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Estimacidn de heredabilidad y correlaciones genéticas en caracteres
morfologicos y fisioldégicos para una poblacion de la cycada Zamia
obliqua

RESUMEN

El entendimiento de como las fuerzas evolutivas moldean la variabilidad de los
rasgos fenotipicos dentro y entre poblaciones de una especie es uno de los temas
centrales de biologia evolutiva. Para predecir la potencial respuesta a la seleccion
natural de los caracteres cuantitativos en una poblacion se usan parametros
genéticos como la heredabilidad del rasgo y las correlaciones genéticas entre
caracteres. La heredabilidad y las correlaciones genéticas clasicamente se
estiman a partir del grado de semejanza fenotipica entre parientes en una
poblacion, pero esta estimacion es impractica en poblaciones naturales de
organismos de ciclos de vida largos donde las relaciones de parentesco son
desconocidas. Métodos basados en marcadores genéticos se han convertido en
una alternativa para estimar parametros de genética cuantitativa en poblaciones
naturales. Uno de estos métodos es el de Ritland (1996) que se basa en la
correlacién entre la similitud fenotipica y el parentesco o las relaciones genéticas

(estimadas con marcadores moleculares) entre los individuos en una poblacion.

En este estudio caracterizamos los patrones de varianza y covarianza fenotipica y
realizamos estimaciones de heredabilidad y correlaciones genéticas de rasgos
morfologicos y fisiolégicos en una poblacion de la cycada Zamia obliqua. Pusimos
a prueba las hipotesis de que los rasgos morfolégicos tendrian mayor variabilidad
genética que los rasgos fisiolégicos, y que las correlaciones dentro categorias de
rasgos morfologicos y fisiolégicos serian mas altas que las relaciones entre rasgos
de distintas categorias. Para probar estas hip6tesis muestreamos casi la totalidad
de individuos de una poblacion de Z. obliqua (181 individuos) y determinamos la
varianza y covarianza para ocho rasgos fenotipicos, cuatro morfolégicos (altura y

diametro del tallo, nimero de hojas, longitud de la hoja) y cuatro fisiol6gicos (area



foliar, area foliar especifica, densidad estomatica, cantidad de clorofila A). Usamos
el método de Ritland para obtener estimados de la heredabilidad y correlaciones

genéticas para los caracteres.

La varianza fenotipica no mostré un patron claro con respecto a las categorias de
caracteres morfoldgicos y fisiologicos. Por el contrario, los estimativos de
heredabilidad mostraron una marcada diferencia entre categorias de rasgos. Los
caracteres morfologicos exhibieron una heredabilidad mas alta comparados con
los rasgos fisioldégicos (aunque algunos caracteres no tienen heredabilidad
significativamente distinta de cero). La baja heredabilidad de los rasgos
fisiologicos puede deberse a que estos estdn expuestos a una mayor seleccién
natural direccional que los morfolégicos 0 a que exhiben alta plasticidad fenotipica.
Por otro lado, no se pudieron obtener estimativos significativos de las
correlaciones genéticas entre los rasgos. Sin embargo, usando las correlaciones
fenotipicas como indicador de las relaciones genéticas entre rasgos, encontramos
una mayor correlacion entre los caracteres morfolégicos que dentro de los
fisiolégicos o entre rasgos morfoldgicos y fisioldgicos. Este patron podria ser el
resultado de una mayor integracion funcional entre los caracteres morfoldgicos en
esta poblacion. Este estudio fue importante para mejorar el entendimiento de los
patrones de variabilidad en caracteres fenotipicos de distintos tipos (como
morfologicos vy fisioldgicos) en poblaciones naturales de especies de larga vida,

debido a que existen pocos trabajos en este ambito investigativo.



1. INTRODUCCION

La evaluacion de la magnitud y la distribucion de la variacion genética dentro y
entre las poblaciones, su relacion con las diferencias presentes en el fenotipo y los
factores que contribuyen a mantenerla son temas centrales en la biologia
evolutiva. La variabilidad genética de caracteres cuantitativos y su distribucion en
las poblaciones estd4 determinada principalmente por las interacciones entre las
fuerzas evolutivas de mutacion, deriva, seleccion, y migracion (Futuyma, 2009).
Algunos de estos factores originan o0 mantienen la variacion genética heredable de

los rasgos, mientras que otras resultan en la perdida de variabilidad.

La heredabilidad y las correlaciones genéticas son los principales parametros
genéticos para entender la variacion de rasgos cuantitativos (Roff, 1997). La
correlacion genética entre los rasgos puede surgir por los mecanismos de
pleiotropia, donde un locus tiene efecto sobre dos o0 mas rasgos, por desequilibrio
de ligamiento entre loci donde todos afectan un solo rasgo, o por la accién
conjunta de la seleccion natural sobre varios rasgos (Lynch & Walsh, 1998). Por
otro lado, la heredabilidad es la proporcion total de varianza fenotipica atribuible al
efecto aditivo de los genes (h’= VA/VP) que afectan a un rasgo fenotipico. La
heredabilidad y las correlaciones genéticas determinan el potencial evolutivo de
una poblacion, al afectar la potencial respuesta a seleccion natural o artificial en

los caracteres de los organismos (Falconer & Mackay, 1996).

Un debate importante sobre la evolucién de caracteres cuantitativos es la cantidad
de variacibn mantenida en poblaciones naturales para diferentes tipos de rasgos.
Se ha propuesto que existe un patron de jerarquizacion en los valores de
heredabilidad entre categorias de rasgos de la siguiente manera: morfologia >
fisiologia > comportamiento > historias de vida (Roff, 1997). Este patrén es
consistente con la hipétesis de que para rasgos expuestos a una seleccién natural
direccional fuerte y cercanamente relacionados a la adecuacion biologica, la
varianza genética aditiva es baja en las poblaciones debido a que se han fijado

alelos en el tiempo, en contraste con los rasgos con una seleccién débil que



presentan altos niveles de variacion genética aditiva (Teplitsky et al, 2009). Una
segunda hipétesis para explicar este patron es la plasticidad fenotipica alta de
algunos caracteres, como la de los fisiologicos. Esto se debe a que la
heredabilidad es inversamente relacionada a la magnitud de los efectos
ambientales sobre el rasgo, entonces, rasgos altamente plasticos como aquellos a
nivel de la fisiologia de la hoja presentan una menor heredabilidad (Geber and
Griffen 2003).

