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RESUMEN

La Guadua angustifolia es un bambu lefioso perteneciente a la familia Poaceae,
es endémica de América y se considera como nativa de Colombia, Venezuela y
Ecuador. El drea de guaduales naturales y plantados durante los ultimos 25 afos
en Colombia es de 51,000 ha, de las cuales 46,000 ha son naturales y 5,000 ha
son cultivadas. Se ha registrado una diversidad de 100 especies de bambues en
19 géneros, de las cuales 24 son endémicas. Es considerada como uno de los
bambues de América mas apropiados para la fabricacion de papel, para la
construccion de muebles, objetos decorativos, instrumentos y edificaciones en
bahareque. La guadua como recurso genético de la biodiversidad del tropico no ha
sido suficientemente estudiada, la tala indiscriminada y la destruccion de
guaduales sin plantear estrategias de resiembra y recuperacion, inciden
directamente en la pérdida de este recurso. El objetivo principal de este trabajo fue
estudiar la diversidad genética de Guadua angustifolia y la estructura poblacional
de guaduales en el eje cafetero colombiano usando marcadores moleculares
microsatélites. La informacién de los patrones de bandas obtenidos permitio
estimar parametros de diversidad y estructura genética, mostrando alta diversidad
genética (He=0.56) y moderada diferenciacion poblacional (Fst=0,098) para los
materiales colectados. Ademas, los resultados mostraron que posiblemente existe
autoincompatibilidad genética en cruzamientos dada la alta presencia de
individuos heterocigotos y un valor de heterocigosidad observada (0.71) mayor
que la heterocigosidad esperada (0.56). Las pruebas de correlacién entre
distancias genéticas y distancias geograficas, el analisis discriminante y los
valores de distancia genética encontrados entre grupos no fueron evidencia
suficiente para proponer que existe estructuracidon poblacional asociada a
ubicaciones geograficas. El poder de discriminacion combinado usando los nueve
marcadores fue de 99.9995% indicando que los marcadores usados en este
estudio son muy utiles para estudios de diversidad genética en guadua. Teniendo
en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, los grupos evaluados de G.
angustifolia en el eje cafetero Colombiano podrian ser considerados una sola
poblacion con intercambio de informacidon genética y la presencia de moderada
estructuracién poblacional a pesar del flujo genético existente puede ser explicada
por algun proceso de seleccion que favorezca la prevalencia de un exceso de
heterocigotos. Los resultados de esta investigacion podran ser utilizados para
establecer estrategias de uso y manejo sostenible, ademas, para ser usados en
futuros programas de conservacion, seleccidn y mejoramiento genético de la
especie.

Palabras clave: microsatélites, ADN, bancos de germoplasma, biodiversidad.



SUMMARY

The American giant bamboo Guadua angustifolia is a woody bamboo; it belongs to
Poaceae family, is endemic from South America and is considered as a native
resource from Colombia, Venezuela and Ecuador. The total area of plantations
and natural forests in Colombia is about 51000 ha, from which 46000 ha are
natural forests and 5000 as commercial crops. Colombia has a biodiversity in
bamboos of 100 species in 19 genus, 24 as endemic species. The Giant bamboo
is considered as excellent material for paper fabrication, furniture elaboration,
decorative elements and ideal for home construction. As a genetic resource from
Colombian tropical biodiversity, it has not been sufficiently studied; the uncontrolled
use and destruction of natural forests without planning of recuperation strategies
have lead to the lost of this resource. The main objective of this research was to
study the genetic diversity and population structure of Guadua angustifolia in the
Colombian coffee region using microsatélites molecular markers. The information
obtained from the patterns of lines allowed us to estimate parameters of genetic
diversity and population structure, showing a high genetic diversity (He=0.56) and
genetic structure (Fst= 0,098) for the collected materials. Also, results indicated a
possible auto incompatibility in crosses due the high presence of heterozygote
individuals and an observed heterozygosis (0.71) higher than expected
heterozygosis (0.56). Correlation test for genetic and geographical distances,
discriminated analysis and genetic distances values among groups were not
evidence to propose a population structure associated with geographical locations.
The combined discrimination power using 9 microsatellites molecular markers was
99.9995% indicating that markers used in this study are very useful for genetic
studies in Giant Bamboo. Due all the obtained results, evaluated groups of G.
angustifolia in the Colombian coffee region could be considered as one single
population with genetic flow and the presence of low population structure even with
the presence of genetic flow could be explained for a selection process that favors
the prevalence of an excess of heterozygote individuals. Results of this research
will be used for a sustainable use and manage of the genetic resource and to be
applied in further conservation, selection, and breeding programs.

Key words: microsatelltes Molecular markers, DNA, Germplasm banks,
Biodiversity



INTRODUCCION

El incremento de la destruccion de los bosques del planeta, el calentamiento
global y la dependencia de la poblacion mundial de unas pocas especies de
plantas, han llevado a la pérdida de diversidad genética. Esta situacién ha alertado
a la mayoria de los paises del mundo y existe la necesidad de salvar esta
diversidad natural. De alli que la exploracion, recoleccion y manejo de la
diversidad genética tenga gran importancia. El diagndstico reciente sobre el
estado de biodiversidad en Colombia indica que varios de los ecosistemas de
montafa se encuentran seriamente amenazados con alto riesgo de pérdida de los
recursos genéticos, razon por la cual se hace necesario caracterizar y evaluar los
materiales colectados para su conservacion y posterior utilizacion en programas
de mejoramiento (Romero et al. 2008).

Ante el déficit cada vez mayor de la madera, los bambues pasan a ser una
alternativa viable y un producto no forestal que puede contribuir a mejorar los
niveles de vida de los pobladores del campo en paises tropicales y subtropicales
del mundo. El uso de Guadua angustifolia como sustituto de la madera, no
solamente puede garantizar la permanencia de las selvas y la biodiversidad, sino
que contribuye sustancialmente al mejoramiento del ecosistema y al desarrollo
socio-economico, ademas, es la unica especie de bambu en América que ha sido
identificada con un gran potencial para fijar didoxido de carbono atmosférico (Riafo
et al. 2002).

En Colombia, aproximadamente 100.000 personas derivan su sustento del
aprovechamiento, manejo y comercializacion de la guadua (Giraldo y Sabogal
1999). Entre 1993 y 2002 la guadua generd recursos que ascienden a 8.611
millones de pesos (Mejia 2004). EI 100% de las reforestaciones con bambu se
han hecho hasta el momento con la especie G. angustifolia, existen en el eje
cafetero aproximadamente 5.000 ha cultivadas y 23.000 ha naturales. Sus
caracteristicas fisico mecanicas la convierten en un recurso natural no maderable
de grandes perspectivas para promover procesos de desarrollo sostenible, sin
deteriorar el capital natural, ademas, es un verdadero sustituto de la madera
(Londorio 2006).

La mayoria de las colecciones de bambues en América se encuentran en jardines
botanicos y reunen un gran numero de especies introducidas del Asia,
caracterizandose por la poca representatividad de las especies nativas. Sin
embargo, la coleccidén del Jardin Botanico Juan Maria Céspedes ubicado en
Tulua (Valle del Cauca), se ha especializado en el género Guadua y ha contribuido
a asegurar la diversidad genética de este bambu nativo (Judziewicz et al. 1999).
Esta coleccion establecida posee 45 entradas de Guadua angustifolia
provenientes de 16 departamentos de Colombia, ademas, reune otras especies
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del género como Guadua amplexifolia Presl, Guadua weberbaueri Pilger y nuevas
especies  descritas como Guadua uncinata Londofio y Clark y Guadua
macrospiculata Londofio y Clark (Londofio y Clark 2002). El establecimiento de
bancos de germoplasma ha contribuido a la conservacién del recurso, sin
embargo, no se conoce el estado de la diversidad genética de poblaciones de
guadua en el eje cafetero Colombiano.

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la diversidad genética de Guadua
angustifolia y la estructura poblacional de guaduales en el eje cafetero colombiano
usando marcadores moleculares microsatélites, con el propésito de utilizar los
resultados en el futuro desarrollo de estrategias de conservacion, seleccion de
materiales superiores y programas de mejoramiento genético.
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1. DEFINICION DEL PROBLEMA

El problema del agotamiento del recurso guaduelero se ha denunciado desde
hace mucho tiempo por diferentes organismos nacionales. Sin embargo hace poco
tiempo que la guadua viene siendo tratada como objeto de investigacion.
Entidades estatales y grupos privados se han encargado de recuperar la guadua
con diversos fines. Las corporaciones regionales, se ocupan de la produccion,
manejo técnico y silvicultura, recuperacion, promocién, difusion y control. A pesar
que se reconoce a Colombia internacionalmente como pais pionero en sistemas
constructivos con bambu, la falta de materia prima uniforme y de buena calidad,
que garantice la durabilidad de las construcciones en el tiempo, es una desventaja
que afronta el sector de la construccién y la cadena de la guadua en Colombia.
Se ha propuesto que estas variaciones en la calidad de los materiales pueden
deberse al componente genético de los materiales utilizados (Mufioz y Londono
2011).

Un factor importante para la conservacion de poblaciones naturales de cualquier
especie es el entendimiento de su estructura genética, lo cual se convierte en una
herramienta basica para la planificacién estratégica de su conservacion y uso
sostenible (Romero et al. 2008). La estructura genética de las poblaciones hace
referencia a la distribucion especifica de alelos o genes para una poblaciéon o
grupo en particular. En Colombia se han realizado estudios de diversidad de
bambues (Londofo 1990) y estudios con marcadores moleculares (Marulanda et
al. 2002; Marulanda et al. 2007; Potosi et al. 2006) de la especie Guadua
angustifolia pero no se han relacionado con caracteristicas de calidad para los
diferentes sectores de la cadena productiva, ademas, los resultados encontrados
han sido contrastantes, indicando baja diversidad en los bancos de germoplasma
y alta diversidad en poblaciones naturales (Op cit).

La tala indiscriminada y explotacion indebida de los guaduales ha generado una
rapida pérdida de este recurso genético, ademas, la falta de estudios de
diversidad genética en la especie plantea la necesidad de caracterizar morfologica
y molecularmente poblaciones de Guadua angustifolia en el eje cafetero
Colombiano para el mantenimiento de la especie como recurso biolégico, genético
y con potencial de uso industrial.

De esta manera, el programa “Mejoramiento de la productividad de Guadua
angustifolia Kunth mediante la seleccidon de materiales superiores y de la
optimizacién del manejo silvicultural, para la obtencién de materia prima de
calidad: una contribucion para el fortalecimiento de la competitividad de la cadena
productiva con énfasis en el sector de la construccién”, financiado por el Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural y coordinado por la Universidad Nacional de
Colombia  (Muifoz y Londofio 2011), a través del proyecto “Seleccion,
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genotipificacion y multiplicacion de materiales superiores de Guadua angustifolia
Kunth con fines agroindustriales en el eje cafetero’, planted la seleccion de
materiales superiores y la evaluacion de la diversidad genética, haciendo
necesaria la realizacion de esta investigacion como parte fundamental para el
cumplimiento y desarrollo de las actividades planteadas.
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2. JUSTIFICACION

La Guadua angustifolia sobresale dentro del género no solo por sus propiedades
fisico mecanicas sino por el tamafo de sus culmos (Sanchez et al. 2010). Ha sido
seleccionada como una de las veinte mejores especies de bambues del mundo, ya
que su capacidad para absorber energia y admitir una mayor flexién, la convierten
en un material ideal para construcciones sismo-resistentes, sin embargo, en los
ultimos dos siglos, se redujo ostensiblemente la extension de guaduales en el
pais, pasando de doce millones de hectareas a solo cincuenta mil (Agudelo y Toro
1994).

La disminucion de la poblacién original de guadua en el Eje Cafetero Colombiano
se debe al avance de la agricultura de ladera, en especial a la consolidacion del
cultivo del café. Durante la colonizacion se utilizaron los guaduales como lefia para
hornos y como elemento maderero, haciendo vulnerables de desaparicion a los
guaduales naturales con el continuo crecimiento y expansion demografica en el
eje cafetero. La mayoria de las fincas ubicadas entre 1000 y 1500 msnm en el eje
cafetero, han perdido su selva nativa y solamente se observan los guaduales
ubicados generalmente a orilla de quebradas y rios, los cuales sirven como refugio
de la fauna local. Estos guaduales son ecosistemas que albergan mas de 120
especies de plantas, 48 especies de aves, 20 especies de mamiferos y siete
especies de reptiles (Londofio 2004).

Unicamente Guadua angustifolia ha tenido una apropiacién cultural, un desarrollo
tecnologico y una importancia economica local en el pais. Sin embargo, los
guaduales se han visto afectados en los ultimos afos por la tala indiscriminada y
la destruccion de los bosques (Judziewicz et al. 1999), lo cual repercute
directamente en la pérdida de recursos genéticos que aun permanecen
desconocidos y que pueden ser de gran importancia en programas de manejo y
mejoramiento de estas especies con valor comercial.

Por otro lado, conocer los patrones de distribucion de la variacion genética en
recursos genéticos vegetales debe convertirse en objetivo primordial de las
instituciones que realizan investigacion. En estas especies, la variacion se toma
como el punto de partida para hacer mejoramiento genético por seleccion en
caracteristicas deseables no solo desde el punto de vista agronémico y nutricional
sino también de la aceptacion por los productores, para quienes estas especies
tienen diferentes valores de uso (Stewart 1999). Estudios internacionales sobre
bambues plantean la necesidad de conocer la diversidad genética del recurso,
establecer las bases para la conservacion y el uso sostenible a través de la
investigacion, ademas, desarrollar estrategias complementarias de conservacion
para el uso de estos recursos genéticos (Rao y Rao 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Evaluar la diversidad genética y estructura poblacional de Guadua
angustifolia en el eje cafetero Colombiano.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar la diversidad genética de guaduales a través de la estimacién
de parametros de diversidad y el uso de marcadores moleculares.

e l|dentificar la estructura poblacional y flujo genético entre guaduales para
determinar si se trata de una o mas poblaciones y establecer el nivel de
flujo genético entre ellas.

e Establecer relaciones entre los grupos genéticos formados y las

procedencias geograficas de colecta a través de la caracterizacion
molecular de los materiales colectados
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1 Descripcion botanica

La guadua es un bambu lefioso de la familia Poaceae, sub-familia Bambusoideae
y a la tribu Bambuseae. En 1820, el botanico Kunth, constituye este género
utilizando el vocablo “guadua” con el que los indigenas de Colombia y Ecuador se
referian a este bambu. Este género reune aproximadamente 30 especies y se
puede distinguir por los tallos robustos y espinosos, por las bandas de pelos
blancos en la regién del nudo y por las hojas caulinares en forma triangular. La
especie Guadua angustifolia sobresale dentro del género por sus culmos que
alcanzan hasta 30 metros de altura y 25 centimetros de diametro (Pérez 2006).
En G. angustifolia se reconocen taxondmicamente tres variedades: Guadua
angustifolia var. angustifolia Kunth, G. angustifolia var. bicolor Londofio y G.
angustifolia var. nigra Londofio (Londofio 1989; Londofio y Clark 2002). La
morfologia de la especie se describe de manera general en la Figura 1. Se ha
propuesto alogamia como estrategia de reproduccién sexual, con flores
hermafroditas (Mufioz y Londono 2011) y un numero cromosémico 2n=46
(Londofio 1989).

4.2 Origen y distribucion

La guadua es endémica de América y se considera como nativa de Colombia,
Venezuela y Ecuador. Ha sido introducida a México y varios paises
centroamericanos, Islas del Caribe, Hawai y Asia (Figura 2). En Colombia se
distribuye en los departamentos de Caldas, Quindio, Risaralda, Valle del Cauca,
Antioquia, Boyaca, Cauca, Caqueta, Casanare, Cundinamarca, Choco, Huila,
Meta, Narifo, Norte de Santander, Putumayo, Santander y Tolima (Londofo
2004).

El area de guaduales naturales y cultivados, censados y estimados durante los
ultimos 25 afos (1980-2005) es de 51,000 ha, de las cuales 46,000 ha (90%) son
naturales y 5,000 ha (10%) son cultivadas (Castafo y Moreno 2004). En Colombia
se ha registrado aproximadamente 100 especies de bambues en 19 géneros, de
las cuales 24 son endémicas. Estas especies en Colombia se distribuyen desde el
nivel del mar hasta los 4100 msnm (Judziewicz et al 1999; Londofo 1990; 2004) y
ocupan las cinco regiones geograficas del pais.
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Figura 1. Morfologia de la especie Guadua angustifolia.

Izquierda: A: rama florecida, B: rama esteril, C: par de pseudoespigas, D: diagrama de la seccion
longitudinal de una pseudospigas, E: bractea y yema, F: flésculo, G: complemento de la lodicula, H:
estambres, |: diagrama de la seccién transversal del flésculo, J: fruto, lado del embrién, H: fruto
lado del foliculo. Derecha: A: base del culmo del rizoma, B: corte tangencial del internado y nudos,
C: Sector de la seccion transversal en la pared del tallo, D: apice de la bractea del culmo, vista por
el lado interno, E: parte basal de las primeras ramas de primer orden de un nudo intermedio del
culmo, F: ramas del segundo orden con yemas intactas, G: ramas del tercer orden mostrando
espinas y follaje, H: complemento de la espina con una rama que sale del nhudo mas préximo de la
espina, | y J: ejemplos de formas de hojas, K: apices de la bractea de la hoja y base de la misma
(Hidalgo 2003)
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Figura 2. Mapa de distribucion potencial de Guadua angustifolia.
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Fuente: Bystriakova et al (2003).
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4.3 Propagacion y produccion

Para la Guadua angustifolia la propagacion asexual o vegetativa ha sido la mas
implementada (Castafio y Moreno 2004). La guadua tiene un Optimo de
temperaturas entre los 20 y los 26 °C, con variaciones que pueden estar por
debajo de los 11 y los 36 °C. Requiere precipitaciones entre los 1.300 y 4.000 mm,
con buena distribucion a lo largo de todos los meses del afio y humedad relativa
del 80%. La luminosidad para un excelente desarrollo de la guadua debe estar
comprendida entre 1.800 y 2.000 horas/luz/afio, aproximadamente de 5 a 6
horas/luz/dia (Pérez 2006).

Ante la necesidad de normativas para establecer los métodos masivos de
propagacion se elabord la Norma Técnica Colombiana NTC 5405 “Propagacién
vegetativa de Guadua angustifolia Kunth”, cuyos objetivos fueron establecer los
requisitos minimos de calidad que se deben seguir para el establecimiento de
bancos de propagacion de la especie, en donde se recomiendan 3 métodos de
propagacion vegetativa: chusquines, segmentos de culmo y el método por riendas.

4.4 Usos

La guadua es considerada como uno de los bambues de América mas apropiados
para la fabricacidén de papel. Su pulpa puede compararse con las pulpas obtenidas
de Bambusa tulda de la india y Arundinaria alpina de Africa. Es utilizada para la
construccion de muebles, objetos decorativos, instrumentos y edificaciones en
bahareque. Ha representado el avance de la cultura en el eje cafetero, siendo
utilizada desde la época prehispanica por los Quimbayas, en la colonia, por las
clases marginales y actualmente se destaca en la fabricacion de estructuras de
ingenieria y aeronautica (Pérez 2006). Es una de las especies forestales mas
utilizadas en el Eje Cafetero Colombiano y se emplea en forma masiva en el
proceso de construccion (viviendas, edificaciones, estructuras como puentes,
cercos, puertas, conduccion de aguas), en fabricacion de muebles, artesanias y en
la produccion de latas, laminados, molduras, tablillas, pisos, entre otros (Held vy
Manzano 2002). Se han identificado nueve materiales superiores de guadua en
la region cafetera de Colombia: cinco para construccion, dos para muebles vy
artesanias y dos para pre-industrializacion (Mufoz et al. 2011).

