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RESUMEN

El Balso blanco Heliocarpus americanus Watss. es un forestal lefioso
perteneciente a la familia Malvaceae. Es originario de Centro América y se
encuentra extendida desde el sureste de México hasta Paraguay. En Colombia se
desarrolla de forma natural en regiones calidas y humedas, desde los 0 a los 2600
msnm (Vasquez et al.,, 2006); especialmente en ecoregiones de las tres
cordilleras: bosques humedos tropicales (bh-T), bosques humedos premontanos
(bh-PM), bosques muy humedos premontanos (bmh-PM) y en bosques muy
himedos montano bajos (bmh-MB) (Alvarez, 2004); y no se produce en forma de
cultivo.

H. americanus se caracteriza por ser una especie de rapido crecimiento utilizada
en la proteccién de cuencas y fuentes de agua; y porque en bosques, junto con
otras especies, genera un reservorio de alta biodiversidad faunistica y floristica;
sin embargo su importancia radica en el uso artesanal que se le da como
aglutinante natural en el proceso de produccion de panela; debido a que cuando la
corteza entra en contacto con el agua produce un mucilago utilizado para la
limpieza del jugo de cafa.

En Colombia la corteza de H. americanus, es un insumo de alta demanda, por
cuanto el cultivo y procesamiento de la cafa, constituye una importante actividad
socioecondémica y agroindustrial. El mucilago natural obtenido de esta especie es
el que provee los mejores resultados, para este proceso y es el de mayor uso y
aceptacion en Narifio y en otros departamentos productores, como Antioquia.

En Narifio, debido a sus altos requerimientos por la alta produccién de panela, al
método artesanal de extraccibn de la corteza, a la baja eficiencia de los
aglutinantes quimicos, a las nulas practicas de conservacion de los arboles
explotados y la falta de politicas de reforestacion, H. americanus corre el riesgo de
sufrir erosion genética.

Actualmente se desconoce si el uso excesivo que se le ha dado a esta especie ha
causado perdida en su variabilidad; de hecho, si este proceso continuo, la especie
se guedard sin haberse estudiado en aspectos morfolégicos y moleculares mas
aun, sin haber determinado la variabilidad real y su respectiva dispersion espacial.

Por lo tanto, teniendo en cuenta su alto valor agroecologico e industrial, surge la
necesidad de iniciar la identificacibn de su diversidad genética para futuros
procesos de conservacion. De ahi que sea importante contar con estudios de
caracterizacion que permitan clasificar y agrupar individuos de la especies
dependiendo de su similitud y contar con bases para renovar los arboles perdidos
con arboles de buenas caracteristicas, propagados con base en los resultados de



este proyecto que dira, cuales son y donde estan los individuos que se deben
conservar y propagar.

Este proyecto se enfocd en determinar la distribucion geografica de la especie en
15 municipios del departamento de Narifio, los datos de georreferenciacion se
analizaron en el programa MaxEnt y se modelaron en Diva Gis. Una vez
identificados los sitios de evaluacién se eligieron, por medio de un muestreo
aleatorio estratificado, 51 arboles que fueron caracterizados mediante descriptores
morfoldégicos y marcadores moleculares tipo RAM’s (Random Amplified
Microsatellites). Los datos obtenidos en la caracterizacion morfolégica fueron
sometidos a Analisis de Correspondencia Mudltiple (ACM) y Analisis de
Componentes Principales (ACP), mientras que a los de la caracterizacion
molecular se analizaron a través del método de Nei y Li mediante el programa
TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis) y finalmente se realizé un analisis
cluster.

Acorde con los resultados, Heliocarpus americanus esta distribuido a lo largo de la
zona andina del departamento de Narifio entre los 1200 y 2500 msnm, siendo el
municipio del Tambo el que presenta mayor numero de individuos. Los caracteres
cuantitativos de mayor aporte a la variabilidad de H. americanus son los
relacionados con madera, corteza, hojas y frutos; en los cualitativos corresponden
a caracteristicas de tronco, copa y hojas. La informacién de los patrones de
bandas obtenidos permitid estimas los valores de polimorfismo y heterocigosidad
promedia insesgada de H. americanus los cuales fueron altos, especialmente los
mostrados por los cebadores CA y TG. La mayor distancia genética se presento
entre los individuos GU128-1 localizado en el municipio de Guachavez y C0O145
del municipio de Consaca.

Palabras clave: Balso blanco, Cafia panelera, Descriptores, Cebadores,
Distribucién geogréfica



ABSTRACT

Balso blanco Heliocarpus americanus Watts. is the forest woody one belonging to
the family Malvaceae. It is original of Central America and is extended from the
south-east of Mexico up to Paraguay. Colombia develops naturally in warm and
damp regions from the 0 to the 2600 meters (Vasquez et al., 2006); especially in
the ecoregions of the three mountain ranges: tropical moist forests (bh-T), humid
premontane forests (bh-PM), (bmh-PM) and in very wet low mountain forest (bmh-
MB) (Alvarez, 2004); and it does not occur in the form of cultivation.

H. americanus is characterized by a fast-growing species used in the protection of
watersheds and water sources; and because in forests,together with other species,
it generates a reservoir of high biodiversity of fauna and flora; Nevertheless its
importance takes root in the handcrafted use that gives it as natural binder agent in
the process of production of panela; due to the fact that when the crust enters in
touch with the water it produces a mucilage used for the cleanliness of sugar cane
juice.

In Colombia the crust of H. americanus, it is a high demand input, since the
cultivation and processing of the cane, it constitutes an important socioeconomic
and agroindustrial activity. The natural mucilage obtained of this species is the one
that provides the best results, for this process and is that of major use and
acceptance in Narifio and in other producing departments, as Antiogquia

In Narifio, due to his high requirements for the high production of panela, to the
handcrafted method of extraction of the crust, to the low efficiency of the chemical
cementing agents, to the void practices of conservation of the exploited trees and
the lack of policies of reforestation, H. americans run the risk of suffering genetic
erosion.

It is currently unknown if overuse that has been given to this species has caused
loss in its variability; in fact, if this continuous process, the species will remain
without have been studied in molecular and morphological aspects even more,
having determined the real variability and their respective spatial dispersion.

Therefore, taking into account its high-value agro-ecological and industrial, arises
the need to initiate the identification of genetic diversity for future conservation.
Hence, it is important to have studies of characterization that allow to classify and
bring individuals of the species depending on their similarity and have bases to
renew the trees lost with good features trees, spread based on the results of this
project which will say, what and where are individuals which must preserve and
propagate.



This project focused on determining the geographical distribution of the species in
15 municipalities of the Department of Narifio, Georeferencing data were analyzed
in the MaxEnt program and were modeled in Diva-Gis. Once identified the
evaluation sites were chosen, by means of a stratified random sampling, 51 trees
that were characterized by morphological descriptors and molecular markers type
RAM’s (Random Amplified Microsatellites). The data obtained in the morphological
characterization were subjected to Multiple correspondence analysis (ACM) and
analysis of principal components (ACP), while that of the molecular
characterization were analyzed using the method of Nei and Li TFPGA program
(Tools for Population Genetic Analysis) and finally a cluster analysis was
performed.

According to the results, Heliocarpus americanus is distributed along the Andean
zone of the Department of Narifio between 1200 and 2500 m, being the
municipality of el Tambo presenting greater number of individuals. Quantitative
characters of greater contribution to the variability of H. americanus are those
related to wood, bark, leaves, and fruits; in the qualitative correspond to
characteristics of trunk, Cup and leaves. The obtained information of the banding
patterns allowed estimates the values of polymorphism and heterozygosity
average unbiased of H. americanus which were high, especially those shown by
the CA and TG primers. The largest genetic distance arose between GU128-1
individuals located in the municipality of Guachavez and the municipality of
Consaca CO145.

Key word: Balso blanco, Panela cane, Descriptors, Starter, Geographical
distribution.
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INTRODUCCION

El Balso banco Heliocarpus americanus Watss. es una especie forestal de la
familia Malvaceae, originaria de Centroamérica (APG, 2003 y Conabio, 2009). Se
encuentra distribuida desde el sureste de México hasta el noreste de Argentina y
habita de forma natural en bosques secundarios (Robyns, 1964 y Alvarez, 2004).
En Colombia se encuentra desde los 0 a los 2600 msnm a lo largo de la cordillera
de los Andes, especialmente en regiones con temperaturas desde los 18 a 21°C y
precipitaciones que oscilan entre los 1500 a 2500 mm/afio (Alvarez, 2004 y Pérez,
1996).

En Colombia, esta especie posee gran importancia ecoldgica y agroindustrial,
debido a que por sus caracteristicas, de rapido crecimiento y capacidad de
proteccion de fuentes de agua, contribuye a la recuperacion de suelos degradados
y genera reservorios de biodiversidad floristica; ademas, su corteza es el insumo
mas utilizado para la clarificacion de jugos en el proceso de produccion de panela,
ya que al entrar en contacto con el agua produce un mucilago con propiedades
aglutinantes, el cual se emplea para la extraccidon de solidos insolubles en los
jugos de la cafia panelera, siendo la alternativa mas sana, econémica, de mayor
aceptacion y de mejores resultados en este proceso (Acero, 1985; Aroca y
Montilla, 2006; Ortiz, 2005 y Prada, 2002).

Es notorio que en el departamento de Narifio la agroindustria panelera es una
actividad socioecondémica importante, por cuanto existen 15.152 ha sembradas
con el cultivo de la Cafa; cuya produccion (9,6 t/ha) es destinada, en su totalidad,
a la fabricacion de panela (MADR, 2013); para obtener una tonelada de panela se
deben procesar 1,8 t de cafia, lo cual requiere 116 Kg de corteza de Balso blanco
(GPFA, 2011). Por este motivo la situacion actual del Balso blanco es muy
precaria, ya que se ha reducido considerablemente el nimero de individuos
maduros de esta especie, como consecuencia de los altos requerimientos de este
insumo para la produccion de panela, la sobre explotacion de las formaciones
naturales, el método artesanal de extraccion de la corteza y la falta de politicas de
reforestacion con estos arboles (Aroca y Montilla, 2006 y Ortiz, 2005). Por cuanto,
la corteza de Balso blanco es un recurso comercial potencial para la agroindustria
del departamento.

Su conservacion es un tema prioritario, no solo por su importancia industrial en la
cadena productiva de la cafia panelera, sino por su adaptabilidad a diferentes
situaciones ecoldgicas y los recursos genéticos que supone. No obstante, se ha
sefalado que una de las causas de la perdida de la diversidad genética y la baja



utilizacion de los recursos filogenéticos es la falta de informacion sobre éstos
(Gonzéles, 2011).

A pesar de la sobreexplotacion e importancia de esta especie, la literatura e
investigaciones reportadas son muy escasas. Actualmente, en el departamento de
Narifio, se han desarrollado trabajos orientados a establecer su comportamiento
mitético y meiotico y a conocer aspectos de la biologia floral y caracteristicas
morfolégicas del fruto y semillas (Benavides y Lagos, 2014 y Rendo6n y Lagos,
2015). Sin embargo, para iniciar programas de mejoramiento genético se requiere
conocer la distribucion geogréfica de la especie, estudiar sus aspectos
morfologicos y moleculares de modo que se determine su variabilidad real

De ahi la importancia de contar con estudios, que permitan determinar la
variabilidad de caracteres moleculares y morfolégicos de H. americanus en la zona
andina del departamento de Narifio y determinar si existen grupos diferenciales de
la especies segun su origen o variabilidad genética.

Teniendo en cuenta lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron los siguientes:

Establecer la distribucion geografica de Balso blanco en la zona andina del
departamento de Narifio.

Caracterizar con base en descriptores morfolégicos cuantitativos y cualitativos
arboles de Balso blanco ubicados en la zona andina del departamento de Narifio.

Caracterizar con base en marcadores RAMs la diversidad genética de Balso
blanco.

Con base en la caracterizacion morfologica y molecular determinar grupos acorde
con su distancia genética o morfologica.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1. Balso blanco (Heliocarpus americanus Watss.)
1.1.1. Clasificacion taxonémica, origen y distribucion geografica

Segun APG (2003), el Balso blanco se clasifica de la siguiente manera:
Reino: Plantae
Phylum: Anthophyta
Clases: Dicotyledoneae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Subfamilia: Grewiaideae

Nombre cientifico: Heliocarpus americanus
Watss.

Nombres comunes: Majaguillo, Balso, Palo bobo, Pestafia de mula, Majao,
Melao, Majagua blanca, Tamborcito, Balsa, Boya.

H. americanus es una especie originaria de Centroamérica, que se ha extendido
hasta Suramérica; se encuentra en los bosques montanos de Costa Rica y de
Panama a altitudes de 1300 a 1500 msnm (Conabio, 2009). Pérez (1996) indica
gue se desarrolla en regiones que presentan un rango altitudinal de 1200 a 1700
msnm, una precipitacion de 1500-2500 mm/afio y una temperatura que varia entre
185y 21 °C.

En Colombia se encuentra en sus tres cordilleras, en las regiones calidas y
hamedas; por ejemplo, en el departamento de Cundinamarca esta entre los 0 a los
2600 mnsm, en bosques humedos tropicales (bh-T), en bosques humedos
premontanos (bh-PM), en bosques muy humedos premontanos (bmh-PM) y en
bosques muy himedos montano bajos (omh-MB) (Alvarez, 2004).



Ademas, se haya en la Sierra Nevada de Santa Marta y en las estribaciones de las
cordilleras especificamente en los cafetales, linderos de las zonas que bordean las
riveras de los rios y en los rastrojos de zonas bajas (Mahecha y Echeverri, 1983).

1.1.2. Descripcion boténica de la especie

H. americanus es un &rbol que alcanza de 10 a 25 m de altura con un fuste de 5 a
15m y de 10 a 80 cm de didmetro; con una copa muy grande en forma de
paraguas (aparasolada), conformada por ramas gruesas e inclinadas. En los
primeros afos de edad, sus ramas son de color amarillento y poseen
pubescencias. El tronco es recto y cilindrico, ramificado a baja altura, con corteza
lisa, blanco grisaceo. Al interior, la corteza es de color crema rosado, se
desprende en tiras muy largas y es mucilaginosa (Espinal, 1982; Alvarez, 2004;
Martinez, 1994; Ortiz, 2005).

Las hojas son simples, alternas, dispuestas en forma de hélice (helicoidales), con
tres l6bulos acuminados (palmeadas), de 11-24 cm de largo y de 4-20 cm de
ancho, con bordes aserrados y base cordada o truncada, peciolo largo y
pubescente; presentan pequefias estipulas libres, sentadas, lanceoladas, caducas
y pubescentes; su envés posee pubescencias y es de color verde claro y su frente
es de color verde oscuro (Espinal, 1982; Alvarez, 2004 y Martinez, 1994). Los
nervios en la cara superior son de color rojizo amarillento con pubescencias
blancas, mientras que los del envés son amarillento (Dorfle, 2002).

Las flores son pequefias, estas dispuestas en inflorescencias en forma de
paniculas, la corola y el céliz son tetrAmeros (cuatro sépalos y cuatro pétalos), con
simetria actinomorfa; el color de los pétalos es blanco y sus ejes son parecidos al
color del 6xido de hierro (ferrugineo) y el de los sépalos es verde claro (Benavides
y Lagos, 2014; Espinal, 1982; Alvarez, 2004 y Martinez, 1994). La flor presenta
entre 15 a 18 anteras biloculares de color amarillo que se encuentran unidas al
filamento. El pistilo tiene longitud de 1 mm, de color verde blanquecino y ovario de
color verde claro. El estilo es bifurcado y brevistilo, es decir, que esta por debajo
de los estambres. El ovario es supero, de forma ovoide ubicado sobre un
androginéforo corto (Benavides y Lagos, 2014).

El fruto es un aquenio multiple (esquizocarpo), indehiscente. Puede medir de 2,45
a 15 mm de diametro, son aplanados, tienen forma redondeada elipsoide, oval,
ovoide u oblonga; poseen pestafias (ciliados), cerdillas plumosos radiales que
miden entre 0,89 a 16,16 mm de largo cubiertas de pelos hirsutos, son de color
marron al madurar y rojizo en su estado juvenil, y cada uno tiene de 2 a 3 semillas.
Su nombre genérico, se forma de la palabra griega “Helio”, porque su fruto es
como un sol, ya que se disponen sobre una panicula densa con rayitas lanosas



(Benavides y Lagos, 2014; Espinal, 1982; Alvarez, 2004; Martinez, 1994;
Hernandez, 1989).

Las semillas son semejantes al comino (condimento), de forma ovoide u ovada,
con una depresion en el medio, color crema o marrdn, opacas, duras y de textura
pilosa (Benavides y Lagos, 2014 y Alvarez, 2004). Miden entre 1.75 a 2,10 mm de
largo por 1,0 a 1,1 mm de ancho; cada semilla tiene dos cotiledones que se
encuentran rodeados por un tejido nutricional (Hernandez, 1989).

La madera de H. americanus es de color blancuzco, amarillo o grisaceo claro,
peso liviano, muy suave, tiene un peso especifico de 0,13 g/cm?®, un coeficiente de
estabilidad dimensional de 3,31, posee poca durabilidad y es susceptible a
pudricion (Acero, 1985; Dorfle, 2002); no presenta diferencias entre albura y
duramen. Se observan lineas vasculares, lustre alto y de textura gruesa (Valverde
y Rincén, 2008). Existen otras descripciones de su madera como la realizada por
Richter y Dallwitz (2009), con cinco especimenes de Sudamérica tropical y Sur de
Brasil, en la que mencionan que no se distinguen anillos de crecimiento, con
duramen de color blanco, gris y café, de color uniforme y con una densidad de
0,29 g/lcm?®.

1.1.3. Propagacion

H. americanus se propaga mediante dos métodos: reproduccién sexual o semilla y
asexual o vegetativa.

1.1.3.1. Propagacion por semilla

El estudio realizado en la Universidad de Narifio por Benavides y Lagos (2014),
indican que las semillas tienen las siguientes caracteristicas:

Contenido de humedad de la semilla: 13,64 %. De igual forma, Hernandez (1989),
observé que la humedad de las semillas se encuentra en un rango de 5 a 20 %

Peso de 1000 semillas: 0,92 g

Porcentaje de pureza: 88 %

Porcentaje de viabilidad de semilla: 56,5 %
Porcentaje de vaneamiento de semilla: 57,39 %
Porcentaje de germinacion: 64 %

Punto maximo de energia germinativa: 21 dias

Mientras que estudios realizados en la zona cafetera, proporcionan la siguiente
informacion (Acero, 1985):



e Semillas por kilogramo: 967742

e Porcentaje de pureza: 57%

e Porcentaje de germinacion: 11%

¢ Inicio de germinacion: 21 dias

e Punto maximo de energia germinativa: 28 dias
e Tipo de germinacion: Hipogea

Las semillas una vez maduras son diseminadas por el viento, de tal forma que
deben ser recolectarlas directamente del arbol antes de su caida. Estas son muy
dificiles de extraer del fruto y por lo tanto, los frutos son sembrados en un
germinador a 0,5 cm de profundidad, 5 cm entre sitios y en hileras separadas
entre si por 10 cm. Cuando las plantulas alcanzan entre los 5 y los 10 cm de
altura, se trasplantan a bolsas de polietileno y al medir entre los 20 y los 25 cm de
altura se siembran en el lugar definitivo, teniendo en cuanta que en su estado
juvenil requieren algo de sombra (Alvarez, 2004).

Trabajos realizados con H. donnell-smithii y H. appendiculatus Turczhan mostrado
que la temperatura es el factor mas influyente en la germinacion y que esta se
incrementa si la temperatura sube por encima de 31°C durante algunas horas de
cada dia o si la temperatura es fluctuante; ademés, las semillas pueden
permanecer latentes durante varios meses aun estando enterradas en el suelo
(Vasquez y Orozco, 1982). Herndndez (1989), concluye que el rango 6ptimo de
temperatura para la germinacion estd entre 18 y 34°C, siendo 29,3°C la
temperatura donde se el 80% de germinacion de las semillas en 48 horas; ademas
encontraron que las semillas con peso de 1,3 a 1,7 mg son las que presentan un
mayor porcentaje de germinacion (75,3%), con respecto a semillas de menor
tamafio (0,7mg) cuyo porcentaje fue de 20,5%.

1.1.3.2. Propagacion vegetativa

De acuerdo con el trabajo realizado por Aroca y Montilla (2006), se obtiene un
prendimiento del 40%, utilizando estacas, de 30 a 40 cm con diametro de 3 a 5
cm, tomadas de ramas secundarias y terciarias de la parte media de un éarbol
joven con una altura de 2 a 3 m, pasado el periodo de fructificacién y en horas de
la mafiana. Cada estaca se desinfecta con benomil al 3% y se sella la parte
superior con parafina. El transporte se hace en papel periédico himedo y antes de
la siembra se tratan con acido a-naftalenacéticos (ANA) al 0.3% durante 60
minutos. Posteriormente las estacas son sembradas en un sustrato de arena de
mina, bajo condiciones de invernadero con poli sombra, con una temperatura
promedio de 22°C, humedad relativa de 76% y riego realizado de la siguiente
manera: en las primeras 8 semanas se realizan dos riegos diarios, el primero a las
7 ay el segundo a las 5 pm con un volumen de % litros de agua, por cada unidad



experimental; a partir de la novena semana se reduce el volumen de agua a la
mitad buscando fortaleces las raices de las estacas.

Véasquez et al. (2006) evaluaron el efecto del sustrato, transporte y cicatrizante en
el enraizamiento de estacas. Las estacas fueron tomadas en estado juvenil, de
arboles con diametros menores de 10 cm a 1,30 m de altura. Solo se obtuvo una
estaca de 20 cm de cada rama, eliminando el apice, para evitar la pudricion de los
tejidos meristematicos y se trataron con acido a-naftalenacéticos (ANA) al 0,4%.
Para este trabajo se usO una tecnologia sencilla de propagadores de sub
irrigacion. Finalmente se concluydé que se obtiene un enraizamiento del 55%
empleando cristales de hidrogel, como medio de transporte, sin utilizar
cicatrizante, sembrando en un sustrato de suelo y con 45% de sombra.

1.1.4. Fenologiay biologia floral

Estudios realizados en la zona cafetera por Acero (1985), muestran que esta
especie florece desde mediados de julio a diciembre y fructifica de finales de
diciembre a mediados de abril. Sin embargo, Alvarez (2004) menciona que la
floracion se lleva a cabo en el mes de noviembre, la fructificacion ocurre en febrero
y la maduracién de frutos se da en abril; ademas menciona que hay caida de
follaje, antes de floracion, perdiendo totalmente sus hojas por periodos
(caducifolio) y renueva su follaje después de la fructificacion.

En una region del departamento de Narifio ubicada a 1950 msnm, en las
coordenadas 1°21°22,9” LN y 77°16°40,8" LO, Benavides y Lagos (2014),
afirman que la formacién de brotes florales se presenta entre los meses de marzo
y abril, mientras que la floracién inicia en mayo hasta junio, siendo una especie
semiestacional. La maduracion de los frutos se da entre los meses de agosto y
septiembre y no ocurre uniformemente dentro del mismo arbol, observando en un
mismo racimo diferentes grados de madurez. Determinaron ademas, que el ciclo
reproductivo de esta especie dura aproximadamente 135 dias. La apertura floral
se da entre 12 y 15 dias de aparicion del boton floral y la formacién de frutos
comienza desde los 39 hasta los 111 dias, momento en el cual, el fruto alcanza la
madurez fisiologica.

1.1.5. Usos e importancia

Osorio (2007) menciona que en el proceso de beneficio de la panela, la
clarificacion de los jugos se hace mediante la floculacion de impurezas que se
encuentran en suspension, por el efecto combinado de temperatura, tiempo y
accion de los agentes clarificarte (mucilagos vegetales). Los mucilagos son
sustancias viscosas extraidas de los tallos, hojas, frutos y raices macerados de



algunas especies, que al entrar en contacto con el agua o el jugo de cafia, mas la
accion del calor, eliminan los soélidos insolubles, sustancias coloidales y
compuestos colorantes presentes en el jugo (Mosquera et al., 2007).

Tradicionalmente, H. americanus se emplea dentro del proceso de limpieza en la
elaboracion de panela. Especificamente se utiliza el mucilago obtenido de la
corteza del tronco o ramas libres de hojas de este arbol (Prada, 2002).

Ortiz (2005), encontr6 que el 75% de los productores de panela del municipio de
Samaniego (Narifio), extraen corteza de arboles de cinco afios de edad o con la
primera floracion. Ademaés, el 100% de los productores, aseguran que H.
americanus es una especie multiuso, siendo el principal, el uso la corteza como
materia prima para la limpieza del jugo de cafia. Mientras que el 30% indica que
se puede utilizar como lefia a pesar de sus bajas caracteristicas como combustible
(bajo poder calorico), el 10% de los usuarios lo utilizan como madera siendo esta
liviana y de una densidad baja (0,13 g / cm?®), utilizado en la fabricacién de
cajones, formaletas, cajas para tomate y cielo raso entre otros, recomiendan evitar
el contacto directo con el agua o alta humedad, porque es muy susceptible a la
pudricién.

Acero (1985) complementa la informacion al destacar la utilidad de H. americanus
en la fabricacibn de artesanias, en aeromodelismo, empaques y formaletas;
agrega también que es una especie de rapido crecimiento muy utilizado en la
proteccion de cuencas y fuentes de agua.

Algunos pequefios ganaderos del Municipio de San Lorenzo, Departamento de
Narifio han observado alto grado de aceptabilidad de su forraje por rumiantes, sin
demostrar efectos adversos sobre los animales (Aroca y Montilla, 2006). A pesar
de esta informacion, no se puede afirmar que la especie, sea forrajera, pues para
calificarlo de esta manera Benavides (1998) asevera que debe reunir ventajas en
términos nutricionales, de produccion y de versatilidad agrondémica sobre otros
forrajes tradicionalmente utilizados, es decir, el consumo por parte de los animales
debe ser adecuado, con un contenido nutricional atractivo para la produccién
pecuaria, debe ser tolerante a la poda y debe tener un rebrote vigoroso.

Prada (2002) menciona que: “en Cundinamarca y en pocos trapiches de la Hoya
del Rio Suarez el material aglutinante es producido en las misma finca, mientras
en la mayoria de los trapiches, este material es comprado o cambiado por miel en
el mercado. Se conocié por comentario de los productores, la existencia de un
nuevo tipo de comerciante que compra el arbol y lo desoja de toda su corteza
trayendo como consecuencia la muerte del arbol”.



La importancia de este recurso radica en el uso que se le da en la produccion de
panela. Colombia es el primer productor, con un volumen que representa cerca del
17% de la produccion mundial registrada por la FAO (2012), siendo el
departamento de Santander el de mas altos rendimientos por hectarea con 13,1
t/ha; Narifio ocupa el tercer lugar con 9,6 t/ha. (MADR, 2013). Ademas, los arboles
de H. americanus tardan siete u ocho meses para cicatrizar cuando se corta por
primera vez su corteza. Esta especie se encuentra en ambientes silvestres y no
hay conocimiento de ningun cultivo ni manejo agronémico para su explotacion. La
literatura e investigacion reportada sobre esta especie es muy escasa (Aroca y
Montilla, 2006).

Es por lo anterior, que se entiende el motivo de la sobre explotacion de este
recurso y la importancia de iniciar trabajos de investigacion dirigidos al uso
racional de la especie, tal como, la identificacion genotipos superiores en
produccién de mucilago, forraje y madera.

1.2. Modelos de distribucion de especies

La informacion disponible para realizar iniciativas de conservacion en sitios
degradados, o en aquellos compuestos por especies raras 0 escasamente
estudiadas, muchas veces puede estar constituida por antecedentes incompletos
(Morales, 2012).

Esta dificultad para obtener informacion del sitio puede ser particularmente
relevante cuando se intenta trabajar con especies 0 ecosistemas circunscritos a
pequefios fragmentos inmersos dentro de una matriz alterada por el ser humano
(Pearson, 2007).

La falta de informacién limita la capacidad para generar programas a gran escala,
y cOmo consecuencia las iniciativas propuestas en muchos casos tienen un éxito
limitado. Por ende un tema relevante en esta materia, es poder predecir cuales
especies 0 grupos de especies podrian obtener mejores resultados para ser
utilizadas en proyectos de conservacion para sitios especificos (Morales, 2012).

Para sobrepasar estas barreras de informacion los modelos de distribucion de
especies pueden actuar como una valiosa herramienta para determinar la
distribucion de especies poco estudiadas o con informacion limitada, y pueden ser
de gran ayuda en la generacién de informacién bioldgica base no disponible. Los
modelos de distribucion de especies son una herramienta empirica, robusta,
repetible y facil de utilizar, que pueden ayudar a identificar potenciales zonas a
conservar y/o restaurar (Philips y Dunik, 2008; Phillips et al., 2006,).

Segun Hernandez et al. (2008), su valor en conservacion esta basado en que 1)
indica potenciales sitios donde apuntar en el caso de necesitar hacer



exploraciones directas, 2) entrega lineamientos para determinar el comportamiento
de las especies frente a alteraciones exdgenas, principalmente antropicas y 3)
entrega informacion sobre sitios a conservar.

Hoy en dia existen aproximadamente 16 modelos de este tipo que utilizan distintos
métodos, y datos para desarrollar las predicciones (Elith et al., 2006). Dentro de
estos modelos se encuentra el programa  (software) Maxent
(http://www.cs.princeton.edu/~schapire/maxent), un programa multiuso basado en
una aproximacion estadistica llamada maxima entropia que permite hacer
predicciones utilizando informacion incompleta, en este caso datos de presencia u
ocurrencia de la distribucion potencial de una especie (Philips et al., 2006; Philips
y Dudik, 2008).

A pesar de que existe un amplia gama de modelos similares, Maxent posee tres
ventajas por sobre los demas: Primero, se requiere solo datos de presencia,
versus otros modelos que requieren datos de presencia y ausencia; segundo, su
consistente buen desempefio en comparacién con otros 16 métodos similares
(Elith et al., 2006), especialmente con un numero pequefio de muestras (Elith et
al., 2006; Phillips et al., 2006; Hernandez et al., 2008); y tercero, su disponibilidad
gratuita.

