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RESUMEN

La familia Heliconiaceae tiene un solo
género, Heliconia L., con aproximadamente 250
especies. Debido al colorido de sus bracteas son
muy usadas para fines ornamentales presentando
una creciente comercializacién en el mercado
internacional, lo que ha incentivado el aumento
en el drea productiva en los paises de Centro y
Sur América, al proporcionar una mayor oferta
y demanda del producto. Sin embargo, existe en
este género, confusion sobre el nimero de espe-
cies y las relaciones entre ellas. Esta inapropiada
nomenclatura, puede originar problemas a nivel
comercial y cientifico. En esta investigacion
realizada durante el 2014, se caracterizaron gené-
ticamente 44 individuos del género Heliconia de
importancia comercial en el centro occidente de
Colombia, que corresponden a 4 especies, y un
hibrido interespecifico, por medio de la amplifi-
cacion de marcadores microsatélites previamente
desarrollados para Heliconia bihai y Heliconia
caribaea y marcadores microsatélites propios
obtenidos del desarrollo de una libreria genémica
enriquecida con microsatélites para Heliconia
orthotricha. Se seleccionaron 18 marcadores
para realizar las caracterizaciones. Se utilizaron
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ABSTRACT

Characterization of the genetic
diversity of commercial cultivars of heliconias
in The Central Occident of Colombia. The
Heliconiaceae family has only one genus,
Heliconia L., with approximately 250 species.
Due to the color of their bracts, they are widely
used for ornamental purposes, presenting an
increasing commercialization in the international
market, and the production areas in Central and
South America countries, providing a greater
supply and demand of the product. However, there
is confusion in this genus about the number of
species and the relationships between them. This
improper nomenclature can lead to commercial
and scientific problems. In this research carried
out during 2014, 44 individuals of the genus
Heliconia of commercial importance in central
west of Colombia, corresponding to 4 species,
and an interspecific hybrid, were characterized
by microsatellite markers previously developed
for Heliconia bihai and Heliconia caribaea and
own microsatellite markers obtained from a
genomic enriched library with microsatellites for
Heliconia orthotricha. Eighteen markers were
selected to perform the characterizations. Direct
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las estrategias de amplificacion directa, asi como
la transferibilidad de marcadores. El equilibrio
Hardy-Weinberg (EHW) se rompi6 para algunos
de los marcadores empleados en las diferentes
especies de este estudio, ya que pertenecian a
cultivares comerciales con alta presién de selec-
cién por parte de los cultivadores. El marcador
Hb_CI115 presenté el ligamiento con un mayor
nimero de marcadores. Muchos de los marcado-
res estan ligados entre si y al no poseer mapas de
ligamiento para ninguna especie del género no es
posible determinar la cercania de los mismos en
los cromosomas. Se confirma la transferibilidad
de los microsatélites desarrollados para dife-
rentes especies del género Heliconia, como una
herramienta util en la caracterizacion varietal, la
cual podria ser de gran uso en la comercializa-
cién de flores e intercambio de material vegetal
para propagacion asexual.

INTRODUCCION

La familia Heliconiaceae tiene un solo
género, Heliconia L., con aproximadamente 200
a 250 especies. Debido al colorido de sus bracteas
son muy usadas para fines ornamentales (Anders-
son 1998). Recientemente, se ha presentado una
creciente comercializaciéon en el mercado inter-
nacional, lo que ha incentivado el aumento en
el drea de produccién en los paises de América
Central y de América del Sur, lo cual propor-
ciona una mayor oferta y demanda del producto.
Tradicionalmente, el mejoramiento de especies
de interés comercial se ha realizado mediante la
seleccion sobre la base del fenotipo, sin embargo,
la influencia del ambiente puede en alguna medi-
da afectar la expresion genética de las plantas.

