la especie, y en sitios similares, con el
fin de controlar el efecto ambiental como una causa de la variacion fenotipica (O Brien et al.
2007). Posteriormente, a través de la estimacion de pardmetros genéticos, tales como la
heredabilidad, correlaciones genéticas entre caracteristicas y la prediccion de los méritos
genéticos, se seleccionan arboles con fenotipos favorables (O"Brien et al. 2007).

Algunas especies de Eucalyptus se clasifican como arboles con gran capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones ambientales (Teuliéres et al. 2007; Bush et al., 2018). E. cladocalyx,
por ejemplo, endémico del sur de Australia, ha sido clasificado como una especie bien
adaptada a ambientes aridos con tolerancia moderada a suelos salinos (Gleadow y Woodrow et
al. 2002; Clarke et al. 2009; Mora et al. 2009). La madera de E. cladocalyx es dura y pesada,
muy resistente a la intemperie y al ataque de insectos, siendo Util para postes de soporte,
construccion y uso ornamental (Clarke et al., 2009; Bush et al., 2015). En Australia, esta
especie ha sido extensivamente plantada debido a su capacidad de crecer en sitios con baja
precipitacion, y cuyo destino es la produccion de madera, miel, postes y remediacion
ambiental (Bush et al. 2011; Bush et al. 2018). E. cladocalyx posee una de las maderas mas
resistentes a la biodegradacion (clasificacién 1 de durabilidad natural, Bush et al. 2011),
siendo posible su utilizacion como postes de soporte agricola naturalmente durables, en
remplazo de postes tratados con metales pesados.

E. cladocalyx fue introducido en Chile con la intencién de generar recursos madereros y
meliferos en ambientes con baja disponibilidad hidrica (Mora et al., 2009). Con ello, diversos
ensayos de progenie/procedencia han sido establecidos en estas condiciones para evaluar e



identificar genotipos tolerantes que presenten fenotipos favorables para el crecimiento y
calidad de la madera (Mora et al. 2009; Cané-Retamales et al. 2011; Contreras-Soto et al.
2011; Mora y Saavedra 2012).

Diversidad y estructura genética de E. cladocalyx

E. cladocalyx es nativo del sur de Australia, donde crece en forma natural en cuatro areas
separadas en al menos 500 km (Bush y Thumma 2013; Bush et al., 2015). Los arboles que
provienen de la zona sur de las montafas Flinders y hacia la parte superior del golfo Spencer
exhiben un mejor crecimiento y forma que en otras poblaciones (Clarke, 2009). Otras
poblaciones se ubican en la Peninsula de Eyre, alrededor de Cleve y en una serie de pequefias
poblaciones en la Isla Kangoroo (Clarke, 2009; Bush et al., 2015). La precipitacion media
anual en estas regiones varia entre 242 y 650 mm con una temperatura media anual de 16 a
17,5°C (Bush y Thumma 2013). Se ha observado que las distintas poblaciones de E.
cladocalyx presentan un alto nivel de endogamia con una baja diversidad genética
intrapoblacional (McDonald et al. 2003; Steane et al. 2011; Bush y Thumma 2013). Sin
embargo, el distanciamiento geografico entre poblaciones ha permitido altos niveles de
divergencia genética y niveles moderados de variabilidad genética entre poblaciones naturales
(Steane et al. 2011; Bush y Thumma 2013; Mora et al., 2017). La divergencia genética entre
poblaciones coincide con diferencias a nivel morfolégico encontradas entre las poblaciones de
E. cladocalyx (McDonald et al. 2003; Bush y Thumma 2013). Por ejemplo, en ensayos de
progenie establecidos en la Provincia del Choapa, norte de Chile, los individuos que provienen
de diferentes poblaciones naturales exhiben diferencias fenotipicas en altura y diametro de los
arboles (Mora et al., 2009), y rectitud del fuste (Vargas-Reeve et al., 2013). Estos resultados
sugieren que existe un potencial para la mejora genética de la especie en condiciones aridas a
través del mapeo fino de regiones gendmicas responsables de las diferencias fenotipicas
presentes en la poblacion.

Control genético de caracteristicas de interés en Eucalyptus cladocalyx

La calidad de la madera de Eucalyptus se estudia a travées del analisis de diversos parametros
dependiendo de sus usos como madera estructural o la produccién de pulpa. Dentro de los
caracteres estudiados destacan: crecimiento, densidad de la madera, rectitud del fuste,
rendimiento de pulpa, contenido de celulosa y lignina (Kullan et al., 2012; Freeman et al.,
2013; Mora et al., 2017). En E. cladocalyx se han estudiado diferentes caracteres que son
clave para su mejoramiento, los cuales se describen a continuacion:

Densidad de la madera: la madera de E. cladocalyx es una de las mas densas dentro del
género Eucalyptus con excelente rigidez en sus fibras, clasificada como una de las maderas de
mayor durabilidad natural, resistente a la biodegradacion, con una vida util de 25 afios 0 mas
en contacto con el suelo (Bush et al., 2011; Lundgvist et al., 2017). Ademas, la densidad de la
madera usualmente esta relacionada con la resistencia a la sequia en coniferas y angiospermas
(Sperry et al., 2006; Rosner et al., 2014). En este contexto, los componentes genéticos que



influyen en la densidad de la madera, y por consiguiente en la tolerancia a la sequia, podrian
ser factores claves para la mejora de Eucalyptus.

Rectitud del fuste y el patron de bifurcacién de los arboles: Corresponden a caracteristicas
que afectan significativamente a los distintos procesos del aprovechamiento maderero, tales
como transporte, procesos de elaboracion y uso final. La madera de E. cladocalyx, gracias a su
elevada densidad de la madera y durabilidad natural, es una alternativa para ser utilizada como
madera estructural en la agricultura e industria. Por tal motivo, la identificacion de genes
candidatos que influyen en la rectitud del fuste y bifurcacién de E. cladocalyx es crucial en el
mejoramiento de la especie y sus usos.

Componentes del crecimiento: Las caracteristicas relacionadas al crecimiento (altura del
arbol, didmetro, y esbeltez) son criterios de seleccién importantes en los programas de mejora
de Eucalyptus, debido a que estan directamente relacionados con el rendimiento maderero.
Adicionalmente, la altura y el diametro de los arboles permite estimar el coeficiente de
esbeltez, el cual es un indicador de la capacidad del arbol para resistir tensiones provocadas
por fuertes vientos y otros factores ambientales que provocan mermas en la calidad de madera
(Jullien et al., 2013; Eguakun y Oyebade, 2015).

Existe una variabilidad genética considerable en caracteres de crecimiento y densidad de la
madera con una heredabilidad de sentido estricto baja-moderada para estos caracteres en E.
cladocalyx (Bush et al., 2011). En poblaciones de E. cladocalyx plantadas en el sur del
desierto de Atacama, se ha determinado que el control genético de la rectitud del fuste (h?=
0,40), diametro a la altura del pecho (h?=0.30), y altura (h?= 0.30) es relativamente moderado.
(Mora et al., 2009; Vargas-Reeve et al., 2013). Mas aun, caracteres de crecimiento se
encuentran positiva y genéticamente correlacionadas, lo cual indica que ambos caracteres son
controlados por genes en comun (Mora et al., 2009).

La variabilidad reportada a nivel fenotipico entre procedencias ha permitido identificar
regiones gendmicas que controlan caracteristicas relacionadas al crecimiento y calidad de la
madera en E. cladocalyx. Por otro lado, escasos estudios han utilizado los principios del
mapeo asociativo o de QTL para este propdésito. En un enfoque de mapeo asociativo, Ballesta
et al. (2015) identificaron 6 loci asociados con el didmetro a la altura del pecho (DAP)
mediante el uso de marcadores inter-microsatélites (ISSR), los cuales explicaron entre 10 y
23% de la variacion fenotipica de este caracter en 225 individuos de E. cladocalyx. Este
estudio es consistente con lo reportado por Arriagada et al. (2018), quienes identificaron 4
marcadores microsatélites asociados con el DAP, los cuales explicaron entre un 7 y un 23% de
la variacion fenotipica. En esta via las asociaciones entre marcador/haplotipo y caréacter,
basadas en un genotipado de alta densidad junto a anélisis de LD, permitiran una mayor
resolucion del genoma para detectar genes candidatos involucrados en las diferencias
fenotipicas en caracteres de crecimiento y calidad de la madera en E. cladocalyx.

Planteamiento del problema y novedad de la propuesta

La disponibilidad hidrica es el principal determinante del crecimiento, supervivencia y
productividad de las plantaciones de Eucalyptus (Adams, 1996). Dentro de las especies de



Eucalyptus que son clasificadas como aptas para ambientes de baja precipitacion, E.
cladocalyx se destaca por poseer una excelente densidad de la madera junto a un fuste
levemente ramificado (Clarke et al., 2009; Lundqyvist et al., 2017). Ademas, la especie posee
una madera resistente a la biodegradacion y de excelente durabilidad natural (Bush et al.,
2011). Considerando la disminucion de los recursos hidricos en los sistemas productivos,
principalmente mediterrdneos, es fundamental la generacion de conocimiento de los
componentes genéticos que modulan el crecimiento y la calidad de la madera en Eucalyptus en
ambientes &ridos.

