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RESUMEN

La palma de cera Ceroxylon quindiuense, es el arbol Nacional de Colombia; su
caracteristica de especie clave dentro de los Andes Centrales la hacen una
especie modelo ideal para la conservacion. Por su importancia econdmica,
ecoldgica, cultural y social, crece la necesidad de plantear estrategias de manejo
Optimas que se enfoquen en la persistencia de la especie. En el Valle de Cocora la
palma de cera del Quindio estd en amenaza de desaparicion, por lo que es
necesario empezar con el repoblamiento de la zona. El objetivo principal del
trabajo fue la caracterizacion genética de tres viveros de C. quindiuense del
departamento del Quindio con diez marcadores moleculares microsatélites. Se
evaluaron en total 57 individuos de tres viveros: Jardin, Calarca (30 individuos);
Milan, Salento (11 individuos) y Roso, Circasia (16 individuos). Se comparé la
diversidad genética (He) de la poblacion del Valle de Cocora (31 individuos) con
los tres viveros de C. quindiuense, la cual difiri0 un poco entre las colecciones
(0.627) y la poblacién silvestre (0.698). Se identificé un total de 136 alelos en los
tres viveros y la poblacion silvestre, de los cuales un alto porcentaje (25%) era de
alelos privados de Cocora, aunque también se encontré un 10% de alelos privados

por vivero. Se realizo un andlisis de asignacion multivariado, DAPC por sus siglas
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en inglés, para determinar la estructura poblacional de viveros y poblaciones
silvestres donde se incluyeron otras dos poblaciones silvestres Toche y La Linea
del departamento de Tolima. Se detectd una alta estructuracién entre los grupos
evaluados silvestres y los viveros, sin embargo existiéo una gran similitud genética
entre el Jardin, Milan y Cocora, resultados concordantes con los andlisis de
distancias genéticas y analisis de correspondencias multiples (ACM). Se realizé un
analisis de parentesco y se encontré que los viveros presentan mayor porcentaje
de hermanos completos que las poblaciones silvestres, por lo cual hay un déficit
de heterocigotos y sobrerrepresentacion de ciertos genotipos respecto a otros. En
conclusién, el Jardin y Milan tiene una alta similitud genética con Cocora, a
diferencia de Roso que presenté grandes diferencias con todas las poblaciones
silvestres. No se evidenci6 sefial de mezcla entre los viveros y las poblaciones de
Toche y La Linea. Los viveros evaluados no estan capturando la diversidad
genética total de las poblaciones silvestres, aunque la diversidad genética
presentada por vivero no es muy baja (< 0.1). Por lo anterior, a partir del tamafio y
representatividad de la muestra evaluada en el presente estudio, los individuos de
Jardin y Milan son aptos para la siembra en el Valle de Cocora ya que constituyen

parte del acervo genético de la poblacion silvestre.

Palabras clave: Genética de la conservacion, palma de cera, microsatélites,
restauracion de poblaciones silvestres, estructura genética poblacional.

ABSTRACT

The wax palm Ceroxylon quindiuense is the National Tree of Colombia; it is a
characteristic key species within the Central Andes that make it an ideal model
species for conservation. Further, given its economic, ecological, cultural, and
social importance, best management strategies are in urgent demand. One of
these strategies, is the promotion and establishment of genetically diverse live
plant collections and nurseries to be used in breeding and restoration programs.
The main objective was the genetic characterization of three nurseries of C.

quindiuense in Quindio by genotypying ten microsatellite molecular markers. We
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evaluated 57 individuals of three nurseries: Jardin, Calarca (30 individuals); Milan,
Salento (11 individuals) and Roso, Circasia (16 individuals). We compared the
genetic diversity of Cocora (wild population) (31 individuals) with the three
nurseries of C. quindiuense. Mean diversity (He) differed little between collections
(0.627) and the wild population (0.698). A total of 136 alleles were identified in
nurseries and wild populations. High percentages (25%) of private alleles were
found in Cocora, although some were found in the nurseries (10%). We performed
a discriminant analysis of principal componentes (DAPC) to determine the
population structure between nurseries and wild populations, in which case we
included two wild populations, Toche and La Linea (Tolima). High structuring
between the wild populations and the nurseries was detected. However, there is
greater genetic similarity between Jardin, Milan (nurseries) and Cocora (wild). This
results were concordant with the obtained genetic distances and ACM. We also
performed an analysis of kinship and found that nurseries have a higher
percentage of full siblings than wild populations. Nurseries had heterozygote
defficiency and overrepresentation of certain genotypes over others. In conclusion,
Jardin and Milan nurseries were more similar to wild populations than Roso. No
admixture signal between nursery stocks and the wild populations of Toche and La
Linea was evident. Nurseries evaluated are not capturing the total genetic diversity
of wild populations, although genetic diversity by nursery is not low (< 0.1).
Individuals from Jardin and Milan are suitable for planting in Cocora given they

make part of the gene pool of this wild population.

Keywords: Conservation genetics, wax palm, microsatellite markers, restoration of

wild populations, genetic population structure.

1. INTRODUCCION
1.1 Consideraciones generales y esquema de la tesis

La familia de las palmas se encuentra distribuida en todas las regiones tropicales y

subtropicales del mundo. Son de un alto valor comercial y ecolégico, exhibiendo
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complejos patrones espaciales de distribucion de especies y diversidad. El género
Ceroxylon es endémico a las montafias andinas y es uno de los géneros mas
importantes de esa region. El género incluye 12 especies, distribuidas a lo largo de
los Andes desde Venezuela hasta Bolivia. Su rango altitudinal esta entre los 800 a
3.300 msnm, siendo a menudo arboles dominantes del dosel en bosques
hamedos montanos y dada sus caracteristicas ecologicas son consideradas
especies clave dentro de los ecosistemas que habitan (Sanin y Galeano, 2011).
Ceroxylon es uno de los cuatro géneros de palma que se encuentran en la tribu
Ceroxyleae. Trénel et al., (2007) realizaron estudios filogenéticos, basados en
caracteres moleculares, de la subfamilia Ceroxyloideae, los resultados mostraron
la hipotesis de dispersion a través de la Antartida en el Eoceno como una
explicacion a la disyuncién de la tribu en la parte sur. De igual forma, Baker y
Covreur, (2013) concuerdan en que la diversificacion de las palmas del linaje de

Ceroxyloideae se dio a finales del Cretacico- Cenozoico temprano.

Por otra parte, las relaciones especificas dentro del género Ceroxylon evaluadas
por Sanin, (2013a). La colonizacion del Nedgeno de la parte norte de los Andes
seguido del levantamiento de la cordillera fue sugerida como la principal ruta de
diversificacion del género. Las adaptaciones evolutivas de Ceroxylon son
especificas de condiciones climéticas principalmente de temperatura (elevacion) y
la diferenciacion del nicho climatico entre los clados anidados en la filogenia dio
soporte al proceso altitudinal de segregacion. Dentro del arbol evolutivo del género
basado en caracteres moleculares, Ceroxylon quindiuense pertenece a una rama
conformada por tres especies cercanamente emparentadas: C. ceriferum, de
Venezuela y el norte de Colombia; C. quindiuense, de Venezuela y Colombia, con
una poblacién disyunta en el norte de Perd; y C. ventricosum, que crece en
Ecuador y el sur de Colombia, justo en el area intermedia entre las poblaciones de
C. quindiuense de Colombia y Peru. (Sanin, 2013b).

C. quindiuense es una especie emblematica de los andes colombianos, dado
aspectos de su biologia como su abundancia, y su funcién de especie sombrilla,

ya que es la principal fuente de alimento de aves y mamiferos pequefios como
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murciélagos (Sanin y Galeano, 2011). Su importancia econdémica radica en los
diferentes usos que se le ha dado. Hasta hace pocos afios, las hojas jovenes se
cortaban en grandes cantidades para su uso en el Domingo de Ramos durante la
Semana Santa; la extraccion de la cera que cubre los tallos se utilizaba para la
fabricacion de velas y fésforos, que eran vendidos en los mercados locales (Sanin,
2013b). Actualmente, en Antioquia y Tolima los tallos son un importante material
de construccién, uso que es altamente destructivo, tratandose de una especie
longeva de tallos solitarios. Los tallos se utilizan para hacer las columnas, los
travesafios de los techos, como tejas o, rajados, para cubrir las paredes interiores
o el piso en las casas, para hacer las cercas de las huertas y corrales, y como
postes (Galeano et al.,, 2008). Existen otros usos menores que son bastante
variados, por ejemplo, los frutos sirven de alimento para las vacas y los cerdos y a
menudo es usada como planta ornamental (Sanin, 2013b).

Por su declaracion como Arbol Nacional de Colombia mediante la ley 61 de 1985
(Congreso de Colombia, 1985), la palma de cera del Quindio es un emblema
nacional. Con el paso del tiempo, ha aumentado el interés del publico general por
conocer la palma y por visitar los sitios en los que ella crece. De igual forma es
uno de los representantes caracteristicos del Paisaje Cultural Cafetero afianzando
aspectos econémicos y culturales a la identidad de una regién joven (UNESCO,
2011).

C. quindiuense se encuentra distribuida en las Cordilleras Oriental (Norte de
Santander hasta Caquetd) y Central (Antioquia a Tolima), y mas escasa en la
Cordillera Occidental (Alrededores de los municipios de Jardin y Andes, Antioquia,
y Riosucio, Caldas, y al oeste de Cali); también se encuentra en la parte Norte de
Perd entre los 2000—2700m (Sanin y Galeano, 2011; Sanin et al., 2013).
Particularmente abundante en las dos vertientes de la Cordillera Central, sobre
todo en la vertiente del Rio Cauca y en bosques de niebla, entre los 2000 y 3100
m, donde a menudo llega a ser el elemento dominante en terrenos escarpados,
ocasionalmente descendiendo hasta 1550 m en la Cuchilla del Ramo, al oeste de

Zapatoca, Santander (Bernal, R. com. pers.). Son plantas dioicas cuyos ciclos de
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vida superan los dos siglos y la proporcion de sexos es de 1:1. La fase de
establecimiento es prolongada (probablemente comparable con C. alpinum),
donde se demora aproximadamente 57 afios antes de empezar a producir tallo
(Vergara-Chaparro, 2002). La floracidén es anual y tiene lugar entre marzo y abril y
los frutos son consumidos por diferentes aves migratorias y semiendémicas
(Galeano y Bernal, 2005), asi como mamiferos de pequefio y gran porte (Sanin y

Anthelme, in press; Henderson et al., 1995).

Sanin et al., (2013) estudiaron los patrones demograficos de la especie,
evaluando la estructura ecoldgica y modelos de crecimiento. Se encontré que el
cambio del paisaje y la intervencion antropogénica en la poblacién del Valle de
Cocora han generado unos patrones de resiliencia que han permitido que C.
quindiuense sobreviva a ecosistemas perturbados. De igual forma estudios en la
estructura poblacional y diversidad genética de la especie muestran que las
poblaciones estan muy estructuradas, dado al aislamiento reproductivo y al poco
flujo génico entre ellas. Ademas, que la mayor diversidad genética se concentra en
las poblaciones de la Cordillera Central, Quindio y Tolima (Sanin et al., en prep;
Galeano et al., 2015).

2. ESTADO DEL ARTE
2.1 Estado de conservacion de Ceroxylon quindiuense

A pesar de su importancia la palma de cera se encuentra dentro de la lista roja de
especies amenazadas en la categoria en peligro de extincibn EN (Borchsenius y
Skov, 1999; Galeano y Bernal, 2005). Es ampliamente aceptado que la
perturbacién intensa como la deforestacion y la fragmentacion del habitat, afectan
el rendimiento y la abundancia de las especies de plantas en los bosques
neotropicales (Debinski y Holt, 2000). En el caso de la region cafetera en
Colombia, gran parte del habitat natural de la palma se ha visto afectado por la
conversion a potreros para el pastoreo, la ganaderia, las plantaciones de café y
otros cultivos. A pesar de esto, Palomino—Ortiz (1991) determind que persiste una

gran abundancia de palma de cera en numerosas poblaciones incluso en zonas
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perturbadas, lo cual sugiere que la especie es resistente. Sin embargo, los efectos
negativos de la intervencion del habitat natural son muy evidentes. Girdn-
Vanderhuck et al., (2001) estudiaron la estructura de las poblaciones de C.
quindiuense en los Andes Centrales de Colombia, la mayoria de los individuos
fueron encontrados en las poblaciones altamente reducidas rodeadas por largas
zonas de pasto o por terrenos erosionados donde no hay persistencia de palma.
De igual forma, la destruccion de los bosques aledafios desaparece a los
organismos con los que la palma tiene interacciones ecoldgicas, alterando el

equilibrio del ecosistema (Madrifian y Schultes, 1995).

Los patrones demograficos encontrados por Sanin et al., (2013) indican que las
poblaciones de palma estan tacitamente muertas debido a la ausencia de
regeneracion. Solo las rosetas que tienen meristemos subterraneos e individuos
juveniles con tallos cortos podrian sobrevivir a la deforestacion, la quema y los
efectos de los grandes herbivoros, mientras que las plantulas y juveniles sin

meristemos subterraneos son mas susceptibles a las condiciones anteriores.

Por otro lado, aunque los adultos de claros de bosque puedan producir semillas
viables, la probabilidad que esas semillas lleguen a estados maduros es baja, ya
que, las condiciones de humedad y regimenes de luz de las zonas intervenidas
cambian drasticamente (Moore y Anderson, 1976; Sanin, 2013b). Con el aumento
de las zonas de potreros en las regiones adyacentes al habitat de la palma, estas
condiciones se amplifican, ya que, las plantulas en las zonas de clareo de bosque
estdn mas expuestas a ser comidas, en especial la herbivora por parte del ganado
(Madrifian y Schultes, 1995; Anthelme et al., 2011; Sanin et al., 2013), lo que se
refleja en las bajas tasas de supervivencia. Los adultos sobreviven en medio de
estos potreros, pero la especie no logra regenerarse debido a que las plantulas no
resisten la plena exposicion ni el pastoreo (Anthelme et al., 2011). Por esta razon,
el numero de individuos que crecen en los palmares se reduce afo tras afo, a

medida que las palmas mueren sin dejar reemplazo (Bernal y Sanin, 2013)

La principal amenaza de la especie es la deforestacion y la disminucion de su

habitat natural, donde dado su largo periodo de crecimiento los juveniles no logran
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acoplarse y sobrevivir a las condiciones adversas de los potreros. La extraccion
del ramo retarda el crecimiento de las rosetas lo que les genera la muerte por
agotamiento. Otro factor de gran impacto es el dafio mecanico por herbivoria por
parte del ganado que se encuentra inmerso en la matriz del paisaje de palmas y
otra amenaza para las poblaciones es la utilizacion del tallo como material de
construccion, uso que es altamente dafino dado que se trata de una planta muy
longeva y de tallo solitario (Sanin et al., en prep; Sanin, 2013b). Esta situacion
genera que los adultos mueran sin poder dejar nuevas palmas que las remplacen,

ocasionando una reduccion de la poblaciéon (Bernal y Sanin, 2013).

