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RESUMEN 

 
Jatropha curcas comúnmente conocido como piñón es una planta de la familia 

Euphorbiaceae, que tiene un alto porcentaje de aceite en sus semillas. Sus 

propiedades llaman la atención para la producción de biodiesel. Al no encontrase 

domesticada, los programas tanto de mejoramiento genético como de 

reproducción se encuentran muy limitados. Una base genética sólida es 

necesaria, por lo que es primordial obtener más información que caracterice las 

accesiones y brinden información importante. Las secuencias SSR (Simple 

Sequence Repeats), STR (Short Tandem Repeats) o microsatélites, se 

encuentran comúnmente en el genoma de eucariotas y en ciertos procariotas. 

Su forma de repetición y su frecuencia en el genoma se diferencia en cada 

individuo de una especie debido a su alta mutabilidad, por esto son altamente 

recomendadas para caracterizar genéticamente a las plantas. En el presente 

estudio se realizó el genotipaje de 163 accesiones de la colección de piñón del 

INIAP, con el uso de 22 microsatélites EST-SSR y la metodología M13-tailing.  

Se obtuvo una matriz genotípica, de la cual se realizaron diferentes análisis 

estadísticos, de estructura y de diversidad genética. Los promedios de 

heterocigosis esperada y heterocigosis observada obtenidos fueron de (0.319) y 

(0.230) respectivamente, lo que indica un alto nivel de endogamia. El promedio 

del índice de contenido de información polimórfica (PIC) en todas las muestras 

fue de (0.257). Se identificó un total de 16 accesiones similares en el análisis de 

paridad, la mayoría proveniente de Manabí. El análisis de estructura dividió a las 

accesiones estudiadas en dos poblaciones G1 y G2, junto a la presencia de 

muestras intermedias entre las dos poblaciones. El análisis PCoA mostró que la 

población G1 fue muy dispersa, con un mayor número de muestras, en el 

dendrograma UPGMA no se pudo definir subgrupos claros y los valores 

bootstraps no fueron mayores a 50 en su mayoría. La población G2 fue menos 

dispersa con menor cantidad de muestras, no presentó subgrupos definidos en 

el dendrograma y también presento valores bootstraps bajos. Se realizó un 

segundo estudio con análisis PCoA, dendrograma UPGMA y AMOVA con las 



 

muestras que presentaron un valor Q (Pertenencia estimada para cada individuo 

en una población) más altos y bajos. Los resultados del PCoA agrupo de mejor 

manera a las accesiones de piñón en las dos poblaciones, quitando a las 

accesiones intermedias que se encontraban antes. Se logró identificar a 

subgrupos en ambas poblaciones en el dendrograma UPGMA, a pesar de esto, 

los valores bootstraps siguieron siendo muy bajos. El AMOVA indico que existe 

mayor variabilidad dentro de las poblaciones y menor entre ellas. Fis y Fit fueron 

positivas con valores bastante altos ambas indicando un alto nivel de monogamia 

en las accesiones de piñón.  

 

 

 

 

 

  



 

ABSTRACT 
 
Jatropha curcas commonly known as pine nut is a plant of the Euphorbiaceae 

family, which has a high percentage of oil in its seeds. Its properties attract 

attention for the production of biodiesel. Since it is not domesticated, both 

breeding and breeding programs are very limited. A solid genetic base is 

necessary, so it is essential to obtain more information that characterizes the 

accessions and provides important information. The sequences SSR (Simple 

Sequence Repeats), STR (Short Tandem Repeats) or microsatellites, are 

commonly found in the eukaryotic genome and in certain prokaryotes. Its form of 

repetition and its frequency in the genome is different in each individual of a 

species due to its high mutability, so they are highly recommended to genetically 

characterize plants. In the present study, the genotyping of 163 accessions of the 

INIAP sprocket collection was performed, using 22 EST-SSR microsatellites and 

the M13-tailing methodology. A genotypic matrix was obtained, from which 

different statistical, structure and genetic diversity analyzes were performed. The 

average expected heterozygous and heterozygous observed were (0.319) and 

(0.230) respectively, indicating a high level of inbreeding. The average 

polymorphic information content index (PIC) in all samples was (0.257). A total of 

16 similar accessions were identified in the parity analysis, the majority coming 

from Manabí. The structure analysis divided the accessions studied into two 

populations G1 and G2, together with the presence of intermediate samples 

between the two populations. The PCoA analysis showed that the G1 population 

was very dispersed, with a larger number of samples, in the UPGMA dendrogram 

it was not possible to define clear subgroups and the bootstraps values were not 

greater than 50 mostly. The G2 population was less dispersed with fewer 

samples, no subgroups defined in the dendrogram and also had low bootstrap 

values. A second study with PCoA analysis, UPGMA dendrogram and AMOVA 

was carried out with the highest and lowest Q samples (Estimated membership 

for each individual in a population). The results of the PCoA better grouped the 

pinion accessions in the two populations, removing the intermediate accessions 

that were before. It was possible to identify subgroups in both populations in the 

UPGMA dendrogram, despite this, bootstraps values remained very low. The 



 

AMOVA indicated that there is greater variability within the populations and less 

among them. Fis and Fit were positive with quite high values both indicating a 

high level of monogamy in the pinion accessions. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Antecedentes  

 

Jatropha curcas comúnmente conocido como piñón es una planta de la familia 

Euphorbiaceae, es perenne diploide. Se encuentra clasificada en el grupo de 

plantas oleaginosas, tiene la capacidad de vivir hasta 50 años Y en ciertas 

condiciones su floración puede suceder todo el año, sus semillas  contienen alots 

porcentajes en contenido de aceite (Tian, 2017). Los individuos del 

género Jatropha se caracterizan por ser pequeños arbustos y presentar bastante 

variabilidad morfológica (Font, 2003). Las propiedades del aceite que produce 

en las semillas son de interés para la producción de biocombustibles,  por esta 

razón en los últimos años esta planta ha sido investigada y se han descubierto 

diversos usos (Arias, 2014).  

 

 

El piñón se encuentra distribuido en la mayoría de los países que cuentan con 

un clima tropical, es cultivado en África, Centroamérica, India, Sudamérica y 

Sureste de Asia (Jongschaap, 2007).  Algunos estudios con accesiones de piñón 

tomadas de diferentes partes del mundo indican una alta probabilidad que el 

centro de origen sea en México y algunos países de Centroamérica (Heller. 

1996). 

 

 

Esta planta aún es considerada semi silvestre, lo cual afecta a los programas de 

reproducción debido a su bajo rendimiento de semillas y contenido de aceite 

(Achten et al., 2008). La información genética que existe de esta planta es 

bastante limitada, por lo tanto caracterizar molecularmente y obtener información 

de su diversidad genética es primordial para su desarrollo (Achten et al., 2008). 

La mayoría de las poblaciones introducidas en diferentes partes del mundo son 

altamente homocigóticas con características poco deseables (Eriksson et al., 

2007). 
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Con la ayuda de marcadores moleculares, se puede caracterizar los genotipos 

de las plantas, permitiendo medir las relaciones genéticas de manera más 

precisa, (Soller & Beckmann, 1983). La tecnología PCR (Polymerase Chain 

Reaction), ha permitido realizar la detección de secuencias más simple y rápida, 

permitiendo la aceleración de programas de mejoramiento genético de muchas 

especies de plantas (Hyten et al., 2010).  