4.5 Marcadores moleculares

Inicialmente las unicas diferencias observables entre individuos son los rasgos
fenotipicos (coloracién, tamano, diferencias de crecimiento o comportamiento);
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pero la variacion genética correspondiente a estas diferencias puede estar
controlada por varios genes, interaccion entre ellos o influenciada por el ambiente.
El desarrollo de la biologia molecular ha dado como resultado un mayor
entendimiento de las relaciones entre especies, acertada clasificaciéon taxonémica
y mayor habilidad para identificar especies y cultivares. Estas técnicas también
permiten entender y utilizar mejor la diversidad genética por parte de los
mejoradores (Graham y McNicol 1995).

Los marcadores moleculares permiten estimar la diversidad genética de las
especies de forma rapida y segura, evaluando diferentes regiones del genoma.
Existen distintos tipos de técnicas que ofrecen diferentes tipos de informacién
segun las caracteristicas de la molécula o fragmento de molécula analizado donde
lo mas comun es detectar diferencias de tamano. A partir de las frecuencias con
que aparecen cada una de las variantes (alelos) se estiman diferentes parametros
que dan la medida de la diversidad y permiten comparar entre las especies y/o
estudios (Ferreira y Grattapaglia 1998).

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) son motivos repetidos en
tandem de entre 2 a 6 pb que se encuentran en todos los genomas de procariotas
y eucariotas analizados. Estan presentes en regiones codificantes y no
codificantes y se caracterizan por un alto grado de polimorfismo. A pesar de que
el mecanismo de evolucion de los microsatélites es aun desconocido, han sido
ampliamente utilizados en muchos campos desde su descripcion, como en mapeo
de genomas, analisis de ADN antiguo y técnicas forenses, estudios de genética de
poblaciones y manejo y conservaciéon de recursos biolégicos. En los ultimos anos,
los marcadores moleculares microsatélites se han convertido en los marcadores
mas populares dado su alto polimorfismo y su relativamente facil estandarizacién,
que representan las dos principales caracteristicas, ademas, su capacidad para
diferenciar individuos homocigotos y heterocigotos, hacen de los microsatélites un
tipo de marcadores de gran interés para estudios de diversidad genética (Zane et
al. 2002).

4.6 Diversidad genética

La variabilidad genética es un componente basico de la biodiversidad y su
trascendencia es bien conocida en el campo de las plantas cultivadas. Desde los
comienzos de la agricultura, jugd un papel relevante en los procesos de
mejoramiento genético. En los ultimos anos, los intereses siguen centrados en la
diversidad genética y su conservacién en los germoplasmas originales (Vallejo y
Estrada 2002). Los resultados obtenidos en la utilizacién de varias especies
vegetales en diferentes aplicaciones agropecuarias se han caracterizado por ser
muy variables, dada la alta diversidad fenotipica de los materiales utilizados.
Estas diferencias podrian atribuirse a factores como variacion genotipica de la
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especie, variacion ambiental o a la interaccion genotipo — ambiente (Rosales et al.
1992). En especies en donde predomina la multiplicacion vegetativa, la posibilidad
de lograr cultivos uniformes genéticamente (originados a partir de clones) es un
factor a favor de su establecimiento, propagacion y utilizacion a escalas mayores
(Rios 1993).

Para el eje cafetero se describen varios biotipos de G. angustifolia (Gomez et al.
2001) (Figura 3) caracterizados por marcadores morfolégicos como tipo, grosor de
la pared del culmo y tipos de hojas caulinares; también han tenido en cuenta otros
criterios como costumbres campesinas, terminologia vernacula y propiedades
fisico mecanicas. Estos biotipos son denominados “cebolla”, “macana”, “cotuda” y
“castilla”. Estos biotipos o formas responden a condiciones climaticas y edaficas
especificas (Londofio 2004). Se ha propuesto que las variaciones observadas en
diferentes poblaciones de guadua en el eje cafetero, expresadas en diametros,
espesor de la pared, longitud de los entrenudos, altura, dureza, entre otras,
responden mas a una variacion de caracter fenotipico expresada por efecto del
ambiente. Sin embargo, no se ha considerado la variacion genética y las practicas
de manejo, que pueden ser importantes para explicar la variacién en productividad
y calidad (Camargo 2006).

Figura 3. Variedades botanicas de la guadua: G. angustifolia var angustifolia,
G. angustifolia var. Bicolor y G. angustifolia var nigra

Fotos: Ximena Londoino de la Pava ©

La aplicacion de técnicas moleculares para el estudio de la diversidad genética en
bambues se ha incrementado en los ultimos afos. Se conocen estudios con
RFLP’s en el género Phyllostachys, (Friar y Kochert 1994), analisis de isoenzimas
de una selecciéon de cinco géneros (Heng et al. 1996), filogenia utilizando
fragmentos de ADN cloroplastico de bambues Asiaticos (Watanabe et al. 1994) y
bambues del nuevo mundo (Kobayashi 1997); y el uso de marcadores de ADN
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cloroplastico para determinar relaciones filogenéticas en el género Chusquea
(Kelchnery Clark 1997).

Aunque es importante el conocimiento de la diversidad genética de poblaciones de
guadua en Colombia, solo se han realizado cuatro estudios de diversidad genética
involucrando marcadores moleculares. Usando la técnica AFLP se estudié la
diversidad genética 55 materiales del banco de germoplasma del Jardin Botanico
Juan Maria Céspedes en Tulud (Marulanda et al. 2002). Algunas de las
conclusiones de esta investigacion fueron que la diversidad genética de los
materiales evaluados de Guadua angustifolia no es significativa. Se identificaron
dos grupos y se registrd que la distancia genética presente al interior de éstos es
minima, lo cual indica que existe una alta similitud entre sus miembros.

Otro trabajo utilizando marcadores moleculares microsatélites descritos para cafa
de azucar y arroz, evalud la diversidad genética de 55 materiales, de los cuales,
37 pertenecen al banco de germoplasma del Jardin Botanico Juan Maria
Céspedes en Tulua (Marulanda et al. 2007). Como se esperaba dados los
resultados de investigaciones previas, éste trabajo concluye que se forman dos
grupos donde pueden diferenciarse entre biotipos de guadua y que existe una baja
diversidad genética de los materiales evaluados. Los estudios moleculares han
indicado que la diversidad genética al interior de esta especie no es significativa y
que las variaciones observadas parecen estar influenciadas por el ambiente
(Marulanda et al. 2002; Marulanda et al. 2007; Torres et al. 2009)

De manera contrastante al evaluar la diversidad genética de poblaciones
naturales de guadua en el departamento del Cauca (Colombia), una evaluacion de
120 materiales y utilizando marcadores moleculares tipo RAPD mostré6 una
diversidad genética total alta, la presencia de 12 biotipos de guadua y alta
diversidad entre los biotipos y al interior de ellos (Potosi et al. 2006), indicando la
necesidad de evaluar la diversidad genética de poblaciones naturales de la
especie en otras zonas geograficas del pais y no solamente los bancos de
germoplasma establecidos previamente.

Aunque los estudios de Marulanda et al. (2002) y Potosi et al. (2006) son bastante
informativos, los marcadores empleados en los mismos (AFLPs y RAPDs,
respectivamente) solo permiten responder algunas de las preguntas sobre las
poblaciones de G. angustifolia. A su vez, estos, al ser dominantes, no estiman
directamente las frecuencias génicas (sin asumir equilibrio Hardy — Weinberg), ni
la variabilidad y no permiten hacer una buena asignacién de parentales.
Adicionalmente, a la hora de identificar o genotipificar cada uno de los individuos
de forma especifica los AFLPs, requeririan de un gran numero de polimorfismos
(Torres 2008).
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 Material vegetal

La colecta de material vegetal para extraccion de ADN fue realizada previamente
como una actividad relacionada al programa “Mejoramiento de la productividad de
Guadua angustifolia Kunth mediante la selecciéon de materiales superiores y de la
optimizacién del manejo silvicultural, para la obtencién de materia prima de
calidad: una contribucion para el fortalecimiento de la competitividad de la cadena
productiva con énfasis en el sector de la construccion”, proyecto “Seleccion,
genotipificacion y multiplicacion de materiales superiores de Guadua angustifolia
Kunth con fines agroindustriales en el eje cafetero”, financiado por el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural y coordinado por la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira. Para la realizacion de esta investigaciéon se evaluaron
tres muestras por cada uno de los 23 sitios seleccionados y pertenecientes al
banco de ADN establecido en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (

Tabla 1). Ademas, se incluyeron tres materiales de Guadua angustifolia
procedentes de Peru como grupo externo. Se realizd una base de datos
computarizada utilizando el programa Diva-Gis versién 7.3.0.1 (www.diva-gis.org)
en donde se registré la mayor cantidad de informacion disponible y se asigné un
cddigo unico para cada material. Con la informacién geografica disponible, los
materiales se ubicaron espacialmente en un mapa de Colombia para la
visualizacion grafica de su distribucién mediante el programa ArcGIS 9.3.1.

5.2 Caracterizacion molecular

5.2.1 Evaluacion de cantidad y calidad de ADN

Se estableci6 un banco de ADN con materiales colectados de poblaciones de
guadua en 30 sitios diferentes en el eje cafetero. Estos sitios fueron
seleccionados en investigaciones anteriores por presentar materiales con
caracteristicas superiores, mediante encuestas a los productores de la zona y
colectas dirigidas (Munoz y Londofio 2011). Para la evaluacion de la calidad y
cantidad del ADN del banco previamente establecido, se realizaron geles de
agarosa al 0,8% corridos en tampdén TBE 0.5X (Tris-borato 0045M; EDTA 0.001M)
y tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 ug/mL. Las
concentraciones se determinaron por comparacién con concentraciones conocidas
de ADN del bacteriéfago lambda.

29



Tabla 1. Datos de 23 sitios utilizados para el analisis molecular y datos geograficos

disponibles.
i COORDENAS DE UBICACION
SITIO FINCA 6 HACIENDA . .
Latitud N Longitud O Altura (m)

A LaEsmeralda 4° 51° 83" 75° 80" 25" -

D Hacienda Napoles 4° 55 50" 75° 80" 36" 1247
E  Hacienda Napoles 4° 33" 25.6" 75° 48 28.1" 1223
H  Finca la Secreta 4° 35 50.5" 75° 39" 344" 1616
J Finca El Ocaso potrero la Laguna 4° 35° 54.6" 75° 48" 58.6" 1164
K  Finca El Ocaso potrero El Guacimo 4° 35 54.6" 75° 48" 58.6" -

L  Finca Balsora 4° 31" 7.4" 75° 46° 17.3" 1190
M Finca La Mejorana 4° 36° 251" 75 44 77" 1420
N  Finca El Ocaso 4° 35° 546" 75° 48 58.6" -

O Finca Yarima 4° 47" 0.7" 75° 47" 176" 1221
P Finca Eupen 4° 50° 09.6" 75° 49" 28.5" 1140
Q  Finca Eupen 4° 50" 254" 75° 49 15.8" 1135
R  Finca Filipina 4° 44 97" 77° 45" 15.5" 1298
S  Fincala Esmeralda 4° 44° 9.8" 75° 46° 26" 1212
T CEBG 4° 24°07.33" 75° 42" 56.49” 1176
U  Finca la Piragua 4° 58 3.8" 75° 42° 55" 1153
V  Finca la Espafiola 4° 57 7.8" T75° 42" 49" 1020
W  Finca el Naranjal 4° 58°6.3" 75° 39" 41.3" 1318
X  Finca La Esperanza 5° 00" 15" 75° 33 524" 1776
Y  Finca Lomas 5° 00" 19.6" 75° 35 12" 1308
Z  Finca El Nogal 5° 0.17 22.3" 75° 39°255" 1318
o Villa Martha 4° 517 54.5" 75° 457 08.9" 1320
y  Finca Corozal 4°40°27.1" 75° 50°30.5" -

5.2.2 Marcadores moleculares Microsatélites

La caracterizacion molecular se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular de
la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. Se evaluaron los unicos 9
marcadores microsatélites disponibles y descritos previamente para Guadua
angustifolia (Tabla 2) con las condiciones de amplificaciéon por PCR descritas por
Pérez-Galindo et al (2009). Los productos amplificados fueron visualizados en
geles de poliacrilamida denaturante al 4% (19:1 acrilamida — bisacrilamida)
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corridos a 1600 voltios por una hora y tefiidos con sales de plata como se describe
en protocolos estandar (Sambrook et al. 1989).

Tabla 2. Marcadores microsatélites utilizados para la caracterizacion molecular
(Pérez-Galindo et al. 2009).

Locus No. Secuencia de cebadores 5°- 3’ Motivo Tamano Tm No.
repetido (pb) Alelos

FJ444930 R: CCTTCACATGGTCTCACAAG (GATA)8 225-270 55 7
F: CAGTCTAGCAATCAATTTGAAG

FJ444929 R: CTAGATCTTCCTAATCAAAGTGG (GATA)10 240-260 48 8
F: TACTAACCGATTGTCCCGTCTAG

FJ444932 R: CGCCACGTTAATCCCAGTTAGG (CTAT)10 450-500 54 4
F: CCTATACATATATGCATTGTGTGG

FJ476075 R: GTTCCTACATGTAGACATATCC (CTAT)13  175-195 48 5
F: CTCTTGGGAGTGAGCATGGTGAC

FJ444934 R: CCCGACAGATAGATGGTCAAA (GATA)16  170-190 50 8
F: CTCATTTCTCAATTGCGCAAGAG

FJ444931 R: GTCAATCACGCCAGCTCTAACA (GATA)16  225-275 50 9
F: CTCTGACATGTATGGATCTTGCA

FJ444936 R: CCCAACAAAGATGGTCAGAT (GATA)9 180-220 55 9
F: CAGGAGATGAGCCTGTTAGT

FJ444935 R: CTAGGCCCACTCCTATCCCA (CTAT)8 210-260 55 3
F: AGCTTCCTCAGAATGCCTAATTA

FJ476076 R: CCTTCAATTAGTACATAGATAG (GATA)8 230-255 55 4

F: GTACAGAACCATCTCATCCT

5.3 Analisis de la informacion

La informacion de los patrones de bandas obtenidos se registré en una matriz
numeérica en donde se asigné un consecutivo para cada uno de los alelos
encontrados por locus y a cada individuo se le asigné un maximo de dos valores
por locus, dependiendo de su genotipo (homocigoto — heterocigoto) (Anexo A).
Para la seleccion de bandas polimérficas se consideré6 como locus polimorfico
aquel en el cual la frecuencia del alelo mas comun fue menor al 95%. A partir de
esta matriz y usando los programas NTSYS- pc (Numerical Taxonomy System for
Personal Computer), TFPGA (Tools for Population Genetic Analisys) y Arlequin
version 3.11 se realizaron los andlisis estadisticos.

La similitud genética se calculdé mediante el coeficiente de Nei- Li,

___ 28 donde a = bandas compartidas por ambos individuos, b = bandas
(2a+b+¢)

presentes en el individuo (1) pero no en (2), y C = bandas presentes en el
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individuo (2) pero no en (1). El dendrograma que indica la agrupacion de los
materiales se realiz6 con el programa NTSYS —pc utilizando el método UPGMA,
método grafico de agrupamiento por parejas, que usa el promedio aritmético no
ponderado. Se realizé un analisis de correspondencia multiple (ACM) para asociar
columnas y filas de la matriz determinando el nivel de asociacién o determinar
proximidad (Joseph et al. 1992). Para estimar la diversidad genética se utilizaron
los parametros de heterocigosidad promedio (H) y el porcentaje de loci
polimorficos (P), los cuales se estimaron sobre todos los loci y el promedio de los
mismos de acuerdo con la férmula no sesgada de Nei (1973), asi:

H=1-> f(i)?

Donde f(i): Frecuencia del alelo i en la poblacion.

>f(i)? : Probabilidad de que dos individuos tomados al azar tengan el alelo i.

H: probabilidad de que dos individuos tomados al azar tengan diferente alelo,
ademas, es el valor con el que se representa la diversidad de la poblacion.

Se estimaron otros parametros de diversidad genética y para descripcién de las
poblaciones y marcadores moleculares de acuerdo a las metodologias descritas
por Caujapé (2006):

Probabilidad de pérdida alélica (L): es la probabilidad de que una muestra de N
poblaciones no contenga un alelo con frecuencia poblacional p y se estimé

mediante la ecuacién L=(1- p)*".

Frecuencia minima alélica (Pa): hace referencia a la minima frecuencia con la

cual se tiene la certeza de estimar una frecuencia alélica en particular y depende
1

del tamafo muestral. Es estimada a partir de la ecuacion Pa=1- a%, donde o es
el nivel de confianza (0,05) y n, el tamafo de la poblacién muestreada.

(He — Ho)
(1+ He)

donde He es la heterocigosidad esperada y Ho la heterocigosidad observada. Si
es negativa o muy baja, puede considerarse que la presencia de una sola banda
corresponde con un homocigoto y no con un heterocigoto con un alelo nulo.

Probabilidad de alelos nulos (r): se estim6é mediante la ecuacion r =

Numero efectivo de alelos (ENA): hace referencia a los alelos con capacidad de
pasar a la siguiente generacion (Kimura y Crow 1964) y se estimé mediante
1

> Pi*

la ecuacion ENA =
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Prueba de neutralidad de Ewens-Watterson: la prueba calcula un intervalo de
confianza al 95% (L95-U95) del valor medio de la homocigosidad esperada bajo la
hipétesis de neutralidad.

Prueba de equilibrio Hardy-Weinberg (HW): Se realiz6 mediante la prueba de
Chi? (X?) para las deviaciones de las frecuencias génicas con respecto a lo
esperado bajo el supuesto de HW.

Prueba de desequilibrio de ligamiento: Las desviaciones de las frecuencias
gaméticas observadas respecto de las esperadas en equilibrio se cuantifico
mediante el parametro de desequilibrio en el ligamiento (D) (Slatkin 1994). La
prueba fue realizada mediante el programa Arlequin 3.11 y utilizando 10000
permutaciones

Contenido de informacién polimérfica (PIC): El PIC se refiere a la medida de la
informatividad de un marcador genético, que depende del numero de alelos para
ese locus y de sus frecuencias relativas. Se estim6é mediante la ecuacion:

n

PIC =1—(ipi2)—ni D 2Pi*Pj? .
i=1

i=1 j=i+l

Probabilidad de identidad (I): indica que tan alto es la probabilidad de encontrar
dos individuos al azar iguales en un locus en particular y por tanto, que tan
discriminante es ese sitio para cada marcador. Se estimé usando la ecuacion

n-1 n

| = Z Pi* + z Z(ZPin)Z , donde P es la frecuencia del alelo y n es el numero
n j=i+l

de alelos.

Poder discriminante (Pd): es una estimacion de la probabilidad de que dos
accesiones muestreadas al azar puedan ser distinguidas por sus perfiles genéticos
(alelos) en un determinado locus (Kirst et al. 2005). Se estimé usando la
ecuacion Pd=1-1.

indice de consanguinidad (F): es la probabilidad de que los dos alelos de un gen
de un individuo diploide sean idénticos por descendencia. Se estima por la
(Ho — He)
Ho
heterocigosidad observada y He la heterocigosidad esperada (Caujapé 2006).

reduccion de heterocigosidad segun la formula F = , donde Ho es la

Se realizé una prueba de Mantel, la cual es una metodologia no paramétrica que
permite evaluar la significacién de la correlacion entre matrices de distancia. La
correlacion entre matrices de distancia no puede probarse de la forma
paramétrica, ya que la mayoria de distancias convencionales violan el requisito de
independencia exigido (Caujapé 2006). Mantel (1967) desarroll6 una prueba para
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evaluar el grado de correlacion entre matrices de distancia referidas a las mismas
poblaciones pero basadas en diferentes variables que empezé a aplicarse en
geografia y medicina y que luego encontré aplicacién en biologia poblacional
(Sokal 1979). Dado que las matrices de distancias (genética y geografica) deben
ser simétricas para la realizacién del analisis (contener el mismo numero datos) y
se disponia de solo un dato de geo-referencia para cada sitio evaluado, la matriz
de distancias genéticas fue construida utilizando los datos de un solo individuo. La
matriz de distancias geograficas fue construida utilizando el programa Diva-Gis
7.3.0.1 (www.diva-gis.org) (Anexo D) con base en los datos de geo-referenciacion.
La matriz de distancias genéticas al igual que la prueba de Mantel, fueron
realizadas con el programa NTsys.pc (Rohlf 1988).

