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Resumen

Titulo: Estructura y Variabilidad Genética Espacial de Poblaciones de Elaeis oleifera (Kunth) Cortés en
las Regiones Andina y Caribe de Colombia.*

Autor: Pricelis Paulin Polanco Fontalvo. **

Palabras clave: Palma americana, microsatélites, genética de paisaje, eco-regiones de los continentes,
fragmentacion de habitat.

Descripcion:

El género Elaeis pertenece a la familia Arecaceae y esta compuesto por la palma americana Elaeis oleifera
(Kunth) Cortés y la palma de aceite Elaeis guineensis (Jacq). Aunque E. guineensis es la especie de palma
mas utilizada para la produccién de aceite en Colombia, su rendimiento se ve afectado por enfermedades
como la pudricion del cogollo. Sin embargo, los hibridos del cruzamiento de E. oleifera y E. guineensis
muestran resistencia a esta enfermedad, lo que establece a E. oleifera como un importante recurso para
programas de mejoramiento. Este estudio evalud la diversidad y estructura genética espacial de 280
individuos de E. oleifera considerando dos metodologias. En la primera se definieron dos agrupaciones a
priori, la primera con base en las regiones y proximidad geogréafica de los individuos colectados, y la
segunda a partir de la interseccion entre los datos de presencia de cada individuo y su ubicacién dentro de
los limites administrativos municipales de Colombia. Posteriormente se realiz6 un analisis sin informacion
a prior mediante métodos de agrupamiento Bayesianos y de andlisis multivariados. El analisis con 16 loci
microsatélites permitio la identificacion de poblaciones fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg por déficit
de heterocigotos y la presencia de alelos nulos. La riqueza alélica varié con la distribucién geogréfica,
siendo menor en los municipios ubicados hacia el norte de la regidn Caribe y maxima en los municipios
ubicados hacia el sur de la region Andina. Se identificaron cuatro grupos genéticos en E. oleifera con
niveles de diferenciaciéon moderados y altos. La estructura genética observada puede ser explicada por
mecanismos de asilamiento por distancia, aislamiento ecoldgico y cuellos de botella. Los patrones de
diversidad y estructura genética observados en este estudio son Utiles para la creacion de bancos de
germoplasma y el disefio de estrategias de conservacion para esta especie.

* Trabajo de grado de Maestria en Biologia.
** Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Directora: Carmenza Montoya Ph. D. Biologia Vegetal Integrativa,
Codirector: Sergio Marchant Ph.D. Ciencias Bioldgicas.
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Abstract

Title: Structure and Spatial Genetic Variability of Populations of Elaeis oleifera (Kunth) Cortés in the
Andean and Caribbean Regions of Colombia.*

Author: Pricelis Paulin Polanco Fontalvo. **

Key words: American palm, microsatellites, landscape genetics, eco-regions of the continents, habitat
fragmentation.

Description:

The Elaeis genus belongs to the Arecaceae family and is composed of the American palm Elaeis oleifera
(Kunth) Cortés and the oil palm Elaeis guineensis (Jacq). Although E. guineensis is the most widely used
palm species for oil production in Colombia, its performance is affected by diseases such as bud rot.
However, the hybrids E. oleifera x E. guineensis show resistance to this disease, which establishes E.
oleifera as an essential resource for breeding programs. This study evaluated the diversity and spatial
genetic structure of 280 E. oleifera individuals considering two methodologies. Initially, two groups were
defined a priori, the first based on the regions and geographical proximity of the individuals collected, and
the second based on the intersection between the presence data of each individual and their location within
the municipal administrative limits of Colombia. Subsequently, an analysis without prior information was
performed using Bayesian grouping and multivariate analysis methods. Analysis with 16 microsatellite loci
allowed the identification of populations outside the Hardy-Weinberg equilibrium due to heterozygote
deficiency and the presence of null alleles. Allelic wealth varied with geographic distribution, being lower
in the municipalities located to the north of the Caribbean region and maximum in the municipalities located
to the south of the Andean region. Four genetic groups were identified in E. oleifera with moderate and
high levels of differentiation. The observed genetic structure can be explained by isolation mechanisms by
distance, ecological isolation, and bottlenecks. The patterns of diversity and genetic structure observed in
this study are useful for the creation of genebanks and the design of conservation strategies for this species.

* Master’s degree work
** Faculty of Sciences, School of Biology, Director: Carmenza Montoya Ph. D. Integrative Plant Biology, Co-
director: Sergio Marchant Ph.D. Biological Sciences.
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Introduccioén

El género Elaeis hace parte de la familia Arecaceae y esta compuesto por dos especies: Elaeis
oleifera (Kunth) Cortés y Elaeis guineensis (Jacq). E. oleifera es conocida cominmente como
palma americana o noli, tiene un rango de distribucion en la zona intertropical del continente
americano, que va desde Guatemala hasta el norte de Brasil, incluyendo paises como Colombia,
Pert y Ecuador (Corley & Tinker, 2003). Actualmente se encuentra en estatus de conservacion y
en peligro de extincion (G. Galeano & Bernal, 2005; Murillo, 2017) por diversos factores
antropogénicos que han generado un impacto negativo sobre sus poblaciones naturales (G.

Galeano & Bernal, 2005).

Por otro lado, E. guineensis conocida cominmente como palma de aceite, es originaria del
continente africano y en la actualidad se cultiva en paises tropicales de todo el mundo. Su amplio
rango de distribucidn se presenta debido a la importancia econdmica del aceite que produce, ya
que este es muy apetecido en industrias tales como la alimentaria, cosmetica y energética (Corley
& Tinker, 2003). Actualmente, es el cultivo de esta palma el que tiene mayor tasa de produccion
de aceite por hectarea en el mundo, representando asi un importante recurso para la economia del
pais (Fedepalma, 2018). Sin embargo, extensas areas de cultivo han sido devastadas por la
enfermedad de la pudricion del cogollo (PC) (Bastidas, Pefia, & Reyes, 2013), causada por el
oomycete Phytophthora palmivora (Martinez, Sarria, Torres, & Varon, 2010). Esta enfermedad
limita la produccion de la palma de aceite, ya que genera infecciones necréticas en el meristemo

de la base de las flechas, impidiendo el crecimiento de las hojas (Alegria et al., 2015). Dado el
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gran impacto que tiene la enfermedad en el cultivo se ha hecho necesaria la implementacion de
tecnologias para controlar la enfermedad desde diferentes frentes tales como manejo agronémico,

blsqueda de resistencia genética, entre otros (Silva & Martinez, 2009).

En este sentido, aunque E. oleifera no tiene una buena produccion de aceite por hectarea y no
es viable su cultivo (Chaves, Ligarreto-Moreno, & Cayon-Salinas, 2018) la especie es importante
para los programas de mejoramiento genético, debido a que E. oleifera es compatible
reproductivamente con E. guineensis, aporta rasgos agronémicos importantes a los hibridos O x G
(Chaves et al., 2018) y ademas le otorga una resistencia parcial a la PC (Alegria et al., 2015;
Chinchilla, 2003; Meunier, 1989). Cabe resaltar que, aunque los hibridos son una alternativa para
hacer frente a esta enfermedad, solo son viables econdmicamente en zonas con alta incidencia de
laPC. Lo anterior, debido a que estos tienen una tasa de extraccion de aceite de solo 18 %, mientras

que la de E. guineensis es de 24 % (Bastidas et al., 2013).

Ahora bien, dada la importancia de E. oleifera en la agroindustria se ha hecho necesario estudiar
las caracteristicas de esta especie no solo a nivel agronémico sino también a nivel genético, para
conservar el pool génico de la misma. Es asi como el uso de herramientas moleculares ha permitido
hacer inferencias sobre la variabilidad, estructura y flujo génico entre poblaciones naturales de E.
oleifera en Centroamérica y Suramérica. Por ejemplo, Barcelos et al. (2000, 2002) y Moretzsohn
et al. (2002) mediante el uso de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) y AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), encontraron una baja variabilidad genética asociada a presiones selectivas por

factores ambientales y eventos recientes de cuello de botella en sus poblaciones de estudio.
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Adicionalmente, con el desarrollo e implementacion de marcadores moleculares microsatélites
especificos para el género Elaeis (Billotte et al. 2001, 2005; Zaki et al. 2010) se ha reportado que
en paises como Honduras, Costa Rica, Colombia y Panam4, la diversidad genética de E. oleifera
presenta valores bajos con un rango de 0.06 a 0.26 (Ithnin, Teh, & Ratnam, 2017). No obstante,
los reportes hechos para la Amazonia de Brasil, Per( y Ecuador muestran valores con rangos de
diversidad mas altos, es decir, desde 0.1 a 0.7 (Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015) y 0.02 a 0.8
(Natawijaya, Ardie, Syukur, & Maskromo, 2019). La diversidad de resultados en estos estudios
corroboran que la moderada estructura genética de esta especie esta asociada a la presencia de
alelos especificos presentes en los paises de origen, probablemente por un patron de aislamiento
por distancia (Arias, Gonzalez, Prada, et al., 2015; Ithnin et al., 2017; Montoya, Arias, & Romero,

2010).

Para el caso colombiano ha sido la Corporacién Centro de Investigacion de Palma de Aceite —
Cenipalma, con la financiacion del Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion — Colciencias y el Fondo de Fomento Palmero, la institucion que ha desarrollado
protectos enmarcados en la conservacion de E. oleifera (Arias, Gonzalez, Prada, et al., 2015;
Montoya et al., 2010; Montoya, Daza, Rincdn, Ayala-Diaz, & Romero, 2018). Cenipalma es una
institucion dedicada al desarrollo de tecnologias sostenibles, para contribuir a mejorar la sanidad
y productividad de los cultivos de palma de aceite e hibridos O x G en Colombia. Igualmente,
Cenipalma ha participado en investigaciones con marcadores moleculares microsatélites en E.

oleifera en el marco de investigaciones a nivel internacional que le han permitido establecer
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colecciones de esta especie ex situ (Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015; Ithnin et al., 2017;

Montoya et al., 2010; Rey, Gomez, Ayala-Diaz, Delgado, & Rocha, 2004).

Sin embargo, la informacidn genética de E. oleifera disponible es limitada y desarrollada con
pocas localidades de estudio en Colombia. Por lo anterior, se hace prioritario investigar en aquellas
regiones donde la especie se encuentra distribuida y que ademas no cuenta con estudios genéticos
previos. Con este fin, estimar la diversidad y estructura genética espacial de la palma E. oleifera
en zonas de tierras bajas de las regiones Andina y Caribe de Colombia se convierte en el principal
objetivo de este trabajo. De esta manera se pretende generar informacion de linea base para los
planes de manejo de la especie y conservacion y generacion de colecciones de germoplasma ex

situ de la palma americana.

1. Hipdtesis

La diversidad genética de E. oleifera no es uniforme en las regiones Andina y Caribe de

Colombia.

Los individuos que se encuentran mas cercanos entre ellos tendran menor diferenciacion
genética que los que se encuentran mas distanciados, evidenciando un patron de aislamiento por

distancia.
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2. Objetivos

2.1 General

Estimar la estructura genética espacial de Elaeis oleifera (Kunth) Cortés en las zonas de

distribucion natural de las regiones Andina y Caribe de Colombia.

2.2 Especificos

Estimar la diversidad genética de las poblaciones de E. oleifera presentes en las regiones Andina

y Caribe de Colombia.

Determinar la estructura genética poblacional en las poblaciones de E. oleifera presentes en las

regiones Andina y Caribe de Colombia.

Relacionar la diversidad y estructura genética con la distribucién espacial de las poblaciones de

E. oleifera en las regiones Andina y Caribe de Colombia.
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3. Marco Tedrico

3.1 Descripcion taxondmica de E. oleifera (Kunth) Cortés

E. oleifera se caracteriza por presentar un estipite usualmente largo y de crecimiento reptante
(Figura 1, 2 y 3), aunque en algunos casos dependiendo del tipo de suelo, puede ser erecto (Corley
& Tinker, 2003). Anualmente puede llegar a crecer entre cinco y diez centimetros, lo que
representa menos de una quinta parte en comparacion con su especie hermana E. guineensis. Las
hojas son pinnadas compuestas, se caracterizan por presentar foliolos con una disposicién en un

solo plano y pequefias espinas ubicadas en la base peciolar (Schultes, 1990).

Las inflorescencias de esta palma crecen siempre en las axilas de las hojas. En el caso de las
inflorescencias masculinas, estas son similares a las de E. guineensis, aunque la longitud de las
espiguillas varia entre cinco y quince centimetros, con anteras mas cortas, el gineceo mas
desarrollado y con la presencia de tres crestas estigmaticas marcadas (Schultes, 1990). Por otro
lado, las inflorescencias femeninas tienen espiguillas cortas que no estan sostenidas por bracteas

largas, como es el caso de E. guineensis (Corley & Tinker, 2003).
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E. oleifera es monoica, alégama y puede llegar a poseer flores tanto masculinas como
femeninas en un mismo periodo durante los cambios de ciclos de floracion (Bastidas et al., 2013).
Cabe resaltar que la informacidn sobre la biologia de esta especie es limitada, por lo que ciertos
procesos son descritos con base en estudios realizados en E. guineensis como modelo biologico de
referencia. En este sentido, se ha observado que en la palma africana la proporcién de sexos durante
los ciclos de floracion puede llegar a verse afectada, cuando la planta experimenta factores de
estrés abidtico. Como resultado, la planta limita la produccion de flores femeninas e inicia un

proceso de sobreproduccion de flores masculinas (Adam et al., 2011; Mondragon & Roa, 1985).

Por otro lado, los racimos presentan usualmente una morfologia redondeada de apariencia
conica, con un peso promedio entre ocho y doce kilogramos (Figura 4). A menudo forman una
gran cantidad de frutos partenocarpicos, que pueden llegar a constituir hasta méas del 80% del
racimo (Ooi, Dasilva, Muller, & Nascimento, 1981). El pericarpio de cada fruto presenta una capa
externa denominada exocarpo conformada por la piel o cascara, mesocarpio donde se almacena el
aceite, endocarpio lignificado conocido como cuesco y en la semilla se encuentra el endospermo

o almendra (Figura 5), del que se obtiene el palmiste (Corley & Tinker, 2003).

Esta especie puede llegar a desarrollar dos tipos de coloracion en sus racimos. En este sentido,
se ha observado que unas poblaciones presentan en estado inmaduro una coloracién verde en el
pericarpio y cuando maduran la coloracion se torna amarilla, mientras que en otras poblaciones, la

coloracién en estado inmaduro es amarilla y en estado maduro se torna roja (Bastidas et al., 2013).



Clase Magnoliopsida
Superorden Lilianae

Orden Arecales
Familia Arecaceae
Género Elaeis

Especie Elaeis oleifera

Figura 1. llustracién individuo adulto de E. oleifera realizada por @xion_illustrator.

Figura 2. Individuo adulto encontrado en el municipio de Turbo-Antioquia (7°39.249'N,

76°51.541'W).



23

Figura 3. Grupo de individuos adultos pertenecientes al municipio de Cereté-Cérdoba

(8°55.063'N, 75°48.151'W).

Figura 4. Racimos de E. oleifera pertenecientes a individuo adulto del municipio de Necocli-

Antioquia (8°23.314'N, 76°45.122'W).
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RACIMO FRUTO

Endocarpio

© o Cuesco

Figura 5. Morfologia de frutos de E. oleifera.

3.2 Agentes polinizadores y dispersores

Debido a la forma de reproduccion alogama tanto de E. oleifera como de E. guineensis, la
polinizacion (predominantemente entomdfila aunque puede ser también anemafila) resulta ser un
aspecto importante de la biologia de ambas especies para la industria (Bastidas et al., 2013). En
E. guineesis este proceso se da de manera natural mediante la interaccion con varias especies de
escarabajos polinizadores tales como Elaeidobius kamerunicus (Curculionidae), Elaeidobius
subvittatus (Curculionidae), Mystrops costaricensis (Nitidulidae) y Thrips hawaiiensis (Corley &

Tinker, 2003).

Del éxito del proceso de transferencia de polen entre flores dependera la cantidad de frutos que

producira un racimo y finalmente se traducird a la obtencion de mejores dividendos (Sanchez,
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Daza, Ruiz, & Romero, 2011). Sin embargo, en los cultivares hibridos la polinizacion representa
una desventaja ya que las inflorescencias desarrollan unas bracteas pedunculares o espatas que las
recubren e impiden el ingreso de polinizadores naturales (Meléndez & Ponce, 2016). Esto obliga
a los productores a realizar aplicaciones manuales de polen, lo cual genera costos adicionales, para

poder obtener una buena produccion de aceite en este tipo de cultivares (Sanchez et al., 2011).

Cabe resaltar que en las inflorescencias tanto de hibridos como de E. oleifera se han encontrado
insectos polinizadores de E. guineensis, cuando las poblaciones de los hibridos y E. oleifera se
ubican cerca de plantaciones comerciales de E. guineensis (Mondragon & Roa, 1985). Mientras
que en poblaciones naturales de E. oleifera se han encontrado insectos polinizadores especificos
como Mystrops beserrai y Couturierius spp, que no han sido detectados en E. guineensis, pero si

en hibridos como insectos visitantes (Kirejtshuk & Couturier, 2010).

Por otro lado, se ha documentado que grupos de aves y mamiferos como monos serian los
responsables de la dispersion por fauna de E. oleifera (Serrano, 2015). Sumado a lo anterior,
mecanismos tales como la flotacion también contribuyen en este proceso dispersion por corrientes
de agua, debido a que el fruto cuando cae de la palma mantiene la pieza floral del sépalo que le

permitiria mantenerse en la superficie de los cuerpos de agua.

3.3 Distribucién de la especie

Dado que E. oleifera es originaria de la franja intertropical del continente americano (Figura 6)

se han registrado poblaciones de individuos con una distribucion desde el sur de Nicaragua hasta
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la zona norte de Brasil, donde se incluyen paises como Colombia, Pert y Ecuador (Corley &
Tinker, 2003). Asi mismo, se ha descrito que el hébitat de esta especie usualmente se asocia a
zonas hiimedas tales como &reas riparias, pantanosas, aluviones, margenes de rios y lagunas (De
Granville 1989; Corley y Tinker 2003; Rey et al. 2004). Sumado a lo anterior, también se ha
documentado en la actualidad que algunos relictos poblacionales se encuentran en habitats de
paisajes fragmentados (Figura 7) de regiones calidas hiUmedas y en ocasiones en zonas calientes y

secas (Montoya et al., 2018).
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Figura 6. Datos de distribucién de GBIF para E. oleifera en la zona intertropical del continente

americano (Datos de descarga: https://doi.org/10.15468/dl.1f3un8).
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Figura 7. Paisaje donde usualmente se encuentran poblaciones de E. oleifera. Municipio de

Monteria-Cordoba (8°27.747°N, 75°54.963'W).

3.4 Usos tradicionales de la especie

Se ha documentado que a mediados del siglo xix el aceite de E. oleifera era extraido y
comercializado en pequefias escalas por algunas empresas en la regién Caribe de Colombia, para
su uso como fuente de iluminacion en casas, iglesias y avenidas. Asimismo, se reporto para esta
misma época que la pulpa del fruto era utilizada para la elaboracién de bebidas criollas conocidas
como chicha y que el aceite también era usado para tratar padecimientos helminticos (Corley &
Tinker, 2003; G. Galeano & Bernal, 2005). Por otro lado, en Brasil hacia principios del siglo xx
se reportd que el aceite extraido de los frutos eran utilizados para procesar alimentos, producir

jabon y velas (Schultes, 1990; Smith, 2015).

En afios recientes, el uso y procesamiento de los frutos de esta palma se ha intensificado para

diferentes objetivos en América Latina. En Nicaragua, por ejemplo, se report6 el consumo de estos
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como alimento por parte de las comunidades indigenas Garifuna y Miskitu, quienes también los
procesaban para producir aceite de cocina (Coe & Anderson, 1996, 1997). En Brasil y Colombia
se ha documentado que los frutos son procesados artesanalmente, para obtener acondicionador de
cabello conocido como manteca negrita 0 manteca colorada (Montoya et al., 2018), repelente de
insectos o productos anticaspa (Plotkin & Balick, 1984; Smith, 2015). Mientras que los frutos sin
procesar se utilizan como forraje para ganado, cerdos y gallinas (Estupifian, 2014; Jiménez-

Escobar & Estupifian-Gonzélez, 2011; Montoya et al., 2018).