1.2.1. Aplicaciones de modelos de distribucién de especies utilizando el
programa Maxent

Un modelo de distribucion de especies es basicamente una caracterizacion de las
condiciones ambientales adecuadas para estas especies, que ayuda identificar
donde estan espacialmente ubicados los sitios que cumplen con los requisitos
adecuados para las especies en estudio (Pearson, 2007). Esto hace que este
método pueda ser utilizado en diversas areas dentro de una amplia gama de
problematicas.

Dentro de las diversas aplicaciones de Maxent que se pueden nombrar se
encuentran la priorizacion de zonas para iniciativas de conservacion bioldgica y
restauracion ecoldgica, modelaciones de efectos del cambio climatico sobre los
ecosistemas, y la evaluacion de patrones de propagacion de especies invasivas
(Phillips et al., 2006).

Para el caso de conservacién y restauracion ecoldgica, el uso de esta aplicacion
combinada con herramientas SIG ayuda en la generacibn de mapas de
distribucion actual y potencial de especies nativas, lo que resulta fundamental
tanto para evaluar el estado de conservacion de las especies, como para evaluar
potenciales sitios para desarrollar iniciativas de conservacion y restauracion
(Philips et al., 2006; Philips y Dudik, 2008).
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En Chile, Ziska et al. (2009) utilizaron Maxent para determinar las areas de
distribucion y centros de diversidad de 27 especies de plantas monocotiledéneas,
pertenecientes a la familia de las bromeliaceas, de la cuales 20 son endémicas de
este pais. El objetivo principal fue utilizar esta informacién para determinar el
estado de conservacion de estas especies. Gracias a la informacion generada
utilizando Maxent los autores pudieron reclasificar las especies.

Para analizar los efectos del cambio climatico, Maxent permite determinar o
predecir como variaria la distribucion de una especie o un grupo de especies
frente a cambios ambientales de temperatura, humedad, entre otros. Por ejemplo,
se podria evaluar como se veria afectada la produccion frutal al ver restringida su
area de distribucion, o al contrario al expandirse su potencial distribucion a causa
de un aumento de la temperatura atmosférica (Morales, 2012).

También puede resultar atil en determinar la distribucion futura de plagas y como
ésta podria extender su impacto a zonas no atacadas actualmente bajo cambios
ambientales especificos. El cambio climatico no solo puede afectar a las
actividades econdmicas o de conservacion de especies, sino que también a la
salud humana (Morales, 2012). Maxent ha sido utilizado en los estudios de
distribucion de enfermedades tropicales como la leishmaniasis, frente a
potenciales cambios en el clima (Gonzales et al., 2010).

1.3. Recursos fitogenéticos

1.3.1. Definicién

Desde la apariciébn de la vida en la tierra, el proceso evolutivo ha originado
especies e individuos que mediante los procesos de seleccidn permanente,
realizados por el hombre y la naturaleza, se han adaptado a diferentes
condiciones del globo. La variabilidad genética de las especies se presenta como
respuesta a la interaccion con diferentes ambientes, lo cual afecta la variacion de
nucleotidos dentro del genoma, provocando cambios en las proteinas (Sanabria et
al., 2006). Esta variabilidad genética resulta esencial para el equilibrio del sistema
y constituye el germoplasma (Martin, 2000); entendiendo como germoplasma toda
célula, tejido u 6érgano capaz de producir una nuevo individuo (Chavez, 2004).

Por otro lado, Hammer et al. (2003) consideran que la diversidad biolégica es el
resultado de adaptaciones evolutivas a condiciones cambiantes y su pérdida es un
proceso irreversible que supone una grave amenaza para la estabilidad de los
ecosistemas, la agricola y en la alimentacién del mundo.

11



Borojevic (1990) indica que la diversidad bilégica provee los genes, que
debidamente utilizados y combinados por técnicas de fitomejoramiento pueden
formar variedades nuevas.

Segun el Tratado internacional sobre los recursos fitogenéticos para la
alimentacion y la agricultura, define a los recursos fitogenéticos como cualquier
material genético de origen vegetal de valor real o potencial para la alimentacion y
la agricultura (FAO, 2009).

De acuerdo con lo anterior, se puede afirmar que los recursos fitogenéticos, son
iguales a la diversidad genética del mundo vegetal, y es lo que provee genes
portadores de informacién deseada por la humanidad, y por lo tanto, constituyen
un recurso de valor economico igual al de los recursos energéticos, mineros y
forestales; constituyendo la base para realizar trabajos de mejoramiento
orientados a obtener variedades o hibridos que permitan adquirir mayores
beneficios. Histéricamente, la diversidad genética vegetal ha sido, es y sera la
base fundamental en la que se sustenta el proceso de produccion agricola y el
mejoramiento en el mundo (Bernal y Correa, 2000).

1.3.2. Principios sobre explotacion de recursos fitogeneticos

El mejoramiento genético, inicio con la aparicion de la agricultura hace unos
10.000 afios, cuando el hombre empezo6 a intervenir en la evolucion natural de las
plantas cultivadas, dando lugar a la “domesticacion” y por ende la “seleccidon
vegetal”. Dentro de este proceso, la semilla aumento sus propiedades utiles por
ser la base para los procesos de produccién; el resultado ha sido el desarrollo y la
conservacion de las variedades tradicionales de semillas (landraces), que hoy en
dia son consideradas una herencia comun de la humanidad (Cataife, 2002).

Sin embargo, Lobo (2008) menciona que la biodiversidad, es un elemento con
valor estratégico para la insercion dentro del nuevo orden mundial, la cual incluye
aspectos como: el desarrollo generalizado de conciencia, alrededor de la
preservacion del medio ambiente y la biodiversidad, lo que condujo a la
formulacion del Convenio sobre Diversidad Bioldgica; el reconocimiento de la
soberania de los paises sobre su biodiversidad, en contraposicion con el
paradigma existente de que: “los recursos genéticos eran patrimonio de la
humanidad” (Hammer et al., 2003).

El desarrollo de derechos de propiedad intelectual, incluyendo patentes y
derechos de obtentor sobre las variedades vegetales (Sanders, 2010) y patentes
sobre componentes y productos derivados de la biodiversidad (Hamilton, 2006) y
la globalizacion que tiene efectos en la agricultura, el modo de vida, el uso de los
recursos y la conservacion ambiental (Kydd, 2002), implica una produccion
agropecuaria eficiente y competitiva (Pingali, 2006). Por lo tanto, dichos recursos y
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su conservacion estan tomando un valor econdémico, constituyendo una riqueza
potencial para los paises que la posen ya que de éstos depende el sostenimiento
de la produccion agropecuaria y forestal del mundo.

A pesar de la importancia de dichos recursos, en la actualidad las especies
vegetales sufren procesos de erosion genética, a tal punto que se tienen especies
extinguidas. En cuanto a erosion genética, es un término acufiado por los
cientificos para designar la pérdida de genes individuales y/o combinados. La
causa principal de la erosion genética, de acuerdo con el Tratado de los Recursos
Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura en el mundo (FAO, 2010), es la
sustitucion de las variedades locales por variedades modernas. Chacon et al.
(2011) confirma, que entre 60.000 y 100.000 especies vegetales estan
amenazadas debido a una

Otras causas de la erosion genética es el exceso de recoleccion, el surgimiento de
nuevas plagas, malas hierbas y enfermedades, el deterioro ambiental, la practica
insostenible de la agricultura y la silvicultura, la urbanizaciéon y el desbrozo de
tierras, mediante la deforestacion, los incendios, la contaminacion, los cambios de
uso del suelo, la introduccién de especies exoticas invasoras y el cambio climético
(FAO, 2007; Chacon et al., 2011).

Esta grave situaciéon demuestra la importancia de realizar investigaciones para la
generacion de tecnologias en el manejo sustentable de los recursos forestales y
agricolas. Ademas, se debe considerar el valor biolégico de la zona tropical,
aspecto sobre el cual Lobo et al. (2010) afirman: “Colombia es una de las cinco
naciones megadiversas del mundo. Con una superficie continental de 114,27
millones de hectéreas, alberga aproximadamente el 10% de las especies
vegetales y animales conocidas; contiene la mayor diversidad genética en el
mundo, que se expresa en el gran numero de plantas vasculares por unidad de
area.

Es aqui donde se hace relevante el uso equilibrado de los componentes biolégicos
de arboles y arbustos en los sistemas agropecuarios, que permita alcanzar la
sostenibilidad; soportado en el concepto de que la diversidad genética forestal
aporta la base para la evolucién de las especies y para sus adaptaciones a los
cambios (FAO, 2014).

La ordenacion forestal sostenible exige una mejor comprension de los rasgos
especificos de los arboles y de su diversidad genética; debido a que una misma
especie puede presentarse en amplias condiciones ecoldgicas (Magurran y McGill,
2011). Asi mismo, las especies forestales han evolucionado bajo diferentes
periodos del cambio climatico; su variabilidad genética proporciona la capacidad
para adaptarse a nuevas condiciones climéticas (IPCC, 2014).
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Para esto se requeriran practicas que mantengan la diversidad genética a largo
plazo, teniendo en cuenta la posible necesidad de acelerar la adaptacién al
cambio climatico mediante el mejoramiento y la gestion proactiva de los recursos
genéticos (FAO, 2010).

1.3.3. Conservacion y utilizacidon de los recursos fitogenéticos

El objetivo de la conservacion, es almacenar recursos genéticos de especies
elegidas, asi como, la ordenacion cientifica de las especies identificadas como
prioritarias (Thomson et al., 2002). La seleccién de las especies consideradas en
cada programa obedece al interés comercial e industrial que representan y al alto
potencial productivo que se les reconoce (Gutiérrez, 2003).

Al respecto, el concepto de conservacidbn pasO, de una idea netamente
proteccionista, a la de conservar mediante el uso racional, es decir, lograr su
conservacion manteniendo los procesos ecoldgicos esenciales y aprovechando en
forma sostenida las especies y sus ecosistemas. Este margen de uso de los
recursos naturales renovables se conoce como zona de maximo rendimiento
sustentable o de maxima capacidad de explotacion (Martinez, 1998).

Segun la FAO (2007), la conservacion de los recursos fitogenéticos siempre deben
hacerse dentro de un contexto de cooperacion nacional e internacional. Sin lugar a
duda, el tema de acceso a los recursos genéticos continda siendo importante en la
escena politica internacional y nacional. Los esfuerzos de los paises por regular,
controlar y beneficiarse de manera equitativa de los recursos genéticos han dado
lugar a una serie de politicas e instrumentos juridicos sobre esta materia (Ruiz,
2003).

En resumen este tipo de principios se basan en la idea de que, si bien los recursos
genéticos se estan perdiendo, existen programas de recuperacion en los que sus
principales actividades son la colecta, conservacion, multiplicacion, intercambio y
evaluacion del germoplasma para su utilizacién en mejoramiento genético (Moreno
et al., 2011).

La conservacion en si, no se limita a la consecuciéon y posesion fisica de los
materiales (recoleccion y almacenamiento) sino que requiere asegurar la
existencia de éstos en el tiempo con sus caracteristicas genéticas originales
(Baena et al., 2003).

Antes de definir el método de conservacion, es importante recordar, que existe
una gran cantidad de especies vegetales, y por lo mismo, distintos sistemas de
reproduccion que estarian indicando cual seria el método mas eficiente, segun las
caracteristicas de la especie y su estructura poblacional (Seguel et al., 2001).
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1.3.4. Métodos de conservacion de especies vegetales

Dentro de este &mbito se diferencian dos métodos: conservacion in situ y ex situ.
La conservacion de los recursos genéticos en su ambiente natural o in situ, tiende
a minimizar la perdida de las variedades locales y promover las actividades en el
medio rural (Ferreira y Campa, 2006). Esta implica, que una poblacién
determinada se mantiene dentro de su comunidad, en el ambiente en que se ha
desarrollado o dentro de poblaciones silvestres que se regeneran naturalmente en
areas protegidas (Hidalgo, 2013). Tienen la ventaja de conservar la funcion de un
ecosistema y una serie de especies animales y vegetales asociadas (Thomson et
al., 2002; Baena et al., 2003).

Otra estrategia, es la de constituir colecciones de germoplasma fuera de su habitat
natural y mantenerlas en bancos de semillas, bancos genéticos in vitro, bancos de
genes, colecciones de campo y jardines botanicos, este método se denomina
conservacion ex situ (Ferreira y Campa, 2006); y surge como una medida
complementaria a los mecanismos de conservacién in situ, orientados
principalmente a resguardar el material genético de las especies de importancia
para el mejoramiento genético, la industria alimenticia, farmacéutica, maderera,
entre otros, permitiendo la conservacion de especies vulnerables a procesos de
erosion genética (Martinez, 1998).

Una alternativa de conservacion ex situ es la utilizacion de las técnicas de cultivo
de tejidos vegetales. Esta técnica constituye un método de propagacion alternativo
a los convencionales, con ventajas como la mayor tasa de productividad, el stock
minimo requerido como material de partida, elimina el efecto de las estaciones del
afo, es factible obtener plantas libres de enfermedades; en algunos casos, los
tiempos de propagacién son mas cortos y la posibilidad de propagar especies que
son dificiles o imposibles de propagar in vivo (Serna, 1999). En Colombia se han
realizado pocos trabajos al respecto, pero ya hay protocolos que sirven de
modelos para futuros estudios, especialmente de plantas autdctonas, obteniendo
altos promedios de supervivencia en muchas plantas lefiosas (maderables y
frutales) (Ramos, 2014)

Otra alternativa de las opciones de conservacion ex-situ, corresponde a la
crioconservacion. La cual permite conservar material vegetal vivo a una
temperatura proxima a -196 ° C. Esta técnica presenta una serie de ventajas sobre
otros métodos, como la conservacion de semillas mediante procedimientos
tradicionales o la In vitro. El principal beneficio es el hecho de que el metabolismo
se pare por completo, debido a las temperaturas, evitando deterioro del material
conservado (Gonzalez, 2000; Bacchetta et al., 2008). Esta técnica ha permitido
implementar protocolos de conservacion de especies perennes como Cedro
(Cedrela odorata L) (Garcia, 2013), Caoba (Switenia macrophylla) (Michelle,
2014), citricos (Duran et al., 2005), entre otras.
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1.3.5. Evaluacién y caracterizacion del germoplasma

Uno de los principios de la coleccion y conservacion de especies es mantener
individuos diferentes y lograr la maxima variabilidad posible; motivo por el cual,
antes de conservar se debe determinar la variabilidad genética y morfologica
(Gonzélez, 2011). La identidad genética que tienen los seres vivos para definirlos
como unicos se basa en la diversidad entre poblaciones y entre especies. Dicha
diversidad, expresa respuestas diferenciales en proporciéon a su heterogeneidad
genética (Landa et al., 2008).

Para lograr identificar dichas diferencias entre los individuos, se puede usar
métodos estadisticos que agrupan individuos con caracteristicas similares, ya
sean por caracteres cualitativos o cuantitativos (Escobar, 2008). Los métodos
multivariados permiten hacer agrupaciones o cluster con base en datos obtenidos
en caracterizacion morfologica o molecular (Nufiez y Escobedo, 2011).

Por otra parte, la evaluacién comprende la descripcion de la variacion existente en
una coleccién para atributos de importancia agronémica con alta influencia del
ambiente y de heredabilidad intermedia, tales como rendimiento. El objetivo
principal de la caracterizacion es la identificacion de las accesiones, mientras que
el de la evaluacién es conocer el valor agronémico de los materiales (Abadie y
Berreta, 2001; Rincén y Gutiérrez, 2008).

Es por ello, que la caracterizacion y evaluacion de los recursos fitogenéticos
constituye una actividad esencial dentro de los trabajos de mejoramiento, ya que
permiten conocer y mantener la estructura y nivel de variabilidad genética
existente entre las distintas introducciones de una especie (Morillo et al., 2011) y
viabilizar la incorporacion de recursos genéticos en diferentes pooles genéticos
dentro del germoplasma base elite de los programas de mejoramiento (Pritsch,
2001).

El mejoramiento genético convencional se base en la existencia de variabilidad
genética para los caracteres que se desea mejorar y la manipulacion de la misma
mediante la reproduccion sexual (Diaz et al.,, 2010). De ahi la importancia que
exista variabilidad dentro de una misma especie, que permita transferir genes
mediante cruzamientos. Sin embargo debido al uso inadecuado de los recursos
fitogeneticos esta alternativa se torna mas dificil, surgiendo la necesidad de incluir
dentro de los nuevos métodos de mejoramiento genético la transformacion del
germoplasma o ingenieria genética (Posso et al., 2011).
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1.3. Descriptores

1.3.1. Definiciébn

Para llevar a cabo una caracterizacion o una evaluacion de la variabilidad genética
se utilizan descriptores, los cuales son variables, con diferentes estados o
caracteres considerados importantes y utiles (Enriquez, 1991). Un descriptor es
una caracteristica o atributo cuya expresion es facil de medir, registrar o evaluar y
gue hace referencia a la forma, estructura o comportamiento de una accesion o
introduccién (Garcia, 2010).

En los trabajos con recursos genéticos el “descriptor” define una caracteristica o
un atributo que se observa en las accesiones y estan codificados en los
denominados “estados de un descriptor’; estos son los diferentes valores que
puede asumir, pudiendo ser un valor numérico, una escala, un cédigo o un
adjetivo calificativo, por ejemplo, colores del fruto o forma de hojas (Pritsch, 2001).

Los descriptores de una especie se seleccionan con base en caracteristicas
cualitativas y cuantitativas, conociendo previamente la variabilidad de los
caracteres dentro y entre plantas, y pueden variar segun sean seleccionados por
fitomejoradores, botanicos, genetistas o expertos de otras disciplinas (Enriquez,
1991). Es pertinente tener en cuenta los criterios botanicos, ya que eligen
caracteres morfologicos independientemente de su regulacion genética, y los
genetistas, porque eligen caracteres cualitativos y monogénicos (Cherla, 2008).

Engels (1995) afirma que los descriptores deseables corresponden a
caracteristicas de alta heredabilidad determinado por pocos genes, alto valor
taxonoémico, baja complejidad y de una variacién pequefia dentro de las muestras.

Los descriptores para la caracterizacion deben reunir las siguientes condiciones:
ser facilmente observables, tener una alta accién discriminante y baja influencia
ambiental (Abadie y Berreta, 2001). Los principales tipos de datos de
caracterizacion son: caracteristicas de plantas, hojas, flores, frutos, semillas y
partes subterrdneas (Furman et al., 1997).

1.3.1.1. Descriptores del sitio y del medio ambiente

Describen los parametros especificos del sitio y del medio ambiente que son
importantes para la interpretacion de los resultados (Cherla, 2008).
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1.3.1.2. Descriptores de caracterizacion

Permiten una discriminacion facil y rapida entre fenotipos. Generalmente, son
caracteres altamente heredables, pueden ser detectados a simple vista y se
expresan igual en todos los ambientes. Pueden incluir caracteres adicionales
considerados deseables por consenso de los usuarios de la especie (Cherla,
2008).

1.3.1.3. Descriptores de evaluacion

La expresion los descriptores de esta categoria depende del ambiente y requiere
métodos experimentales especiales para evaluarlos. Su evaluacion puede
involucrar métodos complejos de caracterizacibn molecular o bioquimica. Esta
categoria incluye caracteres como rendimiento, productividad agrondémica,
susceptibilidad al estrés y caracteres bioquimicos y citolégicos; estos constituyen
las caracteristicas mas interesantes en la mejora de cultivos (Cherla, 2008).

1.4. Caracterizacion molecular

En los ultimos afios, el uso de marcadores moleculares han demostrado ser Utiles
para estudiar la diversidad genética de especies, encontrando relaciones
taxonémicas muy exactas, ademas de informar acerca de la historia del flujo de
genes, ya que al caracterizar una especie se esta estimando la variabilidad
existente en el genoma vegetal de la poblacibn o de los individuos que la
conforman, asi toda la informacion codificada por los genes establece su identidad
morfologica (Franco e Hidalgo, 2003).

Salinas et al. (2011) mencionan que mediante la caracterizacion molecular se ha
logrado conocer la situacion de la Jatropha curcas, diversidad y potencial genético
de las poblaciones existentes. Asi mismo, se podran identificar a nivel molecular
las variedades que presentan caracteristicas importantes para la industria. Al
respecto Rueda et al. (2006) confirman, en su trabajo de caracterizacibn molecular
de guayaba, que una caracterizacion tanto agromorfologica como molecular,
complementada con evaluacion y andlisis de informacion existente sobre alguna
caracteristica de calidad, facilita la seleccion de material élite para evaluaciones en
otros ambientes agroecoldgicos.
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1.4.1. Marcadores moleculares

Inicialmente, las Unicas diferencias observables entre individuos eran rasgos
fenotipicos, pero la variacion genética correspondiente a estas diferencias puede
estar controlada por varios genes, interaccion entre ellos o influencia por el
ambiente. Los marcadores moleculares permiten estudiar directamente el material
genético, pero normalmente se trata de rasgos sin reflejo en el fenotipo (Graham y
McNicol, 1995).

El desarrollo de la biologia molecular, ha permitido obtener mejores estimaciones
de la diversidad genética de una poblacion, debido a que el factor de error
generado por el ambiente no existe, ya que la informacion esta tomada
directamente del genoma de las plantas (Rotondi et al., 2003). Ademas, se
reconocen las diferencias genéticas entre individuos, al obtener un perfil molecular
o “fingerprinting” caracteristico para cada variedad e independiente de las
condiciones de crecimiento de las plantas. Una ventaja adicional es la posibilidad
de analizar loci Unicos (regiones Unicas del genoma) o loci multiples (regiones
repetidas a través del genoma) (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Existen técnicas que ofrecen diferentes tipos de informacion segun las
caracteristicas de la molécula o fragmento analizado, donde lo mas comun es
detectar diferencias de tamafio (Diaz et al., 2010). A partir de las frecuencias con
que aparecen cada una de las variantes (alelos) se estima diferentes pardmetros
gue dan la medida de la diversidad y permiten comparar entre las especies o
diferentes jerarquias taxondémicas (Ferreira y Grattapaglia 1998).

1.4.2. Marcadores RAMs (Random Amplified Microsatellites)

Entre los diferentes marcadores moleculares conocidos, los RAMs (Random
Amplified Microsatellites) (Zietkiewicz et al., 1994) son muy Utiles para medir la
diversidad genética en plantas y animales (Bonilla et al., 2008; Mufioz et al., 2008).
Esta técnica combina los beneficios de los analisis microsatélites con el universal
analisis de RAPD. Los RAMs se basan en la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) y permiten la deteccién de polimorfismos en el ADN intra e interespecifico
(Mufioz et al., 2008).

Los fragmentos de ADN amplificados en la reaccion estan compuestos de dos
microsatélites lo suficientemente cerca para que el area entre ellos pueda ser
amplificada por PCR (Zietkiewicz et al., 1994). Como el rango evolutivo entre los
microsatélites es considerablemente mas alto que en la mayoria de los otros tipos
de ADN hay mayor probabilidad de hallar polimorfismo mediante los RAMs que
por otras técnicas incluyendo los RAPD. Otras de las ventajas de esta técnica es
gue no requiere una estimacion exacta de la cantidad del ADN antes de la
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reaccion, la cual es util cuando grandes tamafios de muestra son analizados para
una poblacion en estudio, esta metodologia es factible para pequefios laboratorios
en términos de equipos, y facilidades de costo, no requiere el conocimiento previo
de secuencias, ni el uso de isétopos radioactivos (Hantula et al., 1996).

Los RAMs han sido utilizados para el estudio de cuatro especies de Myrothecium
(Douglas et al.,, 1999), en guayaba Psidium sp. (Sanabria et al., 2006), uchuva
Physallis peruviana (Bonilla et al., 2008; Morillo et al, 2011), Nacedero
Trichanthera gigantea (Posso et al., 2011), mora Rubus sp. (Morillo et al., 2005),
Yacon Smallanthus sonchifolius (Polaco, 2011). Se han usado en la diferenciacion
de especies del mismo género (Bonilla et al., 2008) y entradas dentro de la misma
especie (Morillo et al., 2005). Por ser de facil implementacion, reproducibles y de
bajo costo, se propone como marcadores ideales para estudios iniciales de
caracterizacion molecular y evaluacion de la diversidad genética no adaptativa.

1.5. Caracterizacién morfologica

La caracterizacion morfoldgica, consiste en registrar y describir sistematicamente
las accesiones de la misma especies con base en caracteristicas cualitativas y
cuantitativas altamente heredables (Jaramillo y Baena, 2000). La descripcion
morfolégica permite conocer al germoplasma y determinar su utilidad potencial
(Gélvez et al., 2007). Ademas, este tipo de estudios son Utiles para identificar en el
medio natural, los diferentes estadios de crecimiento de las plantas y su
interaccion y adaptacion con el ambiente, lo cual tiene valor genotipico para el
hombre (Zevallos y Flores, 2003; Querol, 1988).

Mediante esta metodologia se ha logrado identificar los caracteres de mayor
aporte a la variabilidad de especies como Physalis peruviana (Morillo et al., 2011)
y Arachis pintoi (Ayres y Quesemberry, 2009). También han permitido establecer
factores que explican la variabilidad en algunas colecciones de Chilacuan
(Vasconcellea cundinamercensis) (Mufioz y Portilla, 2005) y en genotipos
silvestres y cultivados de mora (Rubus spp.) (Moreno et al., 2011).
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2. METODOLOGIA

2.1. Localizacion

Este trabajo se realiz6 en dos fases llevadas a cabo durante los semestres Ay B
de 2013 y A del 2014. La primera corresponde a la fase de campo en la que se
establecio la distribucion geografica y la caracterizacion morfologica de la especie.
Mientras que la segunda hace referencia a la fase de laboratorio donde se efectu6
la caracterizacion molecular, la cual fue ejecutada en el laboratorio de Biologia
Molecular de la Faculta de Ciencias Agricolas, ubicado en la Ciudad Universitaria
Torobajo del municipio de Pasto a una altitud de 2540 msnm, 01°12°13'LN y
77°15°23LO.

En la Tabla 1, aparece informacién geografica de los municipios del departamento
de Narifio, muestreados para establecer la distribucion geografica y realizar la
caracterizacion morfolégica de H. americanus. Dichos municipios son: Ancuya,
Arboleda, Consaca, Chachagui, Guachavez, El Tambo, La Florida, La Union,
Linares, Mallama, Ricaurte, Samaniego, San Pedro de Cartago, Sandond y
Yacuanquer; y se encuentran localizados entre las coordenadas 01°09’ 15.2”a
1°36°18.56"LN, 77°00°18.8” a 77°39°40.1"LO y entre 1204 a 1514 msnm.

2.2. Distribucion geogréfica de H. americanus en la zona Andina del
departamento de Narifio

Para identificar la distribucion geografica de la especie, se realizaron recorridos
dentro de los quince municipios mencionados, visitando lugares sugeridos por la
poblacién y productores de panela de la region. Se confronto en campo la
presencia o ausencia de formas cultivadas o espontaneas de Balso blanco.

De acuerdo con la metodologia propuesta por Anderson et al. (2003), cada sitio
donde se encontraba un arbol o varios de ellos, se georreferencié con el GPS
Etrex 30 Garmin, con datum wsg_1984 y se registré la informacion relacionada
con: municipio, vereda, latitud, longitud, altitud, forma de propagacion y fuente de
crecimiento.

La informacién obtenida se organiz6 en una base de datos en Excel y mediante la

metodologia de Scheldeman y Zonneveld (2011) se realiz6 el analisis espacial de
riqgueza de la especie por area administrativa 0 municipio, empleando como unidad
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de riqueza el nimero de sitios donde se encontrd y se visualizé su distribucion
actual utilizando ArcGis 10.

Tabla 1. Informacién geografica de los municipios muestreados para la
distribucion geogréfica y caracterizacion in-situ de Balso blanco
(Heliocarpus americanus Watss.) en la region Andina del departamento de

Narifo.

Rango
Municipio Altitudinal Rango Latitudinal (LN) Rango Longitudinal (LO)
(msnm)
Sandona 1483-2338 1°15747.97-1°19745.3" 77°2510.27-77°29°19.6”
Ancuya 1398-2189 1°12°16.67-1°18"11.0” 77°30°56.2"-77°32"29.3"
Consaca 1599-1904 1°14°57.6°-1°10’05.1” 77°27°04.77-77°29°20.6”
Linares 1452-2259  1°18'51.67-1°24°28.6" 77°31°09.6”-77°35715.4"
Samaniego 1519-2220 1°17°39.6"-1°22°59.5" 77°35°02.6"-77°37°05.4"
El Tambo  1740-2509 1°25°51.47-1°22°23.1" 77°20°24.4°-77°27°47.9"
La Florida  1866-2288 1°17°33.8°-1°24°00.0" 77°18°46.2"-77°24°23.7"
Chachagui 2001-2228 1°19°03.8"-1°22°01.1" 77°14°27.2"-77°16°45.7"
La Union 1696-1866 1°35°23,4"-1°36°18.56”  77°07°'55,1”-77°08°01.09”
Cartago 2036-2514  1°32°01,5”-1°34°27,8” 77°05°42,9”-77°07°38,3”
Arboleda 1872-2335  1°28°39,47-1°30°47,8” 77°0527,4”-77°06°07,5”
Guachavez 1683-2049 1°13728.0"-1°17"14.7" 77°37°05.8"-77°39°40.1"
Ricaurte 1204-1346 1°10'9.07-1°12°57.2” 77°57°46.7”-77°00°18.8”
Mallama 1283-1551 1°10°21.87-1°11°43.3” 77°54°56.5”-77°58°7.6”

Yacuanquer 2022-2150 01°09 15.2”a 1°10°23,5” 77°26’42.0”-77°27°15,2”

Los datos de georreferenciacion se exportaron en formato CSV, para ser
relacionados con variables bioclimaticas obtenidas de BioClim (Hijmans et al.,
2005) en el programa MaxEnt 3,3,3k (Phillips et al., 2006).