En Eucalyptus, la variacion de caracteristicas relacionadas al crecimiento (altura y didmetro de
los arboles) y densidad de la madera estd guiada por un compromiso (trade-off) entre
eficiencia y seguridad hidraulica evidenciando fenotipos integrados bajo seleccién (Pfautsch et
al., 2016; Petino et al., 2018; Blackman et al., 2019). Estudios genéticos en poblaciones
representativas de la distribucion natural de E. cladocalyx establecidas en la Provincia del
Choapa, norte de Chile, han evidenciado variacion fenotipica significativa, altos niveles de
diversidad genética, cambios en la frecuencia alélica y heredabilidad moderada para caracteres
relacionados a la calidad y crecimiento de la madera (rectitud del fuste, altura, diametro a la
altura del pecho y bifurcacion) (Mora et al., 2009; Cané-Retamales et al. 2011; Vargas-Reeve
et al., 2013). Este resultado ha llevado a la posterior identificacion de diversos QTL asociados
a caracteristicas de crecimiento y calidad de la madera, basado en marcadores ISSR y SSR en
dos ensayos situados al Norte de Chile (Ballesta et al., 2015; Arriagada et al., 2018). En estos
estudios, se detectaron 14 ISSR asociados con la altura, diametro y rectitud del arbol que
explicaron entre 9.8% y 23.4% de la varianza fenotipica con marcadores asociados a mas de
un caracter (Ballesta et al., 2015). Adicionalmente, se detectaron 7 marcadores SSR asociados
con caracteres de crecimiento que explicaron entre un 7% y 23%, y 10 SSR asociados a
caracteres de calidad de la madera que explicaron entre un 5.9% y 14% de la variacion
fenotipica (Arriagada et al., 2018). Los marcadores SSR asociados a crecimiento se
posicionaron en los grupos de ligamiento (cromosomas) 6, 7, 8 y 10 mientras que los SSR
asociados a calidad de la madera se posicionaron en los grupos 2, 4, 6, 9 y 10 con humerosos
QTL asociados a mas de una caracteristica (Arriagada et al., 2018; Valenzuela et al., 2019).
Considerando las correlaciones genéticas enmarcadas en un compromiso entre eficiencia y
seguridad hidraulica como también loci asociados en comun entre caracteres, se vuelve
relevante identificar genes candidatos responsables de la variacion fenotipica observada en E.
cladocalyx en un ambiente arido. Ademas, los QTLs detectados en estudios anteriores, no
involucran caracteres relacionados a la densidad de la madera y su relacién genémica con
otras caracteristicas de interés productivo.

Por lo tanto, la identificacion de genes candidatos involucrados en la calidad y crecimiento de
la madera, asi como la identificacion de loci en comdn entre caracteristicas relacionadas, fue
un aspecto clave en el desarrollo de este proyecto.

Tomando en cuenta que: (1) existen caracteristicas relacionadas genéticamente, como las
relacionadas al crecimiento y la calidad de la madera, (2) los ensayos de E. cladocalyx
establecidos en el sur del desierto de Atacama, representan la distribucién natural de la
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especie, y por lo tanto poseen gran parte de la variabilidad genética; (3) matrices de ADN de
alta densidad posibilitan la deteccion de un gran nimero de loci polimorficos involucrados en
caracteristicas de interés de la especie; y (4) enfoques de mapeo asociativo de genoma
completo permiten inferir variantes genéticas involucradas en la variacion fenotipica presente
en poblaciones de mejoramiento forestal, se propuso la siguiente hipdtesis:

Hipotesis

Diferencias fenotipicas en caracteristicas de crecimiento (altura, didmetro, e indice de
esbeltez) y calidad de la madera (rectitud del fuste, bifurcacion, densidad de la madera) de
Eucalyptus cladocalyx, se asocian a variantes alélicas de nucleétido unico y bloques de
haplotipos, los cuales segregan junto a genes que participan en el metabolismo celular y la
formacion de pared celular.

Objetivo general
Identificar loci y genes candidatos especificos y comunes responsables de la variacion
cuantitativa de diversas caracteristicas relacionadas al crecimiento y calidad de la madera en
familias de medios hermanos Eucalyptus cladocalyx, basado en un estudio de asociacién de
genoma completo.

Obijetivos especificos

1. Evaluar la diversidad y estructura genética de subpoblaciones de E. cladocalyx establecidas
en el norte de Chile, mediante el genotipado con un arreglo de SNPs alta densidad.

2. Examinar el desequilibrio de ligamiento en el genoma completo (inter cromosémico) y a
nivel cromosomico (intracromosomal) en subpoblaciones de E. cladocalyx.

3. Identificar asociaciones marcador-caracteristica mediante GWAS, basado en polimorfismos
de nucledtido Unico y bloques de haplotipos, y el anélisis integrado del genotipo, fenotipo y

estructura poblacional de E. cladocalyx.

4. Determinar genes candidatos para los principales QTLs relacionados al crecimiento y
calidad de la madera de E. cladocalyx.
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Materiales y Métodos

Material vegetal y fenotipado

La poblacién de estudio consistio en un ensayo de progenie-procedencia de E. cladocalyx
establecido en un ambiente arido al Norte de Chile. El ensayo estad conformado por 49 familias
de polinizacién abierta. Los arboles fueron plantados de acuerdo con un disefio de bloques
completos al azar, conformado por 30 bloques, y un individuo de cada familia por bloque. Las
familias provienen de cinco localidades australianas (procedencias), representativas de las tres
principales macro regiones de ocurrencia natural de la especie, junto a 2 familias de fuentes de
semillas nacionales (Tabla 1). El ensayo esta localizado en la Region de Coquimbo, Hacienda
Agricola Caracas, 31° 55°S, 71°27°0, a una altitud de 167 msnm, y 201,1 mm de precipitacion
promedio anual. La identificacion de QTLs basados en GWAS Yy la posterior asignacién de
genes candidatos se realiz6 en individuos de 17 afios (Fig. 1).

Tabla 1. Poblaciones de E. cladocalyx presentes en el ensayo localizado en la Provincia del
Choapa, Chile.

Region / procedencia N° de Latitud S Longitud Precipitacion media
Familias (mm/afio)

Isla Kangaroo

Flinders Chase 8 35°57 136°42'E 637,9

Peninsula Eyre

Cowell 10 33°38 136°40'E 405,0

Marble Range 4 34°30' 135°30'E 485,1

Flinders Ranges

Mt. Remarkable 16 32°43' 138°06'E 2428

Wirrabara 9 33°06' 138°14'E 256,6

Chile-lllapel 2 31°40' 71°14'0 240,0
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Figura. 1. Disefio experimental para la bisqueda de genes candidatos basado en asociacion de genoma
completo con marcadores SNPs y bloques de haplotipos. Se utilizaron 47 familias de provenientes de
su distribucion natural y 2 familias de fuente de semilla local. Se tomaron en promedio 10 individuos
por familia, lo cual dio un total de 480 individuos genotipados con un arreglo de SNPs de alta densidad
(EUChip60K). Los individuos fueron fenotipados para altura, diametro a la altura de pecho, coeficiente
de esbeltez, altura de la primera bifurcacion, rectitud del fuste y densidad de la madera. Asimismo, se
evalud el patron de desequilibrio de ligamiento (LD) y se detectaron bloques de haplotipos, los cuales
también fueron usados como marcadores genéticos en GWAS y posterior blsqueda de genes
candidatos.

Evaluacion fenotipica de caracteristicas cuantitativas

Las siguientes caracteristicas cuantitativas relacionadas al crecimiento y calidad del fuste se
consideraron en este estudio:

Densidad de la madera: Estimacion indirecta mediante un penetrémetro marca Pilodyn 6J

Forest. La profundidad de penetracion (en milimetros) se midié considerando 2 a 3
repeticiones por arbol, a la altura del pecho, con una precision de 2,0 mm entre repeticiones.
Crecimiento: Altura maxima del arbol medida en metros, diametro a la altura del pecho
(DAP; en centimetros) medida al 1,30 m sobre el nivel del suelo. Coeficiente de esbeltez:
Relacion entre altura y diametro a la altura del pecho (Jullien et al., 2013).

Rectitud del fuste: Medida en una escala de cuatro niveles: 0, fustes fuertemente torcidos; 1,
fustes con niveles moderados de curvatura; 2, fustes ligeramente curvados; y 3, fustes
totalmente rectos (Vargas-Reeve et al., 2013; Arriagada et al., 2018).

Altura de la primera bifurcacion: Se evalud en una escala de cinco niveles de acuerdo con
Ballesta et. al (2020). Se asigno un valor de 1 a los arboles con una pérdida del eje central en
el primer quinto de la altura del arbol, un valor de 2 cuando se produce una pérdida del eje
central en el segundo quinto del arbol, un valor de 3 para una pérdida del eje central en el
tercer quinto del arbol, un valor de 4 cuando la pérdida del eje central ocurre en la cuarta
quinta parte de la altura del arbol y, un valor de 5 implica que los arboles tuvieron una pérdida
del eje central en la ultima quinta parte de la altura del arbol, o bien no mostraron una pérdida
del eje apical.
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Extraccion de ADN y genotipado.

Para los analisis de GWAS en el ensayo de Caracas, se recolectaron hojas de 480 arboles (10
repeticiones en promedio por cada familia), (Fig. 1). EI ADN genomico fue aislado de acuerdo
con Porebsky et al. (1997) y Doyle y Doyle (1990) en el laboratorio de Epigenética Vegetal de
la Universidad de Concepcién, Chile. Posteriormente, se genotipd el material genético de los
480 individuos mediante un arreglo de SNP de alta densidad EUChip60K desarrollado para
Eucalyptus spp. (Silva-Junior et al. 2015). La matriz de genotipado EUChip60K consistio en
~60K SNPs para 14 especies de Eucalyptus. La cobertura de este arreglo de SNPs es de 1
SNP/12-20 kb, con una cantidad de 47.069 SNPs a menos de 10 kb de genes descritos para
Eucalyptus. Un total de 3.879 SNPs (MAF> 0.05 y call rate> 20%) se detectaron en el
genoma de E. cladocalyx, los cuales posteriormente se utilizaron en los anélisis de asociacion.

Estructura genética y andlisis de parentesco gendémico

La estructura genética fue definida de acuerdo con un modelo de agrupamiento Bayesiano, el
cual se basé en un modelo admixture con frecuencias alélicas correlacionadas entre
procedencias, considerando como un numero probable de grupo (K) entre 1-6. El analisis fue
implementando usando 20 simulaciones independientes, las cuales consistieron de 100.000
iteraciones y un periodo de descarte de 10.000 iteraciones en el programa STRUCTURE 2.3.2
(Pritchard et al., 2000). Posteriormente, el valor 6ptimo de K se determiné de acuerdo con
Evanno et al. (2005). Finalmente, los coeficientes de pertenencia de cada individuo en cada
grupo fueron usados para construir la matriz Q que se incluy6 en los analisis de asociacion.
Los coeficientes de parentesco se calcularon en el software TASSEL 5.2 (Bradbury et al.,
2007), de acuerdo con Loiselle et al. (1995) con 10.000 pruebas de permutacién (Hardy y
Vekemans, 2002).