Se realiz6é un analisis discriminante utilizando el programa SAS versién 9.0 y con
los datos obtenidos de los nueve marcadores moleculares microsatélites (Anexo
E) para verificar la validez de los grupos genéticos formados para los analisis de
diversidad, analisis de varianza molecular e indices de fijacion.

Se estimaron como parametros poblacionales los indices de fijacion descritos por
Wright (1931), los cuales miden la estructuracion genética a diferentes niveles
espaciales (Caujapé 2006). Dado que ante un conjunto de poblaciones de una
misma especie (o también en una poblacién dividida en varias subpoblaciones) se
distinguen tres niveles de complejidad: el de los organismos individuales, el de las
diferentes poblaciones o subpoblaciones y el de la poblacion total. Se estimaron
los parametros de flujo genético entre poblaciones de acuerdo a lo descrito por
Wright (1951). Se realizé un analisis de varianza molecular para evaluar la
existencia de diferenciacion genética entre y dentro de las poblaciones, asumiendo
que los materiales colectados en cada sitio corresponden a una poblacion
diferente.

Analisis de varianza molecular (AMOVA): Este método sirve para estudiar la
variacion molecular dentro de una especie y se basa en un modelo jerarquico y
anidado. En este caso fue usado para verificar el porcentaje de la variacién que
es atribuible a la variacién entre los grupos, dentro de los grupos y la variacion
individual dentro de grupos, utilizando el siguiente modelo:

Ykiﬁ)=Y+Ak+ Bk(i)+wki(n
Donde:
Ak: Efecto de la k-ésima poblacién con varianza c2a

Bk(i): Efecto del i-ésimo individuo dentro de la k-ésima poblacion, con varianza
02b
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WEKi(j):Efecto del j-ésimo locus del i-ésimo individuo de la k-ésima poblacién, con
varianza 02w

Tasa de reproduccidén cruzada (t): La t es una transformacién del valor del indice
de fijacion (Fis) que estima el grado de intercambio genético intra-poblacional. Se
estimo basada en los indices de fijacion de Wright (1951) y mediante la ecuacion

=iz F!S (Weir y Cockerham 1984).
1+ Fis

Flujo genético entre los grupos o poblaciones: se estim6 el numero medio de
migrantes por generacion (Nm), el cual hace referencia al promedio de individuos
que intercambian dos o0 mas poblaciones en una generacién. Si se disponen de
datos para varios loci multialélicos, Wright (1931) mostré que, asumiendo que los
alelos son neutrales, se puede estimar el nivel de flujo genético entre las

1

~ (1+4Nm)
de manera secuencial se presenta en la Figura 4.

poblaciones mediante la ecuacion: Fst . La metodologia resumida y
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Figura 4. Diagrama resumido de la metodologia utilizada en el proyecto.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Material vegetal y banco de ADN

El mapa con la distribucion geografica de los sitios muestreados en este estudio
se presenta en la Figura 5. La ubicacion espacial de los materiales permitio
proponer una primera aproximacion para la formacién de los grupos evaluados en
los analisis siguientes de diferenciacién poblacional, flujo y distancias genéticas.

Figura 5. Mapa de la distribucién geografica de los materiales utilizados en este
estudio.
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La cuantificacion del ADN mediante comparacion con concentraciones conocidas
del bacteriofago Lambda  permiti6 determinar de manera adecuada las
concentraciones del banco de ADN, encontrandose entre 50 y 300 ng/ul (Figura
6); concentracién suficiente para la amplificacion por PCR de los marcadores
moleculares. Esta técnica permitié realizar la cuantificacion de manera rapida y
menos costosa ya que no requiere de la utilizacion de equipos especializados
como espectrofotometros o fluorometros ni la utilizaciéon de reactivos toxicos y
peligrosos, lo que la propone como una metodologia de facil y rapida
implementacion para la cuantificacion de ADN total.

El banco de ADN de guadua se encuentra establecido con 90 muestras colectadas
en 30 sitios del eje cafetero colombiano y esta disponible en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira a una
temperatura de -50 °C acompafnado de una base de datos computarizada en la
cual se encuentran registrados los datos de pasaporte disponibles por material
(Anexo B).

Figura 6. ADN de materiales del banco establecido y cuantificacion mediante
comparaciones con patrones de ADN de Lambda.

A30A60AS0 A1 A2 D1D2 E1 E2 H1 H2 M1 M2 Z1

Y Rt W — — — e W— - - — - —

AGOASD A1 A2 D1 D2 E1 E2 H1 H2 M1 M2 21 Z2

wh G

Uno de los problemas mas frecuentes en las colecciones y bancos de
germoplasma se relaciona con la insuficiencia de datos de pasaporte que
acompafan la accesion al ingresar a las facilidades de conservacion (Painting et
al. 1993). No contar con dicha informaciéon provoca un uso ineficiente de los
recursos y disminuye la posibilidad de utilizar inmediatamente el potencial de la
accesion. En el caso del banco de ADN de guadua, se cuenta con informacion
detallada por colecta, lo que permitira la utilizacion de estos materiales en futuros
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estudios de diversidad genética a nivel nacional y estudios filogenéticos tendientes
a dilucidar las relaciones entre las diferentes especies del género Guadua.
Ademas, permitird la realizacién de trabajos futuros en donde se involucren
estudios poblacionales, de conservacion y mejoramiento genético. De este modo
se pretende facilitar el uso directo de los genes y las secuencias regulatorias
existentes en los recursos genéticos, acelerar la identificacion y clonacion de
genes valiosos existentes y a la vez hacer mas directa su transferencia a especies
cultivadas mediante transgénesis. Sin embargo, es importante sefalar que esta
iniciativa aun se encuentra a nivel experimental debido a los costos implicados.
Considerando que la amplia mayoria de los procesos y las caracteristicas de
interés para el mejoramiento vegetal se regulan por una gran cantidad de genes
que actuan en forma compleja entre si, su utilidad se limita a genes de herencia
simple, entre los cuales se destacan genes de resistencia a enfermedades, genes
reguladores de enzimas involucradas en el metabolismo secundario y proteinas de
importancia nutricional (Campos y Seguel 2000).

6.2 Amplificacién por PCR de marcadores moleculares microsatélites

Las condiciones de amplificacién descritas por Pérez-Galindo et al (2009) fueron
modificadas debido a la ausencia o pobre amplificacion en la gran mayoria de los
marcadores utilizados (Figura 7). Los cambios realizados correspondieron a la
adicién de albumina de suero bovino (BSA) para mejorar la calidad de productos
amplificados (Sambrook et al. 1989). Las condiciones de amplificacion se
presentan en la Tabla 3. La ausencia o la pobre amplificacion pueden ser
explicados por la calidad del ADN utilizado, en donde se requiri6 de BSA como
adyuvante dado que incrementa la eficiencia de la PCR y actua como proteina
captadora de iones que pueden ser inhibidores de la Taqg polimerasa (op cit).

Tabla 3. Condiciones de amplificacion para los nueve marcadores microsatélites
utilizados

Compuesto [] Inicial []Final
Tampén Taq 10X 1X
MgCI2 50 mM 2 mM
DNTPs 1.25 mM 0.2 mM
BSA 10mg/ml 0.4 mg/ml
ADN 20 ng/ul 40 ng
Cebadores 10 uM 0.5 uM
Taq 5 Ulul 05U
Volumen final 25 ul
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Figura 7. Productos amplificados por PCR de nueve marcadores microsatélites
utilizados.

29 30 31 32

Al utilizar BSA se obtuvieron bandas claras y unicas en varios marcadores, sin
embargo, en algunos se obtuvieron bandas inespecificas (Figura 8) que obligaron
al aumento de la temperatura de hibridacion para cada uno de los marcadores
evaluados, hasta obtener una banda unica. Las temperaturas O6ptimas de
hibridacién para cada uno de los marcadores se presentan en la Tabla 4. Los
fragmentos obtenidos se encontraron de acuerdo a los rangos establecidos
previamente por Pérez-Galindo et al (2009), entre 170 y 500 pb.
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Tabla 4.

Figura 8. Productos amplificados después de la utilizacion
de BSA. Noétese la aparicién de bandas inespecificas en
el marcador FJ476075

29

75

Rangos de tamano y temperaturas de hibridacion para los nueve

marcadores microsatélites utilizados.

Marcador Motivo Tamaiio (pb) Temperatura de
repetido hibridacién (°C)
FJ444930 (GATA)8 225-270 52
FJ444929  (GATA)10  240-260 55
FJ444932  (CTAT)10  450-500 52
FJ476075  (CTAT)13  175-195 55
FJ444934  (GATA)16  170-190 52
FJ444931 (GATA)16  225-275 52
FJ444936 (GATA)9 180-220 52
FJ444935 (CTAT)8 210-260 52
FJ476076 (GATA)8 230-255 55
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6.3 Visualizacion de productos amplificados

El tiempo de corrida debié ser adaptado dependiendo del tamano de cada
microsatélite, variando entre 50 minutos y 1 hora con 20 minutos. La técnica
permitio la diferenciacién clara de individuos homocigotos de heterocigotos (Figura
9) y tuvo el suficiente poder de resolucion para revelar los diferentes patrones de
bandas (alelos) presentes en la poblacion evaluada (Figura 10).

A pesar que la técnica empleada en este estudio para la visualizacién de los
productos amplificados resulté adecuada para el alcance de los objetivos y tuvo un
buen poder de resolucion, la elaboracion de geles de poliacrilamida es una labor
que demanda mano de obra calificada, es dispendiosa y requiere de
aproximadamente 4 horas para su implementacion por cada gel realizado (datos
no mostrados), ademas, la tincién con sales de plata genera una gran cantidad de
residuos téxicos que deben ser dispuestos de la manera mas adecuada. Por lo
anterior, si existe la disponibilidad presupuestal para realizar el analisis de los
marcadores moleculares microsatélites, se recomienda la utilizacion de
secuenciadores automaticos para la determinacion rapida y precisa de los alelos
presentes en la muestra.

Figura 9. Patrones de bandas obtenidos con el microsatélite
FJ476075. Notese la clara diferenciaciéon de individuos homocigotos
(izquierda) de heterocigotos (derecha)

Foto: Andrés Posso ©
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Figura 10. Patrones de bandas obtenidos con el microsatélite
FJ476076. Notese los diferentes patrones de bandas (alelos)
obtenidos.

Foto: Andrés Posso ©

6.4 Caracteristicas de los marcadores utilizados

El numero de alelos encontrado en la poblacion estudiada con los nueve
marcadores utilizados varié entre 2 y 5 (Tabla 6). Estudios anteriores reportaron la
presencia de entre 3 y 9 alelos para los nueve marcadores (Pérez-Galindo et al.
2009), sin embargo, esta investigacion utilizé materiales de G. angustifolia de
diferentes zonas geograficas del pais. Torres et al (2009) obtuvieron entre 5y 14
alelos mediante la amplificacion con ocho marcadores, sin embargo, este
resultado es explicado por la inclusion de materiales pertenecientes al Banco
Nacional de G. angustifolia, el cual posee representantes de todo el pais. El bajo
numero de alelos encontrado en el presente estudio puede ser explicado por la
relativamente estrecha zona geografica de colecta y analisis de materiales o a la
genética misma asociada a cada uno de los materiales evaluados.

La probabilidad de pérdida alélica (L) es la probabilidad de que una muestra de N
poblaciones no contenga un alelo con frecuencia poblacional P. Valores por
debajo del 10% son considerados como bajos (Caujapé 2006). Para la mayoria de
alelos encontrados, este valor resulté por debajo del 5% (datos no mostrados)
dada su relativa alta frecuencia en la poblacién; sin embargo, dada la baja
frecuencia para cinco alelos encontrados, los valores de L se encontraron entre el
20 y 60%, indicando una baja probabilidad de encontrar éstos alelos en otras
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poblaciones muestreadas (Tabla 5). La presencia de “alelos raros” o en bajas
frecuencias es importante para la identificacion y discriminacion de materiales,
pues se puede asignar estos alelos a alguna caracteristica en particular
(fenotipica, procedencia geografica, entre otras), ademas, pueden ser de utilidad
para una correcta genotipificaciéon y discriminacién de materiales seleccionados
con caracteristicas deseables.

Tabla 5. Valores de probabilidad de pérdida alélica (L) para alelos con bajas
frecuencias en la poblacion.

Marcador Alelo Frecuencia L

FJ444930 0.097 0.441
FJ444929 1 0.181 0.203

[S4)

FJ444932 3 0.118 0.366
FJ444931 4 0.139 0.302
FJ476076 1 0.063 0.597

2 0.125 0.344

La frecuencia minima alélica (Pa) hace referencia a la minima frecuencia con la
cual se tiene la certeza de estimar una frecuencia alélica en particular y depende
del tamafo muestral. El valor obtenido fue de 0,021, indicando que el numero de
materiales colectados y utilizados en el presente trabajo es adecuado y brinda un
buen soporte a la estimacion de las frecuencias alélicas mas bajas obtenidas en el
estudio (Tabla 5). Ninguno de los alelos encontrados con los nueve marcadores
microsatélites evaluados tuvo frecuencias menores al valor obtenido de Pa.

La probabilidad de alelos nulos (r), si es negativa o muy baja, puede considerarse
que la presencia de una sola banda corresponde a un homocigoto y no a un
heterocigoto con un alelo nulo. En la mayoria de los casos este valor resultd
negativo a excepcién del marcador FJ444935 en donde el valor fue positivo, pero
muy bajo (0,035) (Tabla 6). Lo anterior brinda una alta confiabilidad para la lectura
y asignacion de genotipos a partir de los patrones de bandas obtenidos y confirma
la posibilidad de que no se presentaron individuos heterocigotos con la presencia
de alelos nulos. La determinacién correcta de la presencia de alelos nulos es muy
importante para analisis posteriores, dado que puede aumentarse la cantidad de
homocigosis de manera equivocada y por lo tanto, afectar de gran manera los
analisis de diferenciacion, estructura poblacional y flujo genético.
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El numero efectivo de alelos (ENA) hace referencia a los alelos con capacidad de
pasar a la siguiente generacion (Kimura y Crow 1964) y resulta un buen indicador
de los marcadores que realizan aportes importantes al estudio de la diversidad, en
la medida que el valor de ENA se acerque al numero de alelos encontrados. De
esta manera, todos los marcadores utilizados en este estudio tuvieron valores de
ENA cercanos al numero de alelos, a excepcion del marcador FJ444935, el cual
no resultdé muy informativo (Tabla 6). Segun este criterio, los mejores marcadores
fueron el FJ444931 y FJ444934, sin embargo, los restantes marcadores
mostraron buenos valores de ENA y por lo tanto, son recomendables para
estudios de diversidad genética en la especie.

Tabla 6. Numero de alelos, frecuencia alélica minima (Pa), probabilidad de alelos
nulos (r) y numero efectivo de alelos (ENA) estimado para los nueve marcadores
microsatélites usados.

No. (r) No. Efectivo de
Marcador Alelos alelos (ENA)
FJ444930 3 -0.108 2.377
FJ444929 4 -0.118 2.776
FJ444932 3 -0.171 2.370
FJ476075 2 -0.069 1.607
FJ444934 3 -0.010 2.855
FJ444931 5 -0.086 4.651
FJ444936 3 -0.125 2.898
FJ444935 2 0.035 1.198
FJ476076 4 -0.194 2.874

6.4.1 Prueba de neutralidad

La prueba de neutralidad de Ewens-Watterson permite decidir, en funciéon de un
modelo, si un locus se desvia de la homocigosidad esperada bajo la hipotesis de
neutralidad. Uno de estos modelos propone que la mayoria de variabilidad
genética se mantiene por el efecto combinado de la presion de mutacion y la
deriva genética (neutralismo), por lo tanto, se han desarrollado varias pruebas
estadisticas para comprobar si se cumple la teoria de la mutacion neutral (Kimura
1968), que postula que todos los alelos son selectivamente neutrales. La mayoria
de estas pruebas se basan en la teoria muestral de alelos neutrales desarrollada
por Ewens (1972).

La prueba calcula un intervalo de confianza al 95% (L95-U95) del valor medio de
la homocigosidad esperada bajo la hipdtesis de neutralidad. Si el valor promedio
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de la homocigosidad esperada segun las proporciones Hardy-Weinberg se ubica
dentro del intervalo, la prueba no es significativa y el locus en cuestion puede
considerarse neutral. Si el promedio queda fuera del intervalo de confianza,
entonces hay motivos para pensar que la seleccidn podria estar actuando en el
locus implicado (Caujapé, 2006).

Tabla 7. Prueba de neutralidad de Ewens-Watterson para los nueve marcadores
microsatélites utilizados.

Marcador Promedio DS L95 u95
Homocigosidad

FJ444931 0.5721 0.0325 0.3166 0.9323
FJ444929 0.5884 0.0321 0.3197 0.9323
FJ476075 0.8232 0.0283 0.5024 0.9862
FJ444930 0.6948 0.0353 0.3822 0.9725
FJ444935 0.8154 0.0291 0.5024 0.9862
FJ444934 0.6812 0.0346 0.3693 0.9725
FJ444932 0.6920 0.0346 0.3699 0.9725
FJ444936 0.6875 0.0341 0.3728 0.9725
FJ476076 0.5929 0.0313 0.3148 0.9322

La prueba realizada usando el programa Arlequin version 3.11 y con 10000
permutaciones se presenta en la Tabla 7. Los resultados mostraron que ninguno
de los marcadores estuvo por fuera del rango para el valor de homocigosidad y
por lo tanto, en este caso, todos los loci analizados podrian ser considerados
neutrales. Lo anterior indica que los marcadores no estan afectados por seleccion
y por lo tanto, todos resultan adecuados para la realizacion del estudio de
diversidad genética y estructura poblacional, brindado soporte y confianza a los
resultados y conclusiones obtenidas a partir del analisis de datos.

6.4.2 Equilibrio Hardy-Weinberg (HW)

El teorema de Hardy-Weinberg es una formulaciéon matematica que muestra que
las frecuencias de los diferentes alelos en poblaciones ideales de tamafo infinito
no cambian en el tiempo a menos que actuen fuerzas evolutivas y por lo tanto, la
mayoria de inferencias sobre la diversificacion de las poblaciones se realizan en
base al sentido de las desviaciones de las frecuencias génicas observadas
respecto de las esperadas bajo el equilibrio que define el teorema de HW
(Caujapé 2006).
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El teorema de HW funciona como una hipétesis nula y la genética de poblaciones
consiste en gran medida en investigar qué factores provocan la desviacion
significativa de esta hipotesis nula en las poblaciones naturales de organismos. A
pesar que las desviaciones de las condiciones del modelo de HW son muy
frecuentes, a veces las proporciones HW se cumplen en (algunos loci) de algunos
organismos, sin embargo, se debe hacer énfasis en el hecho de que si una
poblacion natural cumple las proporciones HW no implica directamente que esté
en equilibrio HW. Afirmar que una poblacion esta en equilibrio HW implica el
cumplimiento de todas las condiciones implicitas al modelo, mientras que la sola
adecuacion a las proporciones HW puede ser debida a factores aleatorios o
relacionados con un mal muestreo.

De esta manera, uno o varios marcadores moleculares (loci) que se encuentren en
equilibrio HW en la poblacion no seran de mucha utilidad para el analisis de los
factores (seleccidon mutacion, deriva, endogamia) que estan actuando en esa
determinada poblacién. La prueba de equilibrio HW para los nueve marcadores
microsatélites usados en este estudio y realizada mediante la prueba de Chi® (X?)
para las deviaciones de las frecuencias génicas con respecto a lo esperado bajo el
supuesto de HW se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de la prueba de equilibrio HW para los 9 marcadores
microsatélites evaluados.

