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Resumen

El bosque seco tropical (Bs-T) es un ecosistema importante para distintos grupos de
organismos debido a su alta diversidad floristica. Dentro de la amplia diversidad de especies
vegetales del Bs-T se encuentra Lecythis minor, un arbol distribuido en el norte de Suramérica en
Venezuela y Colombia. Esta especie poco estudiada estd empezando a ser utilizada en procesos de
reforestacidn y posee un potencial econdmico, debido a la comercializacidon del aceite rico en
selenio orgdnico que se encuentra en sus semillas. Por tanto, es necesario identificar marcadores
moleculares que puedan ser utilizados para el estudio de |la genética poblacional de L. minor. En este
sentido, se planted evaluar marcadores moleculares para el estudio poblacional de L. minor. Para
ello se evalud un set de marcadores ISSR y SSR, probando la transferibilidad de estos en L. minor.
Teniendo como resultado 5 marcadores ISSR amplificados, los cuales generaron un total de 31
bandas, de las cuales 25 fueron polimdrficas; mientras que de los 10 SSR probados se amplificaron
7, obteniendo un set de marcadores con un promedio de PIC de 0,447. Se obtuvo un set de 5
marcadores ISSR y 5 marcadores SSR informativos transferidos a la especie, convirtiéndose en una

herramienta para futuros estudios en genética poblacional de L. minor.

Palabras clave: ISSR, SSR, diversidad genética, variabilidad genética.



Abstract

The tropical dry forest (Bs-T) is an important ecosystem for different groups of organisms due to its
high floristic diversity. Within the wide diversity of plant species of Bs-T is Lecythis minor, a tree
distributed in the north of South America in Venezuela and Colombia. This little-studied species is
beginning to be used in reforestation processes and has economic potential, due to the
commercialization of the oil rich in organic selenium found in its seeds. Therefore, it is necessary to
identify molecular markers that can be used to study the population genetics of L. minor. In this
sense, it was proposed to evaluate molecular markers for the population study of L. minor. For this,
a set of ISSR and SSR markers was evaluated, testing their transferability in L. minor. Resulting in 5
amplified ISSR markers, which generated a total of 31 bands, of which 25 were polymorphic; While
of the 10 SSRs tested, 7 were amplified, obtaining a set of markers with an average ICP of 0.447. A
set of 5 ISSR markers and 5 informative SSR markers transferred to the species were obtained,

becoming a tool for future studies in population genetics of L. minor.

Keywords: ISSR, SSR, genetic diversity, genetic variability.



Introduccion

El bosque seco tropical (Bs-T) es un ecosistema importante para distintos grupos de
organismos debido a su alta diversidad floristica (1), se caracteriza por estar distribuido entre los 0
y 1000 metros de altura sobre el nivel del mar, con temperaturas superiores a 24°C, niveles de
precipitacién anual bajos (700-2000 mm) y uno o dos periodos de sequia al afio (2). El Bs-T es
considerado como un hotspot de diversidad, ya que alberga un alto nimero de grupos biolégicos
(3). Sin embargo, en la actualidad es uno de los ecosistemas mas afectados debido a que se ha
intensificado su uso para distintas actividades como la agricultura, ganaderia, mineria, turismoy el
desarrollo urbano; y aunque no se conoce la cobertura original del Bs-T, se estima que solo se cuenta
con un 8% de su cobertura (4,5). Sumado a lo anterior, de este ecosistema existen pocas
investigaciones sobre sus cualidades y componentes (6), y donde hay mas vacio de informacion es

a nivel genético de plantas y microorganismos (7).

Dentro de la gran variedad de especies albergadas en el bosque seco se encuentran especies
con potencial econdmico que se han visto afectadas por la reduccion de este ecosistema, entre ellas
se encuentra Lecythis minor (Lecythidaceae), conocido comunmente como olla de mono, es una
especie arbodrea de hasta 25 metros de alto, poseen flores blancas las cuales tienen estambres
amarillos; con frutos color pardo, los cuales tienen adheridas sus semillas con apéndice carnosos de
color crema, estas son de color castano. Crece por debajo de los 500 msnm en ambientes de bosque

seco (8,9).



Las semillas de L. minor no son comestibles, ya que posee concentraciones de selenio que
resultan ser toxicas (10). Por su parte, el arilo es fuente de alimentacion para la fauna silvestre como
el mono titi (Saguinus oedipus), endémico de la regidn Caribe (11,12). Asimismo, por su facilidad de
germinacidn, estructura del tronco y las excelentes condiciones de su madera, puede llegar a ser
una especie valiosa en programas de reforestacidén (9). Es por tanto que el conocimiento de la
estructura genética y los niveles de diversidad es un instrumento esencial para programas de

mejoramiento y restauracién de los habitats (13).

La diversidad genética puede ser evaluada mediante el uso de marcadores moleculares, en
especial los microsatélites, los cuales son altamente polimdrficos; estos estdn definidos como
segmentos cortos de ADN que se repiten en tandem dispersos por todo el genoma (14), los cuales
se desarrollan principalmente mediante la construccidn de bibliotecas gendmicas enriquecidas con
repeticiones de secuencias en tdndem o mediante el uso de la gendmica, identificando regiones
microsatélites en las secuencias que reposan en las bases de datos mediante el uso de herramientas
bioinformaticas (15,16), cuando no hay datos de secuencias disponibles, el desarrollo de marcadores
microsatélites puede resultar muy costosos; por lo que la transferencia de SSR se ha convertido en
una alternativa util para el estudio de la genética poblacional de las plantas; esta es definida como
la capacidad de encontrar un marcador genético de una especie en otra especie relacionada, esto
debido a que gran parte de sus genomas (incluyendo las regiones microsatélites) se encuentran

conservados (17).

A pesar de la existencia de reportes de estudios donde se evalla la diversidad genética
mediante el uso de microsatélites en especies de la familia Lecythidaceae (18-20), aun no se han
realizado estudios de este tipo para L. minory se desconoce el estado de conservacién de la especie,
por lo que se hace necesario identificar marcadores moleculares que puedan ser utilizados para el
estudio de la genética poblacional de L. minor. Teniendo en cuenta la importancia ecoldgica, el
potencial econdmico de esta especie y la falta de conocimiento sobre la misma, este estudio plantea

evaluar marcadores moleculares para el estudio poblacional de L. minor.



1. Problema de Investigacion

1.1 Planteamiento del Problema

Se estima que en Colombia gracias a la degradacion y transformacion, el bosque seco
tropical (Bs-T) ha disminuido su cobertura a solo un 8% de su extension original (5). Estos relictos se
encuentran bastante fragmentados, siendo la fragmentacidn uno de los factores que en los ultimos
afios mas ha afectado la biodiversidad de este ecosistema (21), que es considerado un hotspot de
diversidad, ya que alberga un alto nimero de grupos bioldgicos, pero la disminucién del bosque
Ilama a la necesidad de su proteccién (3,22). Una de las caracteristicas resaltantes del Bs-T son las
adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas de sus especies a condiciones de sequia, lo que en un futuro
los podria convertir en pilares para la conservacién, debido principalmente a los problemas que se

estan presentando con el cambio climatico (23,24).

El crecimiento econémico a nivel mundial y local se ha basado en la sobreexplotacion de los
ecosistemas, lo que ha generado pérdida de cobertura vegetal y por consiguiente pérdida de la
diversidad; como consecuencia de esto, gran parte del territorio nacional se encuentra en algun
estado de degradacion (25). La region Caribe es la zona mas afectada directa e indirectamente desde
el punto de vista de servicios ecosistémico(7,26,27), debido al aprovechamiento de las comunidades
humanas que son parte del Bs-T se ven afectadas especies vegetales como el guasimo (Guazuma
ulmifolia), algarrobo (Hymenaea courbaril), guaimaro (Brosimum alicastrum), palma amarga (Sabal
mauritiiformis), caracoli (Anacardium excelsum), camajon (Sterculia apetala), gusanero (Astronium

graveolens), jobo (Spondias mombin), flor morado (Handroanthus impetiginosus), jaguito (Genipa



americana), caoba (Swietenia macrophylla), ceiba bruja (Ceiba pentandra), palma (Attalea

butyracea) y olla de mono (Lecythis minor) entre otros (28).

Dentro la variedad de productos que puede brindar el BS-T tenemos la selenometionina
extraida de L. minor (29), este seleno aminoacido es un oligoelemento esencial en la dieta humana,
tiene participacion en la defensa antioxidante, la homeostasis tiroidea y la regulacién del estado
redox; previene el riesgo de cancer y los trastornos de la tiroides; y protege las neuronas, los
musculos esqueléticos y cardiacos (30). Sin embargo, existe la problematica de las bajas
concentraciones de selenio en los suelos (principalmente por la naturaleza del material parenteral)
y por consiguiente en los cultivos, siendo insuficiente su presencia en muchos alimentos (31).
Algunas especies como L. minor que son hiperacumuladores de selenio en sus semillas (29)

presentan una alternativa nutraceutica para enfrentar esta problematica.

Por otra parte, la degradacién y fragmentacién actual del bosque seco esta afectando
seriamente los recursos genéticos de sus especies (32). La fragmentacidn del bosque tiene como
consecuencia que el flujo genético entre relictos se vea restringido y ocurra un aumento de la
endogamia (33), viéndose reducida la diversidad genética de las especies y repercutiendo en la
capacidad de respuesta a cambios medio ambientales, lo que hace necesario conservar la

biodiversidad del ecosistema (34).

Teniendo en cuenta todo esto, se propone evaluar marcadores moleculares para el estudio
de L. minor, que permitira caracterizar la estructura genética de las poblaciones, estimar su estado
de conservacién, seleccionar germoplasma para reforestacion y aprovechar de forma sostenible sus
productos no maderables. Asi se planted la siguiente pregunta de investigacion ¢ Cuales marcadores

moleculares pueden ser utilizados en L. minor para el estudio de su genética poblacional?