El software BIOCLIM (Nix, 1986) facilita la informacion de los parametros
bioclimaticos, derivados de la temperatura mensual, valores de precipitacion y de
elevacion de Sudamérica (Hijmans et al., 2005), con el fin de generar las variables
mas significativas para la distribucibn de especies vegetales (Tabla 2). Este
programa utiliza un algoritmo para predecir la distribucion potencial de las
especies, el cual se basa en los intervalos de los valores obtenidos para cada
cobertura ecoldgica electrénica con base en los observados, que se obtienen a
partir de los puntos de recolecta conocidos del taxdn bajo estudio. EI método
considera a cada variable como independiente, de tal manera que ignora las
correlaciones entre variables (Navarro et al.,, 2003); sin embargo BIOCLIM
representa una opcién importante en el desarrollo tecnoldgico y conceptual del
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modelaje bioclimatico, como se ha demostrado recientemente (Téllez y Dauvila,
2003).

Tabla 2. Parametros utilizados por el programa BIOCLIM para generar los
mapas de distribucion potencial de Balso blanco (Heliocarpus americanus
Watss.) en la region Andina del departamento de Narifio.

Variables Descripcion de la variable

BIO1 Temperatura promedio anual (°C)

BIO2. Temperatura media diurna (media mensual de maxtemp — mintemp)
(°C)

BIO4. Temperatura (desviacion estandar*100) (°C)

BIOS. Temperatura maxima del mes caliente (°C)

BIOG6. Temperatura minima del mes mas frio (°C)

BIO7. Amplitud térmica anual (BIO5-BIO6) (°C)

BIO8. Temperatura media del trimestre mas humedo (°C)

BI1O9. Temperatura media del trimestre mas seco (°C)

BIO10. Temperatura media del trimestre méas célido (°C)

BIO11. Temperatura media del trimestre mas frio (°C)

BlO12. Precipitacion anual (mm)

BIO13. Precipitacion del mes mas lluvioso (mm)

BlO14. Precipitacion del mes mas seco (mm)

BIO16. Precipitacion del trimestre mas humedo (mm)

BIO17. Precipitacion del trimestre mas seco (mm)

BIO18. Precipitacion del cuarto méas calido (mm)

BIO109. Precipitacion del trimestre mas frio (mm)

23



Mientras que el programa MaxEnt 3,3,3k permite modelar por algoritmos la
distribucion potencial de la especie. En general, este algoritmo detecta las
relaciones no aleatorias entre dos conjuntos de datos: los registros de
georeferenciacion de la presencia verdadera de la especie y el conjunto de
coberturas tipo raster de datos digitales que representan las variables
bioclimaticas potencialmente pertinentes para determinar la distribucion de las
especies (Pearson y Dawson, 2003).

Mediante la relacibn de los datos de georreferenciacion y las variables
biocliméaticas, MaxEnt al interior del programa se construye un modelo de
distribucién potencial, empleando el 75% de los registros como puntos de
entrenamiento y el 25% como puntos de validacion. Se utiliz6 un umbral de
convergencia de 10® con 1000 iteraciones como limite superior. Para estimar la
capacidad de prediccion del modelo, se analizé el area bajo la curva (AUC), salida
gréfica donde se observa la capacidad de discriminacién de una presencia versus
la capacidad de discriminacion de una ausencia (Phillips y Dudik, 2008).

Se us6 la prueba de Jackknife para calcular la contribucion relativa de cada
variable al modelo. Esta informacién, es de suma importancia para evidenciar los
requerimientos ecoldgicos de cada especie, y que probablemente determinen el
area de distribucion potencial propia para la especie. Ambos analisis, el AUC y la
prueba de Jackknife estdn implementados en MaxEnt.

Posteriormente, los archivos de modelacién de maxima entropia son exportados a
un SIG para ser examinados. El programa empleado fue Diva Gis Version 7,5
(Robert et al., 2009), el cual permite ver de forma gréfica el modelo de la
distribucion potencial de H. americanus en términos de probabilidad. Por lo tanto,
se genera un mapa de consenso con los valores de pixel de 60 a 100 donde el
color rojo representa las areas que predicen la presencia de la especie en un 90 a
100%, mientras que las zonas donde no presentan ninguna coloracion
corresponden a areas que predicen la ausencia de la especie.

Ademas, se realiz6 el Analisis de Componentes Principales (ACP), para
determinar las relaciones entre la variaciéon climatica y la variacibn en la
distribucién geogréfica de Balso blanco. Con base en el ACP, se agruparon las
zonas climaticas empleando como criterio de clasificacion el método de Ward. El
procedimiento se hizo mediante la utilizacion del software Spad 3,5.
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2.3. Caracterizacion morfolégica

Con base en la revisiobn de herbarios, descripciones morfoldgicas de la especie
encontradas en la literatura, consultas a especialistas de botanica, observaciones
en campo y en la lista de los descriptores la familia Malvaceae (Cervantes, 1992) y
del genero Heliocarpus sp. (Macia, 1999; Gual y Moreno, 2009) se construy6 una
lista de descriptores morfolégicos cualitativos y cuantitativos para tronco, corteza,
copa, hojas, flores, frutos y semillas de H. americanus, los cuales aparecen en el
Anexo 1.

Los individuos caracterizados se escogieron de acuerdo con los siguientes
criterios:

a) Arboles con diametro a la altura de pecho de 27 a 52 cm, b) Que no superen los
10 metros de altura total, c) que disponga de flores y frutos durante la época de
caracterizacion y d) El tamafio de muestra.

La determinacion del tamafio de muestra en este estudio se realizé teniendo en
cuenta la siguiente ecuacion (Stiles, 2000):

Zz*p*q*N
C (N—1)*e2+Z2xpxq

n

Donde:

n = Tamaio de muestra

Z? = nivel de confianza (1,96)
p = proporcion esperada (0,5)
q=1-p

N = Total de la poblacion (283)
e = Precision (0,14)

El total de la poblacion fue de 283 arboles, dado que estos fueron los Unicos que
cumplieron con los criterios anteriormente mencionados. De estos, se escogieron
en forma estratificada 51 individuos al azar. Los estratos fueron los municipios y la
contribucion de cada uno de ellos en la muestra, se determino con base en el
porcentaje de participacion de individuos en la poblacion (Anexo 2). En el Anexo 3
se muestran los datos obtenidos de descriptores cuantitativos y cualitativos de los
arboles seleccionados.
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Los datos correspondientes a las variables cuantitativas con un coeficiente de
variacion superior a 25%, fueron sometidos a Analisis de Componentes
Principales (ACP) y para establecer el grado de asociacion entre las variables
cuantitativas se utiliz6 un analisis de correlacion de Pearson (Weisstein, 2011).
Para las caracteristicas cualitativas, que presentaron diferentes modalidades, se
utilizé el método de Analisis de Correspondencias Multiples (ACM). Y finalmente,
tanto para el ACP y el ACM, se hizo una agrupacién de tipo jerarquico, con base
en los criterios de Ward (Morineau, 1998). Este analisis se realizé aplicando el
paquete estadistico SPAD, version 3,5.

2.4.Caracterizacion molecular

Para la extraccion de ADN, se evaluaron cuatro metodologias, la descrita por
Dellaporta et al. (1983) con algunas modificaciones (Anexo 4), Doyle y Doyle
(1990) (Anexo 5) y Saghai-Marrof et al. (1984) (Anexo 6) y un kit comercial de
extraccion de ADN (GeneJET plant Genomic ADN ®) (Anexo 7).

Para los cuatro casos se tomaron aleatoriamente hojas jovenes de 20 arboles, las
cuales fueron transportadas dentro de envolturas de papel aluminio sumergidas en
nitrégeno liquido hasta el laboratorio de Biologia Molecular en la Universidad de
Narifio. El tejido vegetal fue macerado utilizando morteros de porcelana y
nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino y seco (Posso et al., 2011). Una vez
macerado el tejido vegetal se almaceno en tubos plasticos conicos de 15 ml a -
20°C, hasta el momento de su utilizacion.

Con base en lo descrito por Posso et al. (2011) y Palacio (2005), para la
evaluacion de la cantidad y calidad de los ADN totales se utilizaron geles de
agarosa al 0,9%de concentracion con bromuro de etidio (0,5ng/ml). Se realizd
electroforesis horizontal utilizando para la corrida tampon TBE 0,5X (Tris-borato y
EDTA) y en cada pozo del gel se sembré 2 ul de ADN méas 2 pl de azul de
bromofenol. La electroforesis horizontal se realiz6 con el equipo Enduro Power
Supplies a una carga de 80 voltios durante 30 minutos. La concentracion de ADN
de cada muestra se estim6é mediante comparacion visual con concentraciones de
10, 25, 50 ng/ul de ADN del bacteriéfago Lamdba. EI ADN cuantificado se diluyo
en agua tipo HPCL hasta 10 ng/ul, y se almaceno a -20°C. La calidad se evalu6
con base en la nitidez de la banda formada sin presencia de barridos, en una
escala de 1 a 3, siendo 1= buena, 2=mediana y 3=baja.

Para el analisis RAMs se Uutilizé siete cebadores, sintetizados por Gentech Col.,
(Tabla 3), los cuales has sido utiles en evaluaciones de la diversidad genética de
especies como uchuva Physallis peruviana (Bonilla et al., 2008 y Morillo et al.,
2011), guayaba Psidium sp. (Sanabria et al., 2006), Nacedero Trichanthera
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gigantea (Posso et al.,, 2011), en especies de mora Rubus spp. (Morillo et al.,
2005), Yacon Smallanthus sonchifolius (Polaco, 2011), entre otros.

Tabla 3. Cebadores utilizados en la técnica Microsatélites RAMs (Mufioz et
al., 2008) para la caracterizacion molecular de 51 genotipos de Heliocarpus
americanus Watss.

Cebador Secuencia
CT DYDCTCTCTCTCTCTCTC=DYD (CT),C
CGA DHBCGACGACGACGACGA = DHB(CGA)s
CA DBDACACACACACACACA = DBDA(CA),
AG HBHAGAGAGAGAGAGAGA = HBH (AG)-/A
TG HVHTGTGTGTGTGTGTGT = HVH(TG);T
CCA DDBCCACCACCACCACCA =DDB (CCA)s
GT VHVGTGTGTGTGTGTGTG = VHV (GT);G
Designaciones para sitios degenerados:
HAOGTG6C) B(GO6To6C)
V(GOAGC) D(GO6AGT)

Fuente: Mufioz et al., 2008

Para la reaccién de amplificacion con Microsatélites RAMs se prepar6 un coctel en
un tubo eppendorf estéril (0,5 ml). La mezcla de reaccion estuvo compuesta por
bufferTAQ, MgCl,, dNTPs, Taq Polimerasa, cebador, agua HPLC y ADN gendmico
(Tabla 4).

La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador (MyGenie 96 Thermal
Block®). Los programas utilizados fueron: Desnaturalizacion inicial a 95°C durante
5 minutos; 37 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos. La temperatura
de hibridacion se estableci6 de acuerdo con los cebadores seleccionados, asi:
58°C (Cebador GT), 61°C (Cebador CGA), 50°C (Cebador AG), 55°C (Cebador
TG), 41°C (Cebador CA y Cebador CT) durante 45 segundos y 55°C (Cebador
CCA) durante 50 segundos (Mufioz et al., 2008). Con una extension a 72°C por 2
minutos y la extension final a 72°C durante 7 minutos. En cada grupo de muestra
se incluyd un control negativo para detectar posible contaminacion.
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Tabla 4. Coctel para la amplificaciéon por RAMs (Mufioz et al., 2008).

Reactivos [Inicial] [Final] Volumen (ul)
Buffer TAQ 10x 1x 2,5
dNTPS 1,25mM 0,2 mM 4,0
Cebador 50uM 4uM 2,0
MgCl, 25mM  2,75mM 2,5
AND 10 ng/ul 0,8 ng/ul 2
Agua HPLC - - 11,8
Taqg polimerasa 5 U/ul 0,04 U/ul 0,2
Volumen total 25

Fuente: Mufioz et al., 2008

Los productos amplificados fueron separados por electroforesis vertical en geles
de poliacrilamida (12%), usando sales de plata para la tincién. El marcador de
peso molecular utilizado fue el GeneRuler 50 bp DNA Ladder.

La lectura de bandas se realiz6 directamente sobre los geles, utilizando un fondo
de luz blanca y se gener6 una matriz binaria de ausencia (cero) y presencia (uno)
de bandas. Se estimaron los parametros de diversidad entre las diferentes
poblaciones de H. americanus por estadistica descriptiva de frecuencias alelicas y
de heterocigotos, se determind el numero de alelos polimorficos, la
heterocigosidad observada, la heterocigosidad esperada y el nimero de alelos
amplificados por cebador. Para el analisis de los resultados, se usoé el software
TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis) (Miller, 1997). Las estimaciones de
similitud se calcularon con el método de Nei (1978) y el analisis cluster y la
construccion del dendrograma se realizé por el método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) (Hart, 1983).

Finalmente, se determiné utilizando el método de Jaccard (1908) incluido en el
programa Diva Gis Version 7,5 (Robert et al., 2009) la relacidon que existe entre la
distribucion geografica de la especie con los clusters obtenidos en la
caracterizacion morfolégica y molecular, mediante un analisis especial de
diversidad.
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3. RESULTADOS Y DISCUCION

3.1. Distribucion geografia de Heliocarpus americanus Watss. en el
departamento de Narifio

De acuerdo con los datos de pasaporte (Anexo 2 y Anexo 3), se observa que H.
americanus se ha establecido en un 93,10% por regeneracion natural y de forma
cultivada en un 6,9%. Igualmente se encuentra en las siguientes fuentes: borde de
carretera 27,6%, fuentes hidricas 16,7%, jardin o huerto 16,7%, asociado a
cultivos 10,9%, cerca viva 9,8%, bosque secundario y bosque primario 8,04%,
pradera o pastizal 7,5% y en barbecho 2,9%.

El analisis espacial de riqueza (Figura 1) muestra que el municipio donde se
presenta con mayor frecuencia la especie corresponde a ElI Tambo (25,6%),
seguido por los municipios de Chachagui (21,9%) y Consaca (11,7%), mientras
gue Ricaurte y Mallama son los que presentan menor porcentaje de abundancia
con 0,6% para ambos.

30,0

25,6

25,0

20,0

15,0

10,0

Porcentaje(%) de abundancia

Figura 1. Distribucién geogréafica en porcentaje de Heliocarpus americanus
Watts. en la zona andina del departamento de Narifio (2013).
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Al ubicar geograficamente las coordenadas de cada uno de los sitios evaluados,
se tiene que la mayor poblacion se encuentra concentrada al sur occidente del
departamento de Narifio, en los municipios de ElI Tambo, Linares, Sandona,
Samaniego y Consacé (Figura 2). Estos municipios se caracterizan por que el H.
americanus, no se produce en sistemas de cultivo y se encuentra de forma
general en zonas de bosques secundarios.

Figura 2. Distribucion Geogréfica de las presencias verdaderas de Balso
blanco (Heliocarpus americanus Watss.) en el departamento de Narifio
(2012).

El analisis en MaxEnt, genero un mapa que predice las zonas de mayor riqueza
potencial de H. americanus con base en las variables bioclimaticas empleadas. La
capacidad de prediccion segun el modelo genero un AUC de 0,991, y la
desviacion estandar es 0,002; debido a que los valores de la AUCvandeOale
indican la probabilidad de encontrar las condiciones apropiadas para la especie en
un area geografica determinada (Phillips et al., 2006), por lo tanto demuestra, que
la prediccion es altamente significativa y valida (Figura 3).

De acuerdo con el andlisis de omision y comision (AUC) (Figura 3), la linea de la
curva del area media, tiene un vértice tendiente a cero. Esto indica que el error por
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comision es bajo. El area naranja de la desviacion estandar, se encuentra sobre la
linea de omision, por lo tanto el error por omision también es bajo, concluyendo
con el 99% de certeza (P>0,1) que el modelo de prediccién se ajusta para esta
especie.

Figura 3. Andlisis de Omision y Comision (AUC) del modelo de distribucion
de Heliocarpus americanus Watss. segun variables bioclimaticas
correlacionadas con presencias verdaderas de la especie en el departamento
de Narifio.

El AUC, es una medida de precision de los modelos. Se obtiene comparando la
proporcién de presencias falsas y verdaderas positivas, es decir, desplegado en
un plano cartesiano (dos ejes X y Y), la proporcién de presencias falsas positivas
(especificad) y en el eje Y la proporcidn de positivos verdaderos (sensibilidad). La
precision del modelo es mayor cuando la proporcién de positivos verdaderos es
mayor a la de positivos falsos, lo que se expresa graficamente en una curva que
mientras mayor sea su precision, mas de acercard a la esquina izquierda del
grafico, generando un “area de curva” mayor (Pliscoff y Taryn, 2011); se estima
gue valores sobre 0,9 de AUC dan cuenta de modelos con alta precision y valores
entre 0,7 y 0,9 indican modelos con buena precision (Thuiller et al., 2009).

Aunqgue los errores de comision detectados son bajos, estos pueden deberse a la
carencia de registros en un mayor numero de municipios, y que efectivamente la
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especie esta presente; otra posible razén es que los mapas generados
representen el nicho ecolégico fundamental de la especie, pero que los factores
historicos (barreras geograficas, capacidad de dispersion limitada) o bidticos
(competencia, sobreexplotacién) hayan impedido que esta especie ocupe las
areas previstas, o bien, que por su uso indiscriminado se encuentre extinta o tenga
frecuencia imperceptible (Anderson et al., 2003; Soberon y Peterson, 2005).

Teniendo en cuenta que la prediccion propuesta por MaxEnt es valida, se debe
considerar para el anadlisis de la distribucién espacial de esta especie, las
estimaciones de las contribuciones relativas de las variables ambientales que
segun los resultados de la prueba de Jackknife tuvieron mayor poder de prediccion
(Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis de la contribucién de las variables biocliméticas

Porcentaje Importancia

Variable de de
contribucién permutacién
BIO17 16.1 26
BIO8 15 0.2
BIO10 14.1 0.3
BIO9 9.1 0.9
BIO14 6 6.5
BIO12 5 0.3
BIO6 4 0.2
BIO11 2.5 3.1
BIO2 1.2 1.1
BIO16 1.1 0.4
BIO18 1.1 9.2
BIO13 1 18.2
BIO5 0.4 0.4
BIO19 0.3 0.5
BIO7 0.1 0.5
BIO1 0.1 3.2

Los resultados muestran que se obtiene una mayor ganancia con las variables
Biol7 (Precipitacion del trimestre mas seco) con un porcentaje de contribucion del
16,1%, BIO8 (Temperatura media del trimestre mas humedo) la cual contribuye
con 15% y BIO10 (Temperatura media del trimestre mas calido) que tiene el
14,1% de contribucion. Mientras que las variables BIO1 (Temperatura promedio
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anual), BIO7 (Amplitud térmica anual) y BIO19 (Precipitacion del trimestre mas
frio) con valores de contribucion de 0,3, 0,1y 0,1% en su orden, son las variables
menos representativas para el analisis de distribucion.

La Figura 4 muestra los resultados de la prueba Jackknife para las variables
climaticas, La variable ambiental con ganancia mas alta es la BIO8, Mientras la
variable ambiental que disminuye la ganancia es BIO18. Estas contribuciones no
deben entenderse necesariamente como la causa de la distribucion del H.
americanus, sino como las variables que explican mejor la presencia de la especie
en el area de estudio y que contribuyen en mayor medida a llegar a una buena
separacion entre las zonas idéneas e inadecuadas. Es posible que tengan un
sentido biolégico claro o simplemente que actien como indicadores.

Jackknife of test gain for Heliocarpus_americanus

Without variable =
hio_1 7 with only variable ®
1 With all variables ®

0.4 1.0 1.4 2.0 25 a0 35
test gain

Figura 4. Prueba de Jackknife para determinar del aporte de variables
bioclimaticas al modelo de distribucion de Heliocarpus americanus Watss.

De acuerdo con lo anterior, se grafica las zonas de distribucion de H. americanus
con base en las variables ambientales que se encuentran dentro de las
condiciones climaticas favorables para la especie, con diferentes niveles de
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probabilidad de encontrarla, la cual se da por gradientes en tonalidades naranja y
rojo (Figura 5).

Las predicciones identificadas con color rojo indican mayor probabilidad, en este
caso superior al 90%, de tener ambientes adecuados para esta especie,
localizados en regiones de los municipios que se encuentran a lo largo de la
cordillera de los Andes o region andina del departamento, constituida por el nudo
de los Pastos, de donde se desprende dos ramales: La Cordillera Occidental, la
cual presenta los volcanes Chiles, Cumbal, Azufral y una profunda depresion
denominada Hoz de Minama y la Cordillera Centro-Oriental que presenta el
altiplano de Tuquerres-Ipiales, el valle de Atriz y los volcanes Galeras y el Dofia
Juana. El area marcada con rojo, es considerada como de alta calidad para el
desarrollo de la especie, bajo el supuesto de que la mayor parte de los individuos
de una poblacion ocuparan los sitios que maximicen su adecuacion (Hobbs y
Hanley, 1990)

En la Figura 5 se evidencia la presencia de la especie en otros municipios aparte
de los visitados como es el caso del Municipio de Cumbal. Esto se debe a que el
municipio involucra zonas con climas dentro de los rangos aptos para el desarrollo
del H. americanus.

Figura 5. Distribucién potencial de Heliocarpus americanus Watss. en la
zona andina del departamento de Narifio.
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La mayor riqueza de la especie, se presenta en las estribaciones del nudo de los
pastos, complejo montafioso perteneciente a la cordillera de los Andes, No
obstante, en el mapa existen pequefias areas de ocurrencia, o que indica que
posiblemente por la fragmentacién histoérica, su distribucion ha perdido continuidad
en estas zonas generando poblaciones aisladas (Figura 5).

Ademas, existe la posibilidad de que una zona presente alta probabilidad de
presencia de la especie y que esta no se encuentre establecida. Esto puede
deberse a que limitaciones de dispersion, interacciones bidticas y condiciones
ambientales actuales, ocultan el espectro completo de requerimientos climaticos
que la especie necesita para mantener las poblaciones de origen, o a causa de
barreras geograficas, mencionadas anteriormente.

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) permitié establecer, con base en el
porcentaje acumulado de los valores propios (Tabla 6), un total de cuatro factores
0 componentes, de los cuales el numero 1 y 2 explican el 63,07% de la
distribucion de H. americanus.

Tabla 6. Histograma de los valores propios que explican la agrupacion de
zonas de presencias verdaderas de Heliocarpus americanus Watss.

Valores Porcentaje de

Numero . Valores Acumulado
Propios :
Propios
1 1,5127 37,82 37,82
2 1,0103 25,26 63,07
3 0,9742 24,36 87,43
4 0,5028 12,57 100,00

El primer factor permite explicar el 37,82% de la agrupacion y estd conformado
principalmente por la variable BIO9 (Temperatura media del trimestre més seco),
con una correlacion variable-factor de -0,85 (Tabla 7). Esto se debe a que el H.
americanus, a pesar de que es un arbol muy adaptable, requiere de ambientes
bastante humedos, por lo tanto en zonas, donde la época de sequia presenta
temperaturas bajas, se disminuye la deshidratacion de los tejidos por
evapotranspiracion, y la especie se desarrolla de manera normal (OpEPA, 2013).

El analisis de clasificacion permitio identificar tres grupos climaticos (Figura 6), en
el primero se incluyen los municipios de Sandona, Chachagui, Guachavez,
Ancuya, Linares, Samaniego, El Tambo, La Union, Consaca, La Florida, Arboleda,
San Pedro de Cartago y Yacuanquer; en el segundo grupo se encuentran los
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municipios de Mallama, Ancuya, Ricaurte y El Tambo, y en el tercer grupo San
Pedro de Cartago y Arboleda.

Tabla 7. Correlacion variable-factor de las variables bioclimaticas sobre los
factores o componentes.

Correlaciéon variables-factor

Variables

2 3 4
BIO 9 -0,85 0,11 -0,17 0,49
BIO 8 0,01 085 053 0,00

BIO 10 0,86 -0,04 0,06 0,50
BIO 17 0,24 052 -0,82 -0,07

De acuerdo con la geografia del departamento, el primer grupo esté influenciado
por el cafion del rio Guaitara, el segundo por el del rio Juanambu y el tercero por
las altas humedades relativas del Pacifico. Teniendo en cuenta que en estas
zonas existe alta humedad, se corrobora la influencia de las variables evaluadas
anteriormente en la distribucion de H. americanus.

En el primer grupo se incluyeron 148 puntos, los cuales estan a una altura
comprendida entre 1398 a 2514 msnm. El segundo incluyé 21 datos con una
elevacion entre 1204 y 2509 msnm vy el tercer grupo incluyé 5 datos con una
elevacion entre 1872 y 2514 msnm.
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Figura 6. Dendograma de la georeferenciacion de Heliocarpus americanus
Watss. formados a partir del ACP de las variables climaticas estimadas.
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3.2. Caracterizaciéon morfologica
3.2.1. Analisis de componentes principales (ACP)

Las variables cuantitativas evaluadas por su alta variabilidad (coeficiente de
variacion mayor a 25%) fueron: altura del fuste limpio (AFL), la dureza de la madera
(DZM), el peso especifico aparente de la madera (PSM), la resistencia a la flexion
(RF), el grosor de la corteza desprendida (GCD), la materia seca de corteza (PFC),
el numero de ramas principales (NRP), la longitud de ramas (LGR), el nimero de
nudos por metro de rama (NNMR), el diametro basal de ramas (DBR), la profundidad
de la base de lamina foliar (PB), la longitud de pétalos (LGP), el ancho de pétalos
(AP), el nimero de botones florales en inflorescencia (NFI), el nimero de frutos por
inflorescencia (NFIN), el niumero de frutos deformes por inflorescencia (NFD), el
grosor de pedunculo (GRP), el nimero de l6culos (NL) y el peso de semilla (PES).

En la Tabla 8 se presenta el Analisis de Correlacion simple entre las variables
evaluadas. Este analisis, indica que no existen asociaciones significativas entre
ellas. Para que dos variables estén asociadas en grado significativo el coeficiente de
correlaciéon debe ser superior 0,5 (P=%0,5) (Quintana, 1989).

Tabla 8. Andlisis de correlacion entre variables cuantitativas evaluadas en los
recursos genéticos de Heliocarpus americanus Watss. del departamento de
Narifo.

AFL DZM PSM RF GCD PFC NRP LGR NNMR DBR PB LGP AP NFI NFIN NFD GRP NL

PES

AFL
DZM
PSM
RF
GCD
PFC
NRP
LGR
NNMR
DBR
PB
LGP
AP
NFI
NFIN
NFD
GRP
NL
PES

1,00

0,26 1,00

-0,04 0,21 1,00

0,17 0,29 0,25 1,00

0,02 0,12 0,04 -0,08 1,00

-0,14 0,31 -0,08 0,28 -0,55 1,00

-0,09 0,10 031 0,26 -0,12 0,04 1,00

0,18 0,12 0,01 0,15 0,07 -0,21 0,07 1,00

0,02 0,03 -0,37 -0,47 0,23 0,06 0,00 -0,01 1,00

0,06 -0,15 0,01 -0,16 -0,34 0,00 -0,32 -0,21 -0,16 1,00

0,33 0,06 -0,03 0,14 -044 0,24 0,22 -0,03 -0,16 0,25 1,00

0,26 -0,05 -0,26 -0,07 0,00 0,17 -0,27 0,01 0,22 0,14 0,04 1,00

0,16 -0,12 0,07 0,16 -0,27 0,19 0,06 -0,17 -0,17 0,06 010 0,35 1,00

0,15 -0,11 0,03 -0,03 -0,11 -0,05 0,04 032 -0,13 -0,05 0,09 0,05 0,01 1,00

-0,08 -0,22 0,00 -0,23 -0,08 -0,24 -0,07 024 -0,05 0,06 -025 0,14 0,08 0,47 1,00

0,13 -0,05 -0,03 -0,11 -0,15 -0,14 -0,21 0,02 -0,25 045 0,08 0,24 0,03 0,02 -0,05 1,00
0,11 0,12 -0,03 -0,07 0,12 -0,02 0,12 -0,11 0,23 -0,05 0,02 0,11 040 0,01 0,02 -0,11 1,00
-0,02 -0,14 -0,04 0,04 0,01 -0,00 -0,08 -0,27 -0,30 -0,12 -0,02 -0,13 0,04 -0,32 -0,21 0,04 -0,10 1,00

-0,05 -0,15 -0,20 -0,22 -0,15 -0,04 0,02 0,07 0,21 -0,19 -0,02 0,01 -0,02 0,14 0,28 -0,03 -0,05 -0,01 1,00

AFL DZM PSM RF GCD PFC NRP LGR NNMR DBR PB LGP AP NFI NFIN NFD GRP NL

PES
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El analisis de componentes principales (ACP) permitié establecer, con base en el
porcentaje acumulado de los valores propios (Tabla 9), un total de cinco factores o
componentes, los cuales explican el 54,18% de la variabilidad total de los recursos
genéticos de Balso blanco en el departamento de Narifio.

Tabla 9. Valores propios de los componentes principales, que explican la
variabilidad de los recursos genéticos de Heliocarpus americanus Watss.
caracterizados en el departamento de Narifio (Variables cuantitativas).

. Valores . Porcentaje
NUumero . Porcentaje
Propios acumulado
1 2,4625 12,96 12,96
2 2,3185 12,20 25,16
3 2,0062 10,56 35,72
4 1,8466 9,72 45,44
5 1,6611 8,74 54,18

El primer factor permite explicar el 12,96% de la variabilidad y estd conformado
principalmente por las variables resistencia a la flexion (RF) con una correlacion
variable-Factor (rrrs) de 0,57, grosor de corteza deprendida (rgepf = -0,52), materia
seca de corteza (rprcs =0,58), profundidad de base en la lamina foliar (rpgs = 0,59) y
namero de frutos por inflorescencia (rnrins= -0,50) (Tabla 10).

Estas variables estan relacionadas con caracteristicas de madera, corteza, hojas y
frutos. Desde el punto de vista productivo, este factor es de gran importancia, por
cuanto esta representado por variables relacionadas con la productividad del arbol.
Sin embargo, en H. americanus no se ha establecido la identidad de las variables
gue mas aportan a su rendimiento, aunque actualmente su explotacion se realiza
para la obtencion de mucilago proveniente de su corteza.

El segundo factor explica el 12,20% de la variabilidad total y estuvo conformado
principalmente por las variables diametro basal de rama (rpgr-f = -0,66), longitud de
pétalos (r.cp+ = -0,55) y niumero de frutos deformes (rneps = -0,54) (Tablas 9y 10).