Desequilibrio de Ligamiento (LD) en el genoma completo (inter cromosémico) y a nivel
cromosomico (intra cromosdémico) en subpoblaciones de E. cladocalyx

Las medidas de LD entre marcadores SNP se expresaron como la correlacion al cuadrado de
las frecuencias alélicas (r?). Este analisis consider6 aquellos SNPs con una frecuencia del alelo
menor > 0,05 (MAF) y con una tasa de llamado > 95%.

Los valores de r? se calcularon en el programa TASSEL 5.2 (Bradbury et al., 2007), con un
nivel de significancia de p<0,001, en base a 1.000 permutaciones. EI LD critico se estimé con
el percentil 95" de la raiz cuadrada de los valores de r? no significativos, cuyo valor fue
tomado como umbral por el cual el LD puede ser causado por un ligamiento fisico real
(Breseghello y Sorrells, 2006; Laido et al., 2014).

Formacién de bloques de haplotipos

La construccion de los bloques de haplotipos se realizo de acuerdo con el método de intervalos
de confianza descrito por Gabriel et al. (2002) implementado en Haploview (Barret et al.,
2005). Este método toma intervalos de confianza del 95%, y clasifica los LD como: “fuerte
LD”, “no concluyente”, o “fuerte recombinacion”. Basado en esto, los bloques fueron
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definidos si el 95% de las comparaciones son del tipo “fuerte LD”. Los bloques de haplotipos
se transformaron a marcadores multialélicos, para el analisis de asociacion haplotipo-
caracteristica. La conversion se realizé considerando las combinaciones alélicas (haplotipos)
dentro de cada blogue como un alelo independiente.

Asociaciones marcador-caracteristica identificados en Eucalyptus cladocalyx.

Se utilizo el estimador lineal insesgado (BLUE; Best Linear Unbiased Estimator) para la
correccion de los datos fenotipicos mediante el procedimiento de modelos mixtos (PROC
MIXED) de SAS 9.2. Estos valores ajustados se utilizaron posteriormente en el GWAS
(pseudo-fenotipos). El andlisis de asociacion haplotipo-caracter y SNP-caracter, se realizd
usando un modelo lineal mixto (MLM; Mixed Linear Model) en TASSEL 5.2 que incluye la
matriz de parentesco o kinship (K) y la estructura poblacional (Q) (Yu et al. 2006). EI modelo
analitico puede ser descrito como:

y=Sa+QV+Zu+eg

Siendo Yy el vector de observaciones fenotipicas (ajustadas por el efecto fijo del bloque), o el
vector del efecto de marcadores moleculares (SNPs y bloques de haplotipos) de efectos fijos, v
el vector del efecto de la estructura poblacional (efecto fijo), p es el vector del efecto de
parentesco (efecto aleatorio), y € el vector de efectos residuales. S, Q, Z son las matrices de
incidencia relacionadas a los vectores a, v y p (respectivamente).

Se considerd una asociacion significativa cuando el valor de probabilidad fue de p<0,01.
Adicionalmente, se realiz6 una prueba de Bonferroni (a / n° SNPs totales) para el ajuste de la
probabilidad de asociacion, considerando el error tipo .

Para la determinacion de loci en comln entre caracteristicas, se realizd una regresion
Bayesiana multivariada en SNPTEST (Marchini y Bang, 2016). La probabilidad de que un
locus esté asociado con dos caracteres se evalud usando el Factor Bayes (BF) y por la
probabilidad a posterior de asociacion (PPA). EI BF es la relacion de probabilidades
marginales entre las probabilidades del modelo de asociacion (M1) y un modelo nulo de no
asociacion (Mo):

_ P(Data|My)

BF = ————,
P( DHZ({?‘Mu)

Donde las probabilidades marginales para M1y Mo estan definidas por:

N 2
P(Data|M;) = / (H Y P(®|G;j = J(,Q);?I]»k) P(0|M, )de,

i=1k=0

0 denota los parametros de regresion, Gi denota el genotipo del i-ésimo individuo para el j-
ésimo marcador, ¢ denota el fenotipo de i-esimo individuo con N muestras, y
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Pijk = P(Gij =K) o5 1 probablidad de que un genotipo para el j-ésimo marcador en el i-ésimo

individuo sea k. La aproximacion de Laplace se utilizd para estimar las probabilidades
marginales de M1 y MO. La PPA combina la evidencia dada por BF con la probabilidad
apriori (m) de que el marcador esté asociado. El valor = y BF se utilizaron para calcular las
probabilidades a posteriori (PO):

T

PO = BF x ,
1—-m

Donde =« es la probabilidad a priori de que un marcador dado este asociado con un carécter. BF
se calculd utilizando un andlisis de regresion bayesiano en el software SNPTEST. EI PPA se
calculé a partir de PO:

PO

PPA = .
1+PO

Genes candidatos para los QTLs identificados para el crecimiento y calidad de la madera
en E. cladocalyx.

Se utilizé el genoma de referencia de E. grandis (Myburg et al., 2014) para identificar genes
candidatos para las caracteristicas fenotipicas evaluadas, el cual se encuentra disponible en la
base de datos EucGenlE (https://eucgenie.org/). El gen candidato se asigné a cada asociacion
marcador-caracter (MTA) por su cercania basada en el LD critico (3,2 kb), posicionando el
SNP o haplotipo en el centro de la ventana (Maldonado et al., 2019).
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Resultados

Diversidad fenotipica y estructura genética de E. cladocalyx

Los caracteres de altura, diametro y densidad de la madera presentaron un patron contrastante
entre las procedencias (Figura 2). Por ejemplo, la densidad de la madera promedio de familias
que provienen de Cowell (Peninsula Eyre) fue un 30,15% mas densas que familias que
provienen de Wirrabara (Flinder Ranges), siendo estos individuos los que presentaron una
menor densidad de la madera promedio (20,5 mm).
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Figura 2: Diversidad y correlacion fenotipica de E. cladocalyx. A) Graficos de caja que representan la
variabilidad fenotipica entre procedencias. B) Correlacion de Pearson entre altura-diametro, altura-densidad de la
madera y densidad de la madera-didmetro. La linea roja corresponde a la regresion lineal entre cada par de
caracteres.

Particularmente, las familias que provienen de Cowell y Marble Range que tuvieron mayor
densidad de la madera, también tuvieron (en promedio) menor altura y didmetro que las
familias de Mt Remarkable y Wirrabara (Figura 2A; Tabla S1). De acuerdo con el coeficiente
de correlacion de Pearson, el didmetro de los éarboles se correlaciond positiva y
significativamente con la altura total (r=0,68; p<0,0001) y con la densidad de la madera
(r=0,67; p<0.0001) (Figura 2B). Consistentemente, la altura de éarboles también fue
positivamente correlacionada con la densidad de la madera (r=0,59; p<0.0001). Ademas, los
resultados mostraron que los genotipos de Illapel conservaron un fenotipo similar a familias
representativas de la provincia de Flinder Range.
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Los 480 individuos de E. cladocalyx se agruparon en 3 grupos genéticamente diferenciados,
con un indice de fijacion (Fs) entre grupos que va desde 0.086 a 0.28 (Figura 3 a, b). Las
procedencias de la region Flinders Ranges (Mt Remarkable y Wirrabara) e Illapel tuvieron
valores de pertenencia al grupo 1 (C1) del 95% (Mount Remarkable), 92% (Wirrabara) y 87%
(INapel), mientras que las procedencias de Cowell y Marble Range (ambas de la region
Peninsula de Eyre) tuvieron valores de membresia del 97% y 72%, respectivamente. La
procedencia de Flinders Chase, de la region Isla Kangarroo, tuvo un valor de pertenencia del
87% al grupo 2 (C2). A nivel individual, el 90% de los individuos que constituyen C1 eran de
la region de Flinders Ranges, mientras que solo el 1,6% eran de la Peninsula de Eyre. Noventa
y dos por ciento del total de individuos asignados a C2 se originaron en la Peninsula de Eyre
(Cowell y Marble Range). El grupo 3 (C3) estuvo compuesto principalmente (94% del total)
por individuos de Flinders Chase (Region de la Isla Canguro), mientras que ninguno de los
individuos de la Peninsula de Eyre o Illapel fue asignado a este grupo. Los parentescos
gendmicos estan representados por un mapa de calor (Figura 3 c). Los valores de parentesco
tuvieron una media de 0 y variaban entre -0,37 y 1,63.
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Figura 3. Regiones de origen (procedencia) y estructura genética de E. cladocalyx. A) Centro de origen natural
de E. cladocalyx (Sur de Australia). B) Estructura genética de las 49 familias de E. cladocalyx. Las barras
representan el grado de pertenencia (en términos de porcentaje) de cada procedencia a cada uno de los 3 grupos
(C1, C2 y C3). C1, C2y C3 se representan en rojo, amarillo y azul, respectivamente. C) Mapa de calor para la
matriz de relacion genética aditiva (parentesco gendémico) entre individuos de E. cladocalyx, donde C1, C2 'y C3
corresponden a los grupos dados por la estructura genética de la poblacion.
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LD en el genoma completo (inter cromosémico) y a nivel cromosémico
(intracromosomal) en E. cladocalyx

Se estimaron los valores de LD (r?) entre todas las posibles combinaciones de los 3.879 SNPs
transferidos a E. cladocalyx, desde el genoma de E. grandis, con una ventana de LD de 50
marcadores (135.386 comparaciones). Los pares de SNP con LD estadisticamente
significativo (pDiseq <0,01) se consideraron en los andlisis de disminucion de LD (Figura
4B). El LD promedio a lo largo de todo el genoma de E. cladocalyx fue de 0,127, el cual
disminuyd dentro de los 3,3 kb. A nivel cromosémico la distancia entre cada SNP vario de 31
pb a ~13 Mb. La maxima distancia a nivel cromosomico de 13 Mb fue encontrada en el
cromosoma 10 y la menor distancia de 31 pb en el cromosoma 5 (Tabla 2).
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Figura 4. Patron del desequilibrio de ligamiento (LD) en poblaciones de E. cladocalyx. (A) Valores de
correlacion de la frecuencia alélica (r?) entre pares de SNPs en funcion de la distancia genética (Mpb) en todo el
genoma. (B) Patrén de LD en funcién de la distancia genética (kpb). El valor del LD critico (LDeritc) €s mostrado
por una linea roja (3,2 kb; r> = 0,134).

