AREA AGRICOLA

CHARACTERIZATION AND ANALYSIS OF THE
GENETIC VARIABILITY OF MULBERRY (Morus spp)
ACCESSIONS USING MICROSATELLITE MARKERS

Julian David Trochez Solarte
Universidad del Cauca, Colombia
juliantrochez@unicauca.edu.co

Ivan Enrique Paz Narvaez
Universidad del Cauca, Colombia
ipaz@unicauca.edu.co

Martha Almanza Pinzén
Universidad del Cauca, Colombia

malmanza@unicauca.edu.co

Ximena Ruiz Erazo
Universidad del Cauca, Colombia

xruiz@unicauca.edu.co

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
vol. 15, num. 1, p. 49 - 70, 2024

Universidad Nacional Abierta y a Distancia, Colombia
ISSN: 2145-6097

ISSN-E: 2145-6453

Periodicidad: Semestral

Recepcién: 03 Diciembre 2022
Aprobacién: 22 Marzo 2023
Publicacién: 01 Enero 2024
DOI:

URL:

z@\meu H

™

Revista de Investigacion
Agraria y Ambiental

Resumen: Contextualizaciéon: el analisis de diversidad
genética es fundamental para conservar y aprovechar
adecuadamente los recursos genéticos, tanto vegetales como
animales, ademds trascendental para el desarrollo de estrategias
de seleccién y mejoramiento para la obtencién de materiales
promisorios.

Vacio de conocimiento: los estudios de caracterizacién y
andlisis de la variabilidad genética reportados para morera
Morus spp en Colombia son pocos, por lo que es necesario su
desarrollo a fin de proporcionar informacién que permita
depurar y optimizar, tanto el manecjo como el uso y la
conservacién del germoplasma disponible, aportando a la
recuperacién y aprovechamiento del potencial de estos
recursos genéticos.

Propésito: la investigacién se orienté a caracterizar
genéticamente la coleccién de morera Morus spp del proyecto
de sericultura caucana empleando marcadores microsatélites.
Metodologia: se evaluaron 36 accesiones pertenecientes a la
coleccién de morera conservada en el Centro de Estudios
Vegetales de La Rejoya, Universidad del Cauca, utilizando 10
microsatélites marcados con fluorescencia. Se evaluaron
pardmetros de diversidad y estructura genética 'y,
adicionalmente, se determinaron relaciones genéticas mediante
un Anélisis de Cluster.

Resultados y conclusiones: fueron detectados 49 alelos, con
un PIC medio de 0,57, indicando el empleo de marcadores
polimoérficos e informativos. El andlisis de estructura
poblacional con método bayesiano (STRUCTURE v 2.3.4) y
el de agrupamiento (Neighbor—joining, PCoA) indicaron tres
grupos poblacionales discretos, con una diferenciacion genética
significativa del 22% (AMOVA-Fst; p<0,001). Destacé el
hallazgo de 19 genotipos diferentes, sugiriendo la presencia de
un alto nimero de materiales duplicados que deberdn ser
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evaluados para posible eliminacién de recursos redundantes en
el banco de germoplasma.

Palabras clave: diversidad genética, estructura poblacional,
germoplasma, marcador molecular, sericultura.

Abstract: Contextualization: The analysis of genetic diversity
is essential to preserve and adequately harness genetic
resources, both plant and animal, and it is transcendental for
developing selection and improvement strategies to obtain
promising materials.

Knowledge gap: There are few studies of characterization and
analysis reported of genetic variability for mulberry Morus spp.
in Colombia and need to be developed in order to provide
information that enables refining and optimizing the
management, use, and conservation of the available
germplasm, contributing to the recovery and harnessing of
these genetic resources’ potential.

Purpose: The research aimed to genetically characterize the
mulberry, Morus spp., collection of the Cauca region
sericulture project using microsatellite markers.