El género Heliconia L. contiene una gran
diversidad de especies, variedades, hibridos y
cultivares de interés ornamental y comercial. Sin
embargo, existe en este género incertidumbre
sobre el nimero de especies y las relaciones entre
ellas (Marouelli et al. 2010). La gran diversidad
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amplification strategies were used, as well as the
transferability of markers. The Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) was broken for some of the
markers used in the different species of this study,
because they belonged to commercial cultivars
with high selection pressure by growers. The
marker Hb_C115 presented the linkage with a
greater number of markers. Many of the markers
are linked to each other, it is not possible to
determine their proximity to the chromosome,
because they do not have linkage maps for
any species of the genus. The transferability
of the microsatellites developed for different
species of the genus Heliconia is confirmed as a
useful tool in the varietal characterization, which
could be of great use in the commercialization
of flowers and exchange of plant material for
asexual propagation.

de especies, cultivares e hibridos ha permitido el
uso de sin6nimos; esta inapropiada nomenclatura
se debe frecuentemente a una identificacion inco-
rrecta, que puede originar problemas tanto a nivel
comercial como cientifico (Castro et al. 2007).

Los descriptores morfoldgicos se han utili-
zado frecuentemente para la determinacion de la
diversidad fenotipica y para la diferenciacién de
algunos cultivares del género Heliconia e hibri-
dos interespecificos (Berry y Kress 1991, Loges
et al. 2007, Costa et al. 2009, Guimaraes et al.
2014). Estos descriptores son usualmente multica-
tegoéricos y cualitativos, y estdn relacionados con
las funciones estructurales de las plantas y sus
caracteristicas morfoldgicas, algunos descripto-
res son binarios cuando se refieren a presencia o
ausencia de cierta caracteristica (Guimaraes et al.
2014). Por lo tanto, los estudios moleculares pue-
den ayudar a determinar la variabilidad genética
en el género y su proceso de especiacion.

En heliconias, para identificar a qué espe-
cie o hibrido pertenece un rizoma, es necesario
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esperar la emisién de la inflorescencia para
hacer un andlisis del fenotipo resultante. Es
por esto que el uso de las técnicas moleculares
permite la estimacion de la diversidad genética
dentro y entre especies, para estudios poblacio-
nales, clasificacién de germoplasma, mejora-
miento e identificacién de genes, de caracteres
cualitativos y cuantitativos mediante la identifi-
cacion del polimorfismo directamente del ADN
(Cornide 2000). En esta investigacion se plan-
tearon como objetivos caracterizar la diversidad
genética e identificar cultivares comerciales del
género Heliconia de importancia comercial en
el centro occidente de Colombia con marcadores
microsatélites, teniendo en cuenta que Colom-
bia es el segundo productor de flores mun-
dial después de Holanda (UN Comtrade 2014).
Para realizar la caracterizacion de las especies

antes mencionadas, se utilizaron microsatélites
desarrollados por Gowda et al. (2012) para las
especies Heliconia bihai (Microsatélites Hb)
y Heliconia caribaea (Microsatélites Hc) y
las parejas de primers obtenidas a partir del
desarrollo de una libreria genémica propia, de
la especie Heliconia orthotricha cv. Tricolor
(Microsatélites Ho), desarrollada previamente.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Durante el 2014, se
seleccionaron 44 individuos pertenecientes a 4
especies e hibridos interespecificos del género
Heliconia (Cuadro 1), cultivados por producto-
res de flores, en la zona centro — occidente de
Colombia. En la Figura 1 se presentan algunos
ejemplares de las muestras seleccionadas.

Cuadro 1. Muestras de cultivares comerciales del género Heliconia.

