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Glosario

Aislamiento: microorganismo separado de los deméas microorganismos que lo acompariaban.
Desequilibrio de ligamiento: fendmeno producido entre alelos por su cercania fisica en los
cromosomas, se presentan juntos de manera frecuente en eventos de recombinacion.
Enfermedad: estado de alteracion fisiologico, metabolico o comportamental de la planta.
Genotipo: diferentes variantes alélicas presente en uno o mas locus determinados.

Locus: ubicacion fisica en el genoma, su plural es loci.

Patogenicidad: capacidad del patdgeno para afectar y enfermar la planta.

Patogeno: organismo que genera y desarrolla las afectaciones propias de la enfermedad.
Rendimiento: medida de la cantidad de un cultivo cultivado, por unidad de superficie de tierra.
Resistencia: capacidad de la planta de superar completa o parcialmente las afectaciones generadas
por el patdgeno.

Susceptibilidad: capacidad inmunoldgica de un individuo frente a un determinado agente
patogeno.

Variedad: subgrupo de individuos de una misma especie con caracteristicas unicas
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Resumen

Titulo: Diversidad genética y estructura poblacional de Boeremia noackiana, agente causal de la
mancha anillada del frijol”

Autor: Maria Cristina Navas Serrano™

Palabras Clave: Mancha anillada, mancha de ascochyta estructura poblacional, diversidad

genetica, frijol, Boeremia noackiana, Phaseolus vulgaris

Descripcion:

Phaseolus vulgaris L, conocido como frijol comun, es una leguminosa de gran importancia en el
mundo y en paises tropicales por sus propiedades alimenticias y su facilidad de cultivo, sin
embargo, su cultivo y produccidon pueden verse afectados por enfermedades causadas por
fitopatdgenos. Una de las enfermedades que afecta el rendimiento de los cultivos de frijol en
Colombia es la mancha anillada, pese a esto, no se han realizado estudios de genéticos de los
agentes causales. Con el objetivo de contribuir con el estudio de Boeremia noackiana, principal
agente causal de la mancha anillada del frijol en Colombia, en el presente trabajo se estimoé la
diversidad genética y la estructura poblacional del patdgeno, a partir de 13.105 marcadores tipo
SNP’s (polimorfismos de tinico nucledtido) presentes en 159 aislamientos obtenidos de muestras
de frijol afectadas por la enfermedad en los departamentos de Antioquia, Boyacd, Cauca,
Cundinamarca, Huila, Santander y Tolima. Los resultados obtenidos mostraron poca diversidad y
diferenciacion genética entre los departamentos, lo cual puede deberse a la ausencia o restriccion
de la recombinacion genética del patdgeno. Tampoco se evidencid estructura poblacional. Se
estimaron tres agrupaciones genéticas, las principales compuestas por Antioquia y el grupo
conformado por Boyacd, Huila y Tolima. Estos resultados apoyan la hipétesis de flujo genético
entre los departamentos, por el transporte del patégeno mediado por el humano.

“ Trabajo de Grado

“ Facultad de Ciencias Bésicas. Escuela de Biologia. Biologia. Directora: Viviana Ortiz Londofio.
PhD. Plant Pathology and Ecology, Evolution and Behavior. Codirectores: Luz Nayibe Garzon
Gutiérrez, PhD. Ciencias agrarias. Fernando Rondon Gonzalez, PhD. Ciencias-Biologia.
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Abstract

Title: Genetic diversity and population structure of Boeremia noackiana, causal agent of the black
node disease in common bean”

Author(s): Maria Cristina Navas Serrano™

Key Words: Black node disease, leaf spot, population structure, genetic diversity, common bean,

Boeremia noackiana, Phaseolus vulgaris

Description:

Phaseolus vulgaris L, known as common bean, is an important legume for human comsumption
worldwide and in tropical countries due to its nutritional value and its ease of cultivation; however,
its cultivation and production can be affected by diseases caused by phytopathogens. One of the
diseases that affects bean production in Colombia is the black node disease, despite this, no genetic
studies of the causative agents have been carried out. The objetive of this study was to estimate
the genetic diversity and population structure of the pathogen Boeremia noackiana, the primary
pathogen of black node disease in Colombia. Here, we used 13.105 SNP markers (single-
nucleotide polymorphisms), present in 159 isolates obtained from bean samples affected by the
disease in the Colombian regions of Antioquia, Boyacd, Cauca, Cundinamarca, Huila, Santander
and Tolima. The results confirmed low genetic diversity and genetic differentiation by region,
probably due to restricted genetic recombination. Moreover, there was no evidence of population
structure. Three genetic clusters were identifed, the main cluster grouped isolates from Antioquia,
and two different clusters grouping isolates from Boyacd, Huila and Tolima. These results support
the hypothesis of gene flow between regions, likely mediated by human transport of the pathogen.

“ Degree Work

“Faculty of Basic Sciences. School of Biology. Biology. Director: Viviana Ortiz Londofio. PhD.
Plant Pathology and Ecology, Evolution and Behavior. Codirectors: Luz Nayibe Garzon Gutiérrez,
PhD. Ciencias agrarias. Fernando Rondon Gonzalez, PhD. Ciencias-Biologia
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INTRODUCCION

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L) es un alimento de gran importancia en el
mundo, siendo una de las leguminosas méas consumidas y cultivadas debido a sus cualidades
nutricionales (Broughton et al., 2003; Sirolli et al., 2015; Varén, 2016).

En Colombia, el frijol cuenta con una amplia diversidad, y es de importancia
econdmica para el sector agricola por su facilidad de cultivo en un amplio rango altitudinal y su
precio accesible (Ospina-Parra et al., 2020; Salazar et al., 2018). Sin embargo, diversos factores
tanto abidticos como bidticos pueden afectar su rendimiento, siendo las enfermedades causadas
por patdgenos fungicos uno de los factores bidticos de mayor incidencia (Pastor-Corrales, 1985;
Araya, 2003; Mkandawire et al., 2004).

Una de las enfermedades que afectan los cultivares de frijol en Colombia es la
mancha anillada. Las plantas infectadas por el patdgeno presentan manchas concéntricas de colores
marron a negro en las hojas y vainas, y es transmitida por medio de las semillas de las plantas
infectadas (Schwartz et al., 1981). Los registros de la enfermedad determinan que los causales son
las especies de hongos Boeremia diversispora (Bubak), B. exigua (Desm), B. noackiana (Allesch)
y Stagonosporopsis hortensis (Sacc. y Malbr) (Aveskamp et al., 2010; Boerema et al., 1981;
Ferreira et al., 2016; Pastor-Corrales y Schwartz, 1994; Schmit y Baudoin, 1992).

La mancha anillada ha llegado a ser una de las enfermedades del frijol de mayor
relevancia en el pais, debido a su amplia distribucion en departamentos productores como
Antioquia, Boyacéa, Cauca, Cundinamarca, Huila, Narifio, Santander, Tolima y el Valle del Cauca
(CIAT, 1983; Miranda, 2018), llegando a ocasionar pérdidas de rendimiento hasta en un 40% en
los cultivares afectados (CIAT, 1983; Schwartz et al., 1981). Pese a esto, el patdgeno no se ha

estudiado a fondo, ni se han implementado estrategias de manejo eficientes para la enfermedad.
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Un Gnico estudio previo sobre la diversidad genética de la mancha anillada realizado por
Blair et al. (2011), sugiri6 una posible variacion del patdgeno en los departamentos de Antioquia,
Cauca, Cundinamarca y Santander, cuando se evalud la resistencia y susceptibilidad de distintas
variedades de frijol inoculadas con aislamientos de dichas regiones, y se obtuvo una respuesta
diferencial. Sin embargo, en el estudio no se realizaron pruebas a nivel molecular, ni se profundizé
en el analisis de diversidad o estructura genética.

Los andlisis de diversidad genética y estructura poblacional de fitopatdgenos como
el agente causal de la mancha anillada aportan bases para el conocimiento de la enfermedad,
desarrollo de programas de mejoramiento, mejor manejo de las estrategias de control de la
enfermedad (Mller et al., 2015; Farahani et al., 2019).

Debido a la importancia del patégeno y a las pérdidas econdémicas que genera
actualmente en Colombia, es necesario ampliar los estudios sobre el agente causal de la mancha
anillada, que permitan generar informacion base, para en el futuro desarrollar e implementar
técnicas eficientes de manejo de la enfermedad, como por ejemplo, la obtencion de variedades de
frijol con resistencia genética.

Con el objetivo de contribuir con el estudio de Boeremia noackiana, principal agente
causal de la mancha anillada del frijol en Colombia, en el presente trabajo se evaluo su diversidad
genética y estructura poblacional mediante el analisis de marcadores tipo SNP’s (polimorfismos
de Unico nucle6tido), pertenecientes a 159 aislados del patégeno, obtenidos de muestras de frijol
infectadas provenientes de los departamentos productores de Antioquia, Boyacd, Cauca,

Cundinamarca, Huila, Santander y Tolima.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
Contribuir con el estudio de Boeremia noackiana, mediante el analisis de la diversidad y

estructura genética de muestras obtenidas en departamentos productores de frijol de Colombia.

2.2 Objetivos Especificos

Estimar la diversidad y diferenciacion genética de Boeremia noackiana en aislamientos
obtenidos de plantas presentes en los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cauca, Cundinamarca,
Huila, Santander, Tolima y Valle del Cauca, a partir de SNP’s.