 

 

Las secuencias microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) o STR (Short 

Tandem Repeats), se encuentran comúnmente en el genoma de eucariotas y en 

ciertos procariotas. Estas secuencias están ensambladas con unidades cortas 

de aproximadamente 1 a 10 pares de bases, las cuales se repiten a manera de 

tándem muchas veces. Estas secuencias se las puede clasificar por su motif de 

repetición, tamaño y por el sitio en donde se encuentran en el genoma. La forma 

de repetición y su frecuencia en el genoma se diferencia en cada variedad de 

una especie (González, 2003). Estas secuencias han sido ampliamente usadas 

en varios estudios como marcadores moleculares para genotipar accesiones de 

piñón, debido a las ventajas que presentan sobre otros marcadores moleculares. 

 

 

Al ser amplificadas las SSR por medio de una PCR utilizando primers se pueden 

observar los polimorfismos existentes gracias a la desigualdad en su tamaño, 

que se produce por la disposición que tienen los números de las unidades y a su 

repetición o disposición (Castañeda, 2013). Los SSR permiten el análisis de más 

de un locus a la vez, con la condición de que exista en los alelos tamaños 

significativamente diferentes y que puedan migrar hacia diferentes posiciones en 

la electroforesis. Este tipo de genotipado es llamado multiplex. Para poder correr 

una PCR con esta metodología se necesita utilizar dos primers particulares en el 

master mix (Ferreira, 1998). Los resultados de estos polimorfismos  se visualizan  

en un gel de  electroforesis, que puede ser de poliacrilamida o agarosa (Edwards, 

1994).  
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El piñón en el Ecuador, se encuentra mayormente como cercas vivas sobre todo 

en la región costa y valles de la sierra, se produce jabón artesanalmente a partir 

de su aceite. El Instituto Nacional Autónomo de Investigaciones Agropecuarias 

– INIAP estableció un banco de germoplasma de 163 accesiones de piñón en la 

Estación Experimental Portoviejo. Se han realizado algunos estudios que 

caracterizan morfológica, agronómica y molecularmente a parte de estas 

accesiones, sin embargo los análisis moleculares no han brindado la suficiente 

información sobre la variación genética de las accesiones estudiadas 

(Zambrano, 2010). 

 

 

El INIAP realizó un estudio en el cual se genotiparon algunas accesiones de 

piñón obtenidas de La Estación Experimental Portoviejo. Se utilizaron 10 

marcadores tipo SSR’s para realizar amplificaciones utilizando la metodología 

M13-tailing. Se realizó pruebas de estandarización de los 10 primers en el 

marcaje IRDye 700 y IRDye 800. De dichas amplificaciones solo dos primers J-

28 y J-26, lograron obtener patrones de amplificación polimórficos eficaces. Los 

otros ocho primers presentaron patrones de amplificación monomórficos siendo 

poco útiles para establecer diferencias genéticas. Los resultados mostraron 

polimorfismos con 13 alelos en el germoplasma del piñón (Zambrano, 2010).  

 

 

En un programa dirigido por (Souza, 2012) para el mejoramiento genético de 

piñón, se analizó su diversidad genética utilizando marcadores moleculares 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). De los 11 marcadores amplificados, 2 

fueron monomórficos y 9 polimórficos, generando 97 alelos. De los cuales 27 

fueron polimórficos y 66 monomórficos. Los resultados mostraron que los primers 

UBC 812 fueron más polimorfismos con 5 alelos polimórficas con respecto al 

resto de primers. 

 

 

En un estudio realizado por Sinha et al., (2015), se desarrollaron 40 marcadores 

microsatélites genómicos de Jatropha curcas, fueron evaluados en Jatropha 
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curcas y Jatropha integérrima. También se evaluaron en accesiones de las 

especies cruzadas Emblica officinalis, Phyllanthus niruri y Ricinus communis.  

 

 

En otro estudio realizado por (Wen et al., 2010), se escogieron 419 marcadores 

SSR-EST (microsatélites de etiqueta de secuencia expresada), junto a 182 

marcadores genómicos (G) -SSR para Manihot esculenta (Yuca) perteneciente 

a la misma familia de Jatropha curcas, y se estudió su nivel de transferibilidad 

hacia Jatropha curcas. 

  

 

Finalmente, uno de los últimos estudios dirigido por (Tian et al., 2017), validaron 

un total de 262 marcadores SSR, basándose en el número similar de motif y por 

la longitud de estos SSR con mayor a 18 pares de bases. Las accesiones 

utilizadas fueron 7 y se recolectaron de diferentes países para determinar las 

tasas de similitud y polimorfismos. Como resultado obtuvieron un total de 202 

SSR amplificados exitosamente. Determinaron que para los SSR di-nucleótidos 

hubo una tasa polimórfica de 18.3 % y para los tri-nucleótidos un 15.5 % de tasa 

polimórfica.  

 

1.2 Planteamiento del problema  

 

La planta Jatropha curcas aún no ha sido totalmente domesticada. Algunos 

programas de mejoramiento genético y de reproducción están muy limitados por 

las condiciones climáticas, la disponibilidad de germoplasma, ya que la 

variabilidad identificada es limitada y las mejores accesiones se encuentran 

cercanas al centro de origen. (Tian, 2017). 

 

  

Las herramientas moleculares para la evaluación de diversidad en el piñón, y los 

estudios genéticos no se han desarrollado a un nivel aceptable. Los marcadores 

moleculares no han logrado caracterizar un buen porcentaje del genoma del 

piñón (Tian, 2017).  
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El potencial de rendimiento de algunos materiales investigados, demostraron ser 

bajos debido a la ausencia de una selección específica y adecuada de las 

semillas realizado hasta la actualidad (Sinha, 2015).  Se ha encontrado que la 

diversidad genética en algunas poblaciones de Jatropha son muy bajas 

especialmente en regiones alejadas del centro de origen. (Sanou et al., 2015) 

 

 

Estudios previos sobre la colección del piñón se han centrado en una 

caracterización morfológica y una limitada caracterización molecular. La poca 

información a nivel genético del piñón disponible en el Ecuador no ha permitido 

establecer la variabilidad genética y por ende no poder diferenciar a los 

individuos de una manera eficiente (Zambrano, 2010). 

 

1.3 Justificación de la investigación  

 

Uno de los retos en la investigación de Jatropha curcas L. es encontrar 

variedades que muestren características deseables como precocidad, buena 

producción de semillas y aceite, resistencia a plagas y enfermedades (Iguarán, 

2019). Con este fin se hace indispensable identificar material genético 

promisorio, además de levantar información sobre diversidad genotípica entre 

accesiones criollas y accesiones de la colección. 

