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RESUMEN

El género Calibrachoa, de considerable importancia como cultivo ornamental, debido a la variabilidad
y vistosidad de sus flores, pertenece a la familia Solanaceae. Histdoricamente, las especies de
Calibrachoa eran incluidas en el género Petunia, hasta 1985 cuando Wijsman y de Jong reconocen la
existencia de los 2 géneros diferentes. En Argentina se encuentran 13 especies nativas, su centro de
distribucién se halla en la mesopotamia, excepto, C. parviflora que esta distribuida en gran parte del
pais. Dentro del marco del proyecto Proyecto Nacional de Hortalizas, Flores y Aromaticas (PNHFA)
65531 de INTA se esta trabajando en el mejoramiento de estas especies a fin de obtener variedades
(inter e intraespecificas) competitivas en el mercado floricola. Por lo tanto, el conocimiento de la
base genética disponible, generado por los marcadores moleculares, resulta una valiosa herramienta
a fin de lograr dichos objetivos. En el presente trabajo se pusieron a punto 13 iniciadores ISSR con las
13 especies nativas del género con el propdsito de contar con los protocolos optimizados para el
analisis por especie. Se analizaron, ademads, 35 individuos de una coleccidn de Calibrachoa caesia del
Instituto de Floricultura, pertenecientes a 5 departamentos de la provincia de Misiones. La extraccion
y purificacién del ADN total se llevd a cabo siguiendo el método de CTAB modificado. Las reacciones
de amplificacidn generaron un total de 701 /oci, 98% polimérficos, con un promedio de
aproximadamente 54 loci por iniciador. Los porcentajes de polimorfismo variaron del 100% para los
iniciadores 5’GA, 5’CA, 3'TC, 3'CAC y 3'TG, hasta un 91,11% para 3’AC. Los valores maximos de
Resolving power (Rp) (23,20 y 22,34) fueron para los iniciadores 5’GACA y 5'GA, respectivamente,
mientras que los menores se encontraron en los iniciadores 3'AG (10,29) y 3'TG (10,51). Los mayores
valores promedio de los indices de Shannon y diversidad genética (0,367 y 0,231, respectivamente)
fueron para el iniciador 5’CT y los menores (0,196 y 0,105) para 3'TG, mientras que el Marker Index
oscilé entre 11,70 para los iniciadores 5’GACA y 3'GGG y 5,87 para 3’'TG. En resumen, los iniciadores
mas informativos, con un 100% de polimorfismo resultaron ser 5’GACA, 5'GA, 5'CA y 5'CT, y los
anclados en 3’: 3'CAC, 3'TC y 3'TG, mientras que los menos informativos fueron 3’AC y 3’'CAG, con
porcentajes de polimorfismo menores al 95%. El dendrograma generado mediante la aplicacion del
coeficiente de similitud Simple Matching (SM) y el agrupamiento UPGMA revela una alta similitud
entre todos los individuos analizados (0,7665). Se llevo a cabo, ademds, un analisis de la estructura y
variacion de las poblaciones de Oberd, Guarani y San Ignacio. Los resultados de los estadisticos
calculados muestran la misma tendencia que para la coleccién total. El analisis molecular de la

varianza mostro que la mayor variacién genética (93,59%) ocurre dentro de las poblaciones, mientras
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gue la varianza entre las 3 poblaciones analizadas fue del 6,41%, el indice de fijacidn (Fst) obtenido
fue del 0,06409, indicando que existe una diferenciacion media-baja entre las poblaciones. Los
resultados obtenidos reflejan la alta sensibilidad de los marcadores ISSR, que permitieron
caracterizar molecularmente a todos y cada uno de los individuos analizados, ademas de agruparlos
por especie, abriendo una perspectiva muy promisoria para la utilizacion de datos moleculares en la
identificacion varietal para su aplicacién a programas de mejoramiento llevados a cabo en el

Instituto.
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PCoA: Analisis de Coordenadas Principales

PCR: Polymerase Chain Reaction = Reaccién en Cadena de la Polimerasa
PIC: Diversidad genética o contenido de informacion polimdrfica
PNHFA: Proyecto Nacional de Hortalizas, Flores y Aromdticas
p/v: Peso en volumen

PVP: Polivinil pirrolidona

QTL: Quantitative Trait Loci

r: Coeficiente de correlacién cofenética
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Rp: Resolving Power = poder de resolucidn
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S: Sur
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SPAR: Single Primer Amplification Reactions
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STS: Sequence Tagged Sites
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TAE: Tris-Acido Acético-EDTA
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Uhe: Unbiased Expected Heterozygosity = heterocigosidad esperada imparcial

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean = método de agrupamiento

UPGMA:
de pares no ponderados empleando la media aritmética
UPOV: Unidn Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales
V: Volts
var.: Variedad
Vvs: Versus
v/v: Volumen en volumen
W: Oeste
+: Control positivo
A Lambda
ug: Microgramo
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1. INTRODUCCION

1.1. SITUACION DE LA FLORICULTURA

La floricultura es una disciplina de la horticultura orientada al cultivo de flores y plantas
ornamentales y, por lo general, de uso decorativo. Esta actividad se fue alejando de lo artesanal para
ir alcanzando procesos tipicamente industriales y de tecnologia aplicada. Prueba de ello es que
mediante tecnologias apropiadas, se pueden cambiar los momentos de floracién (Galantini et al.,
2008), determinar la dormicién, la maduracidn del fruto y la influencia de las hormonas vegetales y

otras sustancias que regulan el desarrollo de la planta (Hess, 1987).

1.1.1. FLORICULTURA EN EL MUNDO

La relevancia econdémica de la floricultura a nivel mundial es notable, la produccién de plantas
ornamentales estd en constante crecimiento, con actividades comerciales que llegan a unos 35.000
millones de ddélares anuales (INTeA, 2003). Se considera que la produccién comercial de plantas
ornamentales esta ascendiendo en todo el mundo, este hecho se ve reflejado por la tasa de
crecimiento positiva que subioé al 32% en el periodo comprendido entre 1998 y 2003, siendo ademds,
un sector cada vez mas exigente en cuanto a incorporacidén de nuevas variedades y altos estandares

de calidad (INTeA, 2003).

1.1.2.FLORICULTURA EN LA ARGENTINA

Desde hace afios la Argentina ha contribuido en forma activa al desarrollo del mercado mundial de
ornamentales, lo hizo por medio de la incorporacion de germoplasma ornamental nativo a los
programas de mejoramiento de empresas europeas, asiaticas y estadounidenses. Prueba de ésto
son las numerosas especies que se pueden encontrar en los catalogos internacionales, a saber:
Alstroemeria sp, Verbena sp, Calceolaria sp, Petunia sp, Portulaca sp, Primula sp, entre otras (Sakata

Seed Corporation, PanAmerican Seed, Suntory Flowers, Fleuroselect).

Es importante destacar que en nuestro pais, con la puesta en marcha del proyecto INTA-JICA
“Desarrollo de la floricultura en la Argentina”, se ha comenzado a trabajar en el mejoramiento de
plantas nativas con potencial ornamental. Desde entonces se ha caracterizado la aptitud ornamental
de diferentes géneros y especies, hibridos, ademas de variedades mejoradas, como ser: Bacopa

monnierii (Escandén et al., 2006), Calibrachoa (Bologna, et al., 2009, Facciuto, et al., 2006),
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Glandularia (Imhof et al., 2009), Gloxinia gymnostoma (Mata et al., 2007), Jacaranda (Soto et al.,
2006, Mata et al.,2003), Mecardonia (Alderete et al. 2006; Escanddn et al., 2007, Greppi, et al.,
2009), Nierembergia (Soto et al., 2009, Facciuto et al., 2008, Soto et al., 2005), Passiflora (Bugallo, et
al., 2008, Pannunzio, et al., 2006), Scoparia montevidiensis (Escandén et al., 2005a), Handroanthus
(sin=Tabebuia) (Facciuto et al., 2009a, 2009b, 2008), Tecoma (Kobayashi et al., 2004), etc., pero a
pesar de estos pasos sustanciales en el desarrollo de nuevas variedades ornamentales a partir de
germoplasma nativo, nuestro pais deberia potenciar el desarrollo y aplicacién de las nuevas
tecnologias en el drea de mejoramiento de cultivo ornamental por lo que la correcta identificacion

genética del germoplasma es un factor de creciente importancia dentro de la produccion vegetal.

El desarrollo de nuevas variedades, como asi también la caracterizacion de las tradicionales,
impulsan el desarrollo de nuevas técnicas que permiten una identificacion genética robusta de estos
materiales. Las llamadas huellas digitales genéticas (fingerprinting) se han convertido en una valiosa
herramienta como complemento de los métodos morfométricos para establecer criterios de
distinguibilidad, uniformidad y estabilidad de las nuevas variedades, para detectar infracciones a la

ley de derecho del obtentor y para el control de las colecciones de referencia (De Riek et al., 2001).

1.1.3. PERSPECTIVAS FUTURAS

Sin dudas la floricultura nacional afronta un escenario de competitividad dado por el nuevo contexto
mundial que caracteriza a esta actividad, como la integracidon regional y globalizacién de los
mercados, la competencia de la flor importada, el surgimiento de nuevos mercados, la aparicién de
nuevas zonas de produccién, la mayor diversificacién de productos, la creciente demanda de
servicios unidos al producto y el mayor desarrollo tecnoldgico preservando el medio ambiente
(Parodi, 2009; Galantini, 2008; Klasman, 2007; Boschi y Molinari, 1996). En este marco se impone un
aspecto esencial como es la mejora cualitativa de la produccién, de manera de nivelarla con los
paises de avanzada en la materia. La incorporacidon de tecnologia representa en una instancia
superadora que debe acompafiar a un proceso integral de cambio (Tanaka et al,, 2005). Tanto la
biodiversidad como su conservacidn son de gran importancia para el desarrollo de un pais, en este
sentido su uso sustentable ofrece objetivas posibilidades para el futuro. En lo que a recursos
genéticos se refiere, el germoplasma ornamental puede convertirse en una fuente de divisas
genuinas y de beneficio sustentable, para aquellos paises que realicen un aprovechamiento racional
de los mismos. El uso de la Biotecnologia juega un papel muy importante como instrumento para la
investigacion en el estudio de la diversidad genética y en programas de mejoramiento (Escanddn,

2004; Escandon et al., 2010).
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1.2. CALIBRACHOA CERV. (EX LA LLAVE & LEXARZA)

1.2.1. CARACTERISTICAS GENERALES

El género Calibrachoa, de considerable importancia como cultivo ornamental, pertenece a la tribu
Nicotianeae, subfamilia Cestroideae, familia Solanaceae (Hunziker, 2001); el mismo fue establecido

en 1825 por La Llave y Lexarza, con C. procumbens como especie tipo (Nov. Veg. Descr. 2: 3. 1825).

Histéricamente las especies de Calibrachoa estuvieron incluidas dentro del género Petunia Jussieu
(Solanaceae) por sus similitudes morfoldgicas. Fries (1911), el dltimo revisor del género Petunia,
determiné que todas las especies eran idénticas en los caracteres genéricos a P. parviflora, y tratd a
Calibrachoa como sinénimo de Petunia, incluyendo a todas las especies dentro de este ultimo

género, definido por Jussieu en 1803.

En 1985 Wijsman y de Jong estudiaron la taxonomia de Petunia, reconociendo la existencia de dos
grupos de especies genéticamente distintos, con nimero de cromosomas diferentes (2n=14 y
2n=18), ausencia de homologia cariotipica y diferencias isoenzimaticas. Tomando como base estas
evidencias, se reconocieron dos géneros diferentes, Petunia sensu stricto (s.s.) con 2n=14 y
Calibrachoa Cerv. (ex La Llave y Lexarza) con 2n=18 -analisis de contenido de ADN mas recientes
(Bennett, 2005), reafirman este dato-, siendo diferenciables, ademas, en varias caracteristicas
morfoldgicas como el caliz (lobulado hasta la mitad de su longitud), la corola (infundibuliforme,

zigomorfa y con una pequefia giba) y la prefloracién (conduplicada), entre otras diferencias.

Wijsman, en 1990, retoma el género Calibrachoa transfiriendo 15 especies de Petunia que
compartian caracteristicas morfoldgicas similares a P. parviflora a Calibrachoa. Posteriormente,
Stehmann y Semir (1997), transfirieron 9 especies mas a Calibrachoa; estos mismos autores en el afio
2005 describen 2 nuevas especies que incluyeron en este Ultimo género, y en 2007, Stehman y Bohs

(en Zuloaga, et al., 2007), transfieren 3 especies a Calibrachoa que aun formaban parte de Petunia.

Una revisiéon del género Calibrachoa realizada por Stehmann (1999) aclara ciertas dudas
taxondmicas, tomando como sindnimos ciertas especies clasificadas anteriormente. Finalmente el
género cuenta con 28 especies (The Plant List, 2010), ademas se incluyen 2 nuevas especies que
estdn en proceso de descripcion (C. irgangii Stehmann, inéd y C. longistyla Stehmann y Greppi, en

prensa).
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En la Argentina existen 13 especies nativas de este género (Tabla 1) (Greppi y Stehmann, inéd), su
centro de distribucién es principalmente la region mesopotamica, excepto C. parviflora que se

encuentra distribuida en gran parte del pais (Tsukamoto et al, 2002; Ando et al, 2005).

1.2.2. CALIBRACHOA COMO GENERO ORNAMENTAL

Con respecto al uso ornamental, Calibrachoa es uno de los géneros mas novedosos en el mercado.
En el afio 1992 la empresa japonesa Suntory Ltd. colocé en el mercado el primer cultivar de su serie
llamada “Millon Bells”. Actualmente se encuentran en el mercado mundial gran cantidad de
cultivares, entre ellos “Millon Bells”, “MiniFamous”, “Callie”, “Superbells” y “Sunbells” (Suntory Ltd.,
Nils Klemm). El género es conocido generalmente como “petunia salvaje”, “seaside petunia” o
“Million Bells”; y compite junto a Impatiens y Petunia como planta en maceta. Habitualmente se las
utiliza en arreglos florales colgantes o en canteros. Es un género de propagacion vegetativa, perenne
y de durabilidad en los jardines; necesitan de suelos acidos, fertilizados y bien drenados y exposicion
solar (Hagiwara, 2010). Son aptas para climas calidos, aunque pueden adaptarse a climas frios
(Proven Winners, 2010) requieren minimo mantenimiento y bajos costos, ambos aspectos muy

importantes en la produccidon ornamental.

Dentro de las caracteristicas ornamentales de las especies nativas del género, podemos mencionar la
gran variabilidad en el tamafio y color de las flores, que van desde el blanco y amarillo hasta el fucsia
y violeta (Tabla 1), como asi también la diversidad en la forma y tamafio de las hojas. Los diferentes
habitos (erecto, decumbente y rastrero) le dan la plasticidad necesaria para adaptarse tanto a
macetas, macetas colgantes, como a borduras y canteros. La mayoria de las especies son muy
floribundas, floreciendo a lo largo de toda la primavera y el verano, fructificando en verano y otofo
(Greppi, com. per.). Tienen la ventaja de ser autolimpiantes, es decir, que dejan caer las flores secas,

sustituyéndolas por flores nuevas.

La mayoria de las especies permanecen con las corolas abiertas durante las horas de luz,
produciéndose movimientos de la misma durante el dia, cerrandose al anochecer, o dias nublados,
con excepcion de C. pygmaea que permanece con la corola cerrada durante el dia y se abre hacia el
anochecer (Kanaya, et al, 2010). La mayoria de las variedades comerciales que existen desde
principios de la década de los ‘90, de propagacion agdmica, no poseen movimientos diurnos de la

corola (Kanaya, et al., 2010).

El programa de mejoramiento en el cual se haya enmarcado este trabajo, contempla, entre otros

puntos, el aumentar la variabilidad de color de las corolas. En este sentido, el conocimiento de la
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variabilidad existente en el género como en las poblaciones con la que se dispone, es de suma
utilidad; como asi también, contar con individuos que florezcan con fotoperiodos cortos (Moore,
1920), tanto para los ensayos de cruzamiento como para los analisis morfoldgicos. Las especies de
Calibrachoa son consideradas de dia largo (Berghauer, 2004), a excepcion de C. caesia que es de dia

neutro (Facciuto et al., 2006).

Se debe tener en cuenta que ante un proyecto de mejoramiento para la obtencién de variedades, es
importante conocer la variabilidad del germoplasma de partida, asi como también contar con un
método de identificaciéon inequivoco de los individuos obtenidos para tal fin. Los métodos de
caracterizacion tradicional estdn siendo complementados por los moleculares, permitiendo a los
mejoradores tomar decisiones acorde a la seleccidn del germoplasma a ser usado en los programas

de cruzamientos (Jain et al., 1999).

1.2.3. ZONA DE DISTRIBUCION

Calibrachoa es un género mayoritariamente Sudamericano, que presenta distribuciéon subtropical
atlantica. Sdélo C. parviflora posee un patrén de distribucion distinto, con ocurrencia en América del

Norte y en otros paises, como especie invasora (Stehmann, 1999).

En Argentina, las especies del género, se encuentran distribuidas segln la siguiente Tabla (Tabla 1),
en la cual puede observarse también el nombre aceptado, la sinonimia, el habito y la elevaciéon

(Greppi y Stehmann, inédito).

Elevacion Distribucién

Especie Sigla sp Sinénimo Habito

(m.s.m.) (Provincias)

caesia

v Petunia caesia Sendtn., P. kleinii L.B. Sm. &
(Sendtn.) Subarbusto
Downs, Calibrachoa elegans auct. non 500-1500 MIS
Wijsman (perenne)
(Miers) Stehmann & Semir.

Petunia hassleriana R.E. Fr., P. variabilis

R.E. Fr., P. excellens R.E. Fr., P. intermedia Arbusto o
(R.E. Fr.)

(Graham) G. Don, P. linearis (Hook.) subarbusto 0-1300 COS, MIS
Wijsman

Paxton Calibrachoa hassleriana (R.E. Fr.) (perenne)

Wijsman

18




Especie

Sigla sp

Sinénimo

Habito

Mariana C. Pérez de la Torre

Elevacion

Distribucion

(Provincias)

linearis
(Hook.) Salpiglossis linearis Hook., Nierembergia Subarbusto
0-500 COS, ERI
Wijsman intermedia Graham (perenne)
Stehmann & Arbusto
0-500 COS, MIS
Semir (perenne)
ovalifolia
(Miers) Petunia helianthemoides Sendtn., P. Hierba o
Stehmann & | ovalifolia Miers, P. calycina Sendtn., subarbusto 0-500 COsS, MIS
Semir Calibrachoa calycina (Sendtn.) Wijsman perenne
Nierembergia viscidula Kunth, Salpiglossis
prostrata Hook. & Arn., Nicotiana
parviflora (Juss.) Lehm., Lindernia
parviflora montevidensis Spreng., Petunia viscidula BAI, CAT,
( ) (Kunth) Miers, P. parviflora Juss., P. CHA, CHU,
Juss.
parviflora Juss. var. glabriuscula, P. Hierba anual 0-300 COR, COs,
D'Arcy
parviflora uss. var. villosa, Leptophragma ERI, FOR,
montevidensis (Spreng.) Dunal, L.. JuUJ, LPA, MEN
prostrata (Hook. & Arn.) Benth.,
Calibrachoa parviflora (Juss.) Wijsman,
comb. superfl.
pubescens
Nierembergia pubescens Spreng., N.
(Spreng.) Hierba
graveolens Dunal, hom. illeg., Petunia 0-200 Ccos
Stehmann perenne
pubescens (Spreng.) R.E. Fr.
pygmaea
(R.E.Fr.)
Petunia pygmaea R.E. Fr. Hierba anual 0-300 COS, ERI, MIS
Wijsman
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Elevacion Distribucion

Especie Sigla sp Sinénimo
(Provincias)
thymifolia
(A. St.-Hil.)
Fabiana thymifolia A. St.-Hil., Petunia Subarbusto
Stehmann & 0-500 COS, ERI
thymifolia (A. St.-Hil.) Sendtn. (perenne)
Semir
(R.E.Fr.)
Subarbusto
Stehmann & | Petunia humilis R.E. Fr. 0-200 COoS
(perenne)
Semir
longistyla
Stehmann &
Subarbusto
Greppi 0-100 COoS
(perenne)
(inéd)
irgangii
Stehmann Subarbusto
0-200 MIS
(inéd) (perenne)
Stehmann &
Subarbusto
Greppi 0-500 MIS
(perenne)
(inéd)

Referencias:

Distribucion (Provincias)

BAI Buenos Aires CAT Catamarca CHA Chaco
CHU Chubut COR Cérdoba cos Corrientes
ERI Entre Rios FOR Formosa JUJ Jujuy
LPA La Pampa MEN Mendoza MIS Misiones

Tabla 1: Especies nativas del género Calibrachoa. Adaptado de Flora del Conosur (2010).
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1.3. ANALISIS GENETICO DE LA POBLACION

Los métodos de analisis genéticos de poblaciones se emplean para evaluar la variacién genética
observada en, por ejemplo, especies salvajes o en colecciones de individuos de un cultivo. Los analisis
genéticos de la poblacidn son realizados preferentemente con grupo de datos codominantes, sin
embargo en forma complementaria pueden hacerse estimaciones valiosas e informativas de la
variaciéon y relaciones con marcadores dominantes, dado el gran numero de loci tipicamente
analizados; lo que proporciona buena cobertura del genoma y un gran nimero de datos (Weising et

al., 2005).

1.3.1.DIVERSIDAD GENETICA

La diversidad genética constituye uno de los niveles bioldgicos en el que puede medirse o estimarse
la biodiversidad. Esta escala involucra la variaciéon de los genes dentro de cada especie, donde la
diversidad genética representa la variacién heredable dentroy entre poblaciones de organismos.
Esta variacion se manifiesta en las modificaciones ocurridas en la secuencia de nucledtidos del ADN,
como consecuencia de la seleccién, mutacién, migracion, deriva génica y la combinacion de estos

eventos (Spooner et al., 2005).

La deteccion y cuantificacion de la variacion genética ha progresado gradualmente desde las
evaluaciones biométricas, los analisis fisiolégicos, los estudios de polimorfismo cromosémico
(variacion en el numero y morfologia), los estudios bioquimicos isoenzimaticos, hasta el analisis a
escala molecular que incluye el secuenciamiento del ADN, logrando detectar la variacién a nivel

nucleotidico (Nuez et al., 2000).

Actualmente se dispone de varios tipos de marcadores de ADN con aplicaciones diversas tanto en
poblaciones de especies nativas como en especies exoéticas. Marcadores tales como los RFLPs, RAPDs,
AFLPs, SSRs, ISSRs y SNPs, entre otros, que difieren entre si respecto a su capacidad para detectar
polimorfismo, modo de herencia (dominante/codominante), origen (genoma nuclear/organulos),
costo de desarrollo, factibilidad de automatizacién, reproducibilidad de resultados y en cuya eleccién
deben ser considerados, ademas, el objetivo del estudio y la escala de interés (individuo/poblacion/

region) (Edwards y McCouch, 2007).

1.3.1.1. METODOS PARA ESTIMAR LA DIVERSIDAD GENETICA
Uno de los posibles pasos a seguir luego de la caracterizacion de los recursos genéticos es la

cuantificacion de la diversidad genética en un grupo y/o el conocimiento de las relaciones genéticas
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entre los individuos dentro del grupo. Esta cuantificacion da como resultado una visidn general de la
diversidad genética y ésta puede ser utilizada como criterio para comparar la eficiencia de los

marcadores en los diferentes grupos en estudio (Laurentin, 2009).

1.3.1.2. CUANTIFICACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA
El estudio de la diversidad genética dentro y entre poblaciones es cominmente abordado a través de
dos aproximaciones, una de ellas se basa en la determinacion de las frecuencias alélicas sobre un
numero de loci polimdrficos y el empleo de parametros basados en estas frecuencias para particionar
la variacidn genética en los componentes de la variacidon dentro y entre unidades, mientras que la
segunda alternativa emplea matrices de similitud/distancia construidos para todas las combinaciones
posibles de pares de unidades, con la finalidad de caracterizar la poblacion o conjunto de individuos,
basados en la afinidad relativa de cada individuo respecto a todos y cada uno de los individuos

analizados (Weising et al., 2005)

Una medida simple de la cuantificacién de la diversidad es el nimero de marcadores polimérficos,
que a menudo se expresa como porcentaje (%P) de todos los marcadores anotados en un grupo de
muestras. Un sistema es polimérfico cuando en el estado mas comun la frecuencia es menor de 0,95
(Ott, 1992). Para marcadores dominantes, en los cuales se asume que cada banda representa un
locus, los estados se refieren a la presencia o ausencia de cada banda de cada uno de los individuos
gue componen el grupo en estudio. Por ejemplo, si una banda tiene una ocurrencia en el 94% de los
individuos que componen el grupo, el estado mas comun serd “presencia de la banda”, por lo tanto
serd considerada como polimdrfica. Si la banda aparece sélo en el 6% de los individuos, el estado mas
comun sera “ausencia de la banda”, y esto ocurrira en el 94% de los individuos, por lo que la banda
serd polimarfica. Por lo tanto, si la presencia de la banda (o la ausencia de la misma) ocurre al menos

en el 95% de los individuos, la banda sera considerada monomarfica (Laurentin, 2009).

Una de las medidas mas frecuentemente usadas de variacidn genética es la diversidad genética de
Nei (1973) o heterocigosidad (h), la cual tiene en cuenta las frecuencias alélicas. La diversidad
genética h es la probabilidad de que 2 alelos elegidos al azar sean diferentes en la muestra. La misma

se calcula por locus como:
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donde h es la heterocigosidad en un locus cuando se estudia una poblacién de apareamiento al azar,
o la diversidad de un gen en un locus cuando los apareamientos no son azarosos en el grupo de
estudio; h es la sumatoria de i=1 a k, p; es la frecuencia del alelo it y k es el nimero de alelos. La
diversidad genética h es luego promediada sobre el total de loci y a menudo se denota como H (ver

mas adelante).

La diversidad genética de Nei o también llamada contenido de informacién polimérfica (PIC) puede

calcularse para datos dominantes bialélicos como:
_ 2 2
h=1- P —4;
Aqui p es la frecuencia de los alelos visibles y g es la frecuencia de los alelos nulos para el marcador i.
En este caso, para los datos binarios diploides se asume el equilibrio de Hardy-Weinberg:

1/2

g = (1-frecuenciade labanda)”” yp=1-q

El contenido de informacion polimdrfica provee una estimacién del poder discriminatorio de un locus
teniendo en cuenta, no sélo el numero de alelos que son expresados, sino también las frecuencias
relativas de los mismos (Smith et al., 1997); para datos dominantes tiene un maximo de 0,5 cuando la

frecuencia toma el valor p=0,5 (De Riek et al., 2001).

Para obtener una vision mas general de la diversidad en un grupo, la heterocigosidad o diversidad
genética se calcula para cada locus. La estimacidn normalizada de esta medida es la Heterocigosidad

esperada imparcial o normalizada (UHe) (Nei, 1978):
UHe =2n(1- Y x2)/(2n-1)

donde UHe es la heterocigosidad o diversidad genética para un solo /locus, x; es la frecuencia del alelo

i" (o marcador) y n es el nimero de individuos.

El promedio de todos los loci (o marcadores) representara el promedio de la heterocigosidad (H) o el

promedio de la diversidad genética en el grupo, calculada como:

Hzihk /r
k=1

donde r es el numero total de /oci.
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En una poblacidn ideal y apareada aleatoreamente, H es idéntica a la heterocigosidad esperada H..

Otra medida de diversidad, la cual se utiliza a menudo para datos dominantes, es el indice de

Shannon (H’). Este generalmente se calcula como:

H== plogp,

donde p; es la frecuencia del alelo i en la poblacidn, grupo de individuos o especies, y ambos alelos

(presencia y ausencia) de cada locus debe ser tomado en cuenta.

Alternativamente, el logaritmo natural es usado en lugar del log,. La férmula quedaria de la siguiente

manera:
H'= —Zp,. Inp,

Se han propuesto algunas funciones para evaluar la eficiencia en la identificacidon de algun iniciador
especifico (o combinacién de iniciadores). Estas funciones se basan tanto en los cdlculos de
frecuencias alélicas (o bandas), i.e. diversidad genética de Nei o contenido de informacion
polimérfica, marker index (MI), propuesto por Powell et al. (1996) y el Resolving power (Rp),
propuesto por Prevost y Wilkinson (1999), como en funciones probabilisticas. La heterocigosidad
esperada es considerada una estimacion del poder discriminatorio porque tiene en cuenta tanto el
numero de alelos como sus frecuencias relativas (Smith et al., 1997). Ml es una “heterocigosidad

esperada ponderada” y se calcula como:

k
MI=N><(1—Zp,2]

i=1

Donde N es el nimero de bandas polimdérficas para el iniciador y p; es la frecuencia del alelo i (el

segundo término es el indice de diversidad genética definido por Nei).

El Rp (de las siglas en inglés de Resolving power -poder de resolucion-) es definido por iniciador

como:

Rp=>"Ib

24



Mariana C. Pérez de la Torre

donde /b es la informacidon de cada banda, la cual toma los valores de: 1-(2x[0,5-p]), siendo p la

proporcién de cada individuo que contiene la banda.

1.3.1.3. ANALISIS DE AGRUPAMIENTO
Esta metodologia refiere a un grupo de técnicas cuyo principal objetivo es el de cuantificar la afinidad
entre individuos o Unidades Operativas Taxondémicas (OTUs: Operational Taxonomic Units)
basandose en el estado de los caracteres elegidos y agrupar las OTUs que presenten propiedades
similares. De este modo las OTUs con mayor similitud son matematicamente reunidas en un mismo
grupo o cluster. Los grupos formados evidencian alta homogeneidad interna (dentro del cluster) y

alta diferenciacién externa (entre clusters).

Las principales caracteristicas de estas técnicas se basan en la Teoria Feneticista, la cual argumenta
gue una clasificacion es tanto mas informativa cuanto mejor refleja la similitud global de un grupo de

OTUs, teniendo en cuenta, segun Crisci y Lopez Armengol (1983) los siguientes items:

1. La clasificacién se realiza con un gran numero de caracteres, tomados de todos los
organos/tejidos de un organismo y en cualquier momento de su ciclo vital

2. Todos los caracteres tienen el mismo peso clasificatorio

3. La clasificacidon no tiene en cuenta relaciones genealdgicas o filogenéticas. Por lo tanto no
puede inferirse que los grupos resultantes sean naturales (descendencia de un ancestro
comun)

4. Las clasificaciones se basan en las similitudes fenéticas. Se entiende por “fenético” cualquier
tipo de cardcter (morfoldgico, fisiologico, anatdmico, citoldgico, molecular)

5. Puede utilizarse sin conocer la historia evolutiva del grupo de organismos en estudio

1.3.1.4. COEFICIENTES DE ASOCIACION Y DISTANCIA
La eleccidn del coeficiente que permitird medir el grado de semejanza entre dos OTUs esta limitada a

la escala de medida del estado de los caracteres.

Los coeficientes de similitud (S;), dan una medida del grado de semejanza o similitud entre dos
objetos i y j, en relacidn a los n caracteres bajo estudio. Estas medidas de similitud presentan un
valor mdximo para dos objetos idénticos y minimo para dos objetos totalmente diferentes. La

mayoria de estos coeficientes varian en un rango de 0 a 1.

25



Mariana C. Pérez de la Torre

Los marcadores moleculares se ajustan a este tipo de variables. Los coeficientes de similitud miden
las coincidencias y diferencias en los estados de caracteres entre dos OTUs. Por lo tanto para

caracterizar a dos OTUs se generan 4 diferentes posibilidades:

1 0
(1,1) (1,0)
1 a+b
a b
(0,1) (0,0)
0 c+d
c d
a+c b+d n

Donde: i y j son los pares de individuos comparados, 1y 0 indica la presencia o ausencia de la banda,
a es el numero de bandas presentes en las 2 OTUs, b es el nimero de bandas presentes en la OTU i
pero ausentes en la OTU j, c es el nUmero de bandas presentes en la OTU j pero ausentes en la OTU J,

d es el nimero de bandas ausentes en ambas OTUs y n es el niUmero total de caracteres (a+b+c+d).

En el caso de marcadores moleculares dominantes como ISSRs, RAPDs y AFLPs, se asume que cada
banda amplificada corresponde a un alelo dominante, para un locus determinado, y por lo tanto sélo
pueden ser detectadas dos condiciones: la presencia de banda (que representa la presencia del locus
en estado de heterocigosis u homocigosis, sin poder discriminar entre ellos), codificando este estado
con el valor “1” y la ausencia de banda (que representa la ausencia del locus o la presencia de alelos

nulos), codificado con el valor “0”.

1.3.1.5. COEFICIENTES DE SIMILITUD PARA VARIABLES CUALITATIVAS DE TIPO DOBLE

ESTADO
Existe una amplia gama de coeficientes de similitud, los cuales difieren en su enfoque para estimar el
numero de coincidencias y diferencias. Entre los mas comunmente utilizados para datos dominantes

se encuentra:
» Coeficiente de Concordancia Simple o Simple Matching (Sneath and Sokal, 1973)

SM=(a+d)/(a+b+c+d)
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El mismo toma en consideracién tanto las presencias compartidas (1,1) como las ausencias
compartidas (0,0) como factores que contribuyen a la similitud entre dos individuos, maximizando la
informacién de los perfiles de amplificacién dado que considera todos los /oci anotados. La doble
ausencia de banda (considerada como Joci homocigotos recesivos), como la doble presencia
(considerada como homocigotos dominantes o heterocigotos), tienen la misma importancia bioldgica

(Bonin et al., 2007; de Vicente et al., 2004).

Este coeficiente puede variar entre un valor minimo de 0 (cuando el par de individuos no tienen
bandas en comun) y un valor maximo de 1 (cuando todas las bandas presentes en un individuo estan
presentes en el otro), ademas de presentar propiedades métricas Euclideanas que permiten su uso

en un analisis molecular de la varianza (AMOVA) (Bonin et al., 2007; Franco et al., 2001).

A pesar de las diferencias en la similitud de cada par comparado resultante de usar diferentes
coeficientes, la mayoria de los estudios publicados no explican la eleccidn del mismo, en relacién al
tipo de marcador o el nivel de ploidia de los organismos bajo estudio, con lo cual, no existe un
criterio universal que permita elegir el coeficiente de similitud mas adecuado cuando se analizan

marcadores moleculares (Kosman y Leonard, 2005).

1.3.2. METODOS PARA EL ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

El propdsito de producir un dendrograma es visualizar la mejor representacién de las relaciones
fenéticas (similitud global) o filogenéticas (historia evolutiva) entre un grupo de OTUs. Los métodos
para el andlisis de agrupamiento comprenden las técnicas empleadas para la formacion de grupos de
OTUs que se asocian sobre la base del grado de similitud (Crisci y Lépez Armengol, 1983). Se pueden
distinguir 3 estrategias principales: los métodos de distancia, los métodos de parsimonia y los

métodos de mdaxima probabilidad. En este trabajo se utilizé Unicamente el método de distancia.

Los métodos de distancia, también son llamados como anadlisis de grupo o métodos fenéticos. El
punto de partida son los datos de la matriz binaria de distancia, la cual se calcula de los datos
primarios obtenidos de los algoritmos de Dice, Jaccard o Simple Matching, entre otros. Establecido
este coeficiente, se debe definir el algoritmo de clasificacion para determinar la estructura de
agrupacion de las OTUs. En términos generales, el primer paso de la construccién de un arbol
consiste en que las 2 OTUs con menor distancia son agrupadas juntas, y la matriz de distancia se
reduce en una fila y una columna. Luego, un segundo analisis de agrupamiento se lleva a cabo,

agrupando las 2 OTUs mas cercanas juntas. Este proceso se reitera hasta que queda sélo una OTU. El

27



Mariana C. Pérez de la Torre

resultado del dendrograma expresa las similitudes fenéticas entre las OTUs, por lo que se lo llama

fenograma. Este, no necesariamente refleja relaciones filogenéticas.

1.3.2.1. ALGORITMOS DE CLASIFICACION
Dentro de las técnicas de clasificacidn, se desarrollaran las propuestas por Rohlf en el programa
NTSYS-pc (Rohlf, 1998). Las mismas refieren a las técnicas del tipo pair group o grupo par, en las
cuales puede admitirse una OTU o un conjunto de OTUs por nivel, lo que implica que los grupos
formados en cualquier etapa de los progresivos agrupamientos contienen sélo dos miembros (Crisci y

Lépez Armengol, 1983)

LIGAMIENTO PROMEDIO

o Metodo de agrupamiento de pares no ponderados empleando la media

aritmética (UPGMA)

Es el método mds frecuentemente usado, donde se considera que el valor de similitud entre la OTU
candidata a incorporarse y el grupo o nucleo es igual a una similitud promedio, resultante de los
valores de similitud entre el candidato y cada uno de los integrantes del grupo o nucleo. El ligamiento

promedio tiende a juntar grupos con poca varianza y a producir grupos de varianza semejante.

— 9 | d (1i, 2j)= distancia promedio entre la

OTUiy la OTUj de los Grupos 1y 2

Grupo 1 Grupo 2

El UPGMA asume un reloj biologico rigido, lo que significa que los indices evolutivos a lo largo de

todas las ramas del arbol necesitan ser idénticos (Weising et al., 2005).

Todos los métodos de agrupamiento se basan en la similitud global entre los pares de OTUs, y por lo
tanto la informacidn acerca de marcadores (caracteres) particulares se pierde. No hay fragmentos
gue se consideren mas informativos que otros. Solo un fenograma éptimo se produce de un grupo de
datos, y no hay manera de comparar o ranquear fenogramas subdptimos. Los métodos de
agrupamiento computacionales son simples y pueden manejar un gran numero de datos, dentro de

los cuales encontramos al programa NTSyS (Weising et al., 2005).
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DEFINICIONES

Nucleo: es todo conjunto formado por dos OTUs
Grupo o Cluster: es todo conjunto formado por mas de dos OTUs

Dendrograma: es una representacion geomeétrica de una clasificacion jerarquica. Se utiliza para
representar las relaciones ente organismos. Dependiendo de sus caracteristicas y usos recibe
distintos nombres. Dendrograma, por lo tanto, es un nombre genérico que se aplica indistintamente

a cualquier tipo de arbol.

Fenograma: es un dendrograma que muestra la relacién en grado de similitud fenética entre dos
OTUs o grupos de OTUs. La longitud de sus ramas es proporcional al grado de semejanza fenotipica
entre los organismos. No da ninguna informacién sobre la evolucidn de los organismos

porporcionando Unicamente un diagrama de relacién fenotipica.

1.3.2.2. MEDIDA DE LA DISTORSION DEL FENOGRAMA
El método de ligamiento que se emplea para agrupar los individuos puede generar distorsiones en el
fenograma respecto de los datos de similitud originales. La cuantificacién de dicha distorsion se
realiza mediante el cdlculo de un coeficiente de correlacion denominado “cofenético”, que consiste
en correlacionar la Matriz de similitud original con una Matriz cofenética, que surge de las similitudes
observadas entre los pares de individuos comparados, en este caso, a partir de los datos del
fenograma. Al finalizar el ejercicio de agrupacién, se evalla si se mantienen o no las distancias

originales (Sokal y Rohlf, 1994 en de Vicente et al., 2004)

1.4. MARCADORES GENETICOS

“Un marcador genético es cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente y utilizada en el
andlisis genético” (Nuez et al., 2000). Por lo tanto, se aplica el nombre marcador a todo /ocus, sea del
tipo que sea (secuencia de ADN con o sin funcién especifica), que se utiliza para indicar la presencia
cercana de un gen de interés, que tiene que ser polimérfico, un caracter cuantificable que puede
detectar variacidon ya sea en una proteina o en una secuencia de ADN (Cubero, 2003; Nuez et al.,
2000). Una diferencia, ya sea fenotipica o genotipica, puede actuar como marcador genético si
identifica en un individuo caracteristicas del genotipo, del fenotipo, o de ambos vy si, ademas, puede
hacerse seguimiento a su herencia a través de varias generaciones. Es posible que un caracter
genético no tenga efectos observables en el comportamiento de un individuo. A veces, sin embargo,
este cardcter puede estar ligado a otros caracteres (o correlacionado con ellos) que son mas dificiles

de medir y afectan el comportamiento del individuo. En tales casos, estos caracteres genéticos no
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observables pueden usarse como marcadores genéticos de caracteres que estan ligados a ellos,
porque indican indirectamente la presencia de una caracteristica de interés (o en estudio). Puede
haber una correlacidon entre los dos tipos de caracteres, y ésta se conoce mediante un andlisis de
herencia, es decir el estudio de la distribucidn de la caracteristica tanto en los progenitores como en
su descendencia (Cubero, 2003; Nuez et al., 2000; Capel et al., 2000). Un ejemplo de esto es el

mapeo genético, basado en la segregacién de un cardcter, evaluado en una poblacién de mapeo.

1.4.1. PROPIEDADES DE LOS MARCADORES MOLECULARES

El andlisis de la diversidad genética y de las relaciones entre e intra poblaciones, especies e
individuos es la tarea central para muchas disciplinas de las ciencias biolégicas. Durante las ultimas 3
décadas, las estrategias clasicas para la evaluacién de la variabilidad genética, tales como la anatomia
comparativa, morfologia, embriologia y fisiologia, progresivamente han sido complementadas por las
técnicas moleculares. Estas incluyen, por ejemplo, el anadlisis de los constituyentes quimicos (también
llamado metabolémica y protedmica), pero principalmente, el mayor aporte deriva del desarrollo de
los marcadores moleculares. La tecnologia de los marcadores moleculares se basa en que los
polimorfismos son detectados a nivel de secuencia del ADN, ya sea nuclear, o del ADN de
mitocondrias o cloroplastos, por lo que su niumero seria potencialmente ilimitado (Agarwal et al.,

2008; Mohammadi y Prasanna, 2003).

Una de las principales caracteristicas que debe tener una técnica para generar marcadores
moleculares es sensibilidad, entendiéndose como tal a la capacidad de para generar el mayor
numero de bandas posibles por variable de ensayo (i.e. por iniciador). Fundamentalmente, la utilidad
de un marcador depende del contenido de informacién y del nimero de marcadores generados por

éste (Thimmappaiah et al., 2009).

1.4.2. APLICACIONES DE LOS MARCADORES MOLECULARES

Los polimorfismos de ADN son ampliamente utilizados en todos los aspectos de la genética moderna
debido a que proporcionan un gran nimero de marcadores genéticos de facil acceso para el mapeo
genético y otros fines. Entre sus usos, podemos mencionar los siguientes (Nuez et al.,2000, Borém y

Teixeira Caixeta, 2006):

> |dentificacién de individuos: Los polimorfismos de ADN tienen una aplicacién como una

forma de tipificacion de ADN (DNA fingerprinting) para identificar los diferentes individuos
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en una poblacion. Analisis de ADN se utilizan para determinar el grado de relacidn genética
entre los organismos individuales de una poblacién.

Mejora de plantas domesticadas. Mejoradores de plantas utilizan a los polimorfismos del
ADN como marcadores genéticos en estudios de pedigri para identificar, mediante el mapeo
genético, los genes que se asocian con rasgos favorables a fin de incorporar estos genes en
variedades mejoradas.

Historia de la domesticacion. Los mejoradores de plantas también estudian los
polimorfismos genéticos para identificar a los antepasados silvestres de plantas cultivadas,
asi como para inferir las practicas de seleccién artificial que dieron lugar a cambios genéticos
en estas especies durante la domesticacion.

Estudios poblacionales. Los polimorfismos de ADN se utilizan para evaluar el nivel de
variacion genética en diversas poblaciones de organismos que difieren en la organizacién
genética (procariotas, eucariotas, organulos), tamafio de la poblacién, estructura mejorada, o
la historia de los caracteres, los mismos son usados dentro de las subpoblaciones de una
especie como indicadores de la historia de la poblacidn, los patrones de migracién, y asi
sucesivamente.

Relaciones evolutivas entre especies. Las diferencias en secuencias de ADN homdlogas entre
las especies es la base de la sistematica molecular, en la que las secuencias son analizadas
para determinar la historia ancestral (filogenia) de las especies y para determinar el origen de
los tipos morfoldgicos, de comportamiento, y otras de las adaptaciones que han surgido en el
curso de la evolucién.

Identificacion de patdgenos. Los estudios en el drea molecular, han permitido que los
procedimientos para la deteccion e identificacion de fitopatdgenos sean mas rapidos,
especificos y confiables, teniendo un fuerte impacto en programas de proteccion y
certificacion de plantas, en cuanto al mejor entendimiento de la ecologia y la epidemiologia

de los fitopatdgenos.
1.4.3. PROPIEDADES MAS DESEABLES PARA UN MARCADOR MOLECULAR
Sensibilidad (alto nimero de fragmentos amplificados por iniciador)

Moderado a alto polimorfismo (multialélico)

Herencia codominante (lo que permitiria la discriminacion de los estados homo vy

heterocigotos en organismos diploides)
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4. Asignacién inequivoca de los alelos
5. Distribucidon frecuente y uniforme en todo el genoma
6. Discriminante (i.e. que detecte diferencias entre individuos estrechamente relacionados)

7. No epistatico (i.e. se puede leer el genotipo a partir del fenotipo, independientemente del

genotipo de otros loci)

8. Comportamiento selectivamente neutro (i.e. sin efectos pleitropicos, las sustituciones

alélicas no tienen efectos fenotipicos)

9. No sujeto a influencias ambientales (i.e. ser independiente del ambiente en que vive el

individuo o de su etapa de desarrollo)
10. Detectables en cualquier etapa del desarrollo
11. Ensayos faciles y rapidos (por ejemplo por procedimientos automatizados)
12. Alta reproducibilidad
13. Intercambio sencillo de datos entre laboratorios

14. Bajo costo tanto para el desarrollo de los marcadores como de los ensayos

Estas ventajas no implican que la informacion tradicional utilizada para caracterizar la biodiversidad
no sea valiosa; por el contrario, los datos morfoldgicos y fisioldgicos continuaran proporcionando
informacién practica y a menudo critica requerida para caracterizar recursos genéticos. Los métodos
moleculares han tendido a complementar los analisis tradicionales, haciendo que el nimero de
caracteres a analizar sea virtualmente ilimitado, y de una resolucién tal, como para detectar cambios

en un unico nucleétido (Debener, 2002)

Los marcadores moleculares difieren en muchos aspectos y por consiguiente deben ser elegidos y
analizados diferencialmente de acuerdo al material y objetivo de estudio. Hasta el momento, no hay
un marcador que cumpla con todos los requisitos. Sin embargo, se puede elegir entre una gran
variedad de marcadores, que pueden utilizarse tanto solos como combinados a fin de obtener las
caracteristicas mencionadas anteriormente. De todos modos, el tipo de marcador a utilizar
dependerd de las necesidades de cada investigacion (Arif et al, 2010). La Tabla 2 resume las

principales propiedades de los marcadores morfoldgicos y de los moleculares.
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Marcadores Morfolégicos Marcadores Moleculares
Influencia del ambiente Sin influencia ambiental y neutros
Numero de marcadores limitado Numero de marcadores ilimitado
Baja cobertura del genoma Amplia cobertura del genoma
Bajo nivel de polimorfismo Alto nivel de polimorfismo
Caracteres de madurez Analisis en fases tempranas
Menos informativos Mas informativos
(dominantes o recesivos) (en gral. codominantes)
Entrenamiento y subjetividad Sencillos, rapidos y objetivos

Tabla 2: Comparacion de las propiedades de los marcadores morfoldgicos vs los marcadores moleculares.

1.4.4.INTERPRETACION GENETICA

El resultado observable del desarrollo de cualquier tipo de marcador es un patrén de bandas (o de
picos cuando se obtiene un patrén con secuenciadores automaticos). Cada banda corresponde a la
posicion de un fragmento de ADN separado previamente en funcién de su tamafio por medio de
electroforesis en una matriz porosa, habitualmente un gel de agarosa o arcrilamida. La hipdtesis de
partida es que cada banda corresponde a un alelo de un locus deteminado. Si el marcador analizado
es codominante, cada individuo heterocigoto tiene otro alelo situado en otra posicién del gel, es
decir, correspondiente generalmente a un fragmento de ADN con un nimero de bases distinto. Si el
marcador es dominante, no es posible reconocer al individuo heterocigoto frente al homocigoto, y
solamente existen dos fenotipos: el que presenta la banda y el que no la tiene. La presencia de banda

es dominante sobre su ausencia (Garcia-Mas et al.,2000).
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1.4.5. MARCADORES MOLECULARES BASADOS EN LA AMPLIFICACION SEMIARBITRARIA
DEL ADN — ISSR (INTER SIMPLE SEQUENCE REPEATS, MICROSATELITES
ANCLADOS)

Acrénimos: SPAR: single iniciador amplification reactions; MP-PCR:

Microsatellite-primed PCR; AMP-PCR: anchored microsatellite-primed PCR

Los microsatélites son regiones gendmicas hipervariables constituidas por repeticiones en tandem de
unos pocos pares de bases (1 a 6). Son abundantes, altamente variables y se encuentran distribuidos
proporcionalmente a lo largo de todo el genoma. Este tipo de ADN repetitivo es comun en
organismos eucariotas, aunque también se lo ha encontrado en organismos procariotas y el nimero
de unidades repetidas varia ampliamente entre los mismos, halldndose en algunos hasta 50 copias de
la unidad repetida (Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 2004). Sin embargo, las regiones con una mayor
abundancia de estas secuencias han sido encontradas y son llamadas “SSR hot spots” (Zietkiewicz et

al., 1994). Tales regiones pueden servir como fuente para marcadores ISSR.

La técnica de los ISSR se basa en la amplificacién de segmentos de ADN cuya longitud puede variar
entre 100 pb y 3000 pb, entre dos regiones idénticas de microsatélites orientadas en sentido
opuesto. (Spooner et al., 2005; Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 2004; Pradeep Reddy et al.; 2002,
Zietkiewicz et al.,, 1994) (Figura 1). Los iniciadores ISSR (16-25 pb) son disefiados a partir de las
secuencias microsatélites a las que se les incorpora un numero variable de nucledtidos arbitrarios
(usualmente 1-4), sélo en uno de los extremos 5’ 6 3’ (de Vicente et al., 2004; Rakoczy-Trojanowska y
Bolibok, 2004; Zietkiewicz et al., 1994). Las repeticiones microsatélite utilizadas como iniciadores
pueden ser di-tri-tetra o penta-nucledtido (Pradeep Reddy et al., 2002). Se pueden utilizar tanto
iniciadores no anclados, como anclados. Sin embargo, los no anclados requieren de una optimizaciéon
mucho mas cuidadosa de las variables de la PCR para lograr condiciones exigentes de reaccion, que
permitan generar patrones reproducibles (Bornet y Branchard, 2001). Mientras que la mayoria de los
iniciadores con repeticiones de tri y tetranucleétidos podrian trabajar bien sin anclaje, los iniciadores
con repeticiones de dinucledtidos necesitan de un anclaje en 3’ 6 5" degenerado o no degenerado

para obtener patrones mas definidos (Weising et al., 2005).
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NNN(CA),

ADN gendémico

NNNNNNNNNNNNGTGTGTGTGTGTGNNNNNNNNNN CACACACACACACACACACAJN NNNN
NNNNNNNNNNNNCACACACACACACNNNNNNNNNNIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT JNNNNN

(ca), (CA),NN
—)

NN(CA), (CA),
L —
(CA),NNN

Producto de la PCR iniciador sin anclaje

Producto de la PCR iniciador con anclaje en 3"

Producto de la PCR iniciador con anclaje en 5’

Figura 1: El diagrama presenta tres puntos diferentes: (1) La secuencia del ADN original, en la cual se
identifican dos secuencias repetidas diferentes (GT), orientadas en sentido inverso. Entre las dos secciones
repetidas hay, ademas, un espacio bastante corto. (2) Si los iniciadores se disefiaran solamente del interior
de la region repetida, se amplificaria la seccidon entre las repeticiones pero podria no estar garantizada la
especificidad del locus. En la segunda hilera (ver diagrama), aparece un producto de la PCR como resultado
de la amplificacion de un iniciador anclado en 3’(CA),NN en cada extremo de la region entre las repeticiones.
CA es la secuencia que se alargé en NN, dos nucleétidos que entran dentro de la region situada entre las
repeticiones. (3) Alternativamente, las anclas pueden elegirse de la region 5’. El producto de la PCR de la
tercera hilera resulta de emplear iniciadores basados en la repeticion CA pero prolongados en el extremo 5’

por NNN. Modificado de Pradeep Reddy, 2002.

Los iniciadores anclados tienen varias ventajas sobre las variantes no ancladas, la primera de ellas
comprende el disefo del iniciador, que asegura la hibridaciéon del mismo sdlo en los extremos del
microsatélite (5’ 6 3’), con lo cual se evita la hibridacién inespecifica dentro del microsatélite -el
anclaje asegura que cada amplificacidn es iniciada en la misma posicion nucleotidica en cada ciclo de
PCR- incrementando asi, la reproducibilidad de la técnica y evitando el chorreado. Segundo, permite
gue sélo un subgrupo de las regiones entre repeticiones blanco sean amplificadas, con lo cual se
reduce el alto numero de productos de PCR esperado para regiones entre repeticiones
dinucleotidicas, obteniendo de 10 a 50 bandas facilmente resolubles. Tercero, los iniciadores
anclados en 5’ aseguran que el microsatélite blanco (y potencialmente hipervariable) es parte del
producto amplificado (loci SSR andénimo) (Zietkiewicz et al., 1994; Weising et al., 2005; Rakoczy-
Trojanowska y Bolibok, 2004). Por ultimo, anclajes comparativamente largos, sumado a la longitud de
los iniciadores (16-25 pb), pueden prevenir el deslizamiento del iniciador, debido a que se permiten
condiciones de hibridacion mas exigentes (temperaturas de hibridacion de 45-60°C, las mismas
dependen del contenido de GC del iniciador) (Weising et al., 2005; Pradeep Reddy et al., 2002). Las

secuencias de anclaje que a menudo se disefian con posiciones de bases degeneradas (i.e. BDB(CA)sg,
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con B=C, G, o T, y D= A, G o T), frecuentemente incrementan el niumero total de fragmentos

amplificados (Weising et al., 2005).

Los fragmentos de multiples loci generados simultdneamente, son separados por electoforesis, ya
sea en geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio o SYBR Green, o bien en geles de
poliacrilamida tefiidos con plata, incluso es posible la separacion de los fragmentos mediante
autoradiografia y por secuenciaciéon automatica de fragmentos con marcas fluorescentes (Weising et

al., 2005).

Una de las principales ventajas de este método respecto de la utilizacién de SSR, es el hecho de que
no es necesario el conocimiento de la secuencia para el disefio de los iniciadores, con lo cual se evita
la construccion de una libreria gendmica, tiempo y dinero (Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 2004), y
al ser los ISSR iniciadores multiloci poseen la ventaja de revelar polimorfismo en muchos locus
simultdneamente, asi que una pequeiia coleccién de iniciadores es suficiente para cubrir una fraccién

representativa del genoma (Gupta et al., 1999).

Debido a que el procedimiento analitico incluye PCR, sdlo bajas cantidades de ADN son necesarias (5-
50 ng por reaccion). Otro beneficio de los marcadores ISSR es la posibilidad de estudiar la abundancia
de los SSR y su distribucidn en los genomas. Las bandas producidas por un iniciador ISSR con una
dada repeticion microsatélite, podria reflejar la frecuencia relativa de los motivos en un genoma de

interés (Van der Nest, et al. 2000 en Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 2004).

Las fuentes de variabilidad en los ISSRs se pueden atribuir a alguna de las siguientes razones o

combinaciones de éstas:

> ADN templado: Variabilidad en el nimero de nucleétidos dentro de una repeticién
microsatélite resultara en polimorfismos de longitud cuando se usan iniciadores anclados en
5’. Estos polimorfismos pueden resultar de varios tipos de eventos: (1) la insercién de una
gran porcién de ADN entre los sitios de union puede exceder la capacidad de la PCR,
resultando en la pérdida de fragmentos, (2) la insercién o delecidon de una pequefia pieza de
ADN llevara a un cambio en el tamafio del fragmento amplificado, (3) la delecién de uno o los
2 sitios de hibridacién de los iniciadores resultara en la perdida de un fragmento o en un
incremento en el tamafio, (4) la sustituciéon de un nucleétido dento de uno o ambos sitios
blanco del iniciador puede afectar en el proceso de hibridacion, el cual puede ocasionar la
presencia versus la ausencia de polimorfismo o un cambio en el tamafio del fragmento

(Figura 2).
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2 Naturaleza del iniciador: El grado de polimorfismo varia con la naturaleza (no anclado,
anclado en 3’ o anclado en 5’) y la secuencia de repeticidon (motivo) del iniciador empleado

2 Método de deteccidn: El nivel de polimorfismo detectado varia dependiendo del método de
deteccién usado. Los geles de poliacrilamida, en combinacidn con marcacién radiactiva o
tefiidos con nitrato de plata, o bien geles de agarosa teifidos con bromuro de etidio o SYBR
green. Se encuentra un notable aumento en el nimero de fragmentos amplificados cuando
se utiliza poliacrilamida en comparacidn con agarosa (Moreno et al., 1998, en Pradeep Reddy

et al., 2002).

ADN gendémico
Taq polimerasa
Iniciadores arbitrarios

MgCl, Co jf l l _gl
1| 1

A B C J’T EXT lT'g
== = [
— C.C— T T T_m

Figura 2: Estrategia de PCR con iniciadores ISSR. ADN gendmico, una ADN polimerasa termoestable, un
iniciador de secuencia arbitraria, los cuatro deoxiribonucleétidos trifosfatos (dNTPs), el MgCl, y el buffer de
reaccion se combinan en un tubo de reaccidn y son sujetos a una PCR. Los iniciadores hibridan con las
secuencias blanco homoélogas del templado de ADN. Si 2 iniciadores (indicados en el grafico como flechas, no
dibujadas en escala) hibridan en direcciones opuestas y estan a una distancia adecuada uno de otro, la
secuencia de ADN entre los 2 iniciadores serd amplificada. Los productos de PCR son separados mediante
electroforesis en gel de agarosa y visualizados por tefiido con bromuro de etidio. Varios mecanismos pueden
resultar en la presencia vs. ausencia de polimorfismo (ver texto). Por ejemplo, la sustitucién de una base dentro
del sitio de unién del iniciador (indicado por X) puede interferir con la hibridacion del iniciador, y por lo tanto

impedir la amplificacidon de un respectivo fragmento. Modificado de Weising et al., 2005.
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La técnica de los ISSR combina la mayoria de los beneficios de los AFLP y los microsatélites (SSR), con

la universalidad de los RAPD. La Tabla 3 resume las caracteristicas principales de estos marcadores.

MARCADOR

CARACTERISTICA

Abundancia gendmica

Alta

Nivel de polimorfismo Medio / Alto Medio Alto Medio
Especifico de locus No No Si No
Codominancia No /Si No Si No / Si
Reproducibilidad Media / Alta Baja Alta Media / Alta
Laboriosidad Baja Baja Baja / Media Media
Demanda técnica Baja / Media Baja Baja / Media Medio
Costos operacionales Bajos Bajos Bajos / Medios Medios
Costo de desarrollo Bajo Bajo / Medio Alto Bajo
Cantidad de ADN requerido Baja Baja / Media Baja Baja
Facilidad de automatizacion Si Si Si Si

Tabla 3: Comparacion de las caracteristicas principales de las técnicas moleculares para identificar diversidad
genética. Los criterios empleados para asignar el nivel dentro de cada columna se basan en los resultados

descritos en la literatura cientifica. Modificado de Spooner et al., 2005 y Agarwal et al., 2008.

Como los ISSR son una técnica multilocus, dentro de las desventajas se incluye la posible no
homologia de fragmentos de igual tamafio. A pesar del hecho que los ISSR segregan mayormente
como marcadores dominantes, siguiendo una herencia mendeliana simple (Gupta et al., 1994;
Ratnaparkhe et al., 1998) y rara vez muestran segregacion como marcadores codominantes (Sankar y
Moore, 2001), al ser marcadores del tipo aleatorio, son utiles para muchos propdsitos. Dentro de los
muchos usos para los que pueden ser utilizados, podemos mencionar: estudios filogenéticos,
evaluacion de la diversidad genética, identificacion varietal (Wolfe et al., 1998, Zietkiewicz et al.,
1994), estudios taxonémicos de especies estrechamente relacionadas y monitoreo de la variacion
somaclonal (Leroy et al., 2001). Por otro lado, marcadores ISSR ligados a rasgos agronémicos de
importancia, han sido secuenciados y usados como un marcador STS en seleccién asistida por

marcadores. A pesar que los microsatélites son mayoritariamente no funcionales y selectivamente
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neutros, es sabido que un porcentaje de ellos estd ligado a regiones codificantes, de manera que, los

ISSRs pueden sefalar regiones ricas en genes (Kojima et al., 1998, en Pradeep Reddy et al., 2002).

En resumen, podemos decir de la técnica de ISSR que: (1) se produce un patrén de bandas multilocus
tipo fingerprint, (2) no es necesario el conocimiento previo de la secuencia genémica del ADN, y (3)
los iniciadores pueden ser usados universalmente para la mayoria de pro y eucariotas. A pesar de
que a priori no se conoce nada acerca de la identidad y del contexto de la secuencia de un producto
particular de PCR, su presencia o ausencia en diferentes organismos, puede servir como caracter

informativo.

1.4.6. MARCADORES MOLECULARES EN FLORICULTURA

La aplicacion de marcadores moleculares en floricultura ha permitido la caracterizacién de al menos
45 géneros de importancia ornamental. Alstroemeria, Lilium, Gerbera, Petunia, Pelargonium,

Chrysantemun y Rosa, son algunos de los géneros estudiados (Escandén et al., 2010).

1.4.6.1. UTILIZACION DE LOS MARCADORES EN LA MEJORA VEGETAL
Tanto el conocimiento de la diversidad genética de los materiales bajo estudio, asi como de las
relaciones genéticas entre individuos, son condiciones que permiten complementar las estrategias
empleadas para que los programas de mejoramiento y conservacion sean eficaces. Un programa de
mejoramiento comienza a partir de una caracterizacion adecuada del germoplasma, tomando
conocimiento de la base genética de la cual se dispone y de la variabilidad existente en la misma

(Cubero, 2003).

Al realizar un programa de mejora genética, las posibilidades de éxito seran funcién tanto del
material de partida como de la eleccidon del método apropiado. Por lo tanto una eficaz prospeccién
de la variacion disponible y el conocimiento de los lugares en que podemos encontrarla, brinda
informacién clave para los programas de mejora. Por ello, la formacién, mantenimiento y estudio de

colecciones es de la mayor importancia para las futuras obtenciones vegetales (Cubero, 2003).

El uso de marcadores moleculares para el andlisis genético de diversidad y como una herramienta de
seleccion es de alta prioridad en el desarrollo de nuevos cultivares ornamentales y en el
aprovechamiento de la diversidad. La informacidn de la variabilidad genética es importante para la
seleccidn de los clones parentales y en la prediccion de la performance de los hibridos. La prediccion
de la heterosis antes de llevar a cabo los cruzamientos permitiria ahorrar un considerable nimero de

cruzamientos con la consecuente reduccion de tiempo y recursos (Edwards y Mogg, 2001).
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Ademas de estimar la diversidad genética, estas herramientas pueden ser utilizadas en el
mejoramiento genético de las plantas; cada vez mas se esta utilizando la manipulacién asistida por
marcadores moleculares, con vistas de obtener la mayor eficiencia en la transferencia de los factores
genéticos. Los marcadores moleculares ligados a diferentes caracteristicas de importancia econdmica
se han desarrollado, permitiendo una seleccidn indirecta de caracteristicas deseables en procesos de
generaciones segregantes, ademads del desarrollo de mapas genéticos y como quantitative trait loci

(QTLs) (Meerow, 2005).

Ademas de su importancia en el mejoramiento, los marcadores también son importantes en estudios
y analisis genéticos de plantas. En este contexto, los marcadores moleculares son herramientas utiles
tanto para detectar variaciones en el genoma, aumentando el poder de andlisis genético en las
mismas, como para obtener una huella digital genética o fingerprint con aplicacién en los derechos

de propiedad intelectual (Borém y Teixeira Caixeta, 2006).

A continuacién se enumeran algunas de las aplicaciones presentes de los marcadores genéticos en

diversos aspectos de la mejora vegetal (Borém y Teixeira Caixeta, 2006):

1. Conservacion y uso de los recursos genéticos
2. Conocimiento y uso del sistema reproductivo
3. Seleccidn asistida por marcadores (MAS)

4. Desarrollo de plantas transgénicas

5. Identificacidn varietal

6. Utilizacién de marcadores en la agroindustria

1.4.6.2. APLICACION DE LOS MARCADORES MOLECULARES EN ESTUDIOS DE
DIVERSIDAD GENETICA

Desde principios de siglo, la caracterizacion de los diferentes cultivos de interés ornamental se ha
llevado a cabo con la ayuda de caracteres morfo-agrondmicos y mas recientemente con isoenzimas y
proteinas de reserva. Las caracteristicas morfoldgicas externas de las plantas fueron los primeros
marcadores que se utilizaron y suelen ser habitualmente el primer paso de la identificacion. Sin
embargo, estos marcadores presentan los inconvenientes tales como: su reducido nimero, el estar
frecuentemente influenciados por el medio ambiente, el hecho de que analizan una fracciéon
restingida de la total variabilidad existente del genoma estudiado, entre otros. Es por esto que el uso

de los marcadores moleculares basados en polimorfismos detectados a nivel del ADN se haya
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popularizado enormemente en los Ultimos afios (Arif et al., 2010; Laurentin, 2009; Ortiz et al., 2000).
En este contexto, los marcadores pueden ser usados efectivamente para distinguir entre distintos
genotipos y, por lo tanto, proveer de herramientas para los derechos de propiedad intelectual de los
mejoradores, este es el caso del test de Distinguibilidad, Uniformidad y Estabilidad (DUS), definido
por la UPQV. El Criterio DUS se utiliza localmente como dato complementario de los descriptores
morfoldgicos vy fisiolégicos para el registro de los cultivares, en aquellos casos en que las diferencias
entre materiales no son notables. En general, la identificacion de un cultivar y la verificacion de
pedigree es importante para la proteccién de la propiedad intelectual, los ingresos por regalias, y

para el desarrollo de las “variedades esencialmente derivadas” .

La informacion de los perfiles moleculares puede ser utilizada en andlisis de relaciones genéticas
entre genotipos, como es el caso en el género Cicer (Sudupak, 2004) o para inferir relaciones
filogenéticas entre especies y géneros estrechamente relacionados (Debeber, 2001); por ejemplo el
uso del ADN amplificado arbitrariamente (Arbitrarily Amplified DNA) ha permitido caracterizar

cultivares como petunia, crisantemo, geranio y clavel (Caetano-Anollés, 2001).

Entre los marcadores de efectiva utilizacién para la identificacién varietal pueden citarse los ISSR, los
cuales presentan la sensibilidad necesaria para distinguir entre individuos genéticamente muy
proximos. Pérez de la Torre et al. (2003), utilizando 5 iniciadores lograron diferenciar 4 individuos de

Jacaranda provenientes de semillas de un mismo fruto originado por polinizacién abierta.

Del mismo modo, la técnica de ISSR fue aplicada satisfactoriamente en la identificacion de cultivares
como: papa (Solanum tuberosum L.) (Prevost y Wilkinson, 1999); arroz (Oryza sativa L.) (Bao et al.,
2006) y en especies de Vigna umbellata (Muthusamy et al., 2008), como asi también en especies
ornamentales, i.e. crisantemo (Chrysanthemum) (Wolff et al, 1995; Yang et al., 2006), Pandorea sp
(Jain et al, 1999), Mecardonia sp. (Pérez de la Torre et al., 2010), Tabebuia y Tecoma (Ulrich et al.,
2009), Glandularia (Salvi et al., 2009), Jacaranda (Escanddn et al., 2005b y Pérez de la Torre et al.,
2003) y Nierembergia linariaefolia (Escanddn et al., 2007b y Pérez de la Torre et al., 2006), en estos

ultimos, permitié determinar la variabilidad genética en poblaciones de ambos géneros.

Asimismo, han sido utilizados para analizar la distribucion geografica de poblaciones (Sica, 2005; Xue-
Jun Ge, 2005), demostrar la estabilidad genética de materiales obtenidos por cultivo in vitro, como
son los casos de gerbera (Gerbera jamesonii Bolus) (Bhatia et al., 2009), Evolvulus (Maritano et al.,

2009) y Glandularia (Vaccaro et al., 2008).
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Entre los muchos usos de los microsatélites anclados, podemos mencionar también la identificacién
de variedades de Hordeum vulgare (Fernandez et al., 2002), la aplicacién en el estudio de
poblaciones de Astragalus oniciformi (Alexander et al., 2004), de Lactoris fernandeziana (Crawford et
al., 2001); en Penstemon sp (Wolfe et al., 1998) y en estudios taxonémicos del género Vigna (Aijibade

et al., 2000).

Los ISSR constituyen una técnica reproducible, de una gran simplicidad y economia de manejo,
especialmente atractiva debido a que evita la clonacién y secuenciacidon necesarias en los SSR (Gupta
y Varshney 2000), y presenta la sensibilidad necesaria par distinguir entre individuos genéticamente

muy proximos (Sudupak, 2004; Pérez de la Torre et al., 2003).
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de los ISSR en estudios de diversidad genética en individuos seleccionados del

género Calibrachoa.

2.1. OBIJETIVOS PARTICULARES
Optimizar la extraccion de ADN para el género Calibrachoa.
Optimizar los protocolos de amplificacidon para cada iniciador estudiado.

Evaluar la potencialidad de los ISSR para determinar el grado de similitud entre los individuos

de la coleccidn de Calibrachoa caesia del Instituto de Floricultura - CNIA - INTA.

Establecer las relaciones intrapoblacionales e interpoblacionales entre 29 individuos de C.

caesia agrupados a priori segun origen geografico.

3. HIPOTESIS DE TRABAIO

Por medio de iniciadores universales basados en motivos de microsatélites, como los ISSR, se puede

estudiar la variabilidad genética en la especie Calibrachoa caesia. (o en el género Calibrachoa???)
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4. MATERIALESY METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

4.1.1.

CALIBRACHOA MEDIANTE ISSR

ANALISIS PRELIMINAR DE LAS ESPECIES NATIVAS DEL GENERO

El material vegetal utilizado en este analisis preliminar pertenece a la coleccidn del Instituto de

Floricultura - CNIA - INTA, el mismo consta de 2 individuos de cada especie, tomados al azar, excepto

para Calibrachoa irgangii y Calibrachoa sp que sdlo cuentan con 1 individuo. En la siguiente Tabla

(Tabla 4) se indican las zonas de recoleccién de cada uno de los individuos analizados. Las mapas

indicando los lugares de recoleccion se encuentran en el Anexo | (Figuras 20 a 23).

Especie

Ubicacion Geografica

Ejemplar 2

Calibrachoa parviflora (Cpar)

Ejemplar 1

Buenos Aires - CABA - Reserva

Ecoldgica

Buenos Aires - CABA - Reserva

Ecoldgica

Calibrachoa pubescens (Cpub)

Corrientes - San Martin

Corrientes - San Martin

Calibrachoa ovalifolia (Cova)

Corrientes - Concepcion

Corrientes - Santo Tomé

Calibrachoa thymifolia (Cthym)

Entre Rios - Santa Ana

Entre Rios - La Paz

Calibrachoa excelens (Cexc)

Corrientes - Santo Tomé

Misiones — Candelaria

Calibrachoa missionica (Cmis)

Misiones - Candelaria

Misiones - San Ignacio

Calibrachoa linearis (Clin)

Entre Rios - Colén

Entre Rios — Concordia

Calibrachoa pygmaea (Cpyg)

Corrientes - Mercedes

Corrientes - San Martin

Calibrachoa longistila (Clon)

Corrientes - Santo Tomé

Corrientes - Santo Tomé

Calibrachoa caesia (Ccae)

Misiones -Obera

Misiones -Guarani

Calibrachoa humilis (Chum)

Corrientes - Mercedes

Corrientes - San Martin

Calibrachoa irgangii (Cirg)

Misiones - Concepcidn

Calibrachoa sp

Misiones - Bdo. de Irigoyen
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Tabla 4: Distribucion geografica de las especies de Calibrachoa analizadas.

Se incluyeron para el anadlisis 2 variedades comerciales de Calibrachoa (‘White’ y ‘Dark Blue’), ademas

de 2 controles positivos.

Las plantas fueron cultivadas bajo condiciones estandares de invernaculo en el Instituto de

Floricultura - CNIA - INTA (34°36’S, 58°40’W, 26 msm).

4.1.2.COLECCION DE C. CAESIA
Los 35 individuos de la especie C. caesia identificados como Ccael a Ccae35 forman parte de la

coleccion del Instituto de Floricultura - CNIA - INTA. Los mismos fueron recolectados en la provincia

de Misiones, en los siguientes departamentos (Tabla 5, Figura 3).

Denominacion Departamentos Latitud Longitud Altitud (m)
Ccael San Ignacio 27,250 55,550 197
Ccae2 Oberd 27,267 55,550 152
Ccae3 Candelaria 27,391 55,718 186
Ccae4 Cainguas 27,284 54,934 517
Ccae5 Cainguas 27,284 54,934 517
Ccaeb San Ignacio 27,275 55,555 160
Ccae7 San Ignacio 27,254 55,538 163
Ccae8 Oberd 27,270 55,550 152
Ccae9 San Ignacio 27,250 55,550 197
Ccael0 Oberd 27,270 55,583 152
Ccaell Oberd 27,270 55,583 152
Ccael2 Obera 27,270 55,550 152
Ccael3 San Ignacio 27,250 55,550 197
Ccaeld Guarani 26,903 54,241 535
Ccael5 Guarani 26,903 54,241 535
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Denominacion Departamentos Latitud Longitud Altitud (m)
Ccael6 Guarani 26,903 54,241 535
Ccael7 Guarani 26,903 54,241 535
Ccael8 Guarani 26,903 54,241 535
Ccael9 Guarani 27,210 54,157 360
Ccae20 San Ignacio 27,250 55,550 197
Ccae21 Candelaria 27,391 55,718 186
Ccae22 San Ignacio 27,250 55,550 197
Ccae23 Oberd 27,270 55,567 152
Ccae24 San Ignacio 27,250 55,550 197
Ccae25 Guarani 26,903 54,241 535
Ccae26 Guarani 26,903 54,241 535
Ccae27 Guarani 27,210 54,157 360
Ccae28 Guarani 27,210 54,157 360
Ccae29 San Ignacio 27,250 55,550 197
Ccae30 Obera 27,270 55,550 152
Ccae31 Oberd 27,270 55,550 152
Ccae32 Oberd 27,270 55,570 152
Ccae33 Obera 27,270 55,580 152
Ccae34 San Pedro 26,838 54,348 592
Ccae35 San Pedro 26,838 54,348 592

Tabla 5: Distribucion geografica de los 35 individuos de C. caesia analizados.

Se incluyeron, ademas, un control positivo (+) y un individuo de Tecoma -Victoria INTA-JICA- (Vic)

Bignoniaceae, como fuera de grupo.
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Las plantas fueron cultivadas bajo condiciones estandares de invernaculo en el Instituto de

Floricultura - CNIA - INTA (34°36’S, 58°40'W, 26 msm).
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Figura 3: Ubicacion geografica de los individuos de C. caesia analizados. Provincia de Misiones, Argentina.

4.2. EXTRACCION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE ADN

El ADN total se extrajo a partir de 30-40 mg de hojas jévenes liofilizadas siguiendo el protocolo de
Pérez de la Torre, et al. (2010) dejando actuar el buffer CTAB durante 2 Hs a 65°C en agitacion

constante.

Las proteinas y restos de componentes celulares se eliminaron por adicion de cloroformo:octanol
(24:1) y posterior precipitaciéon con isopropanol frio y centrifugacion a 4°C, recuperando el

sobrenadante.
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El ARN fue removido por digestion con la enzima Ribonucleasa pancreatica bovina tipo I-A (0,1

ug/uL) (Sigma). Las impurezas remanentes fueron extraidas con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico

(25:24:1), y los restos de fenol fueron eliminados con cloroformo:octanol (24:1). El ADN presente en

el sobrenadante fue reprecipitado con isopropanol frio, Cloruro de Sodio 5M (5%) y centrifugacion a

4°C.

Luego de 2 lavados con etanol 70%, el pellet obtenido se resuspendié en cantidad suficiente de

buffer TE 1X hasta su disolucién total (Ver protocolo completo en Anexo V).

Las muestras de ADN se conservaron a -20°C.

La concentracién y pureza del ADN obtenido se cuantificd por comparacidn con el marcador de peso

molecular A cortado con la enzima Hind 1l (Pb-L, UNQ) en un gel de agarosa (TAE 1X) al 0,8% tefiido

con bromuro de etidio (0,01 mg/mL).

4.3. AMPLIFICACION DEL ADN

Se utilizaron 13 iniciadores ISSR (Tabla 6), descriptos por la UBC, Jain et al., (1999) y Blair et al.,

(1999).

Iniciador Secuencia (5’-3’) Referencia
5'CT CCCGGATCC(CT)q Blair et al. 1999
5'CA CCCGGATCC(CA)q Blair et al. 1999
5’'GT CCCGGATCC(GT)q Blair et al. 1999
5'GA CCCGGATCC(GA)q Blair, et al. 1999

5'GACA TC(GACA)4 Jain et al. 1999
3’CAC (CAC)sGT Jain et al. 1999
3’CAG (CAG)sAT Jain et al. 1999
3'GGG GGG(TGGGG),G UBC

3'GA (GA)ST Blair et al. 1999
3'AG (AG)sC UBC
3'AC (AC)sG UBC
3'TG (TG)sA UBC
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Iniciador Secuencia (5°-3’) Referencia

3'TC (TC)gA UBC

Tabla 6: Iniciadores ISSR utilizados en las reacciones de PCR.

4.3.1. AJUSTE DE LAS CONDICIONES DE REACCION

Las reacciones de amplificacién, para cada iniciador, se llevaron a cabo con 3mM de Cloruro de
Magnesio, utilizando gradientes de temperatura a fin de encontrar las temperaturas dptimas de
hibridacidn. Los gradientes de 5 temperaturas descendentes se tomaron teniendo en cuenta las
temperaturas utilizadas en trabajos previos del laboratorio con los mismos iniciadores (Escanddn et

al., 2005c).

4.3.2. CONDICIONES DE REACCION

Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 25 pl, conteniendo los siguientes

componentes (Tabla 7).

Reactivo Cantidad

H,0 u.p. 12,4 pL
Buffer de reaccién 10X (Inbio Highway) 2,5 uL
MgCl, (25 mM)(Inbio Highway) 3,0 uL

Mix de dNTPs (1,25 mM de c/u) (Inbio Highway) 4,0 uL

Iniciador (20 uM) (Qiagen Operon) 1,0 uL
Tag polimerasa (5U/uL) (Inbio Highway) 0,1puL
ADN (15 ng/uL) 2,0 uL

Tabla 7: Componentes de la mezcla de reaccion.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador BioRad (My Cycler), bajo las condiciones de

amplificacion que se muestran esquematicamente en la Figura 4.

1 ciclo t 40 ciclos 1 1 ciclo
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94°C 94°C Temperatura de

10 min 40 seg hibridacion segun 4
iniciador (Tabla 8 72 72C
iniciador (Tabla 8) 90 seg 10 min

45 seg

Figura 4: Esquema del programa utilizado en el termociclador My Cycler de BioRad.

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa-TAE 1X al 2,5%, cargando 10 pL de una
mezcla que contiene 8 pL del producto de reaccion y 2 uL de buffer de siembra 3X (Azul de
bromofenol 0,25%, Glicerol 50%, Tris-HCI 10mM, pH: 7,5, EDTA 50 mM. Biodynamics) , los geles
fueron tefiidos con bromuro de etidio (0,05 mg/mL), corridos a 120 volt por 260 min y documentados
con el sistema de fotografia Doclt” de UVP. Las bandas obtenidas fueron estimadas (en pares de

bases -pb-) por comparacion con el marcador de peso molecular 100 bp (PB-L, UNQ).

Para evaluar la reproducibilidad del perfil de bandas obtenido, tanto la extraccién de ADN como las
reacciones de PCR se efectuaron 3 veces. Para el andlisis sélo se consideraron aquellas bandas
claramente definidas, independientemente de su intensidad. Las bandas con igual migracién fueron
consideradas como fragmentos idénticos. El analisis de los perfiles de amplificacion se realizd
visualmente, los tamafios de cada uno de los fragmentos se determinaron manualmente, con ayuda

del soporte bioinformatico “Gel-Pro Analyzer” versién 3.1 (Media Cybernetics).

4.4, ANALISIS DE LOS DATOS MOLECULARES

Cada fragmento amplificado se considerdé como un alelo dominante para cada locus, codificando su
presencia o ausencia como 1 6 0, respectivamente, permitiendo la generacién del perfil de
identificacion molecular para cada individuo. La matriz binaria de datos resultante del analisis se
utilizé para calcular las similitudes genéticas en base al coeficiente de Concordancia Simple, SM=
(a+d)/(a+b+c+d), donde a es el niUmero de bandas presentes tanto en j como en j, b es el nimero de
bandas presentes en i y ausentes en j, c es el nimero de bandas presentes en jy ausentes en iy d es
el nimero de bandas ausentes tanto en i como en j, entre todos los posibles pares de entradas. La
matriz de similitud generada fue analizada siguiendo el método UPGMA, un algoritmo jerarquico que
agrupa a las OTUs en grupos similares, teniendo en cuenta las distancias geométricas promedio entre

ellas, el resultado de este procedimento se graficd en un dendrograma.

Todos los datos fueron generados por el programa NTSYS-PC vs. 2.02 (Rohlf, 1998).
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Posteriormente, la asociacién entre la matriz de similitud y la obtenida del dendrograma se evalué
con el test de Mantel (1967) utilizando 1000 permutaciones aleatorias con el software NTSYS-PC vs.

2.02.

4.5, ANALISIS DE LOS ESTADISTICOS

El poder de discriminacién de cada iniciador ISSR fue evaluado a fin de caracterizar su capacidad para
detectar loci polimérficos entre los genotipos analizados, para lo cual se calcularon los siguientes
parametros: porcentaje de polimorfismo (%P), indice de diversidad genética o contenido de
informacién polimérfica (PIC), indice de Shannon (H’), “marker index” (Ml), Resolving Power (Rp) y

heterocigosidad esperada imparcial (UHe).

Los estadisticos basicos por iniciador, como el nimero promedio de loci y porcentaje de loci
polimérficos, se obtuvieron de las frecuencias alélicas con el programa Excel 2007; mientras que los
obtenidos por inidividuo y por poblacién fueron calculados con los programas GenAlEx 6.4 (Peakall y

Smouse, 2006) y TFPGA 1.3 (Miller, 1997).

Los estimadores de diversidad genética PIC, UHe, H’, también se calcularon para cada locus usando el
programa GenAlEx 6.4. El Ml se calculd de los datos generados por este Ultimo con el programa Excel

2007.

El andlisis molecular de la varianza (AMOVA) basado en 1023 permutaciones, calculado mediante el
programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010), fue usado para evaluar la varianza entre y
dentro de las poblaciones, definidas éstas, por los departamentos en los cuales los individuos fueron
recolectados (sélo se tuvo en cuenta para el analisis los departametos de Guarani, Oberd y San
Ignacio), se calculd, ademas el coeficiente de fijacidon Fst el cual muestra el grado de diferenciacién
genética entre las poblaciones, en funcidn de sus frecuencias alélicas. El grafico resultante se obtuvo

mediante el programa GenAlEx 6.4.

El andlisis de coordinadas principales (PCoA) se calculé mediante el programa GenAlEx 6.4.
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5. RESULTADOS

5.1. EXTRACCION DE ADN

Como resultado del protocolo de extraccién utilizado, se obtuvo cantidad y calidad adecuada de ADN
(Figura 5), necesarias para las reacciones de amplificacién. A partir de las concentraciones obtenidas
se realizaron diluciones a fin de lograr las concentraciones dptimas para las reacciones de PCR, a

modo de ejemplo se presentan las Figuras 5ay b.

a Ccael Ccae2 Ccae3 Ccae4 Ccae5 Ccae6 Ccae7 Ccae8 Ccae9 CcaelO Ccaell Ccael2 A

b Ccael Ccae2 Ccae3 Ccaed Ccae5 Ccae6 Ccae7 Ccae8 Ccae9 CcaelO Ccaell Ccael? A
.

Figura 5: Corrida electroforética del ADN extraido de 12 individuos de Calibrachoa, por el método de CTAB
modificado. Por calle se sembraron 2 pL de ADN, 2 pL de buffer de siembra y 6 pL de TE 1X. A: Marcador de
peso molecular A/Hind 11l 100 ng/uL, sembrados 2 pL. Condiciones de corrida: 100V/60 min a) ADN stock; b)
ADN diluido.

5.2. CONDICIONES DE PCR

Los resultados de la evaluacién de los gradientes de temperatura de hibridacién para cada uno de los
iniciadores se resumen en la Tabla 8. La Figura 6 muestra, a modo de ejemplo, la corrida
electroforética de los iniciadores 5’CT y 5’GT. La eleccion de cada condicion se realizé en funcion del

patrén de bandas obtenido.
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Iniciador Secuencia (5°-3’) T
5'CT CCCGGATCC(CT) 57
5'CA CCCGGATCC(CA), 57
5'GT CCCGGATCC(GT), 57
5'GA CCCGGATCC(GA)g 60

5’GACA TC(GACA), 52
3’CAC (CAC)sGT 57
3’CAG (CAG)sAT 55
3’'GGG GGG(TGGGG),G 60

3'GA (GA)T 57
3'AG (AG)sC 53
3'AC (AC)eG 53
3'TG (TG)eA 51
3'TC (TC)eA 50

Tabla 8: Temperaturas de hibridacion 6ptimas para los iniciadores estudiados. (T°: Temperatura)

Figura 6: Evaluacion de las temperaturas de hibridacion éptimas. Se ejemplifica la optimizacién para los
iniciadores 5'CT y 5’GT. (M4: Marcador de peso molecular 100 bp, M,: Marcador de peso molecular 50 bp)
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5.3. ANALISIS PRELIMINAR DE LAS ESPECIES NATIVAS DEL GENERO

CALIBRACHOA MEDIANTE ISSR

Se llevé a cabo un analisis preliminar de las 13 especies nativas del género, a fin de determinar las
condiciones de ensayo para los ISSR estudiados de manera de contar con informacién para futuros

andlisis de especie.

Las Figuras 7 y 8 muestran, a modo de ejemplo, los perfiles de bandas obtenidos de los individuos

nativos del género Calibrachoa.

M+  Cpar Cova Cthym Cexc Cmis  Clin Cpyg Csp C Cirg Vv

&

Figura 7: Perfil de amplificiacion de los individuos Calibrachoa con el iniciador 3’GA. (M: Marcador de peso

molecular 100 pb. +: control positivo).
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Figura 8: Perfil de amplificiacidon de los individuos Calibrachoa con los iniciadores 3'GGG, 3'GA y 3'TG. (M:

Marcador de peso molecular 100 pb. +: control positivo).

Los 13 iniciadores utilizados revelaron un total de 1245 loci, con un 100% de polimorfismo, y un

promedio de 95,77 loci por iniciador.

El dendrograma obtenido mediante el coeficiente de SM y el agrupamiento UPGMA, se muestra en la
Figura 9. El coeficiente de correlacion cofenética registrd un valor r= 0.80386 (p[random Z >=
observed Z] = 0.0020), entre la matriz de similitud y la matriz derivada del fenograma, lo que sugiere

un buen ajuste de agrupamiento.

El andlisis del dendrograma generado muestra a los 2 individuos de cada especie del género
agrupados juntos, aun aquellos individuos que se encontraban en distintas provincias. Las especies
de C. linearis y C. thymifolia conforman un pequefio grupo diferenciable, al igual que C. pygmaea y C.
parviflora. Los 2 individuos de Calibrachoa comerciales, se agrupan a la altura de 0,8367 (Figura 9,
Anexo II: Tabla 18), mientras que el nodo de las C. excelens y C. caesia lo hacen a 0,8022 y 0,7950,
respectivamente. Calibrachoa sp se une en 0,8284, en forma aislada al grupo conformado por las
especies de C. misionica, C. linearis, C. thynifolia y C. ovalifolia. Los valores de similitud oscilan entre
0,9187 para el nucleo de C. parviflora y 0,7894 para C. caesia, uUltimo nucleo en agruparse (Anexo Il

Tabla 18).
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Figura 9: Dendrograma obtenido de las especies de Calibrachoa con el coeficiente SM, segln el agrupamiento UPGMA. Texto en Azul: Provincia de Misiones, Lila: Corrientes, Naranja: Entre

Rios, Verde: Buenos Aires, Rojo: Variedades comerciales.
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5.4. COLECCION DE C. CAESIA

5.4.1. PERFILES DE AMPLIFICACION

Las Figuras 10 a 12 muestran, a modo de ejemplo, las corridas electroforéticas de los individuos de la

coleccion de C. caesia analizada.

- — . i - ; <
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 XL' r_y!: !‘E ?_'i ".i M
4 - 3 . 1 & 2

" -
e .

A

Figura 10 a y b: Perfil de amplificacién de los individuos de C. caesia con el iniciador 3’AC. (+: Control positivo,

M: Marcador de peso molecular 100 pb).
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b M 2021 22 23 24 25 26 19 27 28 29 30 31 32 33 34 35 + ThepM

Figura 11 a y b: Perfil de amplificacién de los individuos de C. caesia con el iniciador 5’CA. (+: Control

positivo, M: Marcador de peso molecular 100 pb).
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Figura 12 a y b: Perfil de amplificacion de los individuos de C. caesia con el iniciador 5’'GT. % loci

monomorficos. +: ejemplos de loci polimérficos (+: Control positivo, M: Marcador de peso molecular 100
pb).
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5.4.2. ANALISIS DE DATOS MOLECULARES

El dendrograma (Figura 14) muestra los niveles de agrupacion de los 35 individuos de C. caesia
estudiados, Victoria INTA-JICA, utilizado como fuera de grupo, se agrupd en ultimo término a 0,6661

(Tabla 9).

El andlisis del arbol muestra 2 grandes grupos, denominados A y B en la Figura 14, conformados por

varios subgrupos menores.

El grupo A estd constituido por los individuos Ccael, Ccae2, Ccae3, Ccaed, Ccae5, Ccae6, Ccae?,
Ccae8, Ccae9, Ccael0, Ccael2, Ccael3, Ccael5, Ccael6, Ccael7, Ccae20, Ccae2l, Ccae22, Ccae24 y
Ccae29. De éstos, los individuos Ccael, Ccae6, Ccae7 y Ccael3 forman el subgrupo A; (0,8521), a los
gue se les une en 0,8414 (Tabla 9) el nodo A,, formado por los individuos Ccae2, Ccae21, CcaelOy
Ccael2. Los individuos Ccae3, Ccae4 y Ccae5 (subgrupo As, nivel de union en 0,8549) se agrupan en
0,8356 al nodo formado por los grupos A; y A,, formando asi el cluster principal (A;) del grupo A. El
grupo A,, reune a los subgrupos As y A; y al individuo Ccae8. El subgrupo As, formado por el nucleo
de los individuos Ccae9, Ccae22 y el subgrupo de Ccael5, Ccael6 y Ccael7 tiene un nivel de unién en
0,8287. En 0,8148 se incorpora el individuo Ccae8, mientras que el dltimo nodo (A;) en completar el
grupo A, conformado por los inividuos Ccae20, Ccae24 y Ccae29, lo hace a la altura de 0,8073 (Figura

14, Tabla 9).

Dentro del grupo B pueden distinguirse 2 subgrupos, B1 y B2, constituidos por los individuos Ccael8,
Ccael9, Ccae25, Ccae26, Ccae27 y Ccae28, el primero (nivel de unién en 0,8235), mientras que B2
involucra a los individuos Ccae23, Ccae30, Ccae31, Ccae32 y Ccae33 (0,8253).

La unidn de los grupos A y B se produce a la altura de 0,8043; el individuo Ccael4 se une en forma
aislada en 0,7839, mientras que el nucleo C formado por los individuos Ccae34 y Ccae35 lo hace a
0,7829, finalmente el Gltimo individuo en incorporarse (Ccael1), lo hace en 0,7665 (Figura 14, Tabla

9).
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Ccael 0,8718 Ccaed 0,8742 Ccae24 0,8339 Ccae30 0,8875

Ccaeb 0,8815 Ccae5 0,8220 Ccae29 0,8043 Ccae31 0,8688
Ccae7 0,8521 Ccae9 0,8501 Ccael8 0,8489 Ccae32 0,8779
Ccael3 0,8414 Ccae22 0,8287 Ccael9 0,8235 Ccae33 0,7839
Ccae2 0,8561 Ccael5 0,8519 Ccae25 0,8658 Ccaeld 0,7829
Ccae21 0,8489 Ccaelb 0,8730 Ccae26 0,8289 Ccae34 0,8573
Ccael0 0,8706 Ccael7 0,8148 Ccae27 0,8549 Ccae35 0,7665
Ccael2 0,8356 Ccae8 0,8073 Ccae28 0,8081 Ccaell 0,6659

Ccae3 0,8549 Ccae20 0,8115 Ccae23 0,8253 Vic

Tabla 9: Niveles de unidon del dendrograma obtenido de los individuos de C. caesia.

El coeficiente de correlacion cofenética r, muestra un valor de 0,91586 (p[random Z >= observed Z] = 0.0020),
sugiriendo una muy buena correlacion entre la matriz de similitud y aquella generada a partir del

dendrograma (Figura 13).
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Figura 13: Grafico de correlacién cofenética.
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Figura 14: Dendrograma obtenido mediante el coeficiente SM, segtin el agrupamiento UPGMA de los 35 individuos de la coleccion de C. caesia estudiada.
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5.4.3. ANALISIS DE LOS ESTADISTICOS

Con los 13 iniciadores utilizados se generaron un total de 701 loci, con un porcentaje de loci

polimdrficos del 98%. Se obtuvieron en promedio 54 loci por iniciador, 53 de ellos polimérficos.

La Tabla 10 resume los datos obtenidos por iniciador de los individuos analizados: numero de loci

totales (LT), porcentaje de polimorfismo (%P), Rp, MI, H’, PICy UHe.

N2 de loci amplificados

Iniciador

LT LM LP
5'CT 40 0 40 100,00 14,80 9,24 0,367 0,231 0,234
5'CA 63 0 63 100,00 20,34 10,80 0,291 0,172 0,174
5’'GT 46 2 44 95,65 17,49 826 0,315 0,188 0,190
5'GA 71 0 71 100,00 22,34 10,90 0,266 0,153 0,155
5’GACA 65 0 65 100,00 23,20 11,70 0,302 0,180 0,182
3’CAC 49 0 49 100,00 11,83 7,62 0,258 0,155 0,158
3’CAG 55 4 51 92,73 13,71 6,37 0,269 0,125 0,161
3’GGG 63 1 62 98,41 21,77 11,70 0,312 0,188 0,191
3'GA 56 1 55 98,21 18,51 10,30 0,309 0,188 0,190
3'AG 47 2 45 95,74 10,29 7,41 0,273 0,165 0,167
3'AC 45 4 41 91,11 14,17 6,79 0,279 0,166 0,168
3'TG 56 0 56 100,00 10,51 587 0,196 0,105 0,106
3'TC 45 0 45 100,00 12,29 5,95 0,236 0,132 0,134

Total 701 14 687
Promedio 53,92 1,08 52,85 98,00 0,278 0,164 0,167
SE 0,008 0,006 0,006

Tabla 10: Resultados de los estimadores de diversidad genética de los individuos de Calibrachoa. LT: loci
totales; LM: loci monomdrficos; LP: loci polimdrficos; %P: Porcentaje de polimorfismo; Rp: Resolving Power; Ml:
Marker Index; H’: indice de Shannon; PIC: Contenido de informacién polimérfica o indice de diversidad; UHe:

Heterocigosidad esperada imparcial. SE: error estandar.
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Los porcentajes de polimorfismo, por iniciador, oscilaron entre un 100 % para 5'GA, 5’'CA, 3'TC, 3'CAC
y 3'TG y un 91,11% para 3’AC. Los valores maximos de Rp fueron para los iniciadores 5’GACA y 5'GA
(23,20 y 22,34, respectivamente), mientras que los menores valores fueron para los iniciadores 3’AG
y 3'TG (10,29 y 10,51, respectivamente). Los valores de Ml variaron de 11,69 para el iniciador 3’GACA
a 5,87 para 3'TG.

El mayor valor promedio de diversidad genética (PIC) fue de 0,231 para 5'CT y el menor de 0,105
para 3’'TG, con un promedio para todos los iniciadores de 0,164, variando por locus de O para los
locus monomérficos a 0,500 (Anexo lll: Tabla 19); mientras que el valor maximo del indice de
Shannon fue para el iniciador 3’GA (0,596) y el menor para 3'TG (0,196), con un promedio de 0,278

para todos los iniciadores estudiados (Tabla 10).

Los iniciadores mas informativos, con un 100% de polimorfismo, resultaron ser 5’GACA, 5'GA, 5’'CA 'y
5’CT, y los anclados en 3’: 3’"CAC, 3’'TCy 3'TG, teniendo en cuenta al %P, Rp y al MI como criterios de
prioridad para el ordenamiento; siendo los menos informativos, manteniendo este mismo criterio,

los iniciadores 3’ACy 3’CAG, con porcentajes de polimorfismo menores al 95% (Tabla 10).

Los datos obtenidos del patron de bandas de los individuos de C. caesia se indican en la Tabla 11, la

Figura 15 representa el grafico derivado de la misma.

Patron total de bandas

N2 Bandas 701
N2 Bandas Frec. >= 5% 542
N2 Bandas menos comunes (<=25%) 0
N2 Bandas menos comunes (<=50%) 0
Promedio PIC 0,164
SE del promedio PIC 0,006
Promedio UHe 0,167
SE del promedio UHe 0,006

Tabla 11: Patron de bandas de la poblacion total de C. caesia. (GenAlEx 6.4). N2 Bandas Frec. >= 5%: Numero de
bandas con frecuencia = 5%. N2 Bandas menos comunes (<=25%): NUmero de bandas menos comunes
(Frecuencia < 25%) encontrada en 25% o menos de las poblaciones; N2 Bandas menos comunes (<=50%):
Numero de bandas menos comunes (Frecuencia < 50%) encontrada en 50% o menos de las poblaciones; PIC:
Diversidad genética/contenido de informacién polimdrfica; UHe: Heterocigosidad esperada imparcial. SE: error

estandar. Se asume el equilibrio de Hardy-Weinberg para datos binarios diploides.
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Patron de bandas de C. caesia
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Figura 15: Grafico del patrén de bandas obtenido de la poblacion total de C. caesia derivado de la Tabla 9.

La Tabla 12 resume los datos promedio de bandas polimérficas segin los motivos de repeticidn
nucleotidica y su nivel de significacion, calculado segun el test de Tukey, con los iniciadores

utilizados.

Promedio bandas Numero de

Repeticiones Significacion
polimdrficas iniciadores
CT-TC 42,50 2 A
GT-TG 50,00 2 A
CA-AC 52,00 2 A
GA-AG 57,00 3 A
Tri-Tetra 56,75 4 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,01)
Tabla 12: Promedio de bandas polimdrficas segiin motivos de repeticion y su valor de significacion.

La Figura 16 muestra el grafico de coordenadas principales (GenAlEx 6.4), para la confeccién del
mismo se tuvo en cuenta el origen geografico de cada uno de los inidviduos analizados, de manera
de poder identificar a los inidviduos por departamento. En el mismo puede verse que el 90% de los
individuos de Guarani se encuentran sobre el eje 3 positivo, mientras que el individuo Ccael4, esta
por debajo del mismo, alejado del resto. Cabe destacar que este mismo individuo en el dendrograma
se encuentra unido en forma independiente. Los individuos de San Ignacio presentan una mayor
dispersion en comparacion con los individuos de Guarani y Oberd, exceptuando a los individuos
Ccae8 y Ccaell de Obera, que se hallan mas alejados del resto, al igual que en el dendrograma

(Figura 14) donde se unen en forma aislada al cluster A;-As y al grupo A-B, respectivamente. Los
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individuos de Cainguas y Candelaria comparten la misma ubicacién espacial que los individuos de San
Ignacio y Oberd, mientras que aquellos de San Pedro, se ven claramente alejados del resto, al igual

gue en el dendrograma.

Coordenadas Principales (2 vs 3)

0 g
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‘ M Candelaria

‘ 0 ‘ ’%i @ Guarani
Q Ccaeld % 7 ¥ Obera
V ® v A sanlgnacio
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Axis3

@ SanPedro

Axis2

Figura 16: Grafico de coordenadas principales 2 vs 3. En el mismo se encuentran identificados algunos

individuos.

5.4.4. ESTRUCTURA Y VARIACION POBLACIONAL

Se llevd a cabo un andlisis de los individuos estudiados de C. caesia segun las zonas de recoleccién de
cada uno, se tomaron para esta parte del estudio aquellas poblaciones que contaban con 9 y 10

individuos por regién, i.e. San Ignacio (9), Obera (10) y Guarani (10).

Los datos de los estadisticos obtenidos mediante los programas Arlequin 3.5.1.2 y GenAlEx 6.4 por

departamento se resumen en las Tablas 13, 14y 15.

Los 29 individuos de los 3 departamentos generaron un total de 652 Joci, con un porcentaje de
polimorfismo del 97,40%. El porcentaje promedio de /oci polimdrficos por departamento resultd ser
del 65,59%. Siendo los porcentajes maximos para las poblaciones de Guarani (68,25%) y Oberd

(66,41%), y el menor para San Ignacio (62,12%) (Tabla 13).
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Poblacion San Ignacio (o] JI ] (IET T Promedio SE
Numero de loci polimoérficos 405 433 445 427,667 20,526
% loci polimorficos 62,12% 66,41% 68,25% 65,59% 1,82%

Tabla 13: Numero y porcentaje de loci polimérficos en cada uno de los departamentos. SE: error estandar.

(GenAlEx 6.4 y Arlequin 3.5.1.2).

Los indices de diversidad genética (PIC) variaron de 0,144 para la poblacién de San Ignacio a 0,170
para la poblacién de Obera, con una media de 0,158. La tendencia para los datos de UHe es la misma

gue para el PIC (Tablas 14-15).

Los indices de Shannon mostraron un promedio de 0,256, con un valor maximo para la poblacién de

Obera (0,271) y un minimo para San Ignacio (0,235) (Tablas 14-15).

Poblacion N PIC UHe H'
Promedio 9,000 0,144 0,152 0,235
San Ignacio

SE 0,000 0,006 0,006 0,009

Promedio 10,000 0,170 0,179 0,271
Obera

SE 0,000 0,007 0,007 0,009

Promedio 10,000 0,162 0,171 0,263
Guarani
SE 0,000 0,006 0,007 0,009

Tabla 14: Promedio y SE en cada loci por cada departamento. N: Numero de individuos, PIC: diversidad

genética, UHe: Heterocigosidad esperada imparcial, H’: indice de Shannon. SE: error estandar.

Promedio 9,667 0,158 0,167 0,256

Total

SE 0,011 0,004 0,004 0,005

Tabla 15: Promedio general y SE sobre /oci en las 3 regiones. N: Numero de individuos, PIC: diversidad genética,

UHe: Heterocigosidad esperada imparcial, H’: indice de Shannon. SE: error estandar.
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Los datos obtenidos del patrén de bandas de los individuos estudiados segun la zona geografica se

indican en la Tabla 16, la Figura 17 representa el grafico derivado de la misma.

N2 Bandas 652 472 467 437
N2 Bandas Frec. >=5% 507 472 467 437
N2 Bandas unicas - 83 73 53
N2 Bandas menos comunes (<=25%) 0 0 0 0
N2 Bandas menos comunes (<=50%) 0 183 185 167
Promedio PIC 0,175 0,162 0,170 0,144
SE del promedio PIC 0,006 0,006 0,007 0,006
Promedio UHe 0,178 0,171 0,179 0,152
SE del promedio UHe 0,006 0,007 0,007 0,006

Tabla 16: Patrén de bandas obtenidos de los datos binarios (GenAlEx 6.4). N2 Bandas Frec. >= 5%: Nimero de

bandas con frecuencia = 5%. N2 Bandas menos comunes (<=25%): NUmero de bandas menos comunes

(Frecuencia < 25%) encontrada en 25% o menos de las poblaciones; N2 Bandas menos comunes (<=50%):

Numero de bandas menos comunes (Frecuencia < 50%) encontrada en 50% o menos de las poblaciones; PIC:

Diversidad genética/contenido de informacion polimdrfica; UHe: Heterocigosidad esperada imparcial. SE: error

estandar. Se asume el equilibrio de Hardy-Weinberg para datos binarios diploides.

El nimero de bandas Unicas refiere a los loci que se encuentran sélo en una de las poblaciones de las

tres en estudio.
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Patron de bandas por poblacion
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Figura 17: Patrones de bandas totales de los datos binarios obtenidos de la poblacion de C. caesia derivado de
la tabla 21 (GenAlEx 6.4). No. Bands = Numero de alelos; No. Bands Freq. >= 5%: Numero de alelos con
frecuencia = 5%; No. Private Bands: Nimero de bandas Unicas; No. LComm Bands (<=25%): Nimero de bandas
menos comunes (Frecuencia < 25%) encontrada en 25% o menos de las poblaciones; No. LComm Bands
(<=50%): Numero de bandas menos comunes (Frecuencia < 50%) encontrada en 50% o menos de las

poblaciones; He: Heterocigosidad esperada o contenido de informacion polimérfica.

La Figura 18 muestra el grafico de Coordenadas Principales obtenidos con el programa GenAlEx 6.4
para los individuos de Guarani, Oberd y San Ignacio. En el mismo puede observarse la misma
tendencia que mostraban las coordenadas principales con la coleccidn total, es decir, los individuos
de San Ignacio mas dispersos que los de Oberd y Guarani, asimismo se pueden distinguir a los
individuos Ccae8, Ccaell y Ccaeld alejados de sus respectivos grupos, como ocurre tanto en el

dendrograma (Figura 14) como en el grafico de PCoA (Figura 18).
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Coordenadas Principales (2 vs 3)
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Figura 18: Grafico de coordenadas principales 1 vs 3, segun la matriz de distancia sin estandarizacién de datos,
obtenida mediante el programa GenAlEx 6.4 de los 29 individuos de las poblaciones de Guarani, Obera y San

Ignacio.

El andlisis molecular de la varianza (AMOVA) de los loci presentes en los 29 individuos de San Ignacio,
Oberad y Guarani (Tabla 17, Figura 19) mostré un porcentaje de variacion de 6,41% entre las
poblaciones y un 93,59% dentro del las poblaciones. El indice de fijacidn Fst fue estimado en 0,06409
y segun de Vicente et al. (2004) y Franco et al. (2001), indicaria que las poblaciones analizadas tienen
una diferenciacién media-baja. Asimismo, se puede interpretar indirectamente que a menores
valores de Fst, el flujo génico es mayor, y aun no hay fijacion de alelos en las poblaciones analizadas,

sin embargo para sacar una conclusidn, seria necesario analizar un mayor numero de loci

(incrementando el nimero de individuos).

Grados de Suma de Componentes de la Porcentaje de
Fuente de variacion
Libertad cuadrados Varianza variacion
Entre poblaciones 2 250,853 5,17066 6,41%
Dentro de las
26 1963,078 75,50299 93,59%
poblaciones
Total 28 2213,931 80,67365 100%
indice de Fijacién Fst: 0,06409 P(rand 2data)=0,001

Tabla 17: Resumen de los datos obtenidos del andlisis de la varianza molecular (AMOVA) (1023
permutaciones).
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Porcentajes de la Varianza Molecular

Entre poblaciones
6,41%

Dentro de las
poblaciones
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Figura 19: Grafico de los porcentajes de la Varianza Molecular derivado de la Tabla 17.
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6. DISCUSION

La caracterizacidn e identificacién genética del germoplasma, mediante marcadores moleculares,
constituyen un drea de aplicacion de creciente importancia dentro de la produccién vegetal,
considerandose relevante el conocimiento de la variabilidad de la flora nativa con potencial
ornamental que puede llegar a competir dentro del mercado floricola, tanto nacional como
internacional. En este sentido, los marcadores moleculares son herramientas claves tanto para la
clasificacidon del germoplasma como para su aplicacién en programas de mejoramiento y selecciéon

asistida por marcadores (Cubero, 2003).

Uno de los muchos beneficios del incremento de informacién de secuencias de ADN de distintos
organismos, es la oportunidad de desarrollar nuevos marcadores moleculares. Como en la mayoria
de las especies de interés ornamental, alin no esta disponible el genoma completo, para Calibrachoa
es importante la busqueda de nuevas estrategias para su desarrollo y el uso de los marcadores
moleculares cuando los recursos son limitados. Dentro de las distintas tecnologias que existen para el
desarrollo de marcadores moleculares, sin el conocimiento de la secuencia de ADN, se encuentran
los ISSR como una alternativa posible, ya que pueden proveer gran nimero de marcadores con baja
inversidn, son sensibles a bajos niveles de variacion genética (Wang et al, 2009), existe la posibilidad
de obtener alto rendimiento en analisis de un gran numero de muestras con un secuenciador
automatico, y la facilidad de que pueden realizarse las corridas electroforéticas tanto en geles de
poliacrilamida como de agarosa, ademas de ser Utiles en varias ramas dentro del estudio molecular

(Edwards y McCouch, 2007).

Asimismo, el estudio de la diversidad tanto fenotipica como genética para la identificacion de grupos
con similares caracteristicas genotipicas es importante para la conservacién, evaluacién y utilizacion
de los recursos genéticos, para estudiar de la diversidad del germoplasma pre-mejorado y mejorado,
como para determinar la distinguibilidad de un genotipo especifico con el propdsito de proteccion de

los derechos de propiedad intelectual del mejorador (Langridge y Chalmers, 2004; Jorasch, 2004).

La finalidad del analisis preliminar consistié en determinar las condiciones dptimas de hibridacién de
los 13 iniciadores estudiados a fin de contar con informacién para futuros analisis en las especies
nativas del género Calibrachoa con el propdsito de incluirlas en futuros programas de mejoramiento

del género. En esta parte del analisis se obtuvieron 1245 loci polimérficos, siendo posible ademas,
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obtener un dendrograma que agrupd a los individuos por especie (Figura 9). Estos resultados, a pesar
de ser preliminares, resultan promisorios, mostrando que los ISSR son una herramienta util para el
analisis por especie. Se debe recalcar que el dendrograma muestra niveles de similitud entre las
especies estudiadas, y no refleja verdaderas relaciones filogenéticas, ya que sélo se analizaron dos
individuos por especie, siendo necesario un mayor numero de individuos como de iniciadores,
ademas de analisis de secuencia de cloroplasto o mitocondria a fin de determinar las verdaderas

relaciones filogenéticas.

Para la coleccion de C. caesia, con los 13 iniciadores utilizados se han obtenido 701 /oci, 687 de éstos
polimérficos, con un promedio de 54 loci por iniciador y 542 fragmentos con frecuencia mayor o igual
al 5% (Tabla 11). El promedio de diversidad genética o PIC resulté ser 0,164, mientras que el
promedio del indice de Shannon fue 0,278 (Tabla 10). Cabe destacar que los 35 haplotipos analizados
son diferentes entre si, permitiendo una identificacion inequivoca de cada uno de los individuos de la

coleccion.

Segln Gonzalez et al. (2005) y Pérez de la Torre et al. (2010) el nivel de polimorfismo detectado por
los ISSR depende tanto de la especie vegetal a ser analizada, como del tipo de secuencia repetitiva

incorporada al iniciador utilizado para generar los productos de amplificacion.

En este trabajo se utilizaron los mismos iniciadores que los descriptos en Escandén et al. (2007), en el
cual se lograron identificar molecularmente nuevas variedades de Nierembergia lineariaefolia. En ese
trabajo se realizé el analisis de 6 variedades de N. lineariaefolia mediante AFLP e ISSR, logrando
obtener resultados similares por ambas técnicas, demostrando que la sensibilidad de 13 iniciadores
ISSR era comparable a la de seis combinaciones de enzima/iniciador de AFLP, sumado a la baja

laboriosidad de la técnica y el bajo costo de los ISSRs.

En Escanddn et al. (2007) las 6 variedades de N. lineariaefolia analizadas dieron un total de 443 loci
polimdrficos, con un 96,39% de polimorfismo y un promedio de 32,80 loci por iniciador. Para el caso
de los 35 individuos de C. caesia analizados en este estudio, se identificd un total de 701 /oci con un
polimorfismo del 98% y el promedio de loci polimdrficos por iniciador resulté ser de 52,85. En
relacién a los porcentajes de polimorfismo encontrados, para el caso de las variedades de N.
lineariaefolia, los iniciadores con 100% de polimorfismo fueron: 5'CT, 5’GT, 5'GA, 5'GACA y 3'TC,
mientras para C.caesia, los iniciadores fueron 5'CA, 3’CAC y 3'TG, coincidiendo en los iniciadores
5'CT, 5'GA, 5'GACA y 3'TC. Los iniciadores mas informativos, teniendo en cuenta el porcentaje de

polimorfismo y el Rp fueron 5'GT (%P=100 y Rp=12,67) y 5’'CA (%P=98,25 y Rp= 13,67), seguidos por
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los iniciadoes 3’AC y 5'GACA (Rp alrededor de 7), mientras que en este trabajo se vié que los
iniciadores mas informativos, siguiendo el mismo criterio y con un porcentaje de polimorfismo del
100%, fueron 5’GACA, 5'GA, 5'CA y 5'CT (Tabla 10). Cabe tener en cuenta que el Rp es una medida
gue toma en consideracién la proporcién de individuos que contienen la banda, por lo tanto, cuanto
mayor sea el nimero de muestras, el valor de Rp se verd incrementado. Se debe considerar, ademas,
que los estadisticos aqui calculados (i.e. Rp, PIC, MI, H’), corresponden a este grupo de datos, y que si
bien podrian ser extrapolados a otras especies del género, no se puede inferir mas alld del mismo, ni

siquiera a otro género tan relacionado con Calibrachoa, como Petunia.

En otros géneros ornamentales, como Mecardonia, los iniciadores 5’CT, 5’'CA, 5'GA, 3'GA, 3'AC, 3’'AG
y 3'TG, lograron caracterizar molecularmente a 25 individuos de 2 especies del género, M.
procumbens var. flagellaris y M. procumbens var. tenella (Pérez de la Torre, et al., 2010), mientras
que en Jacaranda mimosifolia, los iniciadores 5'GA, 5’CA, 5'CT y 3’GA permitieron diferenciar a los 21
individuos involucrados en ese trabajo (Escanddn et al., 2005b). El porcentaje de polimorfismo
encontrado en el primero de estos trabajos, fue del 100% para todos los iniciadores, en tanto que en
J. mimosifolia los porcentajes variaron del 100% para 5'CT a 71,4% para 5'CA. Los valores de Rp
reportados en Mecardonia no difieren demasiado con los encontrados en Calibrachoa, oscilando de
11,92 para 3'TG a 25,23 para los iniciadores 5’°CT y 5'GA, para Mecardonia y de 10,29 a 23,20 para
3'AG y 5’GACA, respectivamente para Calibrachoa (Tabla 10). Lo mismo ocurre para el PIC y el M,
donde en Mecardonia se obtuvo un promedio de 0,130 para el PIC y valores que van desde 12,160 a
5,875 para el MI, frente al valor promedio de PIC de 0,164 y valores de Ml de 11,70 a 5,87,

encontrados en este estudio (Tabla 10).

En Primula obconica (Peng Nan et al., 2003), se utilizaron 14 ISSRs para analizar 60 individuos de una
poblacion natural de China, aqui el iniciador 3’AC obtuvo un total de 21 bandas, 17 de ellas
polimérficas, para el caso de los 35 individuos de C. caesia, este mismo iniciador generé 45 bandas,

siendo polimdrficas 41 de ellas.

Los ISSR ademas son utilizados en otros géneros no ornamentales; Christopoulos et al. (2010)
estudiaron la diversidad genética entre poblaciones nativas y cultivares internacionales de nuez
(Junglans regia) en Grecia, mediante 7 ISSR; de este trabajo coincidieron dos de los iniciadores
utilizados en Calibrachoa (3’AC y 3'TG). Para Junglans regia el iniciador 3’AC presento un total de 12
bandas, 9 de ellas polimdrficas con un %P de 75, PIC=0,35, MI=3,15 y Rp=4,75, en tanto que
Calibrachoa mostrd los siguientes valores: 45 bandas totales, 41 polimérficas, %P=91,11, PIC=0,166,

MI=6,79 y Rp=14,17; mientras que los valores para el iniciador 3'TG en nuez y C. caesia fueron: 14y
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56 bandas totales, 10 y 56 polimdrficas, 71,4% y 100% de polimorfismo, PIC=0,304 y 0,105, MI= 3,04

y 5,87 y Rp=4,29y 10,51, respectivamente.

En el presente trabajo, al igual que en Manimekalai y Nagarajan (2006), se utilizaron los iniciadores
3’AG y 3’AC, estos autores, evaluaron mediante 19 ISSR, las relaciones genéticas en 33 entradas de
coco (Cocos nucifera L.) de una coleccién del Banco Internacional de Germoplasma de la India. El
iniciador 3’AG resulté menos polimdrfico (80%) en C. nucifera versus el 95,74% obtenido en C. caesia.
También se observaron diferencias con relacidn al Ml, el mismo fue de 3,147 para coco (uno de los 5
valores mas altos) y de 7,41 en este caso (Tabla 8). Para el iniciador 3’AC, los porcentajes de
polimorfismo fueron opuestos, del 100% para coco y del 91,11% -el menor- para C. caesia (Tabla 8), y

al igual que en Calibrachoa, el Ml resulté ser de los valores mas bajos.

Fernandez et al. (2002) utilizando 10 RAPD y 10 ISSR en cebada, pudieron detectar la diversidad
genética de los 16 cultivares estudiados. En ese trabajo, 3 de los 10 iniciadores ISSR fueron los
mismos que los analizados en Calibrachoa (3’AC, 3’'TG y 3’GGG). Cabe destacar que los valores de
bandas totales, polimérficas y porcentajes de polimorfismo hallados para estos 3 iniciadores, son
menores que los encontrados en Calibrachoa, sin embargo coincide el hecho que el iniciador 3'GGG

presentd los mayores valores de los 3, al igual que en este estudio.

En arroz, Reddy et al. (2009) determinaron las relaciones de 12 variedades mediante 17 ISSR. Los
valores obtenidos con el iniciador 3’AG fueron de 9 loci totales y 8 loci polimérficos, con un valor de
0,53 de PIC y Rp=4,0, y con el iniciador 3'TC las bandas totales fueron 12, 10 de ellas polimérficas,
con un PIC=0,63 y Rp= 3,7; los valores para este ultimo iniciador en C. caesia fueron 45 loci totales,
con un 100% de polimorfismo, el PIC fue de 0,132 y el Rp=12,29 (Tabla 10). Blair et al. en 1999, utilizé
32 iniciadores para analizar 59 genotipos seleccionados de arroz, en este caso los iniciadores
comunes con este trabajo fueron 3'GA, 5°CA, 5°CT, 5'GT y 5’'GA. En Oryza sativa L., los valores de
bandas totales fueron de 55, 55, 67, 47 y 66 respectivamente, con un porcentaje de polimorfismo de
94,5% para 3'GA, 81,8% para 5'CA, 88,1% para 5'CT, 76,6% para 5'GT y 90,9% para 5’'GA; mientras
que para C. caesia los porcentajes de polimorfismo fueron del 100%, excepto para 5'GT y 3'GA que

fueron de 95,65% y 98,21, respectivamente (Tabla 10).

Ruan et al. (2009) caracterizaron e identificarosn 52 individuos de 16 variedades y lineas de Espino
cerval de mar (Hippophae L.) mediante 15 ISSR. Los autores utilizaron los iniciadores 3'AG, 3’AC y
3'GGG, al igual que en Calibrachoa. En Hippophae L. los porcentajes de polimorfismo de estos 3

iniciadores fueron del 100%, con un total de bandas de 22, 21 y 35, respectivamente. Aqui, el
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iniciador 3'GGG presentd la mayor cantidad de bandas, obteniéndose en promedio, 23 bandas por

individuo.

Mansyah et al. (2010) evaluaron con 11 iniciadores ISSR, 23 individuos de Mangostan (Garcinia
mangostana L.), en ese caso el iniciador 5'GA reveld un total de 6 bandas, todas ellas monomorficas.
En contraposicién con este analisis, donde este mismo iniciador reveld un total de 71 /oci con un

100% de polimorfismo.

El alto nivel de polimorfismo observado (98%) con los ISSR empleados en el presente trabajo, indican
un alto nivel de variacién genética existente en los individuos de C. caesia analizados, cumpliéndose
lo concluido por Rakoczy-Trojanowska y Bolibok (2004), quienes reportaron patrones altamente

polimérficos por reaccién cuando se utilizan iniciadores basados en secuencias microsatélites.

Estos resultados corroboran lo afirmado por Gonzalez et al. (2005) y Pérez de la Torre et al. (2010) en

relacién al nivel de polimorfismo detectado por iniciador.

La aparicidn de Joci monomorficos para los iniciadores 5’GT, 3’CAG, 3'GGG, 3'GA, 3’AG y 3’AC (Tabla
10) abre un campo de exploracién en el area de marcadores de especie, un andlisis con un mayor
numero de individuos podria reafirmar estos resultados, brindando un marcador tipo STS para ser

aplicado en futuros trabajos de identificacion.

Uno de los aspectos que genera controversias entre diferentes autores es la capacidad de cobertura
del genoma por parte de los diferentes iniciadores disponibles en el mercado segun estén anclados o
no y si ese anclaje es en 3’ o 5’ [ver Bathia et al., (2009); Pradeep Reddy et al., (2002); Joshi et al.,
(2000) y Blair et al., (1999)]. En el presente trabajo no se detectaron diferencias significativas en
relacion a los iniciadores anclados en 3’ 0 en 5, ya sean di, tri o tetranucleétidos (para los iniciadores
3’ se obtuvieron 52 /oci en promedio, mientras que para los 5’ fueron 57). Analizando los iniciadores
con repeticiones de dinucledtidos vs tri y tetranucledtidos, tampoco se encuentran diferencias
relevantes (52,1 loci promedio para dinucleétidos vs 58 para tri y tetranucleétidos), a pesar de no ser
significativa esta diferencia, este mayor nimero de loci amplificados para los tri y tetranucleétidos
coincide con el trabajo de Weising et al. (1995, en Weising et al., 2005), en el cual sélo se obtuvieron
patrones de bandas polimérficas con este mismo nimero de repeticiones. Gupta et al. (1994)
utilizaron 23 iniciadores di, tri, tetra y pentanucleétidos para la amplificacién de ADN gendmico en
eucariotas, ellos encontraron que las repeticiones de tetranucleétidos fueron mas eficientes para
amplificar patrones polimdrficos, aunque iniciadores ricos en motivos GC y AT, fueron también

adecuados.
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Segun Blair et al. (1999) los iniciadores con motivos poli(GA) generan en promedio mayor nimero de
bandas que los poli(GT), en C. caesia se corrobord lo mismo, los iniciadores con motivo poli(GA)
obtuviron 63,5 Joci en promedio vs las 46 bandas obtenidas con el iniciador poli(GT), y en
contraposicién a éste, donde los iniciadores dinucledtidos anclados en 5’ produjeron mayor nimero
de fragmentos monomdrficos, en C. caesia los iniciadores 3’ fueron los que presentaron mas
cantidad de Joci monomorficos (6 de 8 iniciadores 3’ y 1 de 5 iniciadores 5’, Tabla 10). Este resultado
podria llegar a explicarse debido a que los iniciadores anclados en 5’ incluyen en su producto de
amplificacién la secuencia completa del microsatélite, y dado que su longitud varia a lo largo de todo
el genoma, es esperable encontrar un mayor nimero de bandas y mayor grado de polimorfismo
(Pradeep Reddy, et al., 2002). En general, los iniciadores con repeticiones (AG), (GA), (CT), (TC), (AC) y
(CA), muestran mayor polimorfismo que otros iniciadores di, tri o tetranucleétidos con diferentes
motivos (Pradeep Reddy, et al., 2002), sin embargo, en este trabajo no se han encontrado diferencias

significativas (Tabla 12).

Estos resultados estarian reafirmando la fuerte influencia de la interaccién genoma/iniciador para la

generacioén de perfiles y el andlisis de la variabilidad.

En el analisis del dendrograma de la coleccién de C. caesia, se pueden diferenciar 2 grupos, Ay B, los
cuales estan formados de varios sub-grupos menores; en el caso del grupo A, el mas heterogéneo,
podemos observar que se encuentran individuos de todas las regiones involucradas en el andlisis, con

excepcion de los individuos de San Pedro, que conforman un nucleo separado del resto.

Los sub-grupos A; y A; estan constituidos por individuos de la region de San Ignacio, los niveles de
agrupamiento son de 0,8521 y 0,8115, respectivamente, mientras que los individuos Ccae9 y Ccae22,
también de San Ignacio, se agrupan en 0,8501, pero forman parte del sub-grupo Ag junto con 3

individuos de Misiones (Ccael5, 16 y 17) (Figura 14).

Los dos individuos de Cainguas forman un nucleo en 0,8742, al que se les une en 0,8549, Ccae3 de
Candelaria (As), el otro individuo de Candelaria (Ccae21) forma parte del sub-grupo A,, formado por 3
individuos de la zona de Oberd; ambos sub-grupos, incluido el sub-grupo As, integran el grupo A,

(Figura 14).

El grupo B estd constituido por individuos de la region de Guarani (B;) e individuos de Obera (B,).
Este agrupamiento podria explicarse debido a que ambas regiones se encuentran muy préximas

geograficamente (Figura 3).
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Los individuos Ccae2 y Ccael2 al igual que Ccae 10 y Ccaell formaban parte de 2 poblaciones de la
region de Oberd, sin embargo, cada uno de ellos fue recolectado por sus diferencias fenotipicas in
situ, ya sea por diferencias en el habito (erecto o rastrero), tamafio de corola o apertura de la flor en
condiciones de sombra (Hagiwara, com. pers.), estas diferencias pueden deberse tanto a condiciones
ambientales como genotipicas, y como puede verse en el dendrograma, las diferencias observadas a
campo se ven reflejadas también en los niveles de similitud obtenidos. Un analisis mas profundo con
un mayor numero de individuos con similares caracteres fenotipicos y un mayor nimero de
iniciadores podria llegar a revelar algin marcador que pudiera ser de utilidad para hacer una
diferenciacién temprana en el marco de un programa de mejoramiento asistido por marcadores

moleculares.

Los individuos Ccaell de Obera y Ccaeld4 de Guarani no forman parte de ninguno de los grupos
generados en el dendrograma, se unen a nivel de 0,7665 y 0,7839, respectivamente, por fuera del
nodo que integran los grupos A y B. Los patrones de amplificacién obtenidos de estos dos individuos
con los 13 iniciadores, muestran claras diferencias al resto de la poblacidn de la misma regidn, por lo
que deberian incrementarse el nimero de individuos como de iniciadores para corroborar la unién.
Sin embargo ambos individuos se agruparon juntos, como especie, en el dendrograma derivado del

analisis de las especies nativas del género (Figura 9).

El grafico de Coordenadas Principales segln los ejes 2 vs 3 (Figura 16) refleja la dispersion de los
individuos de las diferentes poblaciones. En el mismo puede verse a los individuos de San Pedro
juntos y alejados del resto de las poblaciones, mientras que los individuos de la poblacidon de Guarani
no tienen una gran dispersion, a excepciéon de Ccaeld, que se encuentra alejado del resto, de la
misma forma ocurre en el dendrograma (Figura 14), sin embargo fenotipicamente no se puede hallar
una explicacion posible, ya que este individuo no muestra caracteristicas diferenciales con el resto de
los individuos analizados de la misma region. La distribucion de los individuos de la poblacién de
Oberd se manifiesta también en el dendrograma, el grafico muestra a los individuos Ccaell y Ccae8
alejados del centro de distribucidon de la poblacién, una posible explicacion al alejamiento de Ccae8
es su diferencia fenotipica, la misma es un color de corola mas claro que el resto, sin embargo, la
distribucién de Ccaell no puede ser explicada por algun rasgo morfoldgico observado in situ, ya que

este individuo comparte caracteres fenotipicos similares al resto de la poblacién.

Se llevé a cabo, ademds, un analisis de 3 poblaciones de C. caesia, teniendo en cuenta sélo aquellas
con mayor cantidad de individuos, i.e. Guarani, Oberd y San Ignacio. Los datos generados muestran

que las 3 poblaciones amplificaron un total de 652 loci (93% del total obtenido con todos los
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individuos), con 507 /oci con una frecuencia mayor o igual al 5% (Tabla 16), siendo el promedio de
diversidad genética de 0,158. Las poblaciones incluidas en esta parte del analisis muestran la misma

tendencia, en relacién a los indices de diversidad, que la coleccién total.

La poblacién de Obera es la de mayor promedio de diversidad genética (0,170, Tabla 14), mientras
gue la poblacién de Guarani es la que revela el mayor porcentaje de loci polimérficos (68,25%, Tabla
13), como también el mayor nimero de bandas Unicas de una poblacidn (Tabla 16), mientras que los

individuos de San Ignacio son los que generaron el menor nimero de éstas (Tabla 16).

El grafico de coordenadas principales (Figura 18) para estas 3 poblaciones revela la misma
distribucién que en el grafico de PCoA para la totalidad de la coleccion de C. caesia, con los
individuos Ccae8, Ccaell y Ccaeld, alejados del centro de distribucion de sus respectivas

poblaciones.

El analisis de la varianza molecular realizado para examinar las diferencias entre y dentro de las
poblaciones muestra, con alto valor significativo (p<0,001), que la mayor parte de la variacién
genética (93,59%) ocurre dentro de las poblaciones, mientras que la varianza entre poblaciones fue
sélo del 6,41%. Estos resultados indican la diferenciacion genética dentro de las 3 poblaciones
estudiadas, revelando la homogeneidad de las 3 poblaciones en estudio. De acuerdo a Salhi-
Hannachi et al. (2005), la baja divergencia entre las poblaciones y la gran variabilidad detectada entre
los indiviudos podrian estar explicadas por la ocurrencia de flujo génico en las poblaciones naturales
de las cuales se originaron estas poblaciones o bien pudieran tener un origen comun. Se debe tener
en cuenta que las 3 poblaciones analizadas se encuentran en un radio de 25 Km en la provincia de

Misiones.

Los resultados obtenidos en este trabajo reafirman a los ISSR como marcadores Utiles para el estudio
de la diversidad genética, debido al gran polimorfismo detectado por iniciador; ademds su simple
manipulacion y bajo costo, los convierte en una buena alternativa de eleccidon cuando no se tiene
conocimiento de la base genética de la especie o género a analizar, y se requieran de resultados

rapidos y confiables.
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/7. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Se optimizd el protocolo de extraccidn y purificacion de ADN para el género Calibrachoa.

Se optimizé el protocolo de amplificacidon de ISSRs para el género Calibrachoa para su utilizacién en
el analisis de diversidad entre 13 especies nativas del género y entre individuos de la especie C.

caesia.

Se analizd la variabilidad genética y el grado de polimorfismo de los 35 individuos de la coleccion de

C. caesia del IF.

Se hallé a través del AMOVA, una gran variacién molecular a nivel intrapoblacional (elegidos a priori

segln su origen geografico).

Se logro establecer un perfil de identificacion molecular (PIM) mediante ISSRs de todos los individuos
incluidos en este trabajo, logrando caracterizar molecularmente a cada uno de ellos en forma
univoca. Esta metodologia podria ser implementada a nuevas variedades obtenidas en el Instituto de
Floricultura, generando informacién adicional al descriptor de éstas en el Registro Nacional de
Cultivares, como también ser una herramienta que aportaria pruebas en casos de violaciones al

registro de obtentor.

Los resultados obtenidos contribuiran con informacién valiosa para ser utilizada en los planes de
mejoramiento del género Calibrachoa llevado a cabo en el Instituto de Floricultura, como en futuros

andlisis poblacionales.
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ANEXOS

ANEXO |: UBICACION GEOGRAFICA DE LAS ESPECIES NATIVAS DEL GENERO
CALIBRACHOA
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Figura 21: Ubicacion de los individuos de Calibrachoa en la provincia de Corrientes.
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Figura 22: Ubicacién de los individuos de Calibrachoa en la provincia de Misiones.
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Figura 23: Ubicacidn de los individuos de Calibrachoa en la provincia de Entre Rios.
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NIVELES DE UNION DE LAS ESPECIES NATIVAS DEL GENERO

CALIBRACHOA

Cexcl

Cexc2

Cmis1

Cmis2

Clinl

Clin2

Cthym1

0.8147

0.7968

0.8633

0.8292

0.8740

0.8443

0.8633

Cthym2

Coval

Cova2

Csp

Cirg

Chum1

Chum2

0.8247

0.8398

0.8237

0.8178

0.8318

0.8565

0.8068

Cparl

Cpar2

Cpyg1

Cpyg2

Clon1

Clon2

Cpub1

0.9165

0.8128

0.8732

0.8036

0.8512

0.8016

0.8876

Cpub2

Ccoml1

Ccom2

Ccael

Ccae2

0.8227

0.8322

0.7894

0.8535
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Tabla 18: Niveles de unién del fenograma de las especies de Calibrachoa.
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ANEXO Ill: TABLAS DE LOCUS TOTALES Y MATRICES DE SIMILITUD

Locus1 0,629 0,391 0,609 0,669 0,476 0,483

Locus2 0,771 0,522 0,478 0,692 0,499 0,506

Locus3 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412

Locus4 0,571 0,345 0,655 0,645 0,452 0,459

Locus5 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112

Locus6 0,800 0,553 0,447 0,688 0,494 0,502

Locus7 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus8 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus9 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
Locus10 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500
Locus11 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus12 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus13 0,571 0,345 0,655 0,645 0,452 0,459
Locus14 0,743 0,493 0,507 0,693 0,500 0,507
Locus15 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locusi6 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412
Locus17 0971 0,831 0,169 0,454 0,281 0,285
Locus18 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus19 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus20 0,029 0,014 0,98 0,075 0,028 0,029
Locus21 0,771 0,522 0,478 0,692 0,499 0,506
Locus22 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus23 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus24 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus25 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus26 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus27 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus28 0,971 0,831 0,169 0,454 0,281 0,285
Locus29 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus30 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus31 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus32 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085

Locus33 0,771 0,522 0,478 0,692 0,499 0,506
Locus34 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus35 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus36 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
Locus37 0,543 0,324 0,676 0,630 0,438 0,444
Locus38 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus39 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311
Locus40 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus41 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus42 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus43 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus44 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus45 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412
Locus46 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus47 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus48 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus49 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289
Locus50 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus51 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus52 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus53 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus54 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus55 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus56 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus57 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus58 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus59 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus60 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus61 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus62 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus63 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus64 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus65 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289
Locus66 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
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Locus67 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus105 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus68 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus106 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus69 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus107 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus70 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus108 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
Locus71 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus109 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus72 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus110 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus73 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus111 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus74 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus112 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus75 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus113 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus76 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus114 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus77 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus115 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus78 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus116 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus79 0,029 0,014 0,98 0,075 0,028 0,029 Locus117 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus80 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus118 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus81 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354 Locus119 0,543 0,324 0,676 0,630 0,438 0,444
Locus82 0,029 0,014 0,98 0,075 0,028 0,029 Locus120 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus83 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500 Locus121 0,914 0,707 0,293 0,605 0,414 0,420
Locus84 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus122 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus85 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477 Locus123 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus86 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus124 0,571 0,345 0,655 0,645 0,452 0,459
Locus87 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus125 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus88 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus126 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus89 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus127 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311
Locus90 0,914 0,707 0,293 0,605 0,414 0,420 Locus128 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus91 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus129 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus92 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus130 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus93 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus131 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus94 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus132 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus95 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus133 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus96 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus134 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus97 0,743 0,493 0,507 0,693 0,500 0,507 Locus135 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311
Locus98 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus136 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus99 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus137 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500
Locus100 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus138 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus101 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus139 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus102 0,657 0,414 0,586 0,678 0,485 0,492 Locus140 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus103 0,629 0,391 0,609 0,669 0,476 0,483 Locus141 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus104 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus142 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
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Locus143 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus181 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locusi144 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333 Locus182 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus145 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus183 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locusi146 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333 Locus184 0,543 0,324 0,676 0,630 0,438 0,444
Locus147 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus185 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus148 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333 Locus186 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus149 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus187 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus150 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus188 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus151 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus189 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locusi52 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus190 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus153 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus191 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locusi54 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333 Locus192 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus155 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus193 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus156 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus194 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus157 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus195 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus158 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus196 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus159 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus197 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus160 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311 Locus198 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locusi61 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus199 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus162 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus200 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus163 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus201 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus164 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412 Locus202 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locusi165 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus203 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locusi66 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus204 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus167 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus205 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus168 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus206 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus169 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus207 0,514 0,303 0,697 0,613 0,422 0,429
Locus170 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus208 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus171 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus209 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
Locus172 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354 Locus210 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus173 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus211 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus174 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus212 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus175 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412 Locus213 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus176 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus214 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412
Locus177 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus215 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus178 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus216 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus179 0,886 0,662 0,338 0,640 0,448 0,454 Locus217 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus180 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus218 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
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Locus219 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus257 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus220 0,800 0,553 0,447 0,688 0,494 0,502 Locus258 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus221 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus259 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus222 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus260 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412
Locus223 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412 Locus261 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus224 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus262 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus225 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311 Locus263 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus226 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus264 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus227 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus265 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500
Locus228 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333 Locus266 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus229 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus267 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus230 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393 Locus268 0,629 0,391 0,609 0,669 0,476 0,483
Locus231 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus269 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus232 0,571 0,345 0,655 0,645 0,452 0,459 Locus270 0,971 0,831 0,169 0,454 0,281 0,285
Locus233 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus271 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus234 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus272 0,743 0,493 0,507 0,693 0,500 0,507
Locus235 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus273 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus236 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus274 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500
Locus237 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus275 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus238 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus276 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289
Locus239 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus277 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus240 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus278 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus241 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus279 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus242 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus280 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus243 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus281 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412
Locus244 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus282 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289
Locus245 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus283 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus246 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus284 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus247 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354 Locus285 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus248 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus286 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus249 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus287 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311
Locus250 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus288 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus251 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus289 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus252 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus290 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus253 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus291 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus254 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354 Locus292 0,829 0,586 0,414 0,678 0,485 0,492
Locus255 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus293 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus256 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus294 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
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Locus295 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus333 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500
Locus296 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus334 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374
Locus297 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus335 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus298 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393 Locus336 0,886 0,662 0,338 0,640 0,448 0,454
Locus299 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus337 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus300 0,914 0,707 0,293 0,605 0,414 0,420 Locus338 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354
Locus301 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus339 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354
Locus302 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus340 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus303 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus341 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus304 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus342 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus305 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus343 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus306 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus344 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393
Locus307 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus345 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374
Locus308 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus346 0,514 0,303 0,697 0,613 0,422 0,429
Locus309 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477 Locus347 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus310 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus348 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus311 0,829 0,586 0,414 0,678 0,485 0,492 Locus349 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus312 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus350 0,800 0,553 0,447 0,688 0,494 0,502
Locus313 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus351 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus314 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus352 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus315 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus353 0,743 0,493 0,507 0,693 0,500 0,507
Locus316 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus354 0,771 0,522 0,478 0,692 0,499 0,506
Locus317 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374 Locus355 0,029 0,014 0,98 0,075 0,028 0,029
Locus318 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus356 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus319 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus357 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus320 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus358 0,886 0,662 0,338 0,640 0,448 0,454
Locus321 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 Locus359 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus322 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus360 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus323 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus361 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus324 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus362 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus325 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412 Locus363 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus326 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus364 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus327 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus365 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus328 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500 Locus366 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus329 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus367 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500
Locus330 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412 Locus368 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus331 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus369 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus332 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus370 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
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Locus371 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus409 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus372 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus410 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311
Locus373 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus411 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus374 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus412 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus375 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311 Locus413 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289
Locus376 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus414 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289
Locus377 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477 Locus415 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus378 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus416 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus379 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus417 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus380 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus418 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus381 0,571 0,345 0,655 0,645 0,452 0,459 Locus419 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
Locus382 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus420 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus383 0,914 0,707 0,293 0,605 0,414 0,420 Locus421 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus384 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus422 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus385 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus423 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus386 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus424 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus387 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus425 0,657 0,414 0,586 0,678 0,485 0,492
Locus388 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus426 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus389 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus427 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus390 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus428 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus391 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus429 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus392 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus430 0,486 0,283 0,717 0,596 0,406 0,412
Locus393 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus431 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus394 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 Locus432 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus395 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus433 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus396 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus434 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus397 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus435 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus398 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 Locus436 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus399 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus437 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus400 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393 Locus438 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus401 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus439 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus402 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus440 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus403 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus441 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus404 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus442 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus405 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus443 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus406 0,886 0,662 0,338 0,640 0,448 0,454 Locus444 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus407 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus445 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus408 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289 Locus446 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
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Locus447 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus485 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289
Locus448 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311 Locus486 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus449 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus487 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus450 0,514 0,303 0,697 0,613 0,422 0,429 Locus488 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus451 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus489 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477
Locus452 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus490 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus453 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus491 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus454 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus492 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus455 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354 Locus493 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
Locus456 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus494 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus457 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus495 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus458 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus496 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374
Locus459 0,657 0,414 0,586 0,678 0,485 0,492 Locus497 0,714 0,465 0,535 0,691 0,498 0,505
Locus460 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus498 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus461 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus499 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus462 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354 Locus500 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477
Locus463 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus501 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus464 0,657 0,414 0,586 0,678 0,485 0,492 Locus502 0,829 0,586 0,414 0,678 0,485 0,492
Locus465 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus503 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus466 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus504 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus467 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus505 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus468 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus506 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus469 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374 Locus507 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus470 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374 Locus508 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus471 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus509 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus472 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354 Locus510 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus473 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus511 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus474 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus512 0,914 0,707 0,293 0,605 0,414 0,420
Locus475 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus513 0,914 0,707 0,293 0,605 0,414 0,420
Locus476 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289 Locus514 0,714 0,465 0,535 0,691 0,498 0,505
Locus477 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus515 0,657 0,414 0,586 0,678 0,485 0,492
Locus478 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus516 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus479 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus517 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus480 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus518 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus481 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus519 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus482 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus520 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus483 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus521 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus484 0,771 0,522 0,478 0,692 0,499 0,506 Locus522 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477
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Locus523 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus561 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus524 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus562 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus525 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus563 0,514 0,303 0,697 0,613 0,422 0,429
Locus526 0,943 0,761 0,239 0,550 0,364 0,369 Locus564 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus527 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus565 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus528 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus566 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374
Locus529 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus567 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus530 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus568 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus531 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus569 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus532 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus570 0,848 0,611 0,389 0,668 0,475 0,483
Locus533 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus571 0,485 0,282 0,718 0,595 0,405 0,411
Locus534 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus572 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus535 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus573 0,629 0,391 0,609 0,669 0,476 0,483
Locus536 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus574 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus537 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus575 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus538 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus576 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus539 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus577 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus540 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus578 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus541 0,029 0,014 0,98 0,075 0,028 0,029 Locus579 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus542 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus580 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus543 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus581 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus544 0,714 0,465 0,535 0,691 0,498 0,505 Locus582 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266
Locus545 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 Locus583 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477
Locus546 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus584 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus547 0,914 0,707 0,293 0,605 0,414 0,420 Locus585 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Locus548 0,886 0,662 0,338 0,640 0,448 0,454 Locus586 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus549 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus587 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus550 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus588 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus551 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 Locus589 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus552 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus590 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus553 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus591 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus554 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus592 0,657 0,414 0,586 0,678 0,485 0,492
Locus555 0,743 0,493 0,507 0,693 0,500 0,507 Locus593 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus556 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus594 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus557 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus595 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus558 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus596 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus559 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus597 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus560 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266 Locus598 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374
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Locus599 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus637 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus600 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 Locus638 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus601 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus639 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus602 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus640 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus603 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus641 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus604 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus642 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus605 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus643 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus606 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus644 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus607 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242 Locus645 0,686 0,439 0,561 0,686 0,493 0,500
Locus608 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192 Locus646 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus609 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus647 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus610 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus648 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus611 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217 Locus649 0,229 0,122 0,878 0,370 0,214 0,217
Locus612 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166 Locus650 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus613 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus651 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085
Locus614 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus652 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166
Locus615 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus653 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus616 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus654 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus617 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus655 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus618 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus656 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus619 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus657 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
Locus620 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139 Locus658 0,600 0,368 0,632 0,658 0,465 0,472
Locus621 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus659 0,029 0,014 0,98 0,075 0,028 0,029
Locus622 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus660 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus623 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477 Locus661 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139
Locus624 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus662 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus625 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus663 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus626 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus664 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus627 0,857 0,622 0,378 0,663 0,470 0,477 Locus665 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus628 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus666 0,629 0,391 0,609 0,669 0,476 0,483
Locus629 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus667 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus630 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029 Locus668 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112
Locus631 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057 Locus669 0,371 0,207 0,793 0,510 0,329 0,333
Locus632 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112 Locus670 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus633 0,457 0,263 0,737 0,576 0,388 0,393 Locus671 0,257 0,138 0,862 0,402 0,238 0,242
Locus634 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus672 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029
Locus635 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus673 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057
Locus636 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085 Locus674 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192
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Locus675 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085

Locus676 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057

Locus677 0,200 0,106 0,894 0,337 0,189 0,192

Locus678 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139

Locus679 0,114 0,059 0,941 0,224 0,111 0,112

Locus680 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus681 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085

Locus682 0,086 0,044 0,956 0,180 0,084 0,085

Locusé83 0,343 0,189 0,811 0,485 0,307 0,311

Locus684 0,400 0,225 0,775 0,534 0,349 0,354

Locusé85 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locusé86 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057

Locus687 0,143 0,074 0,926 0,264 0,137 0,139

Locus688 0,057 0,029 0,971 0,131 0,056 0,057

Locus689 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus690 0,286 0,155 0,845 0,431 0,262 0,266

Locus691 0,314 0,172 0,828 0,459 0,285 0,289

Locus692 0,171 0,090 0,910 0,302 0,163 0,166

Locus693 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus694 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus695 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus696 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus697 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus698 0,429 0,244 0,756 0,556 0,369 0,374

Locus699 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus700 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Locus701 0,029 0,014 0,986 0,075 0,028 0,029

Tabla 19: Locus totales de los individuos de C. caesia
analizados. Band Freq: Frecuencia de la banda, p:
presencia, q: ausencia, H’: indice de Shannon, PIC:
contenido de informacion polimérfica o indice de

diversidad, UHe: Heterocigosidad esperada imparcial.
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Ccael
Ccae2
Ccae3
Ccaed
Ccae5
Ccaeb
Ccae7
Ccae8
Ccae9
Ccael0
Ccaell
Ccael2
Ccael3
Ccaeld
Ccael5
Ccael6
Ccael7
Ccael8
Ccael9
Ccae20
Ccae21
Ccae22
Ccae23
Ccae24
Ccae25
Ccae26
Ccae27

Ccael
1,0000
0,3349
0,3861
0,3545
0,3180
0,4167
0,4536
0,3565
0,3349
0,3333
0,2863
0,3172
0,3682
0,2387
0,2978
0,3088
0,3009
0,3282
0,2475
0,3266
0,3231
0,3288
0,3380
0,3027
0,2958
0,2692
0,2844

Ccae2 Ccae3 Ccae4d Ccae5 Ccaeb

1,0000
0,4484
0,4573
0,4688
0,3877
0,4110
0,3867
0,3932
0,4072
0,3130
0,3780
0,3707
0,2927
0,3563
0,3512
0,3846
0,3604
0,2939
0,3348
0,4333
0,3577
0,4017
0,3088
0,3750
0,3710
0,3333

1,0000
0,5336
0,4163
0,4429
0,4352
0,4071
0,3974
0,3805
0,2825
0,3505
0,4241
0,3074
0,4000
0,3898
0,4192
0,3527
0,2982
0,3689
0,4178
0,3730
0,4120
0,3555
0,3675
0,3586
0,3704

1,0000
0,5398
0,4397
0,4261
0,4007
0,3968
0,3983
0,2918
0,3524
0,3868
0,3012
0,3721
0,3676
0,3887
0,3544
0,2661
0,3306
0,3502
0,3422
0,3992
0,2869
0,3852
0,3346
0,3245

1,0000
0,4185
0,4107
0,3507
0,3427
0,3648
0,2857
0,3409
0,3542
0,3265
0,3465
0,3975
0,3849
0,3435
0,2531
0,3138
0,3812
0,3320
0,3400
0,2586
0,3640
0,2948
0,3452

1,0000
0,5100
0,4684
0,4115
0,4340
0,3113
0,4337
0,4465
0,3178
0,3554
0,3974
0,3605
0,3721
0,2632
0,3333
0,3548
0,3856
0,3718
0,3005
0,3805
0,3427
0,3430

Ccae7 Ccae8 Ccae9 Ccael0 Ccaell Ccael2 Ccael3 Ccael4 Ccael5 Ccael6b

1,0000
0,4741
0,4558
0,4123
0,3135
0,3959
0,4319
0,3203
0,4123
0,4144
0,3946
0,3568
0,2877
0,3803
0,3714
0,4079
0,3938
0,3416
0,3846
0,3457
0,3292

1,0000
0,4418
0,3651
0,3136
0,3487
0,4153
0,3097
0,3731
0,4063
0,3784
0,3563
0,2863
0,2977
0,3254
0,3849
0,3571
0,2680
0,3750
0,3274
0,2943

1,0000
0,4318
0,3083
0,3333
0,3761
0,2778
0,4184
0,4329
0,4261
0,3846
0,3172
0,3013
0,3739
0,4632
0,3663
0,3091
0,3515
0,3543
0,3386

1,0000
0,3059
0,4427
0,3406
0,3290
0,3787
0,3562
0,3491
0,3535
0,2851
0,2870
0,4010
0,3571
0,3208
0,3350
0,3568
0,3539
0,3156

1,0000
0,3305
0,2928
0,2734
0,2935
0,3022
0,2910
0,2462
0,2146
0,2557
0,2717
0,3040
0,2635
0,2439
0,2868
0,2792
0,2688

1,0000
0,4200
0,3209
0,3438
0,3379
0,3122
0,3333
0,2794
0,2757
0,3979
0,3158
0,3067
0,2872
0,3443
0,3247
0,3070

1,0000
0,2922
0,3678
0,3922
0,4035
0,3423
0,2543
0,3348
0,3624
0,3866
0,3787
0,3009
0,3347
0,3176
0,3173

1,0000
0,3678
0,3402
0,3061
0,3070
0,2436
0,2072
0,3084
0,2548
0,2366
0,2217
0,2600
0,2679
0,2567

1,0000
0,5044
0,4340
0,3877
0,3162
0,3061
0,3249
0,3502
0,3373
0,2790
0,3441
0,3789
0,3372

1,0000
0,5161
0,4213
0,3158
0,3220
0,3304
0,4125
0,3373
0,2844
0,3500
0,3168
0,3216
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Ccael7 Ccael8

1,0000
0,4074
0,3084
0,3149
0,4028
0,4118
0,4043
0,3105
0,3660
0,3465
0,3468

1,0000
0,3750
0,3411
0,3192
0,3193
0,3276
0,2990
0,3653
0,3502
0,3506
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Ccae28
Ccae29
Ccae30
Ccae31
Ccae32
Ccae33
Ccae34
Ccae35
Vic

Ccael9
Ccae20
Ccae21
Ccae22
Ccae23
Ccae24
Ccae25
Ccae26
Ccae27
Ccae28
Ccae29
Ccae30
Ccae31
Ccae32
Ccae33
Ccae34
Ccae35
Vic

Tabla 20: Matriz de similitud de los individuos de la coleccién de C. caesia, segun el coeficiente de SM.

0,3000
0,2347
0,2910
0,2893
0,2995
0,2983
0,2146
0,2135
0,0602

Ccael9
1,0000
0,2556
0,2685
0,3008
0,3144
0,3081
0,3333
0,3151
0,3616
0,3697
0,2500
0,2780
0,3016
0,2957
0,3052
0,1883
0,2029
0,0605

0,3504
0,2611
0,3459
0,3654
0,3598
0,3643
0,2116
0,2321
0,0762

Ccae20

1,0000
0,3302
0,3237
0,3263
0,2919
0,2991
0,2897
0,3208
0,2918
0,2488
0,2751
0,3077
0,2917
0,3320
0,2096
0,1918
0,0580

0,3489
0,2371
0,3396
0,3745
0,3932
0,3735
0,2311
0,2257
0,0724

Ccae21

1,0000
0,3728
0,3829
0,3200
0,3013
0,2915
0,3067
0,2996
0,2559
0,3268
0,3468
0,3451
0,3293
0,2546
0,2624
0,0742

0,2934
0,2490
0,3228
0,3405
0,3282
0,3540
0,2292
0,1992
0,1026

0,3130
0,2575
0,2852
0,2929
0,3020
0,3247
0,2254
0,2198
0,0993

0,3205
0,2523
0,3448
0,3385
0,3707
0,3911
0,2284
0,2396
0,0743

0,3174
0,2593
0,3800
0,3680
0,3805
0,3725
0,2455
0,2464
0,0612

0,3071
0,2137
0,3624
0,3566
0,3459
0,3750
0,1861
0,1794
0,0915

0,3389
0,2350
0,3558
0,3496
0,3708
0,3536
0,2489
0,2281
0,0787

0,3203
0,2545
0,3244
0,3333
0,3476
0,3478
0,2112
0,2100
0,0608

0,2426
0,2231
0,2752
0,2694
0,2804
0,2765
0,1805
0,2016
0,0844

0,2995
0,2600
0,3556
0,3544
0,3349
0,3532
0,2113
0,2539
0,0699

0,2893
0,2646
0,3460
0,3552
0,3487
0,3333
0,2101
0,2089
0,0629

0,2430
0,1750
0,2292
0,2581
0,2840
0,2563
0,1901
0,1982
0,0881

0,3429
0,2355
0,3297
0,3579
0,3574
0,3419
0,2200
0,2092
0,0764

0,3487
0,2554
0,2964
0,2996
0,3360
0,3371
0,2172
0,2112
0,0784
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0,3418
0,2468
0,3284
0,3173
0,3568
0,3460
0,2049
0,2193
0,0721

0,3578
0,2667
0,3152
0,3241
0,3090
0,3333
0,2089
0,2075
0,0590

Ccae22 Ccae23 Ccae24 Ccae25 Ccae26 Ccae27 Ccae28 Ccae29 Ccae30 Ccae31l Ccae32 Ccae33 Ccae34 Ccae35 Vic

1,0000
0,3878
0,3578
0,3240
0,3333
0,3651
0,3554
0,2585
0,3504
0,3849
0,3644
0,3893
0,2614
0,2308
0,0871

1,0000
0,3488
0,4069
0,3730
0,4025
0,3473
0,3049
0,4331
0,4102
0,4206
0,4150
0,2213
0,2423
0,0712

1,0000

0,3178 11,0000

0,2949 0,5045 1,0000

0,2826 0,3941 0,4463 1,0000

0,3113 0,3911 0,3745 10,4619 1,0000

0,2938 0,2691 0,2667 0,2596 0,3037 1,0000

0,2549 0,3813 0,4462 0,3731 10,3643 0,2996 1,0000

0,2980 0,3696 0,4237 0,3931 0,3960 0,3074 0,6157 1,0000

0,2857 0,3644 0,4232 0,3730 0,3691 0,3196 0,4979 0,5565 1,0000

0,2560 0,3686 0,4231 10,3870 0,3622 0,3235 0,5582 10,5844 0,5570 1,0000
0,2319 0,2143 0,2205 0,1984 0,1770 0,2019 0,2285 0,2548 0,2500 0,3036 1,0000
0,1900 0,2639 0,2458 0,2328 0,238 0,1773 0,2430 0,2510 0,2400 0,2389 0,3516
0,0509 0,0952 10,0854 10,0703 0,0633 0,0623 0,0744 10,1049 0,0789 0,1025

1,0000
0,0846 0,0772 1,0000
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Cexcl Cexc2 Cmisl Cmis2 Ccael Ccae2 Cirg Csp Cparl Cpar2 Coval Cova2 Cpubl Cpub2 Cpygl Cpyg2 Clonl Clon2 Chuml Chum2 Clin1 Clin2 Cthym1l Cthym2 Ccoml Ccom2
Cexcl 1,0000
Cexc2  0,8147 1,0000
Cmis1 0,8140 0,8170 1,0000
Cmis2  0,8018 0,8079 0,8633 1,0000
Ccael 0,7631 0,7859 0,8033 0,7882 1,0000
Ccae2 0,7775 0,7897 0,8056 0,7920 0,8535 1,0000
Cirg 0,7920 0,8117 0,8276 0,8155 0,7935 0,8003 1,0000
Csp 0,7844 0,7935 0,8322 0,8079 0,7798 0,7957 0,8314 1,0000
Cparl 0,7950 0,8102 0,8140 0,7957 0,7920 0,8079 0,8254 0,8102 1,0000
Cpar2 0,7844 0,7965 0,7897 0,7715 0,7783 0,7897 0,7995 0,7904 0,9165 1,0000
Coval 0,7995 0,8162 0,8337 0,8125 0,7874 0,7942 0,8238 0,8284 0,8254 0,8041 1,0000
Cova2 0,8125 0,7927 0,8421 0,8117 0,7927 0,8087 0,8155 0,8170 0,8155 0,7988 0,8398 1,0000
Cpubl 0,7715 0,7866 0,8147 0,7904 0,7836 0,7935 0,8094 0,8064 0,8155 0,7866 0,8003 0,8071 1,0000
Cpub2  0,7882 0,7897 0,8178 0,8011 0,7882 0,8011 0,8094 0,8125 0,8185 0,7897 0,8155 0,8178 0,8876 1,0000
Cpygl 0,7844 0,7965 0,8018 0,7957 0,7798 0,7806 0,8011 0,7980 0,8147 0,8087 0,8011 0,7973 0,7866 0,8064 1,0000
Cpyg2 0,7836 0,8033 0,8132 0,8011 0,7927 0,7889 0,8276 0,8140 0,8170 0,8109 0,8079 0,8132 0,7904 0,8162 0,8732 1,0000
Clon1 0,7866 0,7836 0,8056 0,7965 0,7821 0,7920 0,8109 0,7988 0,8155 0,7882 0,7973 0,8071 0,8011 0,8087 0,7836 0,7980 1,0000
Clon2 0,7821 0,7957 0,8041 0,7980 0,7836 0,7859 0,8155 0,8140 0,8125 0,7882 0,7988 0,8071 0,8026 0,8147 0,7806 0,8011 0,8512 1,0000
Chum1 0,7904 0,7844 0,8246 0,7927 0,7737 0,7806 0,8314 0,8132 0,8102 0,7889 0,8087 0,8003 0,8079 0,8049 0,7904 0,7988 0,8003 0,7973 1,0000
Chum2 0,7942 0,7988 0,8178 0,7980 0,7836 0,7874 0,8322 0,8155 0,8155 0,7897 0,8049 0,8162 0,8041 0,8117 0,7866 0,8087 0,8132 0,8193 0,8565 1,0000
Clin1 0,8140 0,8246 0,8345 0,8254 0,7866 0,8011 0,8216 0,8276 0,8216 0,8049 0,8246 0,8238 0,8178 0,8178 0,8094 0,8162 0,8071 0,8117 0,8155 0,8117 1,0000
Clin2 0,8064 0,8155 0,8360 0,8314 0,7957 0,8102 0,8428 0,8459 0,8352 0,8079 0,8337 0,8238 0,8238 0,8238 0,8170 0,8269 0,8178 0,8132 0,8261 0,8314 0,8740 1,0000
Cthym1 0,7942 0,7988 0,8223 0,8193 0,7790 0,7920 0,8200 0,8170 0,8018 0,7790 0,8094 0,8208 0,7965 0,8056 0,7983 0,8011 0,7889 0,7874 0,8140 0,8117 0,8405 0,8330 1,0000
Cthym2 0,8155 0,8398 0,8330 0,8314 0,7973 0,8056 0,8352 0,8140 0,8368 0,8216 0,8231 0,8375 0,8178 0,8223 0,8216 0,8238 0,8254 0,8132 0,8231 0,8223 0,8557 0,8481 0,8633 1,0000
Ccoml1 0,7745 0,7882 0,8102 0,7889 0,7806 0,7950 0,8125 0,7957 0,8064 0,7821 0,7957 0,7995 0,8284 0,8345 0,7821 0,7980 0,8102 0,7995 0,7957 0,7950 0,8071 0,8162 0,7904 0,8117 1,0000

Ccom2 0,7616 0,7783 0,7927 0,7745 0,7692 0,7775 0,8041 0,8011 0,8011 0,7737 0,7920 0,7866 0,8155 0,8125 0,7768 0,7882 0,7942 0,7866 0,7798 0,7912 0,8018 0,8079 0,7760 0,7988 0,8322 1,0000

Tabla 21: Matriz de similitud de las especies de Calibrachoa, segun el coeficiente de SM.
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ANEXO IV: REACTIVOS

1 M TRIS pH=8

Disolver 121 g de Tris-Base en aprox. 750 mL de H,0(d). Agregar HCl hasta llevar a pH. Completar con
H,0(d) hasta 1000 mL. Autoclavar.

0,5 M EDTA pH=8

Disolver 186,12 g de Na,EDTA*2H,0 (PM=372,24) en aprox. 750 mL de H,0(d). Agregar NaOH hasta

llevar a pH. Completar con H,0(d) hasta 1000 mL. Autoclavar.
5M Nacl
Disolver 22,2 g de NaCl (PM=58,44) en H,0(d) hasta un volumen final de 1000 mL. Autoclavar.

TE pH=8 (10 mM Tris pH=8, 1ImM EDTA pH=8)

STOCK 50mL 100 mL 500mL 100 mL

1 M TRIS pH=8 0,5 1,0 5,0 10,0
0,5MEDTApH=8 0,1 0,2 1,0 2,0
H,0(d) c.s.p.  C.S.p. c.s.p. c.s.p.

Buffer de extraccion pH=8

Reactivos Cantidades

H,O0 (d) c.s.p. 200 mL
TRIS 1M pH=8 20 mL
EDTA 0,5M pH=8 20 mL
NaCl 5M 56 mL
CTAB ag

PVP-40 1% p/v
B Mercapto-etanol® 2% v/v

Autoclavar. 'El B Mercapto-etanol debe agregarse a la solucién inmediatamente antes de usar. TRIS:
Tris(hidroximetil)Jamino metano, EDTA: 4cido etilendiamintetraacético, CTAB: bromuro de cetiltrimetilamonio,

PVP: polivinil pirrolidona.
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Preparacion de dNTPs
Solucion madre:

Tomar 100 plL de cada uno de los deoxinucleédtidos trifosfato (dNTPs): dATP, dGTP, dTTP, dCTP (cc

100 mM) y llevar a 1000 pL con H,0 (u.p.) estéril. Concentracidn final 10 mM.

Solucidn uso:

Tomar 10 ulL de la solucién madre (10 mM) y llevar a 80 pL con H,0 (u.p.) estéril. Concentracion final

1,25 mM.

Preparacion de Iniciadores
Solucion uso:

Tomar 20 ulL de la soluciéon madre (cc 100 uM) y llevar a 100 pL con TE pH=8 estéril. Concentracién

final 20 pM.
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS LIOFILIZDAS

(seglin Pérez de la Torre, et al., 2010)
2 Calcular la cantidad de buffer de extraccién a utilizar (1,1 mL por muestra)
2> Precalentar el buffer de extraccién + 2% B mercaptoetanol (v/v) a 65°C.

2 Agregar 30-40 mg de la muestra liofilizada en un tubo de 2 mL junto con 1000 pL del buffer de

extraccion precalentado.

2 |levar al bafio termostatico (65°C) por 2 Hs con agitacidn constante.

¥

Agregar un volumen de Cloroformo/Octanol (24:1).

2*  Centrifugar 10 min a 12.000 RPM a 4°C. Separar sobrenadante (De ser necesario, repetir este

paso centrifugando por 5 min)
2 Precipitar con medio volumen de Isopropanol frio. Dejar a -20°C por 15 min, o bien a -20°C ON.

2 Centrifugar a 13.500 RPM por 40 min a 4°C. Descartar sobrenadante. Secar invertido sobre

papel absorvente.

2> Resuspender en 250 puL de TE 1X hasta disolver. De ser necesario llevar a bafio termostatico

(55°C) hasta disolucion total del ADN.

2 Agregar 2,5 L de RNasa A (10 mg/mL) (1% del vol. de resuspensién). Dejar 30 min a 37°C 6 1

hora a temperatura ambiente.
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Agregar un volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilco (25:24:1). Centrifugar 10 min a

13.500 RPM a 4°C. Separar la parte acuosa en un nuevo tubo de 1,5 mL. Reservar.

Agregar un volumen de TE 1X al tubo que contiene la fase orgdnica y la interfase. Centrifugar 10
min a 13.500 RPM a 4°C. Separar la parte acuosa y agregarla al tubo que contiene el 1%

sobrenadante.

Agregar un volumen de Cloroformo/Octanol (24:1). Centrifugar 10 min a 13.500 RPM a 4°C.

Separar sobrenadante. Repetir este paso (de ser necesario) centrifugando por 5 min.

Precipitar con 5% (volumen del sobrenadante) de NaCl 5M y medio volumen de Isopropanol frio.
Dejar a -20°C por 15 min o a -20°C ON.

Centrifugar 40 min a 13.500 RPM a 4°C. Descartar sobrenadante.

Lavar 2 veces con 500 uL de etanol al 70% cada vez. Centrifugar a 13.500 RPM a 4°C por 2 min.

Descartar sobrenadante. Secar invertido sobre papel absorvente.

Resuspender en cantidad suficiente de TE 1X hasta disolver. De ser necesario llevar a bafio

termostatico (55°C) por 5 min o hasta disolucidn total del ADN.

Conservar a -20°C.
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