Methodology: 36 accessions belonging to the mulberry
collection conserved at the Centro de Estudios Vegetales La
Rejoya (Center for Plant Studies La Rejoya in English) of
Universidad del Cauca were evaluated using ten microsatellites
fluorescently labeled. The diversity and genetic structure
parameters were evaluated. Additionally, the genetic
relationships were determined through a cluster analysis.
Results and conclusions: 49 alleles were detected, with a mean
PIC of 0.57, indicating the use of polymorphic and
informative markers. The population structure analysis with
the Bayesian (STRUCTURE v 2.3.4) and grouping methods
(Neighbor-joining and PCoA) indicated three discrete
population groups with significant genetic differentiation of
22% (AMOVA - Fst; p<0.001). It highlighted the finding of
nineteen different genotypes, suggesting the presence of a high
number of duplicate materials that will have to be evaluated
for the possible elimination of redundant resources in the
germplasm bank.

Keywords: genetic diversity, population structure, germplasm,
molecular marker, sericulture.



JULIAN DAVID TROCHEZ SOLARTE, [VAN ENRIQUE PAZ NARVAEZ, MARTHA ALMANZA PINZON, ET AL. CARACTERIZACIO...

RESUMEN GRAFICO

Marcadores
polimorficos,
insesgados e
informativos

e

Diversidad
genética

+

Estructura
genética
+

Alto nimero de Relaciones Conformacion de
duplicados: 19 genéticas tres grupos

genotipos _poblacionales
contrastantes discretos, con alta
en un total de d'fir:é’;?‘caac"’”

g I

36 accesiones apagrente esgaso
SEINEGEH flujo genético

autores.

1. INTRODUCCION

La morera Morus spp. es un drbol caducifolio, lefioso, perenne y de crecimiento rapido, perteneciente a la
familia Moraceae, con variedades y especies cultivadas representativas como M. alba, M. inga 'y M. indica, que
representan un componente vital de la sericultura por ser la tnica fuente de alimento para B. mori (Sohn,
2014). Actualmente se distribuye en mas de 70 paises y también se utiliza como forraje verde o en forma de
ensilaje o deshidratada para la alimentacién de animales de granja o para produccién de frutos, usos
ornamentales y medicinales (Vijayan et al, 2011). En la dltima década del siglo XX, los paises de
Centroamérica y el Caribe han trabajado en la introduccién y multiplicacién de las especies de morera
oriundas de la zona asidtica. Esta creciente importancia econdmica para el trépico, ha influido en los
esfuerzos para colectar, estudiar y conservar el germoplasma del género Morus (Tikader y Vijayan, 2010;
Mathithumilan at al,, 2013), considerando que son fundamentales para desarrollar materiales con alta
produccién de forraje, resistentes a enfermedades y tolerantes a diferentes condiciones ambientales. China
dispone de mas de 2600 accesiones de morera, India con 1120, Japén con 1502, Corea con 615 y Bulgaria
con 140 aproximadamente, ademds otros paises cuentan con pequefas colecciones (Tikader y Vijayan, 2010;
Vijayan et al., 2011). Existen aproximadamente 68 especies dentro del género Morus, pero las accesiones en
bancos de germoplasma pertenecen principalmente a las especies M. alba, M. bombycis, M. indica y M.
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latifolia; es decir, la mayor parte de los parientes silvestres no han sido colectados, estudiados y conservados,
por lo tanto, estos materiales representan una fuente potencial de recursos para ampliar la diversidad genética
disponible e incorporar caracteristicas de interés a los bancos de germoplasma, especialmente M. serrata
Roxb. y M. macroura Miq, que en los andlisis de diversidad han demostrado una marcada diferenciaciéon
genética y presenta relaciones distantes con las especies mas empleadas del género Morus (Tikader y Vijayan,
2010; Mathithumilan at al., 2013).

El proyecto de Sericultura Caucana en el afio 2016, establecié un banco de germoplasma de Morus spp en
el Centro de Estudios Vegetales (CEV) de la Universidad del Cauca (Vereda “La Rejoya”, Popayan), con
accesiones donadas por sericultores de la regién; no obstante, no contaban con informacién sobre el nombre,
origen, descriptores o datos de pasaporte. En este contexto, el desconocimiento de los recursos genéticos
representa un obsticulo para el aprovechamiento del potencial agrondémico de estos materiales y seria
evidente por la utilizacién, casi exclusiva, de la variedad Kanva 2 para la alimentacién del gusano de seda en el
Cauca. Por esta razdn, la efectividad con la que se puede manejar y gestionar el germoplasma de morera
dependerd de la informacién genética disponible. En este sentido, los marcadores moleculares son
herramientas que proporcionan datos més exactos, amplios y detallados que los marcadores fenotipicos
(morfolégicos y bioquimicos), puesto que no estan influenciados por el ambiente, por lo tanto, la naturaleza
de la informacién que proporcionan es idénea para caracterizar y discriminar genéticamente los materiales de
estudio (Corngjo et al., 2014; Angelo et al., 2013).