1.2 Justificacion

Colombia es un pais cuya geografia determina una mega diversidad bioldgica y ésta amplia
el potencial de crecimiento y desarrollo sostenible del pais. Para ello es necesario garantizar el uso
eficiente de los recursos que permitan continuar obteniendo beneficios materiales, servicios
ambientales y generar nuevas posibilidades sociales, culturales y econdmicas. La conservacion de la
biodiversidad y el desarrollo socioeconémico, teniendo en cuenta aspectos sociales y culturales, es
uno de los enfoques planteados en el dmbito del Convenio de Diversidad Bioldgica de las Naciones
Unidas (35). Asi, una estrategia es el uso sostenible de algunos de los elementos de la biodiversidad
y el establecimiento de sistemas de manejo agroforestal de plantas nativas, que promuevan la
conservacién del bosque, obteniendo servicios ambientales y desarrollo econdmico, cultural y social

(36,37).

A partir de los resultados de los ODM, en el 2015 Colombia junto a 192 paises asumiod la
agenda para conseguir los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) que se articulan a los Planes
Nacionales de Desarrollo PND, la Organizacidn para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos
(OCDE) y el acuerdo del pais contra el cambio climatico. Asi, fue priorizada la transformacion hacia
sociedades sostenibles y resilientes. El estudio y conservacion de los ecosistemas responden directa
o indirectamente a los ODS: “Vida de Ecosistemas Terrestres”, “Vida Submarina”, “Accién por el
Clima”, “Agua Limpia y Saneamiento”, “Produccién y Consumo Responsables” y “Salud y Bienestar”

(38).

Asimismo, segun las politicas de bosques del CONPES 2834 de 1996, los bosques secos son
un recurso estratégico para la diversidad bioldgica, étnica y ambiental, por lo cual se debe promover
la proteccién y aprovechamiento sostenible, en donde la investigacion es un instrumento de apoyo

(39). Dentro de PND 2018-2020 una de las metas es reducir la deforestacién en un 30%; ademas,



declara el pacto por la sostenibilidad: “producir conservando y conservar produciendo”. Asimismo,
es una de las politicas del Pacto Region Caribe el programa para el “Aprovechamiento sostenible,

recuperacion y mantenimiento de los ecosistemas” (40).

En el pais, los grupos de organismos de los cuales se tiene un mejor conocimiento de su
taxonomia, son las plantas y aves, pero es necesario incrementar los estudios dirigidos a dilucidar
sus relaciones filogenéticas y genética poblacional que permitan tener claridad en temas como la
evolucién, biogeografia, ecologia, y tener herramientas ideales para plantear planes de
conservacién (5). Las especies del Bs-T pueden estar sufriendo alteraciones en su estructura
genética por aislamiento y alteracién del flujo génico entre poblaciones, generado por la alta
fragmentacion que este sufre. debido a esto es necesario la conservacion de las especies de este
ecosistema (41,42). Dentro de las especies que estan siendo conservadas se encuentra Lecythis
minor, la cual esta incluida dentro de la estrategia nacional de conservacion de plantas para el Caribe
colombiano (5) y en los actuales planes de restauracién ejecutados en el Proyecto Titi Cabeciblanco
junto a otras especies. Por tanto, para conservar eficientemente se deben identificar la diversidad
genética de las poblaciones, y asi entender su dindmica y capacidad de adaptacion (43), y establecer

estrategias de recuperacion.

Las plantas pueden responder a cambios abidticos y bidticos, generados por la perturbacion
y expresados en cambios de atributos quimicos, fisiolégicos y morfolégicos acorde a su capacidad
de respuesta ante alteraciones ambientales (44). Por tanto, el origen y la diversidad genética del
material forestal reproductivo logra afectar de forma significativa el crecimiento, la supervivencia,
la productividad de los arboles y en gran medida su adaptacion al medio, por consiguiente, se ve
afectada la autosostenibilidad de las diversas poblaciones (45). Debido a esto, es importante tener
en cuenta que una adecuada atencién a la calidad genética del material forestal reproductivo, debe
considerarse de vital importancia para la restauracién de los bosques, incluyendo las actividades
relacionadas con la plantacién de arboles cuyo fin vaya encaminado a rehabilitar los procesos
ecoldgicos autdgenos para permitir a las poblaciones reorganizarse por si mismas y formar

comunidades que sean funcionales, resilientes y con mayor adaptacion a las condiciones



cambiantes, al tiempo que proporcionan servicios ecosistémicos fundamentales (46). Considerando
lo anterior, se debe tener en cuenta que el conocimiento de la diversidad genética de las especies
qgue seran introducidas en los distintos ambientes y la adecuada eleccidon de las fuentes de
suministro de semillas tiene consecuencias positivas en el indice de supervivencia a corto, mediano

y largo plazo (45).

L. minor ademas de ser una especie que es utilizada en procesos de reforestacion, posee
otros valores agregados que son su madera y el aceite rico en selenio que se extrae de sus semillas
(10), el cual esta empezando a ser aprovechado en Colombia por algunas empresas que ofrecen una
alternativa sostenible de ingresos para las comunidades que aprovechan los recursos del bosque
(47). Por todo esto se hace necesario conocer el componente genético y la seleccién de las distintas
poblaciones de L. minor en el Caribe colombiano que tienen distribuciones restringidas y son de

interés econdmico.



2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar marcadores moleculares para el estudio poblacional de Lecythis minor.

2.2 Objetivos especificos

e Probar marcadores ISSR en Lecythis minor
e Evaluar la transferibilidad de marcadores microsatélites de especies de Lecythidaceae en
Lecythis minor.

e Estimar la diversidad genética de los marcadores evaluados en Lecythis minor.



3. Marco Teodrico

Bosque seco tropical

El Bosque seco Tropical (Bs-T) en Colombia presenta climas calidos aridos, calidos
semiaridos y calidos secos, con precipitacion inferior a los 2000 mm, que fluctiia entre 789 mm (Isla
de Tierra Bomba-Bolivar) y los 1800 mm (pie de monte de la cordillera central-Valle del Cauca),
teniendo una precipitacion total de entre 700 mm y 2000 mm y se presentan tres o mas meses secos
en el afio (48), siendo el estrés hidrico una de las principales caracteristicas que presentan por una
pronunciada época seca con poca o hinguna precipitacién (49). Las areas de Bs-T de mayor extension
y mejor conservadas se ubican en la regién Caribe colombiana, en el departamento del Magdalena,
en el Parque Nacional Natural Tayrona, con una extensién de 7300 ha aproximadamente y le sigue
el Parque—Reserva Mamancana con aproximadamente 600 ha. En el departamento de Bolivar, en el
municipio de Zambrano hay cerca de 99.000 ha. En las zonas altas de los Montes de Maria se
encuentran aproximadamente 3000 ha. Con una menor cobertura encontramos el Santuario de
Faunay Flora los Colorados, con 1000 ha, la isla de Tierra Bomba, cercana a la ciudad de Cartagena,
con 570 ha, los bosques de Arroyo Grande con 700 ha, la Reserva Forestal Protectora de Cafio Alonso
con 450 ha, cerca de Valledupar estd el Eco—parque Los Besotes con aproximadamente 400 ha y

varios predios privados con vocacidon conservacionista (50).

Debido a las condiciones climaticas presentadas en el Bs-T, este presenta zonas no
inundables e inundables, encontrando en la zona no inundable o ribera del cuerpo de agua especies

de plantas con flores. Y para la zona inundable o que tiene influencia directa del agua acumulada, se



observa un cambio en la composicién de especies vegetales predominando aquellas que poseen
adaptaciones para soportar exposicion a niveles de agua (superficial y subterranea) durante largo
tiempo, dentro de las especies que podemos encontrar tanto en esta drea como es zonas no

inundables se encuentra Lecythis minor (51).

En su mayoria el bosque seco tropical colombiano presenta un mosaico de diferentes
estados de sucesidn originados principalmente por accidn antrépica, que en su mayoria se
encuentran en estados de sucesién temprana (52). Los diferentes remanentes de bosque en su
mayoria se encuentran aislados geograficamente los unos de los otros originando un gran
porcentaje de endemismo dentro de este ecosistema para diferentes grupos bioldgicos; en
particular para el caso de plantas lefiosas en el Caribe colombiano hay cerca de un 73% de

endemismo distribuido en 41 géneros (53).

Lecythidaceae

Lecythidaceae es una familia pantropical, subdivida en cinco subfamilias, con una gran
variacion morfoldgica la cual podemos encontrar desde arboles de porte pequefio hasta arboles
muy grandes, los cuales poseen las siguientes caracteristicas generales: hojas alternas, simples con
margenes normalmente enteros, estipulas ausentes o diminutas; inflorescencias terminales,
axilares o caulinas; flores actinomorfas o cigomorfas, hermafroditas, de 2 a 6 sépalos, usualmente
de 3 a 6 sépalos, algunas veces 8 y muy raramente de 12 a 18, imbricados, libres; Con un gran
numero de estambres; anteras biloculares, introrses; con los ovarios en posicién inferior,
semiinferior, generalmente de 2 a ldculos; estilo corto y raramente largo; frutos que van desde
indehiscentes, carnosos, carnosos, lefiosos hasta dehiscentes, los cuales pueden llegar a ser de gran
tamafio; semillas aladas o sin alas, en muchos géneros el endospermo es muy ausente o escaso,
arilos presentes y ausente; esta familia es propia de tierras bajas y hiumedas (54), teniendo un

reporte en Colombia de 77 especies distribuidas en 9 géneros (55).