Ademas de la magnitud de la variabilidad genética en los distintos tipos de rasgos,
la respuesta a la seleccion natural estd mediada también por las correlaciones
genéticas entre estos (Gomez et al, 2009). En los escenarios en que la integracion
entre caracteres es beneficiosa la seleccion deberia aumentar la correlacion
genética entre rasgos funcionalmente relacionados, lo que lleva a la evolucion de
complejos estructurales de caracteres integrados (Venable & Burquez 1990;
McGlothlin et al. 2005).). Si esto se cumple, la correlacion genética seria mas
fuerte entre rasgos funcionalmente relacionados que entre rasgos independientes.
Por ejemplo, la correlacion genética entre caracteres vegetativos y florales suele
ser menor que dentro de la categoria de rasgos florales o dentro de los propios
vegetativos (Gémez et al, 2009).

Para explorar el papel de la seleccion natural en los cambios fenotipicos en las
poblaciones es entonces necesario estimar la heredabilidad y las correlaciones
genéticas de rasgos de interés. Estos dos parametros clasicamente se estiman a
partir del grado de semejanza fenotipica entre parientes en una poblacion. Este
estudio es relativamente sencillo en poblaciones artificiales de individuos en
cautiverio con una genealogia conocida y bajo condiciones del ambiente
controladas. Pero en poblaciones naturales, y mas aun en especies de larga vida,
la aplicacion de métodos clasicos de la genética cuantitativa se vuelve impractica,
pues es dificil establecer las relaciones de parentesco entre individuos de manera
precisa. Ademas, muchos organismos no se reproducen regularmente y el
fenotipo de interés puede tardar mucho tiempo en desarrollarse (Ritland & Travis
2004, Andrew et al 2005, Herrera & Bazaga, 2009). Sin embargo, la mayor



disponibilidad de marcadores genéticos para especies no modelo ha permitido que
en los ultimos afios se desarrollen métodos alternativos que puedan ser aplicados
al andlisis de la variacion genética de rasgos cuantitativos de poblaciones

silvestres sin una genealogia conocida (Garant & Kruuk 2005).

Los estudios de heredabilidad y otros pardmetros cuantitativos usando
marcadores moleculares en poblaciones naturales tienen varias ventajas sobre
estudios en ambientes controlados. Una de ellas es que se puede estimar la
magnitud de la heredabilidad y correlaciones genéticas en ambientes naturales
incorporando el efecto de la variacion ambiental (Ritland & Ritland, 1996). Esto es
importante ya que ocasiones los organismos modelos o poblaciones artificiales no
reflejan fielmente los parametros que afectan la evolucién del rasgo en el ambiente
natural, como estrés y competencia que pueden afectar el resultado de la accion
de la seleccién natural. Por ejemplo, la heredabilidad medida en ambientes
controlados, donde la varianza ambiental es reducida, puede ser mas grande que
la que se estima en condiciones naturales, generando predicciones pobres sobre
las tasas de evolucion de los rasgos (Geber & Griffen, 2003). Otra ventaja que
ofrecen este tipo de estudios es que pueden ser desarrollados en grandes escalas
espaciales o temporales que no podrian ser exploradas en ambientes controlados.
Por ejemplo, solo en condiciones naturales se puede estudiar si la heredabilidad
de un rasgo cambia a través de los afios en una poblacion, o se pueden comparar
parametros genéticos en mudltiples poblaciones para estimar divergencia de
caracteres (Castellanos et al, 2011).

Para inferir los parametros genéticos cuantitativos en poblaciones naturales se
han desarrollados diferentes herramientas analiticas que pueden utilizar
genealogias completas o parciales o la estimacion de parentesco sin conocimiento
previo de la estructura genealdgica de la poblacion (Garant & Kruuk 2005). En
principio, la reconstruccion de la genealogia es la mejor manera para la estimacion
de los parametros genéticos cuantitativos en poblaciones (Thomas el al. 2000). Un
ejemplo de este método alternativo es el modelo mixto analizado bajo maxima

verisimilitud restringida (REML) descrito por Zhang et al (2007), que permite la
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reconstruccion de la genealogia en una poblacion a través de relaciones genéticas
entre individuos estimadas con marcadores genéticos. Sin embargo, los
estimativos de heredabilidad a través de la reconstruccion de la genealogia
requieren al menos de alguna informacion previa, como la discriminacion de
adultos y sus posibles descendientes u observaciones de comportamiento de
posibles apareamientos (Garant & Kruuk 2005). Inclusive con este tipo de
informacion, la reconstruccibn de la genealogia basada en marcadores
moleculares presenta dificultades, ya que los marcadores moleculares son

sensibles a error de los datos y a mutaciones (Butler et al. 2004)

Uno de los principales métodos propuesto para estimar parametros de genética
cuantitativa en poblaciones naturales sin necesidad de reconstruir la genealogia
ha sido desarrollado por Ritland (1996, 2000). Este método propone el uso de
marcadores moleculares para estimar el parentesco entre individuos vy
correlacionarlo con la similitud fenotipica y asi determinar la heredabilidad y
correlaciones genéticas de los rasgos de interés. Esta aproximacion depende de la
eficiencia de los estimadores de parentesco y de una varianza real de la relacion

genética entre los individuos de una poblacion.

El método de Ritland se ha usado en varios estudios para estimar heredabilidad
de rasgos cuantitativos en poblaciones naturales obteniendo resultados positivos.
Por ejemplo, se ha encontrado una heredabilidad significativa en una hierba anual
(Mimulus guttatus) para varios rasgos incluyendo caracteres altamente
relacionados con la adecuacion biolégica (Ritland y Ritland, 1996). Klaper et al
(2001) usaron aloenzimas y marcadores microsatélites para estudiar la
heredabilidad de caracteres de resistencia a la herbivora en el arbol Quercus
laevis, y encontraron que varios caracteres de defensa (como compuestos
fendlicos) son heredables. El estudio que presenta los resultados mas
significativos aplicando este método es el realizado por Andrew et al (2005) con
poblaciones naturales de Eucalyptus melliodora, que encontré alta heredabilidad
para la sintesis de los compuestos sideroxynal, cineol y el contenido de nitrogeno

responsables de la defensa foliar de la planta. Mas recientemente, Castellanos et
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al, (2011) encuentran heredabilidades significativas para categorias de rasgos
florares y vegetativos, y concluyen que el método de Ritland es una buena opcién
para estimar este parametro cuantitativo en poblaciones de plantas de larga vida.

Estos estudios son importantes porque demuestran que los métodos basados en
marcadores moleculares para estimar heredabilidad pueden ser aplicados a
rasgos cuantitativos de especies de larga vida con un sistema de apareamiento
mixto. Sin embargo, para tener una aplicacion exitosa del método de Ritland se
deben tomar en cuenta varios aspectos del sistema de estudio (como la
estructuracion genética de la poblacion a estudiar) y contar con marcadores
altamente informativos que puedan ser analizados en varias escalas espaciales
(Andrew et al, 2005). En particular, se debe tener en consideracion la variacion en
los coeficientes de parentesco entre los individuos para que los resultados
arrojados por este método no sobreestimen la heredabilidad (Shikano, 2008). A
pesar de sus potenciales limitaciones, este enfoque ofrece una herramienta Uutil
para estudios de genética cuantitativa en poblaciones naturales (Andrew et al,
2005).