Cddigo de la muestra

Especie/Hibrido

Numero de cultivares
comerciales analizados

Hb Heliconia bihai 11
Hc Heliconia caribaea 8
HcxHb H. caribaea x H. bihai 4
Ho H. orthotricha 11
Hs H. stricta 10
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Extracciéon de ADN: La extraccién del
ADN se realizdé a partir de tejido foliar, el
cual se almacend en gel de silice granulado,
sin cobalto, proporcién 1:10 (I gramo de tejido
vegetal por 10 gramos de gel de silice) en bolsas
plasticas con cierres herméticos. Como método
de extraccién se empled el descrito por Sheela
et al. (2006); donde a la muestra foliar se le
afadieron 2,5 ml de CTAB al 2% y 300 pl de
polivinilpirrolidona (PVP) al 1%. A los conteni-
dos se agregaron 5 ml de tampdn de extraccién
CTAB [2% (p / v) de CTAB, 100 mM Tris HCL
(pH 8,0), NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, 0,2% de
mercaptoetanol]. Posteriormente, se afadid 1
ml de solucién de PVP (1%) y se incub6 a 60°C
durante 30 minutos. Se adicioné un volumen
igual de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25: 24: 1), luego se centrifugé a 15 000 rpm
durante 10 minutos a 5°C. La fase superior se
recuperé con cloroformo: alcohol isoamilico
(24: 1), 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M
(pH 4.8) y 2/3 de volumen de isopropanol, luego
se llevé a centrifugacién a 10 000 rpm por 5
minutos a 5°C. El sobrenadante se decanté cui-
dadosamente y el sedimento de ADN se lavd
con etanol frio al 70%. El precipitado de ADN
se disolvié en 100 pl de TE (Tris HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0) y fue almacenado a 4°C,
para mejorar la calidad del ADN, se realiz6
una purificaciéon con el protocolo descrito por
Castillo (2006).

Caracterizaciéon de las muestras con
marcadores microsatélites (SSR): La caracte-
rizacion de la diversidad genética de las espe-
cies del género Heliconia; se realizd a partir
de los primers desarrollados por Gowda et al.
(2012) para Heliconia bihai (SSR Hb) y Helico-
nia caribaea (SSR Hc) y las parejas de primers
obtenidas a partir del desarrollo de una libreria
gendmica propia de la especie Heliconia ortho-
tricha cv. Tricolor (SSR Ho) construida previa-
mente (secuencias depositadas por los autores
en el NCBI, por sus siglas en inglés Natio-
nal Center for Biotechnology Information).
En total, se evaluaron 18 parejas de primers
(Cuadro 2). Las reacciones de amplificacion
se hicieron en un volumen final de 10 ul con
0,3 uM de cada uno de los primers, 15 M de
cada DNTP, 1 X de buffer de reaccién (10mM
de Tris HCI, 50mM de KCI), 1 U de Taq poli-
merasa, 2 mM de MgCl, y 10 ng.uL"' de ADN.
El perfil de amplificacién fue 94°C 5 minutos
desnaturalizacién inicial, 35 ciclos de 94°C un
minuto, temperatura de apareamiento estanda-
rizada para cada pareja de primers (Cuadro 2)
un minuto y 72°C un minuto y una extension
final de 72°C 10 minutos. La separacién de los
productos amplificados se realizé mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 6%. Los geles fueron tefiidos
con nitrato de plata y se siguid el protocolo de
Benbouza et al. (2006).

Agronomia Costarricense 42(1): 7-20. ISSN:0377-9424 / 2018



*Z10T 1P 32 epmon) 10d sope1rodar sof uodny ‘Of A qH ¥SS SO 9p uoroeoyyrdwe op souewe], |

AGRONOMIA COSTARRICENSE

12

‘ojuarwearede op einjerodwa], = e 7 ‘epeznio uoroeoyyrjdwe ojuasaid oN = — ‘epeznio ugroedijiidwe ojuasard = +
+ D Lo 01z-081 £5579801 °O1) Ls OIH oH
+ D S e LI-T91 €1529801 Kov) 19 ¢aoH
+ RS T SRAREA AR 007-06€ 21579801 o) 19 Za oH
+ AN INILIOLVOVIUOLYOVL A 081-071 2052980 “vo) 19 €010
+ NSELOOLVIVALIOLVON 051-0p1 2057980 (1) 09 T019 0
+ DIV N DEOVODILDODIND 8 0S1-0¥1 8679801 S(v) Ls 99 oH
+ DILONIOVILIOLOOLOOLVL A 015-06€ 96+2980I ‘o) 09 144 OH
+ S v ove-0ze 16729801 V) 19 0rvoH
- EAREACNCMACARAROA Pt 0€1-021 L8YTI8OL Yvo) “oL) 19 ¥V OH
+ SRR LOLLLODVV IS A 02€-00¢ 98479801 “OV) 19 €VTOH
+ e AN ALY X ssz-ee 16155510 *'(Lvo) 9 9aoH
+ 2 v vaavovo i 61081 2618581 Si(LvD) 09 0210 °H
- VSE AN OODLIDVILLYN IS A €LT-5ST 88ISSSId (100) <10 H(LLD) 09 9078 9H
- B RN RN CEP oM $0Z-061 66155511 (Lvo) 09 SO aH
- BRI OATCE AN AN £t L61SSSId OVV) 8 org aH
+ TR A RS AR Y0T-LO 9616561 (v vo) 8¢ 69 qH
- AR AR T AAOR s9z-s¢¢ P61SSST ?lv) v (1) - (V) *(10) 8 YOIV aH
- Y o s oz-oLI €615551 “(10) 9 8V aH
:@_wwwmﬂﬁ%ﬂ:< (€-.6) stowd serouanosg ,1(qd) ourure], cm__MMw_oﬁmme JION Awmv Joperomy