 

 

La caracterización molecular del piñón también ayudaría a identificar marcadores 

que pueden estar asociados a características fenotípicas favorables para la 

obtención de biocombustibles, de esta forma se podría seleccionar a individuos 

específicos para su mejoramiento genético.  Este estudio puede validar la 

información ya proporcionada morfológicamente y establecer de mejor manera 

la diversidad genética existente en las accesiones ya estudiadas, por medio de 

marcadores SSR-EST con alta sensibilidad para detectar diferencias en el 

genotipo de cada individuo. Este tipo de herramientas permite clasificar grupos 

de genes que se asocian a características fenotípicas que pueden ser 
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cuantitativas y permitiendo crear mapas de estos genes y establecer relaciones 

filogenéticas (Ferreira, 1998). 

 

 

Con el piñón que reúne las características agroindustriales deseables, se puede 

generar un grupo de cultivos con un gran potencial para la producción energética 

en terrenos y áreas marginales. Esto puede ser una ventaja estratégica para la 

obtención de biocombustibles de una manera sostenible en comparación con 

cultivos de ciclo corto manteniendo así la seguridad alimentaria y el desarrollo 

agrícola, económico e industrial (Heller, 1996). 

 

1.4 Objetivo general y objetivos específicos  

1.4.1 General:  

 

Análisis de la variabilidad genética de la colección del piñón (Jatropha curcas) 

del INIAP con marcadores SSR-EST 

 

1.4.2 Específicos:  

 

 Estimar las frecuencia alélica de las accesiones de Jatropha curcas de la 

colección del INIAP 

 Determinar la estructura poblacional de las accesiones de Jatropha 

curcas de la colección del INIAP 

 Identificar accesiones duplicadas de Jatropha curcas de la colección del 

INIAP 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



7 
 

 

2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Género Jatropha  

El género Jatropha pertenece a la familia Euphorbiaceae. Es  muy diverso 

morfológicamente hablando, con aproximadamente 175 especies encontradas 

alrededor del mundo (Abdulrahaman, 2014). Se conocen dos subgéneros, diez 

secciones y diez subsecciones.  Entre sus individuos se pueden encontrar 

hierbas, arbustos y árboles, generalmente monoicos.  Las especies de este 

género son mayormente de larga duración, y en algunas se puede encontrar 

toxinas como la lectina, saponina, forbol cancerígeno y un inhibidor de tripsina 

(Amin Aboelghar & Khdery, 2017).  

 

 

Las hojas en algunas especies son heterogéneas con respecto a su tamaño y 

estructura. Se pueden encontrar hojas subopuestas, alternas, pecioladas no 

lobadas, palmatilobadas o simples. El tamaño varía entre 2 y 3 mm en ambientes 

secos y en 20 mm en ambientes más húmedos.   (Dehgan, 1982).  La venación 

pinnada ocurre en pocos taxones con hojas ovadas lanceoladas a lanceoladas 

estrechamente. En varias formas se presentan estípulas entre las más comunes 

están: foliar, glandular filiforme, espinosa.  Las semillas pueden tener forma 

ovoide, carunculadas, subglobosas o con endospermo grande (Sánchez, 2010). 

 

 

Las especies del género Jatropha tienen la posibilidad de tener polinización 

cruzada, esto permite que exista un alto grado de variabilidad genética en 

algunos individuos. Esta característica permite tener grandes posibilidades de 

analizar características deseadas para poder desarrollar programas de 

mejoramiento genético. (Gohil & Pandya, 2008) 

 

2.2 Jatropha curcas 

 

Jatropha curcas o comúnmente conocido como piñón es una planta de la familia 

Euphorbiaceae, se encuentra clasificada en el grupo de las oleaginosas. Las 
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propiedades del aceite que produce en las semillas son de interés para la 

producción de biocombustibles, por esta razón en los últimos años esta especie 

ha sido investigada (Arias, 2014). Esta planta puede ser utilizada para controlar 

la erosión, delimitar como cerca viva, o como cultivo comercial (Openshaw, 

2000). 

 

 

Es una planta fácil de establecer, crece relativamente rápido, es resistente a 

plagas, enfermedades, y las sequias. Sus hojas y tallos son tóxicos para los 

animales. Varias partes de la planta tienen potencial medicinal debido a la 

presencia de muchas sustancias beneficiosas para la salud. Las flores de esta 

planta son atractivas para insectos como las abejas teniendo gran potencial para 

la apicultura. La madera y frutos tienen diversos usos  (Openshaw, 2000). Su 

semilla contiene alcaloides identificados como ésteres de forbol, que tienen 

efecto de purgante, la ingesta elevada de este aceite produce daños en el tracto 

gastrointestinal provocando náuseas, sudoración y la muerte (Sanou et al., 

2015). Con el aceite de esta planta también se puede producir jabón y biodiesel 

(Falasca, 2008). 

 

2.2.1 Origen y distribución 

 

Las evaluaciones de la variabilidad genética de Jatropha curcas en el mundo son 

escasas, la mayoría se las ha realizado en India y China. Algunos científicos 

intentaron determinar donde es el centro de origen, pero aún no se ha logrado 

(Jongschaap, 2007).  Existe una probabilidad bastante alta que la mayor 

diversidad genética y el centro de origen se encuentren en la región del golfo de 

México y algunos países de Centroamérica (Heller. 1996). Uno de los estudios 

realizados en el estado de Chiapas, México demostraron que existe una gran 

diversidad genética en individuos de esta localidad (Dias, Missio, & Dias, 2012). 

 

 

El piñón se encuentra distribuido en la mayoría de los países que cuentan con 

clima tropical, por lo que es cultivado en África, Centroamérica, India, 

Sudamérica y Sureste de Asia (Jongschaap, 2007). La mayoría de los 
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especímenes se encuentran en climas tropicales tipo sabana y monzón, en 

climas templados que no tienen estación seca, pero con un verano caluroso. En 

general a una temperatura de 20 a 28 ºC puede crecer y a menos de 10 ºC no 

ya que la planta sufre de heladas. Pocos individuos se encuentran en climas 

semiáridos y ninguno en climas totalmente áridos. Crece en suelos salinos, 

arenosos y hasta rocosos. Más del 90 % de especímenes crecen en zonas donde 

existe 944 mm de lluvia (Maes, Trabucco, Achten, & Muys, 2009).  Generalmente 

crece de 0 a 500 msnm, pero se han encontrado individuos a 1700 msnm. En 

regiones húmedas como la Amazonía no se han encontrado individuos. En 

Sudamérica se encuentra en Argentina, Brasil, Bolivia, Colombia, Venezuela, 

Paraguay, Perú, Ecuador y su región insular Galápagos (Heller, 1996). 

 

 

En Ecuador se pueden encontrar 5 especies del género Jatropha, de las cuales 

una es endémica. Se encuentran ubicadas en todo el litoral, en bosques: seco 

andino, y seco pluvioestacional, matorrales, y en orillas de caminos. Además  en 

provincias de: Galápagos, El Oro, Guayas, Los Ríos, Manabí, Loja, Pichincha, 

Carchi e Imbabura (Jørgensen, S. León-Yánez, & Jaramillo, 1999). Solamente 

en la provincia de Manabí el Consejo provincial ha realizado un registro de 18 

mil hectáreas de cultivo de piñón (Zambrano, 2010). 