La investigacién tuvo como objetivo caracterizar y analizar la variabilidad genética de la coleccién de
morera Morus spp del proyecto de sericultura caucana empleando marcadores microsatélites.

2. MATERIALES Y METODOS

La colecta de las muestras se realizé en el Centro de Estudios Vegetales (CEV) adscrito a la Universidad del
Cauca, ubicado en la vereda La Rejoya, a 7 km del nororiente de la cabecera municipal, en las coordenadas 2°
29’ 55,6” Latitud Norte, 76° 34’ 58,1” Longitud Oeste, a una altura de 1800 msnm, temperatura promedio
de 18°C y precipitacion promedio anual de 1750 mm (Vivas y Morales, 2005). Posteriormente, los métodos y
protocolos de laboratorio fueron realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Palmira.

Material vegetal: se evaluaron 36 accesiones de Morus spp (Tabla 1). Para la extraccién de ADN
gendmico se utilizé tejido foliar de hojas jovenes, pulverizado con nitrégeno liquido, utilizando el Kit de
extracciéon NucleoSpin® Plant II mini, siguiendo las instrucciones del fabricante (MACHEREY-NAGEL).
Posteriormente, las muestras fueron almacenadas a -20 °C. La calidad del ADN obtenido (concentracién,

pureza e integridad) se verific6 mediante espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa (0,8%) con
tincion GelRed.

Tabla 1.

Accesiones que conforman la coleccion de Morus spp.
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Accesion Cé::ll_gp Variedad/ !\lombre Taxoén
analisis comin
UPSMO001 i Ichinose Morus alba
UPSM002 2 Rosa Fonseca Morus alba
UPSMOO0S 5 SN Morus
UPSM0O06 6 S13 Morus
UPSM0O07 7 S9 Morus
UPSM0O08 8 SINID A1l Morus
UPSMO09 9 S3 Morus
UPSMO11 11 Miura Morus alba
UPSM012 12 SN Morus
UPSM0O13 13 Italiana Morus
UPSMO14 14 Kanva 1 Morus indica
UPSMO15 15 S3
UPSMO16 i6 S9 Morus
UPSMO17 17 Kanva 2 Morus indica
UPSMO18 18 SN Morus
UPSM019 19 Kaayanpong Morus
UPSM020 20 Calabresa Morus alba
UPSM021 21 Subong pong Morus alba
UPSM022 22 S13 Morus
UPSMO023 23 Tai Song Morus formosiensis
UPSM024 24 S18 Morus
UPSMO26 26 Miura Morus alba
UPSM027 27 Sin Ed (AA-2) Morus
UPSM028 28 Nacional Morus
UPSMO029 29 Taixon Morus
UPSM030 30 Chirosa Cauca Morus
UPSM031 31 Kanva 1 Morus indica
UPSM032 32 Miura Morus alba
UPSMO033 33 Nacional Morus
UPSMO034 34 Nacional Morus
Bulgarial Bl SN Morus
Bulgariaz2 B2 SN Morus
Bulgaria3 B3 SN Morus
Bulgaria4 B4 SN Morus
Kanva2 K2 Kanva 2 Morus indica