El LD promedio fue similar para los 11 cromosomas, con valores entre r>= 0,105 (cromosoma
3) y r?>= 0,157 (cromosoma 8) a una distancia de 4 y 2,6 kb, respectivamente. Finalmente, el
valor critico del LD con un r? = 0,134 a los 3,26 kb (Figura 4B) fue utilizado para la
asignacion de genes candidatos al SNP o haplotipo asociado.

Tabla 2: Desequilibrio de ligamiento (r?) intracromosomal en los 11 cromosomas de E. cladocalyx.

Cromosoma Distancia menor-mayor (pb) r?
1 185-10.517.006 0,114
2 43-9.757.636 0,113
3 32-13.114.192 0,105
4 123-11.184.761 0,123
5 31-10.384.334 0,125
6 63-10.338.152 0,139
7 295-12.437.590 0,126
8 65-8.865.538 0,157
9 43-11.457.357 0,120
10 501-13.675.150 0,149
11 902-11.807.805 0,126
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Mapeo de regiones genomicas en desequilibrio de ligamiento (bloques de haplotipos) en

E. cladocalyx

Se maped un total de 109 bloques de haplotipos, considerando los 3.879 SNPs transferidos
desde Eucalyptus grandis a E. cladocalyx. En los 11 cromosomas, los SNPs analizados
conformaron entre 5 a 16 bloques de haplotipo conformados principalmente por 2 SNPs (91%
del total) (Tabla 3), junto con 7 bloques de haplotipos conformados por 3 SNPs, 1 bloque
conformado por 4 SNPs y 1 bloque por 5 SNPs. Los bloques de haplotipos de mayor tamario

Tabla 3. Resumen de Haplotipos determinados en las subpoblaciones de E. cladocalyx. Max (kb) y Min (pb)
corresponde a la distancia mayor y menor que abarca el haplotipo en el cromosoma, respectivamente,
mientras que Max(SNP) y Min(SNP) corresponde al nimero maximo y minimo de SNPs que conforman un
haplotipo en cada cromosoma, respectivamente.

Cromosoma SNPs Haplotipos Max (kb) Min (pb) Max(SNP) Min(SNP)
1 246 5 9.5 357 2 2
2 534 16 63.3 319 3 2
3 484 13 7.6 42 2 2
4 233 9 26.5 42 3 2
5 482 15 18.5 123 3 2
6 358 15 1755 65 5 2
7 312 5 72.5 464 5 2
8 547 12 43.2 81 3 2
9 205 8 10.2 78 2 2
10 215 6 18.7 501 2 2
11 263 5 5.1 1045 2 2
Total 3879 109 450.6 3117 32 -

se presentaron en el cromosoma 6, en el cual se hallaron 15 bloques de Haplotipos (Tabla 3).
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Promedio 353 10 41 283 3 2

Asociaciones marcador-caracter basado en SNP y Haplotipos

El objetivo del mapeo asociativo fue identificar loci asociados a la variacion fenotipica de
caracteres de crecimiento y calidad de la madera en E. cladocalyx. En los anélisis de
asociacion se utilizo la correccion de Bonferroni para considerar el error del tipo I, debido a la
multiplicidad de pruebas.
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Figura 5. Grafico de Manhattan de resultados de GWAS basado en SNPs (A) y Haplotipos (B) para caracteres
cuantitativos en E. cladocalyx. Los puntos en color negro, azul, gris, amarillo, naranjo, y verde corresponden a
los SNPs y Haplotipos asociados con altura, didmetro, esbeltez, altura de bifurcacion, rectitud y densidad de la
madera, respectivamente. La linea horizontal en color negro representa al valor p de significancia (p<0,001) y la
linea en color rojo corresponde al valor de probabilidad ajustado por Bonferroni (BonF) con un valor p definido
como: -logio (0,05/3879) para SNPs individuales y -logio (0,05/109) para Haplotipos.

Los analisis mostraron 87 SNPs y 2 haplotipos asociados a los 6 caracteres de crecimiento y
calidad de la madera (p< 0.001) (Figura 5; Figura 6; Tabla S2). Para caracteres de crecimiento
(altura, diametro y esbeltez) 55 SNPs que explicaron entre un 2,4-10,4% de la varianza
fenotipica (Tabla S2). Los SNPs asociados se concentraron en regiones genomicas de los
cromosomas 1, 2, 6 y 8 de Eucaliptus (Figura 6). Dentro de los MTA, el SNP112 en el
cromosoma 1 se asocia a diametro y altura, mientras que el SNP103 se asocia a esbeltez bajo
una estricta prueba de Bonferroni (Tabla 4; Tabla 5). Los individuos que poseen la variante
nucleotidica GG del SNP103 son en promedio unos 9,71% mas esbeltos en comparacién a los
individuos que poseen la variante AA (Figura 7). Mientras que aquellos individuos que poseen
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la variante AG del SNP112 tienen en promedio un 28,66% mas de didametro que los individuos
que poseen la variante GG, siendo el SNP que mayor explica (R%= 0,060) la variacion del
didmetro (Figura 7; Tabla S4).

Para caracteres de calidad de la madera (rectitud, altura de bifurcacion y densidad de la
madera) los andlisis mostraron 33 SNPs significativamente asociados (p < 0,001), los cuales
explicaron entre el 2,3 y 6,9% de la varianza fenotipica (Figura 5; Tabla S4). Dentro de las
MTAs, representadas por los SNPs SNP249 y SNP4880 se asociaron a la altura de
bifurcacion, considerando la correccion de Bonferroni, y fueron los SNPs que explicaron el
mayor porcentaje de la variacion fenotipica para el caracter (R?>= 0,055 y 0,039,
respectivamente) (Tabla 4). De igual manera, el SNP4981 se asocid a densidad de la madera,
siendo el marcador que mayormente explica (R?>= 0.069) la variacion en la densidad de la
madera (Tabla 4). Con ello, desde un punto de vista nucleotidico, aquellos individuos que
poseen la variante heterocigota AC del SNP4981 tienen en promedio un 19,86% mas densidad
de la madera que aquellos individuos que poseen la variante homocigota CC (Figura 7).
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Figura. 6: Mapa fisico en Mbs de los 87 SNPs asociados a los 6 caracteres de calidad y crecimiento de la madera
distribuidos en los 11 cromosomas de E. cladocalyx. Las barras de colores rojo, naranjo, verde, azul, morado y
negro representan a los caracteres de altura, altura de bifurcacion, diametro, coeficiente de esheltez, rectitud y
densidad de la madera, respectivamente. El triangulo amarillo representa los Haplotipos, siendo C2HB3 asociado
a esbeltez y diametro, y C7HB2 asociado a la altura de bifurcacion.
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Figura 7: Gréaficos de cajas que representan la variabilidad fenotipica de arboles con diferentes combinaciones
alélicas en marcadores significativamente asociados con caracteres de crecimiento y calidad de la madera en E.
cladocalyx. El recuadro en cada diagrama muestra el cuartil inferior, valor medio y cuartil superior junto a los
rangos de la variacién fenotipica en la poblacién.

Basados en los 109 marcadores multialélicos (haplotipos mapeados), se detectd un bloque de
haplotipo localizado en el cromosoma 7 (C7HB2) significativamente asociado con la
bifurcacién (p=6x10¢7), y otro, localizado en el cromosoma 2 (C2HB3) asociado con la
esbeltez y el diametro (p=3,16x10=*, 5,66x10<®, respectivamente) (Figura 5B; Figura 6; Tabla
4). Ambos bloques de haplotipos se asociaron a las 3 caracteristicas, considerando la
correccion de Bonferroni (Tabla 4). El bloque C7HB2 contiene a los marcadores SNP3864 y
SNP3865 y explico un 7.3% de la variacion fenotipica de la altura de bifurcacion. Cabe
destacar que el SNP3865 se asocia de forma individual a la variacion en la altura de
bifurcacion, mientras que el SNP3864 a 91 pb no se asocia a ningun caracter (p<0.001),
encontrandose a 91 pb de distancia del SNP3865 con quien conforma el bloque de haplotipo
(Figura 8). Por otro lado, el haplotipo C2HB3 se compone de los marcadores SNP456 y
SNP457, explicando un 10% y 8% de la variacién fenotipica de la esbeltez y diametro,
respectivamente. El haplotipo C2HB3 abarca una regién de 10,6 kb y cada SNP que lo
conforma no se asocia a ningun caracter de manera individual (p<0.001).
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Tabla 4: Los SNP y Haplotipos asociados a la varianza de caracteres de crecimiento y calidad de la madera
(MTA) en E. cladocalyx de acuerdo al ajuste por Bonferroni.

Caracteres MTA Distancia R? Genes candidatos
MTA-gen (kb)

Diametro QTL1:112 1,117 0,060 Principal stper familia facilitadora

(MFS)

Esbeltez QTL1:103 - 0.068  Sin informacion

Bifurcacion QTL1:249 10,05 0,057 GOLDENZ2-LIKE 1

Bifurcacion QTL9:4880 0,932 0,055 Xiloglucano o-metiltransferasa

Densidad QTL9:4981 intrén 0,069 LSM motif, RRM_1 domain

0,049 Sin informacion

Esbeltez QTLC2HB3

0,067  Sin informacion

Diametro QTLC2HB3

Bifurcacion QTLC7HB2 exon 0,072  Metionina S-metiltransferasa (MMT)

Identificacién de genes candidatos subyacentes a los haplotipos y loci polimorficos
asociados significativamente a la calidad de la madera y crecimiento.