*SEIUODI[OH P SOBIOIAUWIOD SATBATI[ND 9P UQIORZIId)ORILD ] U2 sopeajdwo sajigesororwt op uorodriosaq ‘g oIpen)

Agronomia Costarricense 42(1): 7-20. ISSN:0377-9424 / 2018



MARULANDA et al.: Genética de cultivares de heliconias en Colombia 13

Analisis Estadistico: Se realiz6 un ana-
lisis inicial por medio del programa GenAlex
6,1 (Peakell y Smouse 2006) al estimar las
medidas de diversidad, variabilidad y distan-
cias genéticas. Se generd una matriz binaria de
ausencia (0) y presencia (1). Se hallé la matriz de
similitud al calcular el coeficiente de Nei (1972),
para estimar los pardmetros de heterocigosidad
promedio. A partir de la matriz de distancias,
se construy6 un dendrograma con Bootstrap con
el software MEGA7 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis v 7.0, desarrollado por Kumar
et al. (2015)).

También se calcularon los indices de
contenido polimérfico (PIC) a través de la apli-
cacion PIC calculator. Los datos de heterocigo-
sidades esperadas y observadas, ademds de los
valores de PIC, se utilizaron para seleccionar
parejas de primers que sirvieran en la discrimi-
nacién genética de cultivares de heliconias. La
heterocigosidad observada y esperada, el equi-
librio de Hardy Weinberg (EHW) por la prueba
exacta, el desequilibrio de ligamiento (LD) y el
estadistico Fg por cada locus, fueron estimados
mediante el software Arlequin v 3.5 (Excoffier
et al. (2010)) el cual usa el método de Cadena
de Markov.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la presente investigacion, la amplifica-
cién de las muestras de cultivares comerciales de
heliconias con marcadores microsatélites, reveld
que cada pareja de iniciadores amplificé en su
mayoria un locus, entre tanto, los microsatélites

Hb_C115, Hc_C120 y Ho_A3 presentaron 2 loci.
Al comparar las frecuencias alélicas de cada uno
de los loci en cada poblacién (especies diferentes),
se observaron microsatélites multialélicos, donde
el locus Ho_HI10 aporté el mayor nimero de
alelos, 15 de los 152 alelos totales registrados en
21 loci. Otros estudios, como el de Cortes et al.
(2009), caracterizaron con 10 loci microsatélites
la especie Heliconia acuminata colectada en el
proyecto “Biological Dynamics of Forest Frag-
ments Project (Manaus, Brazil)”. Los marcadores
se utilizaron para analizar 61 individuos pertene-
cientes a una poblacién en estudio, estos marca-
dores fueron muy polimérficos con un promedio
de 8 alelos por locus. Todos los marcadores son
utilizados actualmente para analizar la estructura
genética y espacial de la poblacién, y para com-
prender la dindmica sucesional de la especie H.
acuminata en fragmentos de bosque tropical.