Las variables que mas aportaron a la conformacion del tercer factor, el cual permite
explicar 10,56% de la variabilidad total fueron la longitud de ramas (r.cr+ = 0,60), el
namero de botones florales en inflorescencia (rnr.f = 0,68) y el nimero de loculos por
fruto (rnef = -0,55) (Tablas 9y 10).

El cuarto factor representa el 9,72% de la variabilidad de los recursos genéticos de
H. americanus, estuvo conformado principalmente por la variable nUmero de nudos
por metro de rama (rnawr-f = 0,71) (Tablas 9y 10).

Finalmente, el quinto factor mostro un 8,74% de la variabilidad total y las variables
gue aportaron en su formacion fueron el al ancho de lamina foliar (AFL) y grosor de
corteza desprendida (recpt = 0,52) (Tablas 9y 10).
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Tabla 10. Correlaciéon variable-factor de cada una de las variables sobre los
cinco primeros factores o componentes (Variables cuantitativas).

Correlacion variables-factor

Variables

2 3 4 5
AFL 0,21 -0,18 0,33 0,15 0,61
DZM 0,36 0,38 0,23 0,23 0,37
PSM 0,31 0,36 0,15 -0,49 0,11
RF 0,57 0,35 0,26 -0,03 0,13
GCD -0,52 0,49 -0,15 0,14 0,52
PFC 0,58 -0,10 0,08 0,40 -0,39
NRP 0,30 0,46 0,34 -0,09 -0,33
LGR -0,23 0,11 0,60 -0,22 0,27
NNMR -0,39 0,09 0,07 0,71 -0,05
DBR 0,20 -0,66 -0,26 -0,23 0,17
PB 0,59 -0,27 0,18 -0,01 -0,04
LGP -0,04 -0,55 0,13 0,46 0,27
AP 0,36 -0,34 0,18 0,23 -0,10
NFI -0,20 -0,24 0,68 -0,29 -0,05
NFIN -0,50 -0,31 0,46 -0,27 -0,20
NFD 0,09 -0,54 -0,19 -0,30 0,37
GRP 0,06 -0,01 0,18 0,43 0,08
NL 0,15 0,12 -0,55 -0,16 -0,08
PES -0,36 -0,16 0,21 0,09 -0,46

3.2.1.1. Analisis de clasificacion con base en variables cuantitativas

El analisis de clasificacion permitié6 agrupar a los individuos caracterizados en cinco
clases definidas por su afinidad intragrupal y por sus diferencias intergrupales (Tabla
11y Figura 7).

La clase uno estuvo conformada por 19 arboles, los cuales representan el 37,2% de
la poblacién de H. americanus (Tabla 11). Este grupo se caracterizé por tener un
promedio superior en NNMR (44 nudos) comparado con el promedio general que fue
de 35 nudos. Ademas, presentaron menores valores del PSM (0,49 g) (Tabla 12 y
Figura 7). Por esta condicion se puede definir a este grupo como el de
caracteristicas de calidad de madera desfavorables, dado que posee ramas con
entrenudos cortos y bajo peso especifico de la madera, condiciones que
desfavorecen el trabajo fisico de la misma (Cardoso et al., 2013), aunque la madera
de esta especie no se explota de manera comercial representa un valor agregado
por lo multiples usos que la comunidad le estd dando actualmente (Ortiz, 2005).

Sin embargo, estos genotipos pueden presentar otras caracteristicas morfologicas
de interés para el mejoramiento de esta especie, ya que dentro de una misma
especie existen genotipos que poseen otro tipo de caracteristicas que merecen ser
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estudiadas y que son de importancia para el mejoramiento y obtencion de cultivares
mas productivos.

Tabla 11. Participaciéon de los genotipos que conforman cada uno de los
grupos en que se dividen los recursos genéticos de Heliocarpus americanus
Watss., con base en las variables cuantitativas.

GRUPO No. Participacion GENOTIPOS
(%)

CO137-2;, CO167-2; CO155-2; CO141; CO136-4; CO145;
1 19 37,2 GU124-3; FL177-1; FL188-4; CH91,; CH63; CH90-4; CH67;
SP44; CH95-2; CH76; CH81-1; CH92; AN160

SP3-2; UN6-1; UNO6; YA159; LI114; GU118-1; TB55; TB39-4;
2 17 33,3 FL183-3; ML61; CH102; CH94-1; FL185-1; GU112; YA165-3;
C0O169-3; TB37-2

SN129-1; GU118-3; TB56-4;, SM108-4;, GU113; TB56-5; GU128-

3 7 13,8 1

4 1 19 RI55

5 7 13,8 UNO3; Li80; LI68; LI97; SN121; AR19; CH92-1

La clase dos lo conforman 17 genotipos que representan el 33,3% de los arboles
evaluados. Este grupo presenté un promedio mayor en ancho de la lamina foliar
(AFL = 4,77 cm), peso especifico de madera (PSM = 0,87 g), dureza de la madera
(DZM = 191,19 N), longitud de ramas (LGR = 1,20 m) y resistencia a flexién de la
madera (RF = 447,8 Kg/cm?), comparado con el promedio general de la muestra
evaluada que fue de 3,65 cm, 0,70 g, 149,48 N, 1,07 m y 374,41Kg/cm?
respectivamente. Estos datos, permiten destacar a este grupo por poseer buenas
caracteristicas maderables, lo cual constituye un valor agregado al valor comercial
del arbol, ya que favorece el trabajo fisico de la madera (Cardoso et al., 2013)
(Tablas 11y 12; Figura 7).

La Norma Técnica Colombiana, cuyo objeto es optimizar el empleo de la madera y
sus productos derivados, establece que las maderas deben ofrecer un nivel de
resistencia mecanica de servicio y de durabilidad, adecuada al uso para el que se
destinan. En cuanto las propiedades evaluadas, este grupo de individuos pertenecen
al Grupo A, en el que se clasifican las maderas con valores superiores a 0,71 g en
peso especifico, 120 N en dureza y 130 Kg/cm? en resistencia a flexion, Gtiles para
ingenieria civil y arquitectura (Norma Técnica, 2003).

La clase tres estuvo conformado por siete individuos que representan el 13,8% de la
poblacién evaluada. Los arboles pertenecientes a este grupo se caracterizan por
presentar mayores promedios respecto al promedio general en la variable nimero
de frutos deformes (NFD = 88 frutos) y diametro basal de rama (DBR = 2,31 cm),
ademas de presentar menores promedios que el promedio general en niumero de
nudos por metro de rama (NNMR = 22 nudos). Es importante destacar la variable
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NFD, por cuanto esta caracteristica resulto ser inusual en la morfologia de los
arboles y en la literatura no se han reportado (Tablas 12 y 13; Figura 7). Ademas, se
debe resaltar el menor porcentaje promedio de nudos, debido a que el uso
estructural de la madera exige calidad la cual depende de factores internos propios
de la estructura de la madera y originados durante su desarrollo, tales como la
pendiente de la fibra y la presencia de nudos (Norma técnica, 2003).

Tabla 12. Descripcion de las cinco clases de Heliocarpus americanus Watss.
establecidas con base en variables cuantitativas.

Variables Media de Media Desviacion Desviacion Valr - .
caracteristicas Cluster General estandar general Test Probabilidad
CLUSTER 1/ 5 (Peso= 19.00 Numero= 19)

NNMR 44,58 35,12 10,61 14,30 3,61 0,000
PSM 0,49 0,70 0,28 0,28 -4,12 0,000
CLUSTER 2/ 5 (Peso =17.00 Numero= 17)

AFL 4,77 3,65 1,34 1,43 3,91 0,000
PSM 0,87 0,70 0,22 0,28 3,00 0,001
DZM 191,19 149,48 70,93 76,91 2,71 0,003
LGR 1,20 1,07 0,31 0,26 2,49 0,006
RF 447,80 375,41 143,01 150,64 2,40 0,008
CLUSTER 3/5 (Peso= 7.00 Namero= 7)

FD 88,00 17,69 83,99 44,54 4,45 0,000
DBR 2,31 1,60 0,35 0,49 4,08 0,000
NNMR 22,71 35,12 7,21 14,30 -2,45 0,007
CLUSTER 5/ 5 (Peso=  7.00 Numero= 7)

NL 3,57 2,14 0,73 0,89 4,57 0,00
LGP 0,35 0,47 0,08 0,12 -2,80 0,00
NNMR 20,00 35,12 8,00 14,30 -2,98 0,00

El genotipo RI55 conformé el grupo cuatro con 1,9% de participacion, el cual
presentd datos superiores en numero de botones florales por inflorescencia (NFI =
8482) y numero de frutos por inflorescencia (NFIN = 4691 frutos), comparados con
los promedios generales que fueron, en su orden, de 2961 botones y 1596 frutos.
Ademas presentd el menor valor en la variable grosor de la corteza desprendida
(GCD= 0,76 cm), con respecto a la media general (1,86 cm). Se puede considerar
gue este genotipo presenta buenas caracteristicas debido a que forestalmente es
favorable que haya un buen nimero de frutos, ya que es esta especie en particular
Su propagacion vegetativa es poco efectiva (Aroca y Montilla, 2006; Vasquez et al.,
2006). Sin embargo, el grosor de la corteza, que es la caracteristica relacionada con
el valor comercial de la especie, es bajo (Tablas 11; Figura 7). Solares et al. (2006)
afirman que el grosor de la corteza es una caracteristica que se relaciona con el
genotipo de las especies arboreas y la temperatura ambiental, por cuanto en su
estudio con Cuachalalate (Amphipterygium adstringens) se observd, en los
diferentes ambientes evaluados, menor crecimiento y regeneracion de corteza en
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meses con altas temperaturas; al respecto, el municipio de Ricaurte esta ubicado a
1329 msnm y presenta temperatura promedio de 28°C.

El grupo quinto conformado por 7 genotipos, represent6 el 13,8% de la poblacion
caracterizada. En este grupo, la variable numero de l6culos por fruto (NL), presento
promedio superior al promedio general, con un valor de 3 loculos. Mientras que en
longitud de pétalos (LGP) y nimero de nudos por metro de rama (NNMR) obtuvo
bajos promedios. Sin embargo ninguna de estas variables tiene peso en la
importancia de la especie (Tablas 11y 12; Figura 7).
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Figura 7. Dendograma del Analisis de Clasificacion Jerarquico con base en
variables cuantitativas caracterizadas en individuos de Heliocarpus
americanus Watss. caracterizados en el departamento de Narifio.
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El aporte de cada una de las clases establecidas, asi como el de los individuos de H.
americanus, para la conformacién de los grupos uno y dos, se puede observar en la
Figura 8. Aquellos individuos mas distantes del centro son los que expresan una
mayor variabilidad dentro de la coleccidon y que por lo tanto, presentan mayores
posibilidades e interés en los programas de mejoramiento.

Figura 8. Distribucion de las clases y de los individuos de Heliocarpus
americanus Watss. en el plano cartesiano formado por los factores principales
uno y dos.

3.2.2. Andlisis de Correspondencias Multiples (ACM)

3.2.2.1. Andlisis descriptivo de variables cualitativas

El andlisis descriptivo de las variables cualitativas evaluadas para los recursos
genéticos de H. americanus en el departamento de Narifio, se muestra en la Tabla
13. Se puede observar que en las caracteristicas relacionadas con el tronco,
predominaron los arboles con base asimétrica (C3=2; 21 genotipos), forma irregular
de tronco (C4=3; 22 arboles), con distribucion de lenticelas irregular (C5=2; 44
individuos), color de lenticelas 7,5YR (C6=4; 24 individuos) y color de madera 2,5Y
de 8/2, 8/4 o 8/6, codificacion que corresponde a colores amarillos crema (C7=2; 35
individuos) (Tabla 13; Figura 9).

A B c D

Figura 9. Caracteristicas predominantes en tronco de Heliocarpus americanus
Watss. A. Base asimétrica; B. Forma irregular; C. Distribucién y color de
lenticelas; D. Color de Madera.
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Tabla 13. Frecuencias de las categorias de cada variable cualitativa de
Heliocarpus americanus Watss. sometidas a Analisis de Correspondencia
Multiple (ACM).

Etiqueta de Etiqueta de
i Namero Peso ] Namero Peso
categorias categorias
Variable: BT Variable: FC
C3=1 11,00 0,11 C8=1 15,00 0,15
C3=2 21,00 0,21 C8=2 19,00 0,19
C3=3 19,00 0,19 C8=3 17,00 0,17
Variable: FT Variable: C
C4=1 12,00 0,12 Co=1 13,00 0,13
C4=2 17,00 0,17 C9=2 38,00 0,38
C4=3 22,00 0,22
Variable: DL Variable: MCI
C5=1 7,00 0,07 Cli=1 31,00 0,31
Ch=2 4400 0,44 Cl1=2 20,00 0,20
Variable: CL Variable: FTM
Cce6=1 10,00 0,10 C10=1 2,00 0,02
C6=2 2,00 0,02 C10=2 30,00 0,30
C6=3 15,00 0,15 C10=3 14,00 0,14
Cc6=4 24,00 0,24 C10=4 5,00 0,05
Variable: CM Variable: OEX
C7=1 14,00 0,14 Cl2=1 6,00 0,06
C7=2 35,00 0,35 Cl12=2 22,00 0,22
C7=3 2,00 0,02 C12=3 23,00 0,23
Variable: CEX Variable: DPR
C13=1 8,00 0,08 Cl6=1 9,00 0,09
C13=2 36,00 0,36 C16=2 34,00 0,34
C13=3 3,00 0,03 C16=3 2,00 0,02
C13=4 400 0,04 Cl6=4 6,00 0,06
Variable: FCP Variable: CR
Cl4=1 16,00 0,16 C15=1 38,00 0,38
Cl14=2 22,00 0,22 C15=2 3,00 0,03
C14=3 13,00 0,13 C15=3 10,00 0,10
Variable: FR Variable: PN
Cil7=1 36,00 0,36 ci18=1 31,00 0,31
C17=2 6,00 0,06 Cc18=2 18,00 0,18
C17=3 9,00 0,09 C18=3 2,00 0,02
Variable: DF Variable: CIR
C20=1 11,00 0,11 C22=1 10,00 0,10
C20=2 2,00 0,02 C22=2 20,00 0,20
C20=3 32,00 0,32 C22=3 15,00 0,15
C20=4 6,00 0,06 C22=4 6,00 0,06
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Tabla 13. (Continuacion)

Etiqueta de Etiqueta de
categorias Numero Peso categorias Numero Peso
Variable: AF Variable: COR
Cl9=1 21,00 0,21 C21=1 13,00 0,13
C19=2 12,00 0,12 C21=2 11,00 0,11
C19=3 18,00 0,18 C21=3 27,00 0,27
Variable: FLF Variable: FBLF
C23=1 39,00 0,39 C24=1 46,00 0,46
C23=2 12,00 0,12 C24=2 5,00 0,05
Variable: FALF Variable: BH
C25=1 50,00 0,50 C26=1 12,00 0,12
C25=2 1,00 0,01 C26=2 39,00 0,39
Variable: CIHF Variable: FTM
Cc27=1 15,00 0,15 Cc28=1 11,00 0,11
C27=2 15,00 0,15 C28=2 26,00 0,26
C27=3 21,00 0,21 C28=3 14,00 0,14
Variable: CLFH Variable: CLFE
C29=1 2,00 0,02 C30=1 22,00 0,22
C29=2 26,00 0,26 C30=2 10,00 0,10
C29=3 23,00 0,23 C30=3 19,00 0,19
Variable: OLF Variable: CP
C31=1 25,00 0,25 C32=1 24,00 0,24
C31=2 17,00 0,17 C32=2 23,00 0,23
C31=3 9,00 0,09 C32=3 4,00 0,04
Variable: IS Variable: UTF
C33=1 19,00 0,19 C35=1 22,00 0,22
C33=2 32,00 0,32 C35=2 29,00 0,29
Variable: FF Variable: CF
C34=1 6,00 0,06 C36=1 8,00 0,08
C34=2 4,00 0,04 C36=2 40,00 0,40
C34=3 31,00 0,31 C36=3 3,00 0,03
C34=4 10,00 0,10
Variable: CS Variable: FS
C38=1 3,00 0,03 C39=1 15,00 0,15
C38=2 35,00 0,35 C39=2 30,00 0,30
C38=3 13,00 0,13 C39=3 6,00 0,06
Variable: DF
C37=1 14,00 0,14
C37=2 37,00 0,37
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En cuanto a caracteristicas de la corteza las mas frecuentes fueron corteza fisurada
(C8=2;19 arboles), de contextura fibrosa (C9=2, 38 individuos), con forma de dientes
planos en la corteza muerta (C10=2; 30 arboles), con presencia de mucilago en la
corteza interna (C11=1; 31 individuos), con exudado muy oxidados (C12=3; 23
arboles) y de color oxidados 5YR el cual corresponde al rojo (C13=2; 36 individuos)
(Tabla 13; Figura 10).

A B c D

Figura 10. Caracteristicas predominantes en corteza de Heliocarpus
americanus Watss. A. Corteza fisurada; B. Contextura fibrosa; C. Forma de
dientes planos; D. Exudados en la corteza interna.

En las caracteristicas morfologicas de la copa, las categorias que se destacan son la
forma de copa aparasolada (C14=2; 22 individuos), consistencia de las ramas
flexibles (C15=1; 38 arboles), disposicion de ramas en espiral (C16=2; 34
genotipos), de forma arqueada (C17=1; 36 arboles), con poda natural abundante
(C18= 1; 31 individuos), abundante follaje (19=1; 21 arboles), distribucion de follaje
en ramillete (C20=3; 32 arboles), color 5Y (amarillo) en las ramas (C21=3;
27arboles) y cantidad escasa de indumento (C22=2; 20 genotipos) (Tabla 13; Figura
11).

A B c D

Figura 11. Caracteristicas predominantes en copa de Heliocarpus americanus
Watss. A. Copa aparasolada; B. Ramas en espiral; C. Forma arqueada de
ramas; D. Color y cantidad de indumento en ramas.

En cuanto a las hojas, las categorias predominantes corresponden a lamina foliar en
forma lobada (C23=1; 39 genotipos), de base cordada (C24=1; 46 individuos), apice
agudo (C25=1; 50 arboles), borde aserrado (C26=2; 39 individuos), abundate
indumento en el haz (C27=3; 21 arboles), cantidad media de indumento en el enves
(C28=2; 26 genotipos), color 5GY (Verde oscuro) en el haz (C29=2; 26 individuos),
color 2,5GY (Verde opaco) en el envés (C30=1; 22 arboles) y ondulacion concava
(C31=1; 25 genotipos) (Tabla 13; Figura 12).
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A B C )

Figura 12. Caracteristicas predominantes en hojas de Heliocarpus americanus
Watss. A. Forma lobada de lamina foliar; B. Base cordada; C. Apice agudo; D.
Ondulacion céncava.

En caracteristicas relacionadas con la flor se destacan las categorias: con pétalos de
color crema con coédigo 2,5Y (C32=1; 24 arboles) y con indumento en los sépalos
(C33=2; 32 arboles). En frutos sobresalieron las categorias: forma oval (C34=3; 31
individuos), desuniformes en su tamarfio (C35=2; 29 arboles), de color rojo cédigo 5R
(C36=2; 40 é&rboles) y con ausencia de frutos deformes (C37=2; 37 arboles).
Finalmente, se destacan las semillas de color café oscuro cédigo 5RY (C38=2; 35
arboles) y de forma globosa (C39=2; 30 genotipos) (Tabla 13; Figura 13).

A B C

Figura 13. Caracteristicas predominantes en frutos (A), flores (B) y semillas (C)
de Heliocarpus americanus Watss.

3.2.2.2. Andlisis de los valores propios

El analisis del histograma de valores propios (Tabla 14) permitié establecer que los
primeros cinco factores explican en conjunto un 32,66% de la variabilidad debida a
las variables cualitativas. El primer factor explica el 7,75%; el segundo, 7,46%; el
tercero, 7,05%; el cuarto, explica 5,38%; finalmente el quinto explica 5,01%.

Del analisis de contribuciones de las variables a la conformacion de los ejes (Tabla
15), se pudo establecer que las variables que mas contribuyeron a la conformacion
del factor uno fueron: BT (6,7), OEX (7,3), FCP (10,3), DPR (8,8) y OLF (7,7). Las
gue mas aportaron al factor dos fueron: CM (5,4), FC (5,5), MCI (6,3), FR (7,5), DF
(8,1), IS (8,2) y FF (6,3); en el factor tres fueron: DF (8,1), CIR (7,6), OLF (11,0), CP
(6,5) y FF (6,6), mientras que en el cuatro, las variables: FC (6,2),CEX (8,3), DPR
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(13,0), FBLF (6,0), CIHF (5,0) y CLFE (7,4). Finalmente en el factor cinco, fueron: CL
(6,4), OEX (5,2), DPR (13,3), FR (9,1) y AF (7,1).

Tabla 14. Contribucion porcentual de cinco valores propios del ACM a la
variabilidad de Heliocarpus americanus Watss. en el departamento de Narifio.

Valores

NUmero : Porcentaje Porcentaje acumulado
propios
1 0,1656 7,75 7,75
2 0,1593 7,46 15,22
3 0,1505 7,05 22,26
4 0,1149 5,38 27,64
5 0,1071 5,01 32,66

Tabla 15. Contribucidn de las variables cualitativas evaluadas en los recursos
genéticos de Heliocarpus americanus Watss., a la conformacién de los
primeros cinco factores del ACM.

Contribucién acumulada de Contribucién acumulada
Variable categorias Variable de categorias

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
BT 6,7 26 40 1,0 4,8 FC 1,2 55 0,7 6,2 3,8
FT 4.8 0,1 26 1,7 2,5 C 29 11 0,7 32 05
DL 4.8 0,0 09 0, 2,7 MCI 00 6,3 46 00 14
CL 1,9 09 28 15 6,1 DFCM 1,1 1,3 1,0 40 22
CM 0,0 54 41 0,3 2,3 OEX 73 32 28 00 52
CEX 0,8 29 16 35 1,0 DPR 6,2 1,7 26 6,4 119
FCP 103 05 30 29 0,8 CR 06 0,1 08 13 23
FR 1,9 75 21 26 9,1 PN 16 37 49 11 14
AF 4,5 29 12 05 7.1 COR 1,7 41 12 04 51
DF 1,7 24 44 0,6 2,8 CIR 1,1 19 1,7 2,2 15
FLF 1,1 0,1 00 35 0,2 FBLF 08 1,1 1,1 6,0 34
CIHF 1,5 15 01 50 0,8 CIEF 1,7 39 28 1,7 15
CLFH 3,0 01 15 3,0 1,9 CLFE 14 05 06 74 15
OLF 7,7 34 110 04 1,0 CP 36 20 65 40 29
IS 0,0 82 16 3,2 0,0 UTF 06 16 1,1 06 0,0
FF 1,7 30 52 0,2 0,1 CF 05 20 21 29 0,3
CS 2,0 04 18 1,1 2,5 FS 15 28 15 52 0,6
DF 1,1 04 01 01 0,5 BH 1,3 25 49 10 0,8
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3.2.2.3. Analisis de clasificacion

El andlisis de clasificacion basado en las caracteristicas cualitativas de los recursos
genéricos de H. americanus caracterizados en el departamento de Narifio, permitio
establecer tres grupos (Tabla 16; Figura 14).

Tabla 16. Participacion de los genotipos que conforman cada uno de los
grupos en que se dividen los recursos genéticos de Heliocarpus americanus
Watss., con base en las variables cualitativas.

Grupo No. % Genotipos

1 27 52,9 FL188-4; CH92; CH92-1, CH102; CH91; CO145; FL185-1;
CH95-2; FL183-3; CH63; AR19; TB56-5; CH67; CH94-1;
CH90-4; CH76; TB56-4; TB55; TB39-4;, GU118-1; GU124-3;
GU118-3; GU128-1; GU113; GU112; TB37-2 y AN160.

2 10 19,6 RIS5; SM108-4; UNO6; ML61; LI8O; LI97; SP3-2; LI68; UN6-1y
SP44.,

3 14 27,5 CO167-2; CO169-3; CH81-1; CO137-2; FL177-1;, CO141,
UNO3; LI14; CO136-4; SN121; SN129-1; YA165-3; YA159 y
CO155-2.

El primer grupo, conformado por 27 genotipos representan el 52,9% de los
individuos estudiados de los cuales el 95,45% poseen copa aparasolada (C14=2), el
90,48% tienen base de tronco asimétrica (C3=2), el 75% presentan ramas
arqueadas (C17=1), el 86,96% exudados oxidados (C12=3), 76,47% ramas
dispuestas en espiral (C16=2), el 80% laminas con ondulacién céncava (C31=1), el
65,91% distribucion de lenticelas irregular (C5=2), y el 76,92% posee color verde
codigo 5GY en el haz de la ldmina folia (C29=2) (Tabla 16 y 17).

El segundo grupo (Tabla 16) estuvo conformado por 10 genotipos que representan
el 19,6% caracterizada. ElI 88,89% de las arboles que conforman este grupo,
presentan una ondulacién convexa de lamina foliar (C31=3), un 54,55% tienen
distribucion de follaje aglomerado (C20=1) y el 66,67% presentaron disposicion de
ramas verticiladas (C16=4) (Tabla 17).

La clase tres esta conformada por el 27,5% de los individuos estudiados (14arboles).
El 88,89% de esta clase presentan ramas angulosas (C17=3), el 57,89% tiene base
empinada de tronco (C3=3) y 83,33% tienen exudados sin oxidacion (C12=1)
(Tablas 16y 17).
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Figura 14. Dendograma del Andlisis de Clasificacion Jerarquico con base en
variables cualitativas caracterizadas en individuos de Heliocarpus americanus
Watss. caracterizados en el departamento de Narifio.
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Tabla 17. Descripcion de los grupos o clases conformadas en el ACM de los
recursos genéticos de Heliocarpus americanus Watss. del departamento de
Narifo.

Porcentajes

Var.  Categorias J;Sl; Probabilidad  Categorias Categorias en Grupos en
en grupos conjunto categorias

Grupo: CLUSTER 1/ 3 (Namero: 27 - Porcentaje: 52,9)

FCP Cl14=2 4,85 0,000 72,41 43,14 95,45
BT C3=2 3,93 0,000 65,52 41,18 90,48
FR Ci7=1 3,82 0,000 93,10 70,59 75,00
OEX C12=3 3,76 0,000 68,97 45,10 86,96
DPR Cl16=2 3,76 0,000 89,66 66,67 76,47
OLF C31=1 3,04 0,001 68,97 49,02 80,00
DL Cbh=2 2,97 0,001 100,00 86,27 65,91
CLFH C29=2 2,70 0,004 68,97 50,98 76,92
CLFH C29=3 -2,62 0,004 27,59 45,10 34,78
OEX Cl2=1 -2,64 0,004 0,00 11,76 0,00
DPR Cl6=4 -2,64 0,004 0,00 11,76 0,00
FR C17=3 -2,73 0,003 3,45 17,65 11,11
AF C19=3 -2,82 0,002 17,24 35,29 27,78
OLF C31=3 -3,59 0,000 0,00 17,65 0,00
BT C3=3 -4,38 0,000 10,34 37,25 15,79
FCP C14=3 -4,74 0,000 0,00 25,49 0,00
Grupo: CLUSTER 2/ 3 (Namero: 10 - Porcentaje: 19,6)

OLF C31=3 5,16 0,000 88,89 17,65 88,89
DF C20=1 2,95 0,002 66,67 21,57 54,55
CP C32=2 2,59 0,005 88,89 45,10 34,78
FCP C14=3 2,56 0,005 66,67 25,49 46,15
AF C19=3 2,51 0,006 77,78 35,29 38,89
DPR Cl16=4 2,49 0,006 44,44 11,76 66,67
MCI Cil1=1 2,48 0,007 100,00 60,78 29,03
IS C33=2 2,36 0,009 100,00 62,75 28,13
IS C33=1 -2,36 0,009 0,00 37,25 0,00
MCI Cl11=2 -2,48 0,007 0,00 39,22 0,00
FCP Cl14=2 -2,72 0,003 0,00 43,14 0,00
OLF C31=1 -3,08 0,001 0,00 49,02 0,00
Grupo: CLUSTER 3/ 3 (Numero: 14 - Porcentaje: 27,5)

FR C17=3 4,15 0,000 61,54 17,65 88,89
BT C3=3 3,77 0,000 84,62 37,25 57,89
OEX Cl2=1 2,77 0,003 38,46 11,76 83,33
IS C33=1 2,41 0,008 69,23 37,25 47,37
FC Cc8=2 -2,34 0,010 7,69 37,25 5,26
BT C3=2 -2,65 0,004 7,69 41,18 4,76
FCP Cl14=2 -2,80 0,003 7,69 43,14 4,55
PN Ci18=1 -2,89 0,002 23,08 60,78 9,68
FR C1l7=1 -4,63 0,000 15,38 70,59 5,56
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A pesar de que las variables que determinaron esta agrupacion no tienen relacion
con la importancia econdémica y ecoldgica de la especie, es importante considerar
gue estas variables cualitativas son las de mayor heredabilidad (Lobo, 2008).

En la Figura 15 puede observarse la ubicacion de los genotipos que presentaron una
mayor variabilidad, con base en la contribuciébn a los factores uno y dos. Los
individuos del factor uno hicieron un mayor aporte en la conformacion del grupo dos;
aquellos genotipos con aporte positivo en la conformacion del factor dos se
agruparon en la clase tres, mientras que aquellos que mostraron aportes negativos
en la conformacion de este Ultimo factor, se agruparon en la clase uno. Los
resultados obtenidos en estas caracterizaciones hacen presumir la existencia de alta
variabilidad genética en la especie, la que puede manifestarse en variaciones en los
caracteres morfoldgicos, especialmente los cualitativos (Ospina, 2000).

Factor 2
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Figura 15. Distribucion de las clases y genotipos de Heliocarpus americanus
Watss. en el plano cartesiano de acuerdo a su aporte en la conformacién de
los factores uno y dos.