Marcador X2 HW
FJ444931 24.64** No
FJ444929 33.32** No
FJ476075 4.62* No
FJ444930 14.77** No
FJ444935 4.62* No
FJ444934 10.55* No
FJ444932 36.04** No
FJ444936 40.00** No

FJ476076 45.65™ No

* P(0.05 < a < 0.001), ** P(a < 0.01)

Los resultados mostraron que ninguno de los nueve marcadores utilizados se
encontraba en equilibrio HW, resultado importante para la continuidad de los
analisis de diversidad genética y estructura poblacional de los materiales
evaluados y que corresponde a lo encontrado por Pérez-Galindo et al. (2006), en
donde los mismos marcadores moleculares no se encontraron en equilibrio HW en
23 individuos de G. angustifolia. Dados los resultados obtenidos, se decidié no
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eliminar ninguno de los marcadores del analisis, a pesar del bajo numero de alelos
encontrado con los marcadores FJ476075 y FJ444935 (dos para cada uno) (Tabla
6), ya que podrian brindar algun nivel de informacion adicional sobre los procesos
y factores involucrados en la desviacion del equilibrio HW en las poblaciones de
guadua evaluadas.

6.4.3 Desequilibrio de ligamiento (D)

El desequilibrio en el ligamiento es la asociacion no aleatoria de alelos en dos o
mas loci (no necesariamente en el mismo cromosoma). En poblaciones grandes
con apareamiento aleatorio, se espera que los alelos de diferentes loci estén
asociados al azar, es decir, que exhiban equilibrio en el ligamiento. Sin embargo, a
veces se observa una desviacion de las combinaciones aleatorias de las
frecuencias génicas, las que se denominan como desequilibrio en el ligamiento y
que puede estar causado por una gran variedad de fendmenos (azar, cuellos de
botella, consanguinidad, estructura poblacional, seleccién, entre otras) (Caujapé
2006). Estas desviaciones de las frecuencias gaméticas observadas respecto de
las esperadas en equilibrio se cuantifica mediante el parametro de desequilibrio en
el ligamiento (D) (Slatkin 1994).

La prueba de desequilibrio de ligamiento indicd un posible ligamiento entre los
marcadores FJ476075 y FJ444935 (Anexo C), sin embargo, se decidié incluirlos
en el estudio dado que no se encontraron en equilibrio HW (Tabla 8) y por lo tanto,
podrian brindar alguna informacion adicional importante de las poblaciones
evaluadas. Ademas, el analisis de un gran numero de loci aumenta el poder de
deteccion de estructura poblacional y diversidad genética porque cada locus
contiene informacion, inicialmente independiente, sobre los niveles de deriva,
mutacion y migracion que han afectado a la poblacién de estudio.

Los siete marcadores restantes no presentaron desequilibrio en el ligamiento
(Anexo C), resultado que acoplado con la prueba de equilibrio HW, aporta una
gran confiabilidad en los marcadores utilizados y respalda los restantes analisis y
conclusiones, ademas, corresponde a lo encontrado por Pérez-Galindo et al.
(2006), en donde ninguno de los mismos nueve marcadores moleculares se
encontraron en desequilibrio de ligamiento evaluados en 23 materiales de G.
angustifolia. Si los loci analizados estan ligados genéticamente, entonces esta
informacion no es independiente y los resultados explicarian predominantemente
al grupo de ligamiento, mas que a la poblacién de individuos en estudio.

48



6.4.4 Contenido de informacién polimérfica (PIC)

El contenido de informacion polimérfica (PIC) se refiere a la medida de la
informatividad de un marcador genético, que depende del numero de alelos para
ese locus y de sus frecuencias relativas. Para un marcador genético se define
como la probabilidad de que un descendiente de una pareja sea informativo, es
decir, que se pueda deducir el origen parental de cada uno de los alelos de ese
locus (Botstein et al. 1980). El PIC junto con ENA sirven para evaluar la utilidad de
un determinado locus de un marcador molecular para distinguir entre los
individuos analizados

El PIC ha sido ampliamente usado como un descriptor del grado de informacion
que ofrece un determinado sitio del genoma (Torres 2008). Valores de PIC
superiores a 0.5 indican loci altamente polimérficos, como es el caso de los
marcadores FJ444929, FJ444934, FJ444936, FJ444931 y FJ476076, siendo los
dos ultimos quienes presentaron los valores mas altos y por lo tanto los mas
informativos (0.7 y 0.63 respectivamente). Medianamente informativos los que
presentan valores entre 0.25 y 0.5, como los marcadores FJ444930, FJ444932 y
FJ476075 y poco informativos los de valores inferiores a 0.25. Segun este
descriptor, solo el marcador FJ444935 (0.152) resulté mono-morfico y poco
informativo para los materiales evaluados de G. angustifolia (Tabla 9).

Tabla 9. Contenido de informacion polimorfica (PIC) estimado para los nueve
marcadores microsatélite evaluados.

Marcador PIC

FJ444930 0.492
FJ444929 0.579
FJ444932 0.500
FJ476075 0.307
FJ444934 0.577
FJ444931 0.700
FJ444936 0.582
FJ444935 0.152
FJ476076 0.643

En investigaciones anteriores y usando los mismos marcadores microsatélites

Torres et al. (2009) obtuvieron amplificacion en ocho loci en G. angustifolia con

valores de PIC entre 0.398 y 0.851, valores mas altos que los obtenidos en esta

investigacion (entre 0.152 y 0.70) (Tabla 9). Munoz (2011) obtuvo valores de PIC

entre 0.133 y 0.62, muy similares a los reportados en esta investigacion, usando

los mismos marcadores microsatélites pero con un aumento de aproximadamente
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30 individuos analizados en la zona cafetera Colombiana. Los valores altos
obtenidos por Torres et al. (2009) pueden ser explicados por la inclusién en el
analisis de materiales pertenecientes al Banco Nacional de G. angustifolia el cual
posee representantes de todo el pais, en donde pueden encontrarse otros alelos
adicionales y diferentes a los reportados en esta investigacion, los cuales
contribuyan a aumentar los valores de PIC.

6.4.5 Poder discriminante (Pd)

El poder discriminante (Pd) es una estimacion de la probabilidad que dos
accesiones muestreadas al azar puedan ser distinguidas por sus perfiles genéticos
(alelos) en un determinado locus (Kirst et al. 2005). Para estimar el poder
discriminante, se debe conocer el valor de la probabilidad de identidad (l), la cual
puede ser un mejor estimativo del grado de informacion de un sitio del genoma
obtenido por medio de los marcadores microsatélites en poblaciones, ya que ésta
indica que tan alta es la probabilidad de encontrar dos individuos al azar iguales
en un locus en particular y por tanto, que tan discriminante es ese sitio (op cit).
Ademas, no se basa en ningun supuesto dado que es una probabilidad.

Tabla 10. Numero de alelos, poder discriminante (Pd) y probabilidad de identidad
(I) obtenidos para los nueve marcadores microsatélites usados.

Marcador No. Alelos Pd |

FJ444930 3 0.741 0.259
FJ444929 4 0.807 0.193
FJ444932 3 0.740 0.260
FJ476075 2 0.539 0.461
FJ444934 3 0.801 0.199
FJ444931 5 0.872 0.128
FJ444936 3 0.805 0.195
FJ444935 2 0.279 0.721
FJ476076 4 0.809 0.191

Combinado 0.999996 4.114x10°

Entre mas bajos sean los valores de |, mas informativos son los sitios estudiados
mediante los microsatélites. Segun este indice, el marcador mas informativo es el
FJ444931 (0,128) seguido por el FJ476076 (0,191) y el menos informativo de los
marcadores fue el FJ444935 (0,721) (Tabla 10). Dado que el valor de | depende
del numero de alelos para cada locus, los marcadores mas informativos
presentaron el mayor numero de alelos, resultado que corrobora lo obtenido con
los analisis anteriores (PIC y ENA).
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La probabilidad de identidad combinada permite evaluar que tan buena
herramienta es el conjunto de los marcadores, en este caso, el valor de |
combinada fue de 4,114 x 10, indicando que utilizando los nueve marcadores
analizados para las muestras evaluadas de G. angustifolia existe una probabilidad
muy baja y cercana a cero de tomar dos individuos al azar que contengan el
mismo genotipo y por lo tanto, son lo suficientemente informativos para estudiar la
diversidad genética en el eje cafetero.

Dado que el Pd es la probabilidad de que dos accesiones muestreadas al azar
puedan ser distinguidas por sus perfiles genéticos, el valor de Pd combinado fue
de 0,999996 (Tabla 10), lo que indica que con una probabilidad de 99.9996% de
exactitud, pueden diferenciarse los materiales evaluados. Al utilizar solo los dos
marcadores FJ476076 y FJ444931, su Pd combinado es del 97.55%, indicando
nuevamente que estos dos marcadores fueron muy buenos para revelar
polimorfismo y diferenciar materiales en la poblacion evaluada y por lo tanto, los
sugiere como marcadores ideales para estudios de diversidad genética y
estructura poblacional en G. angustifolia. De manera general, dado el bajo valor de
Ic y alto nivel de Pd, se confirma lo propuesto por Pérez-Galindo et al. 2006 en
donde sugieren el uso de estos nueve marcadores para estudios intra e inter
poblacionales en G. angustifolia.

6.5 Analisis descriptivo

El analisis del dendrograma realizado con el coeficiente de Dice Nei-Li (1978) y
mediante el método de clasificacion UPGMA (Figura 11) mostré que no existe una
relacion entre los agrupamientos formados y las zonas geograficas de
procedencia de los materiales colectados, sin embargo, a un nivel aproximado de
similitud de 0.52, se logré diferenciar entre los materiales procedentes del Peru (a)
(Figura 11) de los materiales del eje cafetero Colombiano, resultado que confirma
lo encontrado por Mufoz (2011).  Tampoco se observdé un patron claro de
agrupamiento de los materiales con respecto a los biotipos establecidos
morfolégicamente, sin embargo, en algunos casos se observo una tendencia de
formacion de grupos entre  aquellos materiales provenientes del mismo
departamento (ubicados con el mismo color en la Figura 11), lo cual concuerda
con los resultados obtenidos por Torres (2008) usando los mismos marcadores de
este estudio y por Marulanda et al. (2007) quienes probaron microsatélites de
arroz y cafia de azucar en diferentes accesiones de G. angustifolia y otras
especies del género Guadua. Ellos tampoco lograron relacionar genéticamente los
biotipos, pero si distinguieron variaciones intraespecificas en G. angustifolia
relacionadas con areas distantes geograficamente, contrario a lo encontrado en
esta investigacion.

51



Figura 11. Dendrograma realizado con el coeficiente de Dice Nei-Li (1978) y
mediante el método de clasificacion UPGMA utilizando los datos de nueve

marcadores microsatélites en 72 materiales de G. angustifolia.
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De manera general, debido a la dispersion de los materiales en el grafico y la
ausencia de grupos relacionados con alguna caracteristica especial, el
dendrograma muestra variacion entre los materiales de G. angustifolia evaluados,
ademas, muestra variacion al interior de cada uno de los sitios de colecta, lo que
confirma los resultados de Mufoz (2011) quien encontré variacion dentro de
guaduales al utilizar nueve marcadores microsatélites en una muestra de 24
individuos en un mismo sitio de colecta o guadual. Este resultado indicé que a
mayor distancia recorrida dentro del guadual mayor es la distancia genética entre
los materiales, proponiendo que la variacion es debida posiblemente por
reproduccién sexual y polinizacion cruzada eodlica que se favorece en individuos
cercanos geograficamente.

Con respecto a los materiales seleccionados en estudios previos (Mufioz 2011)
por caracteristicas sobresalientes y como clones superiores, se puede observar
que gran parte de los materiales seleccionados se agrupan a un nivel de similitud
de aproximadamente 0.78 y pertenecen principalmente al grupo 2 (Quindio y Valle
del Cauca), lo que indica que esta zona geografica del pais es una fuente
importante de variabilidad fenotipica utilizable en programas de seleccién y
mejoramiento genético de la especie.

Para comprobar estadisticamente el tipo de relacién existente entre los datos
genéticos y los datos geograficos se realizo la prueba de Mantel, la cual es una
metodologia no paramétrica que permite evaluar la significancia de la correlacién
entre matrices de distancia. El valor obtenido para la prueba fue de (0,2), en donde
el grado de ajuste puede interpretarse como muy bueno (0.9<r), bueno
(0.8<r<0.9), bajo (0.7<r<0.8) o muy bajo (r<0.7) (Rohlf 1988). Lo anterior confirma
los resultados obtenidos con el dendrograma (Figura 11), en donde se muestra
que no existe relacion entre los grupos genéticos formados con las procedencias
geograficas de los materiales, es decir, los resultados permiten proponer que no
hay relacion entre las distancias genéticas con las distancias geograficas.

La falta de correspondencia entre grupos genéticos y geograficos, en algunos
casos, pueden estar asociado a factores espacio temporales que afectan la
dinamica poblacional, como la relacion de la especie con los habitantes
precolombinos que pudieron transportar material de una regiéon a otra, a los
eventos asociados a la colonizacion en el eje cafetero y en algunos casos a la
migracion de cepas o semillas por corrientes de agua, aves y otros animales
(Mufioz 2011).
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6.5.1 Analisis de correspondencia multiple (ACM)

El ACM es una representacion tridimensional de la agrupacién de los materiales
colectados y se presenta en la Figura 12. Los resultados confirman que no existe
una relacion entre los agrupamientos y las zonas geograficas de procedencia de
los materiales, ademas, muestra una alta variacion de los materiales en la
poblacién evaluada por no formar un grupo homogeneo y la ubicacion en un grupo
aparte de los materiales procedentes de Peru. Los resultados de esta
investigacion resultan contrarios a lo descrito por Torres (2008), donde reportan
poca variabilidad genética existente dentro del banco Nacional de germoplasma,
ya que todas las accesiones tienden a formar un mismo grupo, sin embargo,
reportan un valor alto de He (0.75); también son contrarios a lo reportado por
Marulanda et al. (2002) utilizando muestras del banco nacional de germoplasma
usando marcadores SSR descritos previamente para arroz y cafia de azucar.

Figura 12. Analisis de correspondencia multiple (ACM) para las muestras
evaluadas y construido utilizando los datos obtenidos mediante nueve
marcadores moleculares microsatélite.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion pueden explicarse por la inclusion
en el analisis de varios individuos representantes de una poblacion y no
corresponde al andlisis de un banco de germoplasma que posee escasos
individuos representantes de una zona geografica en particular. Por el contrario,
los resultados de este estudio estan de acuerdo a lo reportado por Potosi et al
(2006), quienes evaluaron poblaciones naturales de G. angustifolia en la cuenca
del rio Cauca, encontrando una alta diversidad genética de los materiales
evaluados. La presencia de una alta diversidad genética en los recursos silvestres
y poblaciones naturales es de vital importancia, ya que constituye un reservorio de
“variacion” genética (alelos) que permiten la supervivencia de la especie y
contiene informacién necesaria para afrontar cambios ambientales bidticos y
abidticos, ademas, es el componente fundamental para la utilizacion de los
recursos genéticos a través de programas de seleccion y mejoramiento genético.

6.5.2 indices de diversidad genética: heterocigosidad y porcentaje de loci
polimérficos

Todas las pruebas estadisticas sobre predicciones tedricas en genética de
poblaciones (por ejemplo, la bondad de ajuste a las proporciones de Hardy-
Weinberg) asumen que se describen adecuadamente las poblaciones o los grupos
genéticos a evaluar y por lo tanto, la definicion de sistemas poblacionales es una
tarea que debe realizarse a priori y con base en el conocimiento que se tenga de
la especie (Caujapé 2006). Los resultados del analisis discriminante permitieron
re-ubicar los sitios H, N y O como un solo grupo de materiales (grupo 1) y el sitio T
con una alta probabilidad de pertenecer al grupo 3 debido a su perfil genético,
ubicado inicialmente en el grupo 1 por Rugeles (2011) (Figura 13) y basandose en
cercanias geograficas. Ademas, Mufoz (2011) reporta que este sitio (T)
corresponde a un centro experimental establecido de manera vegetativa con
materiales procedentes del departamento de Risaralda y por lo tanto, hace parte
del grupo de materiales de esa zona. De esta manera, los grupos para los
posteriores analisis en este trabajo quedaron conformados como se describe en la
Tabla 11 y seran discutidos con detalle en el aparte de diferenciacion de las
poblaciones.
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Tabla 11. Grupos formados para el analisis de diversidad genética y estructura
poblacional utilizando nueve marcadores moleculares microsatélites.

Grupo Sitio Departamento de
procedencia
1 H, N, O Quindio y Risaralda
2 A, D, E, J, K, L, M, Gama, Quindio y Norte del Valle del
P. Cauca
3 Q, R, S, T, Alfa Quindio y Risaralda
4 UvVv,w, XY, Z Caldas
5 PE Peru

La He, estima la probabilidad que dos alelos extraidos al azar del conjunto de
genes de una poblacion sean diferentes, mientras que la Ho, hace referencia a la
proporcion de individuos heterocigotos presentes y observados en una muestra
poblacional. Los valores de heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad
observada (Ho) y porcentaje de loci polimérficos (P) obtenidos en el presente
estudio se presentan en la Tabla 12.

Figura 13. Grupos genéticos formados y analizados mediante marcadores
moleculares RAMs en 23 sitios del Eje Cafetero Colombiano (Rugeles 2011).
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Uno de los hallazgos importantes en esta investigacion es la presencia de un valor
de Ho que supero a la He en todos los grupos evaluados, indicando un exceso de
heterocigotos observados con respecto a lo esperado bajo condiciones de HW,
posiblemente debido a un proceso de seleccion que favorece la supervivencia de
los individuos heterocigotos (Tabla 12). Ademas, los valores de Ho y He evaluados
para toda la poblacién y con cada uno de los marcadores utilizados también
mostro valores superiores de Ho en ocho de los nueve marcadores utilizados (

Los valores de Ho y He obtenidos en este estudio fueron muy similares a los
obtenidos por Mufioz (2011) tanto para los grupos genéticos, como para cada uno
de los marcadores evaluados (datos no mostrados). Sin embargo, Mufioz (2011)
evaluoé 90 muestras del eje cafetero, lo que permite concluir que una disminucion
hasta 72 muestras como se planteé en este estudio no afectdé los valores
obtenidos y que un buen ejercicio de muestreo es indispensable para la obtencion
de resultados adecuados y confiables, ademas, se disminuyen los costos
asociados del estudio por la inversion de menos recursos en los muestreos y
analisis con marcadores moleculares.

Tabla 13). Estos resultados no coinciden con lo reportado por Perez-Galindo et
al. (2009), en donde el valor de Ho es superior al valor de He en solo tres de
nueve marcadores microsatélites evaluados, sin embargo, estos investigadores
solo analizaron 23 individuos que posiblemente pueden explicar estos resultados.
Los resultados tampoco estan de acuerdo a lo reportado por Torres (2008), en
donde tres de ocho marcadores microsatélites tuvieron valores de Ho mayores
que He y en promedio, se observd un mayor numero de homocigotos que de
heterocigotos en los ocho loci. Sin embargo, estos resultados pueden explicarse
por la evaluacion de un banco de germoplasma con pocos representantes de
poblaciones naturales.

Tabla 12. Valores de heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada
(Ho) y porcentaje de loci polimérficos (P) para 5 grupos formados y utilizando los
datos obtenidos con nueve marcadores moleculares microsatélites.