En la Figura 2 se observa la distribucién
de los diferentes alelos detectados en los 21 loci
microsatélites, pertenecientes a las 4 especies y
a los hibridos interespecificos de heliconias. La
heterocigosidad esperada (He) fue mayor en H.
bihai (0,674), seguida de H. stricta (0,672) (Figu-
ra 2). También se observé que H. bihai presentd
el mayor nimero de alelos exclusivos (0,762),
seguida de H. stricta (0,429), en contraste H. cari-
baea registré el menor nimero de alelos (0,048).
La presencia de ellos con frecuencias iguales
o inferiores al 50% (alelos de baja frecuencia)
se presentd en mayor nimero en H. bihai y H.
stricta, de igual forma ambas especies registra-
ron el mayor nimero de alelos frecuentes y los
informativos.
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Patrones alélicos entre especies

Promedios

H. bihai

H. caribaea

Especies

Fig. 2.

Pereira et al. (2016), caracterizaron 15
familias de medios hermanos de cultivos de
heliconias en Brasil, mediante marcadores mor-
folégicos y moleculares. Para la media familia de
muestras de H. bihai, el valor de heterocigosidad
esperada (He) fue de 0,242, catalogada como alta
diversidad. Este valor es inferior al hallado en el
presente estudio y podria ser explicado en que
las muestras colombianas no eran emparentadas,
aunque si son cultivares comerciales selecciona-
dos por agricultores.

La estrategia de utilizar los principios de
transferibilidad de los marcadores microsatélites
en especies del mismo género aportaron resulta-
dos muy positivos en esta investigacion (Cuadro
3), pues se observa que SSR desarrollados para
Heliconia orthotricha (Primers Ho) pueden hacer
una diferenciacién intraespecifica en cultivares
de las especies H. bihai, H. caribaea y H. stric-
ta. Jatoi et al. (2006) analizaron la diversidad
genética mediante el uso de marcadores micro-
satélites (SSR) o secuencias simples repetidas
de 14 genotipos de 3 géneros de la familia Zin-
giberaceae (Zingiber, Alpinia y Curcuma), los
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H. caribaea x bihai H. orthotricha

= NUmero de alelos

= Na Frec. >= 5%

B No. De alelos efectivos

W No. Alelos exclusivos

No. Alelos con
frecuencias(<=25%)

Heterocigosidad

mmm== No. Alelos con frecuencias
(<=50%)

He
H. stricta

Distribucién de los patrones alélicos en muestras de heliconias. He: Heterocigosidad esperada.

cuales mostraron una gran diversidad en hébitat
y morfologia, pero es poco el conocimiento
acerca de las relaciones filogenéticas entre estos
taxones, debido a la falta de marcadores mole-
culares propios. Estos investigadores utilizaron
marcadores microsatélites y evaluaron el poten-
cial de amplificaciéon cruzada de secuencias
microsatélites (SSR) entre diferentes taxones con
el fin de identificar marcadores genéticos para
caracterizar la diversidad genética del orden. Se
utilizaron, ademas, marcadores microsatélites
(SSR) de arroz en especies de Zingiberaceae, lo
cual demostr6 la transferibilidad de los micro-
satélites entre grupos aparentemente no muy
relacionados. Segin Mathithumilan et al. (2013),
evolutivamente, las especies pertenecientes a un
género o familia especifica tienen cierta relacion
a nivel genémico. Por lo tanto, es plausible que
los marcadores sean transferibles a través de
estas especies pertenecientes a la misma familia.
Ademds, es evidente que las regiones codificantes
son mas conservadas a través de los phylum que
las partes no codificantes del genoma.
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Cuadro 3. Seleccién de microsatélites para discriminacion de cultivares del género Heliconia.

Especie

H. caribaea x

Locus H. bihai H. caribaea H. bihai H. orthotricha H. stricta
Hb_Cl115 ok * * * *
Hb_B9 * * ok * *
Hc_B206 *k * * ok *
Hc_C120 * ok ok otk *
Hc_B6 o * * * ok
Ho_A3 * * * * wxk
Ho_Ad4 ok * * * *
Ho_Al0 ok * * ok *
Ho_B4-1 * * * ok *
Ho_B6 * * * * ok
Ho_B10-2 ok * * * *
Ho_D2 *k * * * *
Ho_D3 * ok * * *
Ho_HI10 * * * * ok

*No es informativo**Diferenciacion interespecifica ***Diferenciacion intraespecifica.