A pesar de que las distancias en las que se hicieron los cortes, para obtener las
agrupaciones de los analisis de clasificacién con variables cualitativas y cuantitativas
son iguales, en el ACP se formaron tres grupos y en el ACM cinco, los cuales se
conformaron por individuos diferentes y con poca relacién. Por ejemplo, entre
individuos de La Florida (FL177-1 y FL188-4) se obtuvo baja diferencia en caracteres
fenotipicos cuantitativos, mientras que en caracteres cualitativos hay mayor
distancia, a tal punto que pertenecen a grupos diferentes (Figura 7; Figura 14). Lo
anterior, se debe a que el ACP se basa en conocer la relacion y semejanza que
existe dentro de un grupo de accesiones con respecto a variables cuantitativas, los
cuales son de baja heredabilidad y sen gobernados por muchos genes. Por su parte,
el ACM se basa en el estudio de caracteres de tipo cualitativo los cuales son
gobernados por pocos genes, de alta heredabilididad y no se afectan con el
ambiente (Franco e Hidalgo, 2003).
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3.3. Caracterizacion molecular

3.3.1. Extraccion de ADN

Mediante la metodologia de Dellaporta et al. (1983) con las modificaciones descritas
por Palacio (2004), se obtuvieron concentraciones de ADN de H. americanus entre
10 y 45 ng/ul, de baja calidad para la amplificacién por PCR de los RAMs. Con el
protocolo de Doyle y Doyle (1990), se extrajo ADN en concentraciones de menos de
10 a 15 ng/ul, de buena calidad. Mientras que con la técnica de Saghai-Marrof et al.
(1984) se obtuvieron concentraciones de ADN de regular calidad por debajo del0 a
20 ng/ul. Finalmente, la extraccion mediante el kit comercial GeneJET plant Genomic
ADN ®, permitio obtener ADN de buena calidad en concentraciones de25 ng/ul
(Figura 16).

Las metodologias empleadas en esta investigacion para la extraccion de ADN ha
permitié6 obtener ADN en concentraciones y calidad adecuada en especies vegetales
como uchuva Physalis peruviana (Bonilla et al., 2008 y Lagos, 2006), especies del
genero Theobroma sp (Moreno et al., 2004), Yacon Smallanthus sonchifolius
(Mansilla et al.,, 2006), especies de Passiflora sp (Da Silva et al.,, 2009). Sin
embargo, la extraccion del ADN de plantas que contienen grandes cantidades de
polifenoles, taninos y polisacéridos ha sido siempre dificil de manejar en el pasado
(Webb y Knapp, 1990; Varadarajan y Prakash, 1991).

En H. americanus los polisacaridos fueron visualmente evidentes notandose su
presencia en la textura pegajosa y aspecto viscoso que presentaba el mix de
extraccion. La presencia de metabolitos secundarios tales como polisacaridos,
inhiben la accién enzimética, la misma que es esencial en el proceso de extraccion
de ADN (Collins y Symons, 1992)

Segun los resultados de esta investigacion se sugiere la utilizacion del kit comercial,
donde el 100% de las muestras presentaron una concentracion mayor a 20 ng/ul
(Tabla 18) y de buena calidad (Tabla 19) en poco tiempo (1 hora).

Tabla 18. Concentraciones de ADN de Heliocarpus americanus Watss.
obtenidas mediante cuatro metodologias de extraccion.

Concentracion  Dellaporta et Doyle y Doyle  Saghai-Marrof  Kit GeneJET

(ng/ul) al.(1983) (1990) et al. (1984)
No. % No. % No. % No. %
Muestras Muestras Muestras Muestras

<10 0 0 12 75 14 85 0 0

10-20 6 30 8 25 6 15 0 0
21-30 6 30 0 0 0 0 20 100

31-40 6 30 0 0 0 0 0 0

>41 2 10 0 0 0 0 0 0
TOTAL 20 100 20 100 20 100 20 100
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Lo anterior se acredita a que el tampon de extraccion usado contiene detergentes y
soluciones que aseguran que una cantidad significativa de ADN no sea atrapado en
los desechos celulares, y que el ADN esté completamente disociado de proteinas y
otros contaminantes que pueda interferir en procesos posteriores (GeneJET plant
Genomic).

1 23 45 6 7 8 9 101112 1314 1516 17 18 19 20

Figura 16. ADN de Heliocarpus americanus Watss. extraido mediante
diferentes metodologias. A. Dellaporta et al. (1983) con modificaciones, B.
Doyle y Doyle (1990), C. Saghai-Marrof et al. (1984); D. Kit de extraccion de
ADN comercial (GeneJET plant Genomic ADN ®).
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Tabla 19. Calidad de ADN de Heliocarpus americanus Watss. obtenido
mediante cuatro metodologias de extraccion.

Concentracion Dellaporta et  Doyle y Doyle Saghai-Marrof et Kit GeneJET

(ng/ul) al.(1983) (1990) al. (1984)
No. Muestras No. Muestras No. Muestras No. Muestras
Buena 1 4 3 20
Mediana 0 1 0 0
Baja 19 3 3 0

La cuantificacién del ADN mediante comparacion con concentraciones conocidas del
bacteriéfago Lambda permitié hacer una estimacion de las concentraciones de ADN
obtenidas mediante las cuatro metodologias. Esta técnica permite realizar la
cuantificacion de manera rapida y menos costosa, dado que no requiere la utilizacion
de equipos especializados como espectrofotometros o fluorometros (Posso et al.,
2011).

3.3.2. Caracteristicas de los cebadores

Para la evaluacion de la diversidad genética de la coleccidon se seleccionaron seis
cebadores RAMs (CT, CGA, CA, AG, TG y CCA). El Cebador GT no amplificé para
ninguna de las muestras, posiblemente por condiciones no apropiadas de PCR para
este cebador especifico, a pesar de que se hicieron variaciones en tiempos y
concentraciones.

Los microsatelites RAMs utilizados en la caracterizacion generaron un total de 6069
registros de presencia y ausencia de bandas (Anexo 8), de los cuales el 48%
corresponde a presencia y el 52% a ausencia. Se encontraron 119 loci, de los
cuales el 100% fueron de caracter polimérficos con bandas de 50 a 1500 pb.

Tabla 20. Namero de loci polimérficos (L.P), heterosis promedia (HP), heterosis
promedia insesgada (HPI), heterosis directa (HD), porcentaje de loci
polimaorficos con el criterio del 95% (LP 95%), obtenidos en seis cebadores
RAMs en 51 genotipos de Heliocarpus americanus Watss.

CFeziﬁsor LP LM totai HP HPI  HD (gLsf;))
AG 17 0 17 035 035 035 100
CA 17 0 17 040 040 040 100
CCA 177 0 17 038 039 038 100
CGA 9 0 19 035 035 035 100
cT 25 0 25 035 035 035 100
TG 24 0 24 042 042 042 100
Total 119 0 119 037 038 037 9832
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El nimero de loci polimérficos por cebador varié entre 17para AC, AG y CCA, 19
para CGA, 24 para TG y 25 para CT. El porcentaje de loci polimérfico con el criterio
del 95% fue de 98,32% (Tabla 20).

El nimero de loci polimorfico fue de 119, que corresponde al 100% de los
marcadores evaluados. Los mas polimérficos correspondieron a TGg y CTj2, con una
diversidad genética o heterocigosidad esperada (he) de 0,5. AG,, CA;, CAs, CAy,
TG, TGg, TG4, TGoy, CT13, CT14, CT15, CToo, CCA4, CCA;, CCAg Yy CCA>con 0,49;
AGj, AGy, CA1p, TGy5y CTi9con 0,48(Anexo 9).

Respecto a la he o heterosis promedia insesgada (HPI), los cebadores mas
polimorficos fueron CA'y TG con una HPI de 0,40 y 0,42, respectivamente (Tabla
20). Esto significa que CA y TG pueden ser Utiles para obtener una mayor
discriminacion entre los genotipos de H. americanus. Posiblemente, el polimorfismo
encontrado con estos cebadores se debe a la mayor probabilidad de encontrar sitios
de hibridacion con las cadenas de ADN complementarias, evidenciando la presencia
de los microsatelites GT y AC (Figura 17).

Figura 17. Hibridacion del Cebador TG a las cadenas de ADN complementario

En el Anexo 9 se presentan las frecuencias alélicas para cada marcador (locus),
siendo la presencia de marcador el “alelo p”y la ausencia de marcador el “alelo q”,
obtenidas a través del analisis con TFPGA. Las frecuencias de p a través de los 51
genotipos, oscilan entre 0,03 (GTo4y CT2s) y 0,76 (CCA1y).

En este estudio, no se observo la presencia de loci monomorficos (Figura 18). Esto
quiere decir, que para los marcadores utilizados, no se encontraron regiones
conservadas de ADN en H. americanus, puesto que no se han fijado en todo los
individuos caracterizados y que la especie en el proceso evolutivo ha sufrido
alteraciones como mutaciones, cambios estructurales como inserciones, dilecciones,
duplicaciones (Lagos, 2006). Ademas la naturaleza alogama de la especie
(Benavides et al., 2014) contribuye a su diversidad genética (Cardone et al., 2010).
Lo anterior indica que los marcadores usados resulta adecuados para estudios de

58



diversidad genética, brindando soporte y confianza a los resultados y conclusiones
obtenidas a partir del andlisis de datos (Posso, 2011).

La he estima la probabilidad de que dos alelos extraidos al azar del conjunto de
genes de una poblacion sean diferentes y es un estimador de diversidad genética
(Rugeles et al., 2012. Como puede observarse, todos los cebadores empleados
muestra valores altos de he (de 0,35 a 0,42 y LP del 100% (Tabla 20), lo cual
confirma la naturaleza altamente heterocigota de H. americanus.
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Dénde: MP = Marcador Peso Molecular

Figura 18. Patrones de bandas de 51 individuos de Heliocarpus americanus
Watss. obtenidos en los amplificados del microsatélite ACG.

Morillo et al., (2014) evaluaron los mismos seis cebadores en 93 genotipo de cacao
(Teobroma cacao L.). Estos generaron un total de 127 patrones de bandas
distingibles en un rango de longitud de 0,25 a 1,0 Kb. EI nimero de loci polimorfico
por cebador varié entre 1 para CCAy 10 para el GT. El porcentaje de loci polimérfico
con un criterio de 99% fue de 97,61%. Bonilla y Espinosa (2003) afirman que el
namero de loci generados en un estudio estd muy relacionado con el tipo de gel
utilizado en la electroforesis, por ejemplo utilizaron un gel de agarosa del 1,2%, que
tiene menos resolucién de bandas que el gel de poliacrilamida.
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3.3.3. Diversidad Genética

Existen algunos marcadores que son caracteristicos de algunos individuos, en el
sentido que el genotipo muestra una alta proporciéon de loci detectados en un
marcador. La mas alta proporcion (0,92) de la presencia de los loci de TG se obtuvo
en GU113, seguida de los loci CT en AN160 con una proporcion de 0,84, mientras
que AC en CH94-1 y GU118-1 y CCA en CH67 y SN129-1 obtuvieron una
proporcion de 0,82, finalmente los loci AG en GU118-1 presentaron una proporcion
de 0,76 (Tabla 21).

Tabla 21. Proporcion de la presencia de los seis cebadores RAMs en los 51
individuos de Heliocarpus americanus Watss. caracterizados en el
departamento de Narifio.

No Genotipo AC AG TG CT CGA CCA

AN 160 0,47 0,41 0,75 0,84 0,42 0,53
AR 19 0,47 0,35 0,58 0,48 0,21 0,65
CO 145 0,41 0,53 0,25 0,48 0,37 0,53
CO 136-4 0,53 0,24 0,67 0,52 0,37 0,59
co137-2 0,76 0,71 0,38 0,44 0,42 0,53
CO 141 0,76 0,65 0,33 0,52 0,16 0,59
CO 155-2 0,59 0,47 0,33 0,52 0,32 0,47
CO 167-2 0,53 0,41 0,63 0,68 0,37 041
CO169-3 0,41 0,47 0,54 0,52 0,47 0,47
10 CH92 0,35 0,41 0,46 0,56 0,37 0,71
11 CH92-1 0,59 0,65 0,75 0,68 0,32 0,53
12 CH81-1 0,53 0,53 0,71 0,40 0,47 0,59
13 CH 102 0,53 0,41 0,33 0,44 0,26 0,59
14 CH94-1 0,82 0,53 0,58 0,48 0,42 0,53
15 CH 67 0,35 0,53 0,50 0,36 0,37 0,82
16 CH76 0,24 0,65 0,29 0,44 0,37 0,47
17 CHG63 0,06 0,53 0,50 0,32 0,37 0,59
18 CHO91 0,35 0,53 0,67 0,44 0,53 0,59
19 CH9-2 0,71 0,35 0,58 0,60 0,42 0,53
20 CH90-4 0,53 0,35 0,50 0,32 0,47 0,65
21 GU118-3 0,53 0,29 0,71 0,44 0,42 0,47
22 GU128-1 0,47 0,29 0,75 0,48 0,47 0,47
23 GU 113 0,47 0,35 0,92 0,48 0,37 0,47
24 GU 112 0,76 0,47 0,83 0,64 0,32 0,47
25 GU118-1 0,82 0,76 0,50 0,44 0,37 0,35
26 GU124-3 0,35 0,59 0,50 0,36 0,26 0,47
27 TB39-4 0,41 0,29 0,63 0,36 0,47 0,35
28 TB37-2 0,71 0,47 0,42 0,44 0,53 0,59
29 TB55 0,71 0,65 0,42 0,48 0,42 0,47
30 TB 56-4 0,35 0,47 0,71 0,56 0,63 0,35

©oO~NO O, WNPF
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Tabla 21. (Continuacion)

No Genotipo AC AG TG CT CGA CCA

31 TB56-5 0,35 0,35 0,67 0,32 0,26 0,59
32 FL177-1 0,76 0,12 0,33 0,44 0,37 0,47
33 FL188-4 0,76 0,59 0,63 0,40 0,32 0,53
34 FL185-1 0,41 0,29 0,33 0,16 0,32 0,47
35 FL183-3 0,41 0,35 0,75 0,40 0,42 0,47
36 UN O3 0,47 0,06 0,58 0,44 0,58 0,41
37 UN 06 0,53 0,12 0,67 0,32 0,42 0,53
38 UNG6-1 0,53 0,29 0,88 0,24 0,58 0,59

39 Lil4 0,76 0,29 0,54 0,28 0,53 0,29
40 Li68 0,41 0,41 0,67 0,52 0,53 0,29
41 Li80 0,35 0,41 0,63 0,36 0,53 0,24
43 ML 61 0,47 0,24 0,63 0,60 0,58 0,53
44 Ri55 0,41 0,41 0,38 0,48 0,32 0,59

45 SM108-4 0,18 0,47 0,50 0,20 0,42 0,41
46 SP 3-2 0,53 0,35 0,58 0,28 0,32 0,59
47 SP 44 0,53 0,65 0,54 0,60 0,42 0,76
48 SN 121 0,59 0,53 0,50 0,36 0,32 0,71
49 SN 129-1 0,53 0,53 0,46 0,44 0,47 0,82
50 YA 159 0,76 0,71 0,67 0,52 0,37 0,41
51 YA165-3 0,76 0,71 0,79 0,52 0,53 0,29

En algunas ocasiones, el hecho que dos o mas genotipos presenten altas
proporciones en la presencia de los loci de un marcador, define el grado de distancia
o afinidad genética. Por ejemplo AN160 y SM108-4 presentan altas proporciones en
la presencia de loci de CA, TG, CT, CGA Y CCA, las cuales oscilan entre 0,37 y 0,92
(Tabla 21).

Esto concuerda, con el bajo valor de distancia de Nei (1978) (Anexo 10) entre los
dos ejemplares, el cual es de 0,097. Asi mismo, individuos que comparten valores
altos y bajos, en las proporciones de un mismo marcador, también presentan bajas
distancias de Nei, tal como sucede entre los genotipos YA159 y YA165-3 con 0,204.
Las proporciones de los loci de los marcadores que presentan estos arboles son
altos para AG (0,71), CA (0,76), TG (0,67 Y 0,79) y CT (0,52) y bajos en CGA (0,37 y
0,53) y CCA (0,41 y 0,29).

La diversidad o variabilidad genética de la poblacion estudiada medida, por la
heterosis promedia insesgada (HPI) fue de 0,37 (Tabla 20), la cual es considerada
alta, y que para el caso de la especie en estudio es explicable por su sistema de
reproduccion alogama (Benavides et al., 2014), condicibn que favorece la
conservacion de un gran porcentaje de heterocigotos, asi como el origen geografico
diferencial de los genotipos evaluados.

Los valores de HPI presentados anteriormente son considerados altos, no solo por
las razones expuestas, sino también, por la forma de propagacion (regeneracion
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natural) de la mayoria de los arboles caracterizados. En el género Heliocarpus sp.
no se han reportado estudios de diversidad genética, pero si existen trabajos en
otras especies de la familia Malvaceae, como es el caso de Theobroma sp. en cuyo
género, se ha encontrado un valor de heterocigosidad de 0,28 (Morillo et al., 2014)
que el registrado en H. americanus, debido a su sistema de cultivo.

La diversidad alélica (o multiplicidad alélica) de un locus, es otro pardmetro de
variabilidad genética y hace referencia al niumero de alelos que aparecen en un
locus (IPGRI y Cornell University, 2004). Es decir, la medida de la diversidad alélica
promedia multilocus, es el nimero medio de alelos por locus, considerado como loci
monomorfico como polimérfico (Berg y Hamrick, 1997).

El nimero efectivo de alelos por locus (Ae) esta dado por el reciproco de la suma de
cuadrados de las frecuencias alélicas (Ae = 1/3pi?, 1sAe<w) y es una medida del
namero de alelos y de uniformidad de frecuencias alélicas en un locus. Mas
precisamente, mide la uniformidad del alelo mas comun, porque los alelos raros
contribuyen poco a la sumatoria. Debe notarse que puede encontrarse valores
iguales de Ae para poblaciones con distribuciones muy diferentes de frecuencias
alélicas. Por ejemplo, un Ae de 2,0 pueden darse por frecuencias alélicas (ej: p=0,5,
g=0,5), o por mas de dos alelos con diferentes frecuencias alélicas (ej: p=0,065,
g=0,27, r=0,08) (Berg y Hamrick, 1997; Lagos, 2006).

El valor promedio de Ae para los 119 loci fue de 1,64 + 0,262 con un minimo de 0,26
y un maximo de 1,99. En este trabajo, se obtuvo una correlacién 0,98 altamente
significativa. A medida que aumenta el valor de Ae se incrementa el valor de he
(Anexo 11). Al valor minimo de Ae (1,06) le corresponde la minima el valor minimo
de he (0,058), mientras que al maximo valor de Ae (1,99), le corresponde la maxima
he (0,49; Anexo 9).

Teniendo en cuanta los valores de Ae y he, puede concluirse que entre los 51
genotipos de H. americanus, existe un alto polimorfismo sustentado en un bajo nivel
de domesticacion, su sistema de reproduccién alégamo y origen geografico
diferencial.

3.3.4. Andlisis de clasificacion

En la Figura 18 se muestra el dendrograma de agrupamiento UPGMA de los 51
arboles de H. americanus caracterizados con 6 marcadores RAMs, el cual se
construyé con base en el coeficiente de similitud genética de Nei (1978) como
criterio de clasificacion.

Como se observa en la Figura 18, el dendrograma esta compuesto por 51 nodos. A
una distancia de 0,87 se ubica el primer nodo el cual esta formado por los individuos
GU128-1 y GU113, que presentan una similitud de 0,91. El segundo nodo esta a una
distancia de 0,28 y esta formado por YA159 y YA165-3 los cuales presentan una
similitud de 0,82 (Anexo 10). Probablemente, los dos integrantes del primer nodo
tengan la misma informacién genética, que hace que estén emparentados con
GU118-3.
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Si se hace un corte a una distancia de 0,01 se forman cuatro agrupaciones o clases.
La primera clase corresponde al nodo 42, el cual esta conformado por los nodos 1,
3,47,11, 17, 21, 25, 26, 30, 32 y 40 que estan conformados por GU128-1, GU113,
GU118-3, TB56-5, FL183-3, UNO3, UN06, UN6-1, Li14, GU124-3, TB39-4, TB56-4,
Li68 y Li 80, los cuales presentan distancias que oscila de 0,62 y 0,91 (Anexo 10).
Existen otros individuos de los municipios de Guachavez (GU112 y GU118-1), del
Tambo (TB37-2 y TB66), La Florida (FL177-1, FL185-1 y FL188-4) y Linares (LI197),
que se ubicaron en clases aparte con arboles de otras procedencias. Es importante
destacar que el analisis de la clasificacion no permitié establecer grupos por origen
geografico. Esta situacion evidencia un flujo genético H. americanus en estas
regiones.

YA159, YA165-3, GU112, GU118-1, TB 37-2 y TB 55 conforman la segunda clase y
se ubican en el nodo 48 del dendrograma a una distancia de 0,09 (Anexo 10).

El tercer grupo es el mas numeroso, compuesto por 24 individuo, este grupo
corresponde al nodo 47 del dendrograma localizado a una distancia de 0,15. De los
24, 10 se comparten con el grupo 4 (FL177-1, FL185-1, FL188-4, CO137-2, CO141,
C0O155-2, Ri55, SM108-4, Li97 y ML61). Las similitud entre ellos oscilan de 0,52
(CH 63y ML61)y 0,79 (CH63 y CH91) (Anexo 10).

La clase cuatro tiene como elementos a AR19, CO136-4, AN160, CO167-2, CO169-
3, CH92 y CO145, los cuales estan muy cercanos a FL177-1, FL185-1, FL188-4,
C0137-2, CO141, CO155-2, Ri55, SM108-4, Li97 y ML61 los cuales se comparten
con el grupo 3, con una distancia de 0,47 a 0,77. El grupo tres y cuatro se une en el
nodo 45 a una distancia de 0,20 (Anexo 10).

En la literatura no se reportan estudios de diversidad genética en H. americanus, sin
embargo existen reportes de especies de la familia malvacea, como los realizados
con Malva alcea and M. excisa. Su variacion genética se analizé usando ISSR (Inter
Secuencias Simples Repetidas). El andlisis de la informacién no revel6 diferencias
significativas en el nivel de diversidad genética, por cuanto los valores de identidad
genéticos obtenidos (I= 0.985) no son compatibles con la identificaciébn de las
poblaciones orientales como especie bioldgica distintas, en el analisis de
agrupamiento no formaron grupos diferenciales, lo que apunta a una ausencia de
diferencias significativas entre los taxones analizados (Celka et al., 2012).
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Figura 19. Dendrograma del agrupamiento UPGMA para los 51 genotipos de Heliocarpus americanus Watss.
caracterizados con seis marcadores RAMs.
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3.3.5. Analisis espacial de la diversidad

Este analisis agrupa los resultados obtenidos en la distribucion geografica con los de
la caracterizacion morfolégica y molecular de H. americanus en el departamento de
Narifio. Los resultados muestran 10 grupos, en las que se han clasificado individuos
gue comparten caracteres morfolégicos y moleculares segun el método de Jaccard
(1908) incluido en el programa Diva Gis Version 7,5 (Figura 20; Tabla 22).

Figura 20. Agrupamiento Jaccard para los 51 genotipos de Heliocarpus
americanus Watss. caracterizados con descriptores morfolégicos cualitativos,
cuantitativos y marcadores RAMs.
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Tabla 22. Agrupacién de los genotipos de Heliocarpus americanus Wattss con
base en los cluster obtenidos con variables cualitativas, cuantitativas y
moleculares.

Caracteres evaluados

Grupo % Genotipos

Cluster Cluster Cluster
cuantitativos cualitativos molecular
1 1,9 SN129-1 3 3 3
2 59 YA159; YA165-3 y 2 3 1-2
LI14
3 3,9 SN121 y UNO3 5 3 1-3
4 21,6 CH92; CH81-1; 1-2 1-3 3-4

FL177-1, CO141,
C0O145; CO155-2;
CO167-2; CO169-3;
CO136-4;, CO137,2y
AN160

5 17,7 FL188-4; CH90-4; 1-2 1 3
CH76; CH63; CH67;
CH95-2; CH91;
CH102 y CH94-1

6 23,5 (GU118-3; GU124-3; 1-2-3 1 1-2-3-4
GU128-1; GU118-1,
GU113; FL185-1;
FL183-3; TB56-4;
TB56-5; TB55; TB37-2

y TB39-4

7 39 CH92-1y AR19 5 1 4-3

8 109 RI55 4 2 3

9 59 LI68; LI8O y LI97 5 2 1-3-4
10 13,8 ML61; GU112; 1-2-3 1-2 1-2-3-4

SM108-4; SP44; SP3-
2; UN6-1 y UNOG6

Este analisis muestra que no existe una relacion significativa entre los

agrupamientos formados en la caracterizacion morfolégica, la caracterizacion

molecular y los sitios de procedencia de los genotipos agrupados; esto indica alto

fluo de genes entre diferentes genotipos, debido a la polinizacidon cruzada

caracteristica de especies alogamas y a que el polen puede viajar kilbmetros de una
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planta a otra (Fonseca et al., 2010). Ademas se debe considerar que posiblemente
los caracteres cuantitativos varian por la interaccion entre en genotipo y el ambiente;
sin embargo el ambiente no afecta caracteristicas cualitativas, como las evaluadas
en este estudio (Gonzales et al., 2010). No obstante, los datos fenotipicos y, en
particular los datos morfolégicos, son fuente indirecta de informacion sobre
diversidad genética.

Resultados similares se obtuvieron con otras especies como el Nacedero
Trichanthera gigantea (Posso et al., 2011), y la Gulupa Passiflora edulis (Fonseca et
al., 2010), en donde se confirmo la no existencia de relacién entre agrupamientos
formados mediante analisis molecular, morfologicos y los departamentos de
procedencia de los individuos evaluados, lo que les permitié considerar que estos
constituyen una sola unidad con poca estructura genética.

Sin embargo es estudio permite identificar la ubicacion de las fuentes de material
genético para futuros programas de fitomejamiento de la especie por ejemplo para
buscar caracteres especificos como grosor de corteza desprendida o de calidad de
madera. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que la conservacion de esta
especie es importante en vista de su potencial para la produccién de mucilago como
para su mejoramiento, y estos estudios se benefician mucho con informacion sobre
distribucion y diversidad.

En cuanto a areas de conservacion, los municipios de Chachagui y la Florida
contienen la mayor diversidad de la especie, por cuanto en estas areas se
encuentran individuos que se han ubicado en cuatro agrupaciones diferentes (cluster
4,5, 6y 7), abarcando mayor diversidad morfolégica y molecular.
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CONCLUSIONES

Heliocarpus americanus esta distribuido a lo largo de la zona andina del
departamento de Narifio entre los 1200 y 2500 msnm, con precipitaciones del
trimestre mas seco de 144mm y temperatura promedia anual de 19.1°C; siendo el
municipio del Tambo el que presenta mayor nimero de individuos. Conjuntando las
predicciones hechas por el modelo, se identifican a los municipios de Chachagui y
La Florida como los de condiciones ambientales favorables para la especie y la
mayor diversidad, por cuanto pueden funcionar como éareas de manejo y
conservacion, que permitan el posterior aprovechamiento de la especie.

El andlisis de clasificacion con base en caracteres fenotipicos cuantitativos produjo
cinco grupos; con variables cualitativas tres; y con caracteres moleculares cuatro
grupos. Estos grupos no presentaron similitud, ni relacibn con su procedencia
geografica, lo que evidencia alta heterogeneidad de la especies. Siendo informacion
base para programas de conservacion, regeneracion forestal de recursos naturales
productivos y fitomejoramiento.

Los caracteres cuantitativos de mayor aporte a la variabilidad de H. americanus son
los relacionados con madera, corteza, hojas y frutos; en los cualitativos
corresponden a caracteristicas de tronco, copa y hojas. Esta informacién brinda,
para futuros trabajos de evaluacion de diversidad en ambientes iguales, una mayor
discriminacion de la variabilidad de esta especie.

Se probaron cuatro metodologias para la extraccion de ADN de H. americanus con
diferentes resultados en cuanto a calidad y concentracidon. Se sugiere utilizar el kit de
extraccion comercial GeneJET plant Genomic ADN ® ya que permitié obtener mayor
cantidad y calidad de ADN en todas las muestras evaluadas; ademas, es una
metodologia rapida y de facil implementacion.

Los valores de polimorfismo y heterocigosidad promedia insesgada de H.
americanus en el departamento de Narifio fueron altos, especialmente los mostrados
por los cebadores CA y TG. La mayor distancia genética se presentd entre los
individuos GU128-1 localizado en el municipio de Guachavez y CO145 del municipio
de Consaca. Lo que indica que estos cebadores son apropiados para futuras
investigaciones sobre evaluacion de estructura poblacional de esta especie.
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ANEXOS

Anexo 1. Descriptores morfolégicos de Balso blanco (Heliocarpus americanus
Watss.)

Descriptores de recoleccion (datos de pasaporte)

Numero de recoleccion: Numero original asignado por los recolectores de la
muestra, normalmente compuesto por el nombre o iniciales del colector seguido por
un namero. Este numero es esencial para identificar los duplicados que se
encuentren en colecciones diferentes.

Numero de introduccién: codigo designado que simboliza a cada uno de los
individuos colectados.

Institucion recolectora: Nombre y direccibn de la institucion que realiza la
recoleccion.

Nombre del(os) colectores: Personas que efectuaron la recoleccién del individuo.

Fecha de coleccion: Fecha de recoleccion de la muestra, en la que AAAA es el
ano, MM el mes y DD el dia. Los datos que falten (MM o DD) tienen que indicarse
con guiones. Se requieren los ceros antes de los digitos.

Pais de origen: Cddigo del pais donde se recolecto la muestra original. Utilizar los
cbdigos ISO 3166-1 de tres letras para nombres de paises (Colombia 170 COL).

Departamento: Nombre de la subdivisibn administrativa primaria del pais en el que
se recolecto la muestra.

Municipio: Nombre de la subdivision administrativa secundaria (dentro de un
departamento) del pais en el que se recolecto la muestra.
1. Ancuya
Arboleda
Consaca
Chachagui
Guachavez
El Tambo
La Florida
La Unidn

© N Ok WN

82



9. Linares

10.Mallama

11.Ricaurte

12. Samaniego

13.San Pedro de Cartago
14.Sandona
15.Yacuanquer

Vereda: Nombre de la informacion sobre la ubicacién, dentro del pais, en la que se
describe donde se recolecto la accesion. Puede incluir la direccién o la distancia en
kilbmetros desde la ciudad, corregimiento o el punto de referencia cartografica mas
cercano.