En Colombia se ha reportado también que el aceite extraido se usa con fines medicinales para
hacer purgas (Jiménez-Escobar & Estupifian-Gonzalez, 2011), tratar inflamaciones estomacales
(Plotkin & Balick, 1984; Smith, 2015), problemas helminticos (G. Galeano & Bernal, 2005),
quemaduras y como expectorante (Estupifian, 2014). Por otro lado, las estructuras foliares son
atiles para el disefio de manualidades como bolsos y sombreros (Estupifian, 2014) o para la
creacion de herramientas domésticas como abanicos, escobas, esteras y techos (Bernal, Galeano,
Garcia, Olivares, & Cocomd, 2010; Estupifian, 2014; Jiménez-Escobar & Estupifian-Gonzalez,

2011; Montoya et al., 2018; Smith, 2015).

Dada su asociacion con asentamientos humanos se ha llegado a considerar como una especie
indicadora de lugares arqueoldgicos en Brasil. Por otra parte, algunas comunidades amazonicas
las consideran como refugios de “Curupira” o entidades sobrenaturales que habitan en areas

pantanosas aledafias al rio Tefe (Smith, 2015).
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3.5 Agroindustria de la palma de aceite

La agroindustria de la palmicultura en el mundo esta sustentada en la especie E. guineensis
Jacq, conocida como palma de aceite y es originaria del continente africano (Corley & Tinker,
2003). La distribucion de esta especie no es exclusiva de su continente de origen, dado que su
cultivo se ha extendido e intensificado en los paises tropicales a nivel global. Lo anterior, debido
a que el aceite que produce esta palma es muy apetecido en diferentes industrias tales como la

cosmética, alimentaria y la energetica (Carter, Finley, Fry, Jackson, & Willis, 2007).

En este sentido, los primeros monocultivos de esta especie fueron disefiados e implementados
considerando caracteristicas previamente seleccionadas para obtener una mayor produccion de
aceite, sin tener en cuenta la resistencia a enfermedades como la PC (Corley & Tinker, 2003). Esta
enfermedad, es producida por el oomiceto Phytophtora palmivora que ha afectado extensas areas
de cultivos, generando grandes pérdidas en el sector econdémico de la industria (Silva & Martinez,
2009). Para mitigar los efectos de la PC en la industria se han desarrollado e implementado
estrategias para controlar esta enfermedad desde frentes tales como: busqueda de resistencia
genética, manejo agronomico adecuado para evitar factores de predisposicion y el corte de hojas
y cogollo en avanzado estado de descomposicidn, sin perjudicar el meristemo (Chinchilla, 2003;

Silva & Martinez, 2009; Torres et al., 2008).

Ahora bien, la estrategia implementada para la busqueda de resistencia genética a la enfermedad
de la PC posiciona a E. oleifera como un importante recurso genético, dada su resistencia parcial

a esta enfermedad y su compatibilidad reproductiva con E. guineensis para la generacion de
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hibridos. Ademas, esta especie también resulta importante para el mejoramiento genético E.
guineensis ya que tiene rasgos agrondémicos importantes como menor tasa de crecimiento del
estipite, mayor cantidad de yodo, carotenos y de vitamina E, con respecto a la palma de aceite
(Chaves et al., 2018; Hardon & Tan, 1969). Cabe resaltar que de acuerdo con su origen geografico
existe variabilidad en los rasgos agronémicos de E. oleifera. Es asi como los genotipos de las
poblaciones de E. oleifera pertenecientes a Coari en Brasil y Sint en Colombia han demostrado
ser mejores materiales para la generacion de hibridos con E. guineensis ya que tienen una mejor
tasa de produccidn de aceite, que los hibridos generados con materiales de E. oleifera provenientes

de Per( (Chaves et al., 2018).

No obstante, los hibridos en general poseen una tasa de extraccion entre 16 y 18 %, lo cual
resulta ser bajo considerando que la tasa de extraccion de E. guineensis se posiciona entre 22 'y 24
% (Bastidas et al., 2013). Por lo que los cultivares hibridos son viables s6lo en aquellas regiones

que se ven fuertemente afectadas por la enfermedad de la PC (Chaves et al., 2018).

3.6 Diversidad genética

La diversidad genética puede ser definida como la variabilidad que se encuentra presente dentro
de los genes de una especie y puede ser estimada entre individuos, poblaciones y otras especies
(Caruso, Broglia, & Pocovi, 2015). A través de los parametros de la diversidad se pueden hacer
inferencias sobre la manera como las presiones evolutivas moldean procesos adaptativos en una
especie (Pifiero, Caballero-Mellado, et al., 2008). Los parametros usualmente usados para medir

la diversidad genética son: nimero de alelos, heterocigosidad observada, heterocigosidad
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esperada, indice de fijacion, riqueza alélica, entre otros (Pifiero, Barahona, Eguiarte, Rocha-

Olivares, & Lizana, 2008).

Sumado a lo anterior, mediante el uso de marcadores moleculares, estos analisis permiten hacer
estimaciones a nivel poblacional sobre el estatus de conservacion de una especie y las posibles
medidas de manejo para la proteccion de estas. En la actualidad, los microsatélites SSR (por sus
siglas en ingles Simple Sequence Repeat) son los marcadores mas utilizados para estimaciones de
parametros genéticos. Estos se caracterizan por ser secuencias cortas de ADN entre una y seis
bases repetidas en tandem, que se encuentran distribuidas densamente en el genoma de los

eucariontes (Hedrick, 2011).

Estos marcadores se consideran como los mas apropiados para hacer estimaciones genicas, ya
que son tan especificos que pueden diferenciar entre individuos pertenecientes a una misma
poblacion, mediante la deteccion de patrones de polimorfismo genético. Son generalmente
utilizados debido a su tipo de herencia que permite establecer diferencias entre el homocigoto y el
heterocigoto (codominantes); ademas su alto polimorfismo permite la deteccion de los diferentes

estados de un alelo (Eguiarte, Souza, & Aguirre, 2007).
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3.6.1 Parametros de genética poblacional. Los parametros genéticos son implementados para

cuantificar la variabilidad e identificar la forma como se encuentra distribuida dentro y entre las

poblaciones (Eguiarte et al., 2007). Por lo anterior, estos son medidos por medio de las siguientes

formulas (Hedrick, 2011): EI nimero de alelos por locus (A) muestra la cantidad de alelos
detectados por un marcador dado en una poblacion.

A=aVvIil=1,..,L)(A=1)

El nimero promedio de alelos por locus (Na) es la cantidad media de alelos detectados por n

cantidad de marcadores en una poblacion.

El nimero efectivo de alelos por locus (Ne) es la cantidad de alelos presentes en una poblacion,

capaces de ser heredados a la siguiente generacion.

N, =1+4Nu

Heterocigosidad observada (Ho): Es la proporcion de individuos heterocigotos que se

encuentran presentes en una poblacion.

Individuos heterocigotos

O ™ Numero total de individuos

Heterocigosidad esperada (He): Es la cantidad de variabilidad que, por probabilidad, se espera

encontrar en una poblacion.

L n

1 2

=1 j=1
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Por otro lado, para detectar diferentes grados de estructura entre poblaciones y dentro de estas
generalmente se utilizan los estadisticos de Wright (1965), los cuales permiten medir niveles de
endogamia, diferenciacién y/o divergencia genética, a través de variables como Hs (promedio de
heterocigosidad esperada) H, (Heterocigosidad observada) y Hr (Heterocigosidad esperada total),

como se muestra en las siguientes férmulas;

Fis: indice de fijacion para individuos dentro de las subpoblaciones, muestra un indice de

endogamia presente en una poblacion.

Mientras que el indice de fijacion F se calcula considerando las variables He (Heterocigosidad

esperada) y Ho (Heterocigosidad observada), de la siguiente manera:

Hg — Hy

F =
Hg

Por otro lado, el indice Fit se calcula para individuos en relacion con la poblacion total como

se muestra en la siguiente formula:
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Finalmente, para entender la estructura genética medida a través del estadistico Fst (indice de
fijacion para subpoblaciones relativas al total) de Wright (1965), se consideran una serie de
intervalos medidos entre cero y uno, dependiendo del resultado que se obtenga de la formula que

se muestra a continuacion:

Hy — H
FST=—

Dicho resultado es interpretado considerando el siguiente rango de datos; i) valores pareados
entre 0 - 0.05 evidencian baja divergencia; ii) valores entre 0.06 - 0.15 muestran moderada
divergencia; iii) valores entre 0.16 - 0.25 muestran alta divergencia y finalmente iv) valores por

encima de 0.26 muestran gran divergencia genética entre poblaciones (Wright, 1965).

3.6.2 Diversidad y estructura genética de E. oleifera. Los trabajos que se han realizado para
estudiar la diversidad y estructura genética de la palma americana inicialmente se desarrollaron
con poblaciones de la especie ubicadas en Brasil, Colombia, Costa Rica, Guayana Francesa,

Nicaragua, Panama, Peru y Surinam (Barcelos et al. 2000, 2002).

En estas investigaciones mediante el uso de marcadores AFLP y RFLP se encontrd que existe
baja diversidad y fuerte estructuracion en las poblaciones de E. oleifera determinada por el origen
geografico. Barcelos et al. (2000, 2002) afirman que en los nichos de E. oleifera podrian existir
barreras geogréaficas que impiden una mayor dispersion y es por esto que la diversidad genética en

E. oleifera es baja.
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Por su parte, Moretzsohn et al. (2002) mediante el uso de marcadores RAPD analizaron
accesiones de palma americana provenientes del bosque amazoOnico encontrando que la
diferenciacion presentada en sus localidades de estudio puede ser explicada por la dispersion de
las corrientes de los rios y que probablemente el nuevo establecimiento en otras zonas se dio por

efecto fundador.

La implementacion de marcadores moleculares microsatélites en E. oleifera (Billotte et al.,
2005) se dio posterior a la publicacion de los primeros microsatélites disefiados para E. guineensis
por Billotte et al. (2001). Autores como Teh et al. (2009), analizaron poblaciones naturales de E.
oleifera en Costa Rica, Colombia, Honduras y Panamd, encontrando que a pesar de que las
poblaciones compartian el 57% de los alelos, permanecia una fuerte deriva genética, lo que hace
que con el tiempo las poblaciones tiendan a perder o fijar alelos, aungue no detectaron diferencia

significa entre las poblaciones.

Zaki et al. (2012) disefiaron y probaron la amplificacion cruzada de microsatélites de palmas
en Centro y Suramérica, incluyendo el género Elaeis, y encontraron que en las poblaciones de la
palma americana se presentd menor diversidad genética (Ho=0.164) que la palma de aceite
(Ho=0.220) y esta variabilidad puede estar relacionada con el transporte manual de las semillas de

E. guineensis entre paises.

Los microsatélites disefiados por Billotte et al. (2001) aplicados en E. oleifera han mostrado

diferencias significativas entre regiones de origen en paises de América, que incluye Colombia,
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debido a la presencia de alelos especificos en cada pais de origen para sus poblaciones distribuidas
naturalmente (Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015; Ithnin et al., 2017). Por lo tanto, la diversidad
genética encontrada en general para las localidades analizadas en estos trabajos muestra valores
relativamente bajos, que varian desde 0.1 a 0.6 en el mejor de los casos. Sumado a lo anterior,
entre las localidades analizadas que se encontraron geograficamente mas distantes en los trabajos
de Arias et al. (2015) e Ithnin et al. (2017) se presenta una fuerte estructuracion que varia entre
0.15 y 0.25 en la escala de Wright (1965). Este tipo de estructuracion es caracteristica de esta
especie y se ha evidenciado también con el uso de otros marcadores (Barcelos et al., 2002; C.

Galeano, 2005; Moretzsohn et al., 2002).

En Colombia el uso de marcadores moleculares para analizar la diversidad genética de E.
oleifera se ha dado principalmente en el marco de proyectos internacionales en cooperacion con
el Centro de Investigacion de Palma de Aceite — CENIPALMA en el Amazonas (Rey et al., 2004;
Montoya et al., 2010; Arias et al., 2015). Sin embargo, debido a la problematica existente por la
disminucién progresiva en las poblaciones naturales de esta especie(Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, 2015; Murillo, 2017) se hace prioritario investigar aquellas zonas de tierras
bajas de las regiones Andina y Caribe de Colombia, donde previamente no se han realizado

estudios de genética de poblaciones.
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4. Metodologia

4.1 Fase de campo

4.1.1 Area de estudio y colecta de muestras. Este trabajo hace parte del proyecto “Estudio de
la estructura genética espacial de la palma Elaeis oleifera (Kunth) en zonas de distribucion natural
de Colombia con fines de conservacion ex situ” cofinanciado por COLCIENCIAS y CENIPALMA

(Contrato 152-2016).

Entre los meses de octubre del 2017 a abril del 2018, se realizaron cuatro salidas de campo y se
seleccionaron 58 sitios de las regiones Andina y Caribe de Colombia como se muestra en la Figura
8 y Tabla 1. La principal referencia para la busqueda de los ejemplares fue su distribucién de
acuerdo con habitos lacustres previamente reportados (de Granville, 1989; Montoya et al., 2018;

Rey et al., 2004).

En este sentido, se prospectaron zonas de tierras bajas, calidas y asociadas a cuerpos de agua

de acuerdo con el nicho ecoldgico de la especie (Montoya et al., 2018). Por cada sitio de estudio
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se seleccion6d un maximo de diez palmas y para los andlisis de estructura y diversidad genética

fueron escogidas cinco palmas o menos al azar.

El reconocimiento de los ejemplares de E. oleifera se realiz6 de acuerdo con los conocimientos
de la morfologia de la especie. Esta palma se caracteriza por tener el estipite mas corto que la
especie E. guineensis debido al lento crecimiento y tiene un habito reptante o semipostrado cuando
supera dos o tres metros de altura. Los frutos en estado inmaduro son de color verde o amarillo
para madurar a un color amarillo intenso o naranja, respectivamente (Bastidas et al., 2013). Los
foliolos de las hojas estdn en un mismo plano y los racimos estan cubiertos por bracteas

pedunculares (Corley & Tinker, 2003).

Durante la colecta se tomaron muestras de tejido foliar de la hoja nimero uno, siendo esta la
hoja mas joven de la palma. Seis foliolos del tercio medio de la hoja nimero uno, se cortaron en
pedazos de aproximadamente 20 cm y se preservaron en 200 gr de silica gel hasta su envio al
laboratorio de biologia molecular del Campo Experimental Palmar de la Vizcaina. Este
procedimiento fue realizado a un total de 280 individuos, distribuidos en los 58 sitios de colecta

en 26 municipios.



-76%0'0.000"
I

-7250'0.000"
1

12°0°0.000"
T

§%0°0.000"

TOLBA

CURDINAMARE

s.'\m\ﬁe{%cw

NORTE DE SANTANDER,

CASANARE

50 0 50 100 150 200 km
I N

-7240'0.000"

«000°0.0.21

#000°0.0.8

39

Figura 8. Mapa de distribucion de localidades de estudio de E. oleifera en las regiones Andina y

Caribe de Colombia.

Tabla 1.

Listado de localidades de recolecta de muestras vegetales de E. oleifera.

N° Sitio Municipio Departamento
1 Finca Aguas Claras San Benito Abad Sucre

2 Finca Buenos Aires San Benito Abad Sucre

3 Finca Nicaragua San Benito Abad Sucre

4 Finca Costa Rica Momil Cérdoba



5 Finca Santa Teresa Momil Cérdoba
6 Sin Nombre Chima Cérdoba
7  Finca No Te Arrepientas Finca Bonito Viento Finca La Esperanza San Pelayo Cordoba
8 Finca La Libertad Finca Calderdn San Pelayo Cordoba
9 Finca Villa Rosario Sahagun Cordoba
10 Finca San Quirre Chinu Cordoba
11 Finca La Ilusién Tolu Viegjo Sucre
12 Finca San Agustin Rio de oro Cesar
13 Finca Porto Bello Curumani Cesar
14 Finca El Paraiso Tolu Viegjo Sucre
15 Cerca de Finca La llusién Tolu Viejo Sucre
16 Finca Villa Marta Tolu Viegjo Sucre
17 Finca Puerto Anibal San Onofre Sucre
18 Finca El Zulia San Onofre Sucre
19 Finca Beraca San Onofre Sucre
20 Campo Experimental Palmar de la Sierra Zona Bananera Magdalena
21 Finca Villa lliana Santa Marta Magdalena
22 Via entre Mingueo y Dibulla Dibulla Guajira
23 Finca La Mello Dibulla Guajira
24 Finca Buena Dicha Apartadd Antioquia
25 Finca Criadero el Trdpico Carepa Antioquia
26 Finca La Plana Turbo Antioquia
27 Finca El Proyecto Finca Mi Recuerdo Finca La India Belén de Bajira Chocé
28 Finca de Daria Montoya Belén de Bajira Chocé
29 Finca Sobre las Olas Turbo Antioquia
30 Finca Mareiba Turbo Antioquia
31 Finca Dios te Salve San Pedro de Uraba Antioquia
32 Finca Dios te Salve Necocli Turbo
33 Finca Oro Verde Turbo Antioquia
34 Finca Santa Monica Necocli Antioquia
35 Finca El Descanso Necocli Antioquia
36 Finca La Posada Acandi Choco
37 Finca La Providencia Necocli Antioquia
38 Finca La Cordobesa Necocli Antioquia
39 Finca La Cordobesa Necocli Antioquia
40 Finca El Escudo Monteria Cordoba
41 Finca Nueva Jerusalén Monteria Cordoba
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

Hacienda Jamaica
Finca Arizona
Finca Samarkanda
Via la Dorada - Puerto Libre
Via la Dorada - Puerto Libre
Vereda San Fermin
Finca Santa Maria
Finca La Esperanza
Via de Santiago Berrio a la Magdalena
Via Doradal a Peaje de Puerto Triunfo
Finca Alcazares
Via la Dorada - Puerto Boyaca
Via Puerto Boyaca - Barrancabermeja
Via Puerto Boyaca - Puerto Araljo
Los Almendros
Finca Chachafruto

Via a Puerto Araujo

Monteria
Monteria
La Dorada
Puerto Salgar
Puerto Salgar
Puerto Salgar
Puerto Triunfo
Puerto Triunfo
Puerto Triunfo
Puerto Triunfo
Puerto Boyaca
Puerto Boyaca
Puerto Boyaca
Cimitarra
Cimitarra
Cimitarra

Cimitarra
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Cérdoba
Cérdoba
Caldas
Cundinamarca
Cundinamarca
Cundinamarca
Antioquia
Antioquia
Antioquia
Antioquia
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Santander
Santander
Santander

Santander

4.2 Fase de Laboratorio

Una vez las muestras llegaron al laboratorio fueron liofilizadas durante dos dias para la posterior

extraccion de ADN y amplificacion de los microsatélites. Para la extraccion del ADN se macerd

el tejido con nitrégeno liquido y se extrajeron tres réplicas por cada palma.

La extraccion de ADN se llevo a cabo con el Kit GeneJET Plant Genomic DNAPurification Kit

(Catalog number: K0792) de ThermoScientific™. E1 ADN fue visualizado mediante electroforesis

(140 voltios/ 30 minutos) en gel de agarosa al 1 %, usando como marcador de tincion el reactivo

Z vision al 1x. El resultado fue visualizado en un transiluminador UV. EI ADN de cada muestra
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fue cuantificado mediante espectrofotometria (Espectrofotdémetro BIO-TEK Synergy 2) y cada
muestra fue diluida a una concentracion de 5 ng/uL, para los posteriores procedimientos de

reaccion en cadena de la polimerasa (en adelante, PCR).

Se amplificaron 16 microsatélites (Tabla 2) exclusivos del género Elaeis distribuidos en el
genoma (Billotte et al., 2005, 2001), con un SSRs por grupo de ligamiento. La seleccion de estos
marcadores se realizd con base al éxito de amplificacion en la especie y amplio uso en diferentes
poblaciones de América (Arias et al., 2015; Ithnin et al., 2017). Las reacciones de amplificacion
se realizaron siguiendo las condiciones propuestas por Billotte et al. (2001) y Arias et al. (2015).
El volumen final de cada reaccion fue de 15 pL, conteniendo 2.5 pL de ADN con una
concentracion de 5 ng/uL, 1.5 pL de buffer de reaccion, 0.9 uL de MgCI2 a 2.5 mM, 1.2 uL de
dNTPs, 0.3 pL de cada cebador y 0.2 pL de Taq polimerasa. Se consideraron las siguientes
condiciones para la PCR: 1 minuto a 95 °C, 35 ciclos con 30 s a 94 °C, 40 s para la temperatura
de alineamiento, que de acuerdo al SSR vario6 entre 50 y 58°C (ver Tabla 2), 1:30 mina 72 °C y
una temperatura de extension final de 72 °C por diez minutos. Las reacciones de amplificacion

fueron realizadas en un termociclador C1000 Thermal Cycler.