 

2.2.2 Importancia económica 

 

Jatropha curcas es una planta cultivada que puede tener muchos propósitos. Por 

varios años ha sido utilizada como cerca viva para delimitar campos agrícolas y 

protegerlos contra daños que pueden ser causados por el ganado u otros 

animales, ya que su ingesta es rechazada por estos. La utilización de esta planta 

con este fin es mucho más económico y rentable que el de utilizar mallas de 

alambre o de cualquier otro tipo de material (Zahawi, 2005). 

 

 

Dentro del proceso de extracción del aceite de las semillas de Jatropha curcas 

se forma el “pastel de semillas” como subproducto. Este subproducto tiene la 

proteína curcina, la cual es altamente tóxica, se asemeja a la ricina y por esto no 
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es recomendable para su ingesta (Makkar, Francis, & Becker, 2008). Sin 

embargo tiene potencial como abono natural o fertilizante. Los de nitrógeno son 

muy útiles para las plantas. Este pastel ha sido probado junto a arroz como 

ingredientes para la formulación de abonos y ha resultado muy eficiente para el 

rendimiento de algunos cultivos (Das et al., 2011). Si se utiliza como abono 

orgánico para la misma planta, aumenta significativamente el rendimiento de 

producción de semillas (Ghosh et al., 2007). El porcentaje de compuestos que 

puede contener este pastel fueron comparados con diferentes fertilizantes 

orgánicos tomando en cuenta los niveles de potasio, fósforo y nitrógeno, 

magnesio, calcio, la proporción carbono-nitrógeno y el pH. El resultado se puede 

ver en la tabla 1 (Mambo, Mataa, & Chishala, 2018).  

 

 

Tabla 1. 

Caracterización química del pastel de semilla de Jatropha curcas, estiércol de 

pollo y vaca. 

Propiedad 

Pastel de 

semilla de 

Jatropha 

Estiércol 

de pollo 

Estiércol 

de vaca 

N (%) 3.6 2.82 2.13 

P (%) 0.89 0.8 0.76 

K (%) 2.2 2.49 2.06 

Mg (%) 0.56 0.51 0.49 

Ca (%) 1.53 1.34 1.08 

OC (%) 21.06 1.54 1.74 

Proporción 

C/N 
5.85 0.55 0.82 

Ph 7.9 8 7.6 

Adaptado de  (Mambo et al., 2018). 

 

 

Estudios sobre la fermentación en estado sólido del pastel de semillas de 

Jatropha curcas demostró que podría ser un sustrato viable para la producción 



11 
 

 

de diferentes enzimas a menores costos, por ejemplo proteasas y lipasas 

utilizando la bacteria Pseudomonas aeruginosa (Mahanta, 2008), o la producción 

de celulasa y xilanasa utilizando el hongo Aspergillus niger  (Ncube et al., 2012). 

También si se tiene grandes cantidades del pastel, puede ser utilizado como 

materia prima para la producción de biogás (Ali et al., 2013). 

 

 

Se sabe que Jatropha curcas es tóxica cuando se consume, pero existen 

variedades no tóxicas en algunos sectores de México y Centroamérica, no 

presentan ésteres de forbol tóxicos (Makkar et al., 1998). Su aceite y  proteína, 

tienen altos valores nutricionales y podrían ser aptos para el consumo humano 

(Pérez, Islas, Guevara, & Suárez, 2019). Los productos de esta planta podrían 

complementar las dietas de personas veganas o vegetarianas, atletas 

profesionales, y en casos de dietas bajas en carbohidratos, estos productos 

podrían competir con productos de otros cultivos como el maní o la soja (Senger 

et al., 2017). Proteínas aisladas del pastel proveniente de estas plantas muestran 

ser una fuente protéica eficiente para animales en un nivel no superior al 40 % 

de la fuente de proteína en la dieta (Zhao et al., 2018).  

 

 

En la producción de biodiesel, se obtiene a la glicerina como subproducto y 

puede ser utilizada para hacer jabón, inclusive se puede producir jabón a partir 

del mismo aceite. En ambos casos  se produce un jabón duradero y suave, el 

cual puede ser adaptado para los hogares o para el área industrial a escalas 

menores (Kumar & Sharma, 2008). El jabón tiene propiedades medicinales y por 

su sensibilidad, puede ser utilizado para remediar algunas enfermedades de la 

piel, ya que contiene ácido linoleico al 36 % (C18:2) (Shahinuzzaman et al., 2016) 

 

 

El pastel de semillas y la fracción metanólica de látex tienen actividades 

antifúngicas y antibacterianas contra Gram-negativas y Gram-positivas muy 

marcadas.  Mientras que los extractos acuosos y etanólicos  podrían ser usados 

en el tratamiento contra diferentes infecciones y tienen un gran potencial para 

formar parte de nuevos compuestos bioactivos, inclusive extractos de las hojas  
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han demostrado tener la presencia de muchos metabolitos secundarios 

(Anibijuwon et al., 2018). El látex de esta planta ha demostrado tener 

propiedades hemostáticas, ayudando a formar coágulos en heridas luego de su 

aplicación, lo cual provoca contracción significativa de la herida ayudando a la 

curación de esta (Elimian & Eze, 2019).  El extracto de las hojas presentan 

propiedades antiartríticas en ratones albinos machos. A pesar de no mostrar 

curación en el cartílago ni en la destrucción ósea provocada por la artritis en los 

ratones, este extracto demostró tener efectos significativos en la reacción de la 

proliferación celular inflamatoria y los daños característicos causados por esta 

enfermedad (Lee et al., 2017).  Metabolitos como la prostatina, un forbol éster, 

ha sido identificado dentro de la actividad retroviral, como inhibidor de la 

replicación del virus de inmunodeficiencia en humanos (VIH). Actúa 

internalizando receptores que son utilizados para que el hospedero de la célula 

entre, y como promotor de la transcripción del paso de la reactivación de latencia. 

Estas dos actividades permiten que la prostatina pueda ayudar a remover 

reservorios celulares del virus (Pabón & Hernández, 2016). Los extractos de 

savia presentan características antibacterianas y se podría obtener un producto 

desinfectante a bajo costo, inclusive sirve como controlador del vector de la 

malaria (Fagbenro-Beyioku, Oyibo, & Anuforom, 1998).  El látex tiene 

propiedades que inhiben al virus del mosaico del melón de agua (Tewari & 

Shukla, 1982). Obteniendo extractos de agua de la corteza de las hojas en té o 

hervido, puede ayudar a controlar la glucosa en la sangre (Abdelgadir & Van 

Staden, 2013). En ratas con problemas diabéticos, luego de la administración 

oral de extractos de etanol de la planta, se logró una reducción en niveles de 

glucosa, colesterol y triacilgliceroles (Mishra et al., 2010).   