Las 87 MTAs se distribuyeron en los 11 cromosomas, principalmente concentrados en los
cromosomas 2, 6 y 8, con 2 haplotipos, en los cromosomas 2 y 7 (Figura 6; Tabla 4; Tabla
S4). Del total de MTAs, 18 fueron localizadas dentro de regiones codificantes de genes en
Eucaliptus, 12 en regiones intergenica, 38 en regiones rio arriba o rio abajo de genes y 20
regiones genémicas sin una funcién conocida (Tabla S4). La busqueda de genes candidatos se
realizé considerando una ventana de 3,149 (LDeritc; r? = 0,136) kb alrededor de los marcadores
que fueron significativamente asociados a cada caracter. De acuerdo con esto, los resultados
muestran 25 MTASs dentro y a menos de 3,1 kb de genes que codifican para transportadores y
enzimas relacionadas al metabolismo de proteinas, acidos grasos y formacion de la pared
secundaria (Tabla 5). Primeramente, para caracteres de crecimiento 4 SNPs asociados a altura
explicaron de forma individual entre un 2,3-3,8% de la variacién fenotipica (Tabla 5).
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Tabla 5: Genes candidatos asociados con loci estadisticamente significativos para caracteristicas de crecimiento y calidad del fuste de E. cladocalyx.

Distancia
R2 Posicion de MTA-gen
Caracter MTA posicion (kb) Region Gen candidato gen (kb) (kb) Funcion
Altura QTL1:112 0.030 21242 rio arriba Eucgr.B02728 21243 1,117 stper familia facilitadora (MFS)
0.031 Protoporfirina IX metiltransferasa de
Altura QTL7:3721 39804 Exon Eucgr.G02044 39804 0,195 magnesio (CHLM)
Altura QTL2:901 0.026 45971 Intrén Eucgr.B02601 45969 1,343 Lipoiltransferasa 2
Altura QTL5:2690 0.025 5978 rio abajo Eucgr.E00620 5976 2,723 Fosfoglicerato deshidrogenasa 3
Diametro QTL1:112 0.030 21242 rio arriba Eucgr.B02728 21243 1,117 stper familia facilitadora (MFS)
Diametro QTL6:3176 0.042 35100 Exén Eucgr.B00057 35100 0,183 fitanoil-CoA 2-hidroxilasa
Didmetro QTL11:5601 0.040 32175 intergenica rio abajo Eucgr.K02411 32176 1,218 Glucosiltransferasa
Esbeltez QTL7:3526 0.038 18777 rio abajo Eucgr.G01214 18775 1,618 Familia 10 Glicosil hidrolasa
Esbeltez QTL10:5245 0.037 35575 Exon Eucgr.J02998 35574 1,031 Receptor like protein 34
Esbeltez QTL3:1146 0.033 13113 intergenica, rio arriba Eucgr.C00778 13114 1,304 B-ketoacil-ACP sintasa 2
Esbeltez QTL6:2976 0.032 14619 intergenica, rio arriba Eucgr.F01050 14620 1,222 Proteina quinasa S-locus lectina
Esbeltez QTL6:3215 0.032 38888 intergenica, rio arriba Eucgr.F02674 38889 1,336 Laccasa-like 15
Esbeltez QTL11:5601 0.032 32175 intergenica, rio arriba Eucgr.K02411 32176 1,218 Glucosiltransferasa
Esbeltez QTL6:3176 0.031 35100 intergenica, rio arriba Eucgr.B00057 35100 0,183 Fitanoil-CoA 2-hidroxilasa
Bifurcacion | QTL11:5601 0.033 32175 intergenica rio abajo Eucgr.K02411 32176 1,218 Glucosiltransferasa
Bifurcacion | QTL8:4351 0.032 50333 rio abajo Eucgr.H03660 50332 0,455 proteasa ubiquitin especifica 13
Bifurcacion | QTL9:4880 0.055 282160 intergenica rio abajo Eucgr.101832.1 28215 0,932 Xiloglucano o-metilstransferasa
Rectitud QTL3:1382 0.033 34530 Exén Eucgr.C01907 34529 1,072 GEM-related 5
Densidad QTL8:3906 0.037 10176 Intrén Eucgr.H00774 10174 2,37 Acil-ACP tioesterasa
Densidad QTL8:3991 0.030 18909 intergenica, rio abajo Eucgr.H01244 18909 0,783 UDP-Glucosil transferasa
Densidad QTL8:3995 0.028 19101 rio arriba Eucgr.H01620 19103 1,467 Serina carboxipeptidasa
Densidad QTL9:4981 0.069 38748507 Intrén Eucgr.102798 38747 0,803 LSM motif, RRM_1 domain
Esbeltez QTLC2HB3 0.101 14584372..14595036 - - - - Sin informacién
Diametro QTLC2HB3 0.083 14584372..14595036 - - - - Sin informacién
Bifurcacion | QTLC7HB2 0.073 645762..652876 Exon e intron Eucgr.G00060 652125 0,751 Metionina S-metiltransferasa
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El QTL1:112 se localizd a 1,17 kb de distancia del gen que codifica para una proteina
principal de super familia facilitadora (MFS) (Eucgr.B02728) (Tabla 5), el QTL2:901 se
localizé en el exdn de un gen que codifica para una Protoporfirina 1X (Eucgr.G02044), el
QTL2:901 en un intron de un gen que codifica para una Lipoiltransferasa (Eucgr.B02601) y el
QTL5:2690 a 2,7 kb rio debajo de un gen que codifica para una Fosfoglicerato deshidrogenasa
(Eucgr.E00620) (Tabla 5). Para el diametro, 3 MTAS que ademas de estar en LD con los genes
candidatos también fueron los que explicaron el mayor porcentaje de la varianza de diametro
(4-6%). Dentro de estos MTASs, el marcador SNP112 asociado a didmetro y a altura se
posiciona a 1,1 kb de distancia del gen que codifica para una proteina MFS (Eucgr.B02728)
aportando un 6% a la varianza del didmetro, y 3,1% a la altura total. Ademas, los resultados
mostraron MTAs para el didmetro en un exén del gen que codifica para una Fitanoil-CoA 2-
hidroxilasa (Eucgr.B00057) y rio abajo (1,2 kb) de un gen que codifica para una
glicosiltransferasa de la matriz extracelular (Eucgr.K02411) (Tabla 3). Finalmente, los analisis
mostraron 7 MTAs para la esbeltez de los arboles que explicaron de manera individual entre
un 3 y 3,8% de la variacion fenotipica. Los MTAs se encuentran en LD con genes que
codifican para receptores como un receptor quinasa (Eucgr.F01050) a 1,2 kb de distancia del
MTA. También se presentaron MTAs a 1,3 kb desde genes que codifican para una b-ketoacil-
ACP sintasa (Eucgr.C00778) que participa en el metabolismo de 4cidos grasos y una Laccasa-
like 15 (Eucgr.F02674) involucrada en la biosintesis de lignina y flavonoides (Tabla 5).

Para los caracteres de calidad de la madera se observaron 3 MTAs para altura de bifurcacion;
el QTL11:5601 a 3 kb de una glicosiltransferasa de matriz extracelular, también asociada con
el diametro, el QTL8:4351 a 0,45 kb rio abajo de un gen que codifica para un inhibidor de
proteasa (Eucgr.H03660) y el QTL9:4880 a 0,932 kb rio abajo de una Xiloglucano o-
metiltransferasa siendo el segundo mejor valor de R? (R*= 0,055) para el caracter (Tabla 5;
Tabla S4). Las 4 MTAs de densidad de la madera se presentaron en el cromosoma 8 y 9, mas
especificamente en un intrén del gen que codifica para una ACP-Tioesterasa (Eucgr.H00774),
otro a 1,46 kb rio arriba de una serina carboxipeptidasa (Eucgr.H01620), el QTL8:3991 a 0,78
kb de un gen que codifica para una UDP-Glucosil transferasa (Eucgr.H01244) y el QTL9:4981
en un intron de un gen que participa en el procesamiento de ARN (Eucgr.102798). Finalmente,
los resultados mostraron solo una asociacion para rectitud ubicado en el exdn de un gen con
dominio GERS5 (Eucgr.C01907) (Tabla 5).

En los analisis de asociacion basados en 108 bloques de Haplotipos, un blogue de haplotipo en
el cromosoma 7 (C7HB2) fue significativamente asociado con la bifurcacion, y otro bloque de
haplotipo localizado en el cromosoma 2 (C2HB3) fue asociado con la esbeltez y el diametro
de los arboles (Tabla 4; Figura 8). En la base de datos de Eucalyptus (Eucgenie), el haplotipo
C2HB3 abarco una region de 10,6 kb no descrita para la especie. De acuerdo con un analisis
de blastn con Arabidopsis, en la regién del haplotipo C2HB3 se encontraron varios marcos de
lectura abiertos para diferentes proteinas. En otro lugar del cromosoma 7, el haplotipo C7THB2
se asocid con la variacién en bifurcacion y abarco el Gltimo intrén y exén (91 pb) del gen que
codifica para una Metionina S-metiltransferasa (MMT) (Eucgr.G00060) (Figura 8).
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Figura 8. Haplotipo C7HB2 dentro del gen Metionina S-metiltransferasa (MMT; Eucgr.G00060) se asocia a la
altura de bifurcacion en E. cladocalyx.

Finalmente, se identificaron loci asociados en comun entre caracteres mediante un analisis de
regresion Bayesiana multivariada, el cual involucr6é a aquellos marcadores que previamente
fueron asociados para mas de un caracter (con un valor de significancia de 0,05). De un total
de 94 MTA en comun entre caracteristica, solo 14 loci fueron identificados ser asociados a
méas de un caracter, con una moderada (3<BF<10) y fuerte evidencia (10 <BF< 30) de
asociacion (Tabla 6; Tabla S3). Mas especificamente, los analisis mostraron 2 MTA asociados
para altura-diametro, 1 MTA para altura-rectitud, 1 MTA para altura-densidad de la madera, 4
MTA para diametro-esbeltez, 1 para didametro-bifurcacion y 5 MTA para didametro-densidad
de la madera (Tabla 6). Los loci conjuntamente asociados entre caracteristicas se localizaron a
menos de 3,2 kb de genes relacionados principalmente con el metabolismo celular.
Interesantemente, se identificd que el SNP3208 asociado para altura-diametro, didmetro-
esbeltez y diametro-densidad de la madera, el cual se localiz6 dentro de un exdn del receptor
de transmembrana de homologia RING-H2 (Eucgr.F02605) (Figura 6).

Tabla 6: Loci conjuntamente asociados a la variacién fenotipica de diferentes caracteristicas en E. cladocalyx.
Las siglas dap, esbelt y wd corresponden a didmetro, esbeltez y densidad de la madera respectivamente.