Los productos de amplificacion fueron visualizados con el Fragment Analyzer de Advanced
Analytical, el cual realiza electroforesis capilar y deteccién mediante fluorescencia. Se uso el kit
de alta resolucién para SSR (dsDNA 900 Reagent Kit, 35 bp - 500 bp y dsDNA 905 Reagent Kit,
1 bp - 500 bp). El tamafio de cada producto amplificado fue determinado con el programa Prosize

Advanced Analyzer, el cual permitié obtener el tamafio en pares de bases de cada alelo.
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Tabla 2.

Listado de SSR para andlisis de diversidad genética en E. oleifera.

Nombre Locus T2°C  Grup® SSR 5'-3' Forward primer 5'-3' Reverse primer
mEgCIR0173 52 3 (GA)1s TGAACAAGAAGGCGGAAAGAGA TGCGGGCGAGGAAAGGT
mEgCIR0353 51 16 (GT)u(GA)is AGAGAGAGAGAGTGCGTATG GTCCCTGTGGCTGCTGTTTC
mEgCIR0802 52 1 (GA)12 CTCCTTTGGCGTATCCTTTA TACGTGCAGTGGGTTCTTTC
mEgCIR0832 52 13 (GA)1e CTCCGATGGTCAAGTCAGA AAATGGGGAAGGCAATAGTG
mEgCIR0886 57 8 (GA)y GATCTGCCGGTGCTCCTA CTCAGTTTAGTCGATCCTTCCATTG
mEgCIR0894 52 7 (GA)15 TGCTTCTTGTCCTTGATACA CCACGTCTACGAAATGATAA
mEgCIR2414 51 12 (ACAG)4«(GA); CAATCATTGGCGAGAGA CGTCACCTTTCAGGATATG
mEgCIR2813 52 5  (GT):(GA)u GCTTTGTTGCAGTTTGACTA GTTTAGGATGTTGCGTGAT
mEgCIR3282 58 2 (GA)0 GTAACAGCATCCACACTAAC GCAGGACAGGAGTAATGAGT
mEgCIR3292 52 15 (GA)19 AGCCATGAGTGAATCATATC ACCACGATGTCAATCTCTAT
mEQCIR3362 52 11 (GA)e CCCATCATCTGCTCAGGATAGAC ACCCTCTCCTCTTGGGAAGA
mEQCIR3533 52 4 (GA)15 TCTATGGCTCTGTCGTGTAT CGAGCCGGTAGAAACTAT
mEQCIR3543 50 6 (GA)17 GTTCCCTGACCATCTTTGAG GTCGGCGATTGATTAGATTC
mEgCIR3546 52 14 (GA)15 GCCTATCCCCTGAACTATCT TGCACATACCAGCAACAGAG
mEgCIR3785 52 10 (GA)1 AAGCAATATAGGTTCAGTTC TCATTTTCTAATTCCAAACAAG

MEQCIR3886 52 9 (GA)gt(GA)n TTCTAGGGTCTATCAAAGTCATAAG  AGCCACCACCACCATCTACT

Nota: & Temperatura de anillamiento de cada SSR. ®: Grupo de ligamiento en que se encuentran estos loci segun la

publicacién de Billotte et al. (2005).

4.3 Analisis de datos

El agrupamiento de los 58 sitios de estudio de E. oleifera para los analisis genéticos se realizo
teniendo en cuenta dos metodologias. La primera metodologia (Metodologia A) se desarrolld
agrupando a los individuos por sub-regiones geogréaficas, en cuatro grandes grupos como se

muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Mapa de distribucion de localidades de estudio de E. oleifera formando cuatro grupos

de estudio.

La segunda metodologia (Metodologia B) se realiz6 considerando la interseccion entre datos
de presencia de cada individuo y la ubicacidn de estos datos dentro de los limites administrativos
municipales de Colombia, como se muestra en la Figura 10. Asi mismo, en este ultimo

agrupamiento se codificaron los nombres de cada municipio, tal como se presenta en la Tabla 3.



Figura 10. Mapa de distribucion de localidades de estudio de E. oleifera por municipio.

Tabla 3.

Listado de municipios y nimero de muestras colectadas de E. oleifera por localidad para
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Departamento Municipio Caddigo NuUmero de palmas
La Guajira Dibulla DIiB 10
Magdalena Santa Marta SMR 5
Magdalena Zona Bananera ZON 5

Sucre San Onofre ONO 14
Sucre Toluviejo TOL 15
Cesar Curumani CUR 5
Cordoba Chima CHM 5
Cordoba Momil MOM 10
Sucre San Benito de Abad BEN 15
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Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Cérdoba
Antioquia
Choco
Antioquia
Antioquia
Cesar
Antioquia
Antioquia
Choco
Santander
Boyaca
Antioquia

Cundinamarca

Chinu
San Pelayo
Cerete
Sahagun
Monteria
Necocli
Acandi
Turbo
San Pedro de Uraba
Rio de Oro
Apartado
Carepa
Belén de Bajira
Cimitarra
Puerto Boyaca
Puerto Triunfo

Puerto Salgar

CHN
PEL
CER
SAG
MON
NEC
ACA
TUR
URA
RIO
APA
CAR
BAJ
CIM
BOY
TRI
SAL

10
20
15
20
20

4.3.1 Metodologia A
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4.3.1.1 Diversidad genetica. Para estimaciones de diversidad genética se definieron a priori cuatro

grupos de palmas de acuerdo con la proximidad geografica de los individuos en las sub-regiones

(Figura 9). EI primer grupo se conform6 con 99 individuos del valle Sind-San Jorge en los

departamentos de Cérdoba y Sucre. El segundo grupo se conformé con 20 individuos en el

piedemonte de la Sierra Nevada de Santa Marta, en los departamentos de Magdalena y La Guajira.

El tercer grupo se conformo con 76 individuos de la sub-region del Uraba en inmediaciones de los

departamentos Antioquia y Chocd. Finalmente, el cuarto grupo se conformé con 85 individuos

pertenecientes al valle interandino del Magdalena, en inmediaciones de los departamentos de

Antioquia, Boyaca, Cesar, Caldas, Cundinamarca y Santander.
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Una vez construida la matriz de datos, los archivos de entrada de los analisis posteriores fueron
generados con el programa MSTOOLS (Park, 2001). Para verificar la presencia de alelos nulos o
errores de tipificacion se uso el programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout, Hutchinson,
Wills, & Shipley, 2004). El equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculado con la prueba exacta de
Fisher y la segregacion independiente de los genotipos fue calculada con el método de cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC) mediante el uso del programa GENEPOP (Rousset, 2008). Para
estimar los parametros de diversidad genética a nivel de marcador molecular se utiliz6 el programa
CERVUS 3.0.7 (Marshall, Slate, Kruuk, & Pemberton, 1998) y para estimar parametros de

diversidad genetica por poblacion se utilizo el programa Genalex 6.5 (Peakall & Smouse, 2006).

4.3.1.2 Estructura genética. Para verificar si existe estructura genética se consideraron dos analisis
a partir del estadistico Fst de Wright (1965): el primero para los cuatro grupos como se muestran
en la Figura 9 y el segundo para las 58 localidades de estudio que se muestran en la Tabla 1. Estos

dos anélisis se hicieron con el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier, Laval, & Schneider, 2005).

Para identificar grupos de individuos genéticamente similares y determinar el nivel de
estructura genética mediante agrupamiento bayesiano se uso el programa STRUCTURE version
2.3.3 (Hubisz, Falush, Stephens, & Pritchard, 2009). Con este programa se realizaron tres pruebas:
la primera considerando informacion geografica a priori de cada una de los grupos, la segunda sin
considerar la informacion geogréafica a priori y la tercera considerando la metodologia propuesta
por Rico et al. (2017) para el tratamiento de alelos nulos reportados previamente por el programa

MICRO-CHECKER.
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En este Gltimo andlisis se incorpor6 la opcion RECESSIVEALLELES, que le permite al
programa STRUCTURE suponer que el alelo recesivo nunca se observa en estado homocigoto,
pero podria estar presente. En ambos analisis se utilizaron los pardmetros predeterminados para el
modelo de mezcla con 100000 iteraciones para el periodo de burnin y 500000 iteraciones de

MCMC (Markov Monte Carlo).

El método de Evanno et al. (2005) fue implementado para determinar el nimero de poblaciones
(K) presentes con el programa STRUCTURE HARVESTER 0.56.3 (Earl & VVonHoldt, 2012). Los
resultados del agrupamiento bayesiano obtenidos fueron resumidos y graficados utilizando el
programa Culmpak (Kopelman, Mayzel, Jakobsson, Rosenberg, & Mayrose, 2015). Se realizd un
AMOVA considerando cada agrupacion como un grupo genético independiente con el software

Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2005).

Para detectar la riqueza alélica espacial entre localidades se utilizo el programa Diva-Gis
(Hijmans, Guarino, & Mathur, 2012). Se realizé un analisis de coordenadas principales (PCoA) y
se analiz6 la estructura genética espacial, mediante la prueba de Mantel a partir de las 58
localidades de estudio con el programa Genalex 6.5 (Peakall & Smouse, 2006). La matriz de
distancia para el test de mantel fue obtenida mediante el programa QGIS (QGIS Development
Team, 2018). Finalmente para generar las relaciones topologicas entre los grupos de estudio se
utilizé el programa DarWin 6.0.20 (Perrier, Flori, & Bonnot, 2003) con un bootsrap de 1000,

usando el método “unweighted” para la construccion del dendograma.



49

4.3.2 Metodologia B

4.3.2.1 Diversidad genética. EIl agrupamiento de los 58 sitios de estudio de E. oleifera para los
analisis genéticos se realizo teniendo en cuenta el municipio de colecta, tal como se encuentran
relacionados en la Tabla 3. Una vez generada la matriz de datos, los archivos de entrada de los
analisis posteriores fueron realizados con el programa GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2006) y

MSTools (Park, 2001).

Para verificar la presencia de alelos nulos o errores de tipificacion se uso el algoritmo de
Brookfield con el programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004). El equilibrio de
Hardy-Weinberg fue calculado con la prueba exacta de Fisher y el desequilibrio de ligamiento de
los genotipos fue calculado con el método de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) mediante

el uso del programa GENEPOP (Rousset, 2008).

Para estimar los parametros de diversidad genética a nivel de marcador molecular se utilizo el
programa CERVUS 3.0.7 (Marshall et al., 1998) y para estimar parametros de diversidad genética
por municipio se utilizo el programa Genalex 6.5 (Peakall & Smouse, 2006) omitiendo el sitio de

Acandi (ACA) en este caso por conformarse por un individuo.
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4.3.2.2 Estructura genética. Para verificar si existe estructura genética se utilizaron los
estadisticos F de Wright (1965) con el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et al., 2005),
considerando los grupos por municipios haciendo omision del sitio Acandi (ACA) por presentar

un solo individuo.

Para determinar el peso de los alelos nulos en la inferencia de la estructura genética de las
poblaciones se sigui6 la metodologia propuesta por Rico et al. (2017), quienes consideran dos
tipos de analisis usando el método de agrupamiento bayesiano con el programa STRUCTURE
version 2.3.4 (Hubisz et al., 2009). El primer analisis se realizé suponiendo que no hay estructura

genética, ni presencia de alelos nulos a priori usando la opcion LOCPRIOR.

El segundo analisis se realizé considerando la presencia de alelos nulos reportados previamente
por el programa MICRO-CHECKER. Para este analisis se incorpord la opcion
RECESSIVEALLELES, que le permite al programa STRUCTURE suponer que el alelo recesivo
nunca se observa en estado homocigoto, pero podria estar presente. En ambos analisis se utilizaron
los parametros predeterminados para el modelo de mezcla, con 100,000 iteraciones para el periodo

de burnin y 500,000 iteraciones de MCMC (Markov Monte Carlo).

Para determinar el nimero de poblaciones (K) con el programa STRUCTURE HARVESTER
0.56.3 (Earl & VonHoldt, 2012) se siguidé el método de Evanno et al. (2005). Los resultados
obtenidos en los analisis de agrupamiento bayesiano fueron resumidos y graficados utilizando el

programa Clumpak (Kopelman et al., 2015). Una vez determinados los valores Delta K con mayor
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probabilidad de agrupamiento, se procedié a calcular los pardmetros de diversidad y estructura
genética para los grupos observados. Para comprender mejor la distribucién geogréfica de la
diversidad genética se implementd una segunda prueba de analisis bayesiano, utilizando el
programa Geneland v4.0.7 (Guillot, Santos, & Estoup, 2008), disefiado para el lenguaje de
programacion R (R Core Team, 2018). Este programa fue corrido usando un modelo de frecuencias
de alelos correlacionados, aplicados en dos corridas independientes con 100,000 iteraciones
MCMC vy un thinning de 100 para cada K. Con este método se probd la presencia de
discontinuidades genéticas presentes a lo largo de los sitios de estudio considerando el uso de datos

espaciales de cada individuo.

La distribucién de la varianza molecular (AMOVA) se analizd teniendo en cuenta cinco
criterios de agrupamientos entre los individuos. En este sentido, los primeros dos criterios de
agrupamiento se realizaron considerando: i) primer Delta K mas probable obtenido con el método
de Evanno et al. (2005) y ii) segundo Delta K méas probable obtenido con el método de Evanno et
al. (2005). Los siguientes dos criterios se realizaron considerando la interseccion entre los puntos
de colecta geo-referenciados y la distribucion espacial desde un enfoque temporal reciente dadas
las formaciones de: iii) las eco-regiones terrestres del mundo (por su siglas en inglés TEWO)
disefiadas por Olson et al. (2001), quienes delimitan estas regiones con base en la descripcion de
habitats y la clasificacion de vegetacion asociada. El siguiente enfoque reciente subyace en iv) las
eco-regiones de los continentes descritas por Bailey (2018) quienes se apoyan en las condiciones
climaticas, vegetacion asociada y la variacion de la altitud dentro de los tipos de climas para
delimitar las eco-regiones. Finalmente el Gltimo criterio de agrupamiento se realizd con base en

un enfoque historico de: v) la vegetacion del mundo en el Gltimo maximo glacial (Ray & Adams,



52
2001) donde la clasificacion se realiza a partir de evidencia fosil que sugieren patrones de
diversidad. Estos agrupamientos se realizaron con la herramienta intersec” del programa ArcGIS

v10.4 (ESRI, 2011).

Se realiz6 un andlisis de PCoA vy se analiz0 la estructura genética espacial, mediante la prueba
de Mantel a partir de los 26 municipios con el programa Genalex 6.5 (Peakall & Smouse, 2006).
En esta prueba, la matriz de distancia fue calculada a través de la generacion de centroides en cada
uno de los municipios de estudio, con el paquete geosphere (Hijmans, 2017) en el programa R (R
Core Team, 2018). Finalmente para generar las relaciones topoldgicas entre los grupos de estudio
se utilizé el programa DarWin 6.0.20 (Perrier et al., 2003) con un bootstrap de 1000, usando el

método unweighted para la construccion del dendograma.

4.3.4 Modelo de distribucion de E. oleifera. Con el objetivo de conocer la distribucién potencial
de E. oleifera en la zona intertropical del continente americano se desarrolld6 un modelo de
distribucién para la especie con el algoritmo Maxent, desarrollado en el entorno de programacion
R (R Core Team, 2018). La metodologia aplicada para este ejercicio se desarrollé considerando

los siguientes pasos:

1) Obtencion de datos de ocurrencia: se consideraron los datos de ocurrencia de E.
oleifera colectados para el presente trabajo, sumado con los datos de herbarios de América

reportados de Global Biodiversity Information Facility (GBIF, Download
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https://doi.org/10.15468/dl.1f3un8).

2) Obtencion de datos ambientales: se descargaron 19 capas con datos de variables
bioclimaticas de precipitacion y temperatura para un periodo comprendido entre los afios 1970

y 2010 en la zona intertropical del continente americano (Fick & Hijmans, 2017).

3) Modelo de distribucion: la proyeccion de la distribucién geografica potencial de E.
oleifera se realizé con base en el algoritmo de méaxima entropia MaxEnt v3.4.1 (Phillips,
Dudik, & Schapire, 2018) y la visualizacion del mismo se realizé con el programa QGIS (QGIS

Development Team, 2018).

Los resultados de este trabajo se encuentran consignados en el Apéndice C de este trabajo.


https://doi.org/10.15468/dl.1f3un8
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5 Resultados

5.1 Resultados metodologia A

5.1.1 Diversidad genética. Los resultados obtenidos con el programa MICRO-CHECKER
mostraron que no hubo errores de tipificacion y todos los loci evaluados presentaron alelos nulos
en los grupos de estudio, con frecuencias en general por debajo de 0.5 (Tabla 4). Adicionalmente,
se encontrd que todas las localidades evaluadas presentaron desviaciones del equilibrio de Hardy

— Weinberg y desequilibrio de ligamiento.

Tabla 4.

Analisis de presencia de alelos nulos para el grupo uno.

Locus Cod. Null Present Pop 1 Pop 2 Pop 3 Pop 4
mEgCIR0173 SSR2 yes 0.34 0.17 0.43 0.41
mEgCIR0353 SSR3 yes 0.30 0.21 0.40 0.45
mEgCIR0802 SSR4 yes 0.43 0.41 0.46 0.46
mEgCIR0832 SSR5 yes 0.36 0.39 0.42 0.45
mEgCIR0886 SSR6 yes 0.36 0.30 0.34 0.37
mEgCIR0894 SSR7 yes 0.29 0.23 0.35 0.44
mEgCIR2414 SSR8 yes 0.45 0.43 0.44 0.46
mEgCIR2813 SSR9 yes 0.34 0.19 0.35 0.36
mEgCIR3282 SSR10 yes 0.40 0.40 0.42 0.44

mEgCIR3292 SSR11 yes 0.36 0.41 0.44 0.41
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mEQCIR3362 SSR12 yes 0.43 0.15 0.37 0.33
mEQCIR3533 SSR14 yes 0.38 0.38 0.45 0.45
mEQCIR3543 SSR15 yes 0.42 0.35 0.38 0.47
mMEQCIR3546 SSR16 yes 0.38 0.36 0.40 0.42
mEQCIR3785 SSR17 yes 0.43 0.38 0.44 0.43
mEgCIR3886 SSR18 yes 0.37 0.39 0.36 0.35

Con los 16 microsatélites evaluados se pudieron registrar un total de 201 alelos. El locus que
menos alelos detecté fue mEgCIR3546 (SSR16) con seis alelos, mientras que el locus que méas

alelos detect6 fue mEgCIR0802 (SSR4) con 20 (Tabla 5)

La heterocigosidad observada (Ho) present6 un rango de 0 a 0.16 siendo mEgCIR0832 (SSR5)
el locus que presentd menor valor y mEgCIR2414 (SSR8) el que presenté mayor valor (Tabla 5).
El valor minimo detectado en el contenido de informacion polimérfica (PIC) fue de 0.41 para el
locus mEgCIR3362 (SSR12) y el valor maximo detectado fue de 0.90 para el locus mEgCIR0802

(SSR4) (Tabla 5).

Tabla 5.

Parametros de diversidad genética por locus en E. oleifera con Cervus.

) Motivo de Rango de
Locus Consecutivo . Na N Ho PIC
repeticion alelos
mEgCIR0173 SSR2 (GA)s 108-154 12 280 0.05 0.80
mEgCIR0353 SSR3 (GT)u(GA):s 82-116 14 280 0.00 0.66
mEgCIR0802 SSR4 (GA):2 200-240 20 280 0.01 0.90
mEgCIR0832 SSR5 (GA)1s 128-160 17 280 0.00 0.71

mEgCIR0886 SSR6 (GA), 138-182 12 280 0.02 0.59
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mEgCIR0894 SSR7 (GA)s 178-203 14 280 0.16 0.85
mEgCIR2414 SSR8 (ACAG)4(GA)s 350-368 10 280 0.00 0.83
mEgQCIR2813 SSR9 (GT)#(GA) 212-240 12 280 0.03 0.62
mEgCIR3282 SSR10 (GA)z0 216-260 17 280 0.03 0.80
mEgCIR3292 SSR11 (GA)1s 126-164 13 275 0.01 0.66
mEQCIR3362 SSR12 (GA)1s 132-176 9 269  0.02 0.41
mEgCIR3533 SSR14 (GA)ss 130-158 15 280 0.06 0.86
mEgCIR3543 SSR15 (GA)x 198-224 11 278 0.00 0.73
mEQCIR3546 SSR16 (GA)s 284-316 6 280 0.00 0.67
mEgQCIR3785 SSR17 (GA) 270-298 11 279 0.00 0.76
mEgCIR3886 SSR18 (GA)sgt(GA)z0 166-194 8 280 0.01 0.58

Nota: Na: Namero de alelos, N: Tamafio de muestra, Ho: Heterocigosidad observada y PIC: Contenido de informacion

polimorfica.