Genotipificacién de los microsatélites: la investigacién manejé ocho microsatélites (Tabla 2), disenados
especificamente para su utilizacién en Morus spp. El coctel de amplificacién incluyé 1-4 ng/ul de ADN, 1,8
mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM de cada oligonucleétido, 5 pl de tampdn de PCR (5x) y 0,625 U
de Taq polimerasa (OneTaq” DNA Polymerase, NEB), para un volumen final de 25 pl por muestra. La PCR
se llevé a cabo en un termociclador Bio-Rad PTC-100 con oligonucleétidos marcados con fluorescencia,
utilizando las siguientes condiciones de amplificacién: desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5 min;
seguida de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, temperatura de alineamiento para cada cebador (53-64 °C, Tabla 2)
durante 30 s, extensién a 68 °C durante 30 s; y una extension final a 68 °C durante 10 min. La longitud de los
productos de la PCR (amplicones) se determiné mediante el andlisis de los fragmentos marcados con
fluorescencia en un secuenciador automdtico de electroforesis capilar (Applied Biosystems 3730XL,
GeneScan 500 LIZ Size Standard, Macrogen, Corea). Las lecturas fueron procesadas y el tamafio de los alelos

autores.
*SN: sin nombre.

identificados se asigné utilizando el software Geneious v7.0 (Kearse et al,, 2012).

Tabla 2.

Microsatélites (SSR) usados para evaluar la diversidad genética en la coleccién de Morus spp.
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MUISTRL ¢ foolitictecacttincctonta 55 339 (GTTe+(GTT)s  PET  AS9RRNS St
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ggtgcagaggatgaaagatgaggt ' 3
MUSTRS e S come e A
MulSTR6 thcttaggtttttggggtCtgtttacat 55 115:3%- (GT)1s 6-FAM i?g(a;;\fg!‘)er
R ccteattctectttcacttattgttg . .

N A T,

e fomsesie. 5 oms gs e e

autores.
*Tm: temperatura de alineamiento, € Diana fluorescente presente en los primeros para marcar las ampliaciones.

Andlisis estadistico

La diversidad genética fue estimada mediante el niumero de alelos observados (Na), el ntimero efectivo de
alelos (Ne), la heterocigosidad observada y esperada (Ho y He) y el indice de fijacién (Fis) utilizando el
programa GenAlEx v. 6.5 (Peakall y Smouse, 2006; 2012). Para determinar el cardcter informativo de los
microsatélites y la poblacidn total, se calculé el contenido de informacién polimérfica (PIC) y el rango de
tamafio (pb) utilizando el programa CERVUS v. 3.0 (Kalinowski et al., 2007). El equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) y el desequilibrio de ligamiento (LD) entre todos los pares de loci se evalué utilizando
Arlequin v. 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010), mediante el método de Cadenas de Markov para 10.000
permutaciones y, asi, determinar si las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas con cada microsatélite se
ajustaban a diferentes modelos de la genética de poblaciones.

La estructura poblacional fue analizada con el método Bayesiano implementado en el programa
STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003, 2007; Hubisz et al., 2009). Teniendo en
cuenta, que el origen de los cultivares modernos de morera incluyen hibridaciones intra e interespecificas, se
adoptd el modelo de mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas para la identificacién del ntimero més
probable de poblaciones (K) en que estd dividida la coleccién de Morus y los valores de pertenencia de cada
accesién a esas K poblaciones (Matriz Q). El programa fue ejecutado con un burn-in de 10.000, seguido de
50.000 Cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC), analizando de 1 a 10 como el nimero posible de K,
con diez iteraciones o repeticiones por cada K. La eleccién del nimero més probable de K se realizd
basindose en el mayor valor logaritmico de la verosimilitud (LnP(K)) utilizando el método desarrollado por
Evanno et al. (2005), implementado en Structure Harvester (Earl y Vonholdt, 2012). Adicionalmente, se
realizé un andlisis de varianza molecular (AMOVA - Fst) para determinar el grado de diferenciacién
genética; la significancia estadistica se establecié con los indices F: Coeficiente de diferenciacién genética
entre poblaciones (Fst), Coeficiente de endogamia entre poblaciones (Fis) y Coeficiente de endogamia total
(Fit), a partir de un bootstrap de 1000 réplicas utilizando el software GenAlEx v. 6.5 (Peakall y Smouse,
2006; 2012).
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El agrupamiento de las accesiones se observd mediante el dendograma construido a partir de una matriz de
disimilaridad usando el algoritmo Neighbor-joining con las distancias de Sokal y Michener y valores de
boopstrap de 1000 réplicas para evaluar la solidez del 4rbol, utilizando el programa DARwin v. 6.0 (Perrier y
Jacquemoud, 2015); posteriormente, fue editado con el programa Figtree v. 1.4.2 (Rambaut, 2014) para
obtener el 4rbol consenso. Paralelamente, se realizé un andlisis de coordenadas principales (PCoA) en
GenAlEx v. 6.5 (Peakall y Smouse, 2012), a partir de las distancias genéticas corregidas de Nei y de esta
manera, obtener una representacion grafica de los resultados y visualizar la diferenciacion de las accesiones.