Latitud del sitio de recoleccidon:Grados (2 digitos), minutos (2 digitos) y segundos
(2 digitos), seguidos de N (Norte) o S (Sur).

Longitud del sitio de recoleccién:Grados (2digitos), minutos (2 digitos) y
segundos (2 digitos), seguidos de W (Oeste) o E (Este).

Elevacion del sitio de recoleccidn:La elevacion (o altitud) del sitio de recoleccién
se expresa en metros sobre el nivel del mar.

Estado:
1. Cultivado
2. Regeneracion natural

Fuente (o procedencia) de recoleccion o adquisicion:
Asociado a cultivos

Borde de carretera

En bosque secundario o bosque primario

Pradera (pastizal)

Ronda hidrica

Jardin o huerto

Cerca viva

Barbecho (tierra en descanso o rastrojos)

©NOoO Ok WNE

Donante: Nombre del propietario del predio de donde se toman las muestras o de la
entidad que se encuentre a cargo.

Descriptores ambientales del sitio

Tipo de agricultura de la zona (TAG):
1. Cultivos anuales
2. Cultivos perennes
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3. Arboles y arbustos naturales
4. Rastrojo

Vegetacién circundante en el sitio (VGAS):

1. Pradera (pastizal)

2. Bosque y arboleda (Estrato continuo de arboles, superposicion de copas de los
arboles, gran numero de arboles y arbustos en estratos distintos - estrato
continuo de arboles, generalmente no se tocan las copas, puede haber estratos
de vegetacion secundaria)

3. Matorral (Especies herbaceas y arbustos pequefios)

4. Cultivos (Produccién agricola anual y perene)

Disponibilidad de agua (DA):

1. Oirillas de rio, quebrada o acequia.
2. Secano

3. Empantanado o Inundado

Descriptores para la caracterizacion morfolégica de Balso blanco (Heliocarpus
americanus Watss.)

CARACTERISTICAS DEL TRONCO
e CUALITATIVAS:

Base del tronco (BT)
1. Simétrica
2. Asimétrica

3. Empinada
1. Simétrica 2. Asimétrica 3.

Forma del tronco (FT):
1. Cilindrico
2. Conico

3. lrregular 1. Cilindrico 2. Cdnico3. Irregular
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Distribucion de lenticelas (DL):
1. Ordenada
2. lrregular

Color de lenticelas (CL): De acuerdo a los colores codificados en la tabla de
Munsell (1975) para érganos vegetales, se usaran las siguientes categorias:

1. Pagina 2,5Y colores 6/4; 7/6; 7/8; 8/2 'y 8/4

2. P&agina 5Y colores 8/2 'y 8/4

3. Pagina 5YR 6/2; 6/4; 7/2; 716; 8/2; 8/4 y pagina 2,5YR color 5/8

4. Pagina 7,5 YR colores 6/4; 6/8; 7/2; 7/14; 716; 8/2 'y 8/4

Color de la madera (CM): De acuerdo a los colores codificados en la tabla de
Munsell (1975) para O6rganos vegetales, de identifica el color de una muestra de
madera tomada de una rama:

1. Pagina 2,5Y colores 7/2; 714y 7/6

2. P&gina 5,5Y colores 8/2; 8/4y 8/6

3. Pagina 7,5YR color 8/4

e CUANTITATIVAS
Diametro de base (DB): Se mide en diametros con una cinta métrica.

Diametro normal con corteza a 1.30 m (DNC): Se mide en diametros con una cinta
métrica.

Altura total (AT): Se mide en metros (m) con un hipsémetro.
Altura del fuste limpio (AFL): Se mide en metros (m) con un hipsémetro.

Dureza de la madera (DZM):De acuerdo a la metodologia de Brinell (Norma
Técnica, 2003), Se toma a una probeta cubica, se deja secar en horno a 70°C por 24
horas y se trata de penetrar una semiesfera totalmente de 5mm sobre su superficie
tangencial aplicando una carga de 200Kg, se debe registrar el valor de carga-
deformacion. Los valores de la penetracion se expresan en deca-Newtons. Se
realizan 4 repeticiones y se promedia.

Peso especifico aparente de la madera (PSM): Se toma una rama, se deja secar
en horno por 24 horas a 70°C, y pesa 3cm® de su madera en una balanza analitica.
Se realizan 4 repeticiones y se promedia.

El peso especifico aparente se calcula mediante | siguiente ecuacion:
PE = P/V
Donde:

PE= peso especifico aparente, en gramos por centimetro cubicos (g/cm?)
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P = peso de la probeta, en gramos (g)
V = volumen de la probeta, en centimetros ctbicos (cm®)

Resistencia a la flexiéon de madera (RF): se toman secciones cuadradas con un
espesor de 0,5 cm, 2 cm de ancho y 18 cm de longitud, tomado de forma paralela al
eje longitudinal de la madera, la secciébn de madera se colocara sobre dos soportes
y se aplica la carga en el centro. La seccién sebe cargarse en forma continua y
constante para obtener una deformacion, hasta la rotura, registrandose la
deformacion y la carga correspondiente en cuatro repeticiones (Norma Técnica,
2003).

La resistencia a la flexion se calcula mediante la siguiente ecuacion:

oméx = 3PL/2ae”
Donde:
omax = resistencia maxima a la flexion, en kilogramo por centimetro cuadrado.
P = carga de rotura, en newtons
L = centro entre los soportes en centimetros
a = ancho de la probeta, en centimetros
e = altura de la probeta en la direccién tangencial, en centimetros

Densidad de madera (DM): se determina mediante la formula:
Densidad = Peso especifico (g)/ 1cm3

Se aplica para los valores obtenidos en las cinco repeticiones de PSM tomadas para
cada individuo.

CARACTERISTICAS DE LA CORTEZA
e CUALITATIVAS

Forma de la corteza (FC):
1. Lisa

2. Fisurada

3. Escamosa

1. Lisa 2. Fisurada 3. Escamosa

Contextura de corteza (C):

1. Carnosa
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2. Fibrosa

Dientes y fisuras de la corteza muerta (DFCM):
1. Diente concavo

2. Diente plano

3. Diente convexo

4. Fisuray diente en yunque

1. Concavo 2. Plano 3. Convexo 4. Yungue

Mucilago en la corteza interna (MCI):
1. Presente
2. Ausente

Oxidacién de exudados (OEX): Se evalla después de un minuto de extraer la
corteza.

1. Poco oxidada

2. Oxidada

3. Muy Oxidada

Color de exudados (CEX): Se evalta después de un minuto de extraer la corteza,
de acuerdo a los colores codificados en la tabla de Munsell (1975) para 6rganos
vegetales.

1. Pagina 2,5YR colores 4/6; 4/8; 5/8 y 6/8

2. Pagina 5YR colores 4/6; 4/8; 5/10; 5/6; 5/8; 6/10; 6/8'y 7/6

3. Pagina 7,5YR colores 5/6; 5/8 y 6/10

4. Pagina 10R colores 4/8; 5/10; 5/8 y 7/8

e CUANTITATIVAS

Grosor de la corteza desprendida (GCD): con un pie de rey se mide en
centimetros (cm) la parte mas gruesa de una muestra de corteza desprendida
tomada a una altura de 1,30 m del tronco.

Densidad de exudados (DEX): Se toma una muestra de 10 gr, se macera y se
pone en 81 ml de agua (Cantidades determinadas en la investigacion previa que se
hizo para la generacion de este proyecto). Después de 12 horas se sumerge un
densimetro y se registra el valor obtenido.
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pH de exudacién (pHEX): A la solucion obtenida en el procedimiento anterior se
mide con pHmetro su pH.

Materia seca de corteza (PFC): Después de realizar las evaluaciones de
exudacion, se seca al horno durante 24 horas a 70°C, se pesa en la balanza
analitica, se aplica la siguiente ecuacion: % de materia seca = [(Peso fresco — Peso
seco)/Peso fresco]*100 y se promedia.

CARACTERISTICAS DE LA COPA
e CUALITATIVAS

Forma de la copa (FCP):
1. Abanicada

2. Aparasolada

3. Ovoide

1. Abanicada 2. Aparasolada 3. Ovoide

Consistencia de las ramas (CR)
1. Flexibles

2. Macizas

3. Tabicadas

Direccion de ramas (DR):
1. Erguidas

2. Horizontales 1. Erguida 2. Horizontales

Disposicion de ramas (DPR):
1. Alternas

2. Espiraladas

3. Opuestas

4. Verticiladas

1. Alternas 2. Espiralada 3. Opuestas 4. Verticiladas
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Forma de ramas (FR):
1. Arqueadas

2. En “s” extendidas

3. Angulosa 1. Arqueadas 2. En “S” extendida 3. Angulosa

Poda Natural (PN):
1. Abundante

2. Escasa

3. Nula

Abundancia de follaje (AF):
1. Abundante

2. Escaso

3. Medio

Distribucion de follaje (DF):
1. Aglomerado

2. lrregular

3. Ramilletes

4. Sombrillas

1. Aglomerado 2. lrregular 3. Ramillete 4.

Color de la rama (COR): De acuerdo a los colores codificados en la tabla de
Munsell (1975) para 6rganos vegetales.

1. Pagina 2,5GY colores 7/2; 8/2; 8/4 y 5GY colores 5/4

2. Pagina 2,5Y colores 5/4; 6/2; 7/14;5/4y 716

3. PA&gina 5Y colores 5/4; 6/4; 6/6; 7/2; 7/4; 7/6; 8/2 y 8/4

4. Pagina 5YR 3/4

Cantidad de indumento de la rama (CIR):
1. Ausente
2. Escaso

89



3. Medio
4. Abundante

e CUANTITATIVAS
Numero de ramas principales (NRP): Contabilizar en nimero de ramas principales.

Longitud de ramas (LGR): Se mide en centimetros (cm) 10 ramas secundarias de
la parte media del arbol al azar con hipsémetro y se promediaran.

Diametro de copa (proyeccion de copa) (DC): Se miden en metros (m) con cinta
métrica la copa en sentido norte (N) a Sur (S) y de este (E) a oeste (W), visualizando
hasta donde se extienden las ramas.

NUumero de nudos por metro de rama (NNMR): A las ramas a las cuales se les
midio la longitud se les contabiliza los nudos presentes en un metro y se promedia.

Diametro basal de ramas (DBR): A las ramas evaluadas anteriormente se les mide
el diametro de la base en centimetros (cm) con cinta métrica y se promedia.

CARACTERISTICAS DE LAS HOJAS
e CUALITATIVAS

Forma de la lamina foliar (FLF):
1. Lobadas

2. Palmada 1. Lobadas 2. Palmada

Forma de la base de la ldmina foliar (FBLF):
1. Cordada

2. Aguda 1. Cordada 2.Aguda

Forma del 4pice de la lamina foliar (FALF):
1. Agudo (angulo <90°)
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2. Obtuso (angulo >90°)
1. Agudo<90° 2. Obtuso>90°C

Borde o Margen de la lamina foliar (BH):
1. Doble Serrado

2. Serrado 1. Doble Serrado 2. Serrado

Cantidad de indumento del haz de la lamina foliar (CIHF):
1. Ausente

2. Escaso

3. Medio

4. Abundante

Cantidad de indumento del envés de la lamina foliar (CIEF):
1. Escaso

2. Medio
3. Abundante

Color de lalamina foliar en el haz (CLFH): De acuerdo a los colores codificados en
la tabla de Munsell (1975) para 6rganos vegetales.

1. Pagina 2,5GY colores 6/6

2. Péagina 5GY colores 4/4; 4/5; 4/6; 5/4; 5/6; 5/8 y 6/6

3. P&gina 7GY colores 4/6

4. Pagina 7,5GY colores 3/2; 3/4; 4/4; 4/2; 416 y 5/6

Color de lalamina foliar en el envés (CLFE): De acuerdo a los colores codificados
en la tabla de Munsell (1975) para érganos vegetales.

1. Pagina 2,5GY colores 5/2; 6/2; 6/4; 7/2; 7/4; 8/2 'y 2,5G colores 8/2

2. Péagina 5GY colores 5/4; 5/6; 6/3; 6/4; 6/6; 7/6 y 5G colores 5/4

3. P&gina 7GY colores 6/4 'y 6/2

4. Pagina 7,5GY colores 6/4; 5/2; 5/4; 6/2; 6/4; 7/12 y 8/2.

Ondulacion de la lamina foliar (OLF):
1. Céncava
2. Ondulada
3. Convexa
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1. Céncava 2.Ondulada 3. Convexa

Venacion en el haz (VH):

1. Hundida
2. Intermedia
3. lzada

e CUANTITATIVAS

Longitud de la ldmina foliar (LLF):Medir con pie de rey en centimetros (cm), 10
hojas tomadas de la parte media del arbol desde la base del peciolo hasta el apice
de la lamina en hojas plenamente desarrolladas y promediar.

Ancho de la lamina foliar (ALF): A las mismas hojas a las que se les tomo la
longitud, medir con pie de rey en centimetros (cm) la parte mas ancha y promediar.

Longitud del peciolo (LP): Medir con pie de rey en centimetros (cm) el peciolo de
las 10 hojas que se han seleccionado como muestra para esta evaluacion y
promediar.

Grosor del peciolo (GP): Medir con pie de rey en centimetros (cm) el punto mas
grueso del peciolo de las 10 hojas muestreadas y promediar.

Numero de venas principales (NVP): Contar el nimero de venas principales de las
10 hojas seleccionas y promediar.

Profundidad de lébulo inferior (PLI): Medir con pie de rey en centimetros (cm) la
profundidad del I6bulo inferior derecho de las 10 hojas muestreadas y promediar.

Longitud del I6bulo superior (LLS): Medir con pie de rey en centimetros (cm) la
longitud del I6bulo superior de las 10 hojas muestreadas y promediar.

Profundidad de base en lamina foliar (PB): Medir con pie de rey en centimetro

(cm) la profundidad de la base que va pegada al peciolo de las mismas 10 hojas de
los descriptores anteriores y promediar.
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CARACTERISTICAS DE LA FLOR
e CUALITATIVAS

Color de los pétalos (CP): De acuerdo a los colores codificados en la tabla de
Munsell (1975) para 6rganos vegetales.

1. Pagina 2,5Y colores 7/4; 8/2; 8/4; 8/6; 8/8 y 2,5GY 8/10

2. Pagina 5Y colores 8/2; 8/4; 8/5; 8/6 y 8/7

3. P&agina 7YR colores 8/2; 8/4; 8/6 y 5YR colores 5/10

Posicion de inflorescencias (PI):
1. Terminales
2. Axilares

Indumento del sépalo (IS):
1. Ausente

2. Presente

Indumento del caliz (IC):
1. Ausente

2. Presente

e CUANTITATIVAS

Longitud de sépalos (LS): Tomar 10 flores y medir con pie de rey en centimetros
(cm) la longitud de los sépalos y promediar.

Ancho de sépalos (AS): A los mismos sépalos de la evaluacion anterior medir con
pie de rey en centimetros (cm) la parte mas ancha de cada uno y promediar.

Longitud de pétalos (LGP): A las 10 flores a las cuales se les medio los sépalos,
medirles con pie de rey en centimetros (cm) su longitud y promediar.

Ancho de pétalos (AP): A los pétalos a los cuales se les evalué su longitud,
medirles con pie de rey en centimetros (cm) la parte mas ancha y promediar.

Numero de botones florales en inflorescencia (NFI): tomar 2 inflorescencias,
contar el numero de flores y promediar.
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CARACTERISTICAS DEL FRUTO
e CUALITATIVAS

Forma del fruto (FF):
1. Cordiforme

2. Cordiforme alargado
3. Oval

1. Cordiforme 2. Alargado 3. Oval

Indumento del fruto (IF):
1. Ausente
2. Presente

Uniformidad en el tamafio de los frutos (UTF):
1. Si
2. No

Color del fruto (CF): De acuerdo a los colores codificados en la tabla de Munsell

(1975) para 6rganos vegetales.

1. Pagina 2,5R colores 5/4; 5/6 y 6/8

2. P&gina 5R colores 3/6; 4/2; 4/4; 4/6; 5/4; 5/6; 5/10; 6/6; 7/6; 7/8 y 10R colores 4/4;
5/8; 6/6; 6/10; 7/8

3. P&gina 5YR colores 5/4, pagina 10YR colores 7/8 y 2,5YR colores 6/6

4. Pagina 7,5YR colores 5/6

Frutos deformes (FD): frutos que presentan forma triangular o cuadrada.
1. Ausente
2. Presente

e CUANTITATIVAS

Numero de frutos por inflorescencia (NFIN): Se seleccionan dos inflorescencias al
azar, se contabiliza el nimero de frutos que ha cargado y se promedian.
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Numero de frutos deformes por inflorescencia (NFD): En las mismas
inflorescencias empleadas para la evaluacion de NFIN se contabiliza en nimero de
frutos de forma diferente a la plana.

Diametro polar de fruto (DPF): Medir con pie de rey en centimetros (cm) desde el
punto de insercion del pedunculo hasta la base en 10 frutos y promediar.

Longitud del pedunculo (LOP): Medir con pie de rey en centimetros (cm) la parte
mas larga de los pedunculos de los 10 frutos muestreados y promediar.

Grosor del pedunculo (GRP): Medir con pie de rey en centimetros (cm) la parte
mas gruesa de los pedunculos evaluados anteriormente y promediar.

Numero de l6culos por fruto (NL): Con un bisturi partir por la mitad los 10 frutos
muestreados, contabilizar el nimero de l6culos y promediar.

Numero de frutos deformes (NFD): En aquellos individuos que presentan frutos
deformes, se contabilizan de forma separada en cada inflorescencia y se promedia.

CARACTERIZACION DE LAS SEMILLAS
e CUALITATIVAS

Color de la semilla (CS): De acuerdo a los colores codificados en la tabla de
Munsell (1975) para 6rganos vegetales.

1. Pagina 2,5Y colores 6/6; 7/6 y 8/6

2. Péagina 5RY colores 3/2; 3/4; 4/2; 4/4; 4/6; 5/2; 5/4; 5/6; 5/8; y 6/4

3. P&gina 7,5YR colores 4/2; 4/4; 5/4; 5/6; 5/8; 6/6 y 7/6

4. Pagina 10R colores 3/2

Superficie de la semilla (SM):
1. Lisa
2. Rugosa

e CUANTITATIVAS

Peso de semilla (PES): En una balanza analitica pesar 100 semillas.

Diametro polar de semilla (DPS): Medir con pie de rey en centimetros (cm) la parte
mas larga de 10 de las semillas pesadas y promediar.
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Anexo 2. Datos de pasaporte de los individuos de Heliocarpus americanus

Watts. caracterizados fenotipica y genotipicamente.

LATITUD LONGITUD ALTITUD FUENTE DE
............. ID... MUNICIPIO (LN) (LO) (msnm) RECOLECCION
AN160  Ancuya 01°09'59,4" 77°31'34,1" 2238 Pradera o pastizal
AR19 Arboleda 01°29'39,4" 77°05'59,6" 2102 Borde de carretera
CO145 Consaca 01° 15'15,4" 77° 26'40,2" 1902 Cerca viva
CO136-4 Consaca 01° 10'35,5" 77°26'55,1" 1847 Ronda hidrica
CO137-2 Consaca 01° 10'35,1" 77° 26'54,3" 1757 Ronda hidrica
CO141 Consaca 01°10'30,1" 77°26'59,1" 1837 Ronda hidrica
CO155-2 Consaca 01°13'10,7" 77°25'19,1" 2136 Ronda hidrica
CO167-2 Consaca 01°10'26,2" 77°26'02,8" 2184 Cerca viva
CO169-3 Consaca 01°10'24,0" 77° 26'04,5" 2180 Borde de carretera
CH92 Chachagui 01°21'12,3" 77°14'27,2" 2053 Asociado a cultivos
CH92-1 Chachagui 01°22'11,0" 77°14'27,6" 2055 Asociado a cultivos
CH81-1 Chachagui 01°21'31,1" 77°15'10,9" 1969 Ronda hidrica
Bosque secundario o
CH102  Chachagui 01°21'29,5" 77°16'00,0" 2146 primario
Bosque secundario o
CH94-1 Chachagui 01°21'30,8" 77°15'57,8" 2185 primario
CH67 Chachagui 01° 20'50,3" 77°17' 00,6" 2091 Cerca viva
CH76 Chachagui 01°20'51,5" 77°17'08,4" 2054 Borde de carretera
CH63 Chachagui 01°20'51,8" 77°17'03,7" 2048 Cerca viva
CH91 Chachagui 01°21'12,1" 77°16'29,5" 2073 Ronda hidrica
CH95-2  Chachagui 01°21'10,6" 77°16'27,6" 2085 Barbecho
CH90-4 Chachagui 01°19'41,3" 77°16'26,0" 2125 Borde de carretera
GU118-3 Guachavez 01°13'06,4" 77° 39'49,5" 1998 Ronda hidrica
GU128-1 Guachavez 01°13'24,9" 77°39'41,0" 2028 Ronda hidrica
GU113  Guachavez 01° 15'15,4" 77° 38' 45,6" 1896 Barbecho
GU112  Guachavez 01° 22'46,9" 77° 36'21,3" 2044 Cerca viva
GU118-1 Guachavez 01° 14'42,1" 77° 39' 07,6" 1948 Ronda hidrica
GU124-3 Guachavez 01°13'20,4" 77°39'47,5" 1952 Ronda hidrica
Bosque secundario o
TB39-4 El Tambo 01° 23'51,5" 77° 20'54,8" 2333 primario
Bosque secundario o
TB37-2 El Tambo 01°23'46,1" 77°21'02,1" 2340 primario
TB55 El Tambo 01°23'39,8" 77°21'30,7" 2296 Ronda hidrica
TB56-4 El Tambo 01° 23'38,9" 77° 22'33,7" 2284 Borde de carretera
TB56-5 El Tambo 01° 23'38,7" 77°22'33,1" 2286 Borde de carretera
FL177-1 La Florida 01°20'42,7" 77° 22' 23.0" 2108 Cerca viva
Bosque secundario o
FL188-4 La Florida 01°19'37,1" 77°19'19.4" 2013 primario
FL185-1 La Florida 01°21'10,8" 77°21'33.2" 2204 Cerca viva
FL183-3 La Florida 01°21'11,2" 77°21'32.6" 2207 Pradera o pastizal
Bosque secundario o
UNO3 La Union 01° 35'27,2" 77°07' 524" 1817 primario
UNO6 La Unién 01° 35'24,0" 77° 09' 30,6" 1859 Jardin o huerto
UNG6-1 La Union 01° 33'56,8" 77°07' 314" 2014 Cerca viva
Lil4 Linares 01° 22'57,0" 77° 32'33,9" 2262 Borde de carretera
Li68 Linares 01°20'01,0" 77°31'17,0" 1944 Cerca viva
Li80 Linares 01° 22'00,7" 77°31'46,0" 1772 Asociado a cultivos
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Continuacion Anexo 2. Datos de pasaporte.

LATITUD LONGITUD  ALTITUD FUENTE DE
ID MUNICIPIO (LN) (LO) (msnm) RECOLECCION
Bosque secundario o
Li97 Linares 01°14'01,3" 77°17' 38,3" 1824 primario
ML61 Mallama 01°11'05,6" 77°57'49,1" 1304 Borde de carretera
Ri55 Ricaurte 01°10'57,4" 77°57'58,1" 1329 Asociado a cultivos
SM108-4 Samaniego 01° 22'47,2" 77° 36'21,8" 2095 Ronda hidrica
San Pedro de
SP3-2 Cartago 01°33'09,5" 77°07' 24,6" 2078 Cerca viva
San Pedro de
SP44 Cartago 01°33'38,4" 77°07'24,9" 2065 Cerca viva
SN121  Sandona 01° 15'23,5" 77° 27'43,9" 1943 Asociado a cultivos
SN129-1 Sandona 01°18'01,7" 77°27'16,1" 1842 Cerca viva
Bosque secundario o
YA159 Yacuanquer 01° 09'59,1" 77° 26'53,0" 2004 primario
YA165-3 Yacuanquer 01° 09'59,5" 77°27'03,3" 1930 Asociado a cultivos
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Anexo 3. Datos de descriptores cuantitativos y cualitativos de individuos seleccionados de Balso blanco (Heliocarpus americanus Watss).

N° Genotipo EST FRT DB DNC AT AFL DZM PSM RF DM  GCD DEX PHEX PFC NRP LGR DC NNMR DBR
1 AN 160 2 4 68,15 5191 9,6 3 38 0,7 306,9 0,25 246 097 561 141 11 0,99 18,43 61 1,27
2 AR 19 2 2 52,55 46,18 8,3 2,3 97,75 0,7 3584 0,25 235 098 537 177 10 0,91 25,15 16 1,40
3 CH 92 2 7 62,80 4940 9.2 2,2 76,5 0,8 2839 0,27 261 103 524 155 7 1,14 24,36 46 1,27
4 CH92-1 2 5 52,50 45,80 9 2,5 154,75 1,2 4258 0,39 2,06 1,12 588 194 7 0,91 15,22 27 1,75
5 CH81-1 2 5 54,11 41,38 10 1,7 213,75 0,8 152,1 0,26 2,83 1,02 608 199 6 1,00 19,80 51 1,44
6 CH 102 2 5 62,30 51,60 9,9 6,3 2525 04 5195 0,39 2,65 096 584 165 7 1,14 24,36 46 1,27
7 CH 94-1 2 5 68,80 51,20 10 53 151,25 0,3 589,7 0,29 27 1,12 640 184 5 1,05 20,90 42 1,43
8 CH 67 2 7 36,35 32,48 9,2 5,2 1885 04 364,9 0,37 2,01 1,05 621 310 7 0,76 26,00 27 1,23
9 CH 76 2 2 62,25 51,29 10 2,3 97,25 0,3 1445 0,27 231 096 499 181 6 1,00 21,80 39 1,39
10 CH 63 1 1 57,96 52,21 7,3 18 68,25 0,2 4256 0,25 191 095 511 201 6 1,01 24,00 49 2,04
11 CH91 1 1 55,70 51,37 9,7 4,2 39,75 0,2 249,1 0,21 1,53 093 515 237 8 0,88 19,00 49 2,51
12 CH 95-2 2 5 33,55 29,19 88 3,8 1105 0.3 381,2 0,27 2,08 097 499 181 4 1,28 14,30 52 1,81
13 CH 90-4 2 3 47,11 34,06 9,3 4,8 97,75 0,3 1790 0,28 2,69 095 511 200 5 0,88 17,00 46 1,81
14 CO 145 2 3 45,26 40,13 9,5 3,6 1705 0.3 281,1 0,27 231 099 542 192 12 1,27 18,80 31 1,11
15 CO 136-4 2 7 67,83 46,18 9,7 4 147 0,2 3349 024 111 095 514 267 11 1,52 24,20 43 1,16
16 C0O 137-2 2 2 41,08 42,68 7,5 335 12125 0,3 1493 0,25 1,28 097 530 228 5 1,28 15,00 55 1,10
17 CO 141 2 7 41,08 3599 6,2 3,2 187,25 0,3 216,6 0,33 1,04 093 523 304 3 1,05 17,50 61 1,39
18 CO 155-2 2 5 56,37 47,45 7,2 4,3 274,75 0,3 427,1 0,34 1,56 099 524 317 6 1,09 27,40 48 1,38
19 CO 167-2 2 8 48,41 43,30 9,6 3,5 24425 0,3 809,6 0,35 1,46 095 542 362 7 0,89 20,00 52 1,47
20 C0O 169-3 2 2 48,41 41,08 9 3,8 159,25 0,9 4153 0,32 1,99 098 514 226 10 0,95 18,00 44 1,16
21 FL177-1 2 5 38,22 3503 7 14 1115 1,0 3299 0,33 187 098 500 295 6 0,78 20,00 38 1,88
22 FL 188-4 2 5 38,85 3312 7,6 2,7 1115 10 3378 0,34 199 095 515 277 7 1,01 25,00 46 1,30
23 FL 185-1 2 8 4522 3854 9,6 4,8 1635 10 559,5 0,33 2,56 099 530 194 4 0,98 21,40 27 1,68
24 FL 183-3 2 7 55,41 34,59 10 4,8 109 0,9 363,1 029 181 092 493 213 7 1,19 29,20 51 1,93
25 GU 118-3 2 5 38,54 28,98 87 3,5 244 0,9 380,9 0,30 184 092 493 213 5 1,06 21,30 13 2,01
26 GU 128-1 2 5 35,03 28,34 7.8 3 103 0,8 182,2 0,26 1,35 094 515 196 5 1,11 15,50 18 2,71
27 GU 113 1 3 37,80 28,00 7,5 34 24,5 0,6 2512 0,18 1,32 091 579 256 6 1,14 11,50 34 1,67
28 GU 112 2 3 53,50 51,90 9,6 4,6 335 0,9 287,3 0,30 3,19 095 511 163 10 1,10 19,70 50 1,05
29 GU 118-1 2 5 35,03 29,94 94 511 244 0,9 380,99 0,30 1,87 098 520 206 5 1,06 15,00 34 2,11
30 GU 124-3 2 2 31,20 27,07 9 2 288 0,8 3408 0,26 1,29 086 584 394 5 1,10 16,00 28 1,64
31 Lil4 2 2 36,62 30,25 9 5 308,25 1,0 2955 0,33 155 092 534 235 6 1,48 15,60 23 2,28
32 Li 68 2 7 63,69 4522 98 2,6 55,5 0,9 357,6 0,29 146 098 472 216 9 0,67 17,60 18 1,39
33 Li 80 2 3 34,08 36,31 8,3 3,9 226 0,9 568,2 0,29 1,32 099 515 247 12 0,70 17,50 25 1,53
34 Li 97 2 7 31,53 30,89 7,9 1,3 58,25 0,6 3456 0,21 137 095 503 200 13 0,81 14,06 12 1,38
35 ML 61 2 4 36,62 32,47 7,8 7,7 139 0,9 3248 0,31 154 095 567 232 14 0,80 13,40 26 1,38
36 Ri 55 2 3 41,08 3248 8,6 4,8 100 0,9 509,9 0,30 0,76 090 565 285 17 0,73 18,50 20 1,38
37 SM 108-4 1 6 62,40 45,20 10 2 52,75 0,7 350,1 0,23 1,14 097 565 211 7 1,36 15,00 24 2,31
38 SN 121 2 7 57,01 4427 8,7 3,3 157 0,7 372,3 0,24 225 1,01 586 230 9 1,29 11,60 9 0,97
39 SN 129-1 2 2 50,69 29,94 10 6 66 0,6 388,7 0,21 129 094 513 157 6 1,23 18,00 15 2,75
40 SP 3-2 2 7 50,93 43,93 94 4,5 150,25 0,9 819,1 0,31 186 095 521 242 12 1,89 16,00 19 0,90
41 SP 44 2 1 51,27 4331 6,1 24 71,25 0,7 2429 0,24 225 094 529 171 6 0,86 16,90 24 1,26
42 TB 39-4 2 3 54,43 51,88 8,6 4,7 127,25 0,9 5579 0,31 187 094 502 199 7 1,09 15,80 37 2,31
43 TB 37-2 2 2 51,12 50,48 10 6 86,25 0,6 246,0 0,21 1,77 094 504 140 12 1,31 13,00 49 1,09
44 TB 55 2 1 54,78 46,82 10 6,2 267 11 3998 0,36 1,65 095 505 221 6 1,00 15,00 37 2,34
45 TB 56-4 2 5 43,82 40,86 8,8 2,7 100,2 0,6 1926 021 211 098 515 175 4 0,69 18,00 30 2,46
46 TB 56-5 2 7 43,92 40,76 8,8 2,7 74,5 0,7 2333 0,23 1724 093 513 188 5 0,84 17,00 25 2,28
47 UN 03 2 7 3599 4140 6 1,8 201,25 0,9 658,8 0,30 0,78 091 585 373 32 0,77 15,70 33 1,98
48 UN 06 1 1 45,22 36,31 84 34 2715 10 484,4 0,33 1,83 094 519 153 23 1,10 19,50 14 1,07
49 UN 6-1 1 7 65,29 34,08 8,4 3,5 15225 11 596,9 0,36 2,37 098 561 160 12 1,89 18,00 19 0,90
50 YA 159 2 3 57,32 41,40 8,7 3,8 1735 10 3195 0,32 189 099 522 180 41 1,47 24,10 51 1,27
51 YA 165-3 2 1 56,37 42,99 57 1,57 1605 1,0 4533 0,32 2,49 095 528 224 26 0,86 21,60 56 0,91

Media 48,93 40,42 8,71 3,65 14948 0,70 37541 029 186 096 534 221 945 1,07 18,78 3510 1,60 1553 16,56
Desviacion estandar 10,70 7,85 1,16 1,44 77,67 0,28 152,14 0,05 055 0,05 0,36 058 7,15 027 4,13 14,42 0,50 2,57 2,50
CV% 21,87 19,41 13,34 39,46 51,96 40,56 40,53 17,66 29,77 4,76 6,74 26,44 75,63 25,04 21,99 41,08 31,25 16,55 15,12
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Continuaciéon Anexo 3. Variables cuantitativas.