A nivel poblacional se encontré que el valor promedio minimo en el nimero de alelos fue de
4.87 para el grupo 2, ubicada hacia el norte de Colombia, en los departamentos de La Guajira y
Magdalena. A su vez, el valor maximo para el promedio de alelos detectado fue de 10.37 en el
grupo cuatro, ubicada hacia el valle interandino en el Magdalena Medio, como se observa en la
Tabla 6. Los valores méas bajos registrados para la heterocigosidad observada (Ho) fueron de 0.01
y 0.02 correspondientes a los grupos tres y cuatro, mientras que los valores mas altos fueron de

0.03 y 0.04 para los grupos dos y uno respectivamente (Tabla 6).

En este sentido, para el caso de la heterocigosidad esperada (He) los valores mas bajos
registrados fueron de 0.54 y 0.67 para los grupos uno y dos respectivamente, mientras que los

valores mas altos fueron de 0.76 y 0.71 para los grupos cuatro y tres respectivamente (Tabla 6).
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En un rango de 0 a 1 todas las localidades presentaron valores altos en el indice de endogamia Fis

(< 0.9) lo que permitiria inferir poco flujo genético entre sitios, como se observa en la Tabla 6.

Tabla 6.

Parametros poblacionales de diversidad genética de E. oleifera.

Grupo Na Ne Ho He Fis

Grupo_1 Mean 7.31 3.72 0.04 0.67 0.94
N= 99 SE 0.83 0.46 0.01 0.03 0.02
Grupo_2 Mean 4.87 2.57 0.03 0.54 0.93
N=20 SE 0.54 0.26 0.01 0.04 0.03
Grupo_3 Mean 7.68 4.02 0.01 0.71 0.97
N=76 SE 0.69 0.40 0.01 0.02 0.01
Grupo_4 Mean 10.37 4.95 0.02 0.76 0.96
N=85 SE 0.77 0.46 0.00 0.02 0.01

Nota: N: Tamafio de muestra, Na: Numero promedio de alelos, Ne: NUmero efectivo promedio de alelos, Ho:

Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada, Fis: indice de fijacion.

La heterocigosidad total esperada (Ht) por locus mostré que mEgCIR3362 (SSR12) presento
menor valor con 0.44, mientras que mEgCIR0802 (SSR4) presento el mayor valor con 0.90 (Tabla
7). La media de Ho por locus mostré un intervalo entre 0 y 0.175 siendo el locus mEgCIR0832
(SSR5) el que presentd menor valor y mEgCIR0894 (SSR7) el que presentd mayor valor (Tabla
7). El coeficiente de endogamia Fis y el coeficiente general de endogamia Fr detectaron un rango
de variacion en todos los loci entre 0.77 y 1.0, donde el valor méas bajo registrado fue del locus
mEgCIR0894 (SSR7) y el valor mas alto fue para los loci mEgCIR0832 (SSR5) y mEgCIR2414
(SSR8), como se muestra en la Tabla 7. No obstante, el valor de divergencia genética Fsr registrd

un rango de variacion en los loci que estuvo entre 0.03 y 0.18 siendo los loci mEgCIR3785
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(SSR17) y mEgCIR3533 (SSR14) los que registraron menor divergencia, mientras que el locus

mEgCIR0173 (SSR2) mostré mayor divergencia.

Tabla 7.
Parametros generales de diversidad genética total para los marcadores evaluados de E. oleifera
con GenAlex.

Locus Consecutivo Ht Media Ho Fis Fir Fst
mEgCIR0173 SSR2 0.78 0.06 0.90 0.92 0.18
mEgCIR0353 SSR3 0.63 0.00 0.99 0.99 0.11
mEgCIR0802 SSR4 0.90 0.01 0.98 0.98 0.09
mEgCIR0832 SSR5 0.75 0.00 1.00 1.00 0.07
mEgCIR0886 SSR6 0.60 0.02 0.95 0.95 0.05
mEgCIR0894 SSR7 0.85 0.17 0.77 0.79 0.09
mEQCIR2414 SSR8 0.84 0.00 1.00 1.00 0.03
mEgCIR2813 SSR9 0.63 0.03 0.93 0.94 0.16
mEgCIR3282 SSR10 0.80 0.02 0.96 0.96 0.03
mEgCIR3292 SSR11 0.68 0.01 0.98 0.98 0.08
mEgCIR3362 SSR12 0.44 0.01 0.95 0.96 0.05
mEgCIR3533 SSR14 0.87 0.06 0.91 0.92 0.03
mEgCIR3543 SSR15 0.74 0.00 0.99 0.99 0.08
mEgCIR3546 SSR16 0.71 0.00 0.99 0.99 0.08
mEgCIR3785 SSR17 0.78 0.01 0.98 0.98 0.03
mEgCIR3886 SSR18 0.64 0.00 0.98 0.98 0.06

endogamia, Fir: Coeficiente general de endogamia Fsr: Divergencia genética.

Nota: Ht: Heterocigosidad esperada total, Media Ho: Media de Heterocigosidad observada, Fis: Coeficiente de
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5.1.2 Estructura genética. Se encontr6 moderada estructura genética segun la escala de Wright
(1965) entre los grupos cuatro y dos (Valle interandino de la region Andina y Norte del Caribe
hacia el departamento de La Guajira, respectivamente) con un valor Fst de 0.14, siendo este el
valor méas alto detectado. En este sentido, los grupos uno y tres (Magdalena Medio y la region de
Urabd) presentaron menor estructura con un valor detectado de 0.05, tal como se observa en la

Tabla 8 y Figura 11 (a mayor tono, mayor valor de estructura genética).

Tabla 8.

Valores de Fst pareados para los grupos de estudio. Por encima de la diagonal se encuentran
los valores de significancia.

Grupo_1 Grupo_2 Grupo_3 Grupo_4
Grupo_1 0.00 <0.00 <0.00 <0.00
Grupo_2 0.07 0.00 <0.00 <0.00
Grupo_3 0.05 0.08 0.00 <0.00
Grupo_4 0.09 0.14 0.07 0.00

Matrix of pairwise Fgr
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Figura 11. Grafica de calor a partir de los valores Fst pareados de los cuatro grupos.
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Ahora bien, cuando se realizd el analisis de estructura considerando los agrupamientos entre
localidades de colecta se encontrd que los sitios 36 y 54, correspondientes a las localidades de
Acandi (Chocd) y Puerto Boyacad (Boyacd), pertenecientes a los grupos tres y cuatro
respectivamente; presentan mayor diferenciacion genética con respecto a las demas. Cabe resaltar
que, sitios tales como 14, 15 de Tolu Viejo (Sucre) y 18, 19 de San Onofre (Sucre), pertenecientes
al grupo uno; también presentan una moderada estructuracion, tal como se muestra en la Figura

12.

Matrix of pairwise Fgr

0.7

0.6

0.5

04

Fsr

0.3

— 02

— 0.1

Figura 12. Grafica de calor a partir de los valores Fst pareados entre 58 sitios de colecta.
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El resultado del analisis de agrupamiento bayesiano, realizado en conjunto con el método de
Evanno et al. (2005), revelaron a través del Delta K presentado en la Figura 13, la probabilidad de
presentar entre dos y cuatro grupos genéticos a lo largo de las localidades de estudio. Es importante
mencionar que, el mayor valor Delta K = 91.04, corresponde a dos grupos genéticos, seguido del

Delta K= 12.03 para cuatro grupos genéticos.

Deltak = mean(|L"(K)}]) / sd(L(K))
100

Delta K

20

Figura 13. Delta K obtenido a partir del método de Evanno et al. (2005), considerando la

formacidn de grupos a priori.

En este sentido, cuando se considera la probabilidad de K=2 del agrupamiento bayesiano de la

Figura 14 las localidades de la poblacion dos tienden a agruparse con las localidades ubicadas al
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norte de las poblaciones uno y cuatro (color azul), mientras que el resto de localidades

conformarian el segundo grupo genético (color naranja), tal como se observa en la

Figura 15.

K=2 20/20, Mean(LnProb) = -14094.665, Mean(similarity score) = 0.996

r

e
&
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K=3 20/20, Mean(LnProb) =-13368.730, Mean(similarity score) = 0.795

I3
2
3
v

K=4 12/20, Mean(LnProb) = -12792.392, Mean(similarity score) = 0.994

7
@
7
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Figura 14. Analisis bayesiano de las localidades de E. oleifera, considerando agrupamiento de

poblaciones a priori.
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Figura 15. Mapa geografico con agrupamiento bayesiano espacial utilizando K=2.

No obstante, cuando se considera el segundo agrupamiento con mayor Delta K de la Figura 13,
se observa sub-estructuracion dada la presencia de cuatro grupos genéticos. En este caso, se
mantienen como un grupo genético la poblacion dos, con los sitios ubicados mas hacia el norte de

la poblacién uno y cuatro, tal como se observa en la Figura 16 (color azul).

De este modo, también se observa diferenciacién genética entre los sitios que conforman la
poblacion tres, debido a que aquellos que se encuentran al norte de esta poblacion, y se agrupan

con aquellos que se encuentran mas al sur de la poblacién uno (color naranja), mientras que los
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sitios ubicados hacia el sur de la poblacion tres conforman un grupo genético diferente (color

verde).

Finalmente, la poblacion cuatro comparte asociacion genética con algunos sitios de la poblacion
uno (color naranja) y también presenta un grupo al norte de esta poblacion, genéticamente

diferenciado de los demas (color morado).
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Figura 16. Mapa geografico con agrupamiento bayesiano espacial utilizando K=4.
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Cuando se consideran el analisis bayesiano sin una estructura poblacional previa, el resultado
en cuanto a la asignacion de grupos genéticos no cambia (Figura 18). Sin embargo, los resultados
varian en cuanto al Delta K, ya que en la Figura 13 el delta para K=4 presenta un valor de 12.03,
mientras que en la Figura 17 el valor disminuye a 11.62. El tercer analisis de agrupamiento
bayesiano realizado, teniendo en cuenta la presencia de alelos nulos en las poblaciones analizadas,
no muestra un patrén de diferenciacion ni agrupamiento diferente del presentado por las

inferencias bayesianas realizadas anteriormente.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

700+
600

500

100

Figura 17. Delta K obtenido a partir del método de Evanno et al. (2005) sin considerar

agrupamiento a priori en los sitios de estudio.
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K=2 20/20, Mean(LnProb) =-14092.670, Mean(similarity score) = 0.998

K=3 20/20, Mean(LnProb) = -13340.450, Mean(similarity score) = 0.906

K=4 12/20, Mean(LnProb) =-12790.917, Mean(similarity score) = 0.994

Figura 18. Grafico con analisis bayesiano de las poblaciones de E. oleifera sin considerar

agrupamiento a priori.

El resultado del analisis molecular de varianza (AMOVA) mostré que el mayor porcentaje de
variacion se encontré entre individuos, con un 82%, mientras que el menor porcentaje de variacion

se encontrd entre poblaciones con 7%, tal como se presenta en la Tabla 9.

Tabla 9.

Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) de las cuatro poblaciones de estudio.

Fuente de Variacion df SS MS Est. Var. %  p-Value
Entre poblaciones 3 207,24 69.08 0.44 7%
Entre individuos 276 3066,18 11.10 5.19 82%

Entre individuos dentro de <0.001
280 203,50 0.72 0.72 11%

las poblaciones
Total 559 3476,92 6.35 100
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Con el programa Diva-Gis se pudo detectar a nivel espacial aquellas zonas con mayor riqueza
alélica, siendo las poblaciones uno y cuatro las que presentaron mayor concentracion de alelos, tal
como se evidencia en la Figura 19. Cabe resaltar que en esta Figura los tonos mas oscuros

representan localidades con mayor riqueza de alelos.
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Figura 19. Riqueza alélica espacial calculada con Diva-Gis. Los puntos con tonos mas oscuros

indican mayor concentracion de alelos.

Con el test de Mantel (R?>=0.05 y P=0.00) se observa que la diferenciacion génetica que

experimentan los sitios de estudios no se debe exclusivamente a un fendmeno de aislamiento por
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distancia (Figura 20). Si bien, los sitios de estudio localizados hacia el norte de Colombia, que
conforman la poblacién dos, presentan mayor estructuracién con respecto a los sitios ubicados
hacia el sur, que conforman la poblacién cuatro, se evidencia que hay sitios con alta diferenciacion

genética no asociada a la distancia como es el caso de la poblacion cuatro.

En esta poblacion colindan sitios pertenecientes a los departamentos de Antioquia, Boyaca,
Cesar y Santander. Estas localidades de estudio, a pesar de encontrarse cerca en el espacio

geogréfico, se encuentran asociadas a grupos genéticos distintos tal como se muestran en las

Figura 15 y Figura 16. Asi mismo, individuos de esta poblacion ubicados en el Magdalena
Medio evidencian relaciones genéticas con individuos localizados en la region del Uraba

Antioquefio a pesar de la distancia geografica entre ellos.

1,0

Fsr/(1-Fg7)

y.=0,0003x + 0,2741

0 100 200 300 400 500 600 700

Distancia geografica (km)

Figura 20. Test de Mantel realizado con Genalex en los 58 sitios de estudio.
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El PCoA realizado con los 16 microsatélites revel6 que el mayor porcentaje de variacion se
encuentra explicado en el primer eje con un 11.19% (Tabla 10). No se presentd agrupamiento
marcado entre las distintas poblaciones de estudio. Sin embargo, si se observa que la poblacion
dos (vifietas naranjas) tienden a posicionarse cerca de las muestras pertenecientes a la poblacion

uno (vifetas azules).

Tabla 10.

Porcentaje de variacion explicado por los tres ejes del analisis de coordenadas principales.

AXis 1 2 3
% 11.19 6.92 454
Cum % 11.19 18.11 22.66
Principal Coordinates (1 vs 2)
'o\: 8 . .’ ' ¢ Popl
] . <4
P :0:' W Y VR Pop2
é ’(j !‘ ” or . ‘ Y * ®e * P0p3
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A4 ° **®
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Axis 1-11,19%

Figura 21. Analisis de coordenadas principales de 58 sitios de E. oleifera para cuatro poblaciones

de las regiones Andina y Caribe de Colombia.
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Por otro lado, cuando se analiza el agrupamiento realizado por el PCoA, respecto al eje uno y
tres de la Figura 22 se observa la misma tendencia de asociacion que se presenta en la Figura 21.
No obstante, se presenta la tendencia de agrupamiento entre individuos de las poblaciones tres y

cuatro (vifietas grises y amarillas respectivamente).

Principal Coordinates (1 vs 3)
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Figura 22. Andlisis de coordenadas principales de 58 localidades de E. oleifera de cuatro

poblaciones en las regiones Andina y Caribe de Colombia.

Las relaciones topoldgicas obtenidas con el programa DarWin mostraron dos agrupamientos
generales entre los individuos muestreados. En este sentido, en el primer agrupamiento se observa
una asociacion entre la mayoria de los individuos de la poblacion uno con la mayoria de los de la

dos, tal como se muestra en la Figura 23. De este modo, también se present6 asociacion entre la
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mayoria de los individuos de la poblacion tres con los de la cuatro. Cabe resaltar que, aunque estas
asociaciones incluyen a la mayoria de los individuos de las respectivas poblaciones, en el primer

agrupamiento (poblacion uno y dos) persiste la relacion con individuos de la tres.
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Figura 23. Topologia de agrupacién de poblaciones con Neighbor-Joining método unweighted

con el programa DarWin.

En la Figura 24, se observan las relaciones topoldgicas cuando se considera el agrupamiento

genético de Delta K=2 obtenido por STRUCTURE. Estas observaciones fueron consistentes con
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los resultados anteriores, ya que cuando se proyectan los dos grupos dentro de la topologia se

tienen como resultado las relaciones que se muestran en el dendograma de la Figura 24.

Figura 24. Representacion topologica de los grupos considerando K=2, con Delta K= 91.046 de

Clumpak.

Claramente se puede observar la relacién que existe entre los individuos del cluster azul con
respecto a la del cldster naranja, considerando la estructura geogréafica de este K en la Figura 24.
En este sentido, se registrd que tanto en el cluster azul (el cual agrupa los sitios de los
departamentos de Antioquia, Boyacd, Cesar, Cordoba, La Guajira, Magdalena, Santander y Sucre)
como en el naranja (el cual agrupa sitios de los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cérdoba y
Cundinamarca) se evidencia la presencia de individuos asignados a grupos contrarios, lo que
sugiere que sigue habiendo informacion genética compartida entre las poblaciones, aunque estén

presentando moderada estructura genética.
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Ahora bien, cuando se toma en consideracion el agrupamiento genético de K=4 obtenido con
STRUCTURE se observa homogeneidad en las relaciones en un grupo de sitios de la poblacion
cuatro (color morado) ubicados en el valle interandino del Magdalena Medio, en cercanias del
departamento del Cesar. No obstante, los individuos del grupo verde, que pertenecen a la regién
del Uraba, se encuentran distribuidos en toda la topologia sin mostrar tendencia de agrupamiento

como se observa en la Figura 25.

Finalmente, los individuos del cluster azul que hacen parte de los departamentos de Cesar,
Cordoba, La Guajira, Magdalena y Sucre en la Region Caribe, si presentan tendencia de
agrupamiento tal como se observa en la Figura 25, pero al igual que el cldster naranja comparten

individuos de otras grupos genéticos.

Figura 25. Representacion topoldgica de los grupos considerando el K=4, con Delta K= 12.031

de Clumpak.
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5.2 Resultados Metodologia B

5.2.1 Diversidad Genética. Con el programa MICRO-CHECKER se encontr6 que no hubo
errores de tipificacién en la matriz de datos. Sin embargo, se detectd déficit de heterocigotos
causado por la presencia de alelos nulos en todos los marcadores, aunque la presencia de estos no
fue consistente en todas las poblaciones (Apéndice A). El locus con menor presencia de alelos
nulos fue mEgCIR3362 (12) y el de mayor fue mEgCIR0802 (13), mientras que la mayor
frecuencia se presento en el locus mEgCIR3362 (0.52). La prueba de Fisher mostro que hubo
desviaciones significativas en el equilibrio de Hardy — Weinberg en todas las poblaciones de

estudio.

Aunque las pruebas de deteccion confirman que existe ligamiento en varios loci, estas
asociaciones no fueron consistentes dentro de las poblaciones estudiadas con excepcion de los loci
mEgCIR0802 y mEgCIR2414 (Apéndice B), los cuales presentaron la menor cantidad de loci en
equilibrio de ligamiento. No obstante, debido a que los marcadores mEgCIR0802 y mEgCIR2414
se mapean en los grupos de ligamiento uno y doce del genoma de la especie, se mantuvieron en

conjunto con los demas marcadores para los analisis posteriores.

Todos los loci evaluados revelaron productos de amplificacion en todas las muestras analizadas.
Un total de 201 alelos fueron detectados en las 280 muestras evaluadas y estos presentaron tamafios

de amplicones semejantes a los reportados previamente en la literatura. El locus que menos alelos
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detect6 fue el mEgCIR3546 (6), mientras que el locus que més alelos detecté fue mEgCIR0802
(20) (Tabla 11). La heterocigosidad observada (Ho) presentd un rango de 0 a 0.161, siendo
mEgCIR0832 el locus que presentd menor valor y el de mayor el mEgCIR2414 (Tabla 11). El
valor minimo detectado en el PIC fue de 0.417 para el locus mEgCIR3362 (SSR12) y el valor

maximo detectado fue de 0.905 para el locus mEgCIR0802 (SSR4) (Tabla 11).

Tabla 11.

Parametros de diversidad genética por locus en E. oleifera con Cervus.