En este estudio comparamos la variabilidad genética de categorias de rasgos
morfolégicos vy fisioldgicos en una poblaciéon de la especie de larga vida Zamia
obliqua. Para estimar la heredabilidad de cada rasgo y potenciales correlaciones
genéticas entre los caracteres usamos el método de Ritland (1996). Nuestra
hipotesis y prediccion con respecto a la heredabilidad era que los rasgos
morfologicos tienen una mayor heredabilidad que los fisiol6gicos. Por otro lado,
nuestra hipétesis y prediccion con respecto a las correlaciones genéticas era que
dentro del grupo de rasgos morfologicos y dentro del grupo de rasgos fisioldgicos
las correlaciones genéticas son mayores que las correlaciones entre rasgos
morfolégicos vy fisiolégicos. Para probar estas hip6tesis hicimos una
caracterizacion de la variacion fenotipica de cuatro caracteres morfolégicos vy
cuatro fisiolégicos, estimamos la magnitud de la heredabilidad para los rasgos y
establecimos potenciales correlaciones a nivel fenotipico y genotipico dentro y

entre categorias de caracteres.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo general

Comparar los estimativos de heredabilidad y correlaciones genéticas entre
caracteres morfologicos y fisioldégicos en una poblacién de la cycada Zamia

obliqua

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar la variaciéon fenotipica y las correlaciones fenotipicas de
caracteres morfoldgicos y fisioldégicos en una poblacion de Zamia obliqua.
Determinar la heredabilidad de caracteres morfologicos y fisiolégicos a
través de marcadores genéticos para establecer cual presenta un mayor
componente geneético.

Estimar correlaciones genéticas de diferentes categorias de rasgos
cuantitativos (morfoldgicos vy fisiolégicos) y comparar las correlaciones entre

estos grupos de caracteres.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sistema de estudio

Zamia obliqua (Zamiaceae) es una especie de gimnospermas tropicales que se
encuentra en bosques humedos tropicales primarios y secundarios del sur de
Panama y las regiones del Darién y el Choco biogeografico de Colombia, desde O
hasta 500 msnm. Esta es una cycada arborescente con un tallo entre 0.5-5 m de
alto y de 5-12 cm de diametro que tiene de 5 a 20 hojas compuestas con 10-40
foliolos. Son plantas dioicas con conos masculinos y femeninos producidos en
individuos separados; los conos masculinos producen abundante polen, mientras
que los femeninos producen hasta 200 semillas (Stevenson, 2004). Los eventos
reproductivos son anuales y sincronicos, pero cada afio solo un pequefio
porcentaje de individuos de la poblaciébn produce Organos reproductivos. La
polinizacién es llevada a cabo por coledpteros curculionidos (géneros Rophalotria
y Pharaxonotha), pero se desconoce la capacidad de dispersion del polen por
estos insectos. El desarrollo de las semillas tiene una duracion de varios meses y
la mayoria de estas tienen una dispersion restringida al ser movidas por gravedad
cuando las partes del cono empiezan a descomponerse (Norstog & Nicholls,
1997).

En este estudio examinamos rasgos fenotipicos y genotipicos de 181 individuos
correspondientes a casi la totalidad de plantas de una poblaciéon de Zamia obliqua.
La poblacién (parche de individuos aislada por al menos un kilometro de otros
parches) estd compuesta por adultos y juveniles que se encuentran distribuidos en
un area de una hectéarea en el sotobosque de un bosque humedo tropical, lo cual
es tipico de las poblaciones de esta especie en el Choco biogeografico. La
poblacion esta localizada en la Estacion Biologica "ElI Amargal’, en el
Corregimiento de Arusi del Municipio de Nuqui en la region de Cabo corrientes del

Departamento del Choco (Colombia).
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3.2 Caracterizacion fenotipica de rasgos morfoldgicos y fisiolégicos

Medimos fenotipos cuantitativos de categorias de rasgos morfolégicos y
fisiologicos. Los caracteres morfolégicos fueron el diametro en la base y la altura
total del tallo, el nimero de hojas viejas, la longitud de la hojas mas larga; y los
fisiolégicos fueron la densidad estomatica, el area foliar, el area foliar especifica
(SLA) y la cantidad de clorofila A. Los rasgos morfologicos vy fisiologicos de interés
pueden cambiar de magnitud con el tamafio/edad de la planta, por lo cual para
cada individuo registramos el niumero de foliolos de la hoja mas larga para usar
esta medida como una covariable en los andlisis de variabilidad de los caracteres.
El nimero de foliolos aumenta progresivamente con el tamafio/edad de las plantas
en Zamia y esta variable ha sido usada ampliamente en estudios de ecologia de
cycadas para dar cuenta de las diferencias entre individuos debidas al tamafio
(Norstog & Nicholls, 1997).

La caracterizacion de los rasgos morfoldgicos la realizamos en el campo con la
ayuda de una cinta métrica. Para la evaluacion de los rasgos fisiolégicos tomamos
cuatro foliolos (partes de la hoja compuesta) representativos de cada uno de los
individuos para ser analizados posteriormente en el laboratorio. Los foliolos fueron
conservados en alcohol para usarlos en las estimaciones de area foliar, SLA y
densidad estomatica, y algunos de ellos fueron protegidos con papel de aluminio

para el analisis de su contenido de clorofila.

Del envés de cada foliolo determinamos la densidad estomatica por la técnica de
improntas con esmalte transparente. Segun esta técnica, aplicamos esmalte a una
region de 2 cm2 que fue retirado posteriomente con una cinta adhesiva y esta
seccion la observamos en un microscopio 6ptico con aumento de 10 X 5. En el
microscopio elegimos cinco campos visuales aleatorios para contar el nimero de
estomas y luego obtener el promedio entre campos visuales. Por otro lado,
usamos secciones de foliolos de 0.1 gramos para cuantificar la cantidad de

clorofila A con una medicion espectrofotométrica a longitudes de onda de 652 nm.
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Para establecer el area foliar y el area foliar especifica (SLA) medimos el area de
cada foliolo usando fotografias digitales que fueron analizadas en el software
Image J (National Institute of Mental Health). Posteriormente secamos los foliolos
en un horno a 80°C por 72 horas y obtuvimos el peso seco en una balanza
analitica. El area foliar especifica de cada foliolo fue calculada como la relacion
entre el area y peso seco del foliolo (Garnier et al, 2001). Determinamos el
promedio del &rea foliar y el SLA de los foliolos para cada individuo en la

poblacion.