Grupo He Ho P(%)
1 0.505 0.728 88.88
2 0.526 0.728 88.88
3 0.533 0.726 100
4 0.544 0.697 100
5 0.326 0.518 55.5
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Los valores de Ho y He obtenidos en este estudio fueron muy similares a los
obtenidos por Mufioz (2011) tanto para los grupos genéticos, como para cada uno
de los marcadores evaluados (datos no mostrados). Sin embargo, Mufioz (2011)
evaluo 90 muestras del eje cafetero, lo que permite concluir que una disminucion
hasta 72 muestras como se planteé en este estudio no afectdé los valores
obtenidos y que un buen ejercicio de muestreo es indispensable para la obtencion
de resultados adecuados y confiables, ademas, se disminuyen los costos
asociados del estudio por la inversion de menos recursos en los muestreos y
analisis con marcadores moleculares.

Tabla 13. Valores de Ho y He evaluados para toda la poblacién y con cada uno de
los marcadores microsatélites utilizados

Marcador Ho He

FJ444930 0.750 0.579
FJ444929 0.833 0.640
FJ444932 0.847 0.578
FJ476075 0.472 0.378
FJ444934 0.667 0.650
FJ444931 0.875 0.726
FJ444936 0.861 0.655
FJ444935 0.125 0.165
FJ476076 0.972 0.652

El marcador FJ444935 mostrd el unico valor de Ho menor que He, sin embargo,
este marcador presento un bajo numero de alelos, bajo valor de ENA, PIC, Pd e |;
por lo que no resulta muy confiable la informacién suministrada por este marcador.

Los valores de He para todos los grupos fue muy similar y estuvo alrededor de 0.5
(Tabla 12), a excepcién del grupo con los materiales procedentes de Peru, lo que
se explica posiblemente por el bajo numero de muestras evaluadas para ese
grupo, sin embargo, deben realizarse estudios adicionales con materiales
provenientes de esta zona para confirmar lo propuesto. La He promedio para toda
la poblacién fue de 0.56, indicando una alta diversidad genética de los materiales
evaluados. Este valor esta de acuerdo a reportes anteriores, donde se propone
alta diversidad genética para poblaciones naturales usando otros marcadores
moleculares (Potosi et al. 2006; Rugeles 2011), ademas, muy cercano al valor
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obtenido por Munoz (2011) (0.54) utilizando los mismos marcadores, pero
aumentando el tamafo poblacional evaluado.

Otros estudios en bancos de germoplasma de guadua y usando marcadores
microsatélites reportan la presencia de algunas accesiones distantes de las
demas, indicando una gran diferenciacion genética de éstas respecto al resto y por
lo tanto, se explica el alto valor de diversidad obtenido a través de la He (0.6227)
(Torres 2008).

El porcentaje de loci polimérficos (P) obtenido en este estudio estuvo entre 88.88 y
100% para los grupos del eje cafetero y 55.5% para los materiales de Peru (Tabla
12), indicando una alta diversidad genética de la poblacion evaluada, ademas,
estos valores fueron iguales a los encontrados en estudios anteriores (Mufioz
2011b), lo que confirma que la realizacion de un buen ejercicio de muestreo y la
identificacion adecuada de los grupos a evaluar permite la disminucién en el
namero de muestras evaluadas sin afectar los resultados obtenidos (Caujapé
2006). Otros estudios de diversidad genética en guadua utilizando materiales del
eje cafetero y marcadores moleculares dominantes (RAMs) (Rugeles 2011)
reportan valores de P entre 42.5 y 77%, indicando que el analisis mediante
marcadores moleculares microsatélites puede revelar mas cantidad de
polimorfismo indispensable para la diferenciacion e identificacion precisa de los
materiales evaluados y por lo tanto, resulta complementario al analisis realizado
mediante otro tipo de marcadores.

6.5.3 Consanguinidad (F)

La consanguinidad es la probabilidad de que los dos alelos de un gen de un
individuo diploide sean idénticos por descendencia. También puede ser definida
como la proporcion probable de los loci de un individuo que contienen genes que
son idénticos por descendencia.

Tabla 14. Valores obtenidos de consanguinidad (F) obtenidos por cada uno de los
marcadores y su promedio.

Marcador F
FJ444930 0.228
FJ444929  0.232
FJ444932 0.318
FJ476075  0.200
FJ444934  0.025
FJ444931 0.170
FJ444936  0.239
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FJ444935 -0.323
FJ476076 0.329
Promedio 0.158

Los valores obtenidos de F por cada uno de los marcadores y el promedio se
describen en la Tabla 14. Estos resultados indican que debido al exceso de
heterocigotos observados (alto valor de Ho) en las poblaciones por encima de la
He, el valor de F se aumenta y por lo tanto, a pesar de la diversidad encontrada en
la poblacién, el efecto de la deriva y la seleccion en poblaciones pequefias puede
llevar a niveles altos de consanguinidad. Las mayores amenazas para el
mantenimiento de la viabilidad de poblaciones de especies en peligro son la
pérdida de variabilidad por efecto de la deriva genética y los efectos deletéreos de
la consanguinidad. Estos valores de consanguinidad pueden ser explicados por la
reproduccién vegetativa, la cual es el tipo de reproduccién predominante en la
especie.

Tabla 15. Valores de F para cada uno de los grupos evaluados y estimados a
partir de los datos combinados de nueve marcadores microsatélites.

Grupo F
1 0.31
2 0.28
3 0.27
4 0.22
5 0.37

Los valores de F obtenidos para cada uno de los grupos estuvo entre 0.22 y 0.37
(Los valores obtenidos de F por cada uno de los marcadores y el promedio se
describen en la Tabla 14. Estos resultados indican que debido al exceso de
heterocigotos observados (alto valor de Ho) en las poblaciones por encima de la
He, el valor de F se aumenta y por lo tanto, a pesar de la diversidad encontrada en
la poblacién, el efecto de la deriva y la seleccidon en poblaciones pequenas puede
llevar a niveles altos de consanguinidad. Las mayores amenazas para el
mantenimiento de la viabilidad de poblaciones de especies en peligro son la
pérdida de variabilidad por efecto de la deriva genética y los efectos deletéreos de
la consanguinidad. Estos valores de consanguinidad pueden ser explicados por la
reproduccién vegetativa, la cual es el tipo de reproduccién predominante en la
especie.
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Tabla 15). El valor alto obtenido para los materiales provenientes de Peru (grupo
5) (0.37) puede ser explicado por el bajo numero de individuos evaluados al igual
que para el grupo 1 (0.31). De manera general, los valores de consanguinidad
obtenidos no fueron altos comparados con los obtenidos por Perez-Galindo et al.
(2006), en donde se obtuvieron valores de hasta 0.38, sin embargo, debe tenerse
especial cuidado para realizar comparaciones, dado que a efectos de evaluacion
comparativa de los niveles de variabilidad y consanguinidad en poblaciones
pequenas, es indispensable incluir en el analisis poblaciones del mismo género o
especie, pero ampliamente distribuidas (Hedrick 2002).

6.6 Diferenciacion de las poblaciones

Los estadisticos de Wright (1931) miden la estructuracion genética a diferentes
niveles espaciales, por ejemplo en un conjunto de poblaciones de una misma
especie o una poblacion dividida en varias sub-poblaciones.

Tabla 16. Valores de Fit, Fst y Fis obtenidos para cada uno de los nueve
marcadores microsatélites utilizados y valor total para la poblacion evaluada.

Marcador Fit Fst Fis
FJ444930 -0.248 0.151 -0.469
FJ444929 -0.275 0.091 -0.403
FJ444932 -0.454 0.044 -0.521
FJ476075 -0.252 0.002 -0.255
FJ444934 0.022 0.187 -0.202
FJ444931 -0.180 0.089 -0.341
FJ444936 -0.292 0.079 -0.402
FJ444935 0.287 0.218 0.089
FJ476076 -0.470 0.071 -0.581
Total -0.246 0.099 -0.383
DS 0.060 0.018 0.048

DS: Desviacion estandar; a=0,05; 10000 permutaciones.
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6.6.1 Fst

El Fst cuantifica la consanguinidad de las sub-poblaciones en relacion a la
poblacion total de la cual forman parte, se interpreta como la proporcion de la
variacion total atribuible a la diferenciacion entre poblaciones (Caujape, 2006). El
valor de Fst encontrado en este estudio fue de 0.099 (DS=0.018; 10000
replicaciones) (Tabla 16) lo que indica que existe una baja o moderada
diferenciacion genética de los grupos (Tabla 17) (Wright 1978). Los resultados
obtenidos son muy similares a los unicos valores reportados de Fst para el eje
cafetero Colombiano, en donde usando marcadores moleculares RAMs se obtuvo
un valor de 0.1047 (Rugeles 2011), indicando que ambos marcadores moleculares
permiten la deteccién de estructura poblacional. Al usar marcadores moleculares
microsatélites se obtuvo un valor de 0,093 (Munoz 2011) y por lo tanto, se reporta
una moderada diferenciacién genética que confirma los resultados obtenidos en
este estudio.

Dado que todas las pruebas estadisticas sobre predicciones teoricas en genética
de poblaciones asumen que se describe adecuadamente las poblaciones o
sistemas poblacionales, se realizO una prueba Exacta de diferenciacion
poblacional (Raymond y Rousset 1995) (Anexo F) para verificar la significancia del
valor de Fst obtenido y la correspondencia de los grupos formados. Los resultados
obtenidos (Tabla 18) indicaron que el valor de Fst obtenido es altamente
significativo (a < 0.01) y confirma que dentro de la poblacion evaluada vy
compuesta por 23 sitios diferentes del eje cafetero Colombiano existe moderada
subdivision o estructura genética.

Tabla 17. Escala de valores de Fst y grados de diferenciacién propuestos por
Wright 1978.

Valor de Fst Grado de diferenciacién
0-0.05 Poca diferenciacion genética
0.06 - 0.15 Moderada diferenciacion genética
0.16 - 0.25 Alta diferenciacion genética
Mayor de 0.25 Gran diferenciacion genética

Las poblaciones naturales de organismos muestran casi siempre diferencias de
frecuencias génicas y genotipicas en el espacio geografico. Si esas diferencias
llegan al extremo de ser significativas y las sub-poblaciones no intercambian
genes (en forma de migrantes, o granos de polen que fecunden a individuos de
otras sub-poblaciones), entonces cada una de ellas puede evolucionar
independientemente y con el tiempo dar lugar a nuevas especies. Verificar la
existencia de estructura genética poblacional es importante porque en ese caso
las poblaciones pueden diversificar y diferenciarse genéticamente. En el caso de
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los grupos evaluados en la zona geografica de estudio (Figura 14), se encontré
una moderada diferenciacion genética, lo que indica que muy posiblemente existe
un grado de flujo genético entre las poblaciones de esta zona y por lo tanto, no
existen barreras ni marcada diferencia entre las poblaciones. Lo anterior puede
ser posiblemente explicado por el transporte de materiales asociados con
actividades humanas, polinizacion cruzada natural, o por eventos asociados a la
colonizacion en el eje cafetero y en algunos casos a la migracion de cepas o
semillas por corrientes de agua, aves y otros animales (Mufioz 2011). A pesar que
los resultados fueron significativos y se determind una moderada diferenciacion
genética, los resultados bajos de correlacidon entre distancias genéticas y
distancias geograficas indican poca asociacion entre estas distancias. Por lo
tanto, el conjunto de resultados no son evidencia suficiente para proponer una
estructuracién poblacional asociada a ubicaciones geograficas.

Tabla 18. Matriz combinada de probabilidades (p) para cada par de
comparaciones obtenida mediante la prueba Exacta de diferenciacion poblacional
(Raymond y Rousset 1995).

Grupos 1 2 3 4 5
1 P
2 0.0000 R
3 0,0087 0.0000 il
4 0.0000 0.0000 0.0000 i
5 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 il

6.6.2 Fis

El indice de fijacion (Fis) cuantifica la consanguinidad de los individuos en relacién
a las sub-poblaciones a las que pertenecen. Este parametro también se conoce
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como coeficiente de consanguinidad, porque ofrece una medida de la reduccion
de heterocigosidad de un individuo debida al apareamiento consanguineo no
aleatorio dentro de una poblacion. Aunque Fis se calcula para cada locus
analizado, su valor operativo es la media a través de los loci (Caujapé 2006).

El valor promedio de Fis estimado con los datos obtenidos con los nueve
marcadores microsatélites evaluados fue de -0,383 (Tabla 16), valor que también
resultdé negativo para ocho de los nueve marcadores. Este valor es muy similar a
lo reportado por Mufioz (2011) en donde se obtuvo un valor de -0,332 para 30
sitios del eje cafetero y valor negativo para siete de nueve marcadores evaluados.
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Figura 14. Grupos formados para el analisis de diversidad genética y estructura
poblacional de 69 materiales de G. angustifolia, basados en cercania geografica y
soportado por un analisis discriminante mediante el programa SAS versién 9.11.
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Segun Wright (1931), los valores de Fis pueden tomar los siguientes valores:

Si el valor de Fis es positivo, las poblaciones tienen un defecto de heterocigotos, el
cual puede ser debido a la consanguinidad o a la seleccién, ademas, puede
explicarse por la presencia de alelos nulos que den la impresion falsa de defecto
de heterocigotos, consanguinidad o efecto Wahlund, es decir, por la existencia de
estructura poblacional que no se ha tenido en cuenta.

Si las poblaciones estan en equilibrio HW, entonces la He de las sub-poblaciones
sera igual a la Ho y por lo tanto, el valor de Fis sera igual a cero.

Si el valor de Fis es negativo, las poblaciones presentan un exceso de
heterocigotos, que puede ser explicado por una inmigracién importante
conducente a la heterogamia, seleccion a favor de individuos heterocigotos
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(seleccion sobredominante), reproduccion cruzada obligada o algun mecanismo
de autoincompatibilidad en la reproduccion sexual de la especie. El Fis es el unico
parametro de estructuracion poblacional que interviene en el calculo de la tasa de
reproduccién cruzada, el cual sera discutido mas adelante en el texto.

El exceso de heterocigotos encontrado en los grupos indica que pueden existir
factores que favorecen la polinizacion cruzada. La flor de la guadua es completa,
presenta anteras y estructura femenina en un mismo flésculo y el polen es viable,
sin embargo, el estigma se ubica de manera que impide la autofecundacion,
ademas, podria considerarse que existe autoincompatibilidad, pero deben
realizarse estudios mas detallados para conocer con exactitud la causa o causas
genéticas que originan el exceso de heterocigotos (Mufioz 2011). Dados los
resultados anteriores, es altamente recomendable el desarrollo de estudios mas
detallados de biologia floral y reproductiva en la especie, acompanados de
estudios citogenéticos para dilucidar los mecanismos que expliquen el exceso de
heterocigotos.

6.6.3 Fit

El Fit cuantifica la proporcién de variacion atribuible a la diferenciacion inter-
individual y mide la reduccion de heterocigosidad de un individuo en relacion al
total de poblaciones (Caujapé 2006). Este parametro cuantifica la consanguinidad
de los individuos en relacidon a la poblacién total de la que forman parte. Puede
considerarse la medida mas global de consanguinidad, puesto que tiene en cuenta
los efectos del apareamiento no-aleatorio dentro de las sub-poblaciones y el efecto
de la subdivision poblacional.

El valor obtenido en este estudio fue de -0.246 (Tabla 16), resultado muy similar al
obtenido por Mufoz (2011) de -0.211. No se han reportado valores de este
estimador en ninguna de las investigaciones realizadas en diversidad genética en
G. angustifolia y por lo tanto, el unico valor de referencia es el reportado
anteriormente. Nuevamente, este valor confirma los resultados obtenidos con el
Fis, en donde se observa un marcado aumento del numero de heterocigotos con
respecto a lo esperado bajo condiciones de HW y propone maxima alogamia en la
especie.

6.7 Distancia genética

A pesar que los valores de distancia genética calculados con el indice de Nei
(1978) (Tabla 19) no fueron muy altos comparados con otros estudios de
diversidad genética en G. angustifolia (Potosi et al. 2006; Torres 2008), la mayor
distancia genética fue para los grupos 4 y 5 (0.226) seguido por los grupos 3y 5
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(0,165) y 1 y 5 (0.165); resultado que puede explicarse por la distancia geografica
alta entre los materiales del grupo 5 procedentes del Peru, con los materiales de
Colombia (grupos 1, 2, 3 y 4). De manera general, el grupo 5 presento la mayor
distancia con respecto a los materiales colombianos, resultado que confirma lo
obtenido mediante el analisis descriptivo y de acuerdo a lo obtenido por Mufioz
(2011), donde los materiales de esa zona geografica pudieron ser discriminados
mediante el analisis.

La distancia mas baja fue para los grupos 1y 3 (0,016), seguida por los grupos 2 y
3 (0.016) y 1y 2 (0.033), lo que puede ser explicado por varios factores como la
cercania geografica entre los materiales de esos grupos que facilita el intercambio
o flujo genético entre grupos. Ademas, propone una alta cohesion entre los
materiales procedentes del eje cafetero Colombiano descrita en estudios previos
(Rugeles 2011; Mufioz 2011).

Tabla 19. Distancias genéticas obtenidas mediante el indice de Nei (1978) para
los cinco grupos evaluados de G. angustifolia.

1 2 3 4 5

*kkkk

1
2 0,033 e

3 0,0144 0,016 il

4 0,0568 0,0509 0,0394  *****

5 01649 0,1342 0,1651 0,2261 *****

Figura 15. Dendrograma para los cinco grupos evaluados y construido
mediante el método UPGMA con un bootstrapp de 1000 repeticiones
usando el programa TFPGA.
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El dendrograma para los cinco grupos construido mediante el método UPGMA y
con un bootstrapp de 1000 repeticiones (Figura 15) mostrd un alto porcentaje de
loci que soportan la formacidon de los nodos (Tabla 20) lo que indica una alta
confiabilidad para los loci utilizados en el analisis de diversidad genética los
materiales colectados y la efectividad de los marcadores moleculares
microsatélites para el estudio realizado.

Tabla 20. Informacién de los loci que soportan la construccion del dendrograma
de distancias de los cuatro grupos formados.

Nodo Proporcién de % total de loci que
réplicas similares soportan el nodo
(1000 repeticiones)
1 64.80% 61.97%
2 80.90% 56.34%
3 99.80% 74.18%
4 100% 100%

El dendrograma con los cinco grupos confirma que los materiales Colombianos
forman un grupo del cual pueden discriminarse facilmente los materiales
procedentes del Peru (grupo 5). Ademas, confirma que no existe una relacion
clara entre distancias genéticas y distancias geograficas, dado que la menor
distancia genética fue encontrada en los grupos 1y 3, sin embargo, estos grupos
no presentaron la menor distancia geografica. Ademas, el grupo 4 estuvo
conformado por materiales no cercanos geograficamente (sitios H, N, O)
pertenecientes a los departamentos de Quindio y Risaralda.

De los grupos Colombianos, el grupo 4 fue el mas alejado de los grupos 1, 2y 3;
(Figura 15), lo que puede ser explicado por la distancia geografica entre ellos.
Estos resultados pueden resultar contradictorios y es recomendable realizar
estudios de diversidad genética en la especie, en donde se incluyan materiales
representativos de poblaciones naturales y colectados en diferentes zonas del
pais.

6.8 Analisis de varianza molecular AMOVA

Este analisis fue usado para verificar el porcentaje de la variacion que es atribuible
a la variacién entre los grupos, dentro de los grupos y la variacion individual dentro
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de grupos. Los resultados del AMOVA (Tabla 21) indicaron que el mayor
porcentaje de variacion corresponde a diferencias propias de los individuos
(90.17%) seguido por la variacién encontrada entre los grupos formados (9.83%).
La variacion de individuos dentro de grupos fue negativa y por lo tanto es
considerada como cero, ademas, no resulté significativa y por lo tanto, permite
concluir que no existié variacion individual dentro de cada grupo formado. Los
resultados obtenidos estan de acuerdo a lo reportado en estudios anteriores,
donde la variacién entre poblaciones fue el 7.15% de la variacion total, entre
individuos dentro de poblaciones la estimacion de varianza dio un valor negativo
por lo que se considera cero y el resto de la variacion se debié a la varianza dentro
de individuos (Mufioz 2011).