Lecythis minor

Se encuentra distribuida en el norte de Suramérica en Venezuela y Colombia. Esta presenta
una distribucidon en Colombia en departamentos como: Atlantico, Cérdoba, Santander, Madalena,
Valle y Bolivar. L. minor se caracteriza por tener una altura y didmetro de hasta 25 metros y 53
centimetros respectivamente; con hojas simples alternas, ovoides rigidas con un tamafo de 8,5 a
24 cm de largo y 4,5 a 10 cm de ancho. Florece entre los meses de abril a diciembre y su
inflorescencia mide 20 cm, con flores de 0,5 cm de largo que presentan un pedunculo corto, las
cuales son polinizadas por abejas; su fruto es lefioso en forma de urna u olla y sus semillas son de

forma oblonga las cuales son dispersadas por monos y murciélago(9).

Diversidad genética

La diversidad genética hace referencia a las variaciones heredables ocurridas en cada uno
de los organismos, entre organismos de una poblacién y entre poblaciones de una misma especie.
Esta es la que les confiere a las distintas especies la capacidad de responder a cambios
medioambientales, incluidos las presiones originadas por los seres humanos. Convirtiéndose en la

base de los procesos evolutivos (56).

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se definen como regiones o segmentos de ADN los cuales estan
distribuidos a lo largo del genoma y que representan las diferencias a nivel de genoma (57). Es
posible hacer una correlacidon entre los marcadores moleculares y la expresion de un rasgo de

interés, lo cual se ha vuelto un objetivo clave dentro de la genética; a medida que se han



desarrollado los distintos marcadores moleculares se ha ido ampliando la utilidad de estos que van
desde el mapeo de genes, la genética de poblaciones, las reconstrucciones filogenéticas, las pruebas

de filiacién y la medicina forense (58).

Existen unos criterios para que un marcador molecular sea ideal y son los siguientes: que
sea altamente polimdrfico y este distribuido a lo largo del genoma, que proporcione una
interpretacion adecuada de las diferencias genotipicas, que sea de facil ejecucidn, rapido y
econdmico, que necesite poca cantidad de tejido y ADN, que esté relacionado con distintos

fenotipos y que no requiera de informacidn a priori sobre el genoma del organismo de estudio (59).

Segln la técnica empleada para detectar los marcadores moleculares estos pueden
clasificarse en tres categorias: técnicas no basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
las cuales se basan en hibridacion, es decir, en polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion; técnicas basadas en PCR entre las que se encuentran los RAPD (amplificacion aleatoria
de ADN polimdrfico), los microsatélites, entre otros; y por Gltimo y mas reciente las técnicas basadas

en secuencias en la que se encuentra los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (59).

Marcadores microsatélites (SSR)

Los marcadores microsatélites son secuencias cortas repetidas en tandem de 2 a 6
nucledtidos y que se encuentran dispersos de forma aleatoria en el genoma. Estos son altamente
polimérficos, presentan herencia mendeliana simple y son codominantes (60). El alto grado de
polimorfismo exhibido por los microsatélites esta sustentado en su alta tasa de mutacion, entre 10

2y 107 por generacién (61).

La deteccidn de los microsatélites esta basada en la PCR, en la que se amplifican las regiones

donde estan contenidos utilizando cebadores especificos. Estos son faciles de medir y analizar; las



variantes alélicas detectadas por cada locus se manifiesta por diferencias en el nimero de

repeticiones o pares de base de los distintos productos amplificados (62).

Secuencias repetidas intersimples ISSR

Otra forma de utilizar los SSR es usar un primer de secuencias repetidas de 14 pares de bases
o0 mas como blancos de amplificaciones aleatorias (63). Alineandose de manera complementaria a
dos microsatélites que se encuentran a una distancia cercana dentro del genoma (susceptible de
amplificacion), generando la amplificacion del segmento ubicado entre las dos regiones donde se
alineé el primer (Figura 1) (64), este segmento amplificado se considera como un locus y este se
registra como presencia-ausencia. La ausencia de la amplificacién se debe a la divergencia entre los
sitios de unidon y los primers, ya sea por la inexistencia del sitio de unién o por reordenamientos
estructurales en estos sitios. Los ISSR han sido catalogados como marcadores dominantes, siendo la

presencia de la banda representante del alelo dominante y la ausencia del alelo recesivo (65).

Muestra de ADN

5 AGAAGAAGAAGAAGAAGAAGA ‘ 3
TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCT
[ TCTTCTTCTTCTTICTICTICT H _ Primer |
3 | AGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGA ‘ 5
|
Producto amplificado
|

Figura 1. Esquema de amplificaciéon de marcadores ISSR.

Los marcadores ISSR se encuentran ampliamente distribuidos a través de todo el genoma,
lo que permite la amplificacién de una mayor cantidad de fragmentos en comparacion a otros
marcadores dominante (66,67), teniendo una alta capacidad discriminatoria, ademds de ser una

técnica rapida de ejecutar, simple, firme y confiable, requiriendo poca cantidad de ADN para realizar



los analisis y no siendo necesaria informacidén preliminar de las secuencias para diseiar los primers

(63,68).

Diversidad genética en Lecythidaceae

El estudio de la familia Lecythidaceae se ha centrado principalmente en el aspecto quimico,
evaluando los distintos componentes extraidos de sus diferentes miembros, siendo pocos los
trabajos enfocados al estudio de la diversidad genética de las especies pertenecientes a esta familia.
Los primeros estudios fueron publicados en el afio 1988, donde analizaron la variabilidad genética
dentro y entre dos poblaciones de Bertholletia excelsa utilizando isoenzimas como marcadores,

encontrando una alta variacién genética (69,70).

La aparicién de los marcadores microsatélites como herramientas para el estudio de la
diversidad ha jugado un papel muy importante. Y su uso dentro de la familia empezé en el afio 2009
mediante el desarrollo y caracterizacion de 12 marcadores microsatélites polimodrficos para la

castafia de Brasil Bertholletia excelsa, donde se identificaron de 6 a 18 alelos por marcador (71).

Para el afio 2009 fueron desarrollados 15 marcadores microsatélites para Cariniana
estrellensis y se probd la transferibilidad de estos en Cariniana legalis. De todos los marcadores
probados 12 fueron transferidos a efectivamente a C. legalis, donde se encontré un promedio de
alelos de 9 demostrando la transferibilidad de marcadores entre especies del mismo género de las

Lecythidaceas (72).

En el aflo 2010 se caracterizaron 12 marcadores microsatélites para C. legalis que habian
sido desarrollados previamente para C. estrellensis. De todos los marcadores probados 10 fueron

polimérficos, donde se encontraron para cada uno entre 2 y 11 alelos (73).



Posteriormente en el afno 2013 en sentido contrario, se desarrollaron un total de 13
marcadores microsatélites para C. legalis y se probd su transferibilidad en C. estrellensis; 11
marcadores fueron polimdrficos encontrando de 2 a 15 alelos en C. legalis y de 3 a 12 en C.

estrellensis (74).

C. legalis y C. estrellensis estdn consideradas en peligro de extincién por lo que se
aumentaron los esfuerzos para su conservacion, desarrollando los SSR mencionados anteriormente.
En el afio 2015 se utilizaron estos marcadores para investigar la estructura genética espacial y el
flujo de polen en tres poblaciones pequeiias aisladas de C. legalis, generando resultados que pueden
ser utilizados en programas de reforestacion; como es la distancia necesaria para recolectar semillas
de arboles que no estén emparentados, la distancia para recolectar semillas de arboles que no se
apareen entre si. Sugiriendo que la distancia de recoleccion de semillas para reproduccién,
conservacioén y restauracion sea de 350 metros y que ademds se incluya la recoleccién de semillas

de poblaciones que no fueron incluidas en el estudio (75).

En el afio 2013 se desarrollaron 7 marcadores microsatélites para Bertholletia excelsa,
encontrando de 3 a 7 alelos por marcador (76). Para el afio 2015 se analizé la estructura genética
de la especie a diferentes escalas espaciales, con el fin de generar conocimiento util para planes de
conservacién; encontrando una diversidad genética moderada y presentando diferentes niveles de
estructuracion genética en sus poblaciones, diferencidandose solo una de las poblaciones con

relacion a las otras (77).

En los estudios realizados dentro de la familia también se ha implementado el uso de
marcadores microsatélites en regiones de transcripcion. En el 2015 se desarrollaron este tipo de
marcadores para evaluar la diversidad genética de Barringtonia racemosa, donde probaron 30
marcadores de los cuales 15 amplificaron; estos también amplificaron para B. asidtica y B.

acutdngula probando la transferibilidad de estos para distintas especies del género (78).



Bertholletia excelsa es una de las especies insignias de la familia y como ya se ha
mencionado, hay varios estudios que evaluaron la diversidad genética de manera exitosa, debido a
la importancia econdmica de la especie los esfuerzos para investigarla son altos por lo que en el aifo
2017 se evalud la diversidad y estructura genética de la especie utilizando marcadores desarrollados
previamente, encontrando una diversidad moderada y una estructuracién de tres grupos que se

superponen entre si, teniendo un flujo efectivo de genes (18).

Debido a la fragmentacidn del bosque seco, se ha hecho necesario el estudio del efecto de
la fragmentacidn sobre la estructura genética de las poblaciones naturales por lo que en el 2016 se
desarrollaron 13 loci microsatélites para Foetidia mauritiana y probaron su transferibilidad en
Foetidia rodriguesiana, de los cuales 12 marcadores amplificaron para esta especie (79).
Posteriormente se evalud la diversidad y el flujo genético de Foetidia mauritiana y Foetidia
rodriguesiana en el bosque seco tropical fragmentado de las islas Mascarefias, encontrando una
diversidad genética alta, un alto nivel de autofecundacién y flujo genético restringido entre las

distintas poblaciones (80).