Para comparar la variabilidad a nivel fenotipico en la poblacién entre los rasgos
morfolégicos y fisiolégicos usamos la varianza para cada rasgo. Para determinar si
existian correlaciones fenotipicas entre rasgos (relacion lineal) realizamos
correlaciones de Spearman con los registros originales de cada individuo. Sin
embargo, varios de los rasgos morfolégicos y fisiolégicos presentan una
correlacion significativa con el tamafio de la planta estimado segun el numero de
foliolos (anexo 3). Por esto, fue necesario obtener los residuales de la correlacion
entre cada caracter y el tamafio de la planta para realizar los analisis de la
variacion fenotipica y las correlaciones fenotipicas excluyendo el efecto del
tamafio de la planta. Consecuentemente, la variabilidad y las correlaciones
fenotipicas entre los caracteres se estimaron usando estos residuales para
eliminar el efecto del tamafio de la planta. Los andlisis estadisticos se llevaron a
cabo en el programa SPSS version 17 (IBM, 2008).

3.3 Caracterizacién genotipica de los individuos

Para realizar las estimaciones de heredabilidad y correlaciones genéticas de los
caracteres cuantitativos es necesario determinar el grado de parentesco entre
individuos dentro de la poblacion, para lo cual usamos marcadores moleculares
microsatélites o STRs. En la genotipificacion de los marcadores moleculares en
los 181 individuos muestreados, primero extrajimos el ADN, probamos diferentes

juegos de cebadores de los cuales elegimos 4 loci microsatélites, amplificamos los
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loci con PCR, vy tipificamos cada individuo en un analizador genético para los

cuatro loci.

El ADN de cada individuo lo extrajimos de foliolos secos que se encontraban en
silica gel, utilizando el método de CTAB. Este método comprende basicamente los
siguientes pasos: lisis de células, lisis de nucleos, precipitacion de proteinas,
precipitacion de ADN vy rehidratacion de ADN. Inicialmente se descompone la
pared celular de las muestras por medio de nitrégeno liquido que permite tener un
acceso al ADN mientras enzimas celulares y quimicos permanecen inactivos. Una
vez que el tejido esta lo suficientemente macerado, lo resuspendimos en un
tampon CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio). Con el fin de purificar el ADN,
las particulas insolubles las eliminamos a través de centrifugacion, mientras que
las proteinas solubles y otros minerales los separamos con cloroformo. Tomamos
la fase acuosa del precipitado donde se encuentra el ADN y lo lavamos para
eliminar las sales contaminantes. Finalmente obtuvimos la madeja que
corresponde al ADN purificado el cual se lava con etanol al 100% y lo
resuspendimos en TE 1X para su posterior almacenamiento (Doyle & Doyle 1990).
Las muestras de ADN las cuantificamos en un NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer. El rango de las concentraciones del ADN extraido para las
muestras de hojas fue entre 30 y 250 ng/ul. Una vez el ADN fue extraido se
almacenaron las muestras a -20°C hasta proceder a la amplificacion de los loci

microsatélites.

Dado que no existen marcadores moleculares desarrollados para Zamia obliqua,
analizamos seis marcadores polimorficos STR’s desarrollados para la especie
Zamia fairchildiana (Lopez-Gallego & O’Neil, 2009). De los seis STRs probados
usamos los cuatro marcadores que amplificaron exitosamente en Z. obliqua y

fueron polimérficos en la poblacion de estudio (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Secuencias de los cebadores (R: cebador inverso, F cebador directo),
condiciones de PCR y numero de acceso en Genbank para cuatro marcadores

microsatélites usados en este estudio

Locus Secuencia de los cebadores Fluorocro | Temp. | Conc. N° de
mo Alinea. | MgCl, | acceso
(°C) (mM)

Zf-05* | R: AGGACGATCAGAAATGGAAG Hex 55 15 EU1798
F: GTGGCAAGTGTCCCTGTTG 39

Zf- 10* | R: Tet 59.4 2.5 EU1798
GGTGGAAAACTAATGGGTCAAA 42
F: CCCTAAAGGTCCCTTTGCTT

ZF 11* | R: CCCTAAAGGTCCCTTTGCTT Fam 55 25 EU1798
F: 43
TGGGTCAAAATATGTTATGCTTT
R: TGACCTTGGATGTGGAAAGA Fam 58.5 15 EU1798

Zf-18* | F: 44
AGAGCACTTAAACCCAGGACA

Con los marcadores seleccionados, amplificamos los 4 loci para los 181 individuos
muestreados en la poblacion. Las reacciones de amplificacion las preparamos en
un volumen final de 15 pl teniendo en cuenta unas concentraciones finales: Buffer
(NH4) 1X, dNTPs 0.2 mM, primers F y R 0.16 pyM (primer R marcados con
fluoréforos), Taq polimerasa 0.5 U, DNA 30 ng, MgCl; entre 1.5 mM y 2.5 mM
(Sambrook, 1989). Las diferentes soluciones las incubamos a 5 min a 94°C,
seguido por 32 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a 94°C, 30 s de alineamiento
(la temperatura varia de acuerdo al STR genotipificado, ver tabla 3.1), 30 s de
extension a 72°C y 10 minutos adicionales de extension a 72°C al final de los 32

ciclos.

Una vez comprobamos que las muestras habian amplificado a través de
electroforesis en agarosa; realizamos la tipificacion de los marcadores (e.g. la
asignacion tamafo alélico) en un analizador genético automatico ABI PRISM 3130
mediante la aplicacion del software GENEMAPPER (Applied Biosystems, 2001).
Para esto, tomamos 2 ul de los productos de amplificacién de cada marcador a los

cuales les adicionamos una mezcla de 0.3 pl de Rox500 (marcador de peso

18



molecular) y 12 pl de formamida desionizada (la cual despliega el ADN) y los

desnaturalizamos a 95°C durante 5 min.

Con los genotipos de la poblacion determinamos el grado de parentesco entre
individuos para usarse en las estimaciones de pardmetros de genética
cuantitativa. Antes de estimar el grado de parentesco entre los individuos, hicimos
varios andalisis con los genotipos de todos los loci para determinar si eran
adecuados para este tipo de estimacion (si estaban en equilibrio de Handy-
Weinber y si estaban en desequilibrio de ligamiento). Primero analizamos los loci
con el programa Micro-Checker version 2.2.3 (Oosterhout et al, 2004) para
calcular la probabilidad de alelos nulos. La presencia de alelos nulos es una causa
comun de las desviaciones del Equilibrio de Hardy-Weinberg en loci microsatélites
Obtuvimos también las frecuencias alélicas y genotipicas observadas, el
desequilibrio de ligamento entre los loci y la diversidad genética en la poblacién
con el programa Arlequin v.3.01 (Excoffier et al., 2005). Con las frecuencias
alélicas pudimos obtener las frecuencias genotipicas homocigotos y heterocigotos
esperados para realizar una prueba de equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) bajo la
hipotesis nula de una distribucion aleatoria de genotipos en un locus. Con la
prueba determinamos la probabilidad de encontrar combinaciones de kk genotipos
heterocigotos u homocigotos menor o igual que los observados. La significancia
de esta desviacion la determinamos obteniendo estimativos de probabilidades a
través de una cadena de Markov con una longitud de iteraciones de 10000. En
este analisis, los genotipos que se presenten con una mayor probabilidad que la

de una distribucién aleatoria se encuentran en desequilibrio HW (Hedrick, 2005).