Tabla 21. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para los cinco grupos formados
y utilizando los datos obtenidos de nueve marcadores microsatélites.

Fuente de variacion GL SC VCo_mp. Porce_nta_j’e de
arianza variaciéon
Entre grupos 4  32.524 0.253* 9.83%
Entre individuos dentro de
grupos 67 95.844 0 0
Dentro de individuos 72 231 3.215* 90.17%

*Significativo para a=0,05; 1000 permutaciones

6.9 Tasa de reproduccién cruzada (t)

El indice de alogamia o tasa de reproduccion cruzada (outcrossing) (t) (Weir y
Cockerham 1984), estimada basada en los indices de fijacion de Wright (1951) fue
de 2.24 indicando un exceso de heterocigotos y sugiere una fuerte alogamia en la
especie.

La tasa de reproduccion cruzada es una transformacion del valor del indice de
fijacion (Fis) que estima el grado de intercambio genético intra-poblacional. El
movimiento de genes dentro del espacio poblacional se relaciona especialmente
con el sistema reproductivo de los organismos y presenta implicaciones para la
tasa de consanguinidad en una poblacion natural. En la mayoria de poblaciones
naturales no se presenta panmixia; no obstante, cuando la incidencia de
apareamientos consanguineos es elevada, entonces las condiciones del equilibrio
HW se alteran de manera que las proporciones de homocigotos observadas son
mayores que las proporciones esperadas. Este fendmeno se produciria aunque
todos los apareamientos consanguineos se dieran entre individuos heterocigotos,
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ya que en este caso (asumiendo ausencia de seleccion) la proporcion de
heterocigotos esperada en la siguiente generacion siempre seria la mitad de la
existente en la generacién parental (Caujapé 2006).

Dada la ecuacion para la determinacion de la tasa de reproduccion cruzada
1-Fis L .
= L Fis’ donde Fis= indice de fijacion; los valores que pueden obtenerse para t
+ Fis

serian:

t

Si todos los individuos son homocigotos, entonces Fis=1. Por lo tanto, t=0;
indicando ausencia de alogamia o reproduccién cruzada y una posible
consanguinidad elevada en la poblacion.

Si existen apareamientos completamente aleatorios, entonces Fis=0. Por lo tanto,
t=1; lo que indica la maxima alogamia de la especie e indica reproduccion cruzada
entre los individuos de la poblacion.

Si existe exceso de heterocigotos, como se ha planteado en esta investigacion y
reportado por otros autores (Mufioz 2011), entonces Fis<0. Por lo tanto, t>1, lo
que confirma la presencia de individuos heterocigotos en exceso.

Teniendo en cuenta la interpretacion de este indice, una poblacidon se aproxima al
apareamiento aleatorio a medida que el valor de t se acerca a 1. EIl valor
encontrado (t=2.24) se aleja de 1, lo que permite concluir que en las poblaciones
estudiadas no se presentan apareamientos completamente aleatorios, lo cual
puede ser explicado, ademas de los aspectos ya discutidos en el texto, por el tipo
de reproduccion y multiplicacion predominante en la especie (reproduccion
vegetativa) y el establecimiento de guaduales en diferentes zonas por actividades
humanas, lo que afecta la aleatoriedad de los cruzamientos y aumenta el flujo
geénico, aspecto que sera discutido en el siguiente aparte del texto. Ademas, este
valor indica maxima alogamia, sin embargo, el exceso de heterocigotos permite
proponer algun sistema de autoincompatibilidad de la especie, en donde se
seleccionan a favor los individuos heterocigotos, seleccion que nuevamente afecta
la aleatoriedad de los cruzamientos.

A pesar de que el tipo de reproduccion predominante en guadua es la
reproduccion vegetativa, Munoz (2011) encontré una alta variacion genética dentro
de los guaduales. Esta variacion se explica posiblemente por la presencia de
individuos dentro del guadual provenientes de semilla sexual, lo cual es
confirmado por hallazgos recientes, en donde se propone que la guadua florece
generalmente dos veces al ano y de manera abundante (op cit). Otro factor que
explica la presencia de individuos heterocigotos y propone fuerte alogamia para la
especie es la estructura floral de la guadua (Figura 16). La inflorescencia es un
conjunto de pseudo-espiguillas. Cada pseudo-espiguilla esta conformada por
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multiples flésculos. Al interior de un flésculo, el gineceo esta conformado por un
estilo que termina en tres estigmas plumosos; el androceo esta conformado por 6
estambres cuyos filamentos son muy largos y cuelgan por debajo de los estigmas
dificultando la autofecundaciéon y favoreciendo la alogamia (presencia de
individuos heterocigotos).

Figura 16. Flor de G. angustifolia. Notese los seis estambres
que cuelgan por debajo de los estigmas plumosos.

Foto: Paula Rugeles ©

Los resultados de esta investigacion corresponden con lo planteado por Mufoz
(2011), en donde el exceso de heterocigotos puede ser explicado debido a la
existencia de algun tipo de incompatibilidad genética (esporofitica o gametofitica),
sin embargo, deben realizarse estudios mas detallados, posiblemente usando los
microsatélites de este estudio, donde se comparen plantas provenientes de
semilla sexual con sus respectivas plantas madre, ademas, estudios de biologia
floral y citogenéticos, con el fin de explicar de manera mas clara el exceso de
heterocigotos y el posible caso de autoincompatibilidad que explicaria el exceso
de heterocigotos.
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6.10 Flujo genético entre las poblaciones

El movimiento de genes fuera del espacio poblacional como consecuencia de la
dispersion de gametos (polen), cigotos (semillas) o individuos, afecta a muchas
propiedades ecoldgicas y evolutivas de los organismos. Entre ellas, quizas la mas
importante sea la integridad de la especie, ya que el flujo génico contrarresta la
divergencia que puede llevar al aislamiento reproductivo que da lugar a la
especiacion (Whitlock y Mccauley 1999).

Como se disponia de neutralidad en los marcadores utilizados y la presencia de
varios alelos para los loci evaluados, se estimé el numero de migrantes (Nm)
obteniéndose un valor de 2.28, el cual hace referencia al promedio de individuos
que intercambian dos 0 mas poblaciones en una generacion.

Como norma se establece que valores de Nm mayores de 1 son tipicos de
especies con elevado flujo génico y por lo tanto, a mayores valores de Nm,
mayores niveles de flujo génico; que en ausencia de fuerzas opositoras (como
ciertas formas de seleccion natural), tenderdan a volverse genéticamente
homogéneas. La accién de esas posibles fuerzas opositoras debe evaluarse con
cuidado, ya que pueden mantener la diferenciacion poblacional pese a la
existencia de niveles elevados de flujo génico.

Los resultados indican que las poblaciones del eje cafetero presentan un elevado
flujo genético (Nm=2.28) y por lo tanto explica los resultados obtenidos mediante
analisis anteriores, como el valor bajo de Fst (diferenciacion poblacional) y las
bajas distancias genéticas entre los grupos del eje cafetero Colombiano.
Cualquier nivel de flujo génico entre poblaciones impedira una diferenciacion
completa entre ellas y por lo tanto, mantendra los grupos bajo una relativa
homogeneidad. Sin embargo, el flujo génico ha de sobrepasar ciertos niveles para
evitar la diferenciacion debida a la deriva genética (Wright 1931). Segun Slatkin
(1987), la estimacion de Nm es valiosa precisamente porque da una idea de la
fuerza relativa del flujo génico y la deriva genética, de manera que la deriva
resultara en diferenciacién genética local si Nm<1, pero no si Nm>1.

Por lo anterior, se podria concluir que hasta el momento, el efecto de la deriva en
los grupos del eje cafetero no ha tenido la magnitud suficiente para causar una
fuerte diferenciacion poblacional e iniciar procesos de evolucidon independiente en
los grupos evaluados dado que si el flujo génico es poco frecuente (Nm<1), las
poblaciones tenderan a perder la cohesion genética y a evolucionar de manera
independiente (Slatkin 1987). Sin embargo, esto no siempre es aplicable a las
poblaciones de organismos, pues la seleccion natural puede producir
adaptaciones a condiciones locales y diferenciacion evolutiva incluso en presencia
de abundante flujo génico. Lo que parece claro es que un flujo génico abundante
puede inhibir la diferenciacion genética impidiendo que la seleccién natural y la

72



deriva establezcan y amplifiquen diferencias locales y que esta inhibicién sera mas
efectiva cuando mayores sean los niveles de flujo génico (op cit).

Dado el conjunto de resultados obtenidos en este estudio, los grupos evaluados
de G. angustifolia en el eje cafetero Colombiano podrian ser considerados una
sola poblacion que intercambia una buena proporcién de informacién genética y la
presencia de moderada estructuracién poblacional puede ser explicada por algun
proceso de seleccién que favorezca la prevalencia de un exceso de heterocigotos,
sin embargo, estudios de diversidad genética y estructura poblacional que
involucren representantes de poblaciones naturales de otras zonas geograficas del
pais deben ser realizados para concluir de manera mas precisa sobre las fuerzas
evolutivas que actuan sobre las poblaciones naturales de G. angustifolia.

73



7. CONCLUSIONES

El conjunto de los nueve marcadores microsatélites utilizados en el estudio
brind6 gran cantidad de informacién que resulté de gran importancia para el
analisis de diversidad genética y estructura poblacional de G. angustifolia.
Solo los marcadores FJ444935 y FJ476075 resultaron poco polimérficos e
informativos para materiales del Eje Cafetero Colombiano, sin embargo,
deben ser evaluados con materiales procedentes de otras regiones del
pais.

Se encontré una diversidad genética alta para los materiales evaluados del
Eje Cafetero Colombiano, lo que indica que a pesar del uso indebido, la tala
indiscriminada y el agotamiento rapido del recurso, aun se conserva
variacidon genética importante para el mantenimiento de la especie.

Los resultados de los analisis de estructuracion poblacional mostraron que
existe una moderada diferenciacion genética, sin embargo, el alto flujo
genético entre los grupos permite proponer que posiblemente hasta el
momento no hay una marcada diferenciacion de las poblaciones que
permita la evolucion independiente de las mismas y que con el tiempo
origine nuevas variantes en la especie.

Las pruebas de correlacion entre distancias genéticas y distancias
geograficas, el analisis discriminante y los valores de distancia genética
encontrados entre grupos no fueron evidencia suficiente para proponer que
existe estructuraciéon poblacional asociada a ubicaciones geograficas. Dado
el conjunto de resultados obtenidos en este estudio y la relativa zona
geografica pequefa de evaluacion para la especie, los grupos evaluados de
G. angustifolia en el eje cafetero Colombiano podrian ser considerados una
sola poblacién que intercambia una buena proporcion de informacion
genética y la presencia de moderada estructuracion poblacional a pesar del
flujo genético existente puede ser explicada por algun proceso de seleccién
que favorezca la prevalencia de un exceso de heterocigotos.

Los resultados de esta investigacion podran ser utilizados para establecer
estrategias de uso y manejo sostenible del recurso, ademas, para ser
usados en futuros programas de conservacion, seleccion y mejoramiento
genético de la especie.
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8. RECOMENDACIONES

A pesar de que el uso de los nueve marcadores moleculares microsatélites
fue adecuado para el estudio de diversidad genética y estructura
poblacional, se recomienda realizar estudios que conduzcan a la
generacion y desarrollo de nuevos microsatélites para G. angustifolia, con
el fin de ser utilizados en futuros estudios en el Eje Cafetero y otras zonas
geograficas del pais.

Dado que el presente estudio evalud caracteristicas de los materiales del
Eje Cafetero ocurridas en el pasado reciente, pero reflejadas en la
actualidad; es altamente recomendable la realizacién del mismo estudio de
diversidad genética en aproximadamente diez afios (dos generaciones),
para realizar comparaciones y monitorear el estado de las poblaciones a
través del tiempo. Ademas, otros estudios de diversidad genética y
estructura poblacional que involucren representantes de poblaciones
naturales de otras zonas geograficas del pais deben ser realizados para
concluir de manera mas precisa sobre las fuerzas evolutivas que actuan
sobre las poblaciones naturales de G. angustifolia.

Deben realizarse estudios moleculares mas detallados, posiblemente
usando los microsatélites de este estudio, donde se comparen plantas
provenientes de semilla sexual con sus respectivas plantas madre, ademas
de un estudio de biologia reproductiva, acompafiado de estudios
citogenéticos en la especie con el fin de explicar de manera mas clara el
exceso de heterocigotos presentes en la poblacion y el posible caso de
autoincompatibilidad reportado en este estudio y por otros investigadores.

Proponer el establecimiento de un banco de germoplasma in situ
(conservacién) en el eje cafetero Colombiano, dado que todos los grupos
mostraron una alta diversidad genética y presencia de materiales (clones)
con caracteristicas superiores deseables (Mufioz 2011).
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ANEXOS

Anexo A. Matriz de datos obtenida mediante el analisis de patrones de bandas

con nueve marcadores moleculares microsatélites en 72 muestras de Guadua

angustifolia.
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PE1 5 334 2|3 3|3[1|3|2|2|2|3
PE2 5 334 2|3 3|3(1|3|2|2|2|3
PE3 5 3|34 2|2 3|13[113|2|2|2|3
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Anexo B. Base de datos con informacién de colecta de 90 materiales
pertenecientes al banco de ADN. Cada sitio esta representado por 3 materiales

colectados.
LAT LONG
SITIO FINCA 6 HACIENDA N o A.S.N.M (m) DEPTO MUNICIPIO VEREDA
Pueblo
A La Esmeralda 4,518 -75,790 Quindio Tapao
B Finca La Elena 4,531 -75,816 1220 Quindio  Montenegro
C Hacienda Napoles 4,555 -75,802 1250 Quindio  Montenegro
D Hacienda Napoles 4,564 -75,810 1247 Quindio  Montenegro
E Hacienda Napoles 4,557 -75,808 1223 Quindio  Montenegro
F Hacienda Napoles 4,555 -75,803 1244 Quindio  Montenegro
G Hacienda Napoles 4,551 -75,802 1239 Quindio  Montenegro
H Finca la Secreta 4,597 -75,660 1616 Quindio Circasia HOJAS ANCHAS
| Finca El Porvenir 4,569 -75,667 1522 Quindio Circasia
J Finca El Ocaso potrero La Laguna 4,599 -75,816 1164 Quindio Quimbaya EL LAUREL
Finca El Ocaso potrero El
K Guéacimo 4,596 -75,814 1164 Quindio Quimbaya EL LAUREL
L Finca Balsora 4,519 -75,771 1190 Quindio Armenia LA REVANCHA
M Finca La Mejorana 4,607 -75,755 1420 Quindio Quimbaya TROCADEROS
N Finca El Ocaso 4,593 -75,811 Quindio Quimbaya EL LAUREL
N1 Finca Belén 4,597 -75,646 1683 Quindio Circasia
O Finca Yarima 4,784 -75,788 1221 Risaralda Pereira LOS PLANES
P Finca Eupen 4,836 -75,825 1140 Risaralda Pereira
Q Finca Eupen 4,840 -75,821 1135 Risaralda Pereira
R Finca Filipina 4,736 -75,754 1298 Risaralda Pereira LA SELVA
S Finca la Esmeralda 4,738 -75,774 1212 Risaralda Pereira EL AGUACATE
T CEBG 4,402 -75,716 1176 Quindio Cordoba
U Finca la Piragua 4,968 -75,715 1153 Risaralda Marsella KIOSKO
\% Finca la Espafiola 4,952 -75,701 1020 Risaralda Marsella KIOSKO
w Finca el Naranjal 4,968 -75,661 1318 Caldas Chinchina LA FLORESTA
ALTOS DEL
X Finca La Esperanza 5,000 -75,565 1776 Caldas Chinchina NARANJAL
Y Finca Lomas 5,005 -75,587 1308 Caldas Manizales LAS PAVAS
4 Finca ElI Nogal 5,008 -75,657 1318 Caldas Palestina EL HIGUERON
Alfa Villa Martha 4,865 -75,752 1320 Risaralda Marsella
Beta Finca Las Brisas 4,674 -75,838 1201 Valle Cartago COLORADO
Gama Finca Corozal 4,678 -75,842 Valle Cartago COLORADO
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Anexo C. Salida de la prueba para desequilibrio de ligamiento (Slatkin 1994)
usando el programa Arlequin version 3.11

== Pairwise linkage disequilibrium : (4)

Reference: Slatkin, M. 1994a.
Slatkin, M. and Excoffier, L. 1996.
Lewontin, R. C., and K. Kojima 1960.

Test of linkage disequilibrium for all pairs of loci:

Permutation test using the EM algorithm

Number of permutations : 10000
Number of initial conditions for EM : 10
Pair(0, 1)
LnLHood LD : -53.99967 LnLHood LE : -55.90083

Exact P= 0.64307 +-
Chi-square test value= 3.80232 (P
Pair(0, 2)

LnLHood LD : -42.43033 LnLHood LE : -42.99584

Exact P= 0.64574 +- .00458 (10100 permutations done)
Chi-square test value= 1.13102 (P 0.56807, 2 d.f.)

Pair(l, 2)

LnLHood LD : -41.68551 LnLHood LE : -44.35528

Exact P= 0.11337 +- .00328 (10100 permutations done)
Chi-square test value= 5.33954 (P 0.06927, 2 d.f.)

Pair(0, 3)

LnLHood LD : -38.55976 LnLHood LE : -40.79494

Exact P= 0.16990 +- -.00456 (10100 permutations done)
Chi-square test value= 4.47037 (P 0.10697, 2 d.f.)

Pair(l, 3)

LnLHood LD : -41.66778 LnLHood LE : -42.15438

Exact P= 0.72535 +- -00406 (10100 permutations done)
Chi-square test value= 0.97320 (P 0.61471, 2 d.f.)

Pair(2, 3)

LnLHood LD : -28.56753 LnLHood LE : -29.24939

Exact P= 0.38396 +- -00457 (10100 permutations done)
Chi-square test value= 1.36372 (P 0.24289, 1 d.f.)

Pair(0, 4)

LnLHood LD : -42.54760 LnLHood LE : -44.57660

Exact P= 0.16713 +- .00428 (10100 permutations done)
Chi-square test value= 4.05800 (P 0.13147, 2 d.f.)

Pair(l, 4)

LnLHood LD : -44.81116 LnLHood LE : -45.93604

Exact P= 0.41129 +- .00461 (10100 permutations done)
Chi-square test value= 2.24977 (P 0.0032469, 2 d.f.)

Pair(2, 4)

o

-00518 (10100 permutations done)
0.43342, 4 d.f.)

(@)

o

o

o

o

(@)

o
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LnLHood LD : -32.42763

Exact P= 0.37911 +-
Chi-square test value= 1.20684 (P
Pair(3, 4)

LnLHood LD : -30.70080

Exact P= 0.75733 +-
Chi-square test value= 0.25871 (P
Pair(0, 5)

LnLHood LD : -42.57725

Exact P= 0.01713 +-
Chi-square test value=12.50232 (P
Pair(l, 5)

LnLHood LD : -45.78967

Exact P= 0.10317 +-
Chi-square test value= 8.79635 (P
Pair(2, 5)

LnLHood LD : -32.48017

Exact P= 0.00851 +-
Chi-square test value= 9.60536 (P
Pair(3, 5)

LnLHood LD : -33.23523

Exact P= 0.15168 +-
Chi-square test value= 3.69347 (P
Pair(4, 5)

LnLHood LD : -36.36401

Exact P= 0.11455 +-
Chi-square test value= 4.99923 (P
Pair(0, 6)

LnLHood LD : -46.52948

Exact P= 0.06257 +-
Chi-square test value=10.49266 (P
Pair(l, 6)

LnLHood LD : -48.19063

Exact P= 0.07970 +-
Chi-square test value= 9.88926 (P
Pair(2, 6)

LnLHood LD : -39.16894

Exact P= 0.48703 +-
Chi-square test value= 2.12266 (P
Pair(3, 6)

LnLHood LD : -36.86458

Exact P= 0.49465 +-
Chi-square test value= 2.32957 (P
Pair(4, 6)

LnLHood LD : -41.18887

Exact P= 0.72149 +-
Chi-square test value= 1.24432 (P
Pair(5, 6)

LnLHood LD : -38.77412

Exact P= 0.00535 +-
Chi-square test value=14.57742 (P
Pair(0, 7)

LnLHood LD : -46.42234

LnLHood LE : -33.03105

-.00468 (10100 permutations done)
0.27196, 1 d.f.)