3.RESULTADOS Y DISCUSION

Diversidad genética y Caracteristicas de los microsatélites

Los ocho loci microsatélites amplificados, generaron 49 alelos en total, el mayor namero lo presenté el
marcador MulSTR3 seguido de Mul3SSR95. El rango se ubicé entre 4 y 11 con un promedio de 6,125 alelos
por locus (Tabla 3). El ntimero efectivo de alelos (Ne) fue inferior al nimero observado de alelos (Na) en
todos los microsatélites, indicando que la distribucién de las frecuencias alélicas no es del todo equitativa
dentro de los mismos, es decir, existen alelos en cada marcador con una frecuencia superior, en mayor o
menor grado, a la de los demis. Este tipo de distribucién puede indicar la presencia de alelos raros o exclusivos
y sugerir que un material o poblacién se ha mantenido genéticamente aislado (Slatkin, 1985), y, en
consecuencia, pueden ser importantes para discriminar o diferenciar materiales entre si; igualmente, segun los
trabajos de Brown y Briggs (1991) y Frankel et al. (1995), los alelos exclusivos mostrarfan la posible presencia
de fenotipos adaptados a condiciones ambientales especificas o de interés productivo.

El PIC alcanzé un valor promedio de 0,57 con un rango entre 0,171 y 0,859 (Tabla 3), donde los
marcadores MulSTR3 y Mul3SSR95 presentaron el mayor poder discriminatorio. De acuerdo con la escala
propuesta por Botstein et al. (1980) y lo expresado por Laos (2022) y Guerra et al., (2018), los seis
marcadores que presentaron valores de PIC >0,5 fueron altamente discriminantes e informativos; MulSTR1
fue moderadamente informativo (0,25 <PIC<0,5) al presentar el menor nimero de alelos efectivos y
observados; por su parte, SS04 fue ligeramente informativo (PIC< 0,25), por ende, con locus de baja
diversidad, aspecto que permite inferir la baja capacidad discriminante del marcador en la coleccién
analizada.

Resultados similares fueron obtenidos en estudios que han analizado una cantidad semejante de materiales
(entre 27 y 53 aproximadamente), en los cuales el nimero de alelos por locus y el PIC presentaron valores
entre 5 a7y 0,4a0,7 respectivamente (Garcia et al., 2019; Krishnan et al., 2014; Wangari et al., 2013; Wani
et al.,, 2013; Zhao et al,, 2005). Orhan et al. (2020) también lograron resultados similares, reportando un
numero de alelos y PIC promedio de 5.19 y 0.61 respectivamente; aunque, a diferencia del presente estudio,
el marcador SS04 fue altamente informativo, posiblemente, porque incluyeron un mayor ntmero de
genotipos, 73 en total, que abarcaban 3 especies diferentes (M. nigra, M. rubra y M. alba). Aggarwal et al.
(2004), por su parte, obtuvieron 18 alelos por locus, mientras que, Krishnan et al. (2014) reportaron 215
alelos en total; en este sentido, los valores individuales de cada locus SSR analizado en el presente estudio
fueron inferiores al niumero de alelos y el PIC reportados previamente (Zhao et al., 2005; Garcfa et al., 2019),
efecto ocasionado probablemente, por la presencia de un alto numero de genotipos duplicados en la
coleccidn.

Tabla 3.