Con el fin de discriminar cultivares entre
si, se analizé el ndimero de concordancias versus
genotipos por locus, para determinar la proba-
bilidad de encontrar 2 individuos con el mismo
genotipo en un determinado locus. Se encontré
que era necesaria la utilizaciéon de mds de 16 loci
para distinguir cultivares de diferentes especies.
Los resultados donde se utilizan marcadores
moleculares para distinguir individuos son repor-
tados también por Pereira et al. (2016), quienes
con marcadores moleculares ISSR (Por sus siglas
en inglés: Inter Simple Sequence Repeats) distin-
guieron individuos emparentados de H. bihai y
H. chartacea. Por su parte, Gowda et al. (2012)
desarrollaron 13 marcadores microsatélites para
la caracterizacién de H. caribaea y H. bihai en
islas orientales caribenas, lo cual demostré un
alto poder de discriminacién en la caracteriza-
cion genética de estas especies que comprobd,
ademds, la utilidad de los microsatélites para
estudios de polinizacién, estructura genética y
patrones filogeograficos en heliconias del caribe.

La mayor variabilidad de los microsatélites,
en comparacion con otros marcadores, aumenta la
probabilidad de que cada individuo en una pobla-
cién, tenga un genotipo unico, lo cual hace que los
microsatélites sean muy Utiles en caracterizaciones
genéticas a nivel poblacional (Slatkin 1995, Maru-
landa et al. 2011). Se tiene en cuenta la necesidad
de recomendar 16 loci para distinguir cultivares;
se seleccionaron 14 microsatélites, ya que 3 de los
18 microsatélites analizados mostraron 2 loci. Los
SSR con un mayor contenido polimdrfico (PIC),
heterocigosidades observadas y esperadas simila-
res fueron: Hb_C115, Hb_B9, Hc_B6, Hc_C120,
Ho_A3, Ho_A4, Ho_B4-1, Ho_B10-2, Ho_D2 y
Ho_D3. En el Cuadro 3, aparecen las capacidades
de diferenciacion intra y / o interespecifica de los
SSR seleccionados.

El andlisis de equilibrio de Hardy-Wein-
berg (EHW) fue desarrollado por cada locus en
cada cultivar al tomar todas las muestras como
un solo grupo. Los resultados de la tabla con
los P-valores para cada caso se presentan en
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el Cuadro 4, donde los valores menores a 0,05
(p<0,05) fueron significativos, lo cual indica
que se rompid el equilibrio de Hardy-Weinberg
para ese marcador. El cultivar con mds marca-
dores en desequilibrio fue H. orthotricha y el
de menos H. caribaea x bihai. Ademas, cuando
se unen todos los cultivares hay mds marcado-
res en desequilibrio porque se juntan grupos
diferentes entre si. A diferencia de Cortes et al.
(2009), quienes analizaron la estructura genética
y espacial de una poblacién H. acuminata en
fragmentos de bosque tropical en Manaus, Brasil.
Las muestras evaluadas en el presente estudio,
son de cultivares comerciales con alta presion
de seleccion por parte de los cultivadores, es de
esperarse entonces, que se rompa el equilibrio
Hardy-Weinberg (EHW) para algunos de los

marcadores empleados en las diferentes especies.
Liew et al. (2016) encontraron una desviacion
significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) al realizar una amplificacién cruzada con
microsatélites de la especie Duabanga molucca-
na en otras especies relacionadas; ellos explican
este fendmeno, debido al déficit de heterocigotos
y a la presencia de alelos nulos (Selkoe y Toonen
2006). Ademds, contemplaron que el exceso de
homocigotos puede deberse a las condiciones
propias de la poblacién a estudiar, como la endo-
gamia, la seleccion en contra o favor de cierto
alelo, entre otros. Cabe resaltar que la poblacién
analizada en este estudio es producto de una alta
presion de seleccion, al ser cultivares selecciona-
dos para explotacién comercial y posteriormente
propagados asexualmente.