La situacion actual del Valle de Cocora muestra un gran nuimero de palmas
inmersas en zonas de potreros, sin embargo los estudios realizados por Sanin et
al., (2013) muestran que la distribucion actual de C. quindiuense en los pastizales
se deben a una condicion de resistencia de las rosetas de palma en los inicios de
la deforestacion en esta zona; en etapas tempranas los estadios de roseta son
resistentes a condiciones adversas como la quema e inclusive la tala o herbivoria,
Esto hizo posible la presencia de la poblacion de los adultos actuales que se
observan en el valle la cual tiene aproximadamente 74 afios. Sin embargo, a pesar
de que la gran mayoria de rosetas de palma se han convertido en adultos, aun
bajo el impacto de la deforestacion, la regeneracion por semillas producidas por
los actuales adultos no ha tomado lugar, ya que, esta clase no es resistente al

pastoreo (Sanin et al., 2013).

Esta situacion conlleva a un cambio a nivel demogréfico preocupante, dado que en
primer lugar, la densidad de adultos en los pastos es menor a la de los bosques, y
en segundo lugar la generaciobn de adultos en los pastos no estan dejando
descendencia, dado a las condiciones adversas de la zona. A pesar de las
caracteristicas de resiliencia de la palmas juveniles y de la gran robustez y
fortaleza que muestran las palmas en un estado adultos, no es suficiente para

mantener la poblacion bajo condiciones de cambio tan fuertes.

Aunque la cantidad de semillas que producen las palmas no son pocas y la

cantidad que germinan tampoco lo son, la matriz en que estan inmersas son un
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gran inconveniente para su permanencia, por lo cual no ha habido un relevo
poblacional en por lo menos los ultimos 100 afios, lo que deja el paisaje de Cocora
con palmas adultas que mueren de viejas y sin individuos jovenes que las

remplacen (Sanin, 2013a).

La situacion se agrava mas dado que los potreros fueron abiertos hace muchos
afios, ventana de tiempo durante la cual, las palmas adultas no han podido
reproducirse y se hace mas preocupante cuando actualmente las zonas de potrero

en Cocora van en aumento (Bernal y Sanin 2013).

3. MARCO TEORICO

3.1 Efecto de la transformacién del paisaje en la diversidad genética de las

poblaciones

La diversidad genética o las caracteristicas genéticas son las causantes de
determinar como se comporta la especie a cambios en el ambiente, es decir, la
informacion codificada en su genoma es fundamental para determinar la
adaptacién a ambientes cambiantes como lo son las partes tropicales, en especial
la zona Andina (Ruber et al., 2001). Por lo cual, se entiende que a mayor
diversidad genética, las especies tienen mayores probabilidades de sobrevivir a
cambios en el ambiente, por lo que las especies con poca diversidad genética
tienen mayor riesgo frente a esos cambios Jiménez y Collada, 2008).

El desarrollo de la civilizacion humana ha resultado en la transformacion de vastas
areas naturales en paisajes antropogénicos, que conlleva a procesos de
fragmentacién, deforestacién, entre otros, los cuales alteran la estructura,
distribucion y funcionalidad de los ecosistemas naturales (Saunders et al., 1991;
Young et al.,1996; Courchamp y Gascoigne, 2003; Leimu et al., 2006; Whittaker y
Fernandez, 2007). Estos aspectos no solo tiene impactos a nivel ecolégico y

demografico sobre las poblaciones de palma, sino también afecta a nivel genético.

22



Aunque pocos estudios han abordado el impacto sobre la diversidad genética del
género; Gaitan (2003) realiza aproximaciones en cuanto a la estructura
poblacional y diversidad genética en tres especies de palma (Ceroxylon sasaime,
C. alpinum y Attalea amigdalina) inmersas en un paisaje fragmentado en los
Andes centrales de Colombia. Las evaluaciones de la diversidad genética
utilizando marcadores moleculares microsatélites en C. sasaime y C. alpinum
mostraron que las poblaciones estudiadas conservaban una alta diversidad
genética a pesar de su distribucion restringida, pérdida de habitat y bajo nimero
de individuos que sobreviven. Adicionalmente no se encontraron diferencias en la
diversidad genética entre las plantulas, juveniles y adultos en ninguna de las
especies del genero Ceroxylon estudiadas, pero la autora sugiere que esto puede
cambiar si se modelara el efecto a un plazo méas largo dada la longevidad de la
palma. La baja diferenciacion genética encontrada en las areas muestreadas de C.
alpinum indicaron que todas hacian parte de una misma poblacion o unidad

evolutiva.

Sin embargo, consecuencias de lo anterior es la reduccion del tamafio de la
poblacion y un incremento del aislamiento de las poblaciones que quedan
inmersas en matrices antropogénicas (McGarigal y Cushman, 2002; Fahrig, 2003).
Esto tiene no solo efectos a nivel biolégico, sino también a nivel genético, ya que,
se crean barreras que impiden la conexion entre poblaciones y por ende el flujo
génico entre las mismas. El efecto mas inmediato de la fragmentacion y la
deforestacion en la composicion genética depende de dos factores: el tamafio
efectivo poblacional dentro de los fragmentos y los patrones de variabilidad
genética de la poblacién antes de los cambios (Nason et al., 1997; Hamrick, 2004).
En el caso de C. quindiuense ya se ha mencionado como se ha visto alterada la
estructura demografica, como en el caso de la poblacion de Cocora, las
discontinuidades en el habitat implican que puede aumentar la endogamia y que el
acervo génico de la poblacién se vera reducido, ya que no hay un intercambio o

flujo génico con otras poblaciones.
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Existe un gran aislamiento entre las grandes poblaciones actuales del complejo de
C. quindiuense segun los estudios de Sanin et al., (en prep.) quienes utilizando
datos de microsatélites exploraron aspectos filogeograficos y de conservacion de
esta especie. Muy probablemente las restricciones de distribucion histéricas y los
recientes efectos antropogénicos sean la causa de los altos niveles de
estructuracion poblacional. Por ejemplo los efectos de cuello de botella en adultos
y el aislamiento poblacional consecuencia del cambio del habitat de bosque a

potrero (Sanin et al., en prep).

La alta deficiencia de heterocigotos encontrada en las poblaciones, entre ellas la
poblacion del Valle de Cocora, también se atribuyen a la endogamia, producto del
aislamiento de las poblaciones y la reduccion del habitat. Los valores de
heterocigosidad son mas altos en los adultos que en los semilleros, a esto se le
suma un numero efectivo poblacional pequefio, lo que soporta la idea de un cuello
de botella post-colonizacién; estos escenarios en los que se sitdan las poblaciones
de C. quindiuense indican que éstas estan fuera de los limites seguros de

conservacion (Sanin et al., en prep).
3.2 Programa de repoblamiento de poblaciones silvestres

La importancia que tiene Cocora en cuanto al programa de recuperacion de la
palma de cera del Quindio estd dada por aspectos ecoldgicos, por ejemplo su
importancia como especie paraguas y especie clave para el sostenimiento de los
ecosistemas altoandinos (Galeano et al., 2015). De igual forma, Cocora y sus
palmas son de gran importancia social, econdémica y cultural. Sin embargo, los
palmares de Cocora se encuentran en peligro de desaparecer por la acelerada
disminucion de la poblacion dada la alta mortalidad de las palmas durante sus
primeras fases de desarrollo y de la edad avanzada de los individuos que se

conservan en los potreros (Bernal y Sanin, 2013).

Como se menciono6 anteriormente, la diversidad genética es una herramienta que
permite a las poblaciones acoplarse a los cambios en su entorno (Ruber et al.,

2001), por lo cual en los programas de conservacion es fundamental plantear
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estrategias que involucren la conservacion la diversidad genética de las
poblaciones. Respecto a las poblaciones de Ceroxylon quinduense, la mayor
diversidad genética se encontré en la Cordillera Central en Tolima y Quindio, a
pesar de la pérdida actual de hébitat (Sanin, 2013a). Por lo cual, los programas de
repoblamiento para el mantenimiento de la diversidad genética son de gran
importancia, en caso de una eventualidad que cause extinciones locales en las
poblaciones satélites, como los eventos cuello de botella o endogamia debido al

bajo niumero efectivo de la poblaciéon (Galeano et al., 2015).

El alto del Valle de Cocora esta en el corazon de lo que se ha definido como la
ecorregion eje cafetero, la cual se extiende a lo largo de la Cordillera Central
desde el norte de departamento del Valle del Cauca hasta el paramo de Sonson,
en Antioquia. Esta zona conforma el contexto inmediato del Parque Nacional
Natural Los Nevados (Carder,2002). En este Ultimo se reconoce a Cocora como
“acto indispensable de alta prioridad” para su plan de manejo (Lotero-Echeverri et
al., 2006; Bernal y Sanin, 2013) teniendo como objetivo especifico proteger a
perpetuidad sitios representativos del habitat natural de la palma de cera

(Ceroxylon alpinum, y C. quindiuense) (Lotero-Echeverri et al., 2006).

Ademas de todos los usos que se le dan a la palma, Cocora tiene un gran
atractivo turistico gracias a la categoria de la palma de cera més alta del mundo y
que es el arbol nacional de Colombia, por lo cual acoge a miles de turistas
diariamente en las laderas del Valle. Mas recientemente el renombre que se le ha
dado a esta zona debido a la declaracion del Paisaje Cultural Cafetero (PCC)
como patrimonio de la humanidad (UNESCO, 2011) y en el cual lleva como parte
de su emblema la palma de cera, lo que le da un gran significado a la importancia
de esta en los paisajes del PCC. Aprovechando lo anterior y que es Cocora el
corazén de la region cafetera, es ideal pensar en el Santuario Nacional de Palma
de Cera y en el programa piloto de repoblamiento que contribuya a establecer
corredores que conecten los bosques remanentes en la matriz de potreros,
incrementando las areas de bosques y el nUmero de palmas (Bernal y Sanin,

2013). La estrategia mas importante es el repoblamiento de zonas donde la palma
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naturalmente crece, por lo tanto el material ideal para repoblacién seria el de los

viveros los cuales estan formados por individuos provenientes de esta zona.
3.3 Reintroduccion de individuos para la repoblacion de habitats naturales

Las especies silvestres estan bajo creciente amenaza, principalmente dado a los
cambios antropogénicos del ambiente (Ricketts et al., 2005; Thuiller, 2007). Por lo
anterior se han propuesto estrategias de conservacion in situ. EI mejor lugar para
para conservar la diversidad de plantas en las areas silvestres, donde un gran
namero de especies presentan poblaciones viables que pueden persistir en sus
habitats naturales con sus interacciones ecologicas asociadas (McNaughton,
1989; Godefroid, et al., 2011). Sin embargo, los hébitats degradados y alterados
han tomado mayor proporcion en los paisajes naturales (Vitt y Havens, 2004), lo
que lleva al incremento en las tasas de extincion de las plantas en estos habitats
(Havens et al., 2006).

La restauracién del habitat es una buena aproximacion en la conservacion que
permite a muchas poblaciones de plantas recuperarse sin la necesidad de
introducir propagalos (semillas o trasplantes) (Menges, 2008). Sin embargo, dada
la reduccién del habitat dificilmente las poblaciones puedan restaurarse de manera
espontanea y las plantas raras o endémicas en los sitios restaurados tenderan a
desaparecer en el tiempo (Thompson et al., 1997; Godefroid, et al., 2011). En este
caso la reintroduccion de especies nativas se ha convertido en una herramienta
importante en la conservacion de la flora silvestre para propdsitos de restauracion

y recuperacion de especies raras o endémicas (Godefroid et al., 2011).

El término reintroducciones se utilizé bajo lo definido por la UICN como la
incorporacion de un organismo a su habitat natural/historico la cual a su vez ha ido
desapareciendo (UICN, 1987). El propdsito biolégico de la reintroducciones es
establecer o aumentar las poblaciones existentes con el fin de incrementar las
perspectivas de supervivencia de las especies (Pavlik, 1996; Van-Groenendael et
al., 1998; Luijten et al.,, 2002). Aunque las reintroducciones estan bien definidas

por la UICN, las implicaciones genéticas no son del todo claras. Weeks et al.,
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(2011) introducen el término captura genética en cuanto a las reintroducciones. Es
decir, se trabajan reintroducciones genéticas las cuales tienen como objetivo

incrementar/mantener la variacién genética.

Una alta diversidad genética permite que las especies puedan soportar un
ambiente poco predecible y heterogéneo (Sanchez y Retuerto, 2007) y puede
permitir una adaptacion a condiciones locales o cambiantes (Mckay et al., 2005).
No obstante, la diversidad genética del material vegetal usado para procesos de
restauracion es en muchas ocasiones limitada, ya que las semillas se recolectan
de una reducida poblacién de progenitores (Gonzalez et al., 2013). Por lo tanto,
desde la parte aplicativa, es vital mantener una alta diversidad genética (e.g
recoleccion de plantulas o semillas provenientes de distintos progenitores) para los

procesos de restauracion (Vander Mijnsbrugge et al., 2010).

Pese a lo anterior, es importante tener en cuenta que las reintroducciones mal
encaminadas pueden desenvolver efectos fundadores inadvertidos que pueden
resultar en cuellos de botella severos (Hufford y Mazer, 2003). Lo anterior es
particularmente relevante si las poblaciones donantes que seran introducidas
estan bajo condiciones de cuello de botella, dado porque solo se muestrearon
porciones de la poblacién original, o porque solo algunas pocas plantas estan
contribuyendo para formar las poblaciones donantes (Robichaux et al., 1997;
Krauss et al., 2002). La situacion ideal es cuando la poblacién a introducir contiene
(y retiene) niveles de variacion genética similar a la poblacion silvestre (Mengues,
2008).

Los genotipos no locales tienden a no adaptarse bien a las condiciones
ambientales locales lo que puede resultar en un bajo fitness. Para las plantas de
largos ciclos de vida como Ceroxylon los problemas de la reintroduccién solo
pueden evidenciarse afios después del establecimiento de los individuos
introducidos (Vander Mijnsbrugge et al.,, 2010). Por lo cual, la hibridacién
intraespecifica en procesos de repoblamiento, es decir la mezcla entre genotipos
locales e introducidos, puede resultar en depresion exogamica, i.e. reducido

fitness en las generaciones siguientes ya que no hay genotipos adaptados a el
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ambiente local (Hufford y Mazer, 2003; Edmands, 2007; Vander Mijnsbrugge et al.,
2010). Dado lo anterior, es de vital importancia que los individuos que seran
introducidos a las poblaciones silvestres para los procesos de repoblamiento
provengan de las mismas poblaciones, ya que el uso de individuos foraneos para
las préacticas de repoblamiento pueden alterar la diversidad genética y la estructura

poblacional de la poblacion silvestre (Aavik et al., 2012).