Analizar la estructura poblacional y espacial de Boeremia noackiana en aislamientos
obtenidos de plantas presentes en los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cauca, Cundinamarca,

Huila, Santander, Valle del Cauca y Tolima a partir de SNP’s y datos geograficos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DEL FRIJOL (Phaseolus vulgaris L)
2.1.1 Taxonomia y generalidades del frijol

Phaseolus vulgaris L, conocido como frijol comun, es una planta Eudicotiledonea de la
familia Fabaceae (sin: Leguminoseae) (The Angiosperm Phylogeny Group, 2016). Es considerada
una de las especies de leguminosas mas producidas y consumidas del mundo, llegando a ser
cultivado en 129 paises, y un ingrediente primario en la dieta de la mayoria de los paises de Africa
y América, donde también contribuye en la economia de los sectores rurales (Cavalcante et al.,
2020; Sirolli et al., 2015; Urbina, 2018). Su importancia radica en sus cualidades nutricionales, ya
gue es rico en proteinas, carbohidratos complejos, vitaminas, minerales y fibra, ademas de reducir
el riesgo de diversas enfermedades como la diabetes o padecimientos cardiovasculares (Ulloa
etal., 2011; Khanal et al., 2014; Varén, 2016).

Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), se estima que en 2019 fueron producidas 25.686.248 toneladas de frijol
alrededor del mundo, de las cuales el 45% en producido por Latinoamérica, region de mayor
consumo y produccion (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 1997; Varén,
2016).

2.1.1 El frijol en Colombia

En Colombia, el frijol se cultiva principalmente en los departamentos de Antioquia,
Cundinamarca, Huila, Narifio, Santander y Tolima (FENALCE, 2022). Generalmente, el frijol
cultivado se cataloga en dos clases de acuerdo con su morfologia: el arbustivo, de bajo crecimiento

con una altura maxima de 70 cm; y el voluble, de crecimiento ramificado, de preferencia comercial
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debido a su tamafio de grano. Ambas clases se adaptan tanto a zonas montafiosas como a planas,
crecen en alturas entre 800 y 2700 m.s.n.m, y temperaturas entre 15°C y 27°C (CIAT, 1982; Arcos
y Rojas, 2019).

En el pais, el frijol es de gran importancia tanto econémica como cultural, por su influencia
en el sector agricola (Arcos y Rojas, 2019; Ospina-Parra et al., 2020). Durante el 2021, fueron
producidas alrededor de 104.905 toneladas de frijol en un area de 83.527 hectareas, no obstante,
también fueron importadas 22.762 toneladas originarias en su mayoria de Ecuador, Argentina,
Bolivia y Estados Unidos (FENALCE, 2022). A pesar de la alta produccion interna, esta no es
suficiente para suplir la demanda del pais, ni para generar excedentes que permitan la exportacion
(Amado et al., 2014; Petro, 2021).

La oferta del frijol puede verse influenciada por las pérdidas de rendimiento ocasionadas
por diversos factores bioticos y abioticos que afecten su rendimiento, siendo las enfermedades
causadas por patdgenos fungicos uno de los factores bidticos de mayor incidencia (Araya, 2003;

Mkandawire et al., 2004; Pastor-Corrales, 1985).

2.2 GENERALIDADES DE LA MANCHA ANILLADA
2.2.1 Taxonomia y especies asociadas

La mancha anillada del frijol, también conocida en diversas regiones como “la gota” (Y.
Miranda, 2018; Sepulveda, 2018), ascoquita (Peralta et al., 2016), ascochyta blight (Ferreira et al.,
2016), black node disease (Boerema et al., 1981), es una fitopatologia fingica emergente, cuyos
agentes causales registrados son hongos del filo Ascomycota, de la familia Didymellacea, de
especie Boeremia diversispora (Bubak) (sindbnimo: Phoma diversispora, P. exigua var.

diversispora), B. exigua (Desm) (Sindnimo: Ascochyta phaseolorum y P. exigua var. exigua), B.
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noackiana (Allesch) y Stagonosporopsis hortensis (Sacc. y Malbr) (Aveskamp et al., 2010; Pastor-
Corrales y Schwartz, 1994; Schmit y Baudoin, 1992).
2.2.2 Sintomatologia y distribucién

Los sintomas de la enfermedad comienzan por la aparicién de manchas necroticas de color
marrén a negro en las hojas y vainas de la planta, que aumentan de tamafio y forman anillos
conceéntricos, que puede llegar al pedinculo, el peciolo y el tallo (Boerema et al., 1981; Schwartz
et al., 1981; Schoonhoven y Pastor-Corrales, 1987) (Figura 1). Se transmite a travées de las semillas
y residuos de las plantas infectadas, y por medio de esporas asexuales Ilamadas conidios,
producidas en estructuras reproductivas caracteristicas del patogeno Ilamadas picnidios (Figura 2)
(Boerema etal.,, 1981; Schwartz etal., 1981; Schoonhoven y Pastor-Corrales, 1987). La
enfermedad se distribuye a alturas sobre los 1.200 m.s.n.m, a temperaturas entre 12°C y 20°C, por
lo cual se ve favorecida en zonas templadas, con alta humedad relativa, y en temporadas de lluvias
(Schwartz et al., 1982; Lepoivre y Baudouin, 1993; Ferreira et al., 2016).
2.2.3 Tratamiento y control

Para el control del patdgeno se recomienda la alternancia con otros cultivos, siembras de
semillas no infectadas, tratamiento quimico de las semillas infectadas, destruccién de cosechas
enfermas, el uso de fungicidas foliares con base en azufre, fentin hidroxido de estafio y propineb,
y el uso de cultivares resistentes (Arias-Restrepo et al., 2007; Pastor-Corrales y Schwartz, 1994).
Actualmente no hay variedades de frijol comerciales con resistencia a la enfermedad, sin embargo,
se ha estudiado la resistencia genética de las especies Phaseolus coccineus y Phaseolus dumosus

(Arias-Restrepo et al., 2007; Blair et al., 2011).
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Figura 1.
Morfologia, sintomatologia y estructuras reproductivas de Boeremia spp

B “uyyr

A

Nota. (A) Aislamiento de Boeremia spp. (B) Sintomas de la mancha anillada en hojas de frijol. (C)
Sintomas de la mancha anillada en vaina de frijol. Tomado de Miranda (2018). (D) Picnidios de

Boeremia spp. (E) Conidios de Boeremia spp. Tomado de Miranda y Garzon (2021).

2.2.4 La mancha anillada en Colombia

La enfermedad cuenta con una amplia distribucién dentro de Colombia, ya que se encuentra
presente en los principales departamentos productores de frijol (Blair et al., 2011; Garzén et al.,
2011; Miranda, 2018). De igual manera, presenta altas tasas de severidad, causando pérdidas en

produccidn de hasta el 40% por cultivar, por lo cual se considera una enfermedad de alta relevancia
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(Schwartz et al., 1981; Tamayo, 1995; Arias-Restrepo et al., 2007). En Colombia se han realizado
estudios de identificacion, distribucion, y severidad de los agentes causales, sin embargo, no se

han realizado estudios sobre su diversidad genética y estructura poblacional.

2.3. DIVERSIDAD GENETICA Y ESTRUCTURA POBLACIONAL

La diversidad genética se define como el conjunto de variaciones genéticas, es decir, las
diferentes variantes alélicas presentes en el ADN, que se encuentran en diferentes frecuencias entre
los individuos de una poblacion y entre poblaciones (Klug et al., 2006; Ellegren y Galtier, 2016).
Estas variaciones denominadas polimorfismos, permiten a las poblaciones responder y adaptarse
a los cambios ambientales, por lo tanto, se consideran la base de los cambios evolutivos, y su
estudio tiene implicaciones en ramas de la genética, la agricultura, la medicina, entre otras
(Kimura, 1983; Nevo, 2001; Ellegren y Galtier, 2016).

La cantidad de diversidad y la forma como se distribuyen las variaciones genéticas dentro
y entre las poblaciones se conoce como estructura genética (Pastorino y Marchelli, 2021). La
estructura es determinada por factores ecoldgicos y genéticos que afectan el numero de
subpoblaciones dentro de una poblacion, la frecuencia de las variantes alélicas y el grado de
aislamiento de cada subpoblacion (Slatkin, 2017; Pastorino y Marchelli, 2021). Los factores que
afectan la variacion son las mutaciones, la deriva genética, la seleccion natural y el flujo genético,
siendo este el componente mas importante para determinar si las subpoblaciones se estructuran
como unidades evolutivas independientes (Chakraborty, 1993; Slatkin, 2017).
2.3.1 Estudios de diversidad y estructura poblacional relacionados con la mancha anillada

En un Unico estudio previo sobre la diversidad genética de los agentes causales de la

enfermedad, distintas variedades de frijol fueron inoculadas con aislamientos del patdégeno
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pertenecientes a los departamentos de Antioquia, Cauca, Cundinamarca y Santander, obteniendo
una respuesta de resistencia y susceptibilidad diferencial con respecto a las regiones, siendo la
cepa de Cundinamarca la méas patogénica, y la de Santander la menos patogénica (Blair et al.,
2011; Garzén et al., 2011).

Los fitopatdgenos poseen mecanismos de variabilidad genética como lo son la mutacion,
el flujo génico y la recombinacion, que les permiten una adaptacion rapida a las diversas
condiciones ecologicas en las que se desarrollan los cultivos (Burdon y Silk, 1997; Araya, 2003;
Milgroom, 2017). Esta interaccion genera sistemas genéticos complementarios entre los
fitopatdgenos, que expresan genes de virulencia, y las plantas, que expresan genes de resistencia
(McDonald y Linde, 2002; Bever et al., 2015; Burbano-Figueroa, 2020). Sin embargo, cuando se
dan condiciones que modifican la estructura poblacional del patégeno y diferencian sus
poblaciones, se puede llegar al desarrollo de nuevas variantes, a las cuales las plantas pueden ser
mas susceptibles (Araya, 2003; Bever et al., 2015; McDonald y Linde, 2002). Por ejemplo,
mutaciones pueden dar origen a patdgenos mas virulentos, o con nuevas caracteristicas que pueden
ser favorecidas por seleccion (Burbano-Figueroa, 2020).

Debido a esto, los analisis de diversidad genética de fitopatdgenos son de relevancia, ya
que proporcionan informacion base que permite la identificacion de nuevas variantes de los
patogenos y el desarrollo de individuos con resistencia genética a las enfermedades (Muller et al.,

2015).