Cuadro 4. P-valores para el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en cada cultivar y en el grupo completo.

Locus* H. bihai H. caribaea Z Z?]:;l;aea * H. orthotricha H. stricta Fl;g:);iimén
Hb_AS8 LI 0,016 0,418 1,000 0,003 0,004 0,000
Hb_A104 L1 0,014 0,005 1,000 1,000 0,013 0,000
Hb_B9 L1 0,875 0,775 1,000 1,000 0,642 0,118
Hb_BI110 L1 0,304 0,060 0,312 0,015 0,269 0,000
Hb_Cl115 L1 0,386 1,000 0,400 0,093 0,072 0,000
Hb_Cl115 L2 1,000 1,000 Monomérfico 1,000 1,000 0,101
Hc_B206 L1 0,576 0,060 0,323 0,117 0,255 0,030
Hc_C120 L1 0,049 0,059 0,314 0,120 0,025 0,000
Hc_C120 L2 0,399 1,000 1,000 1,000 1,000 0,063
Hc_D6 L1 0,167 0,006 1,000 1,000 0,023 0,000
Ho_A3 Ll 0,001 0,025 0,055 0,001 0,041 0,000
Ho_A3 L2 1,000 1,000 Monomérfico 1,000 0,250 0,076
Ho_A4 L1 0,075 0,092 0,059 0,007 0,063 0,000
Ho_Al10 L1 0,092 0,380 0,314 0,284 0,423 0,021
Ho_B4-1 L1 0,002 1,000 1,000 0,843 0,001 0,000
HoB6 L1 0,014 0,053 1,000 0,007 0,208 0,000
Ho_B10-2 L1 0,104 0,848 1,000 0,235 0,110 0,066
Ho_B10-3 L1 0,433 1,000 0,467 0,033 0,152 0,000
Ho_D2 L1 0,975 0,156 0,659 0,104 0,861 0,000
Ho_D3 L1 0,531 0,000 1,000 0,015 0,338 0,000
Ho_HI10 L1 0,445 0,424 1,000 0,789 0,295 0,009
Significativos 6 4 0 7 6 16

*L1= Locus 1. L2= Locus 2
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Por otro lado, se estimé el desequilibrio de
ligamiento (LD) por pares de locus, se tomaron
todos los individuos como una tnica poblacion,
a partir de estos se determind la significancia
del ligamiento, donde se puede observar que el
marcador Hb_C115 presentd el ligamiento con
un mayor nimero de marcadores, lo cual podria
ofrecer informacién redundante de ellos. Cabe
aclarar que aunque muchos de los marcadores
estan ligados entre si, al no poseer mapas de
ligamiento para ninguna especie del género, no
es posible determinar la cercania de los mismos
en los cromosomas.

El andlisis de los Fg. se realizo con el fin
de identificar posibles marcadores bajo seleccion
y se tuvo en cuenta todos los cultivares como un
grupo global. En este caso solo 2 marcadores fue-
ron significativos (p-valor<0,05) con valores de
Fyr de 0,333 y de 0,171 para los locus Hb_C115
y He_C120, lo que indica que estos 2 marcadores
muestran estructuracién poblacional.

En la Figura 3 se observan 7 grupos
bien definidos, no existe una tendencia clara de
los individuos a agruparse por especie con los
microsatélites utilizados en este estudio, aunque

6 individuos de la especie H. orthotricha se
encuentran en el primer grupo, lo cual confirma
la especificidad de los microsatélites desarro-
llados para esta especie. En general, la cercania
de las especies utilizadas en esta investigacion
radica bdsicamente en que todas pertenecen
al subgénero Heliconia seccién Heliconias: H.
bihai (L. L. H. orthotricha L. Andersson, H.
stricta Huber, H. caribaea Lamarck y H. wag-
neriana Peterssen (no incluida en este estudio)
(Kress et al. 1999). Esta clasificacion se basa
principalmente en las caracteristicas vegetativas
y reproductivas de las plantas. Las especies que
pertenecen a la secciéon Heliconia presentan
pseudotallos mds largos e inflorescencias erec-
tas y con espatas no muy imbrincadas (Betancur
y Kress 1995). Los estudios filogenéticos de las
especies pertenecientes a la seccion Heliconia
demuestran la existencia de un ancestro comiin
y ha sido descrita como una seccién cuyo ori-
gen evolutivo es monofilético (Marouelli et al.
2010). Es preciso mencionar, ademds, que es
muy comun en las especies de heliconias tanto
en cultivadas como silvestres, encontrar hibridos
naturales interespecificos.
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29} H. orthotricha cv. She