N° Genotipo LP GP NVP  PLI LLS PB LS AS LGP AP NFI NFIN NFD DPF LOP GRP NL PES DPS
1 AN 160 656 031 9 229 340 119 056 018 0,39 0,13 1995 1778 0 057 065 009 2 0,13 0,21
2 AR 19 880 039 9 314 572 19 048 021 043 0,13 1832 889 0 0,70 064 015 4 0,06 0,24
3 CH 92 10,05 043 7 297 381 206 044 012 0,38 0,10 3076 675 0 061 068 013 2 0,10 0,24
4 CH92-1 1052 041 9 255 565 249 044 0,12 0,38 0,10 3076 1596 30 054 078 013 3 0,10 0,24
5 CH81-1 10,40 035 7 353 602 138 068 026 042 0,13 1292 1062 0 051 043 009 3 0,08 0,24
6 CH 102 820 054 9 344 596 283 0,71 021 059 017 4317 2345 0 049 074 011 2 0,11 0,24
7 CH94-1 10,36 051 7 264 728 235 063 017 045 0,12 1864 1230 12 055 058 012 2 0,13 0,28
8 CH 67 944 048 7 355 682 300 091 020 0,75 0,23 8352 1969 0 051 079 013 2 0,05 0,23
9 CH76 12,10 039 7 294 643 231 058 0,19 051 0,14 1206 1623 0 048 075 009 2 0,08 0,24
10 CH 63 990 049 7 278 649 221 071 021 060 018 1810 2523 0 041 081 013 2 0,12 0,27
11 CHOIl 833 036 7 308 643 264 081 021 0,74 0,22 2855 1292 24 051 061 013 2 0,10 0,23
12 CH 95-2 11,30 0553 7 235 637 182 049 019 034 0,13 1740 1764 0 044 043 006 2 0,12 0,23
13 CH 90-4 12,60 048 7 428 751 289 077 015 067 0,14 1737 1494 0 049 061 013 4 0,09 0,22
14 CO 145 12,74 042 7 39 517 320 065 021 048 0,12 725 271 0 051 051 012 1 0,10 0,23
15 CO 136-4 915 042 7 344 674 245 064 018 047 0,13 1611 1571 31 051 066 014 2 0,06 0,28
16 C0O 137-2 936 051 7 350 626 270 0,78 022 049 0,08 5246 2549 0 043 043 009 2 0,85 0,22
17 CO 141 1196 050 7 376 616 284 069 014 052 0,11 3649 1135 67 027 048 011 2 0,13 0,24
18 CO 155-2 891 034 7 248 504 136 0,78 0,17 042 0,10 2528 480 0 042 046 011 2 0,06 0,24
19 CO 167-2 961 046 7 352 638 242 0471 0417 051 0,15 560 171 0 039 062 011 2 0,09 0,19
0 CO 169-3 11,23 046 7 377 612 207 081 023 057 019 1660 2580 0 058 092 015 2 0,11 0,27
21 FL177-1 6,80 037 7 242 560 209 079 020 065 0,17 991 978 0 056 0,78 009 1 0,11 0,22
22 FL 188-4 920 033 7 245 514 151 0,70 020 0,62 0,15 3672 1634 0 041 071 008 1 0,09 0,25
23 FL 185-1 12,06 0,37 7 380 664 242 049 0,17 036 0,11 5297 551 0 050 063 012 2 0,06 0,22
24 FL 183-3 731 042 7 211 496 296 0,73 023 049 0,19 1699 1575 0 056 071 013 2 0,08 0,19
25 GU 118-3 980 036 7 383 765 219 091 023 066 0,19 2463 1871 162 048 065 009 1 0,09 0,29
26 GU 128-1 930 051 7 489 666 243 052 016 034 0,12 3006 2857 0 058 079 012 2 0,08 0,22
27 GU 113 15,90 0,48 9 460 628 397 046 0,17 032 0,13 7952 1029 20 053 054 011 1 0,07 0,14
28 GU 112 14,10 046 9 295 525 175 045 0,15 0,33 0,11 3085 2142 21 042 038 013 2 0,14 0,23
29 GU 118-1 11,40 049 7 325 626 213 0,73 023 055 0,15 2722 792 72 037 054 012 2 0,10 0,23
30 GU 124-3 12,10 046 9 390 642 249 0,79 023 059 0,16 3028 2497 0 049 055 012 2 0,08 0,23
31 Li14 904 046 9 382 49 324 067 019 047 0,16 2280 1876 0 045 044 010 1 0,08 0,24
32 Li 68 12,02 0,39 9 438 764 241 055 0,14 040 0,14 1412 1298 0 046 089 004 4 0,08 0,22
33 Li 80 742 027 11 471 814 328 064 023 042 014 358 34 0 062 087 005 4 0,10 0,27
34 Li 97 866 029 9 545 799 181 042 0,14 028 0,11 3884 2524 0 058 0,79 008 4 0,12 0,24
35 ML 61 13,20 049 7 425 659 283 057 018 045 0,14 2846 1378 0 064 087 008 2 0,10 0,27
36 Ri 55 1450 042 7 219 766 278 062 0,18 051 058 2277 1428 0 061 092 020 3 0,23 0,31
37 SM 108-4 847 036 9 211 598 165 065 021 052 0,17 8482 4691 46 041 058 009 1 0,18 0,23
38 SN 121 10,10 0,48 9 315 742 213 043 016 033 0,11 857 531 29 050 043 009 4 0,16 0,22
39 SN 129-1 18,40 0,69 7 549 935 331 081 022 064 016 2598 1232 240 035 042 008 4 0,12 0,23
40 SP 3-2 10,40 044 9 411 683 259 074 020 051 017 6737 2268 0 038 060 004 2 0,09 0,24
41 SP 44 985 054 9 258 578 145 056 016 0,29 0,14 3228 3259 0 044 051 011 2 0,26 0,14
42 TB 39-4 860 051 9 337 542 28 065 019 049 0,14 2892 1947 0 041 071 012 1 0,06 0,27
43 TB 37-2 910 039 7 293 691 248 0,77 021 066 0,12 4029 2947 0 051 057 011 2 0,24 0,12
44 TB 55 978 047 7 381 611 287 049 019 044 0,12 2635 1152 0 051 067 012 2 0,07 0,18
45 TB 56-4 15,10 048 7 301 475 211 056 0,18 044 0,15 2901 1062 130 049 051 011 1 0,13 0,25
46 TB 56-5 950 046 7 320 715 334 057 018 0,39 0,16 2392 1837 18 036 073 008 2 0,07 0,22
47 UN 03 880 046 9 305 666 392 026 013 021 0,10 967 502 0 042 038 008 2 0,15 0,38
48 UN 06 742 033 9 234 420 275 028 013 0,22 0,11 4657 1711 0 049 081 016 2 0,05 0,17
49 UN 6-1 887 050 9 262 597 201 057 020 047 017 3411 1466 0 052 070 010 2 0,07 .0,25
50 YA 159 983 038 7 316 502 269 047 019 041 0,13 6373 1742 0 039 035 012 1 0,14 0,23
51 YA 165-3 1146 044 7 354 572 251 068 0,19 055 0,15 753 1583 0 056 046 013 2 0,17 0,22
Media 10,39 044 7,78 336 621 245 062 019 047 0,15 2961,08 159 18 049 063 011 214 0312 0,23

Desviacion estandar 2,36 008 106 082 1,11 061 015 0,03 0,12 0,07 193317 862 45 0,08 016 003 089 011 0,04

CV% 22,73 17,45 13,67 24,46 17,89 2506 23,59 17,18 26,41 45,86 65,29 54 254 17,18 24,67 27,29 41,87 93,75 17,65
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Continuacion Anexo 3. Variables cualitativas.

DF COR CIR FLF

PN AF

FR

OEX CEX FCP CR DR DPR

DFCM _ MCI

CM FC C

FT DL CL

BT

Genotipo
AN 160
AR 19

NO
1
2
3
4
5
6
7
8
9

CH 92

CH 92-1
CH 81-1
CH 102
CH 94-1

CH 67

CH 76

10 CH®63
11 CHo91

12 CH95-2
13 CH90-4
14 CO 145

15 CO 136-4
16 CO137-2
17 CO141

18 CO 155-2
19 CO167-2

CO 169-3
21 FL177-1
22 FL 188-4
23 FL 185-1
24 FL 183-3

25 GU118-3
26 GU128-1
27 GU113
28 GU112

29 GU118-1
30 GU124-3
31 Lil4

32 Li6s

33 Lig0

34 Lig7

35 ML61

36 Ri55

37 SM108-4
38 SN121
39 SN129-1
40 SP 3-2
41 SP 44

42 TB 39-4
43 TB 37-2
44 TB 55

45 TB 56-4
46 TB 56-5
47 UNO03
48 UN 06

49 UNG6-1

50 YA 159

51 YA 165-3
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Continuacion Anexo 3. Variables cualitativas.

SM

FALF  BH CIHF CIEF CLFH CLFE OLF VH CP Pl IS IC FF_IF UTF CF DF CS FS

FBLF

Genotipo
AN 160
AR 19

NO
1
2
3
4
5
6
7
8
9

CH 92

CH92-1
CH81-1
CH 102
CH94-1

CH&67

CH76

10 CH®63
11 CHo91

12 CH95-2
13 CH90-4
14 CO 145

15 CO 136-4
16 CO137-2
17 CO141

18 CO 155-2
19 CO167-2

CO 169-3
21 FL177-1
22 FL 188-4
23 FL 185-1
24 FL 183-3

25 GU118-3
26 GU128-1
27 GU113
28 GU112

29 GU118-1
30 GU124-3
31 Lil4

32 Li6s

33 Lig0

34 Lig7

35 ML61

36 _Ri55

37 SM108-4
38 SN121
39 SN129-1
40 SP 3-2
41 SP 44

42 TB 39-4
43 TB 37-2
44 TB 55

45 TB 56-4
46 TB 56-5
47 UNO03
48 UN 06

49 UNG6-1
50 YA 159

51 YA 165-3
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Anexo 4. Protocolo para extraccion de ADN de plantas de Dellaporta et al.
(1983) con algunas modificaciones.

Paso Descripcion

1 Preparar Bafio maria a 65°C y colocar Buffer de extraccion y SDS (10%) por 15
minutos.

2 Transferir el tejido macerado con anterioridad a un tubo eppendorf de 1.5 ml
usando una espatula.

3 Adicionar 800ul de Buffer y 110ul de SDS 10% a cada tubo.

4 Mezclar el tejido con el Buffer de extraccién usando vortex o una punta.

5 Incubar a 65°C por 20 minutos, invirtiendo periédicamente.

6 Adicionar 250ul de Acetato de potasio 5M frio y mezclar.

7 Incubar en hielo por 20 minutos en agitacion.

8 Centrifugar a 13000 r.p.ma temperatura ambiente durante 10 minutos.

9 Transferir 800ul de sobrenadante a un tubo nuevo.

10 | Adicionar 640 pl de Isopropanol frio y mezclar de 8 a 10 veces.

11 | Incubar a -20°C por 2 horas.

12 | Centrifugar a 13000 r.p.m a temperatura ambiente por 10 minutos.

13 | Remover el Isopropanol y dejar secar sobre papel toalla y en camara extractora
de gases.

14 | Resuspender 50pl T10E1 1X (Tris HCI 1M + EDTA 0,5M)y 0,5 pl RNasa, se
hace un spin corto.

15 | De ser necesario se almacena a -20°C.

Preparacion del Buffer de Extraccion.

Reactivo Stock 50 ml | 100 ml | 250 ml
Tris HCl 100 mM I1MpH80 |[5ml [10ml |25 ml
EDTAS50 MM pH8.0 | 05MpH80|5ml |10ml |25 ml
NaCl 500 mM 5M 5ml |10ml |25 ml

e Ajustar al volumen con agua destilada

e Autoclavar por 15 minutos
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e Adicionar 1% relacion P/V de PVP, disolver agitando (0,5; 1 y 2,5 gramos
respectivamente).

e Adicionar 2% V/V de Bata Mercaptoetanol (1, 2 y 5 ml respectivamente).
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Anexo 5. Protocolo para extraccion de ADN de Doyle and Doyle (1990) con
algunas modificaciones.

Paso

Descripcion

Preparar Bafio maria a 65°C y colocar Buffer de extraccion por 30 minutos.

2 Transferir el tejido macerado con anterioridad a un tubo eppendorf de 1.5 ml
usando una espatula.
Afnadir 700ul de buffer deextraccion precalentado.
Incubar por 45 minutos a 65 °C mezclando por inversion cada 15 minutos.
Aﬁadir'YOOuI de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar 5 minutos por
inversion.

6 Centrifugar 5 minutos a 14000 r.p.m a temperatura ambiente.

7 | Remover fase acuosa y pasar a un tubo nuevo.

8 | Agregar 500ul isopropanol frio.

9 Mezclar por inversion de 1 a 20 veces.

10 | Incubar a —20 °C durante 1 hora.

11 | Centrifugar a 14000 r.p.m por 20 minutos a temperatura ambiente.

12 | Descartar el sobrenadante y dejar secar sobre papel toalla por 2 minutos.

17 | Resuspender el pellet en 100 de T10E11X (Tris HCI 1M + EDTA 0,5M)

18 | Agregar 2 ul de RNasa (10 mg/ml) e incubar a 4 °C de un dia a otro.

19 | De ser necesario se almacena a -20°C.

Preparacion del Buffer de Extraccion.

Reactivo 50 ml 100 ml | 250 ml
CTAB 159 39 7549
NaCl 4,07 g 8,149 |20,35¢
EDTA 05MpH80|0,749g |1,85¢
Tris HCI 100 mM (1 M pH 8.0) | 5 ml 10ml |25 ml

e Ajustar al volumen con agua destilada

e Autoclavar por 15 minutos

e Adicionar 1% relacion P/V de PVP, disolver agitando (0,5; 1 y 2,5 gramos

respectivamente).
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e Adicionar 2% V/V de Beta Mercaptoetanol (100ul, 200ul y 500l

respectivamente).

Anexo 6. Protocolo de Extraccion del ADN gendmico con el método de Saghai-
Maroof et al. (1984).

Paso Descripcion

1 Preparar Bafio maria a 65°C y colocar la solucion amortiguadora CTAB.

2 Transferir 50mg de tejido macerado con anterioridad a un tubo ependor de 1.5
ml usando una espétula

3 Agregar 900ul de la solucién amortiguadora CTAB. Mezclar por inversion, para
homogenizar el tejido con la solucién amortiguadora.

4 Incubar durante 60-90 min a una temperatura de 65°C y muebar los tubos con
suavidad continuamente

5 Retirar los tubos del horno y enfriar durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente.

6 Agregar 450ul de cloroformo:octanol (24:1). Agitar los tubos por inmersion
durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

7 Centrifugar a 15.000 rpm a temperatura ambiente (superior a 15°C) por 2
minutos para formar una fase acuosa (liquido superior de color amarillo) y una
fase orgéanica (color verde oscuro).

8 Recuperar aproximadamente 563ul de la fase acuosa y vaciela en un tubo
nuevo de 1.5 ml.

9 Agregar 450ul de cloroformo:octanol (C:l, 24:1). Agitar los tubos por inversion
durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 13.000-15.000
rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente.

10 | Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo que contenga 30ul de 10mg/ml de
ARNasa. Mezcle invirtiendo con suavidad los tubos.

11 | Agregar 600pl de isopropanol al 100% previamente enfriado en un refrigerador a
-20°C. Mezclar por inversion para favorecer la precipitacion del DNA e incubar
por 1 hora a -20°C. Paso opcional: incubar las muestras a -20°C durante toda la
noche, sobre todo si no es visible el DNA precipitado.

12 | Centrifugar a 13.200 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos para
precipitar y formar la pastilla de DNA en el fondo del tubo. Desechar el
isopropanol por decantacion.

13 | Agregar 750ul de etanol al 75%. Lavar suavemente la pastilla de DNA. Desechar
el alcohol por decantacion. Dejar que el alcohol se seque a temperatura
ambiente hasta que la pastilla se seque. Si todavia se siente olor a alcohol, esto
indica que la pastilla no esta completamente seca.

14 | Resuspender la pastilla en 50ul de TE1X

15 | Adicionar 0.5ul de RNAsa a cada muestra e incubar a 37°C durante 30 minutos,

agitandolos periédicamente.
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Preparacion de la solucion amortiguadora CTAB

Reactivo Stock 50 ml | 100 ml | 250 ml
CTAB 1% 1% 059 |19 259
NaCl 700 mM 5M 7ml |14 ml |35ml

EDTA 50 mM 0,5MpH8,0|50ml | 100ml | 250 ml
TrisHCI100mM |1 MpH75 |5ml |10ml |25 ml

e Ajustar al volumen con agua destilada

e Autoclavar por 15 minutos

e Adicionar 1% relacion P/V de PVP, disolver agitando (0,5; 1 y 2,5 gramos
respectivamente).

e Adicionar 2% V/V de Beta Mercaptoetanol (500ul, 1000ul y 2500l

respectivamente).
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Anexo 7. Protocolo Kit comercial de extraccion de ADN (GeneJET plant
Genomic ADN ®) con polivinilpirrolidona (PVP).

Paso Descripcion

1 En un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml afadir 350 pl de tampoén de lisis
Asuplementado con PVP en un 2% (w/v) de concentracion final.

2 Triturar 100 mg de material vegetal en nitrégeno liquido utilizando un mortero
0 molino como se describe en el paso 1 en la pagina 4.

3 Transferir el tejido macerado lo mas rapido posible al tubo de microcentrifuga
gue contiene el tampon, para evitar su degradacion del ADN.

4. Afiadir 50 pl de tampédn de lisis B y 20 pl RNasa A. Mezcle con vortex por 1
min.

5 Incubar la muestra por 10 min a 65 °C haciendo vortex cada 2 min.

6 Anadir 130 pl de solucién de precipitacion y mezclar invirtiendo el tubo 2-3
veces. Incubar 5 minutos en hielo.

7 Centrifugar durante 5 min a 14.000 rpm.

8 Recoger el sobrenadante (generalmente 450-550 ul) y traslado a un tubo de
microcentrifuga limpio. Afiadir 400 pl de Planta gDNA Binding Solution y 400
pl de etanol al 96% y mezclar bien.

9 Transferir a la columna de centrifugacién 600 o 700 ul de la mezcla anterior.
Centrifuga durante 1 min a 8.000 rpm. Deseche la solucién filtrada y aplicar
el resto de la mezcla en la misma columna. Centrifugar durante 1 min a 8000
rpm.

10 Afiadir 500 ul de tampdn de lavado | a la columna. Centrifugar durante 1 min
a 10.000 rpm. Deseche el filtrado y coloque la columna de nuevo en el tubo
de recogida.

11 Afadir 500 pl de tamp6n de lavado Il a la columna. Centrifugar durante 3 min
a 14,000 rpm.

12 Descartar el tubo de recogida que contiene la solucion del filtrado y transferir
la columna a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml estéril.

13 Para eluir el ADN genomico, afiadir 50 pl de tampon de elucion al centro de

la membrana de la columna, incubar durante 5 min a temperatura ambiente y
centrifugar durante 1 min a 10.000 rpm. Lleve a cabo una segunda etapa de
elucién utilizando 50 pl tampdn de elucion. EI ADN purificado esta listo para
ser utilizado en aplicaciones o para almacenar a -20 ° C.
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Anexo 8. Matriz de ceros y unos para los seis marcadores RAMs evaluados en
51 genotipos de Heliocarpus americanus Watss.

Genotipo AC1 AC2 AC3 AC4 AC5 AC6 AC7 AC8 AC9 ACl12 AC11 ACi12 AC13 ACl14 AC15 AC16 AcC17

AN 160 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0
AR 19 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 0
CH 92 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1
CH 92-1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1
CH81-1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1
CH 102 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
CH94-1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0
CH 67 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0
CH 76 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0
CH 63 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0
CHO91 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0
CH 95-2 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0
CH 90-4 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0
CO 145 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CO136-4 O 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1
CO137-2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
CO 141 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CO155-2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0
CO167-2 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0
CO169-3 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
FL 177-1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0
FL 188-4 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0
FL 185-1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0
FL 183-3 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
GU118-3 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
GU128-1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0
GU 113 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0
GU 112 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0
GU118-1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0
GU124-3 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
Li 14 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Li 68 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Li 80 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Li 97 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0
ML 61 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Ri 55 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
SM 1084 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
SN 121 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0
SN129-1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
SP 3-2 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0
SP 44 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
TB 39-4 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
TB 37-2 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0
TB 55 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0
TB 56-4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
TB 56-5 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0
UN 03 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
UN 06 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0
UN 6-1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0
YA 159 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0
YA165-3 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0

Frec p 051 025 031 0,25 0,37 046 0,33 036 037 058 0,17 051 0,15 029 029 018 0,06
Frec g 0,49 0,75 069 0,75 063 054 067 064 063 042 083 049 08 071 0,71 082 094
hetero 0,50 0,37 0,43 0,37 047 050 044 046 047 049 028 050 0,25 041 041 030 0,11
hetinses 0,50 0,37 044 037 047 050 045 046 047 049 029 050 026 041 041 030 0,12
hetdire 0,50 0,37 043 0,37 047 050 044 046 047 049 028 050 025 041 041 030 011
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Continuaciéon Anexo 8.

Genotipo AG1 AG2 AG3 AG4 AG5 AG6 AG7 AG8 AGY9 AG12 AGll1 AGl12 AG13 AGl4 AG15 AGl6 AG17

1
0
1
0
1
1
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

AN 160
AR 19

CH 92

CH 92-1
CH 81-1
CH 102
CH 94-1

CH 67

CH 76

CH 63

CHO91

CH 95-2
CH 90-4
CO 145

CO 136-4

CO 137-2
CO 141

CO 155-2

CO 167-2

CO 169-3
FL 177-1
FL 188-4
FL 185-1
FL 183-3

GU 118-3

GU 128-1
GU 113
GU 112

GU 118-1

GU 124-3
Li 14

Li 68

Li 80

Li 97

ML 61

1

Ri 55

0
0
0
0
1
1
1

SM 108-4
SN 121

SN 129-1
SP 3-2

SP 44

TB 39-4
TB 37-2

TB 55

1
1
1
1
1
1

1
0,58 054 0,21 0,15 0,13 039 0,17 0,36 041

TB 56-4
TB 56-5

UN 03

UN 06

UN 6-1

YA 159

YA 165-3
Frec p

0,10
0,90
0,19
0,19
0,19

0,18
0,82
0,30
0,30
0,30

0,05
0,95
0,10
0,10
0,10

0,25
0,75
0,37
0,37
0,37

0,31
0,69
0,43
0,44
0,43

0,31
0,69
0,43
0,44
0,43

0,20
0,80
0,31
0,32
0,31

0,20

042 046 0,79 085 087 061 083 064 059 0,80

Frec q

0,49 050 033 025 022 048 028 046 048 031

hetero

hetinses 0,49 050 0,33 0,26 0,22 048 029 046 049 0,32

het dire

049 050 033 025 022 048 028 046 048 031
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Continuacion Anexo 8.

Genotipo TG1 TG2 TG3 TG4 TG5 TG6 TG7 TG8 TGY9 TG12 TG11 TG12 TG13 TG14 TG15 TG1l6 TG17

1
1
0
1
1
1
0
0
1
1
1
0
0
1
1
0
0
1
1
0
1
1
1
1
0
1
1
1
1
1
1
0
1
1
1
1
0
1
0
1
1
1
1

AN 160
AR 19

CH 92

CH92-1
CHB81-1
CH 102
CH 94-1

CH 67

CH 76

CH 63

CHO91

CH 95-2
CH 90-4
CO 145

CO 136-4

CO 137-2
CO 141

CO 155-2

CO 167-2

CO 169-3
FL 177-1
FL 188-4
FL 185-1
FL 183-3

GU 118-3

GU 128-1
GU 113
GU 112

GU 118-1

GU 124-3
Li 14

Li 68

Li 80

Li 97

ML 61

Ri 55

SM 108-4
SN 121

SN 129-1
SP 3-2

SP 44

TB 39-4
TB 37-2

TB 55

1
1
1
1
1
1

1
0,51 0,34 0,34 0,34 0,18 0,22 0,29 0,44 050 0,30

0,49 066 066 066 082 0,78 0,71 056 0,50 0,70

TB 56-4
TB 56-5

UN 03

UN 06

UN 6-1

YA 159

YA 165-3
Frec p

0,34
0,66
0,45
0,46
0,45

0,30
0,70
0,42
0,42
0,42

0,58
0,42
0,49
0,49
0,49

0,54
0,46
0,50
0,50
0,50

0,37
0,63
0,47
0,47
0,47

0,33
0,67
0,44
0,45
0,44

0,37
0,63
0,47
0,47
0,47

Frec q

0,50 0,45 045 045 030 0,34 041 049 050 0,42

hetero

hetinses 050 0,46 0,46 0,46 030 035 041 050 050 0,42

het dire

0,50 045 045 045 030 0,34 041 049 050 0,42
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0

Genotipo TG18 TG19 TG22 TG21 TG22 TG23 TG24 CT1 CT2 CT3 CT4 CT5 CT6 CT7 CT8 CT9 CT12

Continuaciéon Anexo 8.

AN 160
AR 19

1

CH 92

1
0
0
0

CH 92-1
CH 81-1
CH 102
CH 94-1

CH 67

1
0

CH 76

1

CH 63

0
0
0

CH 95-2
CH 90-4
CO 145

CHO91

1
0
0
0
0
0

CO 136-4

CO 137-2
CO 155-2
CO 167-2
CO 169-3
FL 177-1
FL 188-4
FL 185-1
FL 183-3

CO 141

1
0

1
1
1
0
0
1
1
1
0
1
1
1
0
0
0
0
0

0,03 0,33 033 0,16 0,20 0,15 0,21 0,36 0,31 0,22 0,25
0,97 0,67 067 084 080 085 079 064 069 0,78 0,75
0,06 044 044 0,27 031 025 0,33 046 043 0,34 0,37
0,06 045 045 0,27 0,32 0,26 033 046 044 035 0,37
0,06 044 044 0,27 0,31 0,25 0,33 046 043 0,34 0,37

0,21
0,79
0,33
0,33
0,33

0,54
0,46
0,50
0,50
0,50

0,63
0,37
0,47
0,47
0,47

0,21
0,79
0,33
0,33
0,33

0,39
0,61
0,48
0,48
0,48

1
1
1
0
0
0
1
0
0,25
0,75
0,37
0,37
0,37

GU 118-3
GU 128-1
GU 113
GU 112
GU 118-1
GU 124-3
Li 14

Li 68

Li 80

Li 97

ML 61

Ri 55

SM 108-4
SN 121
SN 129-1
SP 3-2
SP 44

TB 39-4
TB 37-2
TB 55
TB 56-4
TB 56-5
UN 03
UN 06
UN 6-1
YA 159
YA 165-3
Frec p
Frec q
hetero
het inses
het dire

111



Continuaciéon Anexo 8.