. Motivo de Rango de
Locus Consecutivo Na N Ho PIC
repeticion alelos

mEgCIR0173 SSR2 (GA)1s 108-154 12 280 0.057 0.802
mEgCIR0353 SSR3 (GM1(GA)1s 82-116 14 280  0.004 0.662
mEgCIR0802 SSR4 (GA)12 200-240 20 280 0.014 0.905
mEgCIR0832 SSR5 (GA)19 128-160 17 280  0.000 0.714
mEgCIR0886 SSR6 (GA)g 138-182 12 280  0.029 0.598
mEgCIR0894 SSR7 (GA)1s 178-203 14 280 0.161 0.856
mEQgCIR2414 SSR8 (ACAG)4(GA)s  350-368 10 280  0.000 0.837
mEgCIR2813 SSR9 (GT)7(GA)11 212-240 12 280  0.032 0.620
mEgCIR3282 SSR10 (GA)20 216-260 17 280  0.039 0.801
mEgCIR3292 SSR11 (GA)19 126-164 13 275  0.015 0.665
mEgCIR3362 SSR12 (GA)19 132-176 9 269  0.022 0.417
mEgCIR3533 SSR14 (GA)1s 130-158 15 280  0.068 0.865
mEgCIR3543 SSR15 (GA)17 198-224 11 278  0.004 0.739
mEgCIR3546 SSR16 (GA)1s 284-316 6 280  0.004 0.676
mEgCIR3785 SSR17 (GA)21 270-298 11 279  0.007 0.762
mEgCIR3886 SSR18 (GA)sgt(GA)20 166-194 8 280 0.011 0.580

Nota: Na: Nimero de alelos, N: Tamafio de muestra, Ho: Heterocigosidad observada y PIC: Contenido de informacion

polimorfica.
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Los principales resultados de la diversidad genética a nivel poblacional se encuentran
consignados en la Tabla 12. Al respecto se encontr6 que el municipio con menor promedio en el
namero alelos (Na) fue Curumani (CUR) con 1.88. Mientras que los municipios que reportaron
mayor promedio en el namero de alelos fueron Monteria (MON), Puerto Boyaca (BOY), Turbo
(TUR) y Puerto Salgar (SAL) con 5.50, 5.56, 5.94 y 6.38 respectivamente. Esta relacion se

mantiene para la variable de nimero efectivo

Los municipios con mayor heterocigosidad observada fueron Momil (MOM) y Rio de Oro
(RI10O), con 0.08 y 0.09 respectivamente. Por otro lado, la heterocigosidad esperada en los
municipios revelaron valores por encima de 0.3. De esta manera, Puerto Triunfo (TRI), Puerto
Salgar (SAL) y Turbo (TUR) fueron los municipios con mayor heterocigosidad esperada con 0.67,

0.68 y 0.71 respectivamente.

El indice de endogamia Fis mostro alta endogamia entre las localidades evaluadas en un rango
de 0 — 1, donde todas las localidades revelaron valores por encima de 0.8, siendo las localidades
de Curumani (CUR), Cimitarra (CIM) y Puerto Triunfo (TRI), las que presentaron valores Fisde
uno. En cuanto a la presencia de alelos privados (Ap), Puerto Salgar (SAL) fue el municipio con

mayor presencia de alelos privados, registrando 17.
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Tabla 12.

Parametros de diversidad genética a nivel poblacional de los municipios.

Municipio N Na Ne Ho He Fis Ap
DIB 10 2,88 (0.30) 1,88(0.14) 0.03(0.01) 0.42(0.05) 0.95(0.03) 0
SMR 5 2,63(0.26) 2,13(0.21) 0.04(0.03) 0.46(0.06) 0.93(0.05) 0
ZON 5 2,94 (0.25) 2,47(0.27) 0.05(0.02) 0.52(0.05) 0.82(0.09) 4
ONO 14 4,19 (0.56) 2,72(0.45) 0.04(0.02) 0.53(0.05) 0.94(0.03) 1
TOL 15 425(0.49) 2,83(0.36) 0.03(0.01) 0.56(0.05) 0.96 (0.02) 0
CUR 5 1,88 (0.15) 1,63 (0.14) 0.00(0.00) 0.32(0.05) 1,00 (0.00) 0
CHM 5 2,25(0.21) 1,73(0.15) 0.06 (0.04) 0.36(0.05) 0.86 (0.07) 0
MOM 10 3,13(0.33) 2,39(0.22) 0.09(0.04) 0.52(0.05) 0.85(0.06) 0
BEN 15 2,81(0.23) 2,00(0.17) 0.02(0.01) 0.44(0.05) 0.96(0.02) 0
CHN 5 2,38(0.34) 2,14(0.31) 0.05(0.03) 0.39(0.07) 0.89(0.05) 0
PEL 6 2,75(0.25) 2,21(0.19) 0.04(0.03) 0.48(0.05) 0.93(0.05) 0
CER 4 2,06 (0.23) 1,88(0.22) 0.02(0.02) 0.36(0.07) 0.97 (0.03) 0
SAG 5 2,56 (0.33) 2,20(0.29) 0.01(0.01) 0.42(0.07) 0.98(0.02) 0
MON 20 550 (0.71) 3,77 (0.50) 0.06 (0.03) 0.66 (0.04) 0.92(0.04) 5
NEC 20 4,69 (0.44) 3,35(0.30) 0.01(0.01) 0.66(0.03) 0.99(0.01) 0
TUR 26 5,94 (0.47) 3,64(0.24) 0.02(0.01) 0.71(0.02) 0.96(0.02) 8
URA 9 3,44 (0.36) 2,72(0.37) 0.03(0.02) 0.54(0.05) 0.96(0.03) 0
RIO 5 3,00(0.22) 2,41(0.21) 0.08(0.03) 0.53(0.05) 0.84(0.06) 3
APA 5 2,06 (0.25) 1,73(0.19) 0.01(0.01) 0.33(0.06) 0.97 (0.03) 0
CAR 5 2,38 (0.24) 2,00(0.19) 0.01(0.01) 0.42(0.06) 0.97(0.03) 1
BAJ 10 3,31(0.28) 2,36(0.21) 0.03(0.03) 0.53(0.03) 0.95(0.03) 2
CIM 20 3,31(0.31) 2,13(0.21) 0.00(0.00) 0.46 (0.05) 1,00 (0.00) 0
BOY 15 5,56 (0.46) 3,72(0.40) 0.04 (0.01) 0.66(0.05) 0.88(0.07) 8
TRI 20 4,75(0.49) 3,49(0.36) 0.00(0.00) 0.67(0.03) 1,00 (0.00) 4
SAL 20 6,38 (0.41) 3,67(0.38) 0.05(0.02) 0.68(0.03) 0.92(0.03) 17

Nota: N: Tamafio de muestra, Na: NUmero promedio de alelos, Ne: Nimero efectivo promedio de alelos, Ho:

Heterocigosidad Observada, He: Heterocigosidad Esperada, Fis: Indice de Fijacion y Ap: nimero de alelos privados.

La heterocigosidad esperada total (Ht) por locus, mostrd6 que mEgCIR3362 presenté menor

valor con 0.44, mientras que mEgCIR0802 presentd el mayor valor con 0.90 (Tabla 13). La media
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de Ho por locus, mostro un intervalo entre 0 y 0.175 siendo el locus mEgCIR0832 el que presentd

menor valor y mEgCIR0894 el que presentd mayor valor (Tabla 13).

El coeficiente de endogamia Fis y coeficiente general de endogamia Fr detectaron un rango de
variacion en todos los loci entre 0.77 y 1.0, donde el valor mas bajo registrado fue del locus
mEgCIR0894 y el valor més alto fue para los loci mEgCIR0832 y mEgCIR2414, como se muestra
en la Tabla 13. No obstante, el valor de divergencia genética Fst registré un rango de variacion en
los loci, que estuvo entre 0.03 y 0.18 siendo los loci mEgCIR3785 y mEQCIR3533 quienes
registraron menor divergencia, mientras que el locus mEgCIR0173 mostré mayor divergencia

(Tabla 13).

Tabla 13.

Parametros generales de diversidad genética total para los marcadores evaluados de E. oleifera
con GenAlex.

Locus Consecutivo Ht Media Ho Fis Fir Fst
mEgCIR0173 SSR2 0.780 0.061 0.904 0.922 0.182
mEgCIR0353 SSR3 0.635 0.003 0.994 0.995 0.115
mEgCIR0802 SSR4 0.900 0.010 0.988 0.989 0.091
mEgCIR0832 SSR5 0.751 0.000 1.000 1.000 0.074
mEgCIR0886 SSR6 0.603 0.025 0.957 0.959 0.050
mEgCIR0894 SSR7 0.853 0.175 0.774 0.795 0.092
mEgCIR2414 SSR8 0.848 0.000 1.000 1.000 0.035
mEgCIR2813 SSR9 0.630 0.037 0.930 0.942 0.162
mEQgCIR3282 SSR10 0.800 0.029 0.962 0.963 0.038
mEQgCIR3292 SSR11 0.688 0.012 0.981 0.983 0.083
mEQCIR3362 SSR12 0.449 0.018 0.958 0.960 0.056
mEgCIR3533 SSR14 0.876 0.069 0.918 0.921 0.034
mEgCIR3543 SSR15 0.745 0.003 0.996 0.996 0.081

mEgCIR3546 SSR16 0.715 0.003 0.996 0.996 0.085
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mEQCIR3785 SSR17 0.785 0.015 0.980 0.980 0.038
mEQCIR3886 SSR18 0.646 0.009 0.985 0.986 0.063

Nota: Ht: Heterocigosidad esperada total, Media Ho: Media de Heterocigosidad observada, Fis: Coeficiente de

endogamia, Fir: Coeficiente general de endogamia Fsr: Divergencia genética.

5.2.2 Estructura Genética. En general se encontr6 moderada estructura genética entre pares
de poblaciones, teniendo en cuenta que el intervalo propuesto por Wright (1965) propone los
siguientes rangos: valores pareados con un intervalo de 0 — 0.05 sugieren baja divergencia
genética, valores entre 0.06 — 0.15 sugieren moderada divergencia genética, valores entre 0.16 —
0.25 sugieren alta divergencia genética y finalmente valores pareados por encima de 0.26 revelan

gran divergencia genética entre poblaciones.

En este sentido, las poblaciones de los municipios de Cimitarra (CIM), Puerto Boyaca (BOY),
Puerto Triunfo (TRI) y Puerto Salgar (SAL) fueron las mas distantes genéticamente del resto.
Mientras que las poblaciones con mayor similaridad genética correspondieron a los municipios de

Toluviejo (TOL), Chint (CHN) y San Pelayo (PEL).



Tabla 14.
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Valores de Fst pareados para los municipios de estudio. Por debajo de la diagonal, los valores
Fsty por encima de la diagonal, los valores de significancia.

DIB SMR ZON ONO TOL CUR CHMMOM BEN CHN PEL CER SAG MON NEC TUR URA RIO APA CAR BAJ CIM BOY TRI SAL

DB 0

SMR 0.13
ZON 0.24
ONO 0.17
TOL 0.16

0
0.17
0.16
0.14

+
0
0.17
0.17

CUR 0.35 0.38 0.34

CHM 0.31
MOM 0.21
BEN 0.2
CHN 0.22
PEL 0.19
CER 0.31
SAG 0.25
MON 0.31
NEC 0.26
TUR 0.16
URA 0.2
RIO 0.36
APA 0.17
CAR 0.15
BAJ 0.16
CIM 0.31
BOY 0.23
TRI 0.32
SAL 0.3

0.29
0.2
0.19
0.21
0.15
0.31
0.2
0.27
0.22
0.12
0.18
0.28
0.23
0.21
0.14
0.35
0.23
0.26
0.25

0.3
0.25
0.29
0.21
0.18
0.25
0.23
0.26
0.22
0.15
0.22
0.22
0.29
0.26
0.16

0.4
0.25
0.28
0.25

+

+

0
0.1
0.22
0.25
0.16
0.19
0.19
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0.36
0.26
0.3
0.26
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Nota: Los datos pareados con el simbolo “+” indican resultados significativos, mientras que los datos con el simbolo

(73R

indican resultados no significativos.

Los resultados obtenidos por las pruebas realizadas con el programa STRUCTURE vy

STRUCTURE HARVESTER, en la asignacion de grupos genéticos considerando la presencia de

alelos nulos y sin considerar la presencia de estos, revelaron que no existe diferencia significativa
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entre métodos. Por lo anterior se presentan los resultados de las pruebas, considerando la presencia

de alelos nulos.

En este sentido, los resultados obtenidos por el método de Evanno et al. (2005), muestran que
el mayor Delta K se asoci6 a la presencia de dos grupos genéticos (Delta K = 2923,83). Mientras
que el segundo resultado posible correspondié a un Delta K asociado a la presencia de cuatro
grupos genéticos (Delta K = 12.11) a lo largo de las poblaciones de estudio, como se muestra en

la Tabla 15 y Figura 26.

Tabla 15.

Resultado de la tabla de Evanno et al. (2005) para la asignacion del numero de poblaciones
mediante el Delta K mas probable.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K)  Ln'(K) |ILn""(K)| Delta K
1 15 -15699.04 0.58 NA NA NA

2 15 -14093.31 0.29 1605.73  840.65 2923.83
3 15 -13328.24 58.01 765.07 222.00 3.83

4 15 -12785.17 15.43 543.07 186.91 12.11

5 15 -12429.00 30.13 356.17 47.70 1.58

6 15 -12120.53 136.08 308.47 14.53 0.11

7 15 -11826.60 47.98 293.93 90.84 1.89

8 15 -11623.51 144.76 203.09 16.92 0.12

9 15 -11403.49 86.14 220.01 40.08 0.47

10 15 -11223.56 51.43 179.93 40.43 0.79

11 15 -11084.05 94.79 139.51 74.85 0.79

12 15 -10869.69 63.71 214.36 96.35 151

13 15 -10751.68 63.23 118.01 4.75 0.08



14 15 -10628.91 117.85 122.77 1.09 0.01
15 3 -10507.23 94.98 121.68 NA NA
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Deltak = mean(|L"(K)|} / sd(L(K))
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Figura 26. Delta K obtenido a partir del método de Evanno et al. (2005), considerando la

presencia de alelos nulos.

Es asi como el primer grupo genético teniendo en cuenta el Delta K = 2, se conforma por los

municipios de Cereté (CER), Chima (CHM), Chind (CHN), Momil (MOM), Sahagun (SAG), San

Pelayo (PEL), Turbo (TUR), Apartaddé (APA), Carepa (CAR), San Pedro de Uraba (URA),

Cimitarra (CIM), Belén de Bajira (BAJ) y todos los municipios de estudio pertenecientes a los
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departamentos de Cesar, La Guajira, Magdalena y Sucre, tal como se muestra en la Figura 27
resaltados con color azul. Mientras que los municipios que hacen parte del segundo grupo genético
son Acandi (ACA), Monteria (MON), Necocli (NEC), Puerto Triunfo (TRI) y Puerto Salgar (SAL)

como se muestra en la Figura 27 resaltados con color naranja.
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Figura 27. Estructura genética de las poblaciones de estudio. A) Gréafico de resultado de
agrupamiento de STRUCTURE obtenido con K = 2. B) Distribucion de grupos genéticos en las

localidades de estudio.

Por otro lado, la conformacién de cuatro grupos genéticos (Figura 28) como segundo

agrupamiento mas probable sugiere en este caso que, el primer grupo genético (color azul) se
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reduce a s6lo los municipios de estudio pertenecientes a los departamentos de Cesar, La Guajira,
Magdalena y Sucre en conjunto con los municipios de Cereté (CER), Chima (CHM), Chind
(CHN), Momil (MOM), Sahagun (SAG) y San Pelayo (PEL) del departamento de Cérdoba. El
segundo grupo genético (color naranja) se ve conformado por los municipios de Monteria (MON),
Necocli (NEC), Puerto Triunfo (TRI), Puerto Salgar (SAL) y Puerto Boyaca (BOY) como se
muestra en la Figura 28. EI municipio de Cimitarra (CIM) en conjunto con algunos individuos de
Puerto Boyaca (BOY), conforman el tercer grupo genético (color morado), mientras que los
municipios de Acandi (ACA), Belén de Bajira (BAJ), Apartad6 (APA), Carepa (CAR) y San Pedro
de Uraba (URA) conforman el cuarto grupo genético (color verde) como se observa en la Figura

28.
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Figura 28. Estructura genética de las poblaciones de estudio. A) Gréafico de resultado de
agrupamiento de STRUCTURE obtenido con K = 4. B) Distribucion de grupos genéticos en las

localidades de estudio.
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El anélisis realizado con el programa Geneland (Figura 29) registr6 dos clisteres genéticos. De
esta manera, los municipios que tuvieron mayor probabilidad de pertenecer al clister genético azul
fueron Cereté (CER), Chima (CHM), Chint (CHN), Momil (MOM), Sahagun (SAG), San Pelayo
(PEL), Turbo (TUR), Apartadd (APA), Carepa (CAR), San Pedro de Uraba (URA), Cimitarra
(CIM), Belén de Bajira (BAJ) y todos los municipios de estudio pertenecientes a los departamentos
de Cesar, La Guajira, Magdalena y Sucre. Mientras que los municipios que tuvieron mayor
probabilidad de pertenecer al cldster naranja fueron Acandi (ACA), Monteria (MON), Necocli
(NEC), Puerto Triunfo (TRI) y Puerto Salgar (SAL). Es asi como en la distribucion espacial de
estos clusteres de la Figura 29, se observa consistencia con los resultados obtenidos con el método

de Evanno et al. (2005).
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Figura 29. Mapa de probabilidad posterior para la presencia de dos grupos genéticos en las

poblaciones de E. oleifera.
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Los pardmetros de diversidad calculados a partir de los dos valores Delta K mas probables de
Evanno et al. (2005) (Tabla 15), mostraron en ambos casos que el segundo grupo genético es el
que tiene mayor diversidad genética (Tabla 16). De esta manera, este grupo genético en ambos
casos se encuentra conformado por los municipios de Acandi (ACA), Monteria (MON), Necocli
(NEC), Puerto Triunfo (TRI) y Puerto Salgar (SAL), a excepcion de Acandi (ACA) que no hace

parte del segundo grupo genético cuando el Delta K = 4.

Tabla 16.

Parametros de diversidad genética por grupos genéticos obtenidos por el método de Evanno et
al. (2005).

A) GRUPO GENETICO DELTAK =2

Pop N Na Ne Ho He F
Grupo 1 169 8.12(0.81) 3.64 (0.48) 0.02 (0.01) 0.64 (0.04) 0.96 (0.01)
Grupo 2 111 11.68(0.87) 5.57 (0.65) 0.03 (0.00) 0.78 (0.02) 0.95 (0.00)

B) GRUPO GENETICODELTAK =4

Pop N Na Ne Ho He F

Grupo 1 109 6.81(0.71) 3.23(0.41) 0.03 (0.01) 0.60 (0.04) 0.95 (0.02)
Grupo 2 88 11.12(0.91) 5.39 (0.69) 0.03 (0.00) 0.76 (0.02) 0.94 (0.01)
Grupo 3 25 3.56(0.38) 2.05(0.19) 0.00 (0.00) 0.44 (0.05) 0.99 (0.00)
Grupo 4 58 6.56 (0.66) 3.45(0.37) 0.01 (0.01) 0.66 (0.02) 0.97 (0.01)

Nota: N: Tamafio de muestra, Na: Nimero de alelos, Ne: Numero efectivo de alelos, Ho: Heterocigosidad observada,

He: Heterocigosidad esperada y F: indice de fijacién.

Asi mismo, la estructura genética asociada al agrupamiento genético con Delta K = 2 presentd

un valor de 0.12 que representa una moderada estructura genética en la escala de Wright (1965).
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Mientras que en los grupos obtenidos por el Delta K = 4, la mayor estructura genética se presenta
en el grupo cuatro con respecto a los demas, con valores entre 0.23 y 0.26 tal como se observa en

la Tabla 17.

Tabla 17.

Matriz de distancia Fst por grupos genéticos obtenidos por el método de Evanno et al. (2005).
A) Delta K =2y B) Delta K = 4.

A) DELTAK=2 B) DELTAK =4
Grupol Grupo2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Grupo 1 0

Grupo 1 0
Grupo 2 0.18 0
Grupo 3 0.08 0.11 0

Grupo 2 0.12 0
Grupo 4 0.26 0.23 0.23 0

Los AMOVA realizados teniendo en cuenta los agrupamientos por grupos genéticos y por las
diferentes capas espaciales, mostraron en todos los casos que el mayor porcentaje de variacion se
presento entre individuos dentro de las poblaciones, mientras que el menor porcentaje de variacion

se dio entre individuos (Tabla 18).

Tomando como referencia los valores de varianza reportados por los grupos genéticos en la
Tabla 18, seccion iy ii (12.02 % y 15.25 % respectivamente), el agrupamiento espacial realizado
por ecorregiones de los continentes (Tabla 18, seccién iv) fue el que mejor explico la varianza

entre los grupos conformados (9.73 %).
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Mientras que los agrupamientos espaciales realizados con las capas Ecorregiones Terrestres del
Mundo y Vegetacion del Ultimo Maximo Glacial no explicaron bien la varianza entre los grupos

formados (4.95 % y 3.24 % respectivamente) (Tabla 18, seccion iii y v).