33} H. orthotricha cv. File de la noche ribete amarilla
31} H. orthotricha cv. Mostaza

32} H. orthotricha cv. Papagayo

A} H. bihai cv. Pink peach

18} H. caribaea cv. Vulcano

34} H. orthotricha cv. Glabra

7) H. bihaicv. Halloween

— 19} H. caribaea cv. Escariata

73 1) H. bihai cv. Lobster punta negra
26 57 30} H. orthotricha cv. Bicolor
[ ] &5 —{ 17} H. carbaea cv. Salmon
0 44) H. stricta cv. Mini jamaica gigante
L {2d) H. orthotncha cv. Filo de la noche
2z 5} H. bihai cv. Yellow dancer
63 13} H. carbaea cv. Braziian bomber
76 41} H. stricta cv. Lone lover
_B5| = 3:3} H. bihai cv. Naranja
38} H. sincta cv. Jamaica
3] 4} H. bihai cv. Lobster roja
54 35) H. stricta cv. Bucky
56 10} H. bihaicv. Nappi amarilla
n 39} H. stricta cv. Tagami
22 | {74} H. orthotricha cv. Arcoiris
B4 —— 8} H. bihai cv. Nappi
T ——(22} H. caribaea x bihai cv. Kawauchi
BT 23} H. canbaea x bihai cv. Piton point
53 34} H. stricta cv. Fire bard
— ———{21} H. caribaea x bihaicv. Jacquini
77 ——(28) H. orthotricha cv. Roja
B 12} H. caribaea cv. Barbados
45 40} H. stricta cv. s red
e — {15} H. caribaea cv. Godd
78 ——(4} H. bihai cv. Lobster salmon
T 20} H. caribaea x bihai cv. Criswick
B ?:3?} H. stricta cv. Las cruces
{2} H. bihai cv. Lobster punta verde
&0 ——{11} H. bihai cv. Fresa chocolate
B4 25) H. orthotricha cv. Tricolor
a7 ?Eiqa} H. stricta cv. Quito gold naranja
{14} H. caribasa cv. Chartreusse
{27) H. orthofricha cv. Pintoresca
I—(1EI} H. caribasa cv. Purpurea
451449} H. stricta ov. Quito gold amarilla
Fig. 3. Dendrograma obtenido con coeficiente de Jaccard y agrupamiento Neighbor-Joining con bootstrap, en diferentes

genotipos de cultivares comerciales del género Heliconia.
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Finalmente, es importante destacar que
el uso de las técnicas moleculares permite la
estimacién de la diversidad genética dentro y
entre especies, para estudios poblacionales, cla-
sificacion de germoplasma, mejoramiento e iden-
tificacién de genes de caracteres cualitativos y
cuantitativos mediante la identificacién del poli-
morfismo directamente del ADN (Cornide 2000).

CONCLUSIONES

Se logré determinar que la utilizacién de
mds de 16 loci fue ttil para distinguir cultivares
de diferentes especies. Se tiene en cuenta, la
necesidad de recomendar 16 loci para distinguir
cultivares, se seleccionaron 14 microsatélites, ya
que 3 de los 18 microsatélites analizados mostra-
ron 2 loci.

Este estudio confirma la transferibilidad
de los microsatélites desarrollados para dife-
rentes especies del género Heliconia, como una
herramienta util en la caracterizacion varietal, la
cual podria ser de gran uso en la comercializa-
cion de flores e intercambio de material vegetal
para propagacion asexual.
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