Genotipo CT11 CT12 CT13 CT14 CT15 CT16 CT17 CT18 CT19 CT22 CT21 CT22 CT23 CT24 CT25 CGAl CGA2

1
0

AN 160
AR 19

CH 92

0
0
1
0
0
0
0

CH 92-1
CH81-1
CH 102
CH 94-1

CH 67

CH76

CH 63

CHO91

0
1
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
0
1
1
1
1
1

CH 95-2
CH 90-4
CO 145

CO 136-4

CO 137-2
CO 141

CO 155-2

CO 167-2

CO 169-3
FL 177-1
FL 188-4
FL 185-1
FL 183-3

GU 118-3

GU 128-1
GU 113
GU 112

GU 118-1

GU 124-3
Li 14

Li 68

Li 80

Li 97

ML 61

Ri 55

SM 108-4
SN 121

SN 129-1
SP 3-2

SP 44

0
0
0
0
0
0
0

TB 39-4
TB 37-2

TB 55

TB 56-4
TB 56-5

UN 03

UN 06

UN 6-1

0
0
0,14
0,86
0,24
0,24
0,24

YA 159

YA 165-3
Frec p

0,20
0,80
0,31
0,32
0,31

0,37
0,63
0,47
0,47
0,47

0,03
0,97
0,06
0,06
0,06

0,13
0,87
0,22
0,22
0,22

0,21
0,79
0,33
0,33
0,33

0,22
0,78
0,34
0,35
0,34

0,15
0,85
0,25
0,26
0,25

0,56
0,44
0,49
0,50
0,49

0,58
0,42
0,49
0,49
0,49

0,17
0,83
0,28
0,29
0,28

0,15
0,85
0,25
0,26
0,25

0,08
0,92
0,15
0,15
0,15

0,46 0,51

0,48
0,52
0,50
0,50
0,50

0,50
0,50
0,50
0,50
0,50

0,54 0,49

0,50 0,50

Frec q

hetero

0,50 0,50

het inses
het dire

0,50 0,50
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Continuaciéon Anexo 8.

Genotipo CGA3 CGA4 CGA5 CGA6 CGA7 CGA8 CGA9 CGAl2 CGAll CGAl12 CGA13 CGAl4 CGAl5

AN 160 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
AR 19 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0
CH 92 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0
CH92-1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
CH 81-1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
CH 102 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
CH 94-1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0
CH 67 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0
CH 76 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0
CH 63 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
CH91 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
CH 95-2 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1
CH 90-4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
CO 145 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1
CO 136-4 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1
CO 137-2 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1
CO 141 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1
CO 155-2 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1
CO 167-2 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1
CO 169-3 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1
FL 177-1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
FL 188-4 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
FL 185-1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
FL 183-3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
GU 118-3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0
GU 128-1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
GU 113 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
GU 112 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1
GU 118-1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
GU 124-3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
Li 14 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0
Li 68 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1
Li 80 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1
Li 97 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1
ML 61 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
Ri 55 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1
SM 108-4 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0
SN 121 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
SN 129-1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0
SP 3-2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
SP 44 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1
TB 39-4 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1
TB 37-2 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
TB 55 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1
TB 56-4 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1
TB 56-5 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1
UN 03 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1
UN 06 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0
UN 6-1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1
YA 159 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1
YA 165-3 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1
Frec p 025 020 022 025 027 036 0,20 0,30 0,37 0,16 0,21 0,29 0,29
Frec g o075 08 078 075 073 064 0,80 0,70 0,63 0,84 0,79 0,71 0,71

hetero 037 031 034 037 040 046 0,31 0,42 0,47 0,27 0,33 0,41 0,41
hetinses 037 032 03 037 040 046 0,32 0,42 0,47 0,27 0,33 0,41 0,41
het dire 037 031 034 037 040 046 0,31 0,42 0,47 0,27 0,33 0,41 0,41
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Continuaciéon Anexo 8.

Genotipo CGAl16 CGAl7 CGA18 CGA19 CCAl1 CCA2 CCA3 CCA4 CCA5 CCA6 CCA7 CCA8 CCA9

AN 160 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0
AR 19 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0
CH 92 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0
CH92-1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0
CH 81-1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0
CH 102 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
CH 94-1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
CH 67 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
CH 76 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
CH 63 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1
CH91 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0
CH 95-2 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0
CH 90-4 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1
CO 145 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0
CO 136-4 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1
CO 137-2 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0
CO 141 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0
CO 155-2 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0
CO 167-2 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0
CO 169-3 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0
FL 177-1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1
FL 188-4 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1
FL 185-1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1
FL 183-3 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1
GU 118-3 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
GU 128-1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1
GU 113 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1
GU 112 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1
GU 118-1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1
GU 124-3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1
Li 14 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1
Li 68 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1
Li 80 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1
Li 97 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1
ML 61 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0
Ri 55 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1
SM 108-4 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1
SN 121 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1
SN 129-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
SP 3-2 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1
SP 44 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
TB 39-4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
TB 37-2 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1
TB 55 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1
TB 56-4 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1
TB 56-5 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1
UN 03 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1
UN 06 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1
UN 6-1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
YA 159 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0
YA 165-3 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0
Frec p 0,17 0,06 0,15 0,15 0,51 0,17 0,25 0,31 0,14 0,14 0,44 0,44 0,37
Frec g 0,83 0,94 0,85 0,85 0,49 0,83 0,75 0,69 0,86 0,86 0,56 0,56 0,63
hetero 0,28 0,11 0,25 0,25 0,50 0,28 0,37 0,43 0,24 0,24 0,49 0,49 0,47

hetinses 0,29 0,12 0,26 0,26 0,50 0,29 0,37 0,44 0,24 0,24 0,50 0,50 0,47
het dire 0,28 0,11 0,25 0,25 0,50 0,28 0,37 0,43 0,24 0,24 0,49 0,49 047
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Continuaciéon Anexo 8.

Genotipo
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0,24
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0,36
0,64
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0,22
0,78
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Anexo 9. Resumen de las estadisticas de variacién genética para todos los loci
generados por los seis cebadores RAMs.

Locus N alelop aleloqg A Ae he Locus N alelop alelog A Ae He
CAl 51 0,515 0,485 2,00 2,00 0,499 CT3 51 0,160 0,840 2,00 1,37 0,269
CA2 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371 CT4 51 0,196 0,804 2,00 1,46 0,315
CA3 51 0,314 0,686 2,00 1,76 0,431 CT5 51 0,148 0,852 2,00 1,34 0,252
CA4 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371 CT6 51 0,208 0,792 2,00 1,49 0,329
CA5 51 0,374 0,626 2,00 1,88 0,468 CT7 51 0,358 0,642 2,00 1,85 0,460
CA6 51 0,458 0542 2,00 1,99 0,496 CT8 51 0314 0,686 2,00 1,76 0,431
CA7 51 0,328 0,672 2,00 1,79 0,441 CT9 51 0220 0,780 2,00 1,52 0,344
CA8 51 0,358 0,642 2,00 1,85 0,460 CT12 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371
CA9 51 0,374 0,626 2,00 1,88 0,468 cT11 51 0,137 0,863 2,00 1,31 0,236
CA10 51 0,580 0,420 2,00 1,95 0,487 CT12 51 0,495 0,505 2,00 2,00 0,500
CAl11 51 0,172 0,828 2,00 1,40 0,284 CT13 51 0,476 0524 2,00 2,00 0,499
CA12 51 0,515 0,485 2,00 2,00 0,500 CT14 51 0,458 0,542 2,00 1,99 0,496
CA13 51 0,148 0,852 2,00 1,34 0,252 CTi5 51 0,515 0,485 2,00 2,00 0,500
CAl14 51 0,286 0,714 2,00 1,69 0,408 CTi6 51 0,082 0,918 2,00 1,18 0,150
CAl5 51 0,286 0,714 2,00 1,69 0,408 CT17 51 0,148 0,852 2,00 1,34 0,252
CAl6 51 0,184 0,817 2,00 1,43 0,300 cT18 51 0,172 0,828 2,00 140 0,284
CAl7 51 0,061 0,939 2,00 1,13 0,114 CT19 51 0,580 0,420 2,00 1,95 0,487
AG1 51 0,580 0,420 2,00 1,95 0,487 CT22 51 0,557 0,443 2,00 1,97 0,493
AG2 51 0,536 0,464 2,00 1,99 0,497 CT21 51 0,148 0,852 2,00 1,34 0,252
AG3 51 0,208 0,792 2,00 1,49 0,329 CT22 51 0,220 0,780 2,00 152 0,344
AG4 51 0,148 0,852 2,00 1,34 0,252 CT23 51 0,208 0,792 2,00 1,49 0,329
AG5 51 0,126 0,875 2,00 1,28 0,219 CT24 51 0,126 0,875 2,00 1,28 0,219
AG6 51 0,390 0,610 2,00 191 0,476 CT25 51 0,030 0,970 2,00 1,06 0,058
AG7 51 0,172 0,828 2,00 1,40 0,284 CGA1 51 0374 0,626 2,00 1,88 0,468
AG8 51 0,358 0,642 2,00 1,85 0,460 CGA2 51 0,196 0,804 2,00 146 0,315
AG9 51 0,406 0594 2,00 193 0,482 CGA3 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371
AGl12 51 0,196 0,804 2,00 1,46 0,315 CGA4 51 0,196 0,804 2,00 146 0,315
AGl11 51 0,196 0,804 2,00 1,46 0,315 CGA5 51 0,220 0,780 2,00 152 0,344
AGl12 51 0,314 0,686 200 1,76 0,431 CGA6 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371
AG13 51 0,314 0,686 2,00 1,76 0,431 CGA7 51 0,272 0,728 2,00 1,66 0,396
AGl4 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371 CGA8 51 0,358 0,642 2,00 1,85 0,460
AG15 51 0,050 0,950 2,00 1,11 0,096 CGA9 51 0,196 0,804 2,00 146 0,315
AGl16 51 0,184 0,817 2,00 1,43 0,300 CGA12 51 0,300 0,700 2,00 1,72 0,420
AGl7 51 0,103 0,897 2,00 1,23 0,185 CGA11 51 0,374 0,626 2,00 1,88 0,468
TG1 51 0,515 0,485 2,00 2,00 0,500 CGA12 51 0,160 0,840 2,00 1,37 0,269
TG2 51 0,343 0,657 2,00 1,82 0451 CGA13 51 0,208 0,792 2,00 1,49 0,329
TG3 51 0,343 0,657 2,00 1,82 0451 CGA14 51 0,286 0,714 2,00 1,69 0,408
TG4 51 0,343 0,657 2,00 1,82 0451 CGA15 51 0,286 0,714 2,00 1,69 0,408
TG5 51 0,184 0,817 2,00 1,43 0,300 CGA16 51 0,172 0,828 2,00 1,40 0,284
TG6 51 0,220 0,780 2,00 1,52 0,344 CGA17 51 0,061 0,939 2,00 1,13 0,114
TG7 51 0,286 0,714 2,00 1,69 0,408 CGA18 51 0,148 0,852 2,00 1,34 0,252
TG8 51 0,440 0,560 2,00 1,97 0,493 CGA19 51 0,148 0,852 2,00 1,34 0,252
TG9 51 0,495 0,505 2,00 2,00 0,500 CCA1 51 0515 0,485 2,00 2,00 0,500
TG12 51 0,300 0,700 2,00 1,72 0,420 CCA2 51 0,172 0,828 2,00 140 0,284
TG1l1 51 0,374 0,626 2,00 1,88 0,468 CCA3 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371
TG1l2 51 0,328 0,672 2,00 1,79 0,441 CCA4 51 0314 0,68 2,00 1,76 0,431
TG13 51 0,374 0,626 2,00 1,88 0,468 CCA5 51 0,137 0,863 2,00 1,31 0,236
TG14 51 0,536 0,464 2,00 1,99 0,497 CCA6 51 0,137 0,863 2,00 1,31 0,236
TG15 51 0,580 0,420 2,00 1,95 0,487 CCA7 51 0,440 0,560 2,00 1,97 0,493
TG1l6 51 0,300 0,700 2,00 1,72 0,420 CCA8 51 0440 05560 2,00 1,97 0,493
TG1l7 51 0,343 0,657 2,00 1,82 0451 CCA9 51 0374 0,626 2,00 1,88 0,468
TG18 51 0,246 0,754 2,00 159 0,371 CCAl12 51 0476 0524 2,00 2,00 0,499
TG19 51 0,390 0,610 2,00 191 0,476 CCAl11 51 0,758 0,243 2,00 1,58 0,367
TG22 51 0,208 0,792 2,00 1,49 0,329 CCAl12 51 0,358 0,642 2,00 1,85 0,460
TG21 51 0,630 0,371 2,00 1,87 0,466 CCA13 51 0,220 0,780 2,00 152 0,344
TG22 51 0,536 0,464 2,00 1,99 0,497 CCA14 51 0,126 0,875 2,00 1,28 0,219
TG23 51 0,208 0,792 2,00 1,49 0,329 CCAl15 51 0,328 0,672 2,00 1,79 0,441
TG24 51 0,030 0,970 2,00 1,06 0,058 CCAl6 51 0,172 0,828 2,00 140 0,284
CT1 51 0,328 0,672 2,00 1,79 0441 CCAl7 51 0,233 0,767 2,00 1,56 0,357

CT2 51 0,328 0,672 2,00 1,79 0,441

Media 2,00 1,64 0,37
DE 0 0,262 0,109
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Anexo 10. Identidades (encima de la diagonal) y distancias genéticas insesgada (debajo de la diagonal) de Nei (1978) para 51 genotipos
de Balso blanco Heliocarpus americanus Watss. evaluadas con seis marcadores de tipo RAMSs.

GENOTIPO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1 AN160 0,66 054 063 050 052 053 o061 061 060 063 055 05 052 058 047 051 054 059 046 059 055 056 066 048 045
2 AR19 0,41 062 070 059 062 065 064 059 066 056 064 057 057 061 052 058 061 059 051 061 052 056 058 053 061
3 CO145 0,62 0,48 0,64 061 056 059 060 05 059 054 058 048 058 061 058 057 056 053 052 046 050 045 050 049 0,55
4 CO136-4 046 036 045 067 055 055 057 059 05 063 057 057 057 05 044 053 052 059 048 052 050 058 066 053 0,50
5 CO137-2 0,68 053 049 0,440 0,76 062 058 060 057 064 065 060 063 057 051 05 058 061 055 048 053 052 054 062 0,58
6 CO141 065 048 057 059 0,27 0,74 060 055 062 057 060 060 061 057 058 050 056 061 057 056 05 052 052 055 0,61
7 CO155-2 0,64 044 053 060 048 0,30 0,71 059 060 053 057 054 064 058 059 056 064 062 063 055 064 058 050 058 057
8 CO167-2 050 045 052 05 055 052 035 075 072 o061 061 053 060 054 055 061 065 058 059 058 066 062 057 057 058
9 CO169-3 0,50 053 057 053 052 060 053 029 071 o061 060 060 051 05 051 055 060 051 052 05 060 057 050 052 0,63
10 CH92 052 041 053 057 056 048 052 032 035 065 066 061 059 060 059 061 066 062 056 059 055 053 055 053 0,69
11 CH92-1 046 057 062 046 045 056 064 050 050 044 0,74 o061 062 053 045 051 057 061 050 054 057 058 070 056 0,57
12 CH81-1 059 045 055 056 044 052 056 049 052 042 030 070 068 055 058 064 070 060 064 061 061 061 055 054 0,61
13 CH 102 059 056 074 056 052 052 062 064 052 050 050 0,36 061 064 063 057 055 05 061 058 053 055 059 054 061
14 CH94-1 065 056 055 056 046 049 045 052 067 053 048 038 049 064 065 062 071 066 062 051 055 055 061 055 058
15 CHe67 055 049 050 057 056 056 055 062 059 052 064 059 045 045 0,71 065 064 064 061 054 05 05 061 053 0,55
16 CH76 075 065 055 083 067 055 053 060 067 053 079 055 046 044 035 0,74 068 058 067 048 055 049 040 047 0,56
17 CH®63 0,67 055 056 064 059 068 057 050 059 049 067 045 056 048 044 0,30 0,79 061 075 057 061 058 050 048 059
18 CHOl 062 050 057 065 055 057 045 044 052 042 056 036 060 034 045 038 024 071 074 055 063 062 052 049 0,63
19 CH95-2 053 053 064 053 049 049 048 055 067 048 050 052 057 041 045 055 050 0,34 069 058 056 052 064 061 051
20 CHO90-4 0,77 067 065 074 059 056 046 053 065 057 070 045 050 048 049 040 029 030 037 067 069 063 051 053 0,59
21 GU118-3 053 050 0,77 065 074 057 059 055 060 053 062 049 055 067 062 074 056 060 055 040 0,80 0,76 066 049 0,61
22 GU128-1 059 065 070 068 064 060 045 041 052 059 056 049 064 060 059 060 050 046 057 037 0,23 091 066 055 0,66
23 GU113 057 057 079 055 065 065 055 048 056 064 055 050 059 059 057 072 055 048 065 046 0,28 0,10 0,71 056 0,67
24 GU112 041 055 068 041 062 065 070 056 068 060 036 059 053 050 049 091 o070 065 045 067 042 042 034 0,66 0,52
25 GU118-1 0,74 064 0,72 064 048 059 055 056 065 064 057 062 062 059 064 075 074 072 050 064 072 059 057 041 0,62
26 GU 124-3 0,79 050 060 068 055 049 056 055 046 037 056 049 049 055 059 057 053 046 067 053 049 041 040 065 048
27 TB 39-4 064 049 062 060 056 050 060 059 050 036 060 042 048 059 067 059 064 050 068 057 045 037 031 057 055 0,21
28 TB37-2 0,67 064 062 055 053 05 070 062 059 049 05 062 053 048 060 068 070 072 059 060 065 056 055 055 046 0,59
29 TB55 0,77 057 059 064 050 056 060 050 059 057 060 053 050 056 060 062 064 065 062 060 059 048 049 060 046 0,50
30 TB56-4 0,60 052 068 0,74 0572 065 067 045 05 049 060 050 059 068 064 068 060 056 079 060 048 037 038 064 060 045
31 TB56-5 0,70 064 091 0,77 065 050 060 068 0,75 057 074 053 05 056 060 056 052 053 062 036 045 035 036 064 064 0,50
32 FL177-1 0,64 064 0,72 0,77 08 072 060 065 059 057 081 068 056 059 064 065 064 065 065 052 059 068 067 074 0,70 0,65
33 FL 188-4 052 049 0,75 067 065 062 067 062 059 057 057 048 050 053 060 062 055 056 075 064 050 062 049 055 067 0,56
34 FL 185-1 0,75 062 064 0,72 074 0774 062 067 057 056 072 057 052 052 053 057 050 057 064 056 055 067 065 065 056 057
35 FL 183-3 057 052 079 064 065 065 067 059 056 049 055 035 048 050 0,74 059 046 045 068 049 032 037 034 055 085 048
36 UNO3 059 o068 081 072 08 08 079 057 064 056 059 046 060 064 0,79 067 053 064 067 053 041 044 045 062 0,79 0,67
37 UNO06 065 0,72 0,74 072 o081 074 062 052 067 059 062 055 064 070 087 074 05 067 077 048 041 031 035 059 0,79 0,555
38 UNG-1 062 0,72 074 065 081 074 072 064 067 068 068 052 067 064 072 067 059 049 074 053 041 034 035 056 0,79 0,555
39 Lil4 067 064 068 067 065 059 052 059 087 074 077 062 065 062 0,74 068 057 056 065 052 045 048 052 052 067 0,72
40 Li68 0,62 062 08 059 067 064 056 055 067 056 05 052 064 070 083 0777 072 060 074 068 036 046 048 062 0,79 0,52
41 Lis8so 064 074 0,75 067 068 065 060 062 059 070 052 056 053 065 057 079 067 068 065 067 053 062 060 052 060 0,59
42 Li97 0,77 0,70 056 0,77 0572 065 060 059 068 060 060 059 056 062 055 053 049 059 056 044 042 048 055 052 0,64 0,62
43 ML 61 062 065 064 068 074 070 062 055 064 065 053 055 064 060 059 067 065 055 060 053 049 049 050 048 059 0,67
44 Ri 55 0,74 060 050 0,70 0,72 056 057 059 050 052 070 059 050 059 055 050 057 053 065 057 059 065 067 067 0,70 0,50
45 SM 108-4 093 0,74 065 0,74 087 068 070 072 059 052 060 056 048 059 060 056 060 056 075 064 059 068 067 070 0,70 0,42
46 SP3-2 0,75 0,72 057 065 081 070 059 057 060 050 053 049 052 055 05 05 05 057 057 045 055 055 062 056 0,62 044
47 SP 44 064 064 065 070 075 068 055 050 059 057 041 048 050 040 049 050 049 045 056 038 062 053 057 052 055 0,53
48 SN 121 068 065 064 068 074 060 065 067 0,74 068 045 046 046 057 053 064 072 070 060 053 064 067 072 062 059 0,64
49 SN 129-1 064 064 065 064 056 050 060 062 053 049 044 042 032 062 049 062 074 062 050 052 059 065 067 057 049 0,53
50 YA 159 065 065 0,77 0,72 057 055 059 060 064 068 065 064 067 060 062 067 062 055 057 053 057 060 059 050 040 0,55
51 YA 165-3 056 062 0,70 065 052 052 068 060 0,70 065 056 052 070 044 062 067 065 052 049 062 067 064 059 048 045 0,57
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Continuacién Anexo 10.

GENOTIPO 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51
1 AN 160 0,53 051 046 055 050 053 060 047 056 055 052 054 051 054 053 046 054 048 040 047 053 050 053 052 0,57
2 AR19 0,61 053 056 060 053 053 061 054 060 050 049 049 053 054 048 050 052 055 048 049 053 052 053 052 0,54
3 CO145 0,54 054 055 050 040 049 047 053 045 045 048 048 050 043 047 057 053 061 052 056 052 053 052 046 0,50
4 CO 136-4 055 058 053 048 046 046 051 049 053 049 049 052 051 055 051 046 050 050 048 052 050 050 053 049 0,52
5 CO137-2 0,57 059 061 049 052 044 052 048 052 043 045 045 052 051 050 049 048 049 042 045 047 048 057 056 0,60
6 CO141 0,61 057 057 052 061 049 054 048 052 041 048 048 055 053 052 052 050 057 050 050 050 055 0,61 058 0,60
7 CO155-2 0,55 050 055 051 055 055 051 054 051 045 054 049 060 057 055 055 054 056 050 055 058 052 055 055 0,50
8 CO167-2 055 054 061 064 050 052 054 051 055 056 060 053 055 058 054 055 058 055 049 056 061 051 054 055 0,55
9 CO 169-3 0,61 055 055 057 047 055 055 056 057 053 051 051 042 051 055 050 053 061 055 055 055 048 059 053 0,50
10 CH92 0,70 0,61 056 0,61 056 056 056 057 061 057 055 050 048 057 050 055 052 060 060 061 056 050 0,61 050 0,52
11 CH92-1 0,55 058 055 055 048 045 056 049 058 055 054 050 046 057 060 055 059 050 055 059 066 0,64 065 052 0,57
12 CHS81-1 0,66 054 059 061 059 050 062 056 0,71 063 058 060 054 060 057 055 058 055 057 061 062 063 0,66 053 0,60
13 CH 102 0,62 059 o061 055 057 057 061 060 062 055 053 051 052 053 059 057 053 061 062 060 061 063 0,72 051 0,50
14 CH9%4-1 0,55 0,62 057 050 057 055 059 060 061 053 050 053 054 050 052 054 055 055 055 058 0,67 056 054 055 0,65
15 CH67 051 055 055 053 055 053 055 059 048 045 042 049 048 044 056 058 055 058 055 057 061 059 061 054 0,54
16 CH76 0,55 050 0554 050 057 052 054 056 055 051 048 051 050 046 045 059 051 061 057 058 061 053 054 051 0,51
17 CH63 0,53 0550 053 055 060 053 058 061 063 059 057 055 056 049 051 061 052 056 055 057 061 049 048 054 0,52
18 CHO91 0,61 049 052 057 059 052 057 056 064 053 051 061 057 055 050 055 058 059 057 056 0,64 050 054 0,58 0,60
19 CH95-2 0,50 0555 054 045 054 052 047 053 050 051 046 048 052 048 052 057 055 052 047 056 057 055 061 056 0,61
20 CH90-4 0,56 055 055 055 0,70 0,60 0,53 057 061 059 062 059 060 050 051 065 059 056 053 064 068 059 0,60 059 0,54
21 GU118-3 0,64 052 055 062 064 055 061 058 0,72 066 066 066 064 070 059 066 061 055 055 058 054 053 055 056 0,51
22 GU128-1 0,69 057 062 069 0,71 050 054 051 069 065 073 071 062 063 054 062 061 052 050 058 059 051 052 055 0,53
23 GU 113 0,73 058 o061 068 0,70 051 o061 052 0,71 064 071 071 060 062 055 058 061 051 051 054 056 049 051 055 0,55
24 GU112 0,56 058 055 053 053 048 058 052 058 054 055 057 060 054 060 060 062 051 050 057 0,60 054 056 0,61 0,62
25 GU118-1 0,58 0,63 063 055 053 050 051 057 043 045 045 045 051 045 055 053 055 050 050 054 058 055 061 067 0,64
26 GU124-3 0,81 055 0,61 064 061 052 057 056 062 051 058 058 049 060 055 054 051 061 066 065 059 053 059 058 0,56
27 TB39-4 0,61 056 0,73 065 050 060 055 0,70 057 064 066 058 064 056 056 057 056 060 055 051 050 058 059 0,61
28 TB37-2 0,49 0,78 063 056 056 060 057 050 050 054 049 050 047 051 056 049 053 051 050 056 055 056 0,47 0,55
29 TB55 0,57 0,25 0,71 060 055 058 057 055 057 052 052 051 055 053 056 054 060 055 054 058 061 056 052 057
30 TB56-4 0,31 0,46 0,34 0,65 048 051 054 068 061 059 059 053 062 053 051 059 053 053 050 056 050 053 0,57 0,62
31 TB56-5 0,44 057 052 044 055 055 059 066 059 066 066 058 057 051 058 055 055 055 052 051 054 053 055 0,61
32 FL177-1 0,70 0,57 0,60 0,74 0,60 0,73 0,77 060 0,69 059 052 056 050 058 061 055 063 063 062 055 059 055 050 0,52
33 FL 188-4 0,52 052 055 0,67 0,60 0,31 0,71 066 064 057 055 058 050 058 060 059 065 060 059 060 054 055 062 0,61
34 FL 185-1 0,59 056 056 0,62 053 0,26 0,35 0,64 065 053 051 059 055 067 0,72 060 0,72 0,71 0,65 055 0,61 055 056 0,55
35 FL 183-3 0,36 0,70 0,60 0,38 041 052 041 0,45 0,74 0,71 069 060 0,67 058 055 054 053 060 052 053 047 048 050 0,59
36 UNO3 0,56 0,68 056 050 053 0,37 045 0,44 0,30 0,73 065 055 063 062 061 065 054 059 063 061 055 049 045 0,51
37 UNDO6 045 062 065 053 042 053 056 064 035 0,31 0,80 0,72 068 054 057 058 049 050 060 055 053 052 045 0,46
38 UNG-1 0,42 0,72 065 053 042 065 059 067 037 044 0,23 0,79 0,71 055 052 061 052 054 058 050 050 050 051 0,58
39 Lil4 0,55 0,70 067 064 055 057 055 053 052 059 032 0,24 0,67 058 065 062 055 050 059 046 049 048 054 054
40 Li68 0,45 0,75 059 048 056 0,68 068 060 040 046 0,38 0,34 0,40 0,71 059 061 052 055 055 050 048 0,50 0,56 0,56
41 Li80 0,57 0,67 064 064 067 055 055 040 055 048 062 059 055 0,35 0,68 0,71 056 065 062 056 057 060 057 057
42 Li97 0,57 0,57 0,57 067 055 049 052 032 060 050 056 065 044 053 0,38 0,72 0,71 0,70 0,67 0,53 0,61 058 055 0,54
43 ML 61 056 0,72 062 053 059 059 053 052 062 044 055 049 048 049 035 0,32 0,66 061 0,70 0,67 058 061 068 0,63
44 Ri55 0,57 064 052 064 060 046 044 032 064 062 072 065 060 065 057 034 042 0,75 0,69 058 057 058 0,64 0,59
45 SM 108-4 0,52 0,67 060 064 060 046 052 035 052 053 068 062 0,70 059 044 036 050 0,29 0,72 058 0,62 061 054 054
46 SP 3-2 059 068 062 068 065 048 053 044 065 046 052 055 053 060 048 040 036 037 0,32 0,76 0,70 0,67 0,60 0,56
47 SP 44 0,67 057 055 057 067 060 052 059 064 050 059 068 0,77 068 057 064 040 055 055 0,28 0,74 0,71 061 0,55
48 SN 121 0,68 059 050 068 062 053 062 049 0,75 060 064 070 0,72 0,74 056 050 055 056 048 0,36 0,30 0,77 053 0,55
49 SN 129-1 055 057 057 064 064 060 060 059 0,74 0,72 065 068 0,74 068 052 055 050 055 049 040 0,34 0,26 0,61 0,55
50 YA 159 0,53 0,75 065 056 059 068 048 057 068 081 081 067 062 057 056 059 038 045 062 052 050 0,64 0,550 0,82
51 YA 165-3 0,50 0,59 056 048 0,50 065 050 060 053 067 0,77 055 0,62 057 056 062 046 053 0,62 057 059 060 0,59 0,20
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Anexo 11. Analisis de regresion de la relacion entre el numero efectivo de
alelos por locus (Ae) y la heterocigosidad (he).

Regresion Simple: Ae vs he
Variable dependiente = Ae
Variable independiente = he
Lineal: Y =a + b*X

Coeficientes
Minimos Cuadrados Estandar Estadistico

Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,754116 0,01509 49,9722 0,0000
Pendiente 2,37437 0,03872 61,3295 0,0000

Anélisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cﬁg&ﬁ)do Razon-F Valor-P
Modelo 7,87173 1 7,8717 3761,31 0,0000
Residuo 0,244859 117 0,0021

Total

(Corr.) 8,116589 118

Coeficiente de Correlacion = 0,9848

R-cuadrada = 96,9832 %

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 96,9574 %

Error estandar del est. = 0,04575

Error absoluto medio = 0,03618

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir la
relacion entre Ae y he. La ecuacion del modelo ajustado es

Ae =0,754116 + 2,37437*he

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Ae y he con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 96,9832% de la
variabilidad en Ae. EIl coeficiente de correlacion es igual a 0,984801, indicando
una relacion relativamente fuerte entre las variables. El error estandar del
estimado indica que la desviacion estandar de los residuos es 0,0457473.
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