2.4. MARCADORES MOLECULARES
En genética, se definen como secuencias de ADN que evidencian polimorfismos, y son

detectables en el genoma de un organismo mediante el uso de técnicas moleculares (Nevo, 2001;
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Renteria, 2007; Rios etal., 2009). Los marcadores de ADN, debido a su facilidad de uso,
estabilidad, especificidad y alcance, permiten una evaluacidbn mas precisa y completa de la
diversidad genética de distintos loci, de acuerdo con el grupo de individuos que se desee estudiar
(Rios et al., 2009; Rocha, 2003).
2.4.1 Marcadores moleculares como herramientas para detectar la diversidad

Los marcadores moleculares, al ser herramientas que permiten detectar cambios a nivel
fenotipico, secuencias de ADN o ARN sin caracterizar, cambios pequefios en los genomas, 0
genotipos que no pueden detectarse mediante el fenotipo, son de gran utilidad para los analisis de
diversidad genética en el estudio de la genética poblacional (Milgroom, 2017). Los marcadores
moleculares mas eficientes para realizar analisis poblacionales son los que se caracterizan por su
neutralidad, especificidad, capacidad para detectar polimorfismos, baja probabilidad de
homoplasia, y codominancia; ademas de ser eficientes y replicables en cuestiones de
implementacidn, y de costos accesibles (Milgroom, 2017).
2.4.2 Polimorfismos de unico nucledtido (SNP’s)

Los polimorfismos de Unico nucle6tido (single nucleotide polymorphism), conocidos como
SNP, son marcadores moleculares que muestran todos los posibles cambios en el genoma a nivel
nucleotidico: sustituciones de un nucleédtido, inserciones, deleciones y variacién del namero de
nucledtidos en motivos repetidos (Nevo, 2001; Rios et al., 2009). Los marcadores de tipo SNP’s
permiten el andlisis eficiente de la diversidad y variabilidad genética, debido a su alta
especificidad, codominancia, y baja tasa de error; ademas de su alto rendimiento y a los desarrollos
tecnoldgicos actuales en secuenciacion de nueva generacion, los cuales permiten la realizacion de

metodologias asequibles (Milgroom, 2017).
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2.4.2 Estudios con marcadores moleculares tipo SNP’s relacionados con la mancha anillada
En estudios anteriores, se ha analizado la resistencia genética a agentes causales de mancha
anillada en distintas especies de leguminosas de importancia comercial como el garbanzo (Deokar
et al., 2019), el guisante (Jha et al., 2015) y el haba (Kaur et al., 2014; Faridi et al., 2021) mediante
el uso de marcadores tipo SNP. En otros estudios realizados con Boeremia exigua, B. diversispora,
B. noackiana, Stragonosporopsis hortensis y especies cercanas se utilizaron diversos marcadores
moleculares para analisis taxondmicos, de diferenciacion y caracterizacion (Abeln et al., 2002;
Aveskamp et al., 2009, 2010; Ferreira et al., 2016; Sepulveda, 2018), sin embargo, no se han
realizado estudios de la diversidad genética de B. noackiana utilizando marcadores moleculares

de tipo SNP’s.

Debido a lo mencionado en la introduccion, a laimportancia de la enfermedad de la mancha
anillada y a las pérdidas econdémicas que genera en el sector agricola en Colombia, es necesario
ampliar los estudios de diversidad genética y estructura poblacional de los agentes causales, que
permitan generar informacion base para el desarrollo e implementacidn de estrategias eficientes
de diagndstico, monitoreo y manejo de la enfermedad, y la obtencion de variedades de frijol con
resistencia genética. Por lo tanto, y con el objetivo de contribuir con el estudio de Boeremia
noackiana, en el presente estudio se evalud su diversidad genética y la estructura poblacional a
partir del analisis de marcadores tipo SNP’s resultantes de un proceso de genotipado por
secuenciacion (GBS), obtenidos de aislamientos del patégeno de plantas de frijol comdn
infectadas, procedentes de los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cauca, Cundinamarca, Huila,

Santander, Tolima y Valle del Cauca.
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3. METODOLOGIA

Para los analisis, se utilizaron inicialmente 225 secuencias llumina HiSeq2500 de
Boeremia noackiana en tres librerias GBS tipo single-end (Apéndice A). Para la obtencion de las
secuencias, el Laboratorio de Fitopatologia de Frijol de la Universidad Nacional de Colombia,
realizd la extraccion de ADN de aislamientos del patdégeno, pertenecientes a la coleccion del agente
causal de la mancha anillada del CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical), obtenidos
de plantas de frijol comudn infectadas, de los departamentos de Antioquia (N=50), Boyaca (N=13),
Cauca (N=11), Cundinamarca (N=47), Huila (N=42), Santander (N=4), Tolima (N=41) y Valle
del Cauca (N=13) en Colombia entre los afios 2009 y 2017 (Figura 2) (Tabla 1). Con los extractos
de ADN, se realiz6 la preparacion de las librerias mediante un protocolo de GBS usando la enzima

de restriccion ApeKl, efectuado por el Laboratorio de Mejoramiento de Frijol Andino del CIAT.

Figura 2.

Departamentos de origen de los aislamientos de B. noackiana

Departamentos
B Antioquia

valle del Cauca
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3.1 LECTURA Y LLAMADO DE VARIANTES SNP’S
3.1.1 Lectura y llamado de variantes SNP’s

Inicialmente, se evaluo la calidad de las secuencias de GBS mediante FastQC (Andrews,
2010). Posteriormente, se realizo la remocion de los adaptadores utilizados para la secuenciacion
con llumina mediante el software Cutadapt v 1.16 (Martin, 2011). Las secuencias resultantes
fueron leidas, y mapeadas contra el genoma de referencia, Boeremia exigua MPI-SDFR-AT-0100,
y posteriormente se realizo el llamado de las variantes SNP’S en formato VCF (variante call
format) usando el programa NGSEP (Next Generation Sequencing Experience Platform) (Tello
etal., 2023).
3.1.2 Filtrado de las variantes SNP’s

Para el filtrado de la matriz genotipica resultante, Inicialmente se asigné un valor minimo
de cualidad genotipica (GQ) de 20 (Apéndice B), para eliminar SNP’s soportados por una unica
lectura y para eliminar errores de secuenciacion. Debido a que no se ha reportado reproduccién
sexual para B. noackiana (Miranda y Garzon, 2021), no se espera un alto valor de heterocigosidad
en los marcadores, por lo tanto, se eliminaron los aislados con valores de heterocigosidad mayor a
0.05 (Apéndice C). Se removieron los SNP’s con una frecuencia del alelo menor (MAF) por debajo
de 0.02 (Apéndice D), para eliminar los marcadores con alelos poco frecuentes, o errores en la
secuenciacion. Finalmente, para eliminar al menos el 80% de los datos perdidos de la matriz
genotipica, se eliminaron las muestras que contaban con menos de 1.000 llamados de SNP’s, y se
eliminaron SNP’s genotipados en menos de 140 aislados (Apéndice E). Estos filtros fueron
realizados mediante el programa NGSEP v4.3.1 (Tello et al., 2023).

Seguido a esto se realizé un segundo filtrado dpara la eliminacién de muestras que pudiesen

pertenecer al genoma de referencia, B. exigua. Para ello, se utilizé el objeto VCF con las variantes
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SNP’s resultantes de los anteriores filtrados para crear un alineamiento mdltiple de los
aislamientos, por medio del programa TASSEL v5.2.87 (Bradbury et al., 2007). Posteriormente,
se realizé una busqueda y evaluacion de la topologia bajo el criterio de maximum likelihood (ML)
con el criterio de convergencia automatica de bootstrapping. Se utilizd6 GTR (General-Time-
Reversible) (Tavare, 1986) como modelo de sustitucion, y la distribucion GAMMA y proporcién
de sitios invariantes como modelos de tasa de heterogeneidad mediante RA-ML-NG v1.1.0
(Stamatakis, 2014). La topologia resultante fue graficada mediante el paquete ggtree v3.2.1 de R
(Yuetal., 2017; R Core Team, 2022). Para confirmar las relaciones observadas en la filogenia de
ML, y estimar las distancias genéticas entre las muestras con el outgroup, se utilizo el alineamiento
para realizar una MSN (red de expansion minima) basada en la distancia de Hamming mediante
el programa SplitsTree v4.18.3 (Huson y Bryant, 2006) (Apéndice F). De acuerdo con los
resultados obtenidos, se removieron las muestras con mayor cercania a B. exigua. Finalizando,

también fueron removidas las muestras que no contenian informacion geografica.

3.2 ANALISIS DE DIVERSIDAD Y DIFERENCIACION GENETICA

Todos los andlisis fueron realizados con las variantes SNP de los aislados en formato
genind mediante el paquete vcfR v1.12.0 de R (Knaus y Grinwald, 2016, 2017), junto con los
datos geograficos de cada aislamiento definidos a priori como strata. EI conjunto de datos fue
tratado bajo una correccion clonal, donde se eliminaron las muestras que, a pesar de ser de
diferentes aislamientos, son genéticamente iguales y pueden corresponder a clones. Esta

correccion evita sesgos en los analisis realizados (Smith et al., 1993).
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3.2.1 Diversidad y diferenciacion genética

Todos los analisis fueron realizados en R (R Core Team, 2022). Inicialmente se realizé la
estimacion de diversidad génica (Hexp), para medir la homogeneidad de las frecuencias alélicas
en los loci (Nei, 1978), usando el paquete adegenet v2.1.7 (Jombart, 2008; Jombart y Ahmed,
2011). Para cuantificar la cantidad de cambio entre en las secuencias de los aislamientos, se estimo
la distancia genética de Hamming (h_distance), pareada entre los departamentos (van Lint, 1998)
con el paquete poppr v2.9.3 (Kamvar et al., 2014, 2015). La diferenciacion genética entre los
departamentos se estimd mediante el indice de diferenciacion genética de Nei (Gst) (Nei, 1978),
por medio del paquete mmod v1.1.3 (Winter, 2012).