Diversidad genética en Lecythis

En el género Lecythis son escasos los estudios de diversidad genética, para este solo se
encuentran el desarrollo de marcadores microsatélites para Lecythis ampla y Lecythis pinosis
(19,20). En el caso Lecythis minor hasta la fecha no hay estudios de la diversidad genética de ninguna

de sus poblaciones.



4. Diseiio Metodolégico

4.1 Tipo de Estudio

Estudio descriptivo de corte transversal.

4.2 Area de Estudio

Se realizaron muestreos en la Regidn Caribe, en los departamentos de Atlantico, Bolivar,

Cesar, Magdalena y Sucre (Figura 2).

@ Bolivar
@ Atléntico

@ Sucre

@ Magdalena

@ Cesar

Figura 2. Areas de muestreo.



4.3 Toma de muestras

Se colectaron entre 5 y 10 individuos de las poblaciones de Lecythis minor ubicadas en
diferentes municipios de los cinco departamentos (Tabla 1), con una distancia no menor a 50 metros
entre cada arbol. En cada caso se tomaron hojas frescas que se conservaron en tubos de ensayo con

silica gel y se transportaron a la unidad de investigacién en microbiologia para su posterior

procesamiento.

Tabla 1. Lugares muestreados por departamento

Departamento

Lugar de muestreo

Coordenadas

Atlantico

Los Limites
Palmar de Candelaria
Piojo
San Juan de Tocagua
Molinero
Baranoa
Megua

10°38’'51”N 75°13’41"W
10°39'59”N 75°09’'15"W
10°44'49”N 75°05’'21"W
10°38'33”N 75°10'20"W
10°40'18”N 75°02’'58"W
10°48'12”N 74°55'02"W
10°51'21”N 74°54'01"W

Bolivar

Colorado Viejo
Garcero
Chapetona
Playitas

10°39'42”N 75°16'11"W
9°02'05”N 74°07'18"W
8°55’13”N 73°57'56”W
8°50'23”N 73°58'11"W

Magdalena

Pinto
Santa Ana

9°27'57”N 74°43'03"W
9°24’52”N 74°38'37"W

Sucre

Ovejas

9°34’18”N 75°11'37"W

Cesar

Becerril

9°42'42”N 73°16'59"W




4.4 Fase de laboratorio

44.1 Extraccion de ADN

Se siguid la metodologia propuesta por Doyle and Doyle CTAB (81).

Para ello se pesé 5 mg de tejido vegetal, se agregd 1 ml de buffer de lisis (Tris-HClI 100 mM,
EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M, CTAB 2%), se macerd, se transfirié a un tubo de microcentrifuga se agregé
2 L de B-mercaptoetanol y se mezcldé por inversion. Se incubd a 65°C por 45 minutos, cada 15
minutos se mezclé moderadamente por inversidn. Se agregd un volumen de cloroformo: alcohol
isoamilico 24:1. Luego se recuperd 800 pL de la fase acuosa y se agregd nuevamente un volumen de
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1. Se extrajo 500 puL de la fase acuosa y se precipitd el ADN con
2/3 volimenes de isopropanol. Se descartd sobrenadante y se lavé 2 veces con 1 mL de etanol frio
al 70%, se secd boca abajo hasta que no quedara presencia de etanol en el tubo. Finalmente se

hidratd con 50 uL de agua destilada estéril.

4.4.2 Transferibilidad de marcadores ISSR a L. minor

Se realizé una busqueda en la literatura de marcadores moleculares para L. minor y no se
encontré marcadores ISSR desarrollados para la especie, por lo que se procedid a seleccionar

marcadores desarrollados en Berthotellia excelsa (82) (Tabla 2).

Para probar los ISSR se seleccionaron 8 individuos provenientes de Ovejas, Colorado Viejo,
Garcero, Santa Ana barro blanco, Santa Barbara de Pinto, San juan de Tocagua, Palmar de Candelaria

y Becerril (Figura 3) que cubren la distribucién de las poblaciones en la regidn Caribe.

Las amplificaciones fueron realizadas en un volumen total de 15 pL que contenian de 1x
polimerasa Onetaq master mix 1X (NEW ENGLAND Biolabs), 0,2 uM primer forward, 0,2 uM primer
reverse y 50ng ADN. Las amplificaciones se hicieron con las siguientes condiciones:

desnaturalizacidn inicial de 94°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, de



47°Cy 50°C (segun el primer) por 45 segundos, 68°C por 1 minuto 30 segundos y una extension final

de 5 minutos.

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2%,
con un voltaje constante de 70V durante 140 minutos, de referencia se utilizd escalera de peso
molecular 1Kb DNA Ladder (New England Biolabs), la coloracién fue hecha con SYBR SAFE

(Invitrogen). La visualizacion de los productos de amplificacién se hizo en un transiluminador.

Palmar de Candelaria (Lp"'6=)

‘Maracanbo

golorado viejoy(Lc8) X
San juan de Tocagua (Ls23) 'Beéernl (LBeb68) ,Barquisimetd

Cartagena /

panta Barbara de Pinto (Lsp40) @ Santa Ana Barro Blanco (LBb32)
lejo Reserva natural el Garcero (LG45)

Montena

Medellin

Figura 3. Ubicacion geografica de los individuos evaluados. Tomada y modificada de Google Earth.

Los individuos y su ubicacién estan sefialados con los iconos azules.



Tabla 2. Marcadores ISSR probados en L. minor (82)

Locus Secuencia de primer (5’-3’)

Di(AG)8T AGAGAGAGAGAGAGAGT
Di(AG)8C AGAGAGAGAGAGAGAGC
Di(CA)8G CACACACACACACACAG

Di(AC)8G  ACACACACACACACACG

Di(GA)8YT GAGAGAGAGAGAGAGAYT

Di(GA)8YG GAGAGAGAGAGAGAGAYG
Di(CT)8RC CTCTCTCTCTCTCTCTRC

4.4.3 Transferibilidad de marcadores microsatélites de otras especies a L. minor

Igualmente se realizd una busqueda en la literatura de marcadores microsatélites
desarrollados para L. minor y hasta ahora no existen marcadores especificos para la especie, ni
estudios de diversidad genética de ninguna de las poblaciones de la especie, por lo que se procedio
a seleccionar marcadores desarrollados en Berthotellia excelsa y Lecythis pinosis (19,71,76) (Tabla

3),

Para probar la transferibilidad se seleccionaron 8 individuos provenientes de Ovejas,
Colorado Viejo, Garcero, Santa Ana barro blanco, Santa Barbara de Pinto, San juan de Tocagua,
Palmar de Candelaria y Becerril (Figura 3) que cubren la distribucion de las poblaciones en la region

Caribe.

Las amplificaciones fueron realizadas en un volumen total de 15 pL que contenian de 1x
polimerasa Onetag master mix 1X (NEW ENGLAND Biolabs), 0,2 uM primer y 50ng ADN. Las

amplificaciones se hicieron empleando el siguiente perfil térmico: desnaturalizacidn inicial de 94°C



por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, de 51°C a 55°C (segun el primer)

por 30 segundos, 68°C por 1 minuto y una extensién final de 5 minutos.

Los productos de amplificacién fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al
2,5%, con un voltaje constante de 60V durante 100 minutos, como referencia se utilizé escalera de
peso molecular 100pb DNA Ladder (New England Biolabs), la coloracién fue hecha con SYBR SAFE

(Invitrogen). La visualizacion de los productos de amplificacién se hizo en un transiluminador.

Tabla 3. Marcadores microsatélites probados en Lecythis minor.

Cdédigo de acceso

Locus Genbank Secuencia de primer (5’-3’)
F: GTGTACTTCTCTGGTTGGGGC
Bet147®) JX964796
R: CCCGAGTTCATTACCCAAACT
F: TATTCCATGGTCCTCCGT
Bex09'7) EU789628
R: AGTCAATCATCTTCAAGAGT
o) F: GCATTCTCTCATTTTCGCTTG
Bex22 EU789630
R: CCCTAGCAATCGTCGTCTTC
F: CAAGTCTCTGACTCATCGCCTA
Bex337Y) EU789634
R: ACCAGGTTCAGCAGACGTTC
F: AgggTgCCCAACCTCTTTT.
Lec1441) KM092089 gee’8 8
R: AggAgTTAgCCTTgTgTTgAC
Lec17249 KM092091 - 1TABCTBACTgBAAgETEEC
R: CEGAACAgTgTCTTCCTTTCgg
F: ggAgTgCgTgAgAAATA
Lec1951 KM092092 BB IE-E1ENE 868
R: gCTTCTCCAAACCCACgAAg
F: gCATgCTTTTgTgCACgC
Lec2631 KM092095 g-Ale 'e-ALE
R: ACCACACATACCTgTTgTTgAAg
Lec280'1 V092098 F: AgCTTCTTAAAAATCAggTTgCC
R: CTCgTgAgCATCTCTCCCTC
F: TgAgCTCCCgTTAECTT
Lec28719)  KM092099 EA8 gline
R: ACgAgTCATCCTCAAggCTC




4.5 Analisis de Datos

Para los ISSR se construyeron matrices binarias de presencia/ausencia para cada banda
polimérfica. Se cuantificd el nimero de bandas totales y bandas polimérficas y mediante el
programa GenAlex 6.5 (83,84) se calculd: nimero de alelos efectivos (Ne), indice de Shannon (1),
diversidad genética (h) y el contenido de informacion polimérfica se calculé mediante la siguiente
formula (85)

PICi=2fi(1- fi)

Donde fi es la frecuencia de las bandas presentes o fragmentos amplificados y (1- fi) es la

frecuencia de las bandas ausentes o fragmentos no amplificados.