Tabla 18.

Analisis molecular de varianza realizado por diferentes tipos de agrupamientos.

i) DOS GRUPOS GENETICOS DELTAK =2
o Suma de Componentes de la % de
Fuente de variacion . p - valor L
cuadrados varianza variacion
Entre grupos 22<0.23 <0.77 <0.00 12.02
Entre poblaciones dentro de los grupos 1112.53 1.14 <0.00 17.78
Entre individuos dentro de las poblaciones 1952.83 4.29 <0.00 66.58
Entre individuos 65.00 <0.23 <0.00 3.60
ii) CUATRO GRUPOS GENETICOS DELTAK =4
L Suma de Componentes de la % de
Fuente de variacion ) p - valor o
cuadrados varianza variacion
Entre grupos 427.81 <0.96 <0.00 15.25
Entre poblaciones dentro de los grupos 905.04 <0.82 <0.00 13.06
Entre individuos dentro de las poblaciones 1952.83 4.29 <0.00 67.99
Entre individuos 65.00 <0.23 <0.00 3.68

iii) GRUPOS POR ECO-REGIONES TERRESTRES DEL MUNDO

L Suma de Componentes de la % de
Fuente de variacion ) p - valor L
cuadrados varianza variacion
Entre grupos 119.47 <0.31 <0.00 4.95
Entre poblaciones dentro de los grupos 1.213.38 1.40 <0.00 22.53
Entre individuos dentro de las poblaciones 1952.83 4.29 <0.00 68.77
Entre individuos 65.00 <0.23 <0.00 3.72
iv) GRUPOS POR ECO-REGIONES DE LOS CONTINENTES
o Suma de Componentes de la % de
Fuente de variacion . p - valor L
cuadrados varianza variacion

Entre grupos 368.11 <0.55 <0.00 9.08
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Entre poblaciones dentro de los grupos 964.74 1.05 <0.00 17.13
Entre individuos dentro de las poblaciones 1952.83 4.29 <0.00 69.99
Entre individuos 65.00 <0.23 <0.00 3.78
V) GRUPOS POR VEGETACION DEL MUNDO EN EL ULTIMO MAXIMO GLACIAL
o Suma de Componentes de la % de
Fuente de variacion . p - valor L
cuadrados varianza variacion

Entre grupos 76.10 <0.19 <0.00 3.24
Entre poblaciones dentro de los grupos 1256.75 1.41 <0.00 23.04
Entre individuos dentro de las poblaciones 1952.83 4.29 <0.00 69.92
Entre individuos 65.00 <0.23 <0.00 3.78

Con el test de Mantel, se pudo encontrar que la diferenciacion presentada en los sitios de

estudios, no se debe exclusivamente a un fenémeno de aislamiento por distancia (R?= 0.11, P-

valor = 0.001) (Figura 30).

Si bien, los municipios de estudio localizados hacia el norte de Colombia, presentan mayor

estructuracion con respecto a los sitios ubicados hacia el sur, se evidencia que hay sitios con alta

diferenciacion genética no asociada a la distancia como es el caso del municipio de Cimitarra

(CIM) que presenta una alta diferenciacion con los municipios de Puerto Salgar (SAL) y Puerto

Triunfo (TRI), los cuales se encuentran ubicados a una distancia mas cercana entre ellos con

respecto a los demas municipios.
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Figura 30. Test de Mantel realizado en 26 municipios de estudio con Genalex.

El analisis de coordenadas principales (PCoA), realizado con los 16 microsatélites revelo que
el mayor porcentaje de variacion se encuentra explicado en el primer eje con un 32,74% (Tabla
19). En este analisis, se observa que los municipios que conforman los departamentos del norte de
Colombia como DIB, SMR, ZON, RIO, CUR, ONO, TOL, PEL, SAG, BEN, CHN, Y CHM, se
encuentran mejor agrupados entre ellos, que con aquellos que se encuentran geograficamente

ubicados mas hacia el sur del pais (Figura 31).

Tabla 19.

Porcentaje de variacion explicado por los tres ejes del andlisis de coordenadas principales.

AXis 1 2 3

% 32.74 18.61 11.84
Cum % 32.74 51.35 63.19




Axis 2-18,61 %

Principal Coordinates (1 vs 2)

* ACA
¢ RIO ¢ CUR
¢ Z0ON ¢ O WHN
* NEC
+MON + TUR * URA wm’u%t ¢ CER
¢ TRle sAL ¢ BAJ  *eMfM
APA
* BOY . M * cAR

Axis 1-32,74 %

Figura 31. Andlisis de coordenadas principales de poblaciones naturales de E. oleifera en 26

municipios de las regiones Andina y Caribe de Colombia.
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Asi mismo, cuando se analiza el agrupamiento realizado por el PCoA, con respecto al eje uno

y tres de la Figura 32, se observa la misma tendencia de asociacion que se presenta en la Figura

31.

Principal Coordinates (1 vs 3)
¢ ACA
o caR APA
% ¢ TUR * MR
-
= . NEC AW
*
i + MON * BOY ¢ am f.)':'\]oémﬁﬁN
P ¢ SAL
¢ TRI * CUR
¢ RIO

Axis 1-32,74 %

Figura 32. Analisis de coordenadas principales de poblaciones naturales de E. oleifera en 26

municipios de las regiones Andina y Caribe de Colombia.
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En el andlisis de relaciones topoldgicas para el Delta K = 2, se puede observar la relacién que
existe entre los individuos del cluster azul con respecto a la del cluster naranja, considerando la

estructura geogréfica de este K en la Figura 33.

Tanto en el cluster azul (DIB, SMR, ZON, RIO, CUR, ONO, TOL, BEN, CHN, MOM, PEL,
TUR, CAR, BAJ, APA, CIM) como en el naranja (TRI, SAL, BOY, APA, NEC, MON), se
evidencia la presencia de individuos asignados de grupos contrarios, lo que sugiere que sigue
habiendo informacion genética compartida entre las poblaciones, aunque estén presentando

moderada estructura genetica.

Figura 33. Representacion topoldgica de los grupos considerando K=2, con Delta K= 91.046 de

Clumpak.
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Ahora bien, cuando se toma en consideracion el agrupamiento genético de Delta K=4, se
observa homogeneidad en las relaciones para el grupo conformado por individuos de los
municipios CIM y BOY (color morado) ubicados en el valle interandino del Magdalena Medio.
No obstante, los individuos del grupo verde, que pertenecen a la region del Uraba, se encuentran
distribuidos en gran parte de la topologia sin mostrar tendencia de agrupamiento como se observa

en la Figura 34.

Finalmente, los individuos del cluster azul (correspondientes a los municipios DIB, SMR, ZON,
RIO, CUR, PEL, TOL, CHN, CHM, MOM, BEN), si presentan tendencia de agrupamiento tal
como se observa en la Figura 34, pero al igual que el cluster naranja, comparte dos individuos con

otro grupo genético.

Figura 34. Representacion topoldgica de los grupos considerando el Delta K=4 y una media de

similaridad de 0.997 obtenido con Clumpak.



94

5.3 Modelo de Distribucién de Elaeis oleifera

Estudiar la distribucion potencial de la especie E. oleifera permite obtener informacién valiosa
para conocer el area geografica en donde se pueden desarrollar sus poblaciones y adicionalmente,
conocer rutas probables de dispersion, como informacion complementaria para los analisis de
estructura genética espacial del presente trabajo. La metodologia y los resultados completos de
este ejercicio se encuentran en prensa para ser publicados en la revista Ceniavances. Mientras que
para efectos del presente trabajo, los resultados de este ejercicio se encuentran consignados en el

Apéndice C.

6 Discusion

6.1 Enfoques Metodologicos

Parametros de diversidad: Aunque la principal diferencia entre metodologias fue el tamafio
de los grupos formados a priori, los resultados observados fueron similares. En el caso de los
parametros evaluados por marcador molecular no hubo diferencia entre método, ya que los
programas utilizados no hacen distincion entre poblaciones y las consideran como un todo. En el
caso de los parametros evaluados por poblacién los resultados obtenidos si presentaron variaciones

por causa de los tamafios por sitio de estudio, aunque estas no fueron considerables.
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En este sentido, la heterocigosidad observada se registrd por debajo de 0.1 en ambos casos,
siendo menor en la metodologia A (Ho entre 0.017 — 0.042) y mayor en la metodologia B (Ho
entre 0.00 — 0.09). Mientras que la heterocigosidad esperada fue mas alta en la metodologia A (He
entre 0.54 — 0.76) que en la B (He entre 0.39 — 0.71). Las variaciones observadas en el nimero
promedio de alelos mostraron que en la metodologia A present6 un rango mayor entre 4.87 —

10.37, mientras que en la metodologia B se observo un rango menor entre 1 — 6.38.

En ambos casos la mayor diversidad se registro en las poblaciones ubicadas en el Magdalena
Medio y la region del Uraba, mientras que la menor diversidad se registré en las poblaciones
ubicadas en la region Caribe hacia el norte de Colombia. Ahora bien, como los agrupamientos de
individuos se realizan de manera artificial, es importante definir claramente el criterio con el cual
se desarrolla un estudio genético. En este sentido, ambas metodologias permiten conocer aspectos
importantes de la biologia de la especie, aunque los grupos formados por municipio permiten
establecer lineamientos de conservacion desde un enfoque politico, en cada uno de los entes

estatales y municipales de Colombia.

Estructura genética: En cuanto a la estructura genética medida a traves de los estadisticos F
de Wright (1965), se encontrd que en la metodologia A la diferenciacion present6 un rango entre
poblaciones de 0.055 — 0.147. Mientras que la metodologia B present6 un rango de variacion entre
municipios de 0.09 — 0.64. Aunque los mayores valores de diferenciacion fueron reportados por la

metodologia B, algunos de estos no fueron significativos.
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Los grupos genéticos obtenidos por los programas STRUCTURE, Geneland y DarWin no
presentaron variacion alguna en ninguna de las dos metodologias desarrolladas. En este sentido,
dos grupos genéticos fueron detectados a lo largo de los sitios de estudio indistintamente de su
organizacion a priori. En estos no se encontrd evidencia de un aislamiento por distancia, dado el
bajo R reportado en el test de Mantel. Esto comprueba que mientras los individuos colectados
mantengan su informacion genética intacta, el criterio de agrupamiento a priori no cambiara la

probabilidad posterior de pertenencia a un grupo genetico.

6.2 Diversidad genética

Los marcadores moleculares utilizados en este trabajo demostraron ser de utilidad para la
evaluacion de parametros geneticos en la especie E. oleifera. Estos microsatélites disefiados por
Billotte et al (2001) se han usado en otros trabajos para estudiar el género, lo que les ha permitido
ser validados exitosamente hasta la actualidad (Billotte et al. 2005; Cochard et al. 2009; Bakoumé

et al. 2014; Arias et al. 2015; Ithnin et al. 2017; Natawijaya et al. 2019).

No obstante, aunque se encontraron alelos nulos en los sitios de estudio, es comun que se
presenten en este tipo de marcadores SSR (Billotte et al., 2005), ya que la deteccion de estos alelos
usualmente se da por polimorfismos que se presentan en las regiones flanqueantes del cebador,
impidiendo asi la lectura del mismo (Chapuis & Estoup, 2007). Teniendo en cuenta lo anterior, la
probable deteccion de alelos nulos con los marcadores utilizados nunca fue descartada para

poblaciones con diferentes origenes geograficos en E. oleifera (Billotte et al., 2001). Es asi como
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han sido reportados previamente en otras poblaciones naturales tanto para E. oleifera (Arias,
Gonzélez, Prada, et al., 2015; Teh et al., 2009) como para E. guineensis (Billotte et al., 2001;

Hama-Ali, Alwee, et al., 2014).

En general se encontr6 que la diversidad genética detectada por los marcadores en las muestras
de E. oleifera fue baja, con un rango que vario por locus entre 0y 0.161 a lo largo de los municipios
evaluados. En este sentido, el marcador mEgCIR0802 detecté el mayor valor del contenido de
informacion polimofica (P1C) con 0.905 y mayor namero de alelos (Na) con 20. Sin embargo, este
mismo locus ha reportado un PIC de 0.5 (Arias, Gonzalez, Prada, et al., 2015) y un Na entre siete
(Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015) y ocho alelos (Ithnin et al., 2017) en poblaciones de E.
oleifera en Centro y Suramérica. Aunque investigaciones realizadas con materiales de diferentes
origenes de E. guineensis en el continente africano han reportado un rango mayor de Na entre

nueve y catorce (Arias, Gonzélez, & Romero, 2015; Arias, Montoya, & Romero, 2013).

Por su parte, en este trabajo el locus mEgCIR3362 fue el que registro el valor mas bajo del PIC
con 0.417, mientras que en el trabajo de Arias et al. (2015) este parametro fue de 0.540. Cabe
resaltar que en ambos trabajos se detectaron nueve alelos en total con este marcador. Asi mismo,
el locus mEgCIR3546 fue el que detectd los valores mas bajos en cuanto a los parametros de
heterocigosidad observada (Ho) con 0.004 y un Na de seis. Contrario a estos resultados, otras
poblaciones en Colombia y el Amazonas de Brasil, Ecuador y Peru, han detectado valores altos

para la Ho entre 0.060 y 0.340 (Arias, Gonzalez, Prada, et al., 2015; Natawijaya et al., 2019), y un
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Na entre tres y trece (Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015; Faizah et al., 2016; Natawijaya et al.,

2019; Ortega et al., 2016).

El locus mEgCIR0894 fue el que reportd el valor méas alto para la Ho con 0.161. No obstante,
informacidn de este parametro con este marcador no ha sido reportada en otras poblaciones de E.
oleifera. Sin embargo, una investigacion realizada con accesiones de E. guineensis muestran
rangos de Ho entre 0.692 (Hama-Ali, Panandam, et al., 2014) y 0.851 (Hama-Ali, Alwee, et al.,
2014). Ahora bien, aungue la informacion disponible para estudios genéticos en E. oleifera es
limitada, la baja variabilidad observada a nivel de sitios de estudio corresponde a un patron
generalizado de esta especie, que ya se ha observado en otras investigaciones desarrolladas

mediante el uso tanto de SSR como de otros marcadores moleculares.

Barcelos et al (2002) con el uso de marcadores RFLP y AFLP estudiaron los patrones de
diversidad y relaciones genéticas entre E. oleifera y E. guineensis. Estos autores reportaron una
baja diversidad genética (0.035 - 0.042) para las poblaciones de E. oleifera de Centroamérica,
Peru, Guyana Francesa y Surinam, en comparacion con las poblaciones de Brasil (0.157). De este
modo, propusieron gque a pesar de ser E. oleifera una especie aldgama, la baja diversidad observada
pudo haberse dado por un reciente evento de cuello de botella ocurrido en las poblaciones de
Guayana Francesa, Surinam y Centroamérica. No obstante, pese a los valores reportados para la
diversidad genética total de esta especie (0.225), resulté ser mas alta que la reportada para E.

guineensis (0.135).
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Por su parte Moretzsohn et al (2002), con el uso de marcadores RAPD evaluaron 47 poblaciones

de E. oleifera pertenecientes a diferentes zonas de la region Amazonica. Estos autores reportan un
nivel moderado de variabilidad en E. oleifera comparado con E. guineensis asociado
probablemente a un efecto fundador, asumiendo que el establecimiento de las poblaciones se dio
a partir de un pequefio nimero de semillas. Adicionalmente, estos autores sugieren que la
distribucion de la variabilidad se encuentra altamente relacionada con el sistema fluvial del

Amazonas.

De la misma forma, otros estudios realizados con marcadores moleculares SSR han mostrado
que la diversidad genética de esta especie presenta variaciones de manera espacial en las diferentes
regiones de América. Arias et al (2015) con el uso de trece SSR (Billotte et al., 2001) reportaron
una fuerte variabilidad (0.389) para poblaciones de E. oleifera, en un rango geografico que incluyo
muestras provenientes del norte de Colombia y de la region amazonica compartida entre Brasil,
Ecuador y Peru. En este trabajo, la deteccion de alelos especificos en cada origen geografico fueron
claves para establecer relaciones con los fenotipos agrondmicos de estas poblaciones. De esta
manera, Arias et al (2015) infirieron que estos patrones genéticos Unicos presentes en los origenes

geograficos contribuyen a aumentar la diversidad genética de la especie.

Un estudio reciente realizado con 27 SSR de Billotte et al (2001) evaluaron accesiones de E.
oleifera pertenecientes a la Amazonia de Brasil y algunas variedades de E. guineensis provenientes
de Malasia (Natawijaya et al., 2019). Este trabajo mostré que la diversidad genética de E. oleifera

(0.64) es mayor que la de E. guineensis (0.54) y permitié corroborar los resultados obtenidos por
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Barcelos et al (2002), donde se apoya la idea que tanto E. oleifera como E. guineensis tienen poca
divergencia genética. Lo anterior puede deberse a que el flujo de genes entre estas fue interrumpido

recientemente.

Ahora bien, estos trabajos permiten observar coémo la region amazdnica alberga una alta
diversidad genética en comparacion con otras regiones de América, por ejemplo Centroamérica.
En este sentido, un estudio genético fue desarrollado en 19 poblaciones de E. oleifera originarias
de Colombia, Costa Rica, Honduras y Panam4, a través de 18 SSR disefiados por Billotte et al
(2001) (Ithnin et al., 2017). Este trabajo mostré que en general estas poblaciones exhiben una baja
variabilidad, siendo las de la localidad de Cereté en Colombia, las que presentaron la mayor
diversidad genética (0.181), mientras que la menor diversidad se reporté en Honduras (0.06)

(Ithnin et al., 2017).

Pese a lo anterior, Ithnin et al (2017) mediante un analisis de correlacion espacial mostraron
que la riqueza alélica tiende a disminuir con la distancia, siendo Colombia la localidad con el
menor promedio de alelos por locus. Por lo anterior, los autores sugieren un establecimiento
reciente de E. oleifera en esta region, debido a un posible efecto fundador. Esta hipotesis puede
ser apoyada por los resultados obtenidos en este trabajo, donde la evidencia muestra que el menor
promedio de alelos se presenta en los sitios de estudio ubicados en la Region Caribe al norte de
Colombia. En estos sitios, se incluye el municipio de Cereté y demas ubicados en los

departamentos de La Guajira, Magdalena, Cesar y Sucre. Sin embargo, es importante resaltar que
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contrario a lo reportado por Ithnin et al (2017), la diversidad genética para la zona de Cereté fue

baja (0.02) con respecto a los demas sitios evaluados.

Asi mismo, lariqueza y cantidad de alelos privados reportados en los municipios pertenecientes
a las regiones del Magdalena Medio y del Uraba Antioquefio pueden ser evidencia de una eventual
respuesta a la posible presencia de refugios ecoldgicos de esta especie en estas zonas de Colombia.
Esto le habrian permitido sobrevivir a eventos climaticos ocurridos en el pasado (Leite et al.,
2016). De esta manera, es posible que diferentes rutas de colonizacién se hubieran desarrollado en
sentido sur — norte, generando un establecimiento mas reciente de las poblaciones de los
municipios del norte tales como Zona Bananera, Santa Marta y Dibulla. Sin embargo, es necesario

realizar mas estudios en poblaciones de esta especie que permitan confirmar esta hipotesis.

Ahora bien, la baja variabilidad observada en las poblaciones de E. oleifera en Centroamérica
ya habia sido registrada previamente mediante el uso de marcadores SSR disefiados
especificamente para estudiar esta especie. Zaki et al (2012) analizaron las poblaciones de E.
oleifera e incluyeron variedades Deli Dura de E. guineensis y otras originarias de Nigeria. Ellos
encontraron que E. oleifera presenté menor diversidad genética (0.164) que E. guineensis (0.220)
y afirman que la baja diversidad podria ser atribuida al transporte manual de las semillas entre
paises. Dicho transporte, se veria influenciado por selecciéon manual de semillas para mejoramiento
genético, el cual disminuye la diversidad genética y altera el equilibrio de las frecuencias alélicas

(Faizah et al., 2016).
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No obstante, la seleccion para mejoramiento genético no seria el factor responsable de la baja
variabilidad en las poblaciones de E. oleifera estudiadas en el presente trabajo, dado que esta
especie no se explota comercialmente. Por lo que en este caso, la baja diversidad observada puede
ser producto de una deriva genética significante experimentada por las poblaciones, a causa de una
interrupcion en el flujo de genes entre estas. Lo anterior debido a la posibilidad de una
discontinuidad historica en la distribucion de esta especie, como resultado de la fragmentacion de
habitat a la que han sido sometidas sus poblaciones (G. Galeano & Bernal, 2005; Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2015). Dicha fragmentacion mantiene en constante amenaza
las poblaciones de esta especie, ya que las zonas donde naturalmente se distribuye tienen alta

probabilidad de ser afectadas por el cambio climético (Fontalvo et al., 2019).