 

 

El aceite de la semilla es eficaz como fungicida tomando en cuenta factores como 

el tipo de solvente utilizado, la concentración aplicada y el insecto que se desea 

eliminar y tiempo de vida. La obtención de aceite a partir de diferentes solventes 

como metanol, éter de petróleo y etanol mostraron actividad  antifederante y 

actividad pesticida (Dowlathabad et al., 2010). 
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También el aceite puede ser utilizado como combustible para motores diésel, 

mezclado con etanol o directamente (Kumar & Sharma, 2008).  La producción 

promedio es de 1.6 millones toneladas de combustible por hectárea y su 

rendimiento es similar a los convencionales  (Sharma et al., 2008).  El aceite de 

esta planta se destaca de entre otras gracias a la composición físico-química alta 

en ácidos grasos y ésteres metílicos, dándole propiedades favorables. La 

emisión que genera su combustión es menos contaminante que otros 

combustibles. El uso de este biocombustible presenta menor emisión de CO2 a 

la atmósfera con respecto a los combustibles convencionales (Mohammed & 

Kabbashi, 2016). A pesar de estas ventajas, la combustión de este en un motor 

diésel, presenta algunos problemas debido a la viscosidad la cual es hasta 10 

veces mayor que la del combustible diésel convencional, debido a su peso 

molecular alto y estructura química. Los daños generados por esta característica 

son la atomización deficiente, coquización de inyectores, acumulación del 

combustible en el aceite lubricante, combustión incompleta (Demirbas, 2008).  

 

 

Se ha reportado que esta planta tienen el potencial para remediar sistemas de 

suelos contaminados con metales y metaloides (Al, Ar, Cd, Cr, Fe, Mn, Pb y Zn) 

gracias a la bioacumulación que tiene (Yadav et al., 2009). Inclusive se ha 

demostrado que añadiendo materia orgánica esta planta puede remediar suelo 

contaminado con hidrocarburos (Agamuthu et al., 2010).  La siembra en filas 

paralelas de Jatropha curcas ayuda a evitar la erosión del suelo por medio de la 

fijación de este gracias a sus raíces primarias, sus raíces hundidas pueden 

almacenar la humedad y mantener al subsuelo húmedo  y con mejores 

condiciones para la propagación vegetativa, inclusive en condiciones adversas 

(Reubens et al., 2011). 

 

 

2.2.3 Domesticación  

 

Los lugares más probables del primer intento de domesticación de Jatropha 

curcas se encuentran en el Golfo de México, ya que genotipos de individuos 

encontrados en una parte de esta región son bastante similares. Si estos 
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ejemplares se los compara con otros del resto de la región muestran mayor 

diferencia, lo que indica que hubo selección de algunos individuos con 

características similares y un cruzamiento entre sus descendientes por muchos 

años  (Pecina-Quintero et al., 2014). Aún es considerada como una planta semi-

silvestre, al no ser totalmente domesticada a demostrando una considerable 

variabilidad en su rendimiento de semillas (Achten et al., 2008). Esta planta es 

cultivada en condiciones muy variantes, y para poder lograr su domesticación es 

necesario entender la diferencia genética que presentan las plantas con 

características deseables (Eriksson et al., 2007). Se ha encontrado que la 

transmisión de polen es bastante limitada, ya que su adhesividad no es buena y 

el peso del polen es alto, es por esto que los insectos son muy importantes para 

la reproducción sexual de esta planta (Nietsche et al., 2014). Sin embargo aún 

no se conoce en su totalidad cómo funciona su sistema de reproducción de 

Jatropha curcas (Negussie et al., 2014).  

 

 

La reproducción clonal permite el desarrollo de cultivos para poder realizar 

programas de mejoramiento genéticos específicos (Montes & Melchinger, 2016).  

Una base genética sólida es necesaria para prevenir la depresión endogámica y 

permita la adaptabilidad de la planta en diferentes condiciones ambientales 

(Dawson et al., 2009). Hay resultados de hibridación alentadores  provenientes 

de la heterosis para mejorar el rendimiento en semillas en esta planta (Senger et 

al., 2016). La caracterización genética de las diferentes variedades de Jatropha 

curcas y su corto periodo de generación, hace a esta planta prometedora para 

llegar a una domesticación estable y su reproducción (Montes & Melchinger, 

2016). 

 

 

2.3 Diversidad genética 

 

La especie Jatropha curcas es diploide con 11 cromosomas y un tamaño de 370 

Mb en su genoma. La diversidad genética es muy alta en accesiones que se 

encuentran en México y Centroamérica (Ambrosi et al., 2010).  Se han realizado 

algunos estudios que determinan alta heterocigosidad en accesiones 
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provenientes de Guatemala y México mientras que en  poblaciones de otros 

lugares la heterocigosidad más baja (Salvador et al., 2015). Existe la presencia 

de dos tipos de accesiones bien diferenciadas genéticamente. La primera 

accesión se caracteriza por tener la presencia de esteres de forbol  en diferentes 

partes de la planta y la segunda no presenta estas moléculas (Osorio et al., 

2014). Se sabe que las accesiones que no cuentan con la presencia de formol 

se encuentran en México y son originarias de este país, en donde sus semillas 

han sido utilizadas para preparar alimentos desde hace mucho tiempo atrás 

(Castillo et al., 2014). Estas variedades pueden ser la base para programas de 

mejoramiento y obtener semillas que puedan utilizarse para el consumo humano 

y animal. A parte de la diversidad a nivel genético, existe diversidad de rasgos 

fenotípicos característicos para la salud de la planta, como patrón de 

ramificación, rendimiento de semilla, estabilidad en su rendimiento, altura de la 

planta y periodo de floración (Montes et al.,n2013). Estos rasgos también se 

encuentran para propiedades de reproducción o fisiológicas como la cantidad de 

clorofila en sus hojas o esterilidad en las pantas masculinas (Senger et al., 2014). 

Algunos estudios han logrado desarrollar mapas de enlace genéticos (Wang et 

al., 2011), basados en los cruces interespecíficos de esta planta (Wu et al., 

2015), y otros  con cruces intraespecíficos (King et al., 2013). A pesar de que los 

rasgos fenotípicos no son las variables de confianza para establecer las 

diferencias genéticas debido a la influencia que genera el medio ambiente en la 

expresión de la planta, se cree que es importante mencionar algunos enfoques 

tradicionales que han sido empleados para evaluar la variabilidad en esta planta. 

Estos estudios han logrado enriquecer la comprensión científica de la naturaliza 

sobre la variación que existe (Singh et al., 2010). 

 

 

2.4 Caracterización molecular 

 

Los marcadores moleculares son una herramienta importante para caracterizar 

genotipos y medir las relaciones genéticas (Soller & Beckmann, 1983). La 

tecnología PCR (Polimerasa Chain Reaction) a ayudado a realizar simples y 

rápidas técnicas con los diferentes marcadores, como los RAPD (Randomly 

Amplified Polymorphic DNA), los ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), los 
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) o los SSR (Simple Sequence 

Repeat), los cuales han sido utilizados para la caracterización genética en 

diversas especies de seres vivos. Gracias al uso de estos marcadores se ha 

podido acelerar los programas de mejoramiento genético junto a análisis de 

diversidad, análisis de paridad, asociación de locus a rasgos cuantitativos (QTL), 

descubrimiento de genes o su transformación, selección por marcadores, mapeo 

de genes y construcción de mapas (Hyten et al., 2010). La mayoría de los 

sistemas vienen junto con enfoques novedosos y se han utilizado ampliamente 

para caracterizar la diversidad genética de Jatropha curcas (Senger et al., 2017) 