Caracteres MTA Posicidn BF PPA  Genes candidatos
Altura-dap QTL6:3208 38202035 10,3446 0,352 RMR2, metabolismo
Altura-dap  QTL2:901 45970741  7,1649  0,2738 Liposiltransferasa
Altura-rec  QTL5:2482 39238692 6,6771  0,2600 Sin informacion
Altura-wd  QTL6:2976 14618890 4,8047 0,1661 Quinasa receptora de Lectina
Dap-esbelt  QTL6:3208 38202035 3,7850  0,2145 RMR2, metabolismo
Dap-esbelt QTL1:32 12815217  5,1890  0,1886 Sin informacion
Dap-esbelt QTL10:5177 28037609 4,4170  0,1717 Prohibitin-3, metabolismo
Dap-esbelt QTL8:4173 3457001 3,9399  0,1494 Sin informacion

Dap-bif QTL8:4670 74234258  3,3395  0,2193 Sin informacion

Dap-wd QTL1:32 12815217  5,3371  0,4247 Sin informacién
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Dap-wd QTL6:3208 38202035 14,0289 0,2320 RMR2, metabolismo

QTL3:1461 57400 Xiloglucano
Dap-wd 43894600 ’ 0,2041 endotransglicosilasa 6

Dap-wd QTL2:546 21945603  4,8727  0,1980 Fosfatasa, desfosforilacion

Dap-wd QTL6:3236 41688189  4,6910 0,1461 Ribosoma L39

Discusién

Variabilidad fenotipica y genética

Los resultados indicaron que tanto la altura, el diametro, la esbeltez, la altura de la primera
bifurcacion, rectitud del fuste y densidad de la madera variaron significativamente entre las
procedencias de E. cladocalyx evaluadas. Las variaciones morfologicas en diametro, altura,
rectitud y bifurcacién han sido reportadas en edades mas tempranas en E. cladocalyx (Mora et
al., 2009; Vargas-Reeve et al., 2013). En adicién, los caracteres de crecimiento y densidad de
la madera fueron significativamente correlacionados, lo cual es consistente con varios estudios
en Eucalyptus (Greaves et al., 1997; Mora et al., 2009; McLean et al., 2014; Pfautsch et al.,
2016).

En el presente estudio, se demostrd, ademas, que la esbeltez de los arboles fue positivamente
correlacionada con la densidad de la madera, un aspecto no reportado previamente en E.
cladocalyx. Es importante destacar que la densidad de la madera es un caracter altamente
informativo de las propiedades y estado del arbol (Bush et al., 2011). Con ello, diversos
estudios han reportado que la densidad de la madera se correlaciona negativamente con la
altura y diametro en arboles de Eucalyptus, cuyo fenotipo esta asociado con una variacion en
la tolerancia a la sequia (Dutkowski y Potts, 2012; McLean et al., 2014; Pfautsch et al., 2016;
Saadoui et al., 2017). Asi, la correlacién positiva entre el diametro de los vasos xilematicos
(caracter hidraulico) y la tasa de crecimiento ha sido observada en varias especies (por
ejemplo, Petit et., 2010; Poorter et al., 2010; Olson et al., 2014), lo cual implica que arboles
mas altos y de mayor didmetro tienen una menor densidad de la madera. Contrariamente, a
medida que la disponibilidad de agua disminuye, los arboles de Eucalyptus son de menor
altura, y poseen una mayor densidad de madera (Givnish et al., 2014, Pfautsch et al., 2016).
Por ejemplo, en Eucalyptus tricarpa, se ha reportado que la variabilidad fenotipica presenta
una variacion a nivel de procedencia con un mayor crecimiento radial y en altura en sitios que
presentan una precipitacion similar a la de origen (Mclean et al., 2014).

A nivel de regiones de procedencia, los arboles de E. cladocalyx que exhibieron una menor
altura y diametro provienen de la Peninsula Eyre, y a la vez, estos arboles fueron mas esbeltos
y con una madera mas densa; mientras que arboles que provienen de Isla Kangoroo exhiben
fenotipos menos esbeltos, con mejor crecimiento radial y en altura, y su madera es menos
densa. De manera similar, Bush et al., (2011) reportaron una correlacion negativa entre la
densidad de la madera y el didmetro de los arboles de E. cladocalyx, siendo los individuos de
la Isla Kangoroo los menos densos y de mayor didmetro. La variacion de caracteristicas
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relacionadas al crecimiento (altura y diametro de los arboles) y densidad de la madera
probablemente esta guiada por un compromiso (trade-off) entre eficiencia y seguridad
hidraulica (Dutkowski and Potts 2012; Pfautsch et al., 2016), debido a que estos caracteres
estan estrechamente relacionados en la respuesta adaptativa a la sequia (Hacke et al., 2009;
Pratt et al., 2010; Lens et a., 2016; Pfautsch et al., 2016). En este contexto, el compromiso
entre la eficiencia y seguridad hidraulica enmarca fenotipos contrastantes en Eucalyptus que
denotan posibles mecanismos de adaptacion a la sequia de la especie (Pfautsch et al., 2016;
Petino et al., 2018; Blackman et al., 2019).

Estructura genética

El andlisis de estructura genética reveld que la poblacion de E. cladocalyx esta genéticamente
diferenciada en tres grupos homogéneos, lo cual fue consistente con lo reportado por
McDonald et al. (2013), Mora et al. (2017), y Arriagada et al. (2018). De esta manera, la
mayoria de los individuos fueron agrupados de acuerdo con las tres regiones geograficas de
origen (Flinders Range, Eyre Peninsula, e Isla Kangoroo). Las familias de Illapel (F9 y F49) se
agruparon junto a familias provenientes de las Montafias Flinders, cuyas familias también
presentan caracteres de crecimiento y densidad de la madera similar. Es decir, las familias de
Illapel mostraron un fenotipo similar a familias que comparten similitud genética, lo cual
podria indicar el posible centro de origen para las familias Illapel y una adaptacion local. Por
otro lado, a pesar de utilizar un importante nimero de marcadores para la especie, no se
encontrd una diferenciacion genética entre procedencias cercanas que componen las tres
principales regiones de origen, corroborando la proximidad genética de provincias como Mt.
Remarkable-Wirrabara y Cowell-Marble Range.

Estudio de asociacion de genoma completo

Los primeros estudios de mapeo asociativo que se basaron en genes candidatos lograron
identificar alrededor de 20 genes asociados a caracteristicas de crecimiento y calidad de la
madera (Thumma et al., 2005; Sexton et al., 2012). Los avances en la tecnologia de
secuenciacion permitieron pasar de un enfoque reduccionista a uno sistémico, permitiendo
encontrar gran parte de la variabilidad genética asociada a los caracteres de interés. Por
ejemplo, Thavamanikumar et al. (2014) identificaron 640 SNPs cercanos a 313 genes
relacionados con la formacion de pared celular, cuya expresion se correlaciona con caracteres
de crecimiento y calidad de la madera en E. nitens. Ademas, utilizando un enfoque de GWAS
se ha identificado un SNP (en el cromosoma 6) significativamente relacionado con el volumen
de la madera de E. pellita, el cual esta localizado en una region exonica del gen cuya funcién
esta involucrada en la biosintesis de celulosa de la pared celular (Muller et al., 2017).

El genoma de Eucalyptus presenta un alto grado de diversidad nucleotidica, con las
variaciones del tipo SNP principalmente a menos de 10 kb de genes (Silva-Junior et al., 2015).
Asi se ha demostrado que mas del 90% de las asociaciones SNP-caracter se localizan en
regiones no codificantes de proteinas (Hrdlickova et al., 2014) donde podrian estar afectando
las regiones que controlan la transcripcion (promotores, regiones enhancer). En E. cladocalyx

29



se identificaron 87 asociaciones SNP-caracter y 3 haplotipo-caracter, de los cuales 50 SNPs y
1 haplotipo se localizaron en regiones no codificantes, con 25 asociaciones a menos de 3,2 kb
rio arriba o rio abajo de genes descritos para Eucalyptus (Valenzuela et al., 2021). Por otra
parte, 18 SNPs y 1 haplotipo asociado fueron localizados dentro de regiones codificantes, que
probablemente podrian estar modificando la estructura de la proteina sintetizada.

De acuerdo con Silva-Junior et al. (2015), los hotspot de recombinacién se correlacionan
positivamente con la diversidad nucleotidica y la densidad de genes relacionados a
transportadores de membrana y procesos metabolicos primarios en Eucaliptus. En el presente
estudio, la mayoria de los marcadores involucrados en las asociaciones se localizaron
proximos a genes relacionados con el metabolismo primario, transportadores, y sintesis de la
pared secundaria (Valenzuela et al., 2021). Por ejemplo, el SNP112 significativamente
asociado con el diametro y la altura (R?= 0,060 y 0,031, respectivamente) se localiz6 a 1117
pb rio arriba de un gen que codifica para un transportador de la superfamilia principal de
proteinas facilitadoras (MFS) (Eucgr.B02728), las cuales corresponden a transportadores de
multiples sustratos como azlcares, oligopéptidos y nitratos (Yan, 2015). Incluso, algunos
transportadores MFS son transportadores de auxinas, los cuales promueven la tolerancia al
estrés por sequia en Arabidopsis (Remy et al., 2013). Asi, la asociacion del SNP112 a
didmetro y altura como también su cercania al gen MFS nos sugiere sobre la existencia de
variantes alélicas en sitios regulatorios del gen modificando los niveles de expresion de MFS
en la poblacién de E. cladocalyx en condiciones de aridez. Consistentemente, un analisis del
transcriptoma de E. cladocalyx bajo condiciones de sequia revelé que los principales genes
que se expresan diferencialmente estan relacionados con el metabolismo celular (34%), con la
regulacién de las MFS y expansin-like B1 (Spokevecious et al., 2017).