Por otro lado, no se descarta que la deficiencia observada de heterocigotos pueda deberse a
otras causas diferentes de la fragmentacion. El efecto Wahlund, por ejemplo, se presenta por
agrupamiento artificial de individuos que difieren en frecuencia alélica o0 composicion de alelos
(Ahuja & Mohan, 2016; Barcelos et al., 2000). Es posible que los resultados observados en este
trabajo reflejen un solapamiento de poblaciones por sitio de muestreo, que esté contribuyendo al
déficit de heterocigotos. Sin embargo, otros factores como los sesgos de muestreos y la presion
selectiva a ciertos componentes ambientales pueden estar favoreciendo la homocigosis, tal como
el cruzamiento entre individuos cercanamente emparentados o eventos de autopolinizacion que

contribuirian a una depresion por endogamia (Billotte et al., 2001).



103

Aunque es dificil determinar exactamente la causa de la pérdida de la variabilidad en las
poblaciones de E. oleifera, este déficit no puede ser explicado solo considerando los enfoques
anteriormente mencionados. Es asi como también se debe considerar que las muestras analizadas
provienen de una escala geografica reducida, donde s6lo se consideraron dos regiones de
Colombia. En este sentido, se debe tener en cuenta que la presencia de alelos especificos en
poblaciones de diferentes paises de Ameérica, contribuyen al aumento del pool génico de esta

especie, aunque también a su divergencia (Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015).

6.3 Estructura genética

Los resultados obtenidos por el estadistico Fsr, evidencian una fuerte estructura genética entre
poblaciones, que no se encuentra asociada con la distancia como factor limitante del flujo. Tal es
el caso de algunos sitios de estudio como Toluviejo y Chind (63 km, Fsr= 0.09), Chind y San
Pelayo (43 km, Fst= 0.09) y Toluviejo y San Pelayo (85 km Fst= 0.06), cuya diferenciacion
genética registrd los valores més bajos, siendo moderada a pesar de la distancia geografica que los
separa. Esto indicaria que estas poblaciones mantienen un flujo genético constante o el tiempo que
ha dado origen a la separacién espacial no ha generado fendmenos de diferenciacion genética
significantes. Mientras que en otros sitios de estudio como Monteria y San Pelayo (41 km, Fst=
0.25) muestran una alta divergencia genética en una distancia geografica similar a las reportadas

anteriormente.
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Este resultado se vio respaldado por el test de Mantel el cual corrobora que no existe un patron
claro de aislamiento por distancia que esté influenciando en su totalidad la estructura genética de
estas poblaciones. Ademas, la alta probabilidad de presentar dos y cuatro grupos genéticos en las
diferentes localidades de estudio fue observado tanto en los diferentes analisis bayesianos
realizados, como el andlisis de relaciones topoldgicas. Esto sugeriria la presencia de presiones
ambientales que limitarian el flujo de genes entre estos grupos ubicados en zonas geograficas

adyacentes, propiciando un aislamiento asociado a factores del ambiente.

Este patrén de diferenciacion genética a pequefia escala ha sido observado en otras poblaciones
de E. oleifera en Centro y Suramérica, aunque ha sido discutido desde otros enfoques. Barcelos et
al. (2000) observo que la alta divergencia geneética estaba relacionada con la distribucion de las
redes fluviales en Brasil. No obstante, dada la incapacidad de la semilla para flotar, los autores
afirman que el mecanismo de dispersion fue atribuido al transporte por parte de la fauna local.
Otro trabajo realizado en Brasil sugirid que efectivamente la similaridad genética no estaba
relacionada con la distancia geografica, aunque si fue consistente con la distribucion geogréafica
del rio Amazonas (Moretzsohn et al., 2002). Patrones consistentes con el hecho de que el fruto cae

de la palma con la estructura floral del sépalo que le permitirian su dispersién por flotacion.

Esta investigacion consideré que la moderada estructura observada se explica por efecto
fundador, es decir, porque las poblaciones han sido recientemente formadas a partir de un mismo
centro de origen. Esto habria generado un cambio en las frecuencias alélicas de un grupo con

respecto a las de la poblacion de origen, generando divergencia (Faizah et al., 2016). Asi mismo,
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Moretzsohn et al. (2002) afirman que este fendmeno seria causado por un movimiento indigena,
que hacia uso de los frutos de esta palma para hacer vino, repelentes naturales o fuego a partir de

los frutos secos.

Por otro lado, cuando las poblaciones de esta especie son analizadas en una escala mas grande,
se observa que el patron de diferenciacion se encuentra asociado con el origen geografico. Barcelos
et al. (2002) al comparar las poblaciones de Brasil con paises del norte de Suramérica encuentran
una alta diferenciacion atribuida a la presencia de corredores secos durante el Pleistoceno. Esto
habria limitado el flujo entre las poblaciones de estos paises, propiciando la aparicion y fijacion
de alelos especificos en las poblaciones (Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015). Barcelos et al.
(2002) afirman que las poblaciones de E. oleifera fueron originadas y dispersadas desde la region
norte del Amazonas y posteriormente fueron establecidas hacia el norte de Suramérica y América

Central.

Debido a lo anterior, es posible que en este trabajo la diferenciacion genética por aislamiento
por distancia entre las poblaciones se esté viendo enmascarada dada la pequefia escala geogréafica
del area de estudio y en su lugar el aislamiento por medio ambiente sea el responsable de la
diferenciacion. Esta hipotesis se plantea considerando que los efectos de la heterogeneidad del
paisaje en escalas geogréaficas reducidas también contribuyen a la radiacion morfolégica como
respuesta adaptativa al ambiente y no solo el aislamiento por distancia (Cortés, Garzon, Valencia,

& Madrifian, 2018).
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En el caso del complejo de especies de frailejones del género Espeletia de los ecosistemas de
paramos en Colombia se ha documentado que su principal factor de diversificacion es el
aislamiento por distancia. Sin embargo, estudios recientes han evidenciado a través de marcadores
SNP que factores ambientales como la exposicion a heladas y/o vientos propician un aislamiento

ecoldgico que también contribuye a la divergencia genética (Cortés et al., 2018).

Otro claro ejemplo de este fendmeno es la diversificacion ecoldgica por variables ambientales,
observado en el género de palmas Howea en la isla Lord Howe, Australia. A través del estudio de
expresion de genes en diferentes poblaciones de este genero encontraron que la acumulacion de
depdsitos de calcarenitas en el suelo habria sido la responsable de alterar los ciclos de floracion de
estas palmas. Como consecuencia, se limitd el flujo en estas poblaciones, las cuales
experimentaron un proceso de especiacion, que dio lugar a dos especies bien diferenciadas

genéticamente: H. belmoreana y H. forsteriana (Dunning et al., 2016).

Ahora bien, no se tiene certeza que un evento de especiacion ecoldgica esté ocurriendo en las
poblaciones estudiadas de E. oleifera, ya que la informacion disponible estudian la diversificacion
del género Elaeis (Barcelos et al., 2002; Natawijaya et al., 2019). Sin embargo, si se tiene certeza
que la estructura genética de las poblaciones de E. oleifera no esta determinada por un solo factor.
De este modo, es probable que a gran escala dicha diferenciacion, se esté viendo influenciada por
el aislamiento por distancia (Arias, Gonzélez, Prada, et al., 2015; Barcelos et al., 2002; Natawijaya
et al., 2019), mientras que a pequefia escala es posible que elementos ambientales sean los

responsables de limitar el flujo entre las poblaciones.
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En este sentido, se ha documentado que los ciclos de floracion en las especies del género Elaeis
se ven alterados ante factores de estrés ambiental como sequia o insuficiencia de nutrientes en el
suelo (Adam et al., 2011; Mondragon & Roa, 1985). Esto favorece la sobreproduccion de flores
masculinas, anulando asi la produccion de flores femeninas. No obstante, no existen trabajos que
profundicen en los mecanismos fisiol6gicos o moleculares de este fendmeno, por lo que es posible
que la variabilidad climética y edafoldgica de las localidades analizadas en Colombia sean las

responsables de limitar el flujo entre los grupos genéticos estableciendo barreras en la polinizacion.

Esta hipotesis es parcialmente apoyada por el resultado obtenido con el AMOVA, donde el
agrupamiento por ecorregiones de los continentes (Bailey, 2018) explica mejor la estructura
genética observada que los deméas agrupamientos realizados. Esto promueve la idea que un
fendmeno de aislamiento por medio ambiente esté asociado con el patron observado, ya que estas
ecorregiones fueron delimitadas considerando: i) las diferentes comunidades de vegetacion que
componen los ecosistemas Y ii) la estructura del suelo, como subgrupos para zonificar macro-
climas (Bailey, 1983). En otras palabras, cada ecorregion representa un paisaje heterogéneo de

ecosistemas, asociado a una estructura edafologica dentro de una unidad bioclimatica.

No obstante, aunque el AMOVA sugiere que la estructura genética observada se explica mejor
por eventos ambientales recientes, es dificil reconocer exactamente cuales son los factores que
generan la diferenciacion entre los grupos observados. Este hecho hace que sea necesario aunar

esfuerzos para desarrollar investigaciones que permitan hipotetizar la influencia de factores
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biocliméticos, ecoldgicos y de paisaje sobre las conexiones historicas y actuales en la distribucién
de la especie. Esto permitiria conocer mas aspectos fundamentales de la biologia de esta especie,

para entender mejor su estructura genética y asi contribuir con herramientas para su conservacion.

7 Conclusiones

Los resultados de este trabajo permitieron detectar que la mayor diversidad genética en la especie
Elaeis oleifera se concentrd en el segundo grupo genético (clister naranja) ubicado en las zonas
sur del Magdalena Medio y Urabd, en la region Andina de Colombia (municipios de Puerto
Triunfo, Puerto Salgar, Necocli y Monteria). Mientras que los patrones de riqueza alélica mas
bajos, se concentraron en el norte de la region Caribe, en municipios como Curumani, Zona
Bananera y Dibulla (ubicado este ultimo en La Guajira). Efectos que pueden estar relacionados

con la fragmentacion de habitat en los ecosistemas.

Las poblaciones de Elaeis oleifera estan conformadas por cuatro grupos genéticos, con niveles de
diferenciacion moderados y altos. Estos resultados estan soportados por los diferentes analisis

realizados utilizando STRUCTURE, Geneland, DarWin, Adegenet, y Arlequin.
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Aunque los patrones de diversidad y estructura genética observadas en Elaeis oleifera pueden ser
explicadas parcialmente por un asilamiento por distancia, mecanismos de aislamiento ecoldgico
por sobre a eventos histdricos parecen explicar su estructuracion, aungque otros mecanismos como
cuellos de botella por degradaciéon del habitat o efecto fundador causado por mecanismos de

dispersion natural o antropogénicos no pueden ser descartados.
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Apéndices

Apéndice A. Frecuencia de alelos nulos entre loci, en los municipios de estudio mediante algoritmo

de Brookfield 2.

DIB_SMR ZON ONO TOL CUR CHM MOM BEN CHN PEL CER SAG MON NEC ACA TUR URA RIO APA CAR BAJ CIM BOY TRI SAL
mEgCIR0173  0.26 0.00 0.00 0.31 0.33 032 024 020 030 032 022 N/A 036 016 031 N/A 040 033 0.28 024 000 025 034 038 0.33 0.30
mEgCIR0353  0.00 0.24 0.36 0.20 0.11 024 024 000 0.00 0.00 0.31 N/A 000 045 028 N/A 039 033 036 024 032 024 027 042 0.38 045
mEgCIR0802 039 0.39 0.39 043 045 039 024 035 039 039 042 N/A 044 038 045 N/A 045 038 042 036 042 040 039 044 044 045
mEgCIR0832 0.35 0.24 044 036 037 024 000 030 0.11 000 022 N/A 024 041 041 N/A 042 016 042 032 032 032 027 044 045 040
mEgCIR0886 0.15 0.36 0.32 0.20 0.37 0.39 024 025 032 0.32 038 N/A 032 042 041 N/A 028 0.16 0.22 000 036 032 000 0.16 0.35 0.32
mEgCIR0894  0.19 0.09 0.29 0.18 021 024 011 013 027 0.16 0.08 N/A 031 035 040 N/A 037 024 024 024 022 020 043 043 0.44 040
mEgCIR2414 039 0.39 042 043 044 024 036 038 037 039 040 N/A 039 038 043 N/A 043 041 042 039 042 043 040 043 045 044
mEgCIR2813  0.25 0.24 0.00 0.31 0.25 024 000 037 0.28 000 022 N/A 0.00 032 036 N/A 036 016 010 024 032 040 037 033 0.39 0.28
mEgCIR3282 0.15 0.36 042 044 042 000 010 024 038 0.24 038 N/A 036 038 043 N/A 044 039 036 032 024 028 029 044 042 046
mEgCIR3292 047 0.32 0.24 040 0.11 000 000 033 025 0.00 0.00 N/A 024 036 042 N/A 046 037 000 045 024 032 015 047 0.40 0.30
mEgCIR3362 0.15 0.00 024 041 031 045 024 042 052 054 049 N/A 0.00 024 042 N/A 038 037 024 000 0.00 030 020 0.00 0.41 0.24
mEgCIR3533 031 031 042 035 038 024 018 012 025 0.34 031 N/A 024 047 044 N/A 042 046 039 024 036 037 039 041 045 045
mEgCIR3543 032 0.36 0.36 0.20 0.38 0.00 039 035 042 0.36 040 N/A 039 039 038 N/A 041 036 042 000 032 032 036 049 0.37 044
mEgCIR3546  0.32 0.36 0.32 0.34 038 032 024 035 031 0.00 0.38 N/A 000 031 041 N/A 040 026 032 032 036 032 035 039 035 0.33
mEgCIR3785 0.37 042 024 040 040 032 039 043 037 042 033 N/A 042 043 043 N/A 044 039 010 042 036 040 039 041 043 042
mEgCIR3886  0.30 0.24 0.24 0.38 0.34 032 024 032 028 0.24 031 N/A 036 028 038 N/A 037 037 022 000 000 032 031 032 0.36 0.27

Nota: En negrita las frecuencias de los alelos nulos por locus amplificado en cada municipio.

Apéndice B. Prueba de desequilibrio de ligamiento por locus por municipios de estudio para Elaeis

oleifera.

mEQCIR0173 mEQCIR0353 mEQCIR0802 mEGCIR0832 mEQCIR0886 mEgCIR0894 mEQCIR2414 mEGCIR2813 mEQCIR3282 mEgCIR3292 mEQCIR3362 mEgCIR3533 mEQCIR3543 mEQCIR3546 mEQCIR3785 mEQCIR3886

DIB 3 0 5 6 2 0 5 5 2 6 0 9 1 4 4 4
SMR 0 3 7 3 5 1 6 3 5 3 0 6 5 5 6 2
ZON 0 9 8 10 3 7 6 1 9 3 0 8 8 6 2 0
ONO 7 8 13 5 3 6 9 6 10 10 7 13 8 7 1 7
TOL 8 5 12 9 9 6 13 8 8 3 3 10 13 9 1 9
CUR 3 1 5 1 4 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 3
CHM 3 1 3 0 3 3 4 0 0 0 0 1 3 1 3 3
MOoM 3 0 2 2 6 4 3 6 3 6 6 1 5 4 9 2
BEN 4 0 8 1 4 2 5 3 2 5 7 5 7 3 4 2
CHN 2 0 4 0 2 1 4 0 1 0 4 6 3 0 4 1
PEL 5 1 7 5 9 1 8 2 5 0 5 8 3 9 2 1
CER 0 0 5 0 0 2 1 1 2 1 2 1 0 2 1 0
SAG 5 0 8 3 3 6 5 0 4 3 0 3 8 0 5 5
MON 1 12 13 1 7 1 7 9 10 9 4 14 8 10 9 5
NEC 12 10 15 13 13 13 13 8 14 10 13 15 8 14 14 13
ACA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [ 0 0 0 0 0 0
TUR 15 15 15 15 1 14 12 14 15 13 14 15 13 12 14 13
URA 7 5 8 4 4 9 7 3 13 7 5 13 9 2 9 7
RIO 2 7 7 9 4 3 6 0 7 0 0 9 5 3 5 7
APA 1 1 4 2 0 4 6 1 4 0 0 0 0 0 5 0
CAR 0 5 2 5 2 1 8 5 2 3 0 6 5 3 3 0
BAJ 4 1 9 5 2 3 10 8 4 5 5 5 2 4 4 3
cim 7 4 6 4 0 6 5 4 8 1 5 5 5 6 7 5
BOY 13 14 13 14 9 15 13 14 14 14 7 14 13 13 12 6
TRI 7 10 12 13 8 15 14 10 9 12 9 12 6 8 1 10
SAL 14 13 14 15 10 14 11 13 14 14 11 13 13 9 14 10

Nota: En negrita se ubican los marcadores que estuvieron en equilibrio de ligamiento para la poblacién

dada.
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Apéndice C. Modelo de distribucion geografica para la especie Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, en

la zona intertropical del continente americano

MODELO DE DISTRIBUCION GEOGRAFICA PARA LA ESPECIE Elaeis oleifera (KUNTH)

CORTES, EN LA ZONA INTERTROPICAL DEL CONTINENTE AMERICANO

Paulin P. Fontalvo®*, Sergio Marchant®, Juan Sebastian Hernandez-Hernandez?, Victor Rincon®, Edison

Daza*, Ivan M Ayala“, Carmenza Montoya* y Hernan Mauricio Romero* °

Escuela de Biologia, Universidad Industrial de Santander. 2Programa de Economia Agricola y Biometria,
Cenipalma. *Programa de Agronomia, Area de Geomatica, Cenipalma. “Programa de mejoramiento
genético de la Palma de Aceite, Cenipalma. Departamento de Biologia, Universidad Nacional de

Colombia.
INTRODUCCION

Elaeis es un género de palmas tropicales pertenecientes a la familia Arecaceae, compuesto Unicamente por
dos especies; Elaeis guineensis Jacq y Elaeis oleifera (Kunth) Cortés (Corley y Tinker 2003). E. guineensis
es originaria de Africa, pero se encuentra distribuida a nivel global en los paises tropicales, debido a su
importancia comercial para la produccion de aceite de palma y productos derivados (Carter et al. 2007).
Mientras que E. oleifera originaria de América, presenta una distribucién restringida en el continente,
debido a que esta no tiene altas tasas de produccién de aceite, por lo que no es cultivada con fines

comerciales (Arias et al. 2015; Chaves et al. 2018).

Sin embargo, aungue esta especie no resulta atractiva para la produccién de aceite, su importancia en el
contexto de la agroindustria palmicultora, radica en que se utiliza para la generacion de cultivares hibridos,

que son parcialmente resistentes a enfermedades como la Pudricion del cogollo (Zambrano 2004; Beltran
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2013). Por otro lado, dentro del contexto ecoldgico, los frutos producidos por esta especie de palma, juegan
un importante rol dentro de los ecosistemas, ya que son alimento para animales silvestres y de cria, que a

su vez generan dispersion de las semillas (Serrano 2015).

Siendo consecuentes con el estatus de conservacion de la especie E. oleifera; catalogada en peligro de
extincion (Galeano y Bernal 2005; Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible 2015), se han llevado a
cabo diversos trabajos de conservacién para conocer los tipos de habitats y variaciones climaticas de esta
especie, en condiciones naturales. Debido a lo anterior, se ha reportado que esta especie usualmente se
distribuye en areas asociadas a cuerpos de agua tales como; los margenes de los rios, areas riparias,
pantanosas o aluviones (de Granville 1989; Corley y Tinker 2003; Rey et al. 2004). Sumado a lo anterior,
también se ha documentado que suelen encontrarse poblaciones en habitats de paisajes fragmentados, de

regiones calidas himedas, semi-hiimedas y en ocasiones en zonas calientes y secas (Montoya et al. 2018).