3.2.2 Diversidad genotipica por genotipos multilocus (MLG)

Todos los analisis fueron realizados en R (R Core Team, 2022). La diversidad genética y
el grado de recombinacion de B. noackiana entre los departamentos se determind mediante la
estimacion de genotipos multilocus (MLG), es decir, las combinaciones Unicas de alelos en dos o
mas loci. Para mejorar la identificacion de genotipos Unicos, se estimo un limite de distancia
genética de 0,009 basada en la distancia de Hamming, equivalente a 9 SNP’s (Arnaud-Haond et al.,
2007), con el paquete poppr v2.9.3 de R (Kamvar et al., 2014; Kamvar, Brooks, et al., 2015).

Para medir la diversidad genotipica de los MLG en cada departamento, se evaluaron los
siguientes indices: la probabilidad de seleccionar los genotipos en la proporcién en que se
encuentran en la poblacién, por medio del indice de Shannon (H) (Shannon y Weaver, 1963); la
diversidad genotipica a partir del indice de Stoddart y Taylor (G) (Stoddart y Taylor, 1988); la
probabilidad de obtener dos genotipos diferentes al muestrearlos al azar mediante el indice de
diversidad de Simpson (1) (Simpson, 1949); la abundancia de genotipos en cada departamento

mediante el indice de igualdad (E5) (Pielou, 1975; Grinwald et al., 2003); y el grado de
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reproduccion clonal determinado por la fraccion clonal (CF) (Zhan et al., 2003). Por ultimo, se
realizd un submuestreo aleatorio mediante el célculo de la rarefaccion de Jack-knife, para una
estimacion comparable de los indices anteriormente mencionados entre todas poblaciones a pesar
de sus tamarios poblacionales diferentes. Todos los analisis se realizaron con el paquete poppr
v2.9.3 (Kamvar et al., 2014; Kamvar, Brooks, et al., 2015).
3.2.3 Desequilibrio de ligamiento

Para estimar la probabilidad de recombinacidn genética en los departamentos, se midio el
desequilibrio de ligamiento (DL), es decir, la asociacion no azarosa entre alelos de distintos loci.
Para estimar el DL, se calcul6 el indice de asociacion estandarizado (R;) (Brown et al., 1980) para
los departamentos con un nimero poblacional superior a 20, usando los SNP’s en formato genind.
Para la estimacion, se prob6 una hipdtesis nula de asociacion azarosa de los alelos (R, = 0) por
medio de una simulacion de 999 réplicas de los datos, y se calcul6 el p-valor con el paquete poppr

v2.9.3 (Kamvar et al., 2014; Kamvar, Brooks, et al., 2015).

3.3 ESTRUCTURA POBLACIONAL Y ESPACIAL
3.3.1 Reconstruccion filogenética de maximum likelihood (ML)

Para determinar la relacién evolutiva entre las muestras de Boeremia noackiana obtenidas
de los distintos departamentos, se construy6 una filogenia de maximum likelihood (ML). Para esto,
inicialmente se utilizo el objeto VCF con las variantes SNP’s para crear un alineamiento multiple
de los aislamientos, por medio del programa TASSEL v5.2.87 (Bradbury et al., 2007), utilizando
a Boeremia exigua como grupo externo. Posteriormente, se realizé la basqueda y evaluacion del
arbol de ML con el criterio de convergencia automatica de bootstrapping, donde se utilizdé GTR

(Tavare, 1986) como modelo de sustitucion, y la distribucion GAMMA y proporcion de sitios
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invariantes como modelos de tasa de heterogeneidad a través de RA-ML-NG v1.1.0 (Stamatakis,
2014). Finalizando, la mejor topologia con sus valores de soporte fue graficada mediante el
paquete ggtree v3.2.1 de R (R Core Team, 2022; Yu et al., 2017).

3.3.2 Red de expansion minima (MSN)

Para visualizar el grado de conectividad genética entre las poblaciones, se realizd una red
de expansién minima (MSN), donde los ML G obtenidos anteriormente se representan como nodos
conectados entre si por sus distancias genéticas. El andlisis fue realizado a partir de las variantes
SNP’s en formato genind y el calculo de distancia genética entre los genotipos (distancia de
Hamming) y la visualizacion de la red se realizo6 a partir del paquete poppr v2.9.3 (Kamvar et al.,
2014; Kamvar, Brooks, et al., 2015).

3.3.3 Anélisis de componentes principales (ACP)

Todos los analisis fueron realizados en R (R Core Team, 2022). Para observar la estructura
poblacional, se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP), donde se redujeron las
dimensiones de los datos, condensando las variables correlacionadas en un menor nimero de
componentes principales no relacionados, que explican la mayor parte de la varianza. Para ello,
los datos de las variantes SNP’s en un objeto de tipo genlight, con los datos geograficos asignados
como strata, por medio del paquete vcfR v1.12.0 (Knaus y Griinwald, 2016, 2017). Posteriormente,
se estimé el ACP mediante adegenet v2.1.7 (Jombart, 2008; Jombart y Ahmed, 2011) (Apéndice
G). Finalmente, los resultados fueron graficados con el paquete ggplot2 v3.3.6 (Wickham, 2016).
3.3.4 Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC)

Para maximizar y dividir la varianza entre las muestras por medio de la seleccion de
poblaciones definidas a priori, y calcular la probabilidad de cada aislado de pertenecer a cada

departamento, se realizé un analisis discriminante de componentes principales (DAPC). Para los
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analisis, se utilizaron las variantes SNP’s en un objeto genlight, con su asignacion de datos
geograficos. Para el andlisis, inicialmente se transformaron las variantes SNP’s mediante un ACP
y se seleccionaron 90 componentes principales, los cuales describieron més del 90% de la varianza
(Apendice H). Posteriormente, se realizé el andlisis discriminante con los departamentos definidos
a priori como agrupaciones, y se escogieron tres funciones discriminantes, que acogieron la mayor
cantidad de informacion de las variantes (Apéndice H).

Para identificar si las poblaciones del patogeno se estructuran de forma distinta a las
poblaciones de los departamentos conocidos, se realizaron otros dos DAPC. Para el primero, se
cuantificaron las posibles agrupaciones genéticas en las que se puede estructurar el patdégeno sin
tomar en cuenta el numero original de departamentos, mediante la funcion find.clusters, que usa
el algoritmo de agrupamiento K-means basado en el criterio de informacién bayesiano (BIC), para
la basqueda de un nimero K de grupos genéticos 6ptimos que expliquen la mayor parte de la
varianza de los datos (Apéndice ). Posteriormente, se realiz6 otro DAPC donde se utilizaron las
variedades de frijol de donde fueron tomadas las muestras del patbgeno como grupos a priori
(Apéndices J y K). Los analisis se realizaron con el paquete adegenet v2.1.7 (Jombart, 2008;
Jombart y Ahmed, 2011) y los resultados se graficaron con ggplot2 v3.3.6 (Wickham, 2016).
3.3.5 Estructura genética espacial

Para observar la estructura poblacional de las muestras desde una perspectiva geografica y
estimar la proporcion de SNP’s que se originaron en una determinada poblacién ancestral K, se
calcularon los coeficientes de ascendencia de cada muestra por medio del paquete tess3r v1.1.0 de
R (Caye et al., 2015). Para el calculo, se usaron las coordenadas geograficas en formato decimal
de los lugares donde fueron muestreados los aislamiento. Los coeficientes de ascendencia junto

con los datos geogréaficos se graficaron por medio del paquete ggplot2 v3.3.6 (Wickham, 2016).
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4. RESULTADOS

4.1 VARIANTES SNP’S EN FORMATO VCF

Con el filtrado inicial de SNP’s por GQ, heterocigosidad, MAF, datos perdidos y llamados
de genotipos, se obtuvo una matriz genotipica compuesta de 65.437 SNP’s a partir de 207 muestras
de Boeremia noackiana (Apendice L). En el filtrado final fueron eliminadas las muestras
emparentadas con B. exigua y sin datos geograficos, resultando en una matriz genotipica de 13.105
SNP’s para 159 aislamientos. El total de aislamientos por departamento fue de: Antioquia = 40,

Boyaca = 15, Cauca = 10, Cundinamarca = 25, Huila = 36, Santander = 3 y Tolima = 30.

4.2 DIVERSIDAD Y DIFERENCIACION GENETICA
4.2.1 Indices de diversidad y diferenciacion genética

Las métricas de diversidad génica (Hexp) Y distancia genética de Hamming (h_distance)
mostraron valores bajos para todos los departamentos (Hexp < 0,15; h_distance < 0,120), siendo
Cauca el de mayor diversidad (Hexp = 0,137), y Antioquia el de menor (Hexp = 0,111). Por su parte,
el departamento con mayor distancia fue Huila (h_distance = 0,111), y los de menor fueron
Antioquia (h_distance = 0,092) y Santander (distancia = 0,060) (Tabla 1).

Los valores de diferenciacion entre los departamentos fueron principalmente bajos (Gst <
0,05). Santander obtuvo los valores mas altos (Gst > 0,1), siendo los més diferenciados Santander
con Antioquia (Gst = 0,1803), seguido de Boyaca con Antioquia (Gst = 0,0802), mientras que la
menor diferenciacion fue entre Tolima y Huila (Gst = 0,0239), Boyaca y Huila (Gst = 0,0363) y

Cauca con Cundinamarca (Gst = 0,0367) (Tabla 2).
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Tabla 1.

Distancia genética de Hamming y diversidad génica de B. noackiana

Departamento N h_distance Hexp
Antioguia 40 0,092 0,111
Boyaca 15 0,108 0,128
Cauca 10 0,103 0,137
Cundinamarca 25 0,100 0,133
Huila 36 0,111 0,134
Santander 3 0,060 0,130
Tolima 30 0,103 0,130

32

Nota. N= numero de aislamientos, h_distance = distancia genética pareada media basada en la

distancia de Hamming, Hexp = Diversidad génica de Nei.