Para el caso de los SSR la determinacion del tamafio de los alelos se hizo utilizando el rf de
cada una de las bandas y se construyd la matriz tomando una columna por cada locus y registrando
los distintos tamafios de los alelos para cada locus. Se calculd el nimero de alelos por locus (Na),
numero de alelos efectivos (Ne), indice de Shannon (l), heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperadainsesgada (uHe), y el indice f (F) mediante el programa GenAlex 6.5 (83,84)

y el indice de contenido polimdrfico (PIC) se calculé mediante el programa CERVUS (86).

Los calculos realizados se confirmaron mediante el programa Popgene (87) y Genepop (88,89).



5. Resultados

De los 7 marcadores ISSR probados, cinco amplificaron y generaron bandas claras
cuantificables. Asimismo, se transfirieron 7 de 10 marcadores SSR en Lecythis minor desarrollados

para Bertholletia excelsa (71,76) y Lecythis pinosis (19) (Tabla 4).

Tabla 4. Lista de marcadores transferidos y no transferidos.

Locus Tm°C Numero de alelos (bandas)
Betl14 53 2
Bex09 53 3
Bex22 53 5
Bex33 53 5
Lecl144 55 3
Lecl72 51 2
Lec195 53 0
Lec263 53 0
Lec280 53 0
Lec287 53 5
Di(AG)8T 47 3
Di(AG)8C 47 6
Di(CA)8G 50 0
Di(AC)8G 50 11
Di(GA)8YT 47 0
Di(GA)8YG 47 3
Di(CT)8RC 47 8

5.1 ISSR

Los cinco primers ISSR que produjeron un patrén de bandas (Figura 4) de ADN generaron un
total 31 fragmentos, de los cuales el 80,6% (25 bandas) resultaron polimérficas. El numero de

bandas amplificadas por cebador oscilé entre 3 y 11 con un promedio de 6,2 bandas. Todos los



marcadores ISSR presentaron un alto porcentaje de bandas polimodrficas que varid de 66,6% a 100%.
El nimero de alelos efectivos oscilé 1,5 y 1,91, con un promedio de 1,77. El promedio de Ia
diversidad genética de Nei fue de 0,425 y el promedio del indice de informacién de Shannon fue de
0,526. El contenido de informacién polimérfica oscilé entre 0,218 y 0,416, con un promedio de
0,3398. Los marcadores ISSR Di(CT)8RC y Di(AC)8G, obtuvieron los valores mas altos con 0,416 y

0,351 respectivamente (Tabla 5).

1° 2.3 n4b 8t Sl 8L 1A

5000ph +—

2000pbe—: e
1650pb+—
1000pbe—

850pb+—
650pb «——

500pb +—
400pb +—
300pb «—

Figura 4. Patron electroforético generado por ISSR Di(AG)8C en 8 individuos de L. minor. 1) Escalera
de peso molecular 1 kb; 2) Lo4; 3) Lc8; 4) LG45; 5) LBb32 6) Lsp40; 7) Ls23; 8) Lp26; 9) LBe68; 10)

Control negativo.



Tabla 5. Caracteristicas de los marcadores ISSR transferidos en Lecythis minor

Bandas
Primer ISSR totales Bandas polimérficas  Ne uHe | h PIC

Di(AG)8T 3 3 1,91 0,509 0,67 0,477 0,354
Di(AG)8C 6 4 1,84 0,487 0,649 0,457 0,218
Di(AC)8G 11 9 1,5 0,322 0,466 0,302 0,371

Di(GA)8YG 3 3 1,89 0,502 0,664 0,471 0,27
Di(CT)8RC 6 1,74 0,445 0,606 0,418 0,416

Total 31 25
Promedio 6,2 5 1,776 0,453 0,596 0,425 0,3398

Bandas totales, bandas polimérficas, nimero de alelos efectivos por locus (Ne), indice de Shannon
(1), Diversidad Genética de Nei (h) y indice de Contenido Polimérfico (PIC)

Principal Coordinates (PCoA)

¢ LBb32

¢ LG45

Coord. 2

+ 1523 ¢ 4c8os

Coord. 1

Figura 5. Analisis de coordenadas principales (PCoA) generado a partir de ISSR: Lo4 (Ovejas), Lc8
(Colorado Viejo), LG45 (Garcero), LBb32 (Santa Ana Barro Blanco), Lsp40 (Santa Barbara de Pinto)
Ls23 (San Juan de Tocagua), Lp26 (Palmar de Candelaria) y LBe68 (Becerril).

Segun el analisis de coordenadas principales realizado a partir de marcadores ISSR, la
distribucién de la mayoria de los especimenes utilizados es congruente con la distribucion (Figura
3), se agrupan los individuos geograficamente cercanos como los de Santa Barbara de Pinto, Palmar

de Candelaria, Garcero, y San Juan de Tocagua; sin embargo, el individuo de Becerril se agrupa junto



a estos a pesar de estar distanciados. Adema3s, se agrupan las muestras de Colorado Viejo y Ovejas,

y Santa Ana Barro Blanco, queda aislada del resto.

5.2SSR

Los siete loci microsatélites transferidos con éxito registraron un nimero de alelos que
oscild de 2 a 5, mientras que el nimero de alelos efectivos varidé de 1,28 a 2,909. La heterocigosidad
esperada tuvo un rango de 0,233 a 0,75 siendo el marcador Bex22 el que obtuvo el mayor valor para
este parametro evaluado. El indice de Shannon presentd valores que van de 0,377 a 1,296, siendo
el marcador Bet14 que arrojo el valor mas bajo. Los valores PIC mas altos fueron de locus Bex22 con
0,617 y Lec287 con 0,595; los valores PIC fueron similares entre los loci SSR, a excepcién de los locus
Bet14 y Lec172 que presentaron valores de 0,195 y 0,239 respectivamente (Tabla 6), presentando

los valores de polimorfismo mds bajos, siendo los locus menos informativos.

400pb «—
300pb «—

200pb «— ' ' - -
100pb «—

Figura 6. Patrén electroforético generado por SSR Bex33 en 8 individuos de L. minor. 1) Escalera de
peso molecular 100 pb; 2) Lo4; 3) Lc8; 4) LG45; 5) LBb32 6) Lsp40; 7) Ls23; 8) Lp26; 9) LBe68; 10)

Control negativo.



Tabla 6. Caracteristicas de los marcadores SSR transferidos en Lecythis minor

Locus Na Ne | Ho He uHe F Pic
Lec144 3 2,571 1,011 0,000 0,611 0,667 1,000 0,535
Lec172 2 1,385 0,451 0,000 0,278 0,303 1,000 0,239
Bex33 5 2,327 1,160 0,250 0,570 0,608 0,562 0,539
Lec287 5 2,909 1,249 0,875 0,656 0,700 -0,333 0,595
Bex09 3 1,815 0,796 0,000 0,449 0,484 1,000 0,406
Bex22 5 3,063 1,296 1,000 0,673 0,725 -0,485 0,617
Bet14 2 1,280 0,377 0,000 0,219 0,233 1,000 0,195
Total 25 - - - - - - -
Media 4 2,193 0,906 0,304 0,494 0,531 0,535 0,447

Numero de alelos por locus (Na), numero de alelos efectivos (Ne), indice de Shannon (l),
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada insesgada (uHe), indice F (F), indice de

contenido polimarfico (PIC).

Principal Coordinates (PCoA)
¢ Lc8
~
- ¢ Lp2b
)
o
o
+ |Be68
¢ Lsp40
¢ LG#5 LBb32 * Lod
¢ |s23
Coord. 1

Figura 7. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) generados a partir de SSR: Lo4 (Ovejas), Lc8
(colorado viejo), LG45 (Garcero), LBb32 (Santa Ana Barro Blanco), Lsp40 (Santa Barbara de Pinto)

Ls23 (San Juan de Tocagua), Lp26 (Palmar de Candelaria) y LBe68 (Becerril).

El andlisis de coordenadas realizados a partir de marcadores SSR es congruente en parte con
la distribucion geografica de los especimenes utilizados (Figura 3), agrupando a los individuos de

Santa Barbara de Pinto, Garcero y Santa Ana Barro Blanco y San Juan de Tocagua que se encuentra



un poco mas alejado de estos. En este analisis también se separan a las muestras de colorado y

ovejas que esta bastante distanciado.



6. Discusion

A pesar de que hay algunos estudios a nivel genético dentro de la familia Lecythidaceae,
este es el primero en evaluar marcadores moleculares para el estudio de la diversidad genética en
Lecythis minor. Se amplificaron doce marcadores moleculares en la especie de estudio,
encontrandose altos niveles de polimorfismo para los dos tipos de marcadores analizados, los cuales

tendrdn alto poder para discriminar dentro y entre poblaciones de la especie.

Los marcadores moleculares ISSR utilizados en este trabajo presentaron un numero de
bandas polimérficas (3 a 9) utiles para futuros estudios poblacionales de L. minor. Los ISSR se han
utilizado de manera eficiente para evaluar la diversidad genética en muchas otras especies de
plantas. Como son el caso del estudio hecho en Dioscorea hispida donde se evalud la diversidad
genética de las colecciones de germoplasma mediante la utilizacidn de ISSR, donde el 25% de los
marcadores revelaron polimorfismo generando un total de 22 bandas polimdrficas, permitiendo
seleccionar individuos en base a su coeficiente de distancia genética para futuros programas de
reproduccion (90). En Salvadora persica se estudiaron 20 marcadores, encontrando una
amplificacion de 11,6 bandas en promedio, y las variaciones genéticas encontradas entre los
genotipos generaron informacién para la seleccién de progenitores que garanticen alta diversidad
en los especimenes utilizados en planes de reforestacion (91). Otro estudio, evalud la diversidad y
estructura genética de cuatro especies del bosque seco tropical utilizando 12 marcadores ISSR
obteniendo un nimero de bandas por marcador de 4 a 12 y un porcentaje de bandas polimérficas
en rango similar para las cuatro especies, generando informacidn util para la seleccién de areas de
conservacion de las especies estudiadas (92). En Bertholletia excelsa se utilizaron marcadores ISSR
para evaluar la diversidad genética, amplificando un total 156 bandas para los 15 marcadores

utilizados, de los cuales 132 fueron polimarficos (93).