Estas caracteristicas ambientales, usualmente influyen sobre las variables que componen el nicho ecolégico
de la especie y en Ultimas, determinan los rangos de su distribucion. En este sentido, se reconoce que el
clima juega un papel importante en la definicidn de estos limites, generando presiones eco-fisiologicas que
evitan la colonizacion de esta especie en otras areas (Paterson et al. 2015). Asi mismo, se debe tener en
cuenta que las interacciones entre las variables climaticas son diferentes, considerando la escala en que se
analice. A gran escala, el clima seria el responsable de limitar el rango de distribucién, mientras que a
pequefa escala entran a discusion otros factores relacionados con la adecuacion, capacidad de dispersién y

las interacciones entre especies (Pearson y Dawson 2003; Peterson et al. 2011; Soberén et al. 2017).

Cabe resaltar que las variaciones en las condiciones del clima no han sido estables en las Gltimas décadas.

De esta manera, se ha documentado que existe un acelerado cambio climéatico por diversos factores
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antropogénicos tales como; emision de gases de efecto invernadero, deforestacion de areas verdes,
contaminacion del recurso hidrico, entre otras (Pecl et al. 2017). Dichos factores, han propiciado una
disminucidn en los rangos de distribucion de especies como E. oleifera que, por la pérdida de habitat, ha
presentado reducciones drasticas en los tamafios de sus poblaciones naturales (Galeano y Bernal 2005;

Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible 2015).

En este sentido, existen otro tipo de enfoques Utiles para orientar esfuerzos de conservacion en especies
amenazadas, como lo son las herramientas bioinformaticas. Estas buscan relaciones entre las variables
bioclimaticas y la ubicacion geografica de la especie para hacer distintos tipos de proyecciones, como por
ejemplo andlisis de distribucion de especies. De esta manera, se pueden detectar desde potenciales zonas
prioritarias para la conservacion, hasta posibles areas vulnerables al cambio climatico (Cuervo-Robayo et

al. 2017).

En Colombia las areas vulnerables al cambio climatico, usualmente se encuentran asociadas a paisajes
fragmentados, donde también se encuentran poblaciones naturales de E. oleifera (Montoya et al. 2018).
Esto hace que la problematica en cuanto al estatus de conservacion de la especie sea mayor, ya que mantiene
sus poblaciones en detrimento. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue desarrollar un modelo de
distribucién para E. oleifera, en la zona intertropical del continente americano, considerando algunas
implicaciones de conservacion, para asi identificar &reas para la conservacion, habitat en riesgo vy

finalmente, se puedan proponer areas potenciales para la generacién de colecciones biolégicas ex situ.

Este trabajo hace parte del proyecto “Estudio de la estructura genética espacial de la palma Elaeis oleifera
(H.B.K) Cortés en areas de distribucion natural en Colombia con propoésitos de conservacion ex situ”

financiado por COLCIENCIAS (Contrato Namero 152-2016) y el Fondo de Fomento Palmero. Cuenta con
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el permiso de recoleccion de la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales resoluciones 1225 de 2017

modificado por las resoluciones 251 y 2248 de 2018.

METODOLOGIA
Obtencién de datos de ocurrencia de Elaeis oleifera

Los datos de ocurrencia de la especie E. oleifera se obtuvieron de dos fuentes. La primera fue del trabajo
de prospeccion realizado por Montoya et al. (2018), el cual cuenta con 506 registros de la especie en tierras
bajas de las regiones Andina y Caribe de Colombia. La segunda, fue la base de datos Global Biodiversity
Information Facility (GBIF, Download https://doi.org/10.15468/dl.1f3un8) del cual se pudieron obtener
304 registros provenientes de datos recolectados por herbarios en América Latina, para un total de 810
datos de ocurrencia. Los datos fueron depurados de manera previa al entrenamiento del modelo de

distribucidn para evitar el sobreajuste del modelo, usando el software estadistico R (R Core Team 2018).

El primer paso fue la supresion de la redundancia por localizacion, ya que el modelo determina que un
registro por celda* es suficiente para el analisis. Ademas, se excluyeron los datos cuya ubicacion se
encontraba en zonas fuera del rango de distribucion natural de la especie. Como datos de prueba para
entrenar el modelo, se utilizaron 1.000 puntos con distribucion al azar, ubicados dentro del area del
neotrépico. Adicionalmente, estos fueron utilizados para comprobar la distribucion de los datos dentro del

espacio ambiental.

* Para la aplicacion del modelo el espacio de analisis es dividido en celdas cuadradas, la longitud de los lados de las
celdas es de aproximadamente 4.6 km.



128

Obtencién de datos ambientales y determinacion del area de calibracion (M)

Se utilizaron para este proyecto 19 variables bioclimaticas (Tabla 1), las cuales se obtuvieron de la base de
datos Worldclim 2.0 (Hijmans et al. 2005). Adicionalmente, se utiliz6 el modelo digital de elevacion
SRTM-30 que se obtuvo de la base de datos GMTED (disponible en:

https://topotools.cr.usgs.gov/gmted _viewer/viewer.htm).

Tabla 1. Cddigo y descripcion de variables bioclimaticas.

Cadigo Variable Bioclimatica
BlO1 Media anual de temperatura
BIO2 Rango medio diurno
BIO3 Iso-termalidad (B102/BIO7)(*100)
B104 Temperatura estacional (Desviacion estandar * 100)
BIO5 Temperatura maxima del mes mas caliente
B106 Temperatura minima del mes mas frio
BIO7 Rango de temperatura Anual (BIO5-BIO6)
B108 Media de temperatura del trimestre mas himedo
B10O9 Media de temperatura del trimestre mas seco
B1O10 Media de temperatura del trimestre mas caliente
BIO11 Media de temperatura del trimestre mas frio
B1012 Precipitacion anual
BIO13 Precipitacion del mes mas hiumedo
Bl1O14 Precipitacion del mes mas seco
BIO15 Precipitacion estacional (coeficiente de variacién)
BIO16 Precipitacion del trimestre mas hiimedo
BIO17 Precipitacion del trimestre mas seco
B10O18 Precipitacion del trimestre mas caliente

B1019 Precipitacion del trimestre mas frio
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El &rea de dispersion de la especie (M), fue calculada mediante el uso de eco-regiones terrestres de los
continentes de todo el mundo (Bailey 2018). Para esta seleccién se tuvieron en cuenta aquellas ecorregiones

donde ocurrieron los registros de colecta.

Depuracion de datos ambientales

Con el software de uso libre Maxent (Phillips et al. 2018), utilizado a través de la pagina web
http://biodiversityinformatics.amnh.org/open_source/maxent, se calculd la contribucion relativa de cada
variable y se procedio a seleccionar aquellas cuya contribucion al modelo fuera alta (Smith et al. 2017).
Adicionalmente, se realiz6 una depuracion manual del conjunto de datos ambientales, considerando
aquellas variables bioclimaticas con mayor variacion en sus datos (es decir variables no promediadas).
Finalmente, para evitar multicolinealidad, se realiz6 una prueba de correlacién de Spearman >0,7 con los
valores definidos en cada pixel a través del software R (R Core Team 2018) y se conservé sélo una de las

variables que estuviera altamente correlacionada y que pudiera explicar mejor el modelo bioldgico.

Modelo de Distribucion

Los andlisis para la proyeccion de la distribucion potencial de E. oleifera en Colombia, se realizaron con
base en el algoritmo de maxima entropia MaxEnt v3.4.1 (Phillips et al. 2018), el cual considera el modelo
de distribucién mas adecuado con base en la informacidon disponible. La depuracion de datos geograficos,
ambientales y area de dispersion M, fueron la base para elaborar el modelo de distribucion potencial de la

especie.

Adicionalmente, se usé la métrica de analisis ROC (Receiver Operating Characteristic) para validar el
modelo, mediante el calculo de los valores de AUC (Area Under the Curve), los cuales consideran modelos
con un desempefio bueno, cuando los valores se distribuyen entre 0.7 y 0.9 (Peterson et al. 2011).

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en el modelado, se cred un mapa con el software QGIS
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v2.18.23 (QGIS Development Team 2018), el cual permitié generar la proyeccion visual del area potencial

de distribucion para E. oleifera.

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego del proceso de depuracion de los datos, se conservaron para el entrenamiento del modelo un total de

153 registros de E. oleifera consignados en la Tabla 2. Los datos de ocurrencia que fueron descartados, en

su mayoria correspondieron al proceso de supresion por redundancia espacial.

Tabla 2. Procedencia de los datos de ocurrencias utilizados para el entrenamiento del modelo.

Pais N° Datos Siglas Instituto / Herbario
Brasil 14 UFG Herbario da Universidade Federal de Goias
Herbario da Embrapa Recursos Genéticos e
13 CEN ) )
Biotecnologia
2 NYBG The New York Botanical Garden
Field Museum of Natural History (Botany) Seed
1 FIELD )
Plant Collection
Colombia 60 Cenipalma Centro de investigacion de Palma de Aceite
3 COoL Herbario Nacional Colombiano
2 JBGP Jardin Botanico de Cartagena "Guillermo Pifieres"
2 ICN Universidad Nacional de Colombia
Conservatoire et Jardin botaniques de la Ville de
1 CJBG .
Geneve
Instituto de investigacion de recursos biologicos
1 IAVH
Alexyer von Humboldt
1 MO Missury Botanical Garden
1 UTMC Herbario Universidad del Magdalena
Costa Rica 5 INBio Instituto Nacional de Biodiversidad, Costa Rica
1 MNCR Museo Nacional de Costa Rica
Ecuador 2 AAU Herbarium of the University of Aarhus
2 MO Missury Botanical Garden




Guyana . o
1 MNHN Museum national d'Histoire naturelle
Francesa
Nicaragua 11 MO Missury Botanical Garden
) Staatliche Naturwissenschaftliche Sammlungen
Panama 1 SNSB
Bayerns
18 MO Missury Botanical Garden
Peru 5 AAU Herbarium of the University of Aarhus
4 MO Missury Botanical Garden
Field Museum of Natural History (Botany) Seed
1 FIELD _
Plant Collection
Venezuela 1 MO Missury Botanical Garden
Total
) 153
Registros
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Las variables bioclimaticas BIO4 y BIO19, correspondientes a la temperatura estacional y la precipitacion

del trimestre mas frio respectivamente, fueron las que presentaron mayor porcentaje de contribucion, tal

como se muestra en la Figura 1. Dichas variables fueron incluidas en el entrenamiento del modelo en

conjunto con las variables no correlacionadas. Un total de seis variables bioclimaticas y los datos de

elevacidn se tuvieron en cuenta para el analisis, tal como se muestra en la Tabla 3.
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BI1014: 3%
BIO15: 4% ‘
BI104: 44%
BI103: 5%
BIO11: 7%
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=BIO4 =BIO19 = BIO11 =~ BIO3 =BIO15 = BIO14 = BIO18 = BIO6 = BIO17 = BIO10
=BIO1 =BIO2 =BIO7 =BIO9 =BIO12 - BIO8 =BIO5 = BIO16 = BIO13

Figura 1. Contribucién relativa de cada variable bioclimatica al modelo de maxima entropia por defecto.

Tabla 3. Variables bioclimaticas utilizadas para entrenar el modelo, luego del proceso de depuracion.

Variable Nombre

BI103 Isotermalidad (B1O2/BIO7)*100

BI04 Temperatura estacional

B10O9 Temperatura media del trimestre mas seco
BlO16 Precipitacion del trimestre mas himedo
B1O18 Precipitacion del trimestre mas caliente
B1019 Precipitacion del trimestre mas frio

Estas variables permitieron modelar la distribucién potencial para E. oleifera, considerando la presencia de
los registros en un total de 10 eco-regiones de dominio himedo tropical (Tabla 4). Estas ecorregiones
incluyeron en general ecosistemas de bosques humedos, grandes sabanas moderadamente himedas y

bosques deciduos con estaciones hiimedas marcadas. De esta manera se pudo generar la deteccion de zonas
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con alta probabilidad de distribucion. Posteriormente, estas areas fueron validadas exitosamente mostrando

el potencial de distribucion que se muestra en la Figura 2.

Tabla 4. Ecorregiones de Bailey (2018) seleccionadas para medir el area de calibracion (M).

DOMINIO DIVISION ECO-REGION
. Pradera de Bosque Himedo Estacional
Régimen de Sabana ) ) .
Estepa y Prado Forestal de tipo Himedo Estacional
Sabanas Secas y Bosque Abierto
o Sabana de Pastos Altos y Bosques de Sabanas
Dominio
] Sabana Grandes Sabanas Moderadamente Himedas
Himedo ) ) ) ]
] Bosque Deciduo y Siempre-verde Himedo Estacional
Tropical

Bosques Predominantemente Deciduos Himedo Estacional

Selva Tropical

Bosque Siempre-verde Constantemente Himedo
Bosques Constantemente Himedo

Bosques Humedos con Temporada Seca Corta
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Figura 2. Modelo de distribucion de la especie Elaeis oleifera en la zona intertropical del continente

americano.

Los datos muestran que en general la especie E. oleifera ocurre en regiones con mayor estacionalidad de
temperaturas (BIO4) entre las épocas de invierno y sequias periodicas. Estas &reas se restringen a
temperaturas que oscilan entre los 21 y 28 °C y que en épocas de lluvia presentan en promedio por trimestre
831 mm, mientras que en épocas secas presentan 200 mm, con un promedio de precipitacion anual de 2.192

mm.

La proyeccion del modelo mostrado en la Figura 2, sugiere un &rea de distribucién asociada a zonas célidas,
con elevaciones entre 0 — 600 msnm, del valle interandino de la Regién Andina, tierras bajas de la Regién
Caribe y la Amazonia de Colombia, Brasil, Perl y Ecuador. La evaluacion en cuanto al modelo de
distribucién obtenido, mostr6é un buen desempefio como lo sugiere la escala de Peterson et al. (2011), con

un valor de 0,8 (p<0,01). Este modelo se pudo validar en la Regién Amazdnica Colombiana, ya que existen
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poblaciones de E. oleifera, que se encuentran establecidas en las areas donde se proyect6 el modelo. Cabe
resaltar que estas poblaciones no cuentan con un registro geo-referenciado, por tanto, no fue posible

incluirlos previamente para entrenar el modelo.

En Colombia las zonas de distribucion ubicadas hacia el norte se caracterizan por la presencia de complejos
lagunares, regiones cenagosas como las llanuras del bajo Magdalena y los rios Atrato y Sind. A su vez,
estos se encuentran estrechamente asociados a los patrones hidrolégicos de los rios Atrato, Cauca,
Magdalena y Sinu (Figura 2). Estas areas de distribucion potencial, a su vez son compartidas en el norte
con paises como Panama y Venezuela mientras que, hacia el sur de Colombia, la proyeccién del modelo
con mayor idoneidad se concentr6 en la region Amazénica, que se encuentra compartida con Brasil,

Ecuador y Per.

En Panama, la distribucion potencial con mayor idoneidad se concentr6 en la provincia del Darién que
colinda con la region del Uraba en Colombia. En el caso de Venezuela, las areas proyectadas hacia el norte
se encuentran asociadas al Lago de Maracaibo, entre las llanuras de la serrania del Perija y el norte de la
cordillera de los Andes. Hacia el centro y sur de este pais, la distribucién se relaciona con el rio Apure, uno

de los afluentes mas importantes del rio Orinoco.

En Perd, la proyeccion se distribuy6 en areas de plano inundable, en la confluencia de los rios Amazonas,
Huallaga, Marafion y Ucayali. En Brasil la mayor area de idoneidad del modelo se asocié con la vasta selva
tropical amazonica y sus tributarios; los rios Japura, Madeira, Negro y Purus. Finalmente, en Ecuador el
modelo de distribucién se asocio a los rios Curaray y Napo en la reserva nacional Yasuni, la cual hace parte

integral de la cuenca Amazonica.



136
Cabe resaltar que en Ecuador se encuentra la region Ilamada Taisha que es un canton de la provincia de
Morona Santiago y es reconocida por albergar poblaciones de E. oleifera con rasgos agronémicos
importantes para la generacion de cruzamientos interespecificos (Barba y Baquero 2013). Sin embargo,
aunque se tiene conocimiento de la distribucion natural de E. oleifera en esta area, el modelo mostré una
probabilidad con un maximo de idoneidad entre 0 y 60%. Es posible que la baja probabilidad de distribucion
esté relacionada con la altitud promedio del Cant6n de Taisha que es de 510 msnm, puesto que se encuentra

localizada casi en el limite de distribucién detectado por el modelo de 600 msnm.

En general, la mayor cobertura de los registros pertenecié a Colombia en gran medida por los datos de
ocurrencia de la prospeccion realizada por Montoya et al. (2018) (ver Tabla 2). Esto permitié tener una
mayor resolucién en cuanto a los requerimientos ambientales, a la hora de entrenar el modelo y una mejor
aproximacion en la proyeccion de la distribucion. De esta manera, aunque no se contaron con registros geo-
referenciados de E. oleifera en el Amazonas de Colombia para entrenar el modelo, es preciso afirmar que

efectivamente existen poblaciones de la especie establecidas alli (Rey et al. 2004).

Los resultados obtenidos con el presente modelo permitieron detectar la probabilidad de distribucién para
la especie E. oleifera, que actualmente se encuentra en estado de amenaza (Galeano y Bernal 2005;
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible 2015). La tendencia a asociacion de esta palma con
humedales y cuerpos de agua, habian sido observadas en distintos trabajos realizados sobre distribucion de
palmas en Centro y Suramérica (Galeano y Bernal 2005; Bastidas et al. 2013; Ministerio de Ambiente y

Desarrollo Sostenible 2015).

Esto confirma la validez del modelo, dadas las asociaciones de la distribucion de la especie con las ciénagas

y planicies inundables en Colombia (Figura 3) y otros paises de América Latina, tal como se muestra en los
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resultados obtenidos en el presente trabajo. Desafortunadamente, en algunos casos las areas cenagosas y de
planicies inundables que son el hébitat natural de E. oleifera, han sido reemplazadas y deterioradas a nivel
de paisaje (Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible 2015), a pesar de ser estos cuerpos de agua,
considerados como estratégicos dada su importancia en la regulacion hidrica durante periodos de extrema

sequia o lluvia (Flérez et al. 2016).

Figura 3. Habitats de crecimiento de Elaeis oleifera. A) Registros de E. oleifera en cultivo de arroz en el
departamento de Sucre. B) Registros de E. oleifera del departamento de Antioquia. Fotos de Montoya et

al. (2018).

Se cree que a futuro los efectos de cambio climatico, tendran un moderado y alto impacto negativo en las

zonas de distribucion de estos ecosistemas (Montoya et al. 2018) y estos coinciden con el &rea de proyeccion
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del modelo de distribucion para E. oleifera presentado en este trabajo. Para mitigar estos efectos negativos
sobre las poblaciones de E. oleifera, se hace necesario desarrollar planes de manejo y conservacion para

los ecosistemas de humedales, ya que son su habitat natural de desarrollo.

Sin embargo, la implementacion de colecciones biolégicas son una alternativa Util de conservacion y
desarrollo agro-industrial. En este sentido, este modelo también permite detectar aquellas areas idoneas
para el establecimiento de colecciones vivas ex-situ, en departamentos como Atlantico, Bolivar, Cérdoba,
Magdalena, Sucre, Santander, entre otros, cuyo uso de suelo en la actualidad, tiene destinada grandes
extensiones de tierra al desarrollo de actividades agricolas y pecuarias (Aguilera 2005; Tobon y Cajamarca

2018).

Asi mismo, la proyeccion muestra la localizacién de nuevas zonas potenciales de distribucion, donde
posiblemente puedan existir poblaciones naturales que albergan una diversidad genética y fenotipica
desconocida. Esta diversidad puede resultar muy util para los programas de mejoramiento genético de la
Palma de Aceite, por lo que los resultados, contribuyen con informacion base para la seleccion de areas a
prospectar, donde se puedan llevar a cabo mas estudios agronémicos y bioldgicos de E. oleifera, que a la

actualidad no se conoce totalmente.

Finalmente, el trabajo presentado hace parte del proyecto “Estudio de la estructura genética espacial de la
palma Elaeis oleifera (H.B.K) Cortés en areas de distribucion natural en Colombia con propdsitos de
conservacion ex situ” financiado por COLCIENCIAS vy el Fondo de Fomento Palmero. Estos resultados se
pudieron lograr gracias a la implementacion del algoritmo Maxent y las variables bioclimaticas sobre los
datos en el area de interés. Lo que significa un aporte importante para poder facilitar la deteccion y seleccién

de &reas promisorias para el desarrollo de convenios entre entidades ya sean publicas y/o privadas, que
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permitan promover la conservacion in-situ o ex-situ de la especie E. oleifera, tomando en consideracion

perspectivas tanto ecolégicas como econdémicas.
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