3.4 Estimativos de parentesco entre individuos

Varios estimadores de parentesco han sido desarrollados, entre los cuales se
encuentran los métodos de Queller & Goodnight (1989), Ritland (1996), Lynch &
Ritland (1999), y Wang (2002); y su efectividad depende de la poblacién de

estudio. Usamos una simulacion Monte-Carlo implementada en el programa Mark
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version 3.1 (Ritland, 1996.) para escoger el mejor estimador de parentesco para
nuestra poblacion de estudio. El andlisis indic6 que el mejor coeficiente de
parentesco (r) para esta poblacion es el de Queller Queller & Goodnight (1989), ya
que presenta una mayor varianza de r y varianza real (necesaria para la
estimacion de heredabilidad y correlaciones genéticas usando el método de
Ritland) comparado con los otros estimadores (Tabla 3. 2). Estimamos la relacion
de parentesco entre todos los posibles pares de individuos en la poblacion y su
varianza real en el programa Mark para su posterior uso en los estimados de

heredabilidad y correlaciones genéticas segun el método de Ritland (1996).

Tabla 3.2 Promedio y variabilidad de diferentes estimadores de parentesco -r-y

su varianza real -Var(r)- en la poblacion de estudio.

Ritland Lynch/ Queller Wang
Ritland
r Var(r) r Var(r) r Var(r) r Var(r)

media 0.0705 0.005 0.1455 0.024 0.2888 0.121 0.5008 0.2509
varianza 0.0051 0.000 0.1884 0.117 0.3108 0.220 0.0000 0.0000

Para explorar la relacion entre el grado de parentesco y la distancia fisica entre
individuos se caracteriz0 la estructura genética espacial fina de la poblacion en el
programa Spagedi (Hardy & Vekemans, 2002). Para esta caracterizacion usamos
el coeficiente de parentesco de Queller & Goodnight (1989) y graficamos el
estimado promedio de parentesco entre categorias de individuos que se
encontraban en diferentes clases de distancias (por ejemplo individuos que se
encuentran separados entre 0y 10 m o entre 10 y 20 m de distancia). Este andlisis
es necesario porgue si la poblacion tiene una alta estructuracién a nivel geogréfico
fino (como es comun en plantas) individuos muy distantes pueden tener valores

promedios negativos para el coeficiente de parentesco (si la probabilidad de estar
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emparentados es menor que la que se esperaria para individuos elegidos al azar
en la poblacion). Usamos entonces este andlisis para determinar la distancia de
corte minima adecuada para elegir pares de individuos en la poblacién que tienen
estimados de similitud genética mayor que cero y que son Utiles para calcular la

varianza real en el grado de parentesco entre individuos en la poblacion.

3.5 Estimacion de heredabilidad y correlaciones genéticas

Usamos los valores de relacién genética o parentesco entre individuos inferidos de
los marcadores microsatélites y su correlacion con la similitud fenotipica para
estimar heredabilidad y correlaciones genotipicas de las caracteristicas
morfologicas y fisiologicas en la poblacion. Para estimar el grado de similitud
fenotipica entre individuos en cada uno de los rasgos es necesario eliminar el
efecto del tamafio/edad de la planta sobre la similitud, por lo cual para las
estimaciones de heredabilidad y correlaciones genéticas usamos los residuos
estandarizados de la regresién entre cada rasgo y el numero de foliolos del

individuo

La heredabilidad y correlaciones genéticas para los caracteres los estimamos
segun el método de regresion Ritland (1996, 2000) usando el programa Mark
(Ritland, 1996). EI método de Ritland (1996) propone que la heredabilidad en
sentido estrecho podria ser estimada por la regresion de una medida de similitud
fenotipica sobre las relaciones de parentesco genético entre los individuos
obtenidas con los marcadores moleculares. La similitud fenotipica del rasgo

cuantitativo Y para dos individuos i, j fue calculada como Zj;:

(Y —U)(Y; - V)
i = .31
donde U y V son la media y la varianza de Y respectivamente, en la poblacion.
Entre todos los pares, el promedio Zij es igual a la correlacion fenotipica. Los

componentes genéticos de similitud son estimados como:
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Zij = 2ri]-h2 + ei]- eq. 3.2

donde r; es el coeficiente de relacion genética, h® es la heredabilidad y e; es el

error aleatorio. Entonces la heredabilidad se estimé como:

_ COV(Zi]', rij)
2Var(ry)

2 eq.3.3

donde Cov (Z;j,rj) es la covarianza entre la relacion genética estimada y la
similitud fenotipica y Var(r;) es la varianza real de los relacionados genéticamente.
La estimacion de la varianza real es descrita con detalle en Ritland (1996 y 2000).

Las correlaciones genéticas entre caracteres (1 y 2) se estiman usando la

covarianza fenotipica entre individuos (i e J), determinada como:

Yi2i= (Y1i— U) (Yz— U) eq 3.4

y la correlacién genética aditiva que se obtienen a partir de la expresion:

155 Y1 2ij

Fa12 =
v Tij Ya1ijTij Y22i

donde rij es el coeficiente de correlacion genética, Y es la covarianza fenotipica

eq.3.5

entre los individuos i e J . El signo de la correlacién genética fue estimado a partir
de la covarianza entre la similitud fenotipica y la relacion genética estimada

(Cov(Zyj, rj;)). A diferencia de los estimativos de heredabilidad, este parametro no

requiere la medida de la varianza real del parentesco entre los individuos.