En el cromosoma 11, el SNP5601 asociado al didmetro, esbeltez y altura de bifurcacion, se
encuentra a 1,218 kb de distancia de una glucosiltransferasa (Eucgr.K02411), enzimas que
transfieren azucares a proteinas, lipidos, acidos nucleicos como también a metabolitos
secundarios (Lairson et al., 2008; Weadge y Palcic, 2009). Se encontr6 gran presencia de
MTAs cercanos a enzimas hidroxilasas y metilasas que junto con la glucosilacion contribuyen
en gran medida en la diversidad del metabolismo primario y secundario en plantas (Tiwari et
al., 2016). Asimismo, el bloque de haplotipo C7HB2 significativamente asociado con la
bifurcacion se encuentra dentro de la region codificante de un gen para metionina s-
metiltransferasa (MMT) (Eucgr.G00060), la cual es una enzima que participa en el
metabolismo primario de proteinas (Roje, 2006). Interesantemente, la proteina MMT
identificada contiene una region adyacente que corresponde a una secuencia de una heat shock
protein (HSP20), lo cual implica que es una enzima que se activa en condiciones de estrés
(Ooijen et al., 2010). Particularmente, este bloque de haplotipo se constituye del SNP3865 y
SNP3864 y abarca el ultimo exon e intron del gen MMT (Valenzuela et al., 2021). En este
contexto, es probable que el SNP3865, localizado en el exdn del gen MMT sea el causante en
parte de la variabilidad fenotipica de la bifurcacién, ya que el SNP3864 situado a 91 pb con
quien conforma el bloque de haplotipo no fue asociado a ningun caracter.
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Considerando el valor de LD critico como un criterio esencial para la asignacion de genes
candidatos, en el presente estudio no se identificaron MTAs cercanos a factores de
transcripcion. No obstante, en el cromosoma 2 se encontraron 15 bloques de haplotipos que
evidenciaban regiones gendmicas distantes en fuerte LD. Asi, el bloque de haplotipo 3
asociado a esbeltez y diametro (C2HB3) abarca una region de 10,6 kb no descrita en el
cromosoma 2. En este mismo cromosoma, el QTL2:1022 que fue significativamente asociado
a la altura, estd presente a 6,7 kb rio arriba de un gen que codifica para un factor de
transcripcion de dominio LOB (LBD15) (Eucgr.B040190). Siendo los factores de
transcripcion de dominio LOB reguladores positivos de la expresién de VND7, el cual es un
regulador maestro de la diferenciacion de células del xilema (Brady et al. 2011; Taylor-
Teeples et al. 2015; Zhong and Ye 2015). Por otra parte, el marcador QTL1:249, que supera el
umbral de Bonferroni, asociado a la altura de bifurcacion, se encuentra a 10 kb de distancia de
un gen que codifica para GOLDEN-LIKE 1 (Eucgr.A01857), los cuales son potentes
reguladores del desarrollo del cloroplasto y procesos fotosintéticos (Chen et al., 2016). Cabe
destacar que 21 de las asociaciones se presentaron en regiones sin una funcién descrita en
Eucalyptus, lo cual demuestra el poco conocimiento que se tiene respecto a genes que
participan en el crecimiento y calidad de madera en especies del género. Los resultados del
GWAS basado en SNP y haplotipos revelaron, desde el punto de vista genético, que las
diferencias en crecimiento y calidad de la madera de los arboles de E. cladocalyx se deben en
parte a variaciones en regiones regulatorias y codificantes en genes que codifican para enzimas
gue acttan en el metabolismo primario, proteinas transportadoras como MFS y enzimas
involucradas en la deposicion de la pared secundaria.

El compromiso (trade-off) entre la eficiencia y la seguridad hidraulica presente en el género
Eucalyptus (Pfautsch et al., 2016) forma la existencia de fenotipos integrados que condicionan
y limitan a los caracteres por interacciones génicas negativas (Lailvaux y Husak, 2014). Segln
el modelo de adquisicion y asignacion de recursos (van Noordwijk y de Jong, 1986), este
compromiso entre caracteres se debe a la necesidad de distribuir los recursos disponibles entre
varias funciones vitales, lo cual imposibilita optimizar todos los caracteres al mismo tiempo
(Petino et al.,, 2018). En E. cladocalyx, los caracteres de altura y didmetro fueron
significativamente correlacionados con la densidad de madera y presentaron fenotipos
contrastantes entre procedencias. En este sentido, 30 SNPs fueron conjuntamente asociados
entre caracteres de crecimiento y densidad de la madera. De acuerdo con el analisis
multivariado, 14 SNPs resultaron estar conjuntamente asociados. Interesantemente, el
SNP3208 (cromosoma 6) fue moderadamente asociado con diametro y esbeltez, y fuertemente
asociado con altura y diametro, diametro y densidad de madera. Este SNP fue posicionado en
una region exonica del gen RMR2, el cual participa en el trafico vesicular de multiples
proteinas vacuolares (Occhialini et al., 2016).
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Conclusiones

El presente trabajo describe y proporciona anotaciones de genes candidatos individuales y
comunes para caracteres de crecimiento y calidad de la madera en E. cladocalyx, confirmando
la hipotesis de estudio. Los arboles de E. cladocalyx cultivados en el sur del desierto de
Atacama exhibieron una significativa variacion en caracteristicas relacionadas al crecimiento y
calidad de la madera, lo cual permitio identificar 25 genes candidatos unicos y 14 en comdn
entre caracteristicas. Los marcadores asociados se localizaron dentro y a menos de 3,2 kb de
regiones codificantes de genes relacionadas al metabolismo primario, transporte, sintesis de la
pared secundaria y sefializacion frente a condiciones de escases hidrica. De acuerdo con el
anélisis multivariado, la mayoria de los loci en comlin se asociaron con caracteres de
crecimiento y densidad de la madera. Considerando el compromiso entre caracteres de
crecimiento y densidad de la madera en Eucalyptus, los resultados presentados sugieren que E.
cladocalyx posee variabilidad genética que permitiria regular procesos relacionados con el
metabolismo primario, transporte, sintesis de la pared secundaria y de sefializacion frente a
condiciones de baja disponibilidad hidrica permitiendo eventualmente adaptarse en climas
aridos.
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ANEXOS

Tabla S1: SNPs asociados a caracteres segun distinto p-value. Correccion de Bonferroni al 0,05 (dando un valor
final de a=1,3¢e).

Caracteres <0,01 <0,001 Bonferroni (0,05)
Altura 84 11 0
Diametro 84 16 1
Esbeltez 81 26 4
Bifurcacioén 76 17 2
Rectitud 43 6 0
Densidad 58 10 1

Tabla S2: Haplotipos asociados a caracteres segun distinto p-value. Correccién de Bonferroni al 0,05 (dando un
valor final de o=1,4e™%).

Caracteres <0,01 <0,001 Bonferroni (0,05)
Altura 9 0 0
DAP 1 1 1
Esbeltez 3 1 1
Bifurcacion 1 1 1
Rectitud 0 0 0
WD 2 0 0

Tabla S3: SNPs asociados en comun entre los caracteres de calidad y crecimiento de la madera en E. cladocalyx.
p-value 0,001.

Altura DAP Esbeltez Bifurcacion Rectitud Densidad
Altura - 20 3 0 3 6
Diametro - 18 6 0 19
Esbeltez - 14 0 5
Bifurcacion - 0 0
Rectitud - 0
Densidad -
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Table S4. SNP de mayor efecto, considerando la varianza fenotipica (R?), evaluados en diversas caracteristicas de E. cladocalyx. Mapeo usando un umbral de al
menos 10 kb rio arriba o rio abajo del SNP o haplotipo asociado.

Carécter Posicién de SNP R? Localizacién de SNP Modelo génico Mejor hit Arabidopsis Funcién anotada

Altura 14514639 0.038017154 intergenica Eucgr.J02681 AT2G04700.1 FERREDOXIN/THIOREDOXIN REDUCTASE CATAYLTIC SUBUNIT, metabolismo

Altura 59325838 0.03608099 upstream Eucgr.B04019 AT2G40470.1 LOB DOMAIN-CONTAINING, diferenciacion del xilema, regulador de VND7

Altura 31946257 0.033571988 codificante Eucgr.H02447 AT5G65540.1 transcription initiation factor TFI1D subunit, polimerasa

Altura 5867352 0.033304263 Sin informacién Sin informacién Sin informacién Sin informacién

Altura 74139500 0.031230372 Sin informacién Sin informacién Sin informacién Sin informacién

Altura 21241977 0.030992677 upstream Eucgr.B02728 AT4G19450.1 Major facilitator superfamily protein, transporte, osmotic regulation

Altura MAGNESIUM-PROTOPORPHYRIN IX METHYLTRANSFERASE, magnesio
39804203 0.030919284 exon Eucgr.G02044 ATAG2SUB0.3 fotosintesis

Altura 40411688 0.030446611 downstream Eucgr.B02140 AT2G39840.1 YPE ONE SERINE/THREONINE PROTEIN PHOSPHATASE 4

Altura 45970741 0.026118452 intron Eucgr.B02601 AT1G04640.1 LIPOYLTRANSFERASE 2

Altura 5978231 0.025805406 downstream Eucgr.E00620 AT3G19480.1 PHOSPHOGLYCERATE DEHYDROGENASE 3

Altura 4328319 0.023890368 upstream Eucgr.B00450 AT5G43730.1 RESISTANCE SILENCED GENE 2, RSG2

Bifurcacion 33622818 0.057645457 downstream Eucgr.A01857 AT2G20570.2 GOLDEN2-LIKE 1, transcription factor, funcion diversa

Bifurcacion 28216051 0.055104453 intergenica Eucgr.101832.1 AT3G28150.1 Xiloglucano o-metyltransferasa, TBL, sintesis deposicion pared secundaria

Bifurcacion 15960534 0.046131682 exon CDS Eucgr.H01520 AT2G48110.1 metabolismo Fenilpropaoide, requerido genes en oscuridad

Bifurcacién 55739017 0.041504813 Sin informacién Sin informacién Sin informacién Sin informacién

Bifurcacién 649727 0.039371571 exon CDS Eucgr.G00060.1 AT5G49810.1 METHIONINE S-METHYLTRANSFERASE

Bifurcacion 52971844 0.038280937 downstream Eucgr.F04224 AT5G43730.1 RESISTANCE SILENCED GENE 2, resistencia a enfermedades

Bifurcacién 30817343 0.037739891 Sin informacién Sin informacién Sin informacién Sin informacién