Uno de los aspectos analizados en el presente trabajo fue el indice de Shannon que denota

el grado de diversidad genética de las poblaciones y va de cero a uno, donde 0 indica una diversidad



genética menor (94). En este estudio se obtuvo un valor medio de | para los marcadores ISSR de
0,596, que en base a lo planteado indica que L. minor no presenta una diversidad genética alta. Los
ejemplares evaluados en este los cuales cubren la distribucién natural de la especie en la regién
dando una aproximacion inicial del estado de la especie. Esto se ve respaldado por el valor medio
obtenido de heterocigosidad esperada insesgada que fue de 0,453 lo que indica una diversidad

genética moderada de los ejemplares seleccionados para el estudio.

El PIC es el pardmetro mds importante que se evaliia en un marcador molecular, ya que este
mide la eficiencia para revelar el polimorfismo entre diferentes individuos (95). Los marcadores ISSR
utilizados se consideran informativos, presentando valores de 0,218 a 0,416; teniendo en cuenta

que el valor maximo para este tipo de marcadores es de 0,5 (96).

En el presente estudio fueron transferidos con éxito un gran porcentaje de marcadores
microsatélites a L. minor. La transferencia de marcadores microsatélites se ha documentado de
manera exitosa en varias especies vegetales como por ejemplo en razas autoctonas de guayabas en
Venezuela, en Lupinus mutabilis, y Arachis hypogaea, entre otros (97—99). Dentro de la familia
Lecythidaceae también se han transferido con éxito marcadores SSR en Cariniana legalis, Cariniana
estrellensis, Barringtonia asidtica y B. acutdngula (72,74,78). La transferibilidad ha demostrado ser
una muy buena herramienta para el estudio de la diversidad genética de plantas, en las cuales no

se cuenta con informacidn acerca de su genoma.

De los tres SSR transferidos de Lecythis pinosis a L. minor, fue Lec287 el que presenté mayor
numero de alelos seguido de Lecl44 y Lec172 (tabla 7), en otra investigacion encontraron que
Lec172 presenté un mayor numero de alelos, seguido de Lecl44 y Lec287 (19). De los SSR
transferidos de Bertholletia excelsa a L. minor en este estudio, Bex22 y Bex33 fueron los que

obtuvieron un mayor nimero de alelos; lo que concuerda otro trabajo (100). Anteriormente se



encontré algo similar siendo Bex33 el SSR con mayor nimero de alelos registrados en sus estudios

(18,71).

El nivel de transferibilidad moderado de L. pinosis a L. minor sugiere una relacion
filogenética remota a diferencia del alto nivel de transferencia observado entre L. minory B. excelsa.
Diversos autores han evidenciado que algunos géneros dentro de la familia Lecythidaceae pueden
no ser monofiléticos, entre los que destacan el género Lecythis que exhiben una amplia variacién
en sus estructuras florales (101,102). En un estudio filogenético realizado a partir de datos
combinados de secuencias ndhFy trnL-F, encontraron que L. minor forma un clado con B. excelsa y

otras especies, estando mas relacionada a esta que ha Lecythis pinosis (103).

El contenido de informacion polimdrfica varié de 0,195 (Bet14) a 0.,17 (Bex33) (tabla7). Los
valores PIC superiores a 0,5 se consideran altamente informativos, valores que van de 0,25 a 0,5 se
consideran moderadamente informativos y los valores por debajo de 0,25 se consideran poco
informativos (104). Por lo que Lecl44, Bex33, Lec287 y Bex22 son marcadores altamente
informativos en L. minor, Bex09 se consideran un marcador moderadamente informativo, y Lec172
y Betl4 se consideran marcadores poco informativos los cuales no son éptimos para posteriores

estudios en L. minor.

Basados en el analisis de los SSR en el presente trabajo hubo un exceso de homocigotos, lo
gue podria ser el resultado de eventos de endogamia, que puede aumentar la probabilidad de que
se pierdan alelos para las siguientes generaciones, ocasionando la pérdida progresiva de diversidad
genética (105). Esto puede estar ocurriendo gracias a la alta fragmentacion que ha sufrido el bosque

seco tropical en Colombia y en especial en la region Caribe colombiana (33).



El analisis de coordenadas principales de ISSR y SSR arrojd ciertas similitudes y diferencias
en cuanto a la manera como se agrupan los individuos de acuerdo con los alelos presentados, lo que
es comun para ambos analisis es que separa a los individuos de Ovejas y Colorado Viejo. En el caso
del individuo de Ovejas, el cual estd bastante alejado de los demas especimenes utilizados en el
trabajo (Figura 3), este presentd alelos exclusivos para cinco de los siete SSR transferidos en la
especie (Figura 6), la distancia geografica como barrera podria prevenir el intercambio de genes
entre poblaciones y causar diferencias genéticas entre los individuos de los distintos lugares
(106,107). El espécimen de Colorado Viejo, no amplificé para cuatro de los siete SSR utilizados, este
se encuentra aproximadamente a 10 km de los siguientes individuos seleccionados en el estudio
(Figura 3); esta falta de amplificacidon puede deberse a la variacidn de las regiones flanqueantes de
los microsatélites en comparacion a los otros individuos; esto puede estar mediado por la distancia
geografica, sumado a la alta fragmentacion observada en la zona que interrumpe el flujo génico

entre las especies de los distintos fragmentos (33).

Un aspecto importante a tener en cuenta para comprender la diversidad genética moderada
exhibida por L. minor en el presente trabajo, es el hecho de que su polinizacién es mediada por
insectos y no por el viento (108). Esto sustentado en el hecho que en especies en las que el polen
es dispersado por insectos, el grado de conectividad genética de las poblaciones depende de la
abundancia, distribucién y comportamiento de sus vectores de polinizacidn, los cuales a su vez
también se ven afectados por la fragmentacion (109). Por lo que de esta manera el flujo genético
de las distintas poblaciones de L. minor estaria siendo interrumpido, hecho que pudiera estar

sucediendo en otras especies dentro del bosque seco.



7. Conclusiones y Recomendaciones

7.1 Conclusiones

Se obtuvo un set de marcadores amplificados en Lecythis minor, siendo estos los primeros
reportados en la especie, proporcionando una herramienta para el estudio de esta especie a nivel

genético poblacional, lo cual podra tener mucha utilidad para la conservacidn efectiva de la especie.

Para los marcadores ISSR, cinco primeros generaron bandas claras y cuantificables,

resultando ser polimdrficos, ofreciendo una excelente herramienta para futuros estudios.

De los 7 marcadores microsatélites amplificados en la especie cinco resultaron ser

polimérficos, lo cual brinda un instrumento valioso para futuros estudios en L. minor.

En este anadlisis preliminar L. minor exhibié una diversidad genética moderada ocasionada

principalmente por la fragmentacién que presenta el Bs-T.

7.2 Recomendaciones

Realizar el analisis genético poblacional completo de las distintas poblaciones de Lecythis

minor en el caribe colombiano utilizando los marcadores probados con éxito en este trabajo.

Ampliar el set de marcadores moleculares disponibles para la realizacién de los estudios

genéticos poblacionales L. minor, sobre todo para los marcadores ISSR.

Evaluar el efecto de la fragmentacion sobre el flujo genético entre las distintas poblaciones

de L. minor.
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Anexo 1. Matriz de datos ISSR

locus {1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Ind
lo4 |12 110001110 0 0 1 1. 0 0 0 0 0 0 1 00 1 1
le8 (2 1 01 111111 1 0 1 1 1 0 0 0 0O 0O 00 0 o0 1
G451 1711 111 111 1 1 1 1 0 1 1 0o O O 1 1 1 1 1
Bb32|12 1121 11000O0O11 1 1 0 01 1 001 1 1 1 000
lsp40y0 202172111111 0 0 O O O 1 O OOT1 1 1 1 1 0
ls23 /0 2 11111111 0 O O 1T 01 0 OOT1T 1 01 1 o0
lp26 |0 0112111111 0 0 1 0 O1 0 O0O11 1 0 1 000
lBe68(1 0 11 111 111 0 0 0 1 11 0o 1 1 1 1 0 1 O O
Ind:Individuo
Anexo 2. Matriz de datos SSR: tamafio de alelos
SSR Lecl44 Lecl72 Bex33 Lec287 Bex09 Bex22 Betl4
Muestra
Lod 200 200 190 190| 180 295| 155 155| 110 110| 105 145| 100 100
Lc8 0 0 0 0 190 190| 145 200| O 0 0 0 110 110
LG45 190 190 195 195| 190 190| 155 205| 125 125| 105 145| 110 110
LBb32 190 190 195 195| 190 190| 155 205| 115 115| 105 145| 110 110
Lsp40 0 0 195 195| 205 295| 155 205| 125 125| 105 135| 110 110
Ls23 190 190 195 195| 195 195| 155 205| 125 125| 105 145| 110 110
Lp26 205 205 0 0 190 190| 155 205| 125 125| 115 145| 110 110
LBe68 205 205 195 195| 190 190| 160 205| 125 125| 105 155| 110 110

Anexo 3. analisis de microsatélites realizados mediante el programa Popgene

* Population: 1 @ Locus : Lec144 *

Genotypes

Obs. (O) Exp.(E) (O-E)*/E

2*0*Ln(O/E)