Para determinar si las estimaciones de heredabilidades y correlaciones genéticas
para los caracteres son significativamente diferentes de cero usamos un analisis
de bootstraping (1000 bootstraps) implementado en el programa Mark. En este
analisis un estimado es significativamente diferente de cero si el 95% de los

valores del bootstraping estan por debajo del valor base estimado.
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4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacion fenotipica de rasgos morfologicos y fisioldégicos

En términos generales observamos que la altura del tallo presenta la mayor
varianza fenotipica en la poblacién, incluso dos veces mas grande que el segundo
rasgo con la varianza mas grande (SLA). El area foliar especifica (SLA), el area
foliar y la longitud de la hoja tienen valores de varianza fenotipica intermedios en
comparacién con los otros rasgos (Figura 4.1). No se observa un patrén claro en

cuanto la variacion fenotipica cuando se comparan los rasgos morfolégicos con los

fisioldgicos.
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Figura 4.1 Varianza fenotipica de los ocho rasgos evaluados en la poblacion (la

comparacion excluye el efecto del tamafio/edad de la planta)
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Cuando se consideran correlaciones fenotipicas con los valores originales de los
rasgos, la mayoria de los rasgos morfologicos vy fisiolégicos estan correlacionados
entre si, excepto con la cantidad de clorofila A (Figura 4.2). En general se observa
un patrén en el que los rasgos morfolégicos estan mas altamente correlacionados
entre ellos mismos que los rasgos fisioldgicos. Todas las posibles correlaciones
entre los rasgos morfologicos (6 en total) son fuertes (coeficiente de
correlaciéon>0.8) y positivas, mientras que en los rasgos fisiolégicos 3 de las 6
posibles correlaciones son moderadas (coeficiente de correlacion entre 0.3 y 0.5).
Entre los rasgos fisiologicos, el area foliar y el SLA estan moderadamente
correlacionados, mientras que la densidad estomatica tiene una débil correlacién
con estos dos rasgos y adicionalmente con los rasgos morfolégicos. Por otro lado,
la cantidad de clorofila no se relaciona con ningun rasgo (la matriz de

correlaciones fenotipicas se encuentra en el anexo 3).

Altura s . i Rasgos
Diametro Numero ongitud 4
tallo w tallo 0.8 hojas  »08 ' hoja Morfoldgicos
I 0.5-0.6
Area ) S| A | —— Densidad Clorofila Rasgo,s .
folial .05 03 estomatica A Fisiologicos

Figura 4.2 Esquema de las correlaciones fenotipicas para los rasgos
morfologicos y fisioldgicos con los datos originales. Las flechas y el grosor de
estas indican la presencia de correlacion y la magnitud del coeficiente de

correlacion (nUmero debajo de las flechas).

Cuando el efecto del tamafio/edad de la planta es removido, encontramos un

namero menor de correlaciones fenotipicas entre rasgos, sin embargo se observa
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el mismo patron general que con los datos originales. En la poblacion, los rasgos
morfologicos estdn mas altamente correlacionados entre ellos mismos que los
rasgos fisiologicos, y ocasionalmente se encuentran correlacionados rasgos
morfologicos con fisiolégicos (Figura 4.3). La Unica relacion fuerte es entre la
altura y el diametro de tallo (coeficiente de correlacion= 0.8). Para los otros rasgos
morfolégicos se observan correlaciones moderadas (coeficientes de correlaciéon
entre 0.2 y 0.4). Por otro lado, los rasgos fisioldgicos presentan correlaciones
débiles entre ellos mismos (coeficientes de correlacion entre 0.2 y 0.3). La
densidad estomatica esta débilmente correlacionada con el area foliar y el SLA
mutuamente relacionadas, mientras que la cantidad de clorofila A no esta
correlacionado con ningun otro rasgo. Las correlaciones entre los caracteres
morfologicos y fisioldégicos son menos comunes y débiles, exceptuando por el area
foliar y el SLA que estan relacionados a los rasgos morfologicos (coeficientes de

correlacion entre 0.2 y 0.3) (la matriz de correlaciones fenotipicas se encuentra en

el anexo 4).
Altura Didmetro | sy NUMETO | mmmmy LONGitud Rasgos
tallo 08 tallo 0304 hojas | o203 hoja Morfoldgicos
0.2-03
e e 0 o 20 | | i

Figura 4.3 Esquema de las correlaciones fenotipicas corregidas por el efecto del
tamafo de la planta para los rasgos morfolégicos y fisiol6gicos. Las flechas y el
grosor indican la presencia de correlacion y la magnitud del coeficiente de
correlacion (numero debajo de las flechas)
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4.2 Caracterizacion genotipica y estimacion de parentesco entre individuos

Los cuatro loci microsatélites evaluados para estimar el parentesco entre los
individuos fueron polimérficos con 13 alelos promedio por locus, con marcadores
altamente informativos como el Zf-18 y Zf-10 con 16 y 14 alelos respectivamente.
La distribucion alélica de todos los loci fue multimodal (Figuras 4.4 a 4.7). En esta
poblaciéon de Z. obliqua la heterocigosis observada no difirié significativamente de
la esperada bajo el supuesto de Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) para los cuatro
marcadores evaluados (anexo 1), y ningun loci demostrd la presencia de alelos
nulos. En cuanto a la prueba de desequilibrio de ligamiento obtuvimos valores
significativos para la relaciéon entre los loci Zf-10 y Zf-11, indicando que se

encuentran en desequilibrio de ligamiento (anexo 2).
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Figura 4.4 Tamafio de los alelos (pares de bases) y frecuencias alélicas del locus

ZF-18 en la poblacién de estudio.
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Figura 4.5 Tamafio de los alelos (pares de bases) y frecuencias alélicas del locus

ZF-10 en la poblacién de estudio.
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Figura 4.6 Tamafo de los alelos (pares de bases) y frecuencias alélicas del locus

ZF-5 en la poblacién de estudio.
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Figura 4.7 Tamafio de los alelos (pares de bases) y frecuencias alélicas del locus

ZF-5 en la poblacién de estudio.

En la poblacion de estudio el coeficiente de parentesco fue menor a medida que
aumenta la distancia geogréafica entre los individuos. Los coeficientes de
parentesco presentan un valor alto en pares de individuos separados por menos
de 10 metros de distancia que corresponden a las plantas mas vecinas (Figura
4.8). Se evidencié una reduccidon drastica en coeficiente de parentesco entre
individuos a mas de 10 metros de distancia, y a mas de 40 metros se presentan
valores negativos de parentesco entre plantas Segun los resultados de la
estructura espacial del parentesco en la poblacién, realizamos los estimativos de
heredabilidad con una distancia de corte de 10 metros, i.e. usando solo los
individuos cercanos con coeficientes de parentesco positivos. Se encontrd un valor
promedio de parentesco entre pares de individuos alto de 0.572 y una varianza del

coeficiente de parentesco de 0.019
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Figura 4.8 Coeficiente de parentesco promedio (Queller & Goodnight 1989) entre
pares de individuos de una poblacion de Z. obliqua en funcién de las clases de
distancia. Las barras verticales indican el error estandar del estimado del

coeficiente de parentesco para esa clase de distancia.