Bifurcacién 60081533 0.036366716 upstream Eucgr.E03400 AT4G15760.1 MONOOXYGENASE 1

Bifurcacién 23406003 0.033975732 Sin informacién Sin informacién Sin informacién Sin informacién

Bifurcacion 32174755 0.033495873 intergenica, upstream Eucgr.K02411 AT3G10020 exotosina, sefalizacion

Bifurcacion 71162847 0.032770887 Sin informacion Sin informacion Sin informacion Sin informacion

Bifurcacion 67069888 0.032188662 upstream Eucgr.H04806 AT1G48580.1 nuclear localized protein, unknow

Bifurcacion 50332910 0.03192311 downstream Eucgr.H03660 AT3G11910.1 UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 13, regulador de crecimiento, inhibidor de proteasa

Bifurcacion 52153075 0.031186781 Sin informacion Sin informacion Sin informacion Sin informacion

Bifurcacion 45744986 0.030752544 upstream Eucgr.E02902 AT1G17020.1 SENESCENCE-RELATED GENE 1, oxidasa

Bifurcacion 10383458 0.028266237 upstream Eucgr.G00693 AT2G04170.1 TRAF-like family protein, sefializacion celular

Bifurcacion 12815217 0.02469128 Sin informacién Sin informacion Sin informacion Sin informacion

Diametro 21241977 0.060332633 upstream Eucgr.B02728 AT4G19450.1 Major facilitator superfamily protein, transporter, osmotic regulation

Diametro 35100085 0.042016949 exon Eucgr.B00057 AT2G01490.1 PHYTANOYL-COA 2-HYDROXY LASE, oxidacion

Diametro 32174755 0.04010342 intergenetica dowstream Eucgr.K02411 AT5G03795.1 Exostosin family protein, glicosiltransferasa, matriz extracelular, pared celular

Diametro 52267060 0.039697017 upstream Eucgr.B03191 AT1G69430.1 Son of sevenless protein

Diametro 8323281 0.037612507 Sin informacién Sin informacién Sin informacion Sin informacion

Diametro 43894600 0.036453419 Sin informacién Sin informacién Sin informacion Sin informacion

Diametro 54266726 0.03339465 upstream Eucgr.B02965 AT4G13550.1 HEAT INDUCIBLE LIPASE1

Diametro 4988869 0.033026507 downstream Eucgr.E00526 AT4G22990.2 PHT5;3, phosphate transporter

Diémetro 74234258 0.031347331 revisar revisar

Diémetro 3457001 0.031339547 Sin informacién Sin informacién Sin informacion Sin informacién

Diémetro 50544209 0.031242709 exon Eucgr.F03976 AT1G22660.1 Polynucleotide adenylyltransferase family protein, trasfierente nucleotidos con P

Diémetro 69516287 0.031209345 upstream Eucgr.E04138 AT1G61430.1 S-locus lectin protein kinase family protein

Diametro 38202035 0.030774868

Diémetro 21945603 0.028447754 upstream Eucgr.K01713 AT2G41530.1 S-FORMYLGLUTATHIONE HYDROLASE

Diémetro 45970741 0.027175243 intron Eucgr.B02601 AT1G04640.1 LIPOYLTRANSFERASE 2

Diametro 13001270 0.026450246 intron Eucgr.H01123 AT2G12190.1 Cytochrome P450 superfamily protein

Diametro 38748507 0.024701924 exon Eucgr.102798 AT4G24270.2 EMB140

Esbeltez 37354562 0.103640548 downstream Eucgr.F02525 AT3G04500.1 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein

Esbeltez 10372953 0.085833303 exon Eucgr.F00721 AT3G20420.1 RNASE THREE-LIKE PROTEIN 2

Esbeltez 2023556 0.068009882 Sin informacién Sin informacién Sin informacion Sin informacion

Esbeltez 21474173 0.061822055 downstream Eucgr.J01708 AT2G24592.1 DUF247 family

Esbeltez 49509155 0.0424545 upstream Eucgr.H03589 AT4G26420.1 GIBBERELLIN METHYLTRANSFERASE 1
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https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=36557
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=138043
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=39825
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=135543
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=1000687926
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=39956
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=434982
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=133463
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=135543
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https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=138097
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=38191
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=431284
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=35276
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=131506
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=34217
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=1000647765
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=27976
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=131560
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=1000688706
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=138307
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=138026
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=36365
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=138043
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=431781
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=1000638827
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=41568
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=40141
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=1000650939
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=130335

Esbeltez 26725843 0.039647171 downstream Eucgr.J02148 AT3G28580.1 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases
Esbeltez 18776513 0.038145652 downstream Eucgr.G01214 AT4G33840.1 Glycosy! hydrolase family 10 protein

Esbeltez 35574770 0.037709895 exon Eucgr.J02998 AT3G11010.1 RECEPTOR LIKE PROTEIN 34

Esbeltez 11607595 0.037398988 exon Eucgr.J01062 AT3G54870.1 ARMADILLO REPEAT-CONTAINING KINESIN 1
Esbeltez 52267060 0.035351369 intergenica,upstream Eucgr.B03191 AT1G69430.1 Son of sevenless protein

Esbeltez 25819550 0.035331633 downstream Eucgr.E01956 AT5G57580.1 Calmodulin-binding protein

Esbeltez 11592814 0.034643723 downstream Eucgr.A00877 AT2G38640.1 LURP-one-like protein

Esbeltez 52971844 0.034512301 downstream Eucgr.F04224 AT5G43730.1 RESISTANCE SILENCED GENE 2

Esbeltez 16021200 0.034426512 Sin informacién Sin informacién Sin informacién Sin informacion

Esbeltez 12753331 0.034156028 intron Eucgr.F00890 AT3G15180.2 ARM repeat superfamily protein

Esbeltez 15311748 0.033590401 Sin informacién Sin informacién Sin informacion Sin informacion

Esbeltez 13112790 0.032874928 intergenic, upstream Eucgr.C00778 AT1G74960.2 BETA-KETOACYL-ACP SYNTHETASE 2
Esbeltez 14618890 0.032541659 intergenic, upstream Eucgr.F01050 AT4G27300 S-locus lectin protein kinase

Esbeltez 53584540 0.032530648 upstream Eucgr.F04280 AT1G77020.1 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein
Esbeltez 24289367 0.032492318 downstream Eucgr.E01885 AT4G06608.1 pseudogene of myosin heavy chain-like protein
Esbeltez 38887951 0.031966525 intergenic, upstream Eucgr.F02674 AT5G48100.1 LACCASE-LIKE 15

Esbeltez 32174755 0.03196284 intergenic, upstream Eucgr.K02411 AT5G03795.1 Exostosin family protein

Esbeltez 54266726 0.031345228 upstream Eucgr.B02965 AT4G13550.1 HEAT INDUCIBLE LIPASE1

Esbeltez 35100085 0.030540094 intergenic, upstream Eucgr.B00057 AT2G01490.1 PHYTANOYL-COA 2-HYDROXYLASE

Esbeltez 3457001 0.025362483 Sin informacion Sin informacion Sin informacion Sin informacion

Esbeltez 53246128 0.02480006 upstream Eucgr.H03887 AT2G35060.2 K+ UPTAKE PERMEASE 11

Rectitud 51691340 0.039303119 downstream Eucgr.G03051 AT3G47570.1 Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Rectitud 31533109 0.036702488 upstream Eucgr.H02411 AT4G37990.1 CINNAMYL-ALCOHOL DEHYDROGENASE 8
Rectitud 31598709 0.034706391 downstream Eucgr.K01958 AT5G11720.1 ALPHA-GLUCOSIDASE

Rectitud 43160334 0.033916228 upstream Eucgr.H03053 AT5G13270.1 RARE1

Rectitud 34529670 0.033411669 exon Eucgr.C01907 AT5G13200.1 GEM-RELATED 5

Densidad 38748507 0.06919163 intron Eucgr.102798 AT4G24270 LSM motif, RRM_1 domain

Densidad 34164038 0.04087252 Sin informacién Sin informacién Sin informacién Sin informacién

Densidad 53736774 0.03882118 Sin informacién Sin informacién Sin informacion Sin informacion

Densidad 52267060 0.03842449 intergenic, upstream Eucgr.B03191 AT1G69430 Son of sevenless protein

Densidad 10176498 0.03763159 intron Eucgr.H00774 AT4G13050 Acyl-ACP thioesterase

Densidad 62265244 0.03687059 upstream Eucgr.H04568 AT4G31985 Ribosomal protein L39

Densidad 35966544 0.0345083 upstream Eucgr.F02410 AT4G08850 MDIS1-INTERACTING RECEPTOR LIKE KINASE2
Densidad 36356857 0.03383981 exon Eucgr.D02305 AT2G46020 CHROMATIN REMODELING 2

Densidad 21945603 0.03362101 downstream Eucgr.B01596 AT4G25810 XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 6
Densidad 18909332 0.03044694 intergenic, dowstream Eucgr.H01244 AT3G50740.1 UDP-GLUCOSYL TRANSFERASE 72E1

Densidad 19101354 0.02836361 upstream Eucgr.H01620 AT1G73310 SERINE CARBOXYPEPTIDASE-LIKE 4
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ANEXO GLOSARIO/ABREVIATURAS

BF: Factor Bayes
BonF: prueba de Bonferroni
C2HB3: bloque de haplotipo 3 en el cromosoma 2

C7HB2: bloque de haplotipo 2 en el cromosoma 7
CCR: cianoyl -coa reductasa

CDS: regién gendmica codificante

DAP: diametro a la altura del pecho

FDR: false discovery rate

Fst: indice de fijacion

GWAS: genome-wide association mapping
HSP20: heat shock protein 20

IN-SSR: inter short sequence repeat
LBD15: factor de transcripcion de domino LOB
LD: Desequilibrio de ligamien

MAF: minor alelle frecuency

MFS: major facilitator superfamily

MMT: Metionina S-metiltransferasa

MTA: asociacién marcador-caracter

QTL: locus de caracter cuantitativo

SNP: Single Nucleotide Polimorphism
SSR: short secuence repeat, microsatelite
VND?7: vascular related nac-domain 7
PPA: posterior likelihood of association
PO: posterior odds
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