Caracteristicas de los ocho microsatélites (SSR) en 36 accesiones de Morus spp.
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SSR N Na Ne PIC Ho He Fis
MulSTR3 36 11 7,831 0,859 0,750 0,885 0,140
M"BfSRg 34 10 5,883 0,811 0,529 0,842 0,362
MulSTR4 35 4 2,707 0,558 0,657 0,640 -0,042
S504 36 4 1,219 0,171 0,167 0,182 0,073
MulSTR5 36 5 3,269 0,636 0,972 0,704 -0,401
MulSTR6 36 6 3,767 0,693 0,722 0,745 0,017
MulSTR2 36 4 2,642 0,543 0,500 0,630 0,196
MulSTR1 36 5 1,419 0,281 0,222 0,299 0,247
Hggge S5525% 61254 3,592+ 0,560+ 0,565 0,616%  0,074%
0,26 0,99 0,80 0,09 0,10 0,09 0,08

autores.
*Gran promedio + Error estdndar entre loci SSR, N: niimero de individuos muestreados, Na: nimero de alelos, Ne: nimero efectivo de alelos,
PIC: contenido de informacién polimérfica, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, Fis: indice de fijacién.

Las frecuencias genotipicas de los microsatélites no se ajustaron significativamente (P <0,05) al equilibrio
de Hardy-Weinberg (HW); en la mayoria de los casos, se observaron valores positivos del indice de fijacién
(Fis) indicando déficit de heterocigotos o eventos pasados de cruzas entre materiales cercanos, aumentando la
endogamia y disminuyendo la heterocigosidad (Herrera et al., 2021; Suarez et al. 2016); al respecto, Ellegren
y Galtier (2016), sefialan que se aumentaria la probabilidad de perder alelos para la siguiente generacion,
llevando a la pérdida progresiva de diversidad genética. Ademds, en la prueba de desequilibrio de ligamiento
(LD, Figura 1), la mayorfa de los loci o microsatélites presentaron una asociacién altamente significativa
entre si (P <0,05). En este contexto, los resultados de las pruebas de HW y LD comprobarfan que los
materiales analizados no se comportan como una poblacién ideal con reproduccién aleatoria; por el
contrario, representan una poblacién estructurada, producto posiblemente de los procesos de seleccién, que
normalmente operan en el mejoramiento genético de cultivares para desarrollar caracteristicas productivas y
bioldgicas particulares (Dempewolf et al., 2017; Loo, 2011).

Locus # | O 1| 2| 3| 4| 5| &l 7|
g ]| = + + + + + + +
1] + * + - + + + +
2 ] +* + ® - + + - -
2 0 F - = S + + + +
4 | + + + + . + + +
5] # + + ¥ ¥ * + +
6 | + + - + + + * +
7 2 (O ; + - + + + + *

Figura 1.

Resultados de la prueba de desequilibrio de ligamiento para todos los pares de microsatélites (P=0,05). Los simbolos
“+” indican parejas de loci SSR significativamente ligados, mientras el simbolo”- “indica lo contrario, no ligados de
forma significativa. Codificacién de loci en la prueba: Loci 0: MulSTR3, loci 1: Mul3SSR95, loci 2: MulSTR4, loci 3:
S$S04, loci 4: MulSTRS, loci 5: MulSTRG, loci 6: MulSTR2, loci 7: MulSTRI.
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Estructura poblacional y relaciones genéticas

Con el fin de estimar el nimero aproximado de poblaciones en que se estructuran las accesiones se empled
inicialmente el valor méximo estimado del logaritmo de la probabilidad (LnP(K)). Sin embargo, no alcanzé
un valor que se mantuviera estable, por el contrario siguié aumentando y en cierto punto presenté una
variacién inestable junto con un aumento considerable en las varianzas, especialmente después de K=6
(Figura 2a). Por esta razén, se proyect6 que el ntimero mds probable de poblaciones debfa ser inferior a K=6.
Adicionalmente, el método de Evanno et al. (2005), que calcula el segundo orden de cambio de probabilidad
(Ak), es mds sensible que el anterior para detectar el nimero de poblaciones mas probable bajo las
circunstancias anteriormente descritas. Adoptando dicho enfoque, Ak alcanzé su maximo valor en K = 3
(Figura 2b), indicando que la coleccién completa de morera estarfa estructurada en tres grupos poblacionales
diferentes.

L(K) (mean +- SD) Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
-500

-550
-600

-650 5

Mean of est. Ln prob of data

-700

-750 o

Figura 2.
Seleccién del niimero més probable de subpoblaciones (K) para las accesiones evaluadas. a) Valores medios de LnP(K)
para las 10 iteraciones independientes de cada K. b) Grafico de los valores de Ak (delta K) para cada K, basado en el

cambio de segundo orden de la funcién de verosimilitud (Evanno et al., 2005).
autores.