. Durante los últimos años los estudios sobre la caracterización molecular de 

Jatropha curcas han aumentado, provocando que exista más conocimiento 

sobre la diversidad genética de esta especie (Singh et al., 2010). Muchos de 

estos estuduios se han realizado en países de Asia, Sudamérica y Norteamérica, 

sin embargo no se encuentran cerca del centro de origen y por ello naturalizaron 

a las plantas en los ambientes propios de cada país (Basha et al., 2009). Un 

ejemplo es el estudio de Basha & Sujatha (2007), que utilizó marcadores 

(RAPD), para estudiar la diversidad genética  en Jatropha curcas procedentes 

de China, África e India.  Para que un marcador molecular sea considerado 

rentable, informativo y aplicable, debe presentar algunas características 

importantes, como que se integre al ADN y produzca un porcentaje alto en la 

amplificación de la secuencia objetivo, debe ser polimórfico y codominante para 

que brinde más información, debe presentar una amplia distribución en el ADN, 

su detección debe realizarse con una metodología sencilla y barata. No debe ser 

extremadamente costoso (Ferreira E., 1998; Morillo & Miño, 2011).  

 

 

2.4.1 Microsatélites SSR (Simple Sequence Repeat) 

 

Los microsatélites son secuencias que contienen de 1 a 10 nucleótidos repetidos 

a manera de tándem (RT) que se encuentran en regiones de genoma. Las RT 

son inestables y por ello son relevantes evolutivamente, ya que su tasa de 

mutación es alta por cada generación celular (Gemayel et al., 2012). Los 

microsatélites SSR se encuentran en especies eucariotas y procariotas, están 

muy distribuidos en el genoma sobre todo en la eucromatina de los eucariotas y 
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en el ADN nuclear (Phumichai et al., 2015). Se a logrado descubrir que la 

distribución de los SSR es poco aleatoria y su variación es alta en diferentes 

regiones del genoma de las plantas (Lawson & Zhang, 2006).  Temnykh et al., 

(2001) quienes clasificaron a los microsatélites por su longitud, lograron 

descubrir que las RT más largas son muy polimórficas. Es por ello los SSR con 

(RT) con más nucleótidos, son menores en regiones genéticas, por su tasa de 

mutación que podría comprometer la expresión génica. Otra forma de clasificar 

los SSR, es según su motif (Mason, 2015). En las regiones codificantes se 

encuentran mayormente los SSR con motivos de tipo tri y hexanucleótido, por la 

exigencia de producir bajas mutaciones que modifiquen su marco de lectura (Xu 

et al., 2013). Los polimorfismos que se encuentran en los SSR se dan por las 

diferencias en el número de repeticiones de su motif, son causados por el 

desplazamiento de su marco de lectura realizada por la polimerasa en la 

replicación, o por errores en la recombinación. Las fallas en los eventos de 

recombinación también producen cambios en los SSR. Se a determinado que 

existe menos variabilidad alélica en los SSR exónicos que en los SSR intrónicos. 

Los SSR pueden afectar a la expresión si se encuentran en los promotores de 

genes o en regiones intergénicas, abriendo la posibilidad en el aumento, en la 

reducción de la expresión, y el silenciamiento génico (Vieira et al., 2016).  La 

amplia distribución de los microsatélites con sus respectivos motif, sugieren que 

cada tipo de motif juegan un papel diferente en distintas regiones genéticas, 

como en los promotores, exones o intrones (Gao et al., 2013). Inicialmente los 

SSR se desarrollaron a partir de regiones codificantes y no codificantes 

encontrados en el genoma de las plantas y se han usado diversas fuentes para 

encontrarlos, incluyendo bibliotecas de ADNc, cromosomas artificiales 

bacterianos, en genomas enriquecidos de SSR, y también en bases de datos de 

etiqueta de secuencia expresada (EST) (Hanai et al., 2007). 

 

 

Los marcadores SSR tienen ventaja sobre los marcadores RAPD (Random 

Amplified Polymorphic), ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) y AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism), ya que tienen un alto polimorfismo 

alélico, son codominantes, analíticamente simples, abundantes en el genoma y 

son fácilmente transferibles entre especies cercanas  (Weber, 1990). A pesar de 
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estas ventajas aún no se ha desarrollado una cantidad considerable de SSR para 

Jatropha curcas (Tian et al., 2017), haciendo que su mapa genético aún no sea 

completado (Hammond et al., 1999). Existen algunos estudios recientes con 

Jatropha curcas donde su objetivo principal era desarrollar microsatélites 

(Vendrame & Pinares, 2013). Dentro de estos estudios están incluidos los 

marcadores SSR-EST derivados y SSR genómicos (Hirakawa et al., 2012).  La 

transferibilidad de estos microsatélites con alguna especie cercana aumenta su 

aplicabilidad en el mapeo genético cuando se trabaja con poblaciones derivadas 

de algún programa de hibridación distante (Natarajan & Parani, 2011).  En un 

estudio realizado por Laosatit, Tanya, & Somta (2016) donde desarrollaron 432 

marcadores EST-SSR a partir de Jatropha y de especies cercanas, de las cuales 

269 mostraron ser polimórficos. En un estudio realizado por A. Sharma & Singh, 

(2011)en donde al azar se seleccionaron 211 de 320 marcadores SSR de ricino, 

se pudo amplificar el 70 % de estos, pero solo el 7.58 % de todos los primers 

que amplificaron mostraron polimorfismo  en 49 accesiones de Jatropha curcas 

y 8 de especies del género Jatropha. Utilizando marcadores SSR para yuca se 

analizó la diversidad genética en 5 accesiones de Jatropha curcas obtenidas de 

diferentes países (Wen et al., 2010).   

 

 

2.4.2 Análisis de diversidad genética  

 

Los datos obtenidos a partir de marcadores moleculares organizados en una 

matriz de alelos codominantes observados en cada accesión por cada loci, sirve 

para analizar la diversidad genética de las accesiones estudiadas, mediante 

herramientas bioinformáticas. La frecuencia alélica, la cual se obtiene con la 

división del número de veces que se observó un alelo con el total de alelos 

encontrados dentro de un loci, dice que un loci es polimórfico cuando su alelo 

más común tiene una frecuencia menor a 0.95. Los alelos más comunes son los 

que más veces aparecieron en un locus.  La disponibilidad de cada locus se mide 

dividiendo la cantidad de accesiones que presentaron el locus con el total de 

accesiones estudiadas.  La heterocigosis observada (Ho) es la cantidad de 

accesiones heterocigotas que se presentaron en la población, La heterocigosis 

esperada (He) o diversidad genética se calcula con la siguiente fórmula: 



19 
 

 

 

 

𝐻𝑒 = 1 − 𝑥  

Adaptado de (Montserrat, 2012). 

 

 

Donde 𝑥  es la frecuencia del alelo і, y k es el número de alelos. El contenido de 

información polimórfica (PIC) es un índice que proviene de la frecuencia de los 

alelos en un marcador, e indica la calidad de un marcador y definir qué tan 

informativo es (Montserrat, 2012). 