En el escenario critico en el que se encuentra la poblacion del Valle de Cocora, ya
gue es de las mas pequefias en el pais (Bernal y Sanin, 2013; Galeano et al.,
2015.), es necesario que el programa de repoblamiento involucre a su vez la
creacién de viveros donde se germinen las semillas producidas por los adultos del
valle, el cuidado de las plantulas hasta que alcancen una edad de siembra con alta
probabilidad de supervivencia en las condiciones de potrero, la siembra de las
palmas jévenes en los sitios que se protegeran del valle y la proteccion de las
palmas en el valle a largo plazo (Sanin et al., 2013; Galeano et al., 2015). Sin
embargo, a pesar de las condiciones de Cocora, el objetivo con el programa de
repoblamiento es mantener el acervo genético de la poblacion silvestre, ya que, es
una de las poblaciones con mayor diversidad genética (Sanin, 2013a), por lo cual
no se pretende alterar el acervo genético que ya estd adaptado a las condiciones
del ambiente del Valle de Cocora.

3.4 Regeneraciéon de los bosques naturales de palma de cera

La regeneracion es mucho mas factible y rapida en poblaciones ex situ (como
viveros) que en poblaciones silvestres, en especial para especies que afrontan
pérdida de habitat y dificil establecimiento en el ecosistema por factores antrépicos
(Miao et al., 2015). Cocora es una poblacién que sobrevive en potreros y que esta
compuesta exclusivamente de adultos debido a la falta de regeneracion de los
palmares (Bernal y Sanin, 2013). TratAndose de una especie que demora 12 afios
en alcanzar un tamafio que le permita sobrevivir a condiciones de estrés, que
puede tardar hasta 57 afios para empezar a producir tallo y 83 afios para empezar
a reproducirse (Vergara-Chaparro, 2002; Sanin et al., 2013), es de gran relevancia

la articulacion de viveros para mantener a los juveniles en las etapas mas fragiles
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del ciclo de vida, para su posterior introduccion a los habitats naturales. Existen
casos de restauracion de poblaciones de plantas silvestres utilizando individuos
provenientes de viveros no oficiales (Piry et al., 1999; Yokogawa et al., 2013). En
funcion de las necesidades de conservacion, cada vez es mas frecuente que los
técnicos e investigadores de los centros de conservacion ex situ participen
activamente en el disefo, desarrollo y ejecucién de programas de conservacion in
situ, destinados a que todas las acciones de conservacion permitan la
preservacion de plantas silvestres en sus biotopos y hébitats naturales (Fahrig,
2003).

Por lo cual, los viveros actuales del departamento, en especial el del Jardin
Botanico del Quindio (Jardin, de ahora en adelante), pueden apoyar la primera
fase de establecimiento de los individuos juveniles, ya que actualmente cuenta con
aproximadamente 60 palmas entre los 10 y 12 afios de edad que estan entre 2y 3
metros de altura (juveniles). Estos individuos tienen mayor probabilidad de
sobrevivir dado la baja mortalidad que se presenta en esta edad (Sanin et al.,
2013), lo que hace una etapa ideal para la reintroduccion a las poblaciones

silvestres y continuar con las estrategias de conservacion a nivel in situ.

La iniciativa de repoblar los paisajes del Cocora debe ser manejada con cautela,
ya que, sin los estudios adecuados se puede ver afectado el acervo genético de la
poblacion. Aun asi, las estrategias de manejo sin los estudios pertinentes ni la
planeacién adecuada pueden llevar a la poblacién a deriva génica después de la
introduccién de los individuos provenientes de las poblaciones ex situ (El-Lakany,
2004; Asmussen-Lange et al., 2011; Yokogawa et al., 2013). Varios estudios
demuestran que las estrategias no planificadas de coleccién de semillas para la
formacion de viveros y su posterior reintroduccion a las poblaciones silvestres
pueden causar pérdida alélica y eventos de cuellos de botella (Dolan et al., 2008).
Para que esto no ocurra se debe tener claridad en cuanto a las caracteristicas
genéticas de los individuos que se van a introducir para no afectar el acervo

génico de la poblacién.

3.5 Importancia del uso de marcadores moleculares microsatélites

29



Un marcador molecular es una secuencia de ADN que es facilmente detectable y
cuya herencia puede ser monitoreada, representan diferencias genéticas entre
individuos o especies y revelan sitios de variacion en el ADN. Los usos de los
marcadores moleculares estan basados en la ocurrencia natural de polimorfismos
en el ADN, el cual se define como la ocurrencia simultdanea de un caracter en la
misma poblacion de dos variantes discontinuas o genotipos (Jones et al., 1997;
Collard et al., 2005; Kumar et al., 2009). Los microsatélites (SSR por sus siglas en
inglés) son generados por diferentes tipos de mutaciones en el ADN asi como
mutaciones por substitucion (puntuales), reordenamientos (inserciones o
deleciones) o errores en la replicacion del ADN en tandem (Connell, 1998). A high
through-put procedure for capturing microsatellites from complex plant
genomes. Plant Molecular Biology Reporter, 16(4), 341-349.) y se han usado en
muchos estudios de diversidad y relacién genética en varias especies de plantas
(Struss y Plieske, 1998; Udupa et al., 1999; Abe et al., 2003; Aranguren-Méndez et
al., 2005; Azofeifa-Delgado, 2006; Florez et al., 2008).

Dentro de sus ventajas se encuentra su alto contenido de informacién polimérfica,
ya que, la naturaleza hipervariable de los microsatélites produce gran cantidad de
variaciones alélicas aun entre grupos, variedades o poblaciones muy relacionadas
(Powell et al., 1996). Ademas son de herencia codominante y naturaleza
multialélica, (Powell et al., 1996) y estan distribuidos de manera aleatoria en el
genoma (Morgante et al., 2002). A medida que mas secuencias gendmicas estan
siendo identificadas en varias especies eucariotas, se vuelve mas evidente que los
SSR son realmente abundantes en la mayoria de las especies y que estan bien
distribuidos a lo largo de sus genomas (T6th et al., 2000; Varshney et al., 2005).

Dado lo anterior, también es importante resaltar el uso de microsatélites como
herramientas moleculares en trabajos de conservacion (e.g. Aranguren-Méndez et
al., 2005). Especialmente los datos de marcadores moleculares microsatelites han
sido utilizados en la mayoria de estudios sobre genética del paisaje y genética de

poblaciones (Storfer et al., 2007; 2010), ya que permite estimar los niveles de
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variabilidad genética dentro de las poblaciones y analizar las relaciones genéticas
existentes entre las mismas (Aranguren-Méndez et al., 2005). Ademas de mapeo
genético y fisico de genomas, para la identificacion y discriminacion de genotipos

(Ferreira y Grattapaglia, 1998; Alam y Islam, 2005).

Los loci microsatélites permiten una excelente resolucion de procesos recientes,
ademas de ser una poderosa herramienta para estudios genéticos por su elevado
grado de polimorfismo, su herencia mendeliana simple y su caracteristica
codominante, la facil medicién y andlisis, ademas de la confiabilidad del 100%
(Goldstein y Schlotterer, 1999). Los microsatélites permiten hacer analisis de
asignacion de un individuo a un probable grupo de origen, lo que permite analizar
estructuras intrapoblacionales (Roques et al., 1999; Beheregaray y Sunnucks,
2001; Knutsen et al., 2003) analisis de parentesco y analisis de paternidad
(Marshall et al., 1998; Worthington et al., 1999), y los analisis de estructura
poblacional (Herbers y Mouser, 1998; Toth et al., 2000; Steneck et al., 2002;
Simko, 2009).

Los microsatélites pueden ser utiles en estudios que soporten el disefio de
estrategias de conservacioén, como los analisis de diversidad genética y estructura
poblacional para el disefio de colecciones ex situ (i.e viveros) (Li-Q et al., 2005;
Musoli et al., 2006; Etishamul-haq et al., 2001;), Los marcadores se pueden utilizar
también en la identificacion molecular de la huella genética para fines de
identificacion clonal (Pérez De La Torre et al., 2005). Diversos estudios se han
realizado utilizando SSR en el género Ceroxylon como se menciond
anteriormente, dada su versatilidad se ha podido evaluar la estructura y diversidad
genética de varias especies del género.

Por todo lo anterior, para iniciar el programa de repoblamiento es importante
corroborar la procedencia de los individuos que se van a ingresar a la poblacion
silvestre del Valle de Cocora, sin embargo, en esta especie es imposible
reconocer la procedencia por caracteristicas morfoldgicas, especialmente en las

etapas juveniles. Por este motivo, Sanin et al., (2013) realizé pruebas genéticas
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preliminares con microsatélites nucleares en las cuales se establecié que algunas
de las palmas del Jardin provienen de la Cordillera Central. Sin embargo, es
indispensable evaluar mas individuos del Jardin para probar su concordancia
genética con los individuos de la poblacion del Valle de Cocora que fueron

evaluados por ella en los ultimos afios (Sanin et al., en prep.).

Al estudio se vinculan otros dos viveros, para poder obtener mas material para el
repoblamiento. En este caso se evalu6 también el vivero Milan el cual se
encuentra en la parte baja del Valle de Cocora y el vivero Roso, el cual se
encuentra en el municipio de Circasia. En vista de que se cuenta con un analisis
preliminar de las plantas del Jardin, que indica que potencialmente las plantas
provienen de la Cordillera Central. Se incorporaron otras dos poblaciones
silvestres, Toche y La Linea, las cuales se encuentran de igual manera en la
Cordillera Central en el departamento del Tolima, para evaluar potenciales sefiales
de mezcla entre los viveros y las poblaciones silvestres. Es importante aclarar que
el programa de repoblamiento estd planeado exclusivamente para el Valle de
Cocora, por lo cual, se espera que los individuos de los viveros tengan

concordancia genética con esta poblacion para poder reintroducirlos a esta zona.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Caracterizar genéticamente y evaluar la concordancia genética de los tres
viveros de Ceroxylon quindiuense con la poblacion del Valle de Cocora,
para determinar si son aptos para aumentar la poblacion local y Cuantificar
la diversidad genética de los viveros seleccionados para evaluar la
eficiencia en cuanto al rescate de la diversidad genética de las poblaciones

silvestres.

4.2 Objetivos especificos
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1. Evaluar la diversidad genética presente en los viveros de Roso, Milan y
Jardin.

2. Explorar la concordancia genética de los individuos de los viveros de Milan,
Roso y el Jardin con la poblacion silvestre del Valle de Cocora.

3. Comparar la diversidad genética y estructura poblacional de los tres viveros
evaluados con la de las poblaciones silvestres del Valle de Cocora en
Quindio y Toche y La Linea en Tolima.

4. Identificar los potenciales individuos de los viveros para iniciar el programa

de repoblamiento en el Valle de Cocora.

5. Materiales y Métodos
5.1 Poblaciones analizadas
5.1.1 Valle de Cocora (Quindio)

Esta zona esté situada en la vertiente occidental de la Cordillera Central, en la
cuenca alta del rio Quindio, en el municipio de Salento, a los 4° 38’ 15" N, 75° 29’
18” O, entre 2300 y 2900 m de elevacion. La zona con mayor cantidad de palmas
esta en las cuencas de las quebradas Céardenas y San José, desde el punto en
que estas confluyen para formar el rio Quindio. Es un area de unas 600 hectareas
(ha), de las cuales unas 360 ha corresponden a potreros; el resto esta formado por
pequefios fragmentos de bosque o areas de bosque mayores hacia las partes
altas de las montafas, en diverso estado de conservacion. El nimero de palmas
gue crecen en los potreros y en los bosques es aproximadamente el mismo, cerca
de 1000 individuos. Esta area es la mas famosa a nivel mundial como lugar para

conocer los palmares de Ceroxylon quindiuense, y se ha convertido en un foco de
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actividades turisticas que aumenta cada afio. (Bernal y Sanin, 2013; Galeano et
al., 2015).

5.1.2 Toche- La Ceja, Tolima

Esta regién alberga las poblaciones mas grandes de Ceroxylon quindiuense en
Colombia. Se encuentra en la vertiente oriental de la Cordillera Central, cerca del
corregimiento de Toche, vereda La Ceja en jurisdiccion de los municipios de
Ibagué y Cajamarca, 4° 30’ 45" - 4° 31’ 34" Ny 75° 30°29”- 75° 26’ 31” O, entre
2160 y 3000 m de altitud, en la cuenca del rio Toche. Esta &rea tiene una
extension de 4500 ha y comprende un mosaico de relictos de bosque con palma
gue presentan diversos grados de intervencion, de hasta 40 ha, en una matriz de
potreros en los que también sobreviven palmas. En los fragmentos de bosque se
encuentran, en general, palmas en todos los estados de desarrollo, aunque en
algunas areas que bordean el potrero o en los fragmentos mas pequefios hay muy
pocas plantulas y juveniles, debido al ingreso del ganado. En los potreros solo se
encuentran palmas adultas, que florecen y fructifican de manera regular pero no
dejan descendencia alli, pues las plantulas no sobreviven a la plena exposicion y

al pastoreo (Galeano et al., 2015).
5.1.3 Lalinea

Estos palmares se encuentran sobre la Cordillera Central de Colombia, en la parte
occidental de Cajamarca, Tolima, en el paso de La Linea 75°35'37.77"W;
4°30’47.55”N; a una altitud entre los 2500 y los 2700 metros. Esta zona también
muestra patrones de perturbacion y deforestacion parcial, inmersa en una matriz
de potreros, pero rodeada aun por zonas de bosque. La deforestacion en Linea
fue total, sin embargo en los ultimos 45 afios las palmas han resistido la
deforestacion y se han convertido en adultos por medio de mecanismos de
resiliencia por roseta, las cuales han sobrevivido y hoy forman las palmas adultas.
Sin embargo, la matriz en la que estan inmersas no permite que la regeneracion

se dé a cabo (Sanin et a., 2013).
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5.2 Viveros analizados
5.2.1 Vivero Jardin Botanico del Quindio

El Jardin Botanico del Quindio ha empezado con programas de recopilacion y
mantenimiento de las especies de palmas de Colombia, con el fin de aportar a los
proyectos de conservacion y educacion ambiental. Actualmente el Jardin Botanico
cuenta con 180 palmas de cera del Quindio, entre dos y tres metros de altura y
cerca de doce afios de edad, las cuales se encuentran en un estado de desarrollo
resistente a las condiciones adversas del ambiente, ya que presentan una baja
mortalidad y pueden ser reintroducidas facilmente en la zona de Cocora (Sanin et
al. 2013).

5.2.2 Vivero Milan, Salento, Quindio

Este vivero esta situado en la entrada al Valle de Cocora, y es reconocido por la
labor que se realiza para la preservacion de la palma de cera. Los individuos que
se encuentran alli son plantulas aproximadamente de 0.5m extraidas de las zonas
de potrero de las laderas de Cocora para evitar que sean comidas por el ganado.