(A, A) 3

(B, A) 0

1.3636

1.0909

1.9636 4.7307

1.0909 0.0000




(B, B) 1 0.0909 9.0909 4.7958

(C, A) 0 2.1818 2.1818 0.0000
(C, B) 0 0.7273 0.7273 0.0000
(C, Q) 2 0.5455 3.8788 5.1971

Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium :

Chi-square : 18.933333
Degree of freedom: 3
Probability : 0.000282

Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :

G-square : 14.723667
Degree of freedom: 3
Probability : 0.002069

VLIV VY VNN N N N NE NNV NN VLV VL VLV VT VT VL VT VT VT NTNTN

* Population: 1 @ Locus : Lec172 *

Genotypes Obs. (O) Exp.(E) (O-E)*/E 2*O*Ln(O/E)

(A, A) 1 0.0909 9.0909 4.7958

(B, A) 0 1.8182 1.8182 0.0000



(B, B) 5 4.0909 0.2020 2.0067

Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium :

Chi-square : 11.111111
Degree of freedom: 1
Probability : 0.000858

Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :

G-square : 6.802498
Degree of freedom: 1
Probability : 0.009103

VLIV VY VNN N N N NE NNV NN VLV VL VLV VT VT VL VT VT VT NTNTN

* Population: 1 @ Locus : Bex33 *




Genotypes Obs. (O) Exp.(E) (O-E)*/E 2*O*Ln(O/E)
(A, A) 0 0.0000 0.0000 0.0000
(B, A) 0 0.6667 0.6667 0.0000
(B, B) 5 3.0000 1.3333 5.1083
(C,A) 0 0.1333 0.1333 0.0000
(C, B) 0 1.3333 1.3333 0.0000
(C,Q 1 0.0667 13.0667 5.4161
(D, A) 0 0.0667 0.0667 0.0000
(D, B) 0 0.6667 0.6667 0.0000
(D, C) 0 0.1333 0.1333 0.0000
(D, D) 0 0.0000 0.0000 0.0000
(E, A) 1 0.1333 5.6333 4.0298
(E, B) 0 1.3333 1.3333 0.0000
(E, C) 0 0.2667 0.2667 0.0000
(E, D) 1 0.1333 5.6333 4.0298
(E, E) 0 0.0667 0.0667 0.0000

Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium :

Chi-square :

30.333333

Degree of freedom :

10



Probability : 0.000755

Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :

G-square : 18.583969
Degree of freedom: 10
Probability : 0.045876

LTV VY VY NV NV NN NYNYNTNT T VY NLNT T VT VY NT T VT VY NYNT Y VY VYNV NTNT NYNY LN NLNYNY N NT T N NLNTNT N VT VT VY VYNV VT VY N7V

* Population: 1 @ Locus : Lec287 *

Genotypes Obs. (O) Exp.(E) (O-E)*/E 2*O*Ln(O/E)

(A, A) 0 0.0000 0.0000 0.0000
(B, A) 0 0.4667 0.4667 0.0000
(B, B) 1 1.4000 0.1143 -0.6729
(C, A) 0 0.0667 0.0667 0.0000
(C, B) 0 0.4667 0.4667 0.0000

(C, Q) 0 0.0000 0.0000 0.0000



(D, A) 1 0.0667 13.0667 5.4161

(D, B) 0 0.4667 0.4667 0.0000
(D, C) 0 0.06e67 0.0667 0.0000
(D, D) 0 0.0000 0.0000 0.0000
(E, A) 0 0.4000 0.4000 0.0000
(E, B) 5 28000 1.7286 5.7982
(E, C) 1 0.4000 0.9000 1.8326
(E, D) 0 0.4000 0.4000 0.0000
(E, E) 0 1.0000 1.0000 0.0000

Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium :

Chi-square : 19.142857
Degree of freedom: 10
Probability : 0.038485

Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :

G-square : 12.373922
Degree of freedom: 10

Probability : 0.260810



LSLVL VY VY VYNV N L VYNYSYNT VLYY NT L VT VL NT T VT VT NYNT VY VY VY NYNTNT N NY LY VLYY SLNL T VI NT VLTS ST VT VL VT Y NT VT V) VNS

* Population : 1 @ Locus : Bex09 *

Genotypes Obs. (O) Exp.(E) (O-E)*/E 2*O*Ln(O/E)

(A, A) 1 0.0769 11.0769 5.1299
(B, A) 0 0.3077 0.3077 0.0000
(B, B) 1 0.0769 11.0769 5.1299
(C, A) 0 1.5385  1.5385 0.0000
(C, B) 0 1.5385 1.5385 0.0000
(C, Q) 5 3.4615 0.6838 3.6772

Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium :

Chi-square : 26.222222
Degree of freedom: 3

Probability : 0.000009



Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :

G-square : 13.937045
Degree of freedom: 3
Probability : 0.002992

LTV VY VY NV NV NN NYNYNLNT T VYL NT T VT VY NT T VT VY NYNT VY VY VYNV NTNT YT LN VLYY NN T NN NTNT N VT VT VY VN Y T VY VT V)

* Population: 1 @ Locus : Bex22 *

Genotypes Obs. (O) Exp.(E) (O-E)*/E 2*O*Ln(O/E)

(A, A) 0 1.1538 1.1538 0.0000
(B, A) 0 0.4615 0.4615 0.0000
(B, B) 0 0.0000 0.0000 0.0000
(C, A) 1 04615 0.6282 1.5464
(C, B) 0 0.0769 0.0769 0.0000
(C, Q) 0 0.0000 0.0000 0.0000

(D, A) 4 23077 12410 4.4004



(D, B) 1 0.3846 0.9846 1.9110

(D, C) 0 0.3846 0.3846 0.0000
(D, D) 0 0.7692 0.7692 0.0000
(E, A) 1 0.4615 0.6282 1.5464
(E, B) 0 0.0769 0.0769 0.0000
(E, C) 0 0.0769 0.0769 0.0000
(E, D) 0 0.3846 0.3846 0.0000
(E, E) 0 0.0000 0.0000 0.0000

Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium :

Chi-square : 6.866667
Degree of freedom: 10
Probability : 0.737970

Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :

G-square : 9.404153
Degree of freedom: 10

Probability : 0.494225



LSLVL VY VY VYNV N NENENYSL NI LV NENE L V] VN LT VT NYNT VY VY VL NYNTNT N NYNL L VLN N SE LV VI NTNLNTNT NI N VLV N NT T VL VNS

* Population : 1 @ Locus : Bet1l4 *

Genotypes Obs. (O) Exp.(E) (O-E)*/E 2*O*Ln(O/E)

(A, A) 1 0.0667 13.0667 5.4161
(B, A) 0 18667 1.8667 0.0000
(B, B) 7 6.0667 0.1436 2.0034

Chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium :

Chi-square : 15.076923
Degree of freedom: 1
Probability : 0.000103

Likelihood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :



G-square : 7.419512
Degree of freedom : 1

Probability : 0.006452

LSLVL VY VY Y NYNT L VYNYNYNT Y VY NYNT T VT VY NT T VT VT VY NT VY VY VY NYNTNT VY NYNL L VLNYNY STV T VN VLTSN NT VT VY VYN NT V) VYN8

Allele Frequency of population 1:

Allele \ Locus Lecl44 Lecl72 Bex33 Lec287 Bex09 Bex22 Betld

Allele A 0.5000 0.1667 0.0625 0.0625 0.1429 0.4286 0.1250

Allele B 0.1667 0.8333 0.6250 0.4375 0.1429 0.0714 0.8750
Allele C 0.3333 0.1250 0.0625 0.7143 0.0714
Allele D 0.0625 0.0625 0.3571

Allele E 0.1250 0.3750 0.0714




Summary Statistics of population 1 :

3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k %k 3k 3k 3k 5k 3k %k 3k 3k 5k 5k 5k %k 3k 3k 3k 5k %k 3k %k 3k 3k 5k 5k 3k %k 3k 3k 5k 3k 3k 3k 3k 3k 3k sk 5k 5k 3k 3k sk sk sk 3k sk sk sk sk sk 3k 5k sk sk sk sk 5k 3k 5k 3k sk sk 3k 3k 3k 5k %k %k 5k 3k %k %k k

%k %k %k
k% * %k
ok Summary of Genic Variation Statistics for All Loci ok

%k %k

*k [See Nei (1987) Molecular Evolutionary Genetics (p. 176-187)]

* % * %

ok ok oK oK oK ok ok o K K oK oK ok o o K oK oK ok ok o o ok Kok ok ok ok o ok ok ok sk ok o ok ok ok ok 3k ok ok oK ok ko o oK oK oK ok ok o o K oK oK ok ok ok o Kok ok ok ok ok ok ok ok sk ok kR kK ok ok

* % %

Locus Sample Size na*  ne*

Lec144 12 3.0000 2.5714 1.0114
Lec172 12 2.0000 1.3846 0.4506
Bex33 16 5.0000 2.3273 1.1602
Lec287 16 5.0000 2.9091 1.2493
Bex09 14 3.0000 1.8148 0.7963

Bex22 14 5.0000 3.0625 1.2964



Bet14 16 2.0000 1.2800 0.3768

Mean 14 3.5714 2.1928 0.9058

St. Dev 1.3973 0.7142 0.3754

* na = Observed number of alleles
* ne = Effective number of alleles [Kimura and Crow (1964)]

* | = Shannon's Information index [Lewontin (1972)]

ok K oK oK oK ok ok ok K oK oK oK ok o o K oK oK ok ok o o ok oK ok sk ok o o K ok ok sk ok o ok ok ok ok sk ok ok oK ok ok o ok oK oK oK ok ok o o oK oK ok 3k o o ok Kok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk
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** Summary of Heterozygosity Statistics for All Loci *x
* % * %
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Locus Sample Size Obs_Het Exp_Het* Nei** Ave Het