Tabla 2.

Diferenciacion genética de B. noackiana entre los departamentos

Gst N Antioquia Boyacd Cauca Cundinamarca Huila  Santander
Antioquia 45

Boyacéa 15 0,0802

Cauca 10 0,0578 0,0699
Cundinamarca 27 0,0491 0,0589 0,0367

Huila 38 0,0566 0,0363  0,0486 0,0410

Santander 3 0,1803 0,1781 0,1624 0,1628 0,1548

Tolima 30 0,0528 0,0547  0,0461 0,0407 0,0239 0,1611

Nota. Gst = diferenciacion genética de Nei, N = numero de aislamientos.

4.2.2 Diversidad genotipica por genotipos multilocus (MLG)

El total de MLG observados fue de 102, donde Antioquia (MLG = 30) y Huila (MLG =

26) fueron los departamentos con mayor diversidad de genotipos (Tabla 3). Los departamentos

que compartieron mas genotipos entre ellos fueron Tolima y Huila con un total de 5, mientras el

departamento con mas genotipos Unicos fue Antioquia, con un total de 28, también se observé que

todos los genotipos de Santander fueron unicos (Tabla 3).
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Tabla 3.

MLG totales, Unicos y compartidos de B. noackiana en los departamentos

ML G\Departamento Antioquia Boyaca Cauca Cundinamarca Huila(N Santander Tolima

(N=45) (N=15) (N=10) (N=27) = 38) (N=3) (N =30)
MLG totales 30 13 9 18 26 2 17
MLG Unicos 28 12 5 15 20 2 10
MLG compartidos 2 1 4 3 6 0 7
Antioquia - - - - - -
Boyacéa 0 - - - - - -
Cauca 1 0 - - - - -
Cundinamarca 1 0 3 - - - -
Huila 1 1 1 1 - -
Santander 0 0 0 0 0 - -
Tolima 2 0 2 1 5 0 -

El analisis eMLG basado en rarefaccion se realizé con un nimero poblacional comparable
de 18, por lo tanto, se realiz6 unicamente en los departamentos con tamafio poblacional mayor a
18, es decir, Antioquia, Cundinamarca, Huila y Tolima (Apéndice M). El total de eMLG mostro
menor numero de genotipos entre los departamentos (MLG < 15) cuando se consider6 el mismo
tamarfio poblacional (Tabla 4). Los valores obtenidos de fraccién clonal (CF) fueron altos en todos
los departamentos, siendo el de menor valor Santander (CF = 0,67) y el de mayor Cauca (CF =
0,9), mientras el indice de Shannon (H) mostrd valores medios para todos a excepcion de
Santander, que fue el méas bajo (H = 0,6). Los departamentos que mostraron mayor valor de
diversidad segun el indice de Stoddart y Taylor (G) fueron Huila (G = 20,9) y Antioquia (G =
18,6), y la mayoria tuvo valores altos de lambda, siendo el mas bajo Santander (lambda = 0,444).
La uniformidad genotipica segun el E5 fue alta en todos los departamentos (Tabla 4).
4.2.3 Desequilibrio de ligamiento

Para estimar la recombinacion en los departamentos, se midié el DL a partir del R,;. Los

valores obtenidos fueron significativos (p-valor < 0,01), por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula
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de ausencia desequilibrio de ligamiento puesta a prueba en este andlisis (Tabla 4) (Apéndice N).

Esto indican falta de apareamiento aleatorio y altos niveles de clonalidad en las muestras.

Tabla 4.

indices de diversidad genotipicas y MLG de B. noackiana en los departamentos

Departamento N MLG eMLG CF H G Lambda E5 R,
Antioquia 40 30 1501 0,75 321 186 0,946 0,738 0,0274*
Boyaca 15 13 - 087 252 1184 0915 0,945 -
Cauca 10 9 - 09 216 833 0,88 0,951 -
Cundinamarca 25 18 1392 0,72 2,75 133 0,925 0,835 0,0394*
Huila 36 26 1518 0,72 3,15 209 0,952 0,886 0,0402*
Santander 3 2 - 067 064 18 0,444 0,899 -
Tolima 30 17 1261 057 2,70 1324 0924 0,879 0,068*

Nota. N = nimero de muestras, MLG = MLG observados basado en una distancia genética de
0.009, eMLG: MLG esperados bajo un tamafio poblacional > a 18 basado en rarefaccion, CF =
fraccion clonal, H = indice de Shannon, G = indice de Stoddart y Taylor, Lambda = indice de

Simpson, E5 = indice de uniformidad, R, = indice estandarizado de asociacion (*p-valor < 0,01).

4.3 ESTRUCTURA POBLACIONAL Y ESPACIAL
4.3.1 Relacion evolutiva entre las muestras

La filogenia de ML mostrd alta cercania evolutiva y similitud genética entre las muestras.
La muestra Boer_256 perteneciente al departamento de Cauca fue la mas diferenciada y cercana

al outgroup.

Figura 3.
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Reconstruccion filogenética de ML de aislamientos de B. noackiana
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4.3.2 Red de expansion minima de genotipos

La MSN no mostro genotipos dominantes en los departamentos, y a su vez, hubo poca
distancia genética y ausencia de conexion entre la mayoria de los genotipos (Figura 4). El genotipo
MLG.148 estuvo presente en Antioquia, Cauca, Cundinamarca, Huila y Tolima. Se observé
concordancia con el analisis de MLG, Antioquia tuvo mas genotipos unicos, y en general hubo
pocos genotipos compartidos, siendo Tolima el que comparte mas con otros departamentos, y

Tolima y Huila los departamentos que mas comparten genotipos entre si.

Figura 4.
Red de expansién minima de genotipos de B. noackiana
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Nota. Cada MLG es representado por un nodo (circulo), y las conexiones (lineas) representan la
distancia minima entre las muestras. Population = departamentos, Sample/node = NUmero de

individuos por cada genotipo multilocus, Distance = escala de distancia genética.
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4.3.3 Analisis de componentes principales
ElI ACP mostro6 que los dos primeros componentes principales retuvieron bajos porcentajes
de varianza (PC1 = 4,8%, PC2 = 4,3%) Pese a lo anterior, se observé que todas las muestras estan

bastante asociadas, y las de Antioguia forman un grupo compacto (Figura 5).

Figura 5.

Analisis de componentes principales de muestras de B. noackiana
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4.3.4 Analisis discriminante de componentes principales (DAPC)

El ACP realizado en el DAPC por departamentos mostré una tendencia marcada de cada
departamento a agruparse de forma independiente. Se observaron agrupaciones cercanas entre
Cundinamarca con Cauca, Antioquia con Santander, y Huila con Tolima y Boyacéa (Figura 6A).
En los resultados del DAPC realizado para la busqueda de grupos genéticos se obtuvo un nimero
de grupos K igual a 3 basado en el BIC (Apéndice O). Los resultados de este ACP mostraron tres
grupos bien definidos (Figura 6B). Por otra parte, el DAPC realizado con las variedades de frijol

seleccionadas a priori no mostrd patrones de estructura ni agrupaciones (Apéndice Q).
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Figura 6.

Graficos de dispersion del anélisis discriminante de componentes principales
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Nota. (A) Grafico de dispersion de las distancias entre los departamentos seleccionados a priori
en el primer DAPC. (B) Gréfico de dispersion de las distancias entre los grupos genéticos
calculados en el segundo DAPC. PCA eigenvalues = componentes principales y su nivel de

varianza; DA eigenvalues = funciones discriminantes.

En el DAPC realizado con los departamentos seleccionados a priori los célculos de
probabilidad de pertenencia mostraron a Antioquia, Boyaca y, Cundinamarca y Santander como
los departamentos con menos variabilidad. Algunas muestras de Cauca presentaron altas
probabilidades de proceder de Cundinamarca, del mismo modo entre Tolima y Huila, y Boyaca
con Huila. Finalmente, se observaron muestras con probabilidad de pertenecer a Tolima en la
mayoria de los departamentos, concordando con lo visto en el anélisis de MLG (Figura 7).

El DAPC realizado por agrupaciones genéticas mostro que la mayoria de los aislamientos
de Cauca, Cundinamarca, Santander, Tolima y Huila corresponden al grupo genético 3. Por su
parte, las muestras de Antioquia pertenecieron en su mayoria al grupo 1, de igual forma, las

muestras de Boyaca y algunas muestras de Huila pertenecieron al grupo 3 (Figura 8).
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Figura 7.

Probabilidad posterior de cada muestra de B. noackiana de pertenecer a los departamentos
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Nota. Probabilidad posterior de pertenencia = proporcion de ADN que pertenecen a un departamento asignado; Poblacidn asignada =

departamentos probables.
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Figura 8.

Probabilidad posterior de cada muestra de B. noackiana de pertenecer a un grupo genético (K = 3)
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Nota. Probabilidad posterior de pertenencia = proporcién de ADN que pertenecen a un grupo genético asignado; Poblacion asignada =

grupos genéticos probables.
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4.3.5 Estructura genética espacial

Para el analisis de ancestria, se estimaron un total de k = 3 poblaciones ancestrales, acorde
con los grupos genéticos estimados en el DAPC. Las muestras de Antioquia se agruparon en una
Unica poblacion, junto a una de Santander (rosado). A su vez, las de Cundinamarca y parte de
Boyaca, Huila, Santander y Tolima se agruparon juntas (marron). El tltimo grupo fue conformado

por Boyaca, Huila 'y Tolima (azul) (Figura 9) (Apéndice P).

Figura 9.