Se cuenta con un aproximadamente 20 plantulas de C. quindiuense.
5.2.3 Vivero Roso, Circasia, Quindio

Este vivero esta situado en las afueras del Municipio de Circasia y al igual que el
anterior, también es reconocido por el trabajo de conservacion de palmas a cargo
de su propietario por mas de 10 afios. La palmas C. quindiuense que alli se
encuentran son producto de semillas decomisadas por la Corporacion autonoma
Regional del Quindio. Hay un total de 16 individuos con aproximadamente 12
afos de edad, y entre los 4 y 5 metros de altura. Las condiciones de germinacion

son manejadas por el propietario.
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5.3 Seleccion del material vegetal

Se recolectdé material de una pina de la hoja joven de las plantas de tres viveros
provenientes del Jardin Botanico del Quindio-Calarca (30 individuos), Roso-
Circasia (16 individuos), Milan-Salento (11 individuos). lgualmente se colectd
material de dos poblaciones silvestres del departamento del Tolima, Toche,
hacienda Las Cruces y vereda La Ceja (26 individuos), La Linea, vereda
Pedregales y hacienda La Cabafiita (29 individuos). Para la poblacion del Valle de
Cocora se trabajo con los datos evaluados previamente por Sanin (2013a) (30

individuos).

El material vegetal se almacend en sobres de papel inmersos en bolsas
herméticas Sellopack llenas de silica gel, para acelerar la deshidratacion de los
tejidos previo a la extraccion de ADN. Los analisis moleculares se desarrollaron en
el laboratorio de genética molecular y cultivo de tejidos de la unidad de

biotecnologia del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).
5.4 Andlisis de marcadores moleculares microsatélites
5.4.1 Extraccién de ADN

Se utilizé aproximadamente 1gr de tejido de la hoja, el ADN fue extraido utilizando
el kit Qiagen DNeasy Plant Mini (Qiagen,Ltd.) Siguiendo las instrucciones de
manufactura. La visualizacién del ADN se realizdé con una mezcla de 5ul ADN, 4ul
de Blue Juice y 7 de agua en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con el colorante
Sybr® Safe de Invitrogen. Las concentraciones fueron estandarizadas utilizando
NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3. Para la mayoria de las muestras se
obtuvieron ADN de buena calidad y altas concentraciones. Las diluciones se

realizaron a una concentracion de 5ng/ul en 50ul y fueron almacenados a -20°C.

5.4.2 Seleccion y evaluacion de marcadores microsatélites
Se evaluaron diez loci microsatélites descritos originalmente por Gaitan (2003)
para Ceroxylon alpinum y C. sasaimae, y posteriormente transferidos a C.

quindiuense Sanin et al., (in prep.) (Tabla S1).

36



5.4.3 Amplificacién de los marcadores microsatélites

Para cada reaccién de amplificacion por PCR se usaron 25ul de volumen final,
consistente en: 5ul de ADN (5ng/ul), 12,5 pl de GoTag® Green Master Mix de
Promega Ltd, 1 pl de cebador L-R y 5,5 ul de agua libre de nucleasas de Promega
Ltd. El ADN y el GoTag® Green Master Mix se mantuvieron siempre en hielo
cuando estaban fuera del refrigerador para evitar la degradacion a temperatura
ambiente. Las amplificaciones se llevaron a cabo en los termocicladores PTC-
100TM usando el siguiente programa: 94°C (4 min), [94°C (15 s), temperatura de
anillamiento °C (15 s), 72°C (5 min)] por 35 ciclos, 72°C (5 min), 10°C («~). La
visualizacion se realiz6 en geles de agarosa al 3% (5ul mix pcr + 2ul agua) y
posteriormente se probaron en geles de poliacrilamida 4% (29:1
acrilamida:bisacrilamida, 5M Urea y TBE 10X); el producto de pcr se diluyo en
agua (1:1) para obtener una mejor calidad de visualizacion de las bandas dado
que las muestras se trabajaron con la Gotaq®. Se corrid en el gel con el buffer de
cargar 2X compuesto de formamida desionizada 95%, EDTA 0,5M (pH 8.0)g azul
de bromofenol 0,03% y Xilencianol 0,05%; las muestras se desnaturaron a 95°C
durante 2 minutos antes de servirse en el gel. Para mejor separacion de los alelos,
se dejaron calentar las camaras de electroforesis Thermo Scientific OWL S3S a
55°C, para determinar el tamafio de los alelos se utilizé el marcador 10bp DNA
ladder de Invitrogen. La lectura de las bandas fue realizada de manera

independiente por dos investigadores para disminuir el sesgo de lectura.

5.5 Analisis de datos

Para evaluar la diversidad genética y las categorias asociadas a la diversidad
(numero de alelos, nimero efectivo de alelos, contenido de informacion polimorfico
(PIC), heterocigosidad esperada y observada, frecuencias alélicas) entre viveros y
la poblacion silvestre del Valle de Cocora, dado que en principio es la poblacion

referencia para evaluar concordancia genética para el programa de repoblamiento.
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El andlisis de las distancias genéticas, de la estructura poblacional, y los analisis
multivariados se utilizaron para evaluar la concordancia genética entre los viveros
y la poblacién silvestre de Cocora. La inclusion de las otras dos poblaciones
silvestres (Toche y La Linea) se realiz6 como control genético para evaluar
potenciales sefiales de mezcla de los viveros en caso que existieran con estas

poblaciones.

5.5.1 Diversidad genética de la poblacién del Valle de Cocoray los viveros

Estimaciones de diversidad molecular, equilibrio Hardy-Weinberg (EHW),
deficiencia de heterocigotos (Hdef) y el test de desequilibrio de ligamiento fueron
hechos en GENEPOPv 4.2 (Raymond y Rousset, 1995; Rousset, 2008), el cual
emplea un método de cadenas markovianas, con 5000 iteraciones siguiendo el
algoritmo de Guo y Thompson (1992). Los indices de diversidad molecular
estandar fueron estimados en ARLEQUIN v 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005)
incluyendo el numero de alelos, el rango alélico y la heterocigosidad observada y
esperada, Ho y He respectivamente. Se calcul6 el contenido de informacién
polimérfico segun Botstein et al., (1980), usando la plataforma en linea de Nagy et
al., (2012). También se calcularon las frecuencias de alelos y nimero de alelos
privados (presentes solo en un grupo) por poblacion y por locus en el software
GenAlEx v.6.41 (Peakall y Smouse, 2006).

5.5.2 Estructura genética poblacional y andlisis de cercania entre
poblaciones e individuos

La divergencia genética entre poblaciones se estimd calculando la aproximacién
clasica del Fst (Weir y Cockerham, 1984) y la modificacion de Nei para alelos
multiples Gst (Nei, 1973). Aunque el Fst ha sido usado ampliamente como una
medida de estructura poblacional, ha sido criticado recientemente debido a su
dependencia de la heterocigosidad intrapoblacional (Jost, 2009; Meirmans y
Hedrick, 2011). Por lo tanto, la diferenciaciébn poblacional se estimo también

usando el estadistico Dest, el cual refleja de manera mas precisa la diferenciacion
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genética entre poblaciones debido a que incluye una particion multiplicativa de la
diversidad, basado mas en el nimero de alelos que en la heterocigosidad
esperada (Jost, 2008). El Fst se calculo en GENEPOPv 4.2 y para el célculo del
Dest y el Gst se utilizé el paquete DEMEtics de R (Gerlach et al., 2010), con un
método de bootstrap de 1000 repeticiones para estimar el nivel de significancia
(Manly, 2006).

Para analizar la relacion genética entre viveros y las poblaciones silvestres, se
realizaron dos tipos de andlisis de agrupamiento. Primero se realizd un Analisis
Discriminante de Componentes principales (DAPC) en la libreria Adegenet v.1.4-2
del software R, conservando 10 componentes principales y 3 funciones
discriminantes. EI DAPC es un analisis multivariante que permite identificar y
describir grupos de individuos genéticamente relacionados (Jombart et al., 2010).
En primera instancia los datos se transforman a componentes no correlacionados,
reteniendo la mayoria de informaciébn genética a través del Andlisis de
Componentes Principales (PCA), posteriormente estos componentes se someten
a un Analisis Discriminante (DA), el cual minimiza la varianza genética dentro de
las poblaciones mientras que maximiza la variacion entre poblaciones, aportando
mayor resolucién a los grupos genéticos predefinidos en el PCA. Este método es
igual de sensible a los programas basados en agrupamientos bayesianos, con la
ventaja que no asume EHW o desequilibrio de ligamiento (Jombart et al., 2010).

Este método es muy versatil dado que se ha encontrado que la mayoria de las
poblaciones de Ceroxylon se desvian del equilibrio (Sanin, 2013a). En segundo
lugar, se calcularon las distancias genéticas para las poblaciones y viveros
evaluados usando la distancia propuesta por Nei, (1972), el cual se basa en la
identidad de los genes entre las poblaciones. Se utilizé la funcion dist.genpop en la
libreria Adegenet 1.4-2. Para observar cercania genética entre todos los individuos
de los 6 grupos analizados se calcularon distancias genéticas basada en la
aproximacion propuesta por Kosman y Leonard, (2005), para alelos codominantes

con la libreria mmod v1.2.1. Posteriormente para la visualizacién de las matrices
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resultante se realizaron andlisis de conglomerados jerarquicos para observar

cercania entre estas y se graficaron con la ayuda de la libreria dendextend 0.17.5.

Se realiz6 un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) en el software ARLEQUIN
v 3.1. para evaluar la distribucién de la variacion genética en los tres niveles
jerarquicos: entre los grupos asignados (viveros y silvestres), entre las poblaciones

dentro de los grupos asignados y dentro de las poblaciones.

5.5.4 Analisis de parentesco

Para evaluar la relacion genética a nivel intrapoblacional se tuvo en cuenta el
estimador de Queller y Goodnight (1998). Se us6 una matriz con los tamafios
moleculares usando los 10 microsatélites en el paquete Demerelate de R
(Kraemer y Gerlach, 2013). El paquete se us6 para calcular los niveles observados
de hermanos completos y hermanos medios dentro de cada poblacién y vivero
evaluado utilizando el método de genotipo compartido (Mxy) (Blouin et al., 1996).
Este método no requiere conocimiento previo de las frecuencias de los alelos de la
poblacién y alcanza el nivel mas alto de precision cuando los niveles de
heterocigosidad son altos, como fue el caso de las poblaciones con los

microsatélites evaluados.

La funciéon Demerelate analiza los niveles de parentesco utilizando un modelo de
regresion logistica para calcular los umbrales entre hermanos completos y
hermanos medios. A continuacion, se crearon poblaciones aleatorias de
referencia especificas de un lugar, utilizando Unicamente los alelos presentes en el
sitio y el mismo namero de individuos. La prueba Chi cuadrado se usé para
comparar la poblacién al azar con las poblaciones empiricas con el fin de evaluar
si un sitio en particular contenia un exceso de individuos emparentados, para esto

se corrio la funcién con 1000 iteraciones y pares de individuos al azar.

5.5.4 Andlisis de correspondencias multiples
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Para identificar las asociaciones de mayor peso entre las modalidades de las
variables de acuerdo con el perfil molecular obtenido de los alelos de los
microsatélites, para los grupos genéticos definidos por el DAPC vy los individuos
colectados se realiz6 un andlisis de correspondencia mdultiple (ACM). En este
analisis también se incluyeron las tres poblaciones silvestres y los tres viveros con
el fin de determinar la distribucion en el espacio de cada grupo basado en las
caracteristicas genéticas. Para esto se evaluaron dos formas de agrupamiento,
primero tomando como categorias los alelos de los 10 loci en todos los grupos y
segundo se escogieron como categorias las 6 poblaciones evaluadas (3 viveros y
3 silvestres). Para el analisis se uso la libreria ade4 v.1.6-2 de R conservando los
5 primero componentes; para la visualizacion de los resultados se utilizaron las
librerias ggplot2 v.1.0. Para tener una mayor resolucion de las agrupaciones se
realizO una grafica de los individuos utilizando como variable secundaria la
pertenencia a una poblacion, mostrando asi de mejor manera los patrones de

agrupacion de los distintos grupos, utilizando la libreria ggplot2 v 1.0.

5.5.5 Identificacion de individuos potenciales para el programa de
repoblamiento.

Una vez obtenido los resultados de concordancia genética, los individuos con el
perfil genético similar al de la poblacion de Cocora se tomaron como material
potencial para el programa de repoblamiento. Las referencias de los individuos se
guardaron en una base de datos que se entregd a la CRQ responsable de dicho
programa para la conservaciéon de la especie, como parte del convenio con el

grupo de palmas de la Universidad Nacional de Colombia (Contrato 315).

6. RESULTADOS

6.2 Microsatélites, frecuencias alélicas y numero efectivo de alelos
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La informacion de todos los grupos evaluados esté en la Tabla 1. En este apartado
solo se evaluaron los tres viveros y la poblacion de Cocora, dado que es la

poblacién de interés para el programa de repoblamiento.

En los tres viveros (Jardin, Milan y Roso) y la poblacion silvestre del Valle de
Cocora, un total de 136 alelos fueron identificados en los 10 loci, en un total de 88
individuos. El rango de alelos por locus varié de 7 a 21, (en promedio 15). El
minimo namero de alelos en Cocora fue de 6 (loci Cal7 y Ca7), en el vivero del
Jardin fue de 2 (loci Ca20 y Ca7), en el vivero Milan fue de 2 (loci Ca30 y Ca7) y
para el vivero Roso fue 2 (Ca7 y Ca20) (Tabla 2). Los loci Cs30 y Cs3 presentaron
el mayor niumero de alelos observados (21 y 20 respectivamente), mientras que
los loci Ca30 y Ca7 presentaron el menor niumero de alelos observados (7) Los

indices de diversidad genética se resumen en la Tabla 4.

Tabla 1. Detalles de las poblaciones evaluadas. Tres viveros y tres poblaciones

silvestres de Ceroxylon quindiuense.

Regién Poblacién Cédigo Categoria Tamafio
poblacién muestra
Calarca-Quindio Jardin JB Vivero 30
Salento-Quindio Milan Mi Vivero 11
Circasia-Quindio Roso Ro Vivero 16
Cocora- Quindio Valle de Co Silvestre 31
Cocora
Toche-Tolima Toche To Silvestre 26
La Linea-Tolima La Linea Pe Silvestre 29
Total 143

Tabla 2. Longitud en pares de bases (pb) de alelos encontrados para cada locus

(recuadro superior) y frecuencia alélica FA (recuadro inferior).

Locus | Grupo|Alelos & FA . ) ) ) )
Cal |18 | 150] 151 cazs |18 124] 18] 135] 138] 142] a6
0,857| 0,143 0,052] 0,052 ] 0,448 0,034 0,259] 0,155
i 152 154 Mi 120] 126
0,500] 0,500 0,250] 0,750
Ro 154| 156| 158 160) 162| 164 Ro 120| 124 128| 130 132| 152| 158
0,063| 0,125(0,375| 0,063] 0,250,125 0,031] 0,031]0,250{ 0,188] 0,250/ 0,125 0,225
o 154] 156] 158| 160 164| 166] 168 o 4] 18] 130 132 134] 135] 138] 142)
0,067| 0,050{0,367] 0,083] 0,133 0,183] 0,117 0,032] 0,048[0,210{ 0,484 0,032] 0,048] 0,097( 0,048
Cal7 (1B 08| 120| 122| 124 126 Ca30 (1B 122| 126 130
0,083| 0,054|0,339] 0,423 0,089 0,946 | 0,018|0,036
Mi | 15| 130 1Y 42
0,550] 0,450 1,000
Ro | 122| 128| 156 158] 160] 164] 166 Ro | s 1761 173!