El dendrograma (Figura 3ay 3b) y el PCoA (Figura 4) permiticron identificar tres agrupaciones, las cuales
coinciden con los grupos poblacionales reconocidos anteriormente. Esto implicaria la presencia de grupos
poblacionales discretos, es decir, representarian poblaciones o grupos aislados entre si, con un germoplasma
propio y unico y escaso flujo genético con los demds, excepto por posibles eventos de introgresiéon o
hibridacién entre materiales contrastantes, como se puede observar en los genotipos B3, 34, 33, 28 y 18; los
cuales presentan un valor de pertenencia menos dominante a determinada poblacién y mas distribuido entre
dos o tres de los grupos.

En el claster, para el cédigo de color azul se destaca la agrupacién de materiales provenientes de Bulgaria
(etiquetados con una B inicial), denotando que su origen geografico representaria una relacién genética més
estrecha. El cédigo rojo concentra accesiones que en el anélisis de estructura poblacional presentaron valores
de pertenencia menos dominantes, y podrian catalogarse como materiales hibridos. La distribucién de los
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cédigos de color sugiere una relacién cercana entre los grupos azul y rojo, e indicaria que el rojo estd
compuesto por materiales de origen chino o japonés y tendrian asociacién directa con materiales que fueron
introducidos en Europa desde el medio o lejano oriente por rutas maritimas o terrestres, segin las vias de
diseminacién de la morera en el mundo propuestas por Garcia et al. (2019). Finalmente, el cltster verde se
destaca por incluir a Kanva 2, el cultivar mas empleado en departamento del Cauca para la alimentacién del
gusano de seda Bombyx mori (Ruiz, 2022; Viteche, 2015), y estarfa representando por materiales tropicales
originados en el sur de la India, con alto nimero de posibles duplicados, como puede observarse en el
dendrograma (Figura 3a) y en el PCoA (Figura 4). El cultivar Kanva 2 (K2) tendria como posibles
duplicados, las accesiones 5, 14, 17 y 31; situacién similar ocurriria entre las accesiones 19, 21, 27 y 32, que
podrian representar un genotipo. Con relacién al genotipo 15, podria representar dos materiales diferentes y
distantes al estar incluido en diferentes grupos, por lo cual fueron etiquetados como ay b.

Krishnan et al. (2014) al analizar 36 genotipos, incluyendo materiales silvestres, encontraron que estos
materiales se dividian en cuatro grupos poblacionales, contexto que no es posible encontrar en Colombia, por
no ser el centro de origen del género Morus. Sin embargo, Garcfa et al. (2019) y Orhan et al. (2020) también
indicaron la presencia de tres clusteres en su andlisis de agrupamiento, senalando que las colecciones de
germoplasma de morera muestran una tendencia a estar organizadas genéticamente en tres grupos
poblacionales. En el caso de Krishnan et al. (2014), es relevante destacar la inclusién de Kanva 2, igual que en
el presente estudio; segun sus hallazgos, estaria agrupada con los cultivares y variedades desarrolladas en el sur
de la India. Al respecto, Guruprasad (2011) indica que las variedades desarrolladas en la India en la década de
los 70 y principios de los 80, procedian de un estrecho acervo genético de los cultivares Mysore Local, Kousen
(variedad japonesa), Kanva-2 (cultivar tradicional) y Sujanpur-5.
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Figura 3.

Andlisis de agrupamiento y estructura genética. a) Dendrograma demostrando las relaciones genéticas entre 36
accesiones de la coleccion de Morus spp. con ocho loci SSR, empleando el método Neighbor-joining, las ramas
presentan colores para diferenciar las tres agrupaciones identificadas. b) Estructura genética de las 36 accesiones de
Morus spp. basado en ocho loci SSR generados por el programa Structure utilizando los modelos de mezcla'y
frecuencias alélicas correlacionadas. Los tres grupos poblacionales identificados (K) estan representadas por colores
distintos, que coinciden con las agrupaciones y orden descendente del dendrograma. Cada fila representa una accesion
que puede fraccionarse en segmentos, cuyo tamafio es proporcional al porcentaje o valor de pertenencia estimado de

cada accesién a cada uno de los tres grupos poblacionales (Q1, Q2 y Q3).
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Figura 4.

Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de las 36 accesiones de la coleccién de Morus spp. La gréfica fue realizada a
partir de la distancia genotipica implementada en GenAlEx v. 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). Las accesiones estdn
identificadas con un simbolo y color distintos, que coinciden con las agrupaciones observadas en el andlisis de
agrupamiento y estructura genética. Entre paréntesis se indica el porcentaje de la variabilidad (Var) de cada Eje de
coordenadas.

autores.

El AMOVA (Tabla 4) indica que el 78% de la variacién genética se presenta dentro de los individuos con
un Fit (0,167) significativo; mientras que, el 22% de la variacién se encuentra entre grupos poblacionales, con
un coeficiente Fst (0,203) significativo (Tabla 5), resultados que sugieren un origen comin, es decir, podrian
derivarse de una o pocas variedades que se han sometido a procesos de domesticacién temprana, como
programas de seleccion artificial que les lleva a perder su diversidad genética (Garcfa et al., 2020; Rauf et al,,
2010); no obstante, factores como el modo de cultivo, el flujo genético por agentes polinizadores o el
intercambio de material podrfan contribuir a la diferenciacion genética (Chacdn et al., 2016). También se
destaca el sistema de reproduccion, puesto que la morera es polinizada principalmente por el viento, siendo
mayoritaria la polinizacién cruzada (Wangari et al, 2013; Datta et al,, 2002), dando como resultado,
materiales o cultivares hibridos con alta heterocigosidad a nivel de sus loci (Krishnan et al., 2014), que se
mantendria estable en el tiempo debido a la propagacién vegetativa. Resultados similares fueron reportados
por Krishnan et al. (2014) del 83% y 17% respectivamente, aunque la variacién entre poblaciones en el
presente estudio fue ligeramente superior, posiblemente, por la presencia de los duplicados, que
disminuyeron la variacion entre individuos a cero, aumentando en proporcion las otras fuentes de variacién.

Tabla 4.

AMOVA-Fst entre las 36 accesiones de Morus spp. Los materiales fueron organizados en los tres grupos poblacionales
identificados en el andlisis de agrupamiento y estructura genética

Fuente de variacion Gl SC CM Est. Var. % Total
Entre poblaciones 2 33,431 16,716 0,622 22%
Entre individuos 33 62,208 1,885 0,000 0%
Dentro de individuos 36 80,500 2,236 2,236 78%
Total 71 176,139 2,858 100%
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autores.
gl: grados de libertad, SC: suma de cuadrados, CM: cuadrados medios, Est. Var: varianza estimada.

Tabla 5.
Significancia estadistica del AMOVA-Fst mediante indices F
Estadistico F Valor P (rand >= data)
Est. 0,232 0,001
Fis -0,085 0,964
Eit 0,167 0,001

autores.
Significancia estadistica establecida con 1000 permutaciones aleatorias.

4. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que los marcadores fueron polimérficos, insesgados e informativos sobre la
diversidad, la estructura y las relaciones genéticas de las accesiones. Particularmente, destacan seis
microsatélites altamente informativos (PIC>0,5). Los analisis indicarian la posible presencia de duplicados,
dada la obtencién de 19 accesiones diferentes en un total de 36 evaluadas. Por lo tanto, es necesario
contrastar los resultados con wuna caracterizacién morfolégica y productiva para identificar un
comportamiento biolégico o productivo de interés y determinar si deben eliminarse o conservarse como
lineas o clones. También, se recomienda la introduccién de nuevos genotipos para aumentar la variabilidad.
El analisis de agrupamiento y estructura revel6 que las 36 accesiones conforman tres grupos poblacionales
discretos con diferenciacién genética y aparentemente bajo flujo genético. Lo que sugiere presencia de
materiales genéticamente contrastantes que podrian utilizarse en futuras evaluaciones para el desarrollo de
programas de seleccién y generacion de cultivares élite, que beneficien, tanto la actividad sericola como otras
dreas agropecuarias que requieran fuentes de alimentacién de alta calidad nutricional.
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