Lecl44 12 0.0000 0.6667 0.6111 0.6111



Lecl72 12 0.0000 0.3030 0.2778 0.2778

Bex33 16 0.2500 0.6083 0.5703 0.5703
Lec287 16 0.8750 0.7000 0.6562 0.6562
Bex09 14 0.0000 0.4835 0.4490 0.4490
Bex22 14 1.0000 0.7253 0.6735 0.6735
Bet14 16 0.0000 0.2333 0.2188 0.2188
Mean 14 0.3036 0.5315 0.4938 0.4938
St. Dev 0.4440 0.1973 0.1838 0.1838

* Expected homozygosty and heterozygosity were computed using Levene (1949)

** Nei's (1973) expected heterozygosity

The number of polymorphiclociis: 7

The percentage of polymorphic loci is : 100.00 %

Wright's (1978) fixation index (Fis) as a measure of heterozygote deficiency or excess

Allele \ Locus Lec144 Lecl72 Bex33 Lec287 Bex09 Bex22 Betld



Allele A 1.0000 1.0000 -0.0667 -0.0667 1.0000 -0.7500 1.0000

Allele B 1.0000 1.0000 1.0000 -0.2698 1.0000 -0.0769 1.0000
Allele C 1.0000 **** 1.0000 -0.0667 1.0000 -0.0769  ****
Allele D Rakk xxkk .0.0667 -0.0667  **** 05556  HF***
Allele E kAR kxAx_0.1429 -0.6000 F*** -0.0769 - K***
Total 1.0000 1.0000 0.5616 -0.3333 1.0000 -0.4848 1.0000

3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k %k 3k 3k 3k 3k 3k %k %k 3k 3k 3k %k %k %k 3k 3k 5k %k %k %k %k 3k 3k %k %k %k %k 3%k 3k %k %k %k %k 3k 3k >k 5k 3k 3k 3k 3k %k >k >k 5k 3k 3k 3k >k >k 5k 5k 3k %k >k 3k 3%k 3k 3k 3k %k %k 3% 3% 3k %k %k *k %k %k k k

k k%
k% k%
ok The Ewens-Watterson Test for Neutrality ok

**  [See Manly (1985) 'The Statistics of Natural Selection' (p.272-282)] **
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PopulationID : 1

Population Name : none

Locus n k Obs.F MinF MaxF Mean* SE* L95* U95*

Lecl44 12 0.3889 0.3333 0.7222 0.5130 0.0124 0.3472 0.7083
Lecl72 12 0.7222 0.5000 0.8472 0.6953 0.0176 0.5000 0.8472
Bex33 16 0.4297 0.2000 0.6250 0.3306 0.0062 0.2266 0.5000
Lec287 16 0.3438 0.2000 0.6250 0.3343 0.0072 0.2266 0.5781
Bex09 14 0.5510 0.3333 0.7551 0.5264 0.0156 0.3367 0.7449
Bex22 14 0.3265 0.2000 0.5918 0.3224 0.0056 0.2245 0.5306
Betl4 16 0.7812 0.5000 0.8828 0.7235 0.0194 0.5000 0.8828




Anexo 4. Andlisis de marcadores microsatélites utilizando el programa genepop
Genepop 4.7.5, Basic data for each locus in each population
File: 171549 (SSR L_minor )

Number of populations detected : 1
Number of loci detected 17

'Expected' numbers of homozygotes or heterozygotes
are computed using Levene's correction

Fis: computed as in Weir & Cockerham (1984);
also as in Robertson & Hill (1984).

Detailed analyses

Pop: LBe68 Locus: Lec144

Genotypic matrix:
123

w N -
o O w

1
02

Genotypes Obs.  Expected



1.3636
1.0909
0.0909
2.1818
0.7273
0.5455

NOORFr OWw

Expected number of homozygotes : 2.0000
Observed number of homozygotes : 6
Expected number of heterozygotes: 4.0000
Observed number of heterozygotes: 0

Allele frequencies and Fis:

Allele Sample count Frequency W&C

1 6 0.5000 1.0000
2 2 0.1667 1.0000
3 4 0.3333 1.0000
Tot 12 1.0000 1.2000

Pop: LBe68 Locus: Lec172

Genotypic matrix:
12

11

205

Genotypes Obs.  Expected
1,1 1 0.0909

2,1 0 1.8182
2,2 5 4.0909

Expected number of homozygotes :4.1818

Observed number of homozygotes : 6

Expected number of heterozygotes: 1.8182

Observed number of heterozygotes: 0

Allele frequencies and Fis:

R&H



Allele Sample count Frequency W&C R&H

1 2 0.1667 1.0000
2 10 0.8333 1.0000
Tot 12 1.0000 1.2000

Pop: LBe68 Locus: Bex33

Genotypic matrix:
12345

u b wWN R
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0
10

Genotypes Obs.  Expected

1,1 0 0.0000
2,1 0 0.6667
2,2 5 3.0000
3,1 0 0.1333
3,2 0 1.3333
3,3 1 0.0667
4,1 O 0.0667
4,2 O 0.6667
4,3 O 0.1333
4,4 0 0.0000
5,1 1 0.1333
5,2 0 1.3333
5,3 0 0.2667
5,4 1 0.1333
5,5 0 0.0667

~

Expected number of homozygotes :3.1333
Observed number of homozygotes : 6
Expected number of heterozygotes: 4.8667
Observed number of heterozygotes: 2

Allele frequencies and Fis:

Allele Sample count Frequency W&C R&H



1 1 0.0625 0.0000

2 10 0.6250 1.0000

3 2 0.1250 1.0000

4 1 0.0625 0.0000

5 2 0.1250 -0.0769
Tot 16 0.6056 0.3393

Pop: LBe68 Locus: Lec287

Genotypic matrix:
12345
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0
00

Genotypes Obs.  Expected

1,1 0 0.0000
2,1 0 0.4667
2,2 1 1.4000
3,1 0 0.0667
3,2 0 0.4667
3,3 0 0.0000
4,1 1 0.0667
4,2 O 0.4667
4,3 O 0.0667
4,4 0 0.0000
5,1 0 0.4000
5,2 5 2.8000
5,3 1 0.4000
5,4 0 0.4000
5,5 0 1.0000

~

Expected number of homozygotes : 2.4000
Observed number of homozygotes : 1
Expected number of heterozygotes: 5.6000
Observed number of heterozygotes: 7

Allele frequencies and Fis:

Allele Sample count Frequency W&C R&H



1 1 0.0625 0.0000

2 7 0.4375 -0.2069

3 1 0.0625 0.0000

4 1 0.0625 0.0000

5 6 0.3750 -0.5556
Tot 16 -0.2727 -0.1199

Pop: LBe68 Locus: Bex09

Genotypic matrix:
123

1

05

Genotypes Obs.  Expected
1 0.0769
0.3077
0.0769
1.5385

1.5385
3.4615

U O ok o

Expected number of homozygotes :3.6154
Observed number of homozygotes : 7
Expected number of heterozygotes: 3.3846
Observed number of heterozygotes: 0

Allele frequencies and Fis:

Allele Sample count Frequency W&C R&H

1 2 0.1429 1.0000
2 2 0.1429 1.0000
3 10 0.7143 1.0000
Tot 14 1.0000 1.1667

Pop: LBe68 Locus: Bex22

Genotypic matrix:
12345
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o O o

0
00

Genotypes Obs.  Expected

1,1 0 1.1538
2,1 0 0.4615
2,2 0 0.0000
3,1 1 0.4615
3,2 0 0.0769
3,3 0 0.0000
4,1 4 2.3077
4,2 1 0.3846
4,3 0 0.3846
4,4 0 0.7692
5,1 1 0.4615
5,2 0 0.0769
5,3 0 0.0769
5,4 0 0.3846
5,5 0 0.0000

~

Expected number of homozygotes :1.9231
Observed number of homozygotes : 0
Expected number of heterozygotes: 5.0769
Observed number of heterozygotes: 7

Allele frequencies and Fis:

Allele Sample count Frequency W&C
6 0.4286 -0.7143
0.0714 0.0000
0.0714 0.0000
0.3571 -0.5000
0.0714 0.0000
Tot 14 -0.4237 -0.1875

ubh wN e
N, ==

Pop: LBe68 Locus: Betl4

Genotypic matrix:
12

R&H



N =
o
~

Genotypes Obs.  Expected
1,1 1 0.0667
2,1 0 1.8667
2,2 7 6.0667

Expected number of homozygotes : 6.1333
Observed number of homozygotes : 8
Expected number of heterozygotes: 1.8667
Observed number of heterozygotes: 0

Allele frequencies and Fis:

Allele Sample count Frequency W&C

1 2 0.1250 1.0000
2 14 0.8750 1.0000
Tot 16 1.0000 1.1429

Tables of allelic frequencies for each locus:

Locus: Lec144

1 2 3
LBe68 0.5000.167 0.333 12

Locus: Lec172

LBe68 0.1670.833 12

Locus: Bex33

Pop Alleles Genes

1 2 3 4 5
LBe68 0.062 0.6250.125 0.062 0.125 16

R&H



Locus: Lec287

Pop Alleles Genes

1 2 3 4 5
LBe68 0.062 0.438 0.062 0.062 0.375 16

Locus: Bex09

1 2 3
LBe68 0.1430.1430.714 14

Locus: Bex22

Pop Alleles Genes

1 2 3 45
LBe68 0.429 0.0710.071 0.357 0.071 14

Locus: Betl4

Pop Alleles Genes

LBe68 0.1250.87516