 

 

A partir de una matriz que contiene datos polimórficos, se puede realizar el 

análisis de la estructura genética poblacional. Este análisis utiliza la suposición 

que los loci se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg y de vinculación. Por 

esto se puede presentar un modelo con k poblaciones que se caracteriza por 

presentar  frecuencias alélicas para cada locus, asignando así de mejor manera 

a los individuos estudiados (Pritchard et al., 2000). El coeficiente Q de 

pertenencia estimada, es el estimador que mide la diferenciación que existe entre 

los individuos estudiados y los asigna a una población por medio de su valor 

(Hincapié et al., 2009).  

 

 

El Análisis de paridad consiste en comparar las medias de la población en pares 

para detectar los individuos significativamente similares y diferentes entre sí 

(Salkind, 2012).  

 

 

Las comparaciones por pares son métodos para analizar múltiples medias de 

población en pares para determinar si son significativamente diferentes entre sí.  

El análisis de coordenadas principales o (PCoA) es un método de ordenación o 

escala. Este método necesita una matriz de diferencias o similitudes existentes 
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entre los individuos estudiados. El resultado de este análisis es producir un 

gráfico de bajas dimensiones de los datos (Wu et al., 2019). 

 

 

Los métodos filogenéticos consisten en la creación de árboles o dendrogramas. 

Estos árboles contienen ramas las cuales representan el recorrido de la historia 

evolutiva de los individuos estudiados o de genes. Un dendrograma UPGMA se 

basa en la identificación de los individuos más similares, calcula la media de las 

distancias entre estos y el resto de la población para formar clúster o grupos. 

Este dendrograma se construye a partir de una matriz de distancia, con esta 

metodología se obtiene una clasificación jerárquica (Filogenias — Bioinformatics 

at COMAV, s.f.). 

 

 

El Análisis Molecular de Varianza (AMOVA), se utiliza para identificar la varianza 

en las poblaciones, y entre ellas. Para poder realizarlo se necesita una matriz de 

distancia génica. El (FST), es el coeficiente total de la diferenciación genética 

que hay entre, los valores de (Fit) y (Fis), representan los coeficientes de 

endogamia total y el coeficiente de endogamia dentro de las poblaciones. El valor 

de FST es siempre positivo, cuando es cercano a 0, indica que no hay 

subdivisión ni diferencias genéticas en la población, si se acerca a 1 existe 

extrema subdivisión o aislamiento completo. Fis puede tener un rango de valores 

de -1 a 1, si son negativos, indican heterocigosidad y positivos indican 

homocigosidad. Fit se comporta de la misma forma que Fis. Este análisis es 

diseñado para analizar datos provenientes de marcadores dominantes 

(Francesch & Caryañá, 2013). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Ubicación 

 

El estudio se realizó en el laboratorio de Biología Molecular del Departamento de 

Biotecnología en la Estación Experimental Santa Catalina del INIAP. 

 

3.2 Materiales y métodos 

 

3.2.1 Obtención del material vegetal  

 

La prospección de material fue realizada por el personal de La Estación 

Experimental Portoviejo y del departamento de Biotecnología de la Estación 

Experimental Santa Catalina del INIAP. La colección para este estudio consta de 

163 accesiones de piñón recolectadas, más 8 materiales criollos (2 clones) de 

alta productividad del banco de germoplasma del INIAP. En el anexo 1 se 

encuentra detallado los datos pasaporte de las accesiones de piñón. 

 

 

Se recolectaron como mínimo 100 g de hojas jóvenes de las 163 accesiones de 

piñón pertenecientes a la colección. Las muestras fueron colocadas en bolsas 

herméticas tipo Ziploc, las cuales contenían 50 g de gel sílica. Una vez ya secas 

se almacenaron en sobres de papel (Morillo & Miño, 2011).  La codificación de 

las muestras contiene el índice CP junto con una numeración ascendente, la 

codificación de los materiales criollos contiene el índice c.  

 

 

3.3 Extracción  

 

Se siguió el protocolo de (Souza et al., 2012)  para la extracción del ADN de las 

muestras de piñón.  

Se preparó la solución tampón sorbitol y se colocó 1 mL por muestra. (Tris HCL 

100 mM pH 8.0; Sorbitol 0.5 %; EDTA 25 mM pH 8.0; PVP 1%; ß-Mercaptoetanol 

0.2%; Agua destilada) 
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También se preparó la solución tampón CTAB (Bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio) para la extracción, con la concentración y se colocó 1 

mL por muestra. (Tris HCL 100 mM pH 8.0; NaCl 1.5 M; CTAB 2.5%; EDTA 25 

mM pH 8.0; PVP 1%; Sarcosil 1%; ß-Mercaptoetanol 0.2%; Agua destilada.) 

 

 

Del material vegetal obtenido se utilizó un aproximado de 50 mg. El tejido 

seleccionado de cada muestra se lo colocó en un tubo eppendorf, con capacidad 

de 1.5 mL. Se colocaron perlas de metal dentro de los tubos, y se los colocaron 

en las placas del molino Retsch® MM400  durante 5 minutos. 

 

 

Luego de retirar las perlas de metal a las muestras se le colocó 1 mL de sorbitol, 

y se agitó para homogenizar. Se centrifugó a 5700 rpm durante 10 minutos. El 

sobrenadante se descartó y se agregó nuevamente 1 mL de sorbitol para disolver 

el pellet. Este proceso se repitió 2 veces más.  

 

 

Luego se añadió a los tubos de CTAB. Se homogenizó y colocó a baño María a 

60 °C durante 1 hora. Después se centrifugaron los tubos a 13000 rpm durante 

10 minutos. Se pasó el sobrenadante a otro tubo y se añadieron 750 µL de CIA 

(Cloroformo: Alcohol isoamílico 24:1), esta mezcla estuvo en constante agitación 

por inversión de tubo durante 5 minutos y posterior a esto se centrifugó a 1300 

rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se transfirió a otro tubo y se colocó 70 

µL de acetato de sodio 3 M a pH 5.2, junto a 460 µL de isopropanol (-20 °C).  Los 

tubos se incubaron durante 1 hora a (-20 °C).  

 

 

Después de la incubación, los tubos fueron centrifugados a 12000 rpm durante 

30 minutos. El sobrenadante fue descartado, el pellet de ADN fue lavado 2 veces 

con 1 mL de etanol al 70 % (-20 °C), y una vez con 1 mL de etanol absoluto frio 

(-20 °C) 
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El ADN fue secado en el CentriVap LABCONCO CORPORATION durante 20 

minutos a 40 °C, luego fue resuspendido en 100 µL de TE (Tris HCL 10 mM, 

EDTA 1 mM). 

 

 

Finalmente, las muestras fueron tratadas con RNAsa (10 ng/ µL), agregando 2 

µL en cada una. Se colocaron los tubos en un termobloque durante 30 minutos 

a (37 °C). Al finalizar el tratamiento las muestras de ADN se almacenaron a   

(-20 °C). 

 

 

3.4 Cuantificación de ADN 

 

Para realizar la cuantificación del ADN se utilizó el método de espectrofotometría, 

utilizando el equipo EPOCH™ BioTeK®. Para este propósito se empleó el 

programa Take 2, se colocaron 2 µL de 2 blancos (buffer TE en el que se diluyó 

los ADN) y 2 µL de cada muestra. La cuantificación se realizó con  el programa 

GEN5 (BioTek Instruments, 2011). Con la información obtenida se realizó la 

dilución de las muestras con agua ultrapura a una concentración de 10 ng/µL. 