Probabilidad de pertenencia de B. noackiana a las poblaciones ancestrales
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Nota. Mapa geografico con coeficientes de ascendencia para K = 3 poblaciones ancestrales.
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5. DISCUSION

5.1 ANALISIS DE LAS VARIANTES SNP’S

En el presente estudio, se usaron marcadores moleculares tipo SNP para realizar el primer
analisis de diversidad genética y estructura poblacional de Boeremia noackiana, hongo causal de
la mancha anillada del frijol en Colombia. No todos los marcadores moleculares resultan eficientes
a la hora de medir la diversidad genética en patdgenos fungicos como B. noackiana, que
generalmente presentan diversidad y diferenciacion reducida, debido al nimero limitado de
mecanismos que les permiten recombinacion genética (Atallah y Subbarao, 2012; Gladieux et al.,
2015; LeBlanc et al., 2020). Los marcadores de tipo SNP’s, usados en los analisis realizados, son
herramientas de alta especificidad que permiten identificar variaciones poblacionales con una
representacion reducida del genoma de los patégenos (Milgroom, 2017; LeBlanc et al., 2020). En
este estudio, se usaron un total de 13.105 SNP’s, que representaron menos del 0,04% de un genoma
de 35 Mpb como el de B. exigua, individuo de referencia. Pese al porcentaje reducido, los SNP’s
permitieron la identificacion de patrones de diversidad y estructura genética de forma eficiente.

Los errores en el proceso de secuenciacion debido a los diferentes pasos en el protocolo de
GBSy durante el Ilamado de variantes pudieron influenciar los resultados de los analisis, al generar
SNP’s falsos o en posiciones equivocadas (Narum et al., 2013; Grunwald etal., 2016) , sin
embargo, el uso de diversos filtros de SNP’s reduce los errores de secuenciacion (Carleson et al.
2019). En este estudio se aplicaron cinco diferentes filtros para eliminar SNP’s erroneos, aumentar

la calidad de los SNP’s utilizados e incrementar la veracidad de los resultados.
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5.2 DIVERSIDAD GENETICA DE Boeremia noackiana

La mayor parte de los andlisis de diversidad genética realizados mostraron que las
poblaciones de Boeremia noackiana en los diferentes departamentos son altamente clonales y poco
diversas. Todos los departamentos mostraron ser cercanos genéticamente y tener poca diversidad
génica, no obstante, se observaron valores medios de diferenciacion en Gst en algunos de ellos,
siendo los valores mas altos los de Santander, sin embargo, debido al bajo nimero de muestreo del
departamento, los resultados obtenidos no son comparables con los de los deméas departamentos
(Tabla 1 y 2). Los resultados del indice de asociacién apoyan el LD, es decir, la ausencia de
recombinacion azarosa entre los alelos de los departamentos con mayor tamafio poblacional. Esto
indica alta similitud y clonalidad en los departamentos (Atallah y Subbarao, 2012) (Tabla 4).

Por su parte, el analisis de MLG mostro alta diversidad genotipica y multiples genotipos
anicos en los departamentos (Tabla 3), lo cual fue soportado por los estadisticos de diversidad
como H, G, Lambda y E5 (Tabla 4). Pese a esto, el indice de fraccién clonal (CF) soporté los altos
niveles de clonalidad, y se observaron genotipos compartidos entre las poblaciones, siendo el
genotipo MLG.148 el unico presente en cinco de los departamentos (Tabla 3).

Los valores de LD, la presencia de genotipos comunes, y la poca diversidad genética son
pruebas robustas de que B. noackiana se reproduce asexualmente (Tibayrenc et al., 1991). Pese a
esto, se observd alta diversidad de genotipos, prueba de que el patégeno tiene capacidad de
diferenciarse. La reproduccion asexual es el método de reproduccion mediante el cual los Unicos
mecanismos que generan variabilidad genética son las mutaciones y el flujo génico, ademas de los
mecanismos especializados que poseen los hongos, como lo son el parasexualismo y la
heterocariosis (Agrios, 2005; Manzo Sanchez etal., 2005; Milgroom, 2017). Patrones de

diversidad similares a los obtenidos se han observado ampliamente en fitopatdgenos (Taylor et al.,



DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE BOEREMIA NOACKIANA 44

1999, 2015), y pueden ser evidencia de que el patdgeno presenta recombinacion restringida, es
decir, se reproduce mayormente de forma clonal y los eventos de recombinacién pueden ser poco
frecuentes (Tibayrenc y Ayala, 2012; Taylor et al., 2015), mientras la poca diferenciacion puede
deberse a factores como la acumulacién de mutaciones (Tibayrenc y Ayala, 2012; Milgroom,
2017). Hasta el momento no se han reportado eventos de reproduccion sexual, parasexualidad o
heterocariosis en B. noackiana (Miranda y Garzén, 2021), sin embargo, la ausencia de informacion

sobre su reproduccion, el ciclo de vida y la ploidia no permiten hacer conclusiones mas profundas.

5.3 ESTRUCTURA POBLACIONAL DE Boeremia noackiana

En los analisis de estructura poblacional no se observo estructura a nivel de departamento,
en cambio, se determind que el patdgeno se estructura a un nivel geografico mas amplio.

La reconstruccion filogenética de ML realizada a partir de los SNP’s revelo la cercania
evolutiva entre las muestras y se evidencié nuevamente la similitud genética del patogeno
independiente de su posicion geografica (Figura 3).

El MSN tampoco mostré grupos grandes o conexiones entre genotipos, y los valores de
distancia genética entre los genotipos fueron bajos, sin embargo, se observaron genotipos
compartidos entre algunos departamentos y alta diversidad de genotipos, resultado acorde con el
analisis de MLG (Figura 4). Los aislamientos procedentes de distintos departamentos, pero
agrupados en los mismos genotipos pueden considerarse como clones, lo cual soporta la hipétesis
de flujo genético entre los departamentos. También se observd que el genotipo MLG.148 esta
presente en Antioquia, Cauca, Cundinamarca, Huila y Tolima, y se posiciona en el centro de la

red, de donde se conectan los demas genotipos. Estos resultados determinan que el genotipo
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MLG.148 tiene alta probabilidad de ser el linaje clonal central de B. noackiana, del cual surgieron
y se diferenciaron los demas linajes y genotipos, incluyendo los de Boyaca y Santander.

Por su parte, el ACP no acumulé un porcentaje alto de varianza en los primeros
componentes principales, por lo cual no fue posible observar patrones de estructura poblacional
con el analisis (Figura 5). La falta de varianza en los componentes principales puede deberse a que
la mayoria de las variables no se correlacionan antes de ser transformadas en componentes
principales. En el caso del analisis realizado en este estudio, puede que no haya alta correlacion
entre los SNP’s y las poblaciones de los departamentos, por lo tanto, los primeros componentes
principales no acumulan un porcentaje alto de varianza y no se observan patrones al graficarlos.

A diferencia del resultado del ACP, el analisis discriminante si mostrd patrones de
estructura poblacional. Debido a que el DAPC permite realizar graficos de dispersion con un
numero de componentes principales que expliqguen mayor parte de la varianza, se pudieron
observar de forma mas evidente los patrones de agrupacion de los departamentos y grupos
genéticos (Figura 6). El grafico de probabilidad posterior soportd lo observado en el grafico de
dispersion, Antioquia resulto ser el departamento mas diferenciado, seguido de Santander, Boyaca
y Cundinamarca. Por otra parte, hubo alta relacion entre los departamentos de Huila con Tolima,
y Cauca con Cundinamarca y Boyacd con Huila (Figura 7). Estas mismas relaciones entre
departamentos se reflejaron en el MSN. EI DAPC realizado con grupos genéticos reflejé que estas
relaciones pueden estar estructurando la poblacion de B. noackiana a un nivel geogréafico diferente
al departamental, abarcando territorios mas grandes que agrupan varios departamentos (Figura 8).
Antioquia nuevamente se identific6 como un departamento altamente diferenciado, con la mayoria
de sus muestras en el grupo genético 1, y de igual forma se observé a Boyaca pertenecer en mayoria

al grupo 3. Los demas departamentos reflejaron cercania genética entre ellos, agrupandose juntos
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en el grupo genético 2, incluyendo algunas muestras de Boyacad. También se observo de nuevo la
relacion de Boyaca con Huila, al haber muestras de Huila en el grupo 3, mismo grupo de Boyaca.
En el DAPC realizado por variedades de frijol no se evidencid estructura poblacional, lo cual
demostrd que las diferencias entre las variedades de plantas hospederas no influyen en la
diferenciacion del patdgeno, en cambio, los factores ambientales y el flujo genético pueden ser los
responsables de los patrones de agrupacion.

Finalmente, la estimacion de poblaciones ancestrales resultd en tres poblaciones, que
soportaron los tres grupos genéticos estimados en el andlisis discriminante. La primera poblacién
ancestral se compuso Unicamente por Antioquia, mientras la segunda incluyé muestras de Boyaca,
Cauca, Cundinamarca, Huila, Santander y Tolima. Finalmente, la Gltima poblacion se compuso de
muestras de Boyacd, Huila 'y Tolima (Figura 9).

El analisis filogenético y el MSN no permitieron evidenciar patrones de estructura
poblacional, esto debido a que las muestras son muy cercanas evolutivamente y estan poco
diferenciadas, sin embargo, el DAPC y el analisis de estructura espacial si permiten evidenciar los
patrones de estructura poblacional, esto debido a que utilizan datos geograficos y estiman
agrupaciones genéticas para aumentar la varianza en el analisis. Los patrones observados de
estructura y la agrupacion de la mayoria de los departamentos en el grupo genético 2 y en la
segunda poblacion ancestral K soportan la hipdtesis de la presencia de flujo genético (Boeger et al.,
1993). Debido a la alta clonalidad observada en B. noackiana, el flujo genético entre regiones
geograficas facilita la similitud genética entre ellas (Manzo-Sanchez et al., 2005). Esto se ha visto
en estudios de estructura genética similares, realizados con patégenos fungicos de plantas de
interés comercial como leguminosas y plantas ornamentales (Kamvar, et al., 2015; Carleson et al.,

2019; Chaves et al., 2019; Bar et al., 2021; Tabima et al., 2020, 2021), en los cuales se discutio
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que los genotipos compartidos entre regiones geograficas separadas, y la estructuracion en grandes
grupos geneticos compuesto por varias regiones podian ser resultado de flujo genético, mediado
por la dispersion del patdgeno por el transporte humano. Se sabe que el uso de semillas infectadas
y el mal manejo de residuos vegetales de plantaciones afectadas por la mancha anillada propicia
la dispersion del patdgeno, por lo tanto, el movimiento de material vegetal infectado por obra
antropogeénica pudo ser la razén del flujo genético entre grandes extensiones geograficas (Schwartz
et al., 1981; Schoonhoven y Pastor-Corrales, 1987). Por el contrario, la ausencia de flujo genético
de Antioquia con otros departamentos puede estar influenciando su estructuracion vy
diferenciacion.

Otro factor que propicia el flujo génico en hongos es la dispersion de esporas. B. noackiana
es un hongo ascomiceto cuya dispersion se realiza por esporas asexuales llamadas conidios
(Boerema et al., 2004; Agrios, 2005; Aveskamp et al., 2010). En estudios realizados en hongos
parasitos que comparten la misma estrategia de dispersion (Ayala-Zermefio, 2012; Coventry,
2012), los conidios alcanzaron rangos de dispersion de entre 100m y 150m, sin embargo,
actualmente no existe informacién sobre el rango de dispersién de las esporas de B. noackiana,

por lo tanto, se recomienda profundizar en su estudio en para préximos estudios.

6. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en los analisis de diversidad génica, diferenciacion y el indice de
asociacion permiten concluir que Boeremia noackiana, agente causal de la mancha anillada del
frijol en Colombia, posee poca diversidad genética y estd poco diferenciado entre los principales
departamentos productores de frijol, lo cual puede ser resultado de la alta clonalidad y la

recombinacion genética restringida. Tampoco se evidencid estructura poblacional marcada entre
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los departamentos probablemente debido al flujo genético propiciado en mayor medida por el
hombre y la dispersion de esporas, sin embargo, se evidenciaron indicios de estructuracién en la
poblacién de Antioguia a causa de la ausencia de flujo genético con otros departamentos. Debido
a la importancia que tiene a enfermedad para el pais, este estudio proporcion6 informacion
relevante para el desarrollo de estrategias de manejo y control de la enfermedad. Se recomienda
continuar con el estudio de B. noackiana y otros agentes causales de la mancha anillada, y ampliar

la informacion sobre su ciclo de vida, ploidia y estrategias reproductivas.
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APENDICES

Apéndice A. Aislamientos de B. noackiana utilizados en el llamado inicial de variantes SNP’s.

Muestra  Departamento Muestra Departamento Muestra  Departamento
Boer_001 Cauca Boer_083 Cundinamarca Boer_219 Boyaca
Boer_003 Antioguia Boer_085 Cundinamarca Boer_221 Boyaca
Boer_004 Antioquia Boer_086 Cundinamarca Boer_222 Boyaca
Boer_006 Antioguia Boer_087 Cundinamarca Boer_226 Boyaca
Boer_007 Antioquia Boer_088 Cundinamarca Boer_229 Boyaca
Boer_012 Valle del Cauca Boer_092 Cundinamarca Boer_230 Boyaca
Boer 013 Cauca Boer_096 Cundinamarca Boer_231 Boyaca
Boer 014 Cauca Boer_098 Cundinamarca Boer_232 Boyaca
Boer 015 Cauca Boer 102 Cundinamarca Boer 236 Santander
Boer 016 Cauca Boer_106 Cundinamarca Boer_237 Santander
Boer_017  Cundinamarca Boer_111 Cundinamarca Boer_238 Boyaca
Boer 018 Cundinamarca Boer_114 Cundinamarca Boer_239 Boyaca
Boer_019  Cundinamarca Boer_118 Cundinamarca Boer_240 Boyaca
Boer_020  Cundinamarca Boer_129 Cundinamarca Boer_241 Valle del Cauca
Boer 029  Cundinamarca Boer_137  Valle del Cauca Boer_242 Valle del Cauca
Boer 030  Cundinamarca Boer 138  Valle del Cauca Boer 244 Cauca
Boer 031  Cundinamarca Boer_140  Valle del Cauca Boer_253 Antioquia
Boer 032  Cundinamarca Boer 141  Valle del Cauca Boer 256 Cauca
Boer 037  Cundinamarca Boer_149  Valle del Cauca Boer_257 Antioquia
Boer 038  Cundinamarca Boer_165 Cundinamarca Boer_258 Antioquia
Boer 039  Cundinamarca Boer 169  Valle del Cauca Boer 259 Antioquia
Boer 040  Cundinamarca Boer_170  Valle del Cauca Boer_260 Antioquia
Boer 045 Cundinamarca Boer 171  Valle del Cauca Boer 261 Antioquia
Boer 046  Cundinamarca Boer_172  Valle del Cauca Boer_262 Antioquia
Boer 047  Cundinamarca Boer 173  Valle del Cauca Boer 270 Cauca
Boer 048 Cundinamarca Boer 178 Cauca Boer 271 Cauca
Boer 053  Cundinamarca Boer_186 Cauca Boer 272 Santander
Boer_054  Cundinamarca Boer_191 Cundinamarca Boer_273 Santander
Boer 055  Cundinamarca Boer_193 Cundinamarca Boer 291 Antioquia
Boer_056  Cundinamarca Boer_198 Cundinamarca Boer_292 Antioquia
Boer 062  Cundinamarca Boer_205 Cundinamarca Boer 293 Antioquia
Boer 067 Cundinamarca Boer_206 Cundinamarca Boer_294 Antioquia
Boer_ 071  Cundinamarca Boer_209 Boyaca Boer_297 Antioquia
Boer 076  Cundinamarca Boer 211 Boyaca Boer_300 Antioquia
Boer_080 Cundinamarca Boer_213 Boyaca Boer_302 Antioquia
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Muestra  Departamento Muestra Departamento Muestra  Departamento
Boer_081  Cundinamarca Boer_215 Boyaca Boer_307 Antioquia
Boer 082  Cundinamarca Boer_217 Boyaca Boer_308 Antioquia
Boer_310 Antioguia Boer_427 Tolima Boer_520 Huila
Boer_311 Antioquia Boer_428 Tolima Boer_523 Huila
Boer_312 Antioquia Boer_432 Tolima Boer_525 Huila
Boer_313 Antioguia Boer_433 Tolima Boer_529 Huila
Boer_317 Antioquia Boer_437 Tolima Boer_535 Huila
Boer_329 Antioguia Boer_441 Tolima Boer_538 Huila
Boer_336 Antioquia Boer_446 Tolima Boer_539 Huila
Boer_345 Antioguia Boer_450 Tolima Boer_540 Huila
Boer_347 Antioguia Boer_451 Tolima Boer_541 Huila
Boer 351 Antioguia Boer_452 Tolima Boer_544 Huila
Boer 352 Antioguia Boer 453 Tolima Boer 549 Huila
Boer_353 Antioguia Boer_457 Tolima Boer_553 Huila
Boer 354 Antioguia Boer_460 Tolima Boer 560 Huila
Boer_357 Antioguia Boer_461 Tolima Boer_565 Huila
Boer_361 Antioguia Boer_468 Tolima Boer 571 Huila
Boer_365 Antioguia Boer_472 Tolima Boer_572 Huila
Boer_366 Antioguia Boer_475 Tolima Boer 574 Huila
Boer_367 Antioguia Boer_476 Tolima Boer_575 Huila
Boer_368 Antioguia Boer_477 Tolima Boer 576 Huila
Boer_370 Antioguia Boer_478 Tolima Boer_577 Huila
Boer_374 Antioguia Boer_479 Tolima Boer_580 Huila
Boer_375 Antioguia Boer_483 Tolima Boer_581 Huila
Boer 376 Antioguia Boer 485 Tolima Boer 582 Huila
Boer_377 Antioguia Boer_487 Tolima Boer_586 Huila
Boer 380 Antioguia Boer 488 Tolima Boer 587 Huila
Boer_387 Antioguia Boer_489 Tolima Boer_590 Huila
Boer_392 Antioguia Boer_490 Tolima Boer_593 Huila
Boer 401 Antioguia Boer 493 Tolima Boer 595 Huila
Boer_407 Antioguia Boer_497 Tolima Boer_596 Huila
Boer_412 Antioguia Boer_500 Tolima Boer_602 Huila
Boer_414 Tolima Boer_504 Tolima Boer_603 Huila
Boer_415 Tolima Boer_508 Tolima Boer_604 Huila
Boer_416 Tolima Boer_510 Tolima Boer_606 Huila
Boer 417 Tolima Boer 513 Huila Boer_607 Huila
Boer_419 Tolima Boer_514 Huila Boer_609 Huila
Boer_422 Tolima Boer 515 Huila Boer 614 Huila
Boer_425 Tolima Boer_516 Huila Boer_617 Huila
Boer_426 Tolima Boer 517 Huila
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Apéndice B. Calidad de genotipos versus frecuencia de variantes SNP
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Apéndice C. Heterocigosidad en individuos y en variantes SNP
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Apéndice D. Frecuencia de alelo menor versus frecuencia de variantes SNP
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Apéndice E. Porcentaje de datos perdidos segtin el nimero minimo de variantes genotipadas

Per of SNPs Missing Data

65

55

50 1

w o a s
=] @ =] o

Percentage of missing data

N
@

20

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Minimum number of accessions genotyped



DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE BOEREMIA NOACKIANA

Apéndice F. Muestras emparentadas con Boeremia exigua. (A) Arbol de ML. (B) MSN.
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Apéndice H. Criterios del DAPC realizados con los departamentos seleccionados a priori. (A)

Varianza segun los componentes principales; (B) Varianza segun los componentes discriminantes.
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Apéndice J. Criterios del DAPC realizados con variedades de frijol seleccionadas a priori. (A)

Varianza segun los componentes principales; (B) Varianza segin los componentes discriminantes.