LnLHood LE : -30.83015

-.00416 (10100 permutations done)
0.61101, 1 d.f.)

LnLHood LE : -48.82841

.00130 (10100 permutations done)
0.1398, 4 d.f.)

LnLHood LE : -50.18785

.00247 (10100 permutations done)
0.06640, 4 d.f.)

LnLHood LE : -37.28286

-00088 (10100 permutations done)
0.0821, 2 d.f.)

LnLHood LE : -35.08196

-00362 (10100 permutations done)
0.15775, 2 d.f.)

LnLHood LE : -38.86362

-.00266 (10100 permutations done)
0.08212, 2 d.f.)

LnLHood LE : -51.77581

.00230 (10100 permutations done)
0.3290, 4 d.f.)

LnLHood LE : -53.13526

.00284 (10100 permutations done)
0.4234, 4 d.f.)

LnLHood LE : -40.23027

-.00503 (10100 permutations done)
0.34600, 2 d.f.)

LnLHood LE : -38.02937

-.00487 (10100 permutations done)
0.31199, 2 d.f.)

LnLHood LE : -41.81103

.00474 (10100 permutations done)
0.53678, 2 d.f.)

LnLHood LE : -46.06284

.00075 (10100 permutations done)
0.0566, 4 d.f.)

LnLHood LE : -50.68346
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Exact P= 0.12198 +-
Chi-square test value= 8.52225 (P
Pair(1, 7)

LnLHood LD : -48.07206

Exact P= 0.17842 +-
Chi-square test value= 7.94169 (P
Pair(2, 7)

LnLHood LD : -37.31615

Exact P= 0.28178 +-
Chi-square test value= 3.64352 (P
Pair(3, 7)

LnLHood LD : -33.55295

Exact P= 0.03059 +-
Chi-square test value= 6.76813 (P
Pair(4, 7)

LnLHood LD : -40.65284

Exact P= 0.98911 +-
Chi-square test value= 0.13167 (P
Pair(s, 7)

LnLHood LD : -36.34345

Exact P= 0.00030 +-
Chi-square test value=17.25408 (P
Pair(6, 7)

LnLHood LD : -38.15265

Exact P= 0.00030 +-
Chi-square test value=19.53048 (P
Pair(0, 8)

LnLHood LD : -50.46833

Exact P= 0.16871 +-
Chi-square test value=10.02857 (P
Pair(l, 8)

LnLHood LD : -46.60773

Exact P= 0.00158 +-
Chi-square test value=20.46865 (P
Pair(2, 8)

LnLHood LD : -41.03395

Exact P= 0.16832 +-
Chi-square test value= 5.80623 (P
Pair(3, 8)

LnLHood LD : -38.57577

Exact P= 0.11386 +-
Chi-square test value= 6.32079 (P
Pair(4, 8)

LnLHood LD : -44.91941

Exact P= 0.92069 +-
Chi-square test value= 1.19684 (P
Pair(5, 8)

LnLHood LD : -41.12469

Exact P= 0.00327 +-
Chi-square test value=17.28989 (P
Pair(6, 8)

LnLHood LD : -41.93152

Exact P= 0.00079 +-
Chi-square test value=21.57105 (P

(@)

o

o

o

o

(@)

o

o

o

o

(@)

o

o

-00317 (10100 permutations done)

0.07422, 4 d.f.)
LnLHood LE : -52.04291
.00355 (10100 permutations done)
0.09374, 4 d.f.)
LnLHood LE : -39.13791
.00431 (10100 permutations done)
0.16174, 2 d.f.)
LnLHood LE : -36.93702
.00166 (10100 permutations done)
0.3391, 2 d.f.)
LnLHood LE : -40.71868
-00103 (10100 permutations done)
0.93628, 2 d.f.)
LnLHood LE : -44.97048
-00017 (10100 permutations done)
0.173, 4 d.f.)
LnLHood LE : -47.91789
.00017 (10100 permutations done)
0.062, 4 d.f.)
LnLHood LE : -55.48261
.00376 (10100 permutations done)
0.12345, 6 d.f.)
LnLHood LE : -56.84206
-00039 (10100 permutations done)
0.228, 6 d.f.)
LnLHood LE : -43.93706
-00369 (10100 permutations done)
0.12143, 3 d.f.)
LnLHood LE : -41.73617
-.00270 (10100 permutations done)
0.09700, 3 d.f.)
LnLHood LE : -45.51783
.00268 (10100 permutations done)
0.75376, 3 d.f.)
LnLHood LE : -49.76963
.00051 (10100 permutations done)
0.0827, 6 d.f.)
LnLHood LE : -52.71704

-00030 (10100 permutations done)

0.145, 6 d.f.)
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Pair(7, 8)

LnLHood LD : -41.57872
Exact P= 0.00089 +-

Chi-square test value=20.09194 (P

Histogram of the number of linked

LnLHood LE : -51.62469
0.00028 (10100 permutations done)
= 0.267, 6 d.f.)

loci per locus

Locus
Table of
Locus #

oO~NOOPAWNPEO

- * - - - -
- - * - + -
-_— -_— -_— * -_— -_—
- - + - * -
_ _ _ _ _ *

6] 71 8|
-
- * -
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Anexo D. Matriz de distancias geograficas (metros) para los 23 sitios evaluados
provenientes del Eje Cafetero Colombiano calculada usando los datos de geo-
referencia y mediante el programa Diva-Gis 7.3.0.1 (www.diva-gis.org).

A B C D E F G H | J K L
M N N1 (0] P Q R S T U Vv w
X Y Z Alfa Beta Gama

A 0.0

B 3173.6 0.0

C 4329.7 30171 0.0

D 5608.6 3731.0 1349.6 0.0

E 4819.4 3049.0 676.0 792.8 0.0

F 4416.5 3043.4 98.3 12521 583.6 0.0

G 3934.7 2712.8 400.6 1707.2 960.6 482.4 0.0

H 17013.4 18828.4 16543.2 17104.7 17049.8 16591.7 16603.1 0.0
14856.0 17051.9 15133.6 15912.9 15713.9 15197.1 15119.2 32786 0.0

J 9467.2 7533.0 5137.6 39154 4702.3 5051.6 5533.9 17390.6 16926.4 0.0

K 9081.0 7227.0 4754.0 3564.9 43444 4670.1 51523 17082.9 16565.4 436.6 0.0

L 2091.3 5074.4 5250.7 6600.0 5875.3 5348.5 4914.8 15194.3 12894.8 10177.9 9758.2 0.0

M 10713.0 108354 78739 7786.2 8093.5 7871.6 81321 10613.8 10654.5 6895.0 6641.2
9998.2 0.0

N 8699.5 6934.9 4380.3 32354 4002.1 4299.1 4780.2 16780.9 16208.2 873.2 436.6
9340.1 6407.0 0.0

N1 18306.5 20220.3 17994.3 18584.5 18512.1 18045.0 18043.2 1523.3 3896.5 18913.5 18605.0
16437.7 12133.8 18301.8 0.0

(0] 29615.0 28292.8 25543.1 24569.2 25298.1 25479.6 25934.5 25164.7 27446.9 20831.1 21093.7
29536.5 20002.4 21362.0 26095.4 0.0

P 35659.0 33985.8 31433.8 30334.4 31101.5 31360.4 31833.2 32263.2 34522.2 26454.4 26775.8

35807.4 26647.3 27100.5 33188.0 7098.5 0.0
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Q 36105.7 34465.0 31892.9 30804.3 31568.6 31820.5 32291.9 32448.9 34749.5 26932.2 27249.1
36227.9 27005.8 27569.2 33351.3 7302.8 626.0 0.0

R 24651.7 23831.7 20897.6 20134.1 20782.7 20850.1 21265.2 18676.0 21003.8 16782.7 16943.4
24265.2 14366.5 17113.8 19610.1 6489.7 13587.8 13776.5 0.0

S 24582.4 23490.2 20638.5 19761.5 20454.7 20582.2 21020.6 20126.0 22252.8 16196.0 16406.9
24380.4 14709.5 16626.6 21153.1 5341.2 12301.0 12569.6 2180.7 0.0

T 15288.2 18121.9 19505.2 20836.7 20062.7 19599.4 19131.0 22618.3 19342.1 24554.3 24139.1
14389.2 23220.9 23724.7 23040.6 43223.3 49796.7 50178.1 37425.9 37922.3 0.0

U 50804.5 49890.3 47001.9 46166.3 46847.4 46950.0 47376.8 41689.2 44736.3 42601.4 42820.3
50369.7 40396.2 43042.6 41987.5 22043.0 19025.9 18400.1 26152.9 26416.0 62971.9 0.0

\ 49382.1 48583.4 45662.5 44871.7 45535.2 45614.0 46031.4 39768.1 42851.7 41382.5 41583.5
48873.7 38880.1 41788.2 40020.1 21100.7 18815.3 18195.4 24766.8 25191.0 61260.9 2319.6

W 52190.1 51623.7 48653.7 47951.6 48578.9 48612.1 49009.1 41306.3 44491.3 44616.3 44784.9
51525.7 41544.3 44957.1 41388.5 24925.0 23336.0 22724.4 27843.4 28548.0 63335.5 5967.6
4779.3 0.0

X 59303.9 59227.2 56210.8 55702.1 56244.4 56184.0 56531.9 46088.9 49367.3 52739.7 52840.7

58328.5 48613.4 52945.0 45810.3 34617.3 34157.2 33565.6 36182.6 37339.9 68689.4 17106.5
16094.4 11322.9 0.0

Y 58827.0 58618.3 55607.2 55044.3 55611.3 55576.3 55938.4 46141.6 49413.2 51970.3 52090.5
57930.6 48115.8 52214.1 45945.2 33317.1 32435.7 31833.7 35287.7 36324.0 68679.4 14868.1
14034.3 9263.4 25151 0.0

4 56551.2 55936.8 52976.8 52252.8 52889.6 52933.6 53335.4 45697.5 48890.1 48871.9 49050.5
55900.8 45922.3 49232.3 45760.1 28899.7 26667.0 26043.9 32124.4 32743.8 67752.9 7849.5
7908.9 4417.8 102943 7813.5 0.0

Alfa 38925.6 37867.1 35019.3 34136.9 34834.7 34963.4 35400.7 31540.9 34336.3 30514.5 30746.0
38620.5 28740.1 30982.0 32113.8 9912.7 8631.3 8090.8 14374.0 14381.5 51713.6 12141.8
112245 15298.4 25712.5 24126.7 19087.7 0.0

Beta 18217.6 16145.9 13889.1 12656.3 13447.5 13804.0 14286.3 21531.0 22305.5 8753.3 9136.9
18800.0 11859.1 9525.0 22953.6 13348.7 18070.2 18591.9 11526.3 10001.7 33181.5 35382.3
34438.8 38139.3 47289.8 46203.0 42199.0 23261.0 0.0

Gama  18735.8 16615.1 14406.1 13160.1 13952.3 14319.8 14802.0 22114.4 22908.7 9268.6 9659.2

19349.6 12469.4 10053.7 23532.4 13187.8 17716.5 18247.6 11674.1 10065.0 33735.2 35196.0
34288.4 38038.2 47283.4 46167.1 42071.4 23091.6 610.6 0.0
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Anexo E. Salida del andlisis discriminante mediante el programa SAS version 9.0
y realizado con los datos obtenidos de nueve marcadores microsatélites en 72
materiales de G. angustifolia

Sistema SAS 08:29 Thursday, April 29, 2011 1
Procedimiento DISCRIM
Observacione 72 Total DF 71
Variables 18 Clases Within DF 67
Clases 5 Clases Between DF 4
Informacién del nivel de la clase
Nombre de Probabilidad
Grupo variable Frecuencia Peso Proporcion anterior
1 1 9 9.0000 0.125000 0.125000
2 2 27 27.0000 0.375000 0.375000
3 3 15 15.0000 0.208333 0.208333
4 4 18  18.0000  0.250000 0.250000
5 5 3 3.0000 0.041667 0.041667

Informacioén de la matriz de covarianza ponderada
Registro natural de la
Rango de la matriz Determinante de la
de covarianza  matriz de covarianza

18 -39.32384

Sistema SAS 08:29 Thursday, April 29, 2011 2
Procedimiento DISCRIM
Pairwise Generalized Squared Distances Between Groups
2 I I
D (ilj) = (X- X ) COV (X-X)-2InPRIOR
1] 1] J

Distancia cuadrada generalizada para Grupo

De Grupo 1 2 3 4 5
1 4.15888  23.00958 16.73271 59.80533  60.84766
2 25.20681 1.96166  19.14800 26.48413  82.64002
3 17.75436  17.97242  3.13723 41.21948  86.47235
4 6119162 25.67320 41.58412  2.77259 133.49442
5 58.65043 78.24557  83.25348 129.91090  6.35611

Funcion discriminante lineal
-1 -1

Constant =-.5 X' COV X +InPRIOR  Coefficient = COV X
j j j Vector j

Funcion discriminante lineal para Grupo

Variable 1 2 3 4 5

Constant -184.13074 -179.44685 -170.23888 -186.68839 -219.51972
e

m31 7.14899  19.81553  9.76879  26.84751 2.57551
m31b 8.13853  3.76721 4.90098 -0.10896  6.57736
m29 9.09779  9.01089  7.07305 13.36448 11.85514
m29b 579579  4.16545 1.00574 -4.77983  9.63525
m75 76.94398 83.67896  75.42533 96.11572  71.89154
m75b 3.21365 451293  4.89608  4.28442 1.49885
m30 0.26863  0.04780  5.05503  3.36529  18.11895
m30b 7.02660 -3.88918  2.89757 -12.58319  7.02217
m35 29.74442  32.55427 32.84624  35.20832  26.01635
m35b 1.21655  3.80195  4.48124 1258859  0.90826
m34 9.56779  12.32439  8.67381 8.56571  12.91703
m34b 0.58495  -0.04775 1.13804  -1.84953  4.31718
m32 51.94132  56.29182  50.50402  48.09336  59.00425
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m32b 7.44017 7.82610 3.78443
m36 -0.49420  -5.27839 0.70273
m36b 5.45078 5.72895 5.17263
m76 248318 -3.23539  -0.62645
m76b 13.03769  18.85040  19.32117

Sistema SAS

13.72843
-7.29898

7.85616
-7.16437

13.81775
8.33016
3.17913
4.74833

2433153  -1.22824

08:29 Thursday, April 29,2011 3

Procedimiento DISCRIM
Resultados de clasificacion para los datos calibrados: WORK.MICRO
Resultados de resustituciéon usando Funcién discriminante lineal

Funcioén de la distancia cuadrada generalizada

2 -1

p(x>=fx-x> cﬁv (X-X)-21In PRIOR

] ] ]

Probabilidad posterior de miembro en cada Grupo

]

2 2
Pr(j|X) = exp(-.5 D (X)) / SUM exp(-.5 D (X))
j k k

Probabilidad posterior de pertenencia a Grupo

Clasificado
Obs  De Grupo en Grupo

1

1 2 2 0.0000 1.0000
2 2 2 0.0000 1.0000
3 2 2 0.0000 0.9997
4 2 2 0.0000 0.9984
5 2 2 0.0000 1.0000
6 2 2 0.0000 0.8330
7 2 2 0.0000 0.9992
8 2 2 0.0011 0.9985
9 2 2 0.1106 0.8716
10 1 1 0.9996 0.0000
11 1 1 07980 0.1547
12 1 1 07980 0.1547
13 2 2 0.0000 0.9997
14 2 2 0.0000 1.0000
15 2 2 0.0000 1.0000
16 2 2 0.0002 0.9946
17 2 2 0.0003 0.9997
18 2 2 0.0000 0.9997
19 2 2 0.0000 0.9340
20 2 2 0.0000 0.9999
21 2 2 0.0000 0.8318
22 2 2 0.0000 0.9391
23 2 2 0.0325 0.9393
24 2 2 0.0325 0.9393
25 1 1 0.9976 0.0000
26 1 1 0.9986 0.0000
27 1 1 0.9990 0.0000
28 1 1 0.9998 0.0001
29 1 1 0.9998 0.0001
30 1 1 0.9954 0.0001
31 2 2 0.0007 0.9979
Sistema SAS

2

0.0000
0.0000
0.0003
0.0002
0.0000
0.0000
0.0000
0.0004
0.0178
0.0004
0.0472
0.0472
0.0003
0.0000
0.0000
0.0045
0.0000
0.0000
0.0655
0.0000
0.0010
0.0605
0.0282
0.0282
0.0024
0.0014
0.0010
0.0001
0.0001
0.0045
0.0010

Procedimiento DISCRIM
Resultados de clasificacién para los datos calibrados: WORK.MICRO
Resultados de resustitucion usando Funcién discriminante lineal

3 4

0.0000
0.0000
0.0000
0.0014
0.0000
0.1670
0.0007
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0006
0.0000
0.0003
0.0005
0.0001
0.1672
0.0004
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0004

Probabilidad posterior de pertenencia a Grupo

Clasificado
Obs  De Grupo en Grupo

32 2 2 0.0007
33 2 2 0.0001
34 3 3 0.0075
35 3 3 0.0075
36 3 3 0.0055
37 3 3 0.0057
38 3 3 0.0057
39 3 3 0.0000
40 3 3 0.0000
41 3 3 0.0557
42 3 3 0.0039
43 3 3 0.0001
44 3 1* 0.6480
45 3 3 0.0092

1

0.9979
0.9991
0.0005
0.0005
0.3185
0.0003
0.0003
0.0002
0.0012
0.0456
0.0006
0.0007
0.0003
0.0001

2 3 4

0.0010
0.0008
0.9920
0.9920
0.6760
0.9940
0.9940
0.9995
0.9988
0.8987
0.9955
0.9993
0.3518
0.9907

0.0004
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0003
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

5

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
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0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
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46 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
47 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
48 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
49 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
50 4 4 0.0000 0.0009 0.0000 0.9991 0.0000
51 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
52 4 4 0.0000 0.0001 0.0000 0.9999 0.0000
53 4 4 0.0000 0.0005 0.0000 0.9995 0.0000
54 4 4 0.0000 0.0005 0.0000 0.9995 0.0000
55 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
56 4 4 0.0000 0.0003 0.0000 0.9997 0.0000
57 4 4 0.0000 0.0003 0.0000 0.9997 0.0000
58 4 4 0.0000 0.0010 0.0000 0.9990 0.0000
59 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
60 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
61 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
62 4 4 0.0000 0.0007 0.0001 0.9992 0.0000
63 4 4 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
64 3 3 0.0000 0.0001 0.9999 0.0000 0.0000
65 3 3 0.0000 0.0001 0.9999 0.0000 0.0000
66 3 3 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000
67 2 2 0.0001 0.9998 0.0001 0.0000 0.0000
68 2 2 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000
69 2 2 0.0001 0.9957 0.0042 0.0000 0.0000
70 5 5 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
71 5 5 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
72 5 5 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
* Observacion mal clasificada
Sistema SAS 08:29 Thursday, April 29, 2011 5
Procedimiento DISCRIM
Resumen de clasificacion para los datos calibrados: WORK.MICRO
Resumen de resustitucion usando Funcién discriminante lineal
Funcién de la distancia cuadrada generalizada
2 _o1
D (X) = (X-X)' COV (X-X)-2InPRIOR
i i i i
Probabilidad posterior de miembro en cada Grupo
2 2
Pr(j|IX) = exp(-.5 D (X)) / SUM exp(-.5 D (X))
j k k
Numero de observaciones y porcentaje clasificado en Grupo
De Grupo 1 2 3 4 5 Total
1 9 0 0 0 0 9
100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
2 0 27 0 0 0 27
0.00 100.00 0.00 0.00 0.00 100.00
3 1 0 14 0 0 15
6.67 0.00 93.33 0.00 0.00 100.00
4 0 0 0 18 18
0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 100.00
5 0 0 0 0 3 3
0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00
Total 10 27 14 18 3 72
13.89 37.50 19.44 25.00 4.17 100.00
Anteriores 0.125 0.375  0.20833 0.25 0.04167
Estimaciones de cuenta de error para Grupo
1 2 3 4 5  Total
Tasa 0.0000 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0139
Anteriores 0.1250 0.3750 0.2083  0.2500  0.0417
Sistema SAS 08:29 Thursday, April 29, 2011 6

Procedimiento DISCRI

M

Resumen de clasificacion para los datos calibrados: WORK.MICRO
Resumen de validacion cruzada usando Funcién discriminante lineal

Funcién de la distancia cuadrada generalizada



2 -1
D(X)=(X-X )COV (X-X )-2InPRIOR
i X Xy (X) i

Probabilidad posterior de miembro en cada Grupo

Pr(j[X) = exp(-.5 D (X)) / SUM exp(-.5 D (X))
ik k

Numero de observaciones y porcentaje clasificado en Grupo
De Grupo 1 2 3 4 5 Total

1 7 2 0 0 0 9
77.78 22.22 0.00 0.00 0.00 100.00

2 0 21 2 3 1 27
0.00 77.78 7.41 11.11 3.70 100.00

3 3 1 10 1 0 15
20.00 6.67 66.67 6.67 0.00 100.00

4 0 0 0 18 0 18
0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 100.00

5 0 0 0 0 3 3
0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00

Total 10 24 12 22 4 72
13.89 33.33 16.67 30.56 5.56 100.00

Anteriores 0.125 0.375  0.20833 0.25 0.04167

Estimaciones de cuenta de error para Grupo
1 2 3 4 5 Total

Tasa 0.2222  0.2222 0.3333 0.0000 0.0000 0.1806
Anteriores 0.1250 0.3750 0.2083  0.2500  0.0417
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Anexo F. Prueba Exacta de diferenciacion poblacional (Raymond and Rousset
1995) para 72 materiales de G. angustifolia, provenientes de 23 sitios del Eje
Cafetero Colombiano y un sitio en Peru, distribuidos en 5 grupos formados y
realizada mediante el programa TFPGA.