 

 

3.4.1 Validación de ADN 

 

Se evaluó el producto de amplificación de las muestras de la colección de piñón, 

con el primer JcSSR-26.  Se utilizó el kit Colorless Go Taq G2 Flexi  (Promega 

USA, n.d.). Los detalles de los reactivos utilizados para la amplificación y el 

programa para la PCR se encuentran en las tablas 2 y 3. Para poder visualizar 

los resultados de la amplificación, se realizó un gel de agarosa al 2 % p/v con 

buffer TAE 1X y SYBR® Safe DNA Gel stain 1x (InvitrogenTM , USA). El marcador 

utilizado fue el 1kb DNA Ladder Molecular Weight Marker (InvitrogenTM ,USA) . 

La corrida de la electroforesis se la realizó en 40 minutos con 100 V. 
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Tabla 2. 

Mix PCR para la amplificación de ADN. 

Reactivos PCR  
Concentración 

inicial  
Concentración 

final  
VOL. 1 rx (µL)  

Agua ultra pura  -  -  2,18  

GoTaq® flexi 
Buffer PCR  

5 1 1,5  

MgCl2 (mM)  25 2 0,60  

dNTPs (mM)  5 0,25  0,38  

Primer F (µM)  10 0,50  0,38  

Primer R (µM)  10 0,50  0,38  

GoTaq® G2 flexi 
DNA Polymerase 
(U/µl)  

5 0,067 0,1  

Muestra (ng/µl)  5 1,3  2 

Dispensar 5.5 µl Volumen total (µl)  7,5  

Adaptado de (Morillo & Miño, 2011). 
 

 
Tabla 3. 

Programa térmico para la PRC. 

Fase  Temperatura (°C)  Tiempo  Repetición  
Desnaturalización 

inicial  
94 5 min   

Desnaturalización 94 45 seg 

30 ciclos annealing 55 1 min  

Elongación  72 2 min  

Elongación final  72 7 min   

Enfriamiento  10 5 min   

Adaptado de (Morillo & Miño, 2011). 
 

 

3.5 Validación de primers SSR-EST  

 

La validación de los primers para microsatélites consistió en visualizar su 

producto de amplificación en geles de agarosa. Se usaron los primers SSR-EST 

JESR (tabla 4) diseñados a partir de yuca (Manihot esculenta) y transferidos a 

piñón en el trabajo descrito por  Wen et al., (2010),  también  se probaron los 

primers JAT (tabla 5) reportados por Tian et al., (2017). 
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Se evaluó cada primer con cinco muestras aleatorias de ADN piñón y dos 

muestras de ADN de yuca (muestras del banco de ADN del Departamento de 

Biotecnología del INIAP) con el objeto de verificar la transferibilidad reportada.  

Para la amplificación de los primers JESR y JAT se empleó la metodología 

descrita por Morillo & Miño, (2011) (tablas 2 y 3), las temperaturas de annealing 

empleadas para cada primer  se describen en las  tabla 4 y 5. Para los primers 

que no presentaron amplificación con la temperatura de annealing reportada, se 

realizaron pruebas con gradientes de temperatura (entre 48 ºC a 62 ºC),  con el 

objeto de encontrar la temperatura óptima.   

 
 

Tabla 4. 

Primers para codificar microsatélites SSR-EST JESR. 

Nombre 
del pirmer Forward primer Reverse primer 

Annealing 
Tm (°C) 

Tamaño de 
producto (bp) 

JESR-004 CAGAGCTTTGCCTAACCAT TCCATCACCAGATCCTAAAC 50 228 

JESR-005 TCAATCAATTCCAACAACAA CTAAATTCTCAACCAGGTGC 50 192 

JESR-006 ACATCTACAATGGCGATTTC TAATGAATCTGTAGGACCCG 50 166 

JESR-009 TGATTCCTCGACTTTGCTAT GAACCAACAACAAAGCTCAT 50 238 

JESR-010 ATCAAAGTAATGGATGTCGG TATCATCCACAGCAACCATA 50 184 

JESR-011 ATCCAAGAAGGCAGTAGTGA CTCATGCATGGAGATACAAA 50 228 

JESR-012 ATGATGTTAAGGACGAGGTG ATCGGCTTCTTCTTCTTCTT 50 193 

JESR-016 CGTATTACCACCAACATCCT CCATCAATCCACTTATCGTT 50 205 

JESR-017 GTGATCTCCAGCTCAAAGAG TCTCCTCCTTATCATTCACG 52 219 

JESR-019 TGGTACTGAATCTCCTGGAC ACGATTGTCCATTCTTTGTG 52 226 

JESR-021 AAACCCACAAGCAGAGGA ATCCTTCTCATTCTCAAGCA 52 255 

JESR-024 AACCATTTGATTTGATGGAG CCACTTGGTCATGAGAGAAT 52 290 

JESR-026 AAGAAATACAAGCAGGGTCA TGCATCAAATGGTACAGAGA 52 282 

JESR-027 ACATCAATAAACCAGATGCC ACCAACTGTTCCAAATTGAC 52 266 

JESR-036 CATGTTACTCAGCAGAAGCA TTGTTTGAAACGTTGCTTTA 52 235 

JESR-037 CTGACCAGAAAGCAAAGAAC AGAAGTTGCATCTCTTGCAT 52 209 

JESR-038 AATGAGAATCCTTGCTGAAT TAAGCGACAGGAACAAGAAT 52 138 

JESR-039 AATGGTCAGAATCTTGATGG ACCACCACCACCACCATA 52 189 

JESR-040 ATATTTATGCTCGCTTCCTG GTACCAGACACATGAATCCC 52 199 

JESR-041 ATCAAAGTAATGGATGTCGG TAGCAAATGGACCTCTCTCT 52 100 

JESR-042 ATTGTTAAGAACAGCACCGT TGCATGCCACTGATTTATTA 52 168 

JESR-043 CCAAATCACACCATTTCTTT TGTTTGATATAGGGTTTGGC 52 279 

JESR-048 TCTTCCGCCTTCTCTTCC TGGATATCTAGTTCCATCCG 52 256 

JESR-055 CTTCACATCCCAAATCCA GATCTAGCAAATGATCGGAC 53 202 

JESR-057 CGTTAATCGTTTGCTTCTTT CCTCCTGAACTTGCTTCTTA 53 196 

JESR-059 CATTCGTGTTGCTTAAATGA TTCTCGGTCTTCTACCACAT 53 190 

JESR-062 CAAAGAAGCCATTTCTGTTC TATCATCACAAAGGTGCAAA 53 169 

JESR-063 CCATTTGATTTGATGGAGTT ACAAGCCATTCTCCTACTCA 53 176 

JESR-066 CTTGCAAGCCCTTCTCTAA CTTGATTGTGGTTTCCTGAT 53 148 

JESR-067 GCCAAAGCTTCTCTTAACAA TAATCACCATACCCACCