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SUMMARY

The am of this work was the identification by isozyme and RAPD’s of dominant,
codominant and suppresses trees with his corresponding characters of form, from stand of
Eucalyptus globulus Labill. ssp globulus in Miramar, Buenos Aires, Argentina (35° 10" S; 59°
07" W; 29 m snm). The isozyme systems were SKDH (Shikimate dehydrogenase), MDH
(Malate dehydrogenase), IDH (Isocitrate dehydrogenase), APH (Acid phosphatase) y 6-
PGDH 6-phosphogluconate dehidrogenase). For RAPD’s, we employed sequences of primer
of Operon Technologies Inc. of 10 pairs of bases. From the results it's was generated one
similitude matrix using the Jackard’s coefficient of association. 1sozyme systems were not
sufficient to determine the different phenotypes. RAPD’s alow define genotypes that were
unique for any individual sampled. The clusters of individuals in their social categories and
others characters didn’t correspond with clusters generated.

Key words. Eucalyptus globulus Labill. ssp globulus, molecular markers, population
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue la identificacion mediante técnicas isoenzimaticas y
RAPD’s de é&boles dominantes, codominantes y suprimidos con sus correspondientes
caracteres de forma, pertenecientes a un rodal de Eucalyptus globulus ssp globulus ubicado en
Miramar, Buenos Aires, Argentina (35° 10" S; 59° 07 W; 29 m snm). Los sistemas
isoenzimaticos fueron SKDH (Shikimate dehydrogenase), MDH (Malate dehydrogenase),
IDH (Isocitrate dehydrogenase), APH (Acid phosphatase) y 6 PGDH 6 phosphogluconate
dehidrogenase). Para los RAPD’s se emplearon secuencias de primers generadas por Operon
Tecnologies Inc. de 10 pares de bases, a partir de los resultados se generé una matriz de
similitud empleando el coeficiente de asociacion de Jaccard.

Los sistemas isoenzimaticos no alcanzaron para definir los diferentes fenotipos. Los
RAPD’s permitieron generar genotipos que fueron Unicos para cada individuo ensayado. El
agrupamiento de los individuos en sus categoria sociales y otros caracteres no se correspondio
con e agrupamiento generado.
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INTRODUCCION

Los marcadores génicos isoenziméticos y los marcadores moleculares son
herramientas basicas para € estudio de la variaciéon genética y son utilizados en cuestiones
tedricas y practicas de la genética forestal.

El conocimiento de la variacion dentro de la poblacion es importante para determinar
la eficiencia de los diferentes métodos de seleccion

El objetivo del trabajo fue gercitar técnicas bioquimicas y moleculares.sobre material
de un roda de Eucalyptus globulus ssp globulusobjeto para la deteccién genética de la
variabilidad poblacional y de individuos genéticamente superiores.

MATERIALESY METODOS

Se trabaj6 sobre un rodal de Eucalyptus globulus ssp globulus ubicado en Miramar,
Buenos Aires, Argentina (35° 10" S; 59° 07" W; 29 m snm). El material recolectado consistio
en hojas jovenes de arboles previamente seleccionados cuya caracterizacion fenotipica se
detalaen laTabla 1.

Los individuos de los cuales se extrgjo €l material de comparacion fueron producto de
un balance entre dominantes, codominantesy suprimidos. En la Tabla 1, se detallan las
caracteristica fenotipicas de cada uno.

Tabla 1- Caracterizacion fenotipica estructural y de forma.
Phenotypical structural characterization and form.

Arbol n°|Posicion. DAP Ht| Hflr Rectitud | Grosor Abun Angulo
sociological (cm) (m) |(m) defuste de |danciade|lnsercién
ramas| ramas |deramas
1 S 8.12 |10.26 4.22 3 2 2 3
2 D 33.10 {30.28 4.68 2 2 2 1
3 S 2244 1531 2.39 3 2 1 2
4 D 37.88 |31.10 1019 1 2 2 1
8 D 40,70 |31,50 1560 1 1 2 1
10 S 17.24 18.00 4.60 2 2 2 2
11 S 12.01 |10.00 6.00 1 1 1 1
12 D 26.26 |32.00 1600| 2 1 1 1
13 D 33.90 |29.99 1146 2 2 1 2
14 D 35.33 [33.61 2.58 1 2 1 1
15 D 30.88 |33.37 1394 1 1 1 3

Referencias: D= dominante; S= Suprimido
Los materiales de andlisis (hojas) se colocaron en bolsas plésticas debidamente
identificadas y se mantuvieron en hielo en e campo hasta su envio, ese mismo dia, a
laboratorio de la catedra de Silvicultura; ali el material fue almacenado de |a siguiente forma:
una parte fue congelada con nitrogeno liquido y colocada a —70° en bolsas plésticas y otra
parte fue conservada a4° C durante la semanaen la cua se llevaron a cabo los andlisis.
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a) lsoenzimas

De los bufferes utilizados para la extracciéon de las enzimas € més adecuado para este
tipo de tgidos. Se consideré que e Trig/Cl fue e més apropiado. Como sustancias
acomplejantes se utilizaron e B-mercaptoetanol, Polivinil pirrolidona (PVP), Etilen diamino
tetracético (EDTA). Dados los resultados obtenidos se deberia seguir investigando la forma de
lograr un homogerseto apropiado para una mejor resolucion de los zimogramas, tratando de
reducir el efecto de las sustancias que interfieren en la separacion de las proteinas como los
fenolesy quinonas.

Para |la preparacion del homogenato se mezclaron aproximadamente, 30 mg de tgjido
foliar fresco con unas pocas gotas del buffer de extraccion (100 ml Tris’HCI pH 7.5, 1% wiv
PVP soluble (PM 25.000), 0.5 mM EDTA, 1 ml b-mercaptoethanol). La homogeneizacién se
llevd a cabo en policubetas de vidrio. Para mantener e homogenato refrigerado la
policubeta se colocd sobre hielo. Parala siembra se prepararon mechas de papel Whatmam
n° 3 (4 x 8 mm).

Para |la realizacion de la electroforesis se realizaron ensayos con diferentes sistemas
buffers, sistemas isoenzimaticos, concentraciones de almidén y condiciones de corrida
opténdose con la metodol ogia que se detalla a continuacion.

Para las isoenzimas SKDH (Shikimate dehydrogenase), MDH (Malate dehydrogenase)
e IDH (Isocitrate dehydrogenase) se utilizo el sistema continuo Tris Citrico de pH 7,2 (Soltis,
1983), y para la separacién de APH (Acid phosphatase) y 6-PGDH 6-phosphogluconate
dehidrogenase) se utilizd e sistema discontinuo Acido boérico-Hidroxido de Litio de pH 8,3
(Soltis, 1983).

Los geles fueron preparados con almidon con una concentracion del 11%. La
electroforesis fue conducida durante 4 horas a 75 mA constantes en refrigerador. También se
ensayaron otras concentraciones de almidon y condiciones de corrida que no presentaron
mejores resultados. Las soluciones de tincion fueron preparadas segun protocolos de Cheliak
& Pitel. Sefijaron en una solucion de glicerol, &cido acético, aguay etanol.

En los ensayos se utilizd material almacenado bajo diferentes condiciones, en heladera
a4°Cy enfreezer a—70°C.

b) Marcadores moleculares RAPD.

Se procedio a amplificar a partir de ADN gendmico diversos fragmento que luego se
separaron en geles de agarosa a 2 % por electroforesis sumergida y tincién con bromuro de
etidio bgjo luz UV (FERREYRA & GRATTAPAGLIA, 1996)

La extraccion de ADN se realizd a partir de tgido foliar de plantas seleccionadas
empleando el méodo CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987) modificado (CTBA buffer, lavado
con cloroformo isoamilacohol, precipitacion con isopropanol acetato.

La amplificacion se efectué con una termocicladora Thermolyne Temptronic con €l
siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 92 °C durante 57; 45 ciclosa92 °Cpor 1" y
72 °C por 2', finalizando con unaextension a 72° C por 5.

Los productos de amplificacion se resolvieron en presencia de un marcador de peso
molecular Promega Biotech en geles de agarosa a 2%, tefiidos con bromuro de etidio y
visualizacion bgjo luz UV.

La estimacion de los fragmentos de ADN se realizé con € programa SigmaGel.

Para el procesamiento informatico de los datos se recurrio al programa NTSyS.
A partir de los resultados se generd una matriz de similitud empleando el coeficiente
de asociacién de Simple Matching.
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A partir de los resultados se generd una matriz de similitud empleando el coeficiente
de asociacion de Jaccard. Mediante € método UPGMA se generaron los correspondientes
fenogramas y también se realiz6 un andlisis de escalas multidimensionales (MDS).

RESULTADOS

El material almacenado bajo diferentes condiciones, en heladeraa 4°Cy en freezer a
—70°C no presentd diferencias.

L os sistemas de mejor resolucion fueron:

SKDH: se observé una zona de actividad a los 2,5 cm de la siembra que no presento
diferencias entre los genotipos ensayados.

MDH: esta enzima no presentd diferencias entre |os genotipos evaluados.

IDH: La zona de actividad no presentd polimorfismo y se localizd alos 2,4 cm de la
siembra.

6- PGDH: se revelaron 2 zonas una claramente monomorfica a 1,5 cm de la partida 'y
otrano tan clara alos 3,5 cm que no permiti6 identificar diferentes fenotipos isoenzimaticos

ACP: La zona de actividad se present6 entre 1 - 2 cm siendo la misma muy tenue no
permitiendo diferenciar fenotipos isoenzimaticos.

Debido a la fata de resolucion de los sistemas isoenziméticos analizados bajo
diferentes condiciones se procedio ala utilizacion de técnicas moleculares méas complegjas.

La sintesis de procedimientos rescatados del andlisis de los arboles de Eucalyptus
globulus con marcadores RAPD fueron:

Tabla 2- Marcadores RAPD’s. Sintesis de procedimientos.
RAPD’s markers. Procedure synthesis

NuUmero Total de Primers 25

Numero de Primers Polimorficos 9

Primers Polimorficos Sel eccionados 6

Total de Bandas Polimorficas Analizadas 17

Promedio de Bandas Polimérficas por Primer 3

Tamafio de las Bandas Amplificadas 450- 1550
pb

Porcentaje de Primers Polimoficos 35 %

Es importante aclarar que en e andlisis de los datos no se incluyeron las bandas
presentes en todos los individuos, esto lo Unico que altera en el andisis es €l valor del indice
de similitud que debido a lo expuesto fue menor. Sin embargo, € andlisis del conjunto de las
bandas generadas con los primers polimorficos, mostrd que cada individuo tuvo un genotipo
propio.

El andlisis de |os resultados se rediz utilizando dos indices: el indice de Jaccard y €
indice de Single Matching.

Ladiferencia de estos dos indices es que € indice de Single Matching le daigual peso
a las dobles ausencias 0 a las dobles presencias, tomando a esto como una similitud entre
individuos. El indice de Jackard no le da peso a las dobles ausencias, es decir las dobles
ausencias no generan similitud.

Los agrupamientos generados con estos dos indices fueron distintos. Con el
coeficiente de Jackard el arbol que se generd tiene una menor distorsiéon puesto que su CCC
fue de 0,72. Este &bol agrupd a los individuos en tres grandes clusters, un primer cluster que
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incluy6 alosindividuos 1y 12. Un segundo cluster contiene alos individuos 2, 8, 4, 15, 10y
14y, finalmente un tercer grupo con tres individuos 3, 13y 11.

El agrupamiento realizado con €l indice de Single Matching como era esperable,
generd un coeficiente de similitud mas alto entre los individuos debido a que como se aclaré
precedentemente debido a la consideracion de las dobles ausencias.

El agrupamiento debido a este indice mostré una mayor distorsiéon entre lamatriz y €l
fenograma, el CCC fue de 0,67. En relacion a los agrupamientos se detectaron dos grupos,
uno que incluyo los individuos 1, 3, 13, 10 y 14; otro grupo que incluy6 a los individuos 2, 4,
8,15y 12y un tercer grupo formado por un solo individuo € 11.

CONCLUSIONES

El material almacenado bajo diferentes condiciones, en heladeraa 4°Cy en freezer a
—70°C no presento diferencias.

Los sistemas isoenzimaticos analizados no permitieron establecer diferencias entre los
individuos evaluados.

Los RAPD permitieron generar genotipos que fueron Unicos para cada individuo
ensayado.

El agrupamiento de los individuos en sus categorias sociaes, dap, atura total, rectitud
de fuste, grosor de rama, abundancia de ramay angulo de insercidn, no se correspondié con €l
agrupamiento de los marcadores moleculares.
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