4.3 Estimaciones de heredabilidad y correlaciones genéticas

Cinco de los ocho rasgos analizados presentaron valores de heredabilidad
significativamente distintos de cero, mientras que la longitud de la hoja, el SLA y la
densidad estomatica no parecen tener variabilidad aditiva genética en la poblacion
(Figura 4.9). En general se observa que los rasgos morfolégicos presentan
heredabilidades significativas mas altas que los fisiol6gicos. La altura y el didmetro
del tallo tiene valores cercanos 0.4, y el numero de hojas tienen una alta
heredabilidad con un valor aproximado de 0.7. El area foliar tiene un valor de
heredabilidad bajo cercano a 0.2, y la cantidad de clorofila A tiene una
heredabilidad de menos de 0.1. Los estimativos de heredabilidad fuera del rango
tedrico (0 < h? < 1) son consecuencia del método del Ritland que podria

representar un problema si se esta interesado en valores precisos de
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Figura 4.9 Estimativos de heredabilidad para ocho caracteres fenotipicos para una

poblacién de Z obliqua. ** p<0.01, *p< 0.05, ns=no significativo.

No obtuvimos correlaciones genéticas significativamente diferentes a cero entre

los rasgos, probablemente porque el error del método usado para estimar este

pardmetro es muy grande (Castellanos et al, 2011). Por lo tanto, se usaron las

correlaciones fenotipicas como un indicativo de la potencial correlacion evolutiva

entre rasgos en esta poblacion.
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5. DISCUSION

Las dificultades inherentes para estimar heredabilidad en campo han limitado su
uso extensivo en estudios evolutivos en plantas (Castellanos, et al 2011). Sin
embargo, en este trabajo fue posible estimar heredabilidades significativas para
dos categorias de rasgos morfologicos y fisiologicos en una poblacién natural de
Z. obliqua sin previa informacion de la estructura familiar de la poblacion a través
del método de Ritland (1996). En sintesis en este estudio encontramos soporte
para las dos hipétesis planteadas: 1) que la heredabilidad tiende a ser mayor en
caracteres morfologicos que en caracteres fisiolégicos (algunos rasgos parecen no
tener variacién genética); 2) las correlaciones fenotipicas sugieren que los rasgos
morfolégicos estdn mas estrechamente relacionados entre si que los fisiolégicos

entre ellos o los morfolégicos con los fisioldgicos.

En este trabajo fue posible obtener heredabilidades significativas en casi todos los
rasgos evaluados a través del método del Ritland gracias al polimorfismo alto de
los marcadores utilizados y a la estructuracion genética espacial de la poblacion
(Andrew et al, 2005). Segun Ritland (1996) para una adecuada estimacién de
parentesco son necesarios entre 2 y 10 loci, cada uno con 10 alelos promedios.
En este estudio usamos 4 marcadores con un promedio de 13 alelos por locus,
cumpliendo con el requisito de alto polimorfismo. En cuanto a la estructuracion
genética espacial se observa que plantas mas cercanas geograficamente (menos
de 10 m) estan mas emparentadas, posiblemente como consecuencia de una
dispersion de semillas restringida que generalmente se da por la gravedad.
Gracias a esta estructuracion espacial fina, se espera tener individuos
relacionados en varios grados (e.g. hermanos completos, hermanos medios,
individuos no relacionados) a distintas distancias geograficas y una varianza de

parentesco entre pares de individuos significativa.

La ausencia de varianza significativa en el grado de parentesco entre individuos
representa uno de los mayores obstaculos para la aplicacion del método de
Ritland en poblaciones naturales (Ritland 1996; Csilléry et al. 2006; Shikano 2008).
Por este motivo, la exactitud de los estimativos de heredabilidad hallados con este
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meétodo han sido cuestionados por varios autores (Garant & Kruuk 2005; Bouvet et
al. 2008). Para varias poblaciones con conocimiento de la genealogia se estimoé
heredabilidad a través del método de Ritland y el método clésico, encontrando que
en el primero los valores de heredabilidad son menos exactos comparados con el
segundo (Thomas et al. 2002; Coltman 2005; Frentiu et al. 2008; Van Horn et al.
2008). Sin embargo, Bessega et al (2009) encuentran una consistencia entre los
estimativos de heredabilidad obtenidos por los métodos clasicos y a través del
método de Ritland en la planta Prosopis alba, gracias a que en la poblacion existe

una varianza de parentesco significativa.

Otra dificultad en la aplicacion del método de Ritland resulta de que los
coeficientes de parentesco entre pares de individuos tienden a tener grandes
errores en su estimacion (Ritland, 2000). Se puede alcanzar una mayor precision y
exactitud de los estimativos de parentesco aumentando el nimero de marcadores
polimorficos, usando marcadores con un alto niumero de alelos o incrementando la
cantidad de individuos genotipificados (Wang 2004; 2007). En el caso hipotético
gue los estimativos de heredabilidad hallados no sean exactos por los errores
estadisticos inherentes al método, estos pueden seguir siendo usados para la
comparacion de los rasgos dentro de la poblacién como se hizo en este estudio.

Asumiendo que los estimativos de heredabilidad en este estudio son comparables
entre caracteres, las heredabilidades en esta poblacion mostraron una marcada
diferencia entre categorias de rasgos. Los caracteres morfolégicos presentaron
una heredabilidad mas alta comparados con los rasgos fisiolégicos (aunque uno
de los caracteres morfolégicos y dos de los fisiologicos no exhibieron
heredabilidades distintas de cero). Este mismo patron de diferencias en la
heredabilidad se ha observado para otras especies tanto modelo como no modelo.
Por ejemplo, en un estudio realizado en 20 variedades de arroz se encontrd
heredabilidades mas altas en rasgos relacionados con el tamafo y arquitectura de
la planta que para rasgos fisiologicos (Jahn et al, 2011). De manera similar,
Garcia-Verdugo et al (2010) detectaron heredabilidades significativas para todos
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los rasgos morfolégicos mientras que no variacion genética para los caracteres

fisiolégicos en poblaciones naturales de Olea europeae.

La baja heredabilidad de los rasgos fisioldgicos puede deberse a que estos estan
expuestos a una mayor seleccion natural direccional que los morfologicos. Roff
(1997) propone un patron de jerarquizacion en la heredabilidad de las categorias
de rasgos, en el cual los caracteres mas estrechamente conectados con la
adecuacion biologica presentan una menor heredabilidad. Dado a lo anterior,
puede suponerse que los rasgos fisiologicos han fijado alelos benéficos a través
de tiempo mas rapidamente que los morfologicos, lo cual tiene como resultado una
disminucién de la varianza genética y por ende una menor heredabilidad
(Teplitsky, et al 2009). Esta hipétesis es apoyada por varios estudios en
poblaciones naturales que han reportado que los rasgos mas cercanamente
asociados a la adecuacion bioldgica tienen menor heredabilidad que los menos
asociados a esta (Gustafsson 1986; Merila & Sheldon 2000; McCleery et al. 2004;
Coltman et al. 2005, Teplitsky,et al 2009).