Apéndice K. Variedades de frijol hospederas de las muestras de Boeremia noackiana.
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Muestra Departamento Variedad
Boer 067 Cundinamarca Habichuela
Boer 071 Cundinamarca Bola Roja
Boer 076 Cundinamarca Bola Roja
Boer 080 Cundinamarca Habichuela
Boer 081 Cundinamarca Habichuela
Boer 085 Cundinamarca Habichuela
Boer 086 Cundinamarca Habichuela
Boer 118 Cundinamarca Habichuela
Boer 129 Cundinamarca Habichuela
Boer 178 Cauca G 50468-A
Boer 186 Cauca G 16915
Boer_191 Cundinamarca Bola Roja
Boer_193 Cundinamarca Bola Roja
Boer_198 Cundinamarca Bola Roja
Boer 205 Cundinamarca Bola Roja
Boer_206 Cundinamarca Bola Roja
Boer 209 Boyaca Bola Roja
Boer 211 Boyaca Bola Roja
Boer 367 Antioguia Cargamanto Rojo
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Muestra Departamento Variedad
Boer 217 Boyaca Bola Roja
Boer 219 Boyaca Bola Roja
Boer 221 Boyacé Bola Roja
Boer 222 Boyacé Bola Roja
Boer 226 Boyaca Bola Roja
Boer 229 Boyacé Bola Roja
Boer 230 Boyacé Bola Roja
Boer 231 Boyaca Bola Roja
Boer 232 Boyaca Bola Roja
Boer 253 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 256 Cauca NCB 744
Boer_257 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 258 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 259 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 260 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 261 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 262 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 291 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 292 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 293 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 294 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 300 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 302 Antioguia MRC8

Boer 307 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 308 Antioquia Cargamanto Rojo
Boer 310 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 311 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 312 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 317 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 336 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer_352 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 353 Antioquia Cargamanto Rojo
Boer 354 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer_357 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 361 Antioquia Cargamanto Rojo
Boer 365 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer_366 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer_508 Tolima Cargamanto

70
Muestra Departamento Variedad
Boer_368 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 370 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer 374 Antioquia Cargamanto Blanco
Boer 375 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer_376 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 377 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 387 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer_407 Antioguia Cargamanto Rojo
Boer_412 Antioguia Cargamanto Blanco
Boer 422 Tolima Cargamanto Rojo
Boer_425 Tolima Cargamanto Rojo
Boer_426 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 427 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 428 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 432 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 433 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 437 Tolima Cargamanto Rojo
Boer_441 Tolima Cargamanto Rojo
Boer_446 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 450 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 451 Tolima Cargamanto Rojo
Boer_452 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 453 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 457 Tolima Cargamanto Rojo
Boer 461 Tolima Guarzo Rojo
Boer_468 Tolima Guarzo Rojo
Boer 476 Tolima Bola Roja
Boer 477 Tolima Bola Roja
Boer 483 Tolima Bola Roja
Boer 485 Tolima Bola Roja
Boer 487 Tolima Habichuela
Boer_488 Tolima Habichuela
Boer 489 Tolima Habichuela
Boer 490 Tolima Habichuela
Boer_493 Tolima Habichuela
Boer 497 Tolima Habichuela
Boer 500 Tolima Cargamanto
Boer 574 Huila Bola Roja
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Muestra Departamento Variedad
Boer 510 Tolima Cargamanto
Boer 514 Huila Calima
Boer 515 Huila Calima
Boer 516 Huila Calima
Boer 517 Huila Calima
Boer 520 Huila Cargamanto Rojo
Boer 523 Huila Cargamanto
Boer 525 Huila Habichuela
Boer 529 Huila Cargamanto Rojo
Boer 535 Huila Cargamanto Rojo
Boer 538 Huila Bola Roja
Boer 539 Huila Bola Roja
Boer 540 Huila Bola Roja
Boer 541 Huila Bola Roja
Boer 549 Huila Cargamanto Rojo
Boer 553 Huila Bola Roja
Boer 565 Huila Bola Roja
Boer 571 Huila Bola Roja

71

Muestra Departamento Variedad
Boer 575 Huila Bola Roja
Boer 576 Huila Bola Roja
Boer 580 Huila Bola Roja
Boer 581 Huila Bola Roja
Boer_582 Huila Bola Roja
Boer 586 Huila Cargamanto Blanco
Boer 587 Huila Cargamanto
Boer 590 Huila Bola Roja
Boer 593 Huila Bola Roja
Boer 595 Huila Bola Roja
Boer 596 Huila Bola Roja
Boer_602 Huila Cargamanto Blanco
Boer 603 Huila Cargamanto Blanco
Boer 604 Huila Cargamanto Blanco
Boer_606 Huila Cargamanto Blanco
Boer_607 Huila Cargamanto Blanco
Boer 609 Huila Cargamanto Blanco
Boer 614 Huila Cargamanto Blanco

Apéndice L. Aislamientos de B. noackiana del VCF final y utilizados en los anélisis.

Muestra  Departamento
Boer_001 Cauca
Boer_004 Antioguia
Boer_006 Antioguia
Boer_007 Antioguia
Boer_013 Cauca
Boer_014 Cauca
Boer_015 Cauca
Boer_016 Cauca
Boer_017  Cundinamarca
Boer_018  Cundinamarca
Boer 019  Cundinamarca
Boer_020  Cundinamarca
Boer 031  Cundinamarca
Boer_047  Cundinamarca
Boer 048  Cundinamarca
Boer 053  Cundinamarca
Boer_055  Cundinamarca

Muestra Departamento
Boer 076 Cundinamarca
Boer_080 Cundinamarca
Boer 081 Cundinamarca
Boer 085 Cundinamarca
Boer_086 Cundinamarca
Boer 118 Cundinamarca
Boer_129 Cundinamarca
Boer_178 Cauca

Boer_186 Cauca

Boer_191 Cundinamarca
Boer_193 Cundinamarca
Boer_198 Cundinamarca
Boer_205 Cundinamarca
Boer_206 Cundinamarca
Boer_209 Boyaca

Boer 211 Boyaca

Boer_215 Boyaca

Muestra Departamento

Boer_226 Boyaca
Boer_229 Boyaca
Boer_230 Boyaca
Boer_231 Boyaca
Boer_232 Boyaca
Boer 236  Santander
Boer_238 Boyaca
Boer_239 Boyaca
Boer_240 Boyaca
Boer_253  Antioquia
Boer_256 Cauca
Boer_257  Antioquia
Boer_258  Antioquia
Boer_259  Antioquia
Boer_260  Antioquia
Boer_261  Antioquia
Boer_262  Antioquia




DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE BOEREMIA NOACKIANA 72

Muestra  Departamento Muestra Departamento Muestra Departamento
Boer_056  Cundinamarca Boer_217 Boyaca Boer_270 Cauca
Boer 062  Cundinamarca Boer_219 Boyaca Boer_271 Cauca
Boer 067  Cundinamarca Boer 221 Boyaca Boer 272  Santander
Boer 071  Cundinamarca Boer_222 Boyaca Boer 273  Santander
Boer 291 Antioquia Boer_426 Tolima Boer_520 Huila
Boer_292 Antioguia Boer_427 Tolima Boer_523 Huila
Boer_293 Antioquia Boer_428 Tolima Boer_525 Huila
Boer_294 Antioguia Boer_432 Tolima Boer_529 Huila
Boer_300 Antioquia Boer_433 Tolima Boer_535 Huila
Boer_302 Antioguia Boer_437 Tolima Boer_538 Huila
Boer_307 Antioguia Boer_441 Tolima Boer_539 Huila
Boer_308 Antioguia Boer_446 Tolima Boer_540 Huila
Boer_310 Antioguia Boer_450 Tolima Boer_541 Huila
Boer 311 Antioguia Boer_451 Tolima Boer_549 Huila
Boer_312 Antioguia Boer_452 Tolima Boer_553 Huila
Boer_317 Antioguia Boer_453 Tolima Boer_565 Huila
Boer_336 Antioguia Boer_457 Tolima Boer 571 Huila
Boer_352 Antioguia Boer_461 Tolima Boer_574 Huila
Boer_353 Antioguia Boer_468 Tolima Boer 575 Huila
Boer_354 Antioguia Boer_476 Tolima Boer_576 Huila
Boer_357 Antioguia Boer_477 Tolima Boer_580 Huila
Boer_361 Antioguia Boer_483 Tolima Boer_581 Huila
Boer_365 Antioguia Boer_485 Tolima Boer_582 Huila
Boer_366 Antioguia Boer_487 Tolima Boer_586 Huila
Boer 367 Antioguia Boer 488 Tolima Boer 587 Huila
Boer_368 Antioguia Boer_489 Tolima Boer_590 Huila
Boer_370 Antioguia Boer_490 Tolima Boer_593 Huila
Boer_374 Antioguia Boer_493 Tolima Boer_595 Huila
Boer_375 Antioguia Boer_497 Tolima Boer_596 Huila
Boer_376 Antioguia Boer_500 Tolima Boer_602 Huila
Boer_377 Antioguia Boer_508 Tolima Boer_603 Huila
Boer_387 Antioguia Boer_510 Tolima Boer_604 Huila
Boer_407 Antioguia Boer 514 Huila Boer_606 Huila
Boer_412 Antioquia Boer_515 Huila Boer_607 Huila
Boer_422 Tolima Boer_516 Huila Boer_609 Huila

Boer_425 Tolima Boer 517 Huila Boer 614 Huila
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Apéndice M. Curva de rarefaccion para analisis de genotipos multilocus de los departamentos
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Apéndice N. Indice estandarizado de asociacion de los departamentos.
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Apéndice O. Valor de BIC versus numero de agrupaciones genéticas escogidas
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Apéndice P. Matriz de co-ascendencia de las muestras para k= 3 poblaciones ancestrales
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Apéndice Q. DAPC realizado con variedades de frijol seleccionadas como grupos a priori. (A)

Gréafico de dispersion, (B) Probabilidad posterior de cada muestra de pertenecer a una variedad.
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