Para los 10 microsatélites las frecuencias alélicas no estuvieron igualmente
distribuidas, encontrando en Cocora y en los viveros alelos con frecuencias
superiores al 50% con respecto al resto de los alelos de los microsatélite (Tabla 3).
Para el locus Ca7 el alelo 114 se encontr6 en frecuencias superiores al 50% para
las cuatro poblaciones evaluadas, mientras que el alelos 122 del locus Ca30
compartido por Cocora y Jardin también tuvo unas frecuencias muy similares

superiores al 50%.

Tabla 3. Alelos con frecuencias superiores a 0.5 por cada locus en al menos uno
de los cuatro grupos evaluados: Jardin Botéanico (JB), Milan (Mi), Roso (Ro), y

Cocora (Co).

Alelos

Locus JB Mi Ro Co

Cal6é 150 152 0 0
154

Cal7 0 125 0 0
130

Cs24 186 0

Cs3 150 0

Cs5 190 204
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Ca25
Ca30
Cs30
Cav

Ca20

122

114
130
142
150

126
130

114
125
114
130

175

114
125
116
226

122
160
114

Tabla 4. Valores por locus analizados en cada poblacion: Numero de alelos (Na),

namero efectivo de alelos (Ne), heterocigocidad observada (Ho), heterocigosidad

esperada (He),

homocigosidad y heterocigosidad observados (X) promedio.

contenido de informacién polimérfico (PIC), porcentaje de

Locus Cal6 Cal?7 Cs24 Cs3 Csb Ca25 Ca30 Cs30 Ca7 Ca20 X
Jardin (JB)

Na 2 5 3 5 4 6 3 8 2 2 4

Ne 1.32 3.15 1.86 286 227 3.35 1.11 3.94 2.00 2.00 2.39
Ho 0 0.39 0.35 0.74 0.17 1.00 0.10 1.00 1.00 1.00 0.58
He 0.25 0.68 0.46 0.65 0.56 0.70 0.10 0.75 0.50 0.50 0.51
PIC 0.22 0.63 0.38 0.61 0.50 0.66 0.10 0.71 0.38 0.38 0.46
% H. Obs. 100 60.7 65.4 259 828 0 89.3 0 0 0 5/10*
% He.Obs. 0 39.3 34.6 741 17.2 100 10.7 100 100 100 5/10*
Milan (Mi)

Na 2 2 4 4 3 2 1 5 2 2 2.70
Ne 2.00 1.98 2.94 3.85 217 1.60 1.00 3.67 2.00 2.00 2.32
Ho 0 0.30 1.00 1.00 0.80 0.30 0 0.82 1.00 1.00 0.62
He 0.50 0.50 0.66 0.74 0.54 0.38 0 0.73 0.50 0.50 0.50
PIC 0.38 0.37 0.60 0.69 047 0.30 0 0.68 0.38 0.38 0.42
% H. Obs. 100 70 0 0 20 70 100 18 0 0 4/10*
% He.Obs. 0 30 100 100 80 30 0 81.8 100 100 6/10*
Roso (Ro)

Na 6 7 7 5 8 7 3 5 2 2 5.20
Ne 4.13 3.39 3.97 410 6.24 5.17 2.30 3.44 2.00 2.00 3.67
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Ho 0.38 0.94 1.00 1.00 0.75 1.00 0.25 1.00 1.00 1.00 0.83

He 0.76 0.71 0.75 0.76 0.84 0.81 0.56 0.71 0.50 0.50 0.69
PIC 0.72 0.66 0.72 0.72 0.82 0.78 0.50 0.66 0.38 0.38 0.63
% H. Obs. 62.5 6.3 0 0 25 0 75 0 0 0 2/10*
% He. Obs. 37.5 93.8 100 100 75 100 25 100 100 100 8/10*

Cocora (Co)

Na 7 5 11 15 11 8 2 10 6 11 8.60
Ne 4.69 3.27 6.30 9.38 6.91 3.37 1.07 2.20 244 6.40 4.60
Ho 0.43 0.27 0.71 0.63 0.61 0.45 0 0.52 0.81 0.28 0.47
He 0.79 0.69 0.84 0.89 0.86 0.70 0.06 0.55 0.59 0.84 0.68
PIC 0.76 0.63 0.82 0.88 0.84 0.68 0.06 0.53 0.53 0.83 0.66
% H. Obs. 56.7 73.3 29 36.7 38.7 54.8 100 48.39 194 724 5/10*
% He. Obs.  43.3 26.7 71 63.3 61.3 45.2 0 51.6 80.6 27.6 5/10*

*Numero de loci con heterocigosidad superior al 50% sobre namero total de loci
evaluados. Los valores mas altos para Na, Ne, He y PIC estan resaltados en

negrilla.

6.2 Diversidad genética: poblacion silvestre de Ceroxylon quindiuense (Valle

de Cocora) y viveros

Una diferenciacion genética sustancial fue observada entre los tres viveros y la
poblacion de Cocora. En total, siete pardmetros genéticos fueron analizados. La
heterocigosidad observada (Ho) varié entre 0.47 y 0.83, el mayor valor se encontré
en el vivero Roso y el menor valor se encontré en el vivero Jardin. La diversidad
genética (He) varié entre 0.50 a 0.69, siendo mayor en el vivero Roso y menor en

el vivero Milan.

En la poblacién silvestre, se obtuvo una proporcion alta de alelos privados
comparado con los viveros (37 versus 11, respectivamente), es decir, de alelos
gue no fueron recuperados en los viveros. La Figura 2 muestra un resumen
comparativo de los patrones de bandas entre los tres viveros y la poblacién de
Cocora. Los patrones de bandas fueron homogéneos con respecto al numero de
bandas, numero de bandas con frecuencia baja, y el nimero de alelos privados

(Fig. 2). En cuanto a los alelos privados las frecuencias variaron entre 0.1 y 0.6
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(Fig. 1). En el microsatélite Ca07 so6lo se encontraron alelos privados en Cocora, y

en Ca30 solo se encontraron alelos privados en el vivero del Jardin (Fig. 1).

El nimero efectivo de alelos (Ne), definido como el nimero requerido de alelos
con igual frecuencia alélica para predecir la heterocigosidad (Tabla 4) se hall6
para cada locus en cada poblacion evaluado. EI Ne mas alto en el Jardin fue 3.9
(Cs30), en Milan fue 3.8 (Cs03), en Roso fue 6.2 (Ca30) y en Cocora fue 9.4
(Cs03). El Ne mas bajo en Jardin fue 1.1 (Ca30), en Milan fue 1 (Ca30), en Roso
fue 2 (Ca20 y Ca07) y en Cocora fue 1.06 (Ca30) (Tabla 4). Se detectdé una
correlacion positiva significativa entre la diversidad genética y el nimero de alelos

por locus (Fig. 3).
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Figura 1. Frecuencia de alelos privados por loci para los viveros Jardin (JB), Milan

(Mi), Roso (Ro) y la poblacion del Valle de Cocora (Co).
6.3 Heterocigosidad y contenido de informacion polimaérfica (PIC)

El porcentaje de heterocigosidad observada fue mayor que el de homocigosidad
en Milan y Roso, mientras que en el Jardin y en la poblacion silvestre de Cocora el
porcentaje de homocigosidad y heterocigosidad fue igual (50%). Los loci con
menor porcentaje de heterocigosidad observada fueron el Cal6 en Jardin y Milan

y Ca30 en Roso y Cocora (Tabla 4).
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Los diez loci evaluados fueron polimorficos. El PIC promedio en el Jardin fue 0.46,
en Milan fue 0.424, en Roso fue 0.633 y en Cocora 0.66. Los valores PIC en cada
poblacién se separaron por rangos, para determinar el nivel de informacién
aportado por cada locus. Los valores menores a 0.25, se catalogaron como poco
informativos, valores entre 0.26 y 0.5 se catalogaron como medianamente
informativos y valores superiores a 0.5 se catalogaron como muy informativos.
Tomando todas las poblaciones evaluadas, el locus mas informativo fue el Cs03
(PIC=0.73), y el menos informativo fue el locus Ca30 (PIC=0.17). Para determinar
el porcentaje de informacion de los microsatélites, se tomé el nimero de loci con
valores superiores a 0.5 y se dividié por el total de los loci evaluados; 40% de los
loci evaluados aportaron gran informacién para el Jardin, en Milan fue el 30%, en
Roso fueron el 70% y en Cocora fueron el 90%. Los loci méas informativos en todas
la poblaciones fueron Cs30 y Cs03 (100%), y Ca25, Cs24 y Cal7 (75%) (Tabla 5).

Tabla 5. Contenido de informacion polimérfico PIC por loci, amarillo valores
superiores a 0.5; azul valores entre 0.5- 0.25; rojo valores inferiores a 0.25.

%
Informacion/

Locus Promedio | poblacién

Cal6 0.52 50

Calv 0.57 75

Cs24 0.63 75

Cs3 0.73 100

Cs5 0.66 50

Ca25 0.60 75

Ca30 0.17 0

Cs30 0.64 100

Ca7 0.41 25

Ca20 0.49 25
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Figura 2. Resumen de alelos en los 10 loci evaluados en los tres colecciones (JB-
Jardin, Mi- Milan, Ro- Roso0) y en la poblacion del Valle de Cocora (Co). Azul
namero de alelos privados, verde numero total de alelos, café claro numero alelos
con baja frecuencia (<5%). Una prueba de homogeneidad Chi-cuadrado entre las
colecciones y la poblacion no dio evidencia para refutar la hipotesis nula de que
las poblaciones son homogéneas con respecto a las tres categorias de alelos: p-
valor =0,213.
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Figura 3. Correlacién entre la Heterocigosidad esperada y el nUmero de alelos por
locus (R?=0.523 p<0.001)

6.4 Estructura genética poblacional entre viveros y poblaciones silvestres

En cuanto a estructura genética se compararon los tres viveros con tres de las
poblaciones silvestres, Cocora, Toche y La Linea. Todos los indices sugieren un
nivel significativo de diferenciacién. El valor global de Fst para las 6 poblaciones
fue de 0.30 (p<0.05). De igual forma el valor de diferenciacién genético global de
D de Jost (Dest) fue de 0.76 (p<0.001). El valor de Gst fue de 0.29 (p<0.001).
Dado que los principios de diferenciacién son similares entre el Fst y el Gst solo se
realizaron las comparaciones pareadas con el Gst y el Dest, los cuales también

aportaron evidencia significativa sobre los niveles de estructuracion (Tabla 6).

El Andlisis de Varianza Molecular AMOVA sugiere que el 67% (p<0,001) de la
variacion se explica por las diferencias significativas dentro de cada una de las 6

poblaciones evaluadas y el 35% (p<0,001) de la variacion es explicada por las
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diferencias entre las poblaciones dentro de los grupos establecidos (viveros vs

silvestres). El analisis no mostré variacion sustancial significativa entre los grupos,

por lo cual la variacion se presenta a nivel de poblacién no de grupos (Tabla 7). El

AMOVA mostré que las diferencias en las frecuencias alélicas entre poblaciones

fueron significativas en los 10 microsatélites analizados.

Tabla 6. indices de estructura genética. Gst debajo de la diagonal y Dest arriba de

la diagonal. Todos los valores fueron significativos p<0.001.

To Pe Co JB Mi Ro
To * 0,69 0,89 0,92 0,86 0,82
Pe 0,29 * 0,94 0,78 0,84 0,82
Co 0,32 0,34 * 0,61 0,79 0,55
JB 0,41 0,39 0,28 * 0,90 0,82
Mi 0,37 0,38 0,34 0,46 * 0,76
Ro 0,30 0,31 0,24 0,38 0,31 *

Tabla 7. Analisis de varianza molecular AMOVA para los 3 viveros y las 3

poblaciones silvestres de Ceroxylon quindiuense. Los niveles de significancia

fueron evaluados a través de 1000 permutaciones.

Estructura | Fuente Suma de | Componentes | Porcentaje | Estadistico F
de cuadrados de varianza de de probabilidad
variacio variacion
n

Jardin Entre 69.120 -0.09809 -2.11685 Fct = -0.02117

Milan grupos P=0.723

Roso Entre 304.194 1.63368 35.25780 Fst = 0.33141
poblacio p<0.001
nes
dentro
de los
grupos
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Cocora Dentro 842.963 3.09794 66.85905 Fsc =] ]
Toche de las 0.34527 o
LaLinea poblacio p<0.001
nes
Botanic garden
Milan
Roso
\‘ Cocora
L Toche
La Linea

L

e

Figura 4. Analisis discriminante de componentes principales DAPC con 6
agrupaciones (k-means). Perfil genético basado en 10 microsatélites, los 143
individuos colectados de 6 sitios diferentes (3 poblaciones silvestres y 3 viveros de
Ceroxylon quindiuense) claramente describen 6 agrupaciones genéticas con la
mayoria de individuos dentro del intervalo de confianza del 95% de asignacion
representado por las elipses. Cada punto representa un individuo y cada elipse

representa la agrupacion genética asignada para cada vivero y poblacién

El Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) también detecto
una clara separacion entre los seis grupos. Principalmente, las poblaciones

silvestres Cocora, Toche y La Linea estan bien estructuradas entre si. Esto, en
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comparacion con los viveros, en los que hay similitud entre el Jardin y Milan, que a

Su vez se asemejan a Cocora.

Para ambos andlisis DAPC y ACM el vivero del Jardin estd fuertemente
relacionada con la poblaciéon de Cocora, mientras que el vivero que mas se
diferencié fue el de Roso, donde en el DAPC se observé muy alejado del resto de
los grupos (Fig. 4). Se observé también que los loci Ca20, Cs30 y Ca30 son los
gue mas estan contribuyendo a la diferenciacion de las poblaciones, ya que son

los loci con mayor cantidad de alelos raros (frecuencia < 0.1) o alelos con alta

frecuencia (Fig. 5).
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Figura5. Representacion grafica de los alelos que contribuyen mayormente a la
diferenciacion de las agrupaciones basados en los resultados del DAPC.

Jardin (JB) Milan (Mi) Roso (Ro) Cocora (Co) Toche (To) La Linea (Pe)
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Figura 6. Representacion grafica de las probabilidades de pertenencia de cada
individuo en los diferentes grupos evaluados. Cada casilla indica la probabilidad de
pertenencia (rojo=1, blanco=0); Lineas amarillas representan probabilidades
intermedias. La linea azul representa la agrupacion previa prevista para el DAPC.
En el eje X, renglones de 1 al 30 individuos del Jardin, renglones del 31 al 41
individuos de Milan, renglones del 42 al 62 individuos de Roso, renglones del 63 al
94 individuos de Cocora, renglones del 95 al 121 individuos de Toche, renglones
del 122 al 143. Eje y, agrupaciones realizadas, columna 1 Jardin, columna 2 Milan,
columna 3 Cocora, columna 4 Toche y columna 5 La Linea.

6. 4. 1 Probabilidad de pertenencia

Con base a la matriz de funciones discriminantes se realiz6 una representacion
grafica para evaluar la pertenencia de cada individuo a los grupos asignados en el
DAPC (Fig. 4), las probabilidades de pertenencia se basaron en la retencion de las
funciones discriminantes. Se observd que la mayoria de los individuos en cada
grupo concuerda con los agrupamientos arrojados por el DAPC (Fig. 4). De igual
forma se observa que la probabilidad de que cada individuo pertenezca al grupo
asignado en el DAPC es de 1, a excepcién del individuo JB43 el cual se clasifica
en el grupo 2 (Milan) con una probabilidad alta, pero el DAPC lo posiciona en el
grupo 1 (Jardin). A pesar de la alta diferenciacion entre los individuos de los
distintos grupos, se observé mezcla en algunos individuos, como la mayoria de los
individuos de Milan que presentan una probabilidad baja de pertenencia (amarillo)
con el Jardin y también para el individuo Co299 de Cocora que se encuentra

ubicado con baja probabilidad en Milan y Jardin (Fig. 6).

La Figura 9 muestra la composicion genética de los individuos en cada grupo con
la funcion STRUCTURE-like. Se observa una alta estructuracion entre las 6
poblaciones evaluadas. Para las poblaciones silvestres la estructura genética
poblacional de C. quindiuense separa a los individuos de las poblaciones de

Toche, La Linea y Cocora. En comparacién con los viveros, Roso se encuentra
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completamente diferenciado de los otros grupos (silvestres y viveros) como se
observo en el DAPC; mientras que el Jardin y Milan hay una mayor relacion. Entre
los viveros y las poblaciones silvestres solo en Cocora se observa sefial de mezcla

con Milan y el Jardin, el resto de grupos se observan muy estructurados.

Bl Jardin Botdnico [ Roso Bl Toche
1 Mildn [ cocora Bl Lalinea

Figura 7. Representacion grafica de la composicion genética de todos los

individuos evaluados. Analisis de pertenencia a grupos para todos los individuos.
Cada linea representa un individuo y los colores representan a los grupos
genéticos, tales que la proporcion de color para cada individuo indica su

probabilidad de asignacion a la agrupacion genética.
6.5 Patrones genéticos

En el dendograma de similitud (Fig. 8) se evidencié una distancia genética
pequefia entre el grupo Jardin- Milan y el grupo Cocora-Toche; de igual forma,
estos clados estan separados por una distancia genética pequefia. La relacion
genética entre Toche y Cocora probablemente se deba a la cercania entre las
poblaciones, mientras que en el caso de los viveros la similitud este dada por la

procedencia de una misma poblacién inicial. Dado que se conoce que la
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procedencia de los individuos de Milan son de Cocora, hay un grado de certeza al
inferir que el vivero del Jardin tenga mayor probabilidad de provenir de palmas de
Cocora que de Toche o la Linea. Por otro lado, se obtiene que Roso esta mas
distante del resto de las poblaciones y viveros, por lo que no hay una relacion
clara de este vivero con las poblaciones silvestres evaluadas.

De igual forma, los analisis de conglomerados basados en las distancias de
Kosman y Leonard (2005) (Fig. 9) mostraron los mismo patrones de agrupamiento
gue en los conglomerados con distancias genéticas, basandose en la frecuencia
genotipica, mostrando que los individuos de Mildn estan mucho mas relacionados
con Cocora, lo que concuerda teniendo en cuenta la informacion a priori de
procedencia del vivero. De igual modo, el Jardin aunque se encuentra agrupado
en este caso con La Linea, no se encuentran muy distantes (en un rango de 0.001

a 0.002 unidades de distancia) de Cocora y Milan.

Cluster for six wax palm population

0.004

0003

Nei's distance

0002

0.001

}
}

Rose
LaLinza
8. garcen
filan
Cocora
Toche

-3
w
B
n

Figura 8. Agrupamiento jerarquico entre poblaciones usando distancias de Nei

(1973) (A) viveros, (S) poblaciones silvestres.
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Kosman and Leonard distance

Figura 9. Agrupamiento jerarquico entre poblaciones usando distancias genéticas

de Kosman y Leonard (2005) (A) viveros, (S) poblaciones silvestres.

6.5.1 Analisis de parentesco

Las relaciones de parentesco sugieren en general que los viveros evaluados
tienen niveles significativamente altos de hermanos completos, en el caso del
Jardin y Milan los valores superan el 50% de hermanos completos en la poblacion
(p<0.001). Sin embargo, en Roso la proporcion entre hermanos completos y
medios esta en igual proporcion. Por otro lado, Cocora presento un menor
porcentaje de hermanos completos respecto a los hermanos medios (5%,
p<0.001), seguido de Toche y la Linea (hermanos completos menor al 50%,
p<0.001) (Fig. 10). Se obtuvo una correlacion negativa entre la diversidad genética

y el porcentaje de hermanos completos (p<0.001) (Fig. 11).
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Figura 10. Andlisis de parentesco. Porcentaje de hermanos completos (azul) y

porcentaje de hermanos medios (rojo) por cada poblacion evaluada. Los valores

de parentesco fueron calculados usando 1000 aleatorizaciones por poblacion.

Todos los valores fueron significativos (p<0.001).

L

Rl= -0.87 p < 0.05

X

o

o ]

Porcentaje de hermanos completos

Figura 11. Correlacion entre el porcentaje de hermanos completos (eje x) y la

diversidad genética (H- eje y) en las poblaciones silvestres y en los viveros.

57



6.5.2 Analisis de correspondencia multiple

El primer eje explico el 76% de la varianza, y el segundo eje el 65%. En la Figura
14a la tendencia de agrupamiento no es muy clara, ya que, los alelos de los loci
evaluados se distribuyen ampliamente en el mapa lo que hace dificil relacionar la
cercania entre los viveros y cualquier poblacion silvestre, dado el alto porcentaje
de alelos compartidos (58,5%). Por otro lado, la Figura 12b muestra una
agrupacion mas definida. Se observa que los individuos de Cocora (amarillo)
tienen una gran cercania con los individuos del Jardin (rojo) y de Roso (azul
oscuro), de igual forma los individuos de Milan tienen a estar mas cercanos a el
Jardin y La Linea, mientras que la poblacién de Toche se encuentra bastante
alejado del resto de grupos. Sin embargo, se observa que la mayor diversidad
(basado en el numero de alelos) se encuentra en las poblaciones silvestres,
mientras que los viveros muestran un menor niumero de alelos en proporcion (Fig.
12a). En la gréfica de dispersién del ACM (Fig. 13) se puede apreciar mejor que la
poblacién de Toche esta muy diferenciada del resto de las poblaciones incluyendo
los viveros evaluados, mientras que La Linea tiende a estar mas cercana a los
otros grupos, sin embargo componen un grupo aparte. A pesar del bajo porcentaje
de inercia entre los ejes, se observa una segregacion clara de las poblaciones.
Los individuos del Jardin (JB) tienen una gran cercania con Cocora (Co), Milan
(Mi) y Roso (Ro).
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Figura 12. Andlisis de correspondencia multiple (A) Agrupaciones por alelos
compartidos (B) Agrupaciones por poblaciones evaluadas Cocora, Roso, Milan,
Jardin, Toche, La Linea.
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Figura 13. Grafico de dispersion usando al nombre de la poblacion como variable

secundaria para mostrar la separacion genética entre poblaciones. 1 eje: 5.48% de
inercia; 2 eje: 4.687% de inercia; 3 eje 4.597% de inercia; 4 eje: 4.093 % de

inercia; 5 eje: 3.699% de inercia; inercia total: 22.515.
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Figura 14. Cajas de frecuencias de los diferentes alelos de los 10 loci evaluados

en los tres viveros y las tres poblaciones silvestres.

7. DISCUSION

El conocimiento de las bases genéticas de las poblaciones y especies
amenazadas es un aspecto importante para la conservacion (Frankham et al.,
2002; Allendorf y Luikart, 2007). En este caso se compard la concordancia
genética de tres viveros del departamento de Quindio, corroborando Ila
procedencia de dichos viveros con la poblacion silvestre del Valle de Cocora.
Estos resultados constituyen un insumo fundamental, al establecer que los
individuos de C. quindiuense de los viveros del departamento del Quindio son

compatibles y aptos para introduccion en el Valle de Cocora.
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7.1 Concordancia genética

Los resultados obtenidos con el DAPC vy el analisis de asignacion basado en las
funciones discriminantes del mismo, mostraron resultados semejantes (Fig. 4 y 8).
El Jardin evidencia solapamiento con los individuos del Cocora y con los
individuos de Milan aunque con este ultimo en menor medida. La cercania entre
Milan y Cocora corrobora la similitud genética entre el la poblacion silvestre y el
vivero del cual se tiene conocimiento de que provienen de Cocora. De igual forma
la cercania de Milan con los individuos del Jardin permitieron inferir que muy
probablemente estos individuos también provengan de Cocora y no de
poblaciones cercanas como Toche y La Linea. De hecho, no se evidencio ninguna

sefal de mezcla con estas poblaciones (Fig. 7).

Asi mismo, la probabilidad de asignacion a los grupos mostré que las poblaciones
son unidades diferentes; en el caso de Toche, La Linea y el Vivero Roso, las
probabilidades de reasignacion son de 1, iguales a los agrupamientos hechos por
el DAPC. Sin embargo, en el caso de Cocora, Milan y el Jardin existen individuos
que muestran un cierto grado de mezcla entre ellos. Una posible explicacion para
la similaridad entre el Jardin y Milan se deba a que los individuos muestreados en
su mayoria son hermanos medios, mientras que en relacion a Cocora, los
individuos de los viveros puedan provenir de la zona pero no necesariamente son
parientes directos. Sin embargo, aunque no se pueda establecer una relacién
directa entre los parentales y la progenie, dado la falta de informacion de
procedencia de los individuos de los viveros, se puede establecer que existe un
alto grado de concordancia genética entre los viveros Milan y Jardin respecto a
Cocora, dadas las evidencias de mezcla resultado de las funciones de asignacion
(Fig. 6) y estructura (Fig. 7) del DAPC (Fig. 4).

En la funcion STRUCTURE-Like, no s6lo se mostrd la reduccion de la diversidad
genética dada la alta estructuracion de las poblaciones evaluadas, sino también
los cambios en la composicibn genética en los viveros comparada con las

poblaciones silvestres. Estos resultados pudieron ser causados por el reducido
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namero de individuos por vivero como es el caso de Milan y Roso. En el vivero del
Jardin, aunque el numero de individuos es casi igual al evaluado en las
poblaciones silvestres, la forma de colecta (gran porcentaje de hermanos
completos, ver analisis de parentesco Fig. 10) influyé en la reduccion de la
diversidad y la composicion genética del mismo (Li-Q et al., 2005; Liu et al., 2008;
Yokogawa et al., 2013).

En Mildn y el Jardin hay un mayor nimero de alelos con frecuencias superiores al
50% (Tabla 2), debido a que en el Jardin, aunque el numero efectivo no es
pequefio, el grado de parentesco entre los individuos genera una mayor
representatividad de ciertos alelos que de otros. Por otro lado, en Milan el nimero
pequefio de individuos genera que la probabilidad de encontrar los mismos alelos
en toda la poblacién sea mas alta que en viveros con un tamafio mas grande.
Situaciones similares de alta estructuracion y baja diversidad genética en
poblaciones silvestres y naturales asociadas al tamafio poblacional pequefio y a
estrategias de manejo poco adecuadas, se han evidenciado en otras especies
(Williams y Davis, 1996; Hollingsworth et al., 2005; Liu et al., 2008; Li-Y.Y. et al.,
2005; Yokogawa et al., 2013).

Por otra parte, el vivero Roso, la poblacion silvestre de Toche y La Linea no fueron
agrupados juntos en el DAPC, ni en las funciones discriminantes y STRUCTURE-
like (Fig.6 y 9). Estos resultados indican que no hay concordancia genética entre el
vivero Roso y ninguna de las poblaciones silvestres evaluadas, mientras que Milan
y el Jardin tienen una composicién genética que no es sustancialmente diferente
de la poblacion silvestre de Cocora, mientras si lo son de las otras dos

poblaciones silvestres de Toche y La Linea.

7.2 Patrones genéticos entre poblaciones silvestres y viveros

La conformacion de los viveros no reconocidos como Roso y Milan se ha limitado

a la obtencion de plantulas o la germinacion de semillas provenientes de unas

63



pocas palmas femeninas productivas y de facil acceso (obs. pers.), sin embargo,
esto hace que las colecciones no sean representativas de la poblacion fuente
(Helenurm y Parsons, 1997; Li-Y.Y et al.,, 2005) dado que se seleccionan solo
ciertos genotipos por lo cual se puede incurrir en un efecto fundador o de deriva.
Por tal razon, se puede inferir que los viveros evaluados tienen mayor similitud
solo con aquellos lugares de donde se obtuvieron, como fue el caso de Milan y el
Jardin respecto a Cocora, diferenciandose de los otros lugares. Situaciones
similares se evidencia en estudios realizados por Etisham-Ul-Haq et al., (2001) y
Li-Y.Y et al., (2005).

Los patrones de distancias genéticas de Nei entre los tres viveros y las tres
poblaciones silvestres mostraron que solo los viveros de Jardin y Milan forman
grupos hermanos con el grupo conformado por las poblaciones de Cocora y
Toche. Esto indica que posiblemente las plantulas o semillas recolectadas para la
conformacion de los viveros (Milan y Jardin) puede haber partido del grupo
hermano (Cocora y Toche). Esto también sugiere que ninguna poblacion silvestre
ha contribuido genéticamente a el vivero Roso dada la amplia distancia genética
observada. El material de este vivero corresponde a individuos provenientes de
poblaciones genéticamente distintas a las tres evaluadas. Resultados similares
fueron obtenidos con los andlisis de distancias de Kosman y Leonard (2005),
siendo Milan y Cocora el grupo hermano de la agrupacion Jardin y La Linea (Fig.
9). La relacién en distancias de cada individuo de cada grupo fue consistente con
los agrupamientos realizados con el DAPC y la funcion de asignacion (Fig.6). Del
mismo modo, la relacién entre los viveros Milan, Jardin y la poblacion silvestre
Cocora sigue siendo concordante en cuanto a la cercania genética en ambos

analisis realizados.

Los resultados combinados de los diferentes analisis estadisticos (Fst, Dest, Gst,
AMOVA) proporcionaron valores significativos de estructura. Todas las
comparaciones pareadas de diferenciacion genética usando Gst y Dest fueron

altamente significativas (Tabla 6).
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A pesar de que hay una concordancia genética, los valores de diferenciacion
genética son significativos. Esto puede explicarse de varias maneras. En primer
lugar, los muestreos desiguales de las poblaciones silvestres con distintos
genotipos pueden resultar en una composicion genotipica sesgada. La obtencién
de semillas o plantulas de unos pocos individuos en lugar de obtenerlos de
semillas o plantulas representativas de todo el acervo génico tiende a crear cuellos
de botella y efectos fundadores durante el establecimiento de las poblaciones ex
situ (Miller y Schaal, 2006; Burgarella et al., 2009; Guo et al., 2010; Miao et al.,
2015). Este sesgo conduce a divergencias genéticas marcadas y a posteriores
efectos negativos en el éxito de las poblaciones ex situ (Enlin et al., 2011; Miao
et al., 2015).

De igual forma, la seleccion artificial puede también disminuir la diversidad
genética de las poblaciones cultivadas (Tanksley y McCouch. 1997; Abbo et al.,
2003; Miao et al. 2015). Lo anterior también se puede evidenciar en el numero de
alelos privados para cada poblacion evaluada, donde por ejemplo en Cocora el
namero de alelos privados es mayor con respecto a los tres viveros, lo que indica
que varios de los alelos de la poblacién silvestre no estan siendo rescatados en
las colecciones (Fig. 4). La gran cantidad de alelos que no estan representados en
los viveros pueden contribuir a una variacion genética sustancial (66.8%) entre
todas las poblaciones (silvestres y colecciones) evaluadas (Fsc = 0.34527 p
<0.001) (Tabla 7). Ademas, el AMOVA muestra que dentro de los grupos
definidos como viveros y silvestres se presenta también una gran variacion
(35.2%) que fue estadisticamente significativa (Fst = 0.33141 p<0.001).

7.3 Poblaciones silvestres

Se encontré una alta significancia (<0.001) de la estructura genética en las
poblaciones silvestres, dado por los valores de estructuracion (Tabla 6) y por el
agrupamiento hecho con el DAPC (Fig. 4). Posiblemente lo anterior sea resultado
del aislamiento reproductivo entre las poblaciones, evidenciado también en la falta
de individuos que muestran mezcla en los andlisis de estructura (Fig. 8).

Resultados similares fueron reportados para la poblacion de Roncesvalles
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(Tolima) y Cocora (Quindio) que se encuentran igualmente en la Cordillera Central
(Sanin, 2013a). Tanto en las poblaciones evaluadas por Sanin como las dos
poblaciones evaluadas en este trabajo (Toche y La Linea), los patrones de alta
estructuracion son notorias, a pesar de la cercania geografica entre las

localidades.
7.4 Relaciones de parentesco

Los analisis de hermanos completos fueron comparados con los valores del
diversidad genética (He). Las poblaciones con mayor porcentaje de hermanos
completos (Milan y Jardin), presentaron valores de diversidad mas bajos, mientras
gue en las poblaciones con un menor porcentaje de hermanos completos el valor
de diversidad fue mayor (Fig. 7). Este resultado es de esperarse puesto que el
manejo y seleccion del material en los diferentes viveros conllevan a la pérdida de
diversidad y a una alta estructuracion genética (Willams y Davis, 1996;
Hollingsworth et al., 2005; Liu et al., 2008; Li-Y.Y. et al., 2005; Yokogawa et al.,
2013).

A pesar de que el Jardin presenta un nimero de individuos alto, los bajos valores
de He reflejan el hecho de que la mayoria de individuos tiene genotipos similares.
Aunque en general en los viveros los valores de diversidad no son
extremadamente bajos (inferiores a 0.4), los viveros (Jardin y Milan) sélo albergan
una parte de la diversidad de la poblacion silvestre de Cocora. En contraste, el
vivero Roso presenta la mayor diversidad genética entre las colecciones
evaluadas. Aunque el numero de muestra no es tan grande como el de Jardin, el
porcentaje de hermanos completos es menor, por lo cual se estima que la
diversidad excede la de los otros viveros evaluados. Las estrategias de manejo
gue ha tenido este vivero pueden ser un ejemplo para el establecimiento de otros

viveros de palma de cera.
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7.5 Asociacion por microsatélites

Generalmente los microsatélites permiten asociaciones de individuos
pertenecientes a una determinada regién geogréfica (Olsen y Schaal, 2001), lo
cual facilita la agrupacion de los individuos con cierto grado de relacion. En este
estudio, los resultados del ACM muestran una clara agrupacion entre Cocora,
Roso y Jardin (Fig. 12b). En el caso de Jardin, las agrupaciones son consistentes
con lo encontrado en el DAPC y en los dendogramas de distancias, dando mayor
peso a la relacion entre el vivero y la poblacion silvestre del Valle de Cocora,
resaltando a su vez la marcada lejania con las otras poblaciones silvestres (Toche
y La Linea). Aunque en el ACM muestra cercania de Roso a Cocora y el Jardin,
en los analisis anteriores se evidencia una marcada estructura, lo que hace dificil

Su asignacion a una poblacion silvestre.

Por otro lado, en el caso de Milan, aunque se conoce a priori que los individuos
provienen de Cocora, probablemente la distancia entre ambas obtenida en el ACM
pueda deberse al tamafio pequefio de la muestra del vivero. EI ACM también
muestra que la diversidad genética es baja en los viveros en comparacion con las
poblaciones silvestres, Este es el caso de Milan, el vivero con diversidad mas baja,
(Fig. 12a).

7.6 Conservacion de la diversidad genética en poblaciones ex situ y

efectividad de la repoblacién a partir de viveros

La gran cantidad de alelos privados en Cocora sugiere dos puntos relevantes para
la conservacion genética de la especie tanto en colecciones ex situ, como para el
enriquecimiento genético a partir del repoblamiento. En primer lugar, los viveros no
estan capturando toda la diversidad genética de la poblacion silvestre. Por otro
lado, los alelos privados encontrados en los viveros pueden ser evidencia de
alelos que se han perdido en la poblacion silvestre, dada los efectos de
endogamia o deriva, 0 que en los estudios genéticos anteriores de la poblacion
silvestre, esta no ha sido cabalmente muestreada, amplificando la diferenciacién

entre viveros y silvestres (Honjo et al., 2008; Miao et al., 2015).
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Una consideracién importante para la planificacion de colecciones ex situ es la
estructura poblacional, dado que la subdivisibn generada da lugar a alelos o
rasgos restringidos localmente que tiene un valor ecologico y de conservacion
(Hoban y Schlarbaum, 2014). Sin embargo, los protocolos comunes para las
colecciones ex situ no consideran la estructura poblacional, ni como afecta la
probabilidad esperada de captura de alelos y los efectos del parentesco en la
composicion de las colecciones (Hoban y Schlarbaum, 2014). Cuando existe un
amplio rango de estructura poblacional como es el caso de Cocora, Toche y La
Linea, la distribucion espacial de las poblaciones muestreadas es crucial, siendo
mucho mas eficientes los muestreos en zonas dispersas que abarcando muchos
individuos en una region limitada. Sin embargo, si el material de los viveros va a
ser usado en programas de repoblamiento, es necesario respetar la procedencia
del material y garantizar que no se mezclen procedencias en el campo para evitar

la contaminacién genética.

En temas de restauraciéon la contaminacion genética hace referencia a la
introduccidén de material genético inadaptado a las condiciones locales, por lo cual
es un problema en la restauracién especialmente para poblaciones pequefas y
aisladas (Huffor y Mazer, 2003; Rice y Emery, 2003). Por lo cual, es recomendable
el uso de material local de fuentes como viveros o germinacion in situ del cual se
tenga referencia de la procedencia; pero para esto también es vital tener un buen
conocimiento de la diversidad genética de las poblaciones (McKay et al., 2005)
Basados en los estudios Sanin et al., (en prep.) las poblaciones de la Cordillera
Central de Ceroxylon quindiuense, entre ellas la poblacion de Cocora, albergan la
mayor diversidad genética, sin embargo Cocora es la poblacién mas pequefia de
palma y que esta inmersa entre matrices de potreros que la separan de otras
poblaciones como Toche y Roncesvalles, por lo que a pesar de la gran diversidad
gue presenta actualmente, a medida que la poblacion disminuye la probabilidad de
endogamia aumenta mientras que la variacibn genética se pierde por deriva

génica.
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Sin embargo, un tema importante en la restauracion de poblaciones es el balance
entre evitar la endogamia mientras al mismo tiempo se previene la depresion por
exogamia. Esta puede ser la carga introducida o contaminaciéon genética
resultante del cruce entre poblaciones adaptadas a diferentes ambientes (Mckay
et al., 2005). Por lo cual es importante resaltar que si el objetivo no es aumentar la
diversidad genética, introducir genotipos que no sean locales puede llevar a una
sobrerepresentacion de la diversidad lo que conduce a que incremente la
proporcion de genotipos no adaptados, resultantes de la mezcla génica después
de la introduccion del material no local (Menges, 2008), es decir, que la depresién
exogamica lleva a que los cruces entre poblaciones ecoldgicamente divergentes
puedan resultar en expresar fenotipos intermedios que no son favorecidos
localmente (Mckay et al., 2005) . A pesar de los grandes esfuerzos que se
dediquen a la restauracion, Ignorar la adaptacion local podria impedir el éxito de la

restauracion y la viabilidad a largo plazo de las poblaciones (Templeton 1986).

La depresion por endogamia también puede resultar del rompimiento entre las
asociaciones de los loci o el desequilibrio de ligamiento entre los alelos de
diferentes loci (Fenster et al. 1997). Esto debido a que la expresion del fenotipo de
un alelo en particular dependera de los alelos de los otros loci (Whitlock et al.,
1995). Las interacciones de los loci en el genoma, por ejemplo en los casos de
epistasis, que produce un fenotipo integrado funcional, lo que se conoce como
complejo coadaptado de genes (Whitlock et al., 1995). Aun si dos poblaciones son
similares fenotipicamente y experimentan presiones de seleccion similares, cruces
entre estas poblaciones puede producir hibridos no aptos dado el rompimiento del

complejo de estos genes (Fenster y Galloway, 2000; Mckay et al., 2005)

La conservacion de la diversidad genética es de gran relevancia en temas de
conservacion (Mckay et al., 2005) En el caso del Valle de Cocora, basado en las
caracteristicas genéticas y el conocimiento previo de la gran diversidad genética
que alli se alberga (Sanin et al., en prep.), la relevancia es la conservacion del
acervo genético actual que durante largo tiempo se ha adaptado a las condiciones

de la zona. La concordancia encontrada entre los viveros del Jardin y Milan con el
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perfil genético la poblacion de Cocora es recomendable para usarlo como material
en el proceso de repoblamiento. Igualmente es importante resaltar la necesidad de
establecer y fortalecer viveros o bancos de semillas locales para utilizarlos como
material de reintroduccion, pero teniendo en cuenta el objetivo de dichas
colecciones de reflejar la diversidad genética silvestre.

8. CONCLUSIONES

Los individuos pertenecientes a los viveros del Jardin y Milan son aptos para ser
sembrados en el Valle de Cocora, ya que constituyen parte del acervo genético de
la poblacion silvestre de la zona. Sin embargo, a pesar de que el material de los
viveros es compatible con el material de la poblacion silvestre, este no recuperaria
toda la diversidad genética encontrada en la poblacion silvestre, por lo que es
necesario hacer una mejor cobertura de ésta en las colecciones vivas a través del

cultivo de semillas obtenidas de areas en la Cordillera Central.

El objetivo de los viveros debe enfocarse en mantener la especie hasta poder
reintegrar a los individuos a las poblaciones silvestres, dada la longevidad o largos
ciclos de vida de C. quindiuense, el éxito de los viveros radica en el mantenimiento
de la diversidad genética de la especie, para a largo plazo poder introducirlas. Es
por ello que es fundamental que las poblaciones liberadas alberguen suficiente
variabilidad genética para proporcionar flexibilidad de adaptaciéon en un futuro
incierto pero que esta variabilidad no sea muy diferente de la poblacion silvestre
para no llegar a alterar el acervo genético. Este objetivo no es inverosimil; los
viveros hoy, aunque sin una estrategia de manejo adecuada, albergan una
diversidad genética importante. Es s6lo de esperarse que con las practicas
adecuadas de recoleccion de germoplasma y mantenimiento de las colecciones,

esta diversidad aumente.

Las poblaciones silvestres de C. quindiuense de la Cordillera Central tienen una

diversidad genética alta que permite aun el establecimiento de programas de
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repoblamiento potencialmente exitosos. Estas poblaciones exhiben una
estructuracion genética importante, por lo que debe procurarse la conservacion de
cada unidad que representa un acervo genético independiente. Las colecciones
vivas deben asumir la conservaciéon de cada una de las poblaciones silvestres

presentes hoy sobre la Ecorregion Eje Cafetero.

La presencia de muchos individuos que sean hermanos completos en los viveros
ocasiona que no se abarque toda la diversidad de la poblacion silvestre, ya que se
estd representando la misma informacion genética en los hermanos, esto
evidenciado en la gran cantidad de alelos privados en la poblacion silvestre del
Valle de Cocora con respecto a los viveros Mildn y Jardin. Por lo cual, el
establecimiento de los viveros debe procurarse por colectar individuos poco
emparentados para abarcar la mayor virabilidad genética de las poblaciones

silvestres.

9. IMPACTO ESPERADO

Se pretende que los resultados de la presente tesis sobre la diversidad de los
viveros de palma de cera (C. quinduense) sean utilizados para mejorar la eficacia
de las estrategias de conservacion planteadas, en cuanto la creacion de viveros,
buscando que estos contengan una diversidad genética representativa de las
poblaciones silvestres, en este caso el Valle de Cocora. Ademas fortalecer las
estrategias de conservacion in situ para la recuperacion de la especie en Cocora y

garantizar la repoblaciéon con material que contribuya al acervo genético natural.

De igual forma, darle importancia a la labor de reproduccién y cuidado de la palma
de cera adelantado por el Jardin y el reconocimiento a la labor de viveros no
reconocidos como Milan y Roso, iniciativas de ciudadanos comunes preocupados
por la conservacion de la palma. Lo que aporta a la incursion de la comunidad en
el cuidado de la especie y en la preservacion de la misma en las poblaciones

silvestres. Ademas, generar informacion que ayude a mejorar las estrategias de
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conservacion que podrian ser implementadas en los viveros, y las cuales podrian
convertirse en una potencial herramienta econOmica y social incentivando y
vinculando a la comunidad a la creacion de viveros que apoyen los programas de

conservacion de palma.

10.RECOMENDACIONES

Se sugiere establecer protocolos de siembra de esta especie en los viveros
regionales. En estas colecciones, un aspecto fundamental debe ser el
conocimiento de la procedencia y el método de extraccion del material vegetal
para sembrar. Asi, debe optimizarse los protocolos para evitar no solamente la
disminucién del impacto sobre las poblaciones silvestres, sino la conservacion de
la diversidad genética en las colecciones vivas y el enriqguecimiento genético que
se hace en los programas de repoblamiento y regeneracion de poblaciones

silvestres.

Se recomienda que los programas de siembra incorporen el conocimiento que se
tiene sobre la diversidad genética de las poblaciones silvestres de C. quindiuense
para que en las colecciones vivas se haga una cobertura efectiva de la diversidad
genética que se presenta en las poblaciones naturales. En el momento las
plantulas encontradas en los viveros tienen hermandad mayor que la encontrada
en las poblaciones naturales, lo que sugiere que se estan tomando al bulto

semillas de una misma progenitora.

Se hace énfasis en la conservacion in situ y en la reintroduccion de los individuos
de poblaciones ex situ a las poblaciones silvestres como herramienta de
conservacion (Miao et al., 2015). Por lo tanto, a la hora de crear colecciones o
viveros, los individuos con alelos en comun deberian ser preservados en los
viveros, dado que es imposible predecir cuales alelos se mantendran o adaptaran
a los cambios ambientales en el futuro y también para maximizar la representacion

genética de la poblacién original (Namoff et al., 2010; Miao et al., 2015).
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Por dltimo, aunque el programa de repoblamiento y conservacién del Arbol
Nacional debe asumirse a nivel regional, los resultados de este trabajo refuerzan
la recomendacion de respetar el acervo genético a nivel local. Esto quiere decir
que debe efectuarse un repoblamiento especifico para cada poblacion, con
material extraido localmente. Si en una localidad ya se extinguieron localmente las
palmas de cera, debe procurarse obtener el material de repoblamiento a partir de
la poblacion mas cercana. También es importante que se haga un seguimiento de
las poblaciones para monitorear la viabilidad de las mismas y que esto esté bajo la
supervisién de los expertos en la especie, ya que sus experiencias y aportes en
campo son vitales para la toma de decisiones acertadas para la conservacion de

la misma.
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12.ANEXO
11.1Datos microsatélites y geles

Tabla Al. Cebadores usados para los analisis, secuencia y temperatura de
hibridacién de los 10 microsatélites.
Primer L 5°- 3° Primer R5- 3° Motivo

Ca07 TCTCCCACCACTTGTTGACCA CAAGGTCCAATGAAGGCTGC (CT)1s 48

Calé | TTGTAGACTCACGTCCAGTT TGACAACTCCTTCACTCTTT E'?égli? 48
Cal7 CAGACATTGGCTTCAAACA ATGCGCTTATTTCTGTTCTC Egﬁ))ei) 48
Ca20 | GTATTCCAAGCCCATTTCA CAGAGAGATAGAAAACCAAAGC | (GA)0 48
Ca25 AATTCATACGTGCGCCCTGAG CCGCCGTGACTCTCCTTAGC Egﬁgzz 50
Ca30 | TCCCAGTCAGAGAATACATC CTTGTTCTACCTGCCATG (GT)o 48
Cs03 GAATGTGACCATCTGCTA AAATGTAGAGGAATTGCAT E:(A;(-gi: 50
Cs05 | GCATTGTGAGAGCAAGTGC GAAACCACCAATCCTCCTTT E_?é‘;ZZ 50
Cs24 CGTGTCCTTCACCAGAGTGTCG @A ACCGTCGTTCATGGCACCA ESBZZ 50
Cs30 | GTGCGCCACATGGAACTTAA CGAAGCCATCTGCATGGA Egﬁgis 50
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Figura Al. Gel de poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Cs5. Poblacion Toche. Marcado de tamafio 25pb.

Figura A2. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Ca25. Vivero Roso. Marcador de tamafio 10pb.

Figura A3. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Cs30. Vivero Roso. Marcador de tamafio 10pb.

Figura A4. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Calé. Vivero Roso. Marcador de tamafio 10pb.
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Figura A5. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Cs24. Poblacion la Linea. Marcador de tamafio 25pb.

Figura A6. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Cal6. Poblacion la Linea. Marcador de tamafio 25pb.

Figura A7. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Cs3. Poblacion la Linea. Marcador de tamafio 25pb.

Figura A8. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Cs30. Poblacion la Linea. Marcador de tamafio 25pb.
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Figura A9. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el microsatélite
Csb. Vivero Jardin. Marcador de tamafio 25pb.

Figura A10. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Cs30. Vivero Jardin. Marcador de tamafio 25pb.

Figura A1l. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Ca7. Vivero Roso. Marcador de tamafio 25pb.

Figura A12. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Cs5, Ca20, Cs3 (izquierda a derecha). Poblacién La Linea. Marcador
de tamanfo 25pb.

Figura A13. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Cal6. Vivero Roso. Marcador de tamafio 10pb.
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Figura Al14. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Cal6. Vivero Jardin. Marcador de tamafio 10pb.

Figura A15. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Cal6. Poblacién Toche. Marcador de tamafio 10pb.

Figura A16. Gel poliacrilamida al 4% con producto amplificado para el
microsatélite Cs5. Poblacion Toche. Marcador de tamafio 10pb.

11.2 Participacion en eventos académicos

EL trabajo de tesis fue sometido al Congreso Mundial de Palma 2015 que se
realizara del 22 al 27 de Junio en Montenegro Quindio. (http://palms2015.au.dk/)

Effectiveness of nurseries collections to preserve genetic diversity of wild
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The wax palm, Ceroxylon quindiuense is the National Tree of Colombia; its
characteristic key species within the Central Andes make it an ideal model species
for conservation. For its economic, ecological, cultural and social importance,
grows the need to establish best management strategies that focus on the
persistence of the species. One of this Strategies is promote living plant collection
which are important components of conservation because they preserve genetic
diversity needed for future breeding and restoration programs. Critical conservation
of collections with population genetics analysis can directly inform ex situ
conservation strategy We evaluated efficiency of capturing genetic diversity of
three nurseries from Botanical Garden of Calarca, Salento and Circasia using 10
microsatellite markers and compared them with a population from Cocora. Mean
diversity (He) differed little between collections (0,627) and the wild population
(0,698), and genetic distances (D) was great (0,245). Finally loss percent of alleles
was determinated evaluating the probability of one nursering fail to include one
allele from the wild population. Understanding the dynamics of ex situ collections is
an important issue for the preservation of wild populatios in order to rescue the
genetic variability in relation of a given area.

Key words:

Ceroxylon quinduense, Ex situ conservation, Living colletion, Microsatellites, Wax
palm

11.3 Socializacién del trabajo: Informe para la Corporacién autbnoma CRQ

Informes y recomendaciones para el inicio del proyecto de repoblamiento de la
zona alta del Valle de Cocora, Salento. El informe final se realizé en el formato
adecuado segun las recomendaciones de la Corporacion autbnoma Regional del
Quindio CRQ.

INFORME DE ACTIVIDADES FINAL
CONTRATO N°: 315 DE FECHA: ENERO 21 DE 2014

Objeto: Prestar servicios profesionales a la cooperacién apoyando actividades del
Programa 2 — Biodiversidad y sus servicios ecosistémicos y su Proyecto 9 —
Conociendo para amar nuestra biodiversidad de la Corporaciéon Auténoma
Regional del Quindio — C.R.Q. realizando la caracterizacion genética de un
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namero significativo de palmas del Jardin Botanico del Quindio, para confirmar la
procedencia del material con el fin de establecer si este puede ser sembrado en el
Valle de Cocora dandole inicio al programa de repoblamiento.

ACTIVIDADES PACTADAS DENTRO DEL CONTRATO

ACTIVIDAD No 1. Técnicamente la toma de muestras de las especies en proceso
de identificaciobn en campo.

ACTIVIDAD No 2. Realizar las labores de extracciéon de ADN de 60 individuos de
palma, ampliacion de los loci microsatélites, visualizacion y lectura de resultados, y
analisis de datos.

ACTIVIDAD No3. Apoyar al grupo interno de profesionales de la C.R.Q. en la
elaboracion de reportes e informes necesarios tanto para los actores internos
como externos.

ACTIVIDAD Mes1l [Mes2 |Mes3 |Mes4 | Mes Mes
5 6
Revision Bibliogréafica X X X X X

Colecta del material vegetal | X

Extraccion de ADN de 30| X
individuos

Amplificacion de los loci X
microsatélites

Visualizacion y lectura de X X

resultados

Andlisis de los datos X
Elaboracion del documento X X
Establecimiento de viabilidad X X
Redaccion del informe para X X

remitir a la CRQ
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Revision X

Presentacion de la X
Investigacion

REPORTE DE ACTIVIDADES

Se hizo una identificacion de la especie por caracteristicas morfolégicas y se
recolecto tejido de una pina de la hoja para hacer la extraccion de ADN de los
individuos del Jardin Botanico del Quindio.

Extraccion ADN

Toda la fase de laboratorio (contando con la infraestructura fisica y equipos) se
realizo en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) y el Laboratorio de
Biologia Molecular y Banco de Tejidos del Instituto Alexander von Humboldt,
ambos ubicados en la ciudad de Palmira (Valle del Cauca). EIl ADN se extrajo
utilizando el DNeasy Plant Mini Kit de Quiagen.

Seleccion de marcadores microsatélites

Se evaluaron cuatro loci microsatélites seleccionados de los descritos por Gaitan,
(2003), originalmente diseflados para Ceroxylon alpinum y C. sasaimae, Yy
posteriormente transferidos a C. quinduense por la investigadora Maria José
Sanin.

Andlisis estadistico de los loci microsatélites

La conservacion del acervo genético de la poblacion del Valle en parte depende
de la proveniencia de los individuos que van a ser introducidos en Cocora en las
actividades de repoblamiento. Con este fin, lo ideal es contar con individuos que
concuerden genéticamente con los que crecen naturalmente en Cocora. En este
proyecto se tenia el objetivo de evaluar la similaridad genética entre 60 individuos
del Jardin Botanico del Quindio y la poblacién de Cocora. Por motivos ajenos al
proyecto, referidos al manejo de éstos en el Jardin Botanico del Quindio, solo se
pudieron evaluar 30 individuos.

Los andlisis de los microsatélites indicaron la diversidad genética presente en el
banco de palmas evaluados del Jardin Botanico. En la figura 1 se puede observar
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que hay una mayor representacion de cierto tipo de alelos, como es el caso de
alelo 190 para el marcador Cs5, alelos 156, 150 para el marcador Cs30, alelos
146, 150 para el marcador Cs3 y alelo 116 para el marcador Ca7; esto indica que
hay una alta similitud entre los individuos del jardin, lo que se refleja en una baja
diversidad de alelos en el banco de palmas. Las implicaciones de la baja
diversidad genética puede llevar a que las poblaciones naturales se extingan,
dado que los niveles de endogamia o parentesco aumentarian lo que ocasionaria
a largo plazo que las poblaciones no tengan las condiciones en su genoma para
afrontar cambios en el ambiente, no se puedan adaptar y serian mas vulnerables a
desaparecer.

Lo observado en el banco de palmas es un reflejo de las condiciones en las cuales
se encuentran las palmas del Valle de Cocora, dado que los cambios en el
paisaje, la transformacion de su habitat a potreros ocasiona que disminuya el
namero de individuos que se pueden reproducir, por lo cual esta reproduccion
para un posterior relevo generacional estara limitada a individuos muy
cercanamente emparentados o que como se menciona anteriormente reduce la
diversidad y lleva a la desaparicion de la poblacion.

Allele Frequency

.. 0,600 - v ¥ v
£ 0400 -
[}
3
& 0,200 - I I I I
< 0,000 M . T
188 | 190 | 196 | 200 | 148 | 150 | 156 | 146 | 150 | 180 | 116 | 125 | 130
Cs_5_JB Cs_30_JB Cs_3_JB Ca_7
Locus

Figura 1. Frecuencia alélica de los individuos del Jardin Botanico PJB (Poblacion
del Jardin Botanico). Las flechas indican los alelos que estan en mayor proporcién
en la poblacion.

En funcidn de lo anterior la viabilidad de la siembra de los individuos del Jardin
Botanico del Quindio se aprueba desde el punto de vista genético, dada la
similaridad genética encontrada en los individuos evaluados y la poblacion del
Valle de Cocora evaluada previamente por Sanin (2013) (Figura 2). Se establece
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entonces que los individuos del Jardin son aptos para ser utilizados en el
programa de repoblamiento de la CRQ en vinculacion con la universidad Nacional.

Es importante resaltar que la diversidad genética de los 30 individuos del Jardin
Botanico del Quindio es menor que la diversidad genética de los individuos de la
poblacién natural de Cocora. Como la cantidad de individuos a introducir no es tan
grande, y dado que los individuos tienen genotipos compatibles con los de Cocora,
no consideramos que se vaya a ver afectada de manera importante la diversidad
nativa. Sin embargo, es relevante para un trabajo sistematico de repoblamiento,
gue el material que se introduzca se obtenga a partir de diferentes hembras, para
asegurar que la diversidad genética introducida sea amplia, acercandose a la
poblacion natural.

La diversidad genética o las caracteristicas genéticas son las causantes de
determinar cdmo se comporta la especie a cambios en el ambiente, es decir, la
informacion codificada en su genoma es fundamental para determinar la
adaptacion a ambientes cambiantes como lo son las partes tropicales, en especial
la zona Andina. Por lo cual, se entiende que a mayor diversidad genética, las
especies tienen mayores probabilidades de sobrevivir a cambios en el ambiente,
por lo que las especies con poca diversidad genética tienen mayor riesgo frente a
esos cambios.

Para las poblaciones naturales de palmas, la trasformacién progresiva de su
habitat, la reducciéon del mismo y del nimero de individuos, son varios factores
gue han venido afectando la continuidad de las palmas en el Valle de Cocora.
Para evitar la desapariciobn de esta especie emblematica, el mantenimiento del
pool génico alto evitando la perdida de diversidad genética es una herramienta
muy importante para la conservacion de la palma de cera y el mantenimiento de
las poblaciones en el Valle de Cocora, ya que, manteniendo este pool génico, las
palmas naturalmente podran afrontar los cambios en su habitat y podran
sostenerse en el mismo, asi evitar la crisis ambiental que llegaria con la
desaparicion de la palma, puesto que esta es una especie que sostiene todo un
ecosistema, teniendo varias especies asociadas como lo son el Loro Orejiamarillo
y el Oso de anteojos que se alimentan de sus frutos.

A continuacion se da la lista de los individuos aptos para la siembra:

Individuos Porcentaje de concordancia
miscrosatélites (%)
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JB27 60
JB29 60
JB30 60
JB33 75
JB34 75
JB35 70
JB36 70
JB37 70
JB38 70
JB39 60
JB40 60
JB41 60
JB42 60
JB43 60
JB44 60
JB45 60
JB46 60
JB47 60
JB48 60
JB49 70
JB50 70
JB54 60
JB56 60
JB57 60
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JB27 60
JB29 60
JB30 60
JB33 60
JB34 60
JB35 60

30

25

20

15

Jardin
Botanico

10

Concuerdan Mo concuerdan

L

Figura 2. Porcentaje de individuos concordantes con el perfil genético de la
poblacion de Cocora.

Los resultados son el resultado del trabajo entre la CRQ y el Grupo de
Investigacion de Palma de la Universidad Nacional, convenio que busca la
integracion de la investigacion seria e integral con los proyectos sociales en lo que
se ve involucrado el ambiente y la sociedad.

KATHERINE CHACON VARGAS & MARIA JOSE SANIN PEREZ

12.4 Fotos siembra de palmas joévenes del Jardin botanico en el Valle de
Cocora.
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Actividad encabezada por la CRQ el 22 de abril del 2015.

98



99