La plasticidad fenotipica alta de los rasgos fisiolégicos puede ser otro posible
factor responsable de a su menor heredabilidad. Esto se debe a que la
heredabilidad es inversamente relacionada a la magnitud de los efectos
ambientales sobre el rasgo, entonces rasgos altamente plasticos presentan una
menor heredabilidad (Geber and Griffen 2003). Maddox and Root (1987) y Culley
et al. (2006) sugieren que los estimativos de heredabilidad negativa o muy bajos
para rasgos fisioldogicos son consecuencia de la alta plasticidad que ellos
presentan. Varios estudios han reportado heredabilidades bajas en caracteres con
alta plasticidad fenotipica, como el realizado por Johnson et al (2009) que estudia
la varianza genética de 24 rasgos de la planta Oenothera biennis y encuentra que
algunos caracteres eco-fisioldgicos con una alta plasticidad fenotipica, como la
conductancia estomatica, la eficiencia en el uso del agua (WUE) y la tasa

fotosintética en funcion del area foliar presentan una baja heredabilidad.
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Aunque no se pudieron obtener estimativos significativos de correlaciones
genéticas entre los rasgos, se pueden usar las correlaciones fenotipicas como una
aproximacion a la correlacién genética entre rasgos, ya que estas son un buen
reflejo de su contraparte genética en plantas (Waitt & Levin, 1998). En este estudio
encontramos que los rasgos morfolégicos estan mas altamente correlacionados
entre ellos mismos que los rasgos fisioldégicos y que entre las dos categorias de
los rasgos, tanto con los datos originales como con los corregidos por
edad/tamafio de la planta (donde las correlaciones fueron mas débiles). Este
patron esta de acuerdo con la hipétesis en la cual se sugiere que existe una
correlacién mas fuerte entre rasgos funcionalmente relacionados, como los que
estan involucrados con el crecimiento de planta, que entre rasgos independientes
(Gomez et al, 2009). Este patrén en las correlaciones podria resultar del efecto de
la seleccion sobre combinaciones ventajosas de rasgos que pertenecen a la
estructura del mismo complejo funcional (McGlothlin et al. 2005). La baja
correlacion entre rasgos fisiolégicos podria deberse a la flexibilidad que presentan
estos caracteres a las diferentes demandas ecoldgicas, como lo sugiere Bueheler
et al (2012).

Este estudio ha mostrado la utilidad e importancia que tiene el método de Ritland
para inferir parametros cuantitativos como heredabilidad directamente en
poblaciones naturales. A pesar de las potenciales limitaciones este enfoque ofrece
una herramienta (til para estudios de genética cuantitativa en poblaciones
naturales de plantas de largos ciclos de vida (Andrew et al, 2005). En conclusién,
usando el método de Ritland encontramos que en esta poblacién de la especie Z.
obliqua la heredabilidad de los rasgos morfol6gicos tiende a ser mayor que la de
los rasgos fisiolégicos (aunque en algunos caracteres la heredabilidad no es
significativamente distinta de cero); y que no hay un patrén claro con respecto a la
variabilidad fenotipica de caracteres morfolégicos y fisioldgicos en la poblacion.
Ademas, encontramos que usando las correlaciones fenotipicas se observa una
mayor correlacion entre los rasgos morfologicos que dentro de los fisioldgicos o
entre rasgos morfolégicos y fisioldgicos. Este estudio genera informacién

importante sobre parametros basicos de genética cuantitativa que describen la
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varianza y covarianza genética para rasgos fenotipicos dentro de una poblacién de
una especie de larga vida, al probar algunas hipétesis que comparan la
variabilidad de caracteres cuantitativos de distintas categorias en una poblacion

natural.
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ANEXOS

ANEXO 1. Parametros y valor P de la prueba para probar Equilibrio Hardy-

Weinberg para cada los 4 loci usados en el estudio

Locus # alelos

Hetocigosidad Hetocigosidad Valor P

por Observada Esperada

locus
Zf-11 12 0.77698 0.72145 0.36732
Zf-18 16 0.89888 0.89126 0.07505
Zf-5 9 0.74561 0.78712 0.12788
Zf-10 14 0.83571 0.84281 0.51392

ANEXO 2. Valor P para la prueba de desequilibrio de ligamiento entre los cuatro

loci usados en el estudio

Locus1l Locus?2 ValorP

ZF -18 ZF-5 0.35769

ZF-18 Zf-10 0.161870
ZF-5 Zf-10 0.228620
ZF-18 Zf-11 0.474360
ZF-5 Zf-11 0.390660
Zf-10 Zf-11 0.000000*
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ANEXO 3. Coeficientes de las correlaciones fenotipicas de Spearman para los

rasgos morfolégicos y fisioldégicos usando los datos originales (sin correccion por el

efecto del tamafio de la planta.

Rasgo | Numero | Altura | Diametro | Hojas | Longitud | Clorofila | Area SLA Densidad
de del del viejas | hoja A Foliar estomatica
foliolos | tallo tallo

NUmero 1,000 | .811 .903 .889 .909 -123 | 6227 | -.708 321
de foliolos

Altura del 8117 | 1,000 916 | .8237 7737 -209 | 6377 | -.666 226
tallo

Diametro 903" | 916 1,000 | .878" .888" -183 | .618 | -.688" 239"
del tallo

Hojas 8897 | .823" 878" | 1,000 847 -233 | .613° | -.679" 419”7
viejas

Longitud 909 | .773" 888" | .847 1,000 -083 | 6327 | -.658" 287"
hoja

Clorofila A -123 | -,209 -183 | -233 -,083 1,000 ,044 ,287 -,026
Area foliar 6227 | .637° 618" | 613" 632 044 | 1,000 | -.472" 355
SLA -708" | -.666 -688" | -.679" -.658" 287 | -.4727 | 1,000 -.309"
Densidad 3217 | 226~ 239 | 419" 287" -026 | .355 | -.309° 1,000
Estomatic

a

ANEXO 4. Coeficientes de las correlaciones fenotipicas de Spearman corregidas

por el efecto del tamafio de la planta para los rasgos morfoldgicos y fisiolégicos.

Rasgo Altura | Diametro | Hojas Longitud | Clorofila Area | SLA Densidad
del del viejas hoja A Foliar estomética
tallo tallo

Altura del 1,000 779 425 -,053 -,095 | .243 -,133 -,084

tallo

Diametro 779” 1,000 | .385" 188" 101 | 1917 | -.172 -,058

del tallo

Hojas 425~ .385 1,000 211 -,348 , 100 | -,048 ,047

viejas

Longitud -,053 .188 211 1,000 -,003 | .320 -.181 ,116

hoja

Clorofila A -,095 -,101 -,348 -,003 1,000 ,038 247 ,010

Area foliar 243" 191 100 320 ,038 | 1,000 - 188"
237

SLA -,133 -172° -,048 -.181" 247 - | 1,000 -.225"

237
Densidad -,084 -,058 ,047 , 116 ,010 .188 : 1,000
Estomética 225

** significativos a un nivel 0.01

*significativos a un nivel 0.05
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