29/04/2011 8:42:42
Analysis of C\TFPGA2~1\M24.TXT

Data set contains genotypes of individuals sampled from populations.

Organism Type: Diploid
Marker Type: Codominant

Exact tests for population differentiation

(Raymond and Rousset 1995)

# of dememorization steps: 1000
# of batches: 10

# of permutations per batch: 2000

Pairwise analysis of all populations
Groups compared: 1 vs. 2

Results over loci
X-sq 56,0979

df :18

Overall: p = 0,0000

Groups compared: 1 vs. 3

Results over loci
X-sq : 35,2680

df  :18

Overall: p =0,0087

Groups compared: 1 vs. 4

Locus 1 Locus 1 Locus 1
Group Alleles:1 2 3 4 Total Group Alleles:1 2 3 4 Total Group Alleles:1 2 3 4 Total

1 9 0 3 6 18 1 0 3 6 18 1 9 0 3 18

2 10 21 14 9 54 3 14 4 7 5 30 4 18 13 5 0 36
Total 19 21 17 15 72 Total 23 4 10 11 48 Total 27 13 8 6 54
locus 1: p =0,0008 S.E.:0,0003 locus 1:p=0,2959 S.E.:0,0114 locus 1:p=0,0014 S.E.:0,0014
Locus 2 Locus 2 Locus 2
Group Alleles:1 2 3 4 Total Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total

1 1 11 6 0 18 1 1 11 6 18 1 11 6 18

2 8 28 15 3 54 3 1 18 1 30 4 6 16 14 36
Total 9 39 21 3 72 Total 12 29 7 48 Total 7 27 20 54
locus 2: p =0,6301 S.E.:0,0128 locus 2 : p=0,0033 S.E.:0,0015 locus 2 : p =0,4599 S.E.:0,0134
Locus 3 Locus 3 Locus 3
Group Alleles:1 2 Total Group Alleles:1 2 Total Group Alleles:1 2 Total

1 15 3 18 1 15 3 18 1 15 3 18

2 40 14 54 3 21 9 30 4 26 10 36
Total 55 17 72 Total 36 12 48 Total 41 13 54
locus 3:p =0,5386 S.E.:0,0043 locus 3 : p =0,4948 S.E. :0,0044 locus 3: p =0,5006 S.E.:0,0052
Locus 4 Locus 4 Locus 4
Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total

1 9 3 6 18 1 9 3 6 18 1 9 3 6 18

2 25 29 0 54 3 12 12 6 30 4 28 8 0 36
Total 34 32 6 72 Total 21 15 12 48 Total 37 11 6 54
locus 4 : p =0,0000 S.E. :0,0000 locus 4 : p =0,2215 S.E. :0,0088 locus 4 : p =0,0009 S.E. :0,0005
Locus 5 Locus 5 Locus 5
Group Alleles: 1 Total Group Alleles:1 2 Total Group Alleles:1 2 Total

1 18 18 1 18 0 18 1 18 0 18

2 54 54 3 28 2 30 4 25 11 36
Total 72 72 Total 46 2 48 Total 43 11 54
locus 5: p=1,0000 S.E.:0,0000 locus 5: p =0,5228 S.E. :0,0027 locus 5: p=0,0122 S.E. :0,0019
Locus 6 Locus 6 Locus 6
Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total

1 1 11 6 18 1 1 11 6 18 1 1 11 6 18

2 6 20 28 54 3 7 8 15 30 4 23 3 10 36
Total 7 31 34 72 Total 8 19 21 48 Total 24 14 16 54
locus 6 : p =0,2285 S.E. :0,0096 locus 6 : p=0,0617 S.E.:0,0047 locus 6 : p =0,0000 S.E. :0,0000
Locus 7 Locus 7 Locus 7
Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total

1 9 4 5 18 1 9 4 5 18 1 9 4 5 18

2 31 21 2 54 3 18 12 0 30 4 18 11 7 36
Total 40 25 7 72 Total 27 16 5 48 Total 27 15 12 54
locus 7 : p = 0,0142 S.E. :0,0023 locus 7 : p = 0,0083 S.E. :0,0016 locus 7 : p =0,6472 S.E. :0,0086
Locus 8 Locus 8 Locus 8
Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total Group Alleles:1 2 3 Total

1 7 4 7 18 1 7 4 7 18 1 7 4 7 18

2 26 17 11 54 3 1 8 11 30 4 19 5 12 36
Total 33 21 18 72 Total 18 12 18 48 Total 26 9 19 54
locus 8:p=0,3417 S.E. :0,0125 locus 8 : p = 1,0000 S.E. :0,0000 locus 8 : p = 0,5408 S.E. :0,0052
Locus 9 Locus 9 Locus 9
Group Alleles:1 2 3 4 Total Group Alleles:3 4 Total Group Alleles:1 2 3 4 Total

1 0 0 10 8 18 1 10 8 18 1 0 0 10 8 18

2 3 14 22 15 54 3 15 15 30 4 6 1 14 15 36
Total 3 14 32 23 72 Total 25 23 48 Total 6 1 24 23 54

locus 9 : p =0,0438 S.E. :0,0039

locus 9: p=0,7719 S.E. :0,0030

96

locus 9: p =0,2309 S.E. :0,0081



Results over loci
X-sq :63,8723

df :18

Overall: p = 0,0000

Groups compared: 1 vs. 5

Locus 1

Group Alleles:1 3 4 Total
1 9 3 6 18

5 3 3 06

Total 12 6 6 24

locus 1:p=0,1615 S.E. :0,0041

Locus 2
Group Alleles:1 2 3 4 Total

1 1 11 6 0 18

5 0 0 3 3 6
Total 1 11 9 3 24
locus 2: p =0,0017 S.E. :0,0006
Locus 3

Group Alleles:1 2 Total

1 15 3 18

5 6 0 6

Total 21 3 24

locus 3: p=0,5471 S.E. :0,0048
Locus 4

Group Alleles:1 2 3 Total
1 9 3 6 18

5 0 4 2 6

Total 9 7 8 24
locus 4 : p=0,0246 S.E.:0,0022
Locus 5

Group Alleles: 1 Total

1 18 18

5 6 6

Total 24 24

locus 5: p =1,0000 S.E.:0,0000
Locus 6

Group Alleles:1 2 3 Total
1 1 11 6 18

5 0 0 6 6

Total 1 11 12 24
locus 6 : p=0,0213 S.E. :0,0018
Locus 7

Group Alleles:1 2 3 Total
1 9 4 5 18

5 3 03 6

Total 12 4 8 24
locus 7 : p=0,4905 S.E. :0,0093
Locus 8

Group Alleles:1 2 3 Total
1 7 4 7 18

5 0 6 0 6

Total 7 10 7 24
locus 8 : p=0,0066 S.E.:0,0008
Locus 9

Group Alleles:2 3 4 Total
1 0 10 8 18

5 3 3 06

Total 3 13 8 24

locus 9 : p =0,0062 S.E. :0,0022

Results over loci
X-sq :54,3571

df :18

Overall: p = 0,0000

Groups compared: 2 vs. 3

Locus 1

Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 10 21 14 9 54

3 14 4 7 5 30
Total 24 25 21 14 84

locus 1:p=0,0219 S.E. :0,0051

Locus 2
Group Alleles:1 2 3 4 Total

2 8 28 15 3 54

3 11 18 1 0 30
Total 19 46 16 3 84
locus 2 : p=0,0030 S.E.:0,0009
Locus 3

Group Alleles:1 2 Total

2 40 14 54

3 21 9 30

Total 61 23 84

locus 3:p=0,7997 S.E.:0,0038
Locus 4

Group Alleles:1 2 3 Total
2 25 29 0 54

3 12 12 6 30
Total 37 41 6 84
locus 4 : p =0,0024 S.E. :0,0004
Locus 5

Group Alleles:1 2 Total

2 54 0 54

3 28 2 30

Total 82 2 84

locus 5:p=0,1180 S.E. :0,0027
Locus 6

Group Alleles:1 2 3 Total
2 6 20 28 54

3 7 8 15 30

Total 13 28 43 84
locus 6 :p=0,3112 S.E.:0,0134
Locus 7

Group Alleles:1 2 3 Total
2 31 21 2 54

3 18 12 0 30
Total 49 33 2 84
locus 7 : p =0,8226 S.E. :0,0062
Locus 8

Group Alleles:1 2 3 Total
2 26 17 11 54

3 11 8 11 30
Total 37 25 22 84

locus 8 : p =0,2696 S.E.:0,0140

Locus 9

Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 3 14 22 15 54

3 0 0 15 15 30
Total 3 14 37 30 84
locus 9 : p =0,0020 S.E. :0,0008

Results over loci
X-sq 53,8652

df :18

Overall: p = 0,0000

Groups compared: 2 vs. 4

Locus 1

Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 10 21 14 9 54
4 18 13 5 0 36
Total 28 34 19 9 90
locus 1:p=0,0022 S.E.:0,0013
Locus 2

Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 8 28 15 3 54
4 6 16 14 0 36
Total 14 44 29 3 90
locus 2:p=0,4515 S.E.:0,0117
Locus 3

Group Alleles:1 2 Total

2 40 14 54

4 26 10 36

Total 66 24 90

locus 3 : p =1,0000 S.E. :0,0000
Locus 4

Group Alleles:1 2 Total

2 25 29 54

4 28 8 36

Total 53 37 90

locus 4 : p=0,0046 S.E.:0,0009
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Locus 5

Group Alleles:1 2 Total

2 54 0 54

4 25 11 36

Total 79 11 90

locus 5: p =0,0000 S.E.:0,0000
Locus 6

Group Alleles:1 2 3 Total
2 6 20 28 54

4 23 3 10 36

Total 29 23 38 90
locus 6 : p =0,0000 S.E. :0,0000
Locus 7

Group Alleles:1 2 3 Total
2 31 21 2 54

4 18 11 7 36
Total 49 32 9 90
locus 7 : p=0,0573 S.E. :0,0030
Locus 8

Group Alleles:1 2 3 Total
2 26 17 11 54

4 19 5 12 36

Total 45 22 23 90
locus 8 : p=0,1201 S.E.:0,0121
Locus 9

Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 3 14 22 15 54
4 6 1 14 15 36
Total 9 15 36 30 90

locus 9: p =0,0064 S.E.:0,0012

Results over loci
X-sq :84,3525

df :18

Overall: p =0,0000

Groups compared: 2 vs. 5

Locus 1

Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 10 21 14 9 54

5 3 03 06

Total 183 21 17 9 60

locus 1:p =0,0524 S.E. :0,0031

Locus 2
Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 8 28 15 3 54

5 0 0 3 3 6
Total 8 28 18 6 60
locus 2 : p=0,0017 S.E. :0,0010
Locus 3

Group Alleles:1 2 Total

2 40 14 54

5 6 0 6

Total 46 14 60

locus 3:p =0,3174 S.E. :0,0041
Locus 4

Group Alleles:1 2 3 Total
2 25 29 0 54

5 0 4 2 6

Total 25 33 2 60
locus 4 : p =0,0007 S.E.:0,0003
Locus 5

Group Alleles: 1 Total

2 54 54

5 6 6

Total 60 60

locus 5: p =1,0000 S.E. :0,0000
Locus 6

Group Alleles:1 2 3 Total
2 6 20 28 54

5 0 0 6 6

Total 6 20 34 60
locus 6 : p=0,1019 S.E. :0,0056
Locus 7

Group Alleles:1 2 3 Total
2 31 21 2 54



5 3 0 3 6
Total 34 21 5 60
locus 7 : p=0,0040 S.E.:0,0015

Locus 8

Group Alleles:1 2 3 Total
2 26 17 11 54

5 0 6 0 6

Total 26 23 11 60

locus 8 : p =0,0051 S.E. :0,0013

Locus 9

Group Alleles:1 2 3 4 Total
2 3 14 22 15 54

5 0 3 3 06

Total 3 17 25 15 60
locus 9: p =0,3885 S.E. :0,0056

Results over loci
X-sq :63,5824

df :18

Overall: p = 0,0000

Groups compared: 3 vs. 4

Locus 1

Group Alleles:1 2 3 4 Total
3 14 4 7 5 30

4 18 13 5 0 36
Total 32 17 12 5 66
locus 1:p=0,0171 S.E. :0,0026
Locus 2

Group Alleles:1 2 3 Total
3 11 18 1 30

4 6 16 14 36
Total 17 34 15 66
locus 2 : p =0,0023 S.E.:0,0013
Locus 3

Group Alleles:1 2 Total

3 21 9 30

4 26 10 36

Total 47 19 66

locus 3 : p =1,0000 S.E. :0,0000
Locus 4

Group Alleles:1 2 3 Total
3 12 12 6 30

4 28 8 0 36

Total 40 20 6 66
locus 4 : p =0,0024 S.E. :0,0011
Locus 5

Group Alleles:1 2 Total

3 28 2 30

4 25 11 36

Total 53 13 66

locus 5: p =0,0289 S.E. :0,0030
Locus 6

Group Alleles:1 2 3 Total
3 7 8 15 30

4 23 3 10 36

Total 30 11 25 66
locus 6 : p =0,0040 S.E.:0,0012
Locus 7

Group Alleles:1 2 3 Total
3 18 12 0 30

4 18 11 7 36
Total 36 23 7 66
locus 7 : p = 0,0369 S.E. :0,0026
Locus 8

Group Alleles:1 2 3 Total
3 11 8 11 30

4 19 5 12 36

Total 30 13 23 66

locus 8 : p =0,2964 S.E.:0,0111

Locus 9

Group Alleles:1 2 3 4 Total
3 0 0 15 15 30

4 6 1 14 15 36
Total 6 1 29 30 66
locus 9: p =0,0767 S.E. :0,0091

Results over loci
X-sq :64,6980

df :18

Overall: p = 0,0000

Groups compared: 3 vs. 5

Locus 1

Group Alleles:1 2 3 4 Total
3 14 4 7 5 30

5 3 0 3 06
Total 17 4 10 5 36
locus 1: p =0,5883 S.E. :0,0066
Locus 2

Group Alleles:1 2 3 4 Total
3 11 18 1 0 30
5 0 0 3 3 6
Total 11 18 4 3 36
locus 2 : p=0,0000 S.E.:0,0000
Locus 3

Group Alleles:1 2 Total

3 21 9 30

5 6 0 6

Total 27 9 36

locus 3 : p =0,3043 S.E. :0,0053
Locus 4

Group Alleles:1 2 3 Total
3 12 12 6 30

5 0 4 2 6

Total 12 16 8 36
locus 4 : p=0,1039 S.E. :0,0060
Locus 5

Group Alleles:1 2 Total

3 28 2 30

5 6 0 6

Total 34 2 36

locus 5: p =1,0000 S.E.:0,0000
Locus 6

Group Alleles:1 2 3 Total
3 7 8 15 30

5 0 0 6 6

Total 7 8 21 36
locus 6 : p =0,0962 S.E.:0,0058
Locus 7

Group Alleles:1 2 3 Total
3 18 12 0 30

5 3 03 6

Total 21 12 3 36
locus 7 : p = 0,0009 S.E. :0,0003
Locus 8

Group Alleles:1 2 3 Total
3 11 8 11 30

5 0 6 0 6

Total 11 14 11 36
locus 8 : p=0,0015 S.E. :0,0005
Locus 9

Group Alleles:2 3 4 Total
3 0 15 15 30

5 3 3 06

Total 3 18 15 36

locus 9 : p=0,0009 S.E.:0,0005

Results over loci
X-sq :73,6311

df :18

Overall: p = 0,0000
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Groups compared: 4 vs. 5

Locus 1

Group Alleles:1 2 3 Total

4 18 13 5 36

5 3 03 6

Total 21 13 8 42

locus 1:p =0,0468 S.E. :0,0036

Locus 2

Group Alleles:1 2 3 4 Total

4 6 16 14 0 36

5 0 0 3 3 6

Total 6 16 17 3 42

locus 2 : p =0,0004 S.E.:0,0002

Locus 3

Group Alleles:1 2 Total

4 26 10 36

5 6 0 6

Total 32 10 42

locus 3: p =0,3062 S.E. :0,0057

Locus 4

Group Alleles:1 2 3 Total

4 28 8 0 36

5 0 4 2 6

Total 28 12 2 42

locus 4 : p =0,0001 S.E. :0,0001

Locus 5

Group Alleles:1 2 Total

4 25 11 36

5 6 0 6

Total 31 11 42

locus 5: p=0,1819 S.E. :0,0046

Locus 6

Group Alleles:1 2 3 Total

4 23 3 10 36

5 0 0 6 6

Total 23 3 16 42

locus 6 : p =0,0040 S.E.:0,0013

Locus 7

Group Alleles:1 2 3 Total

4 18 11 7 36

5 3 036

Total 21 11 10 42

locus 7 : p =0,1513 S.E. :0,0054

Locus 8

Group Alleles:1 2 3 Total
19 5 12 36

5 0 6 0 6

Total 19 11 12 42

locus 8 : p =0,0000 S.E. :0,0000

Locus 9

Group Alleles:1 2 3 4 Total
4 6 1 14 15 36

5 0 3 3 0 6

Total 6 4 17 15 42
locus 9: p =0,0039 S.E.:0,0011

Results over loci
X-sq :91,9560

df :18

Overall: p = 0,0000

Matrix of combined probabilities
pairwise comparison

for each

1 2 3 4 5

Kk

1
2 0,0000 *****

3 0,0087 0,0000 *****

4 0,0000 0,0000 0,0000
5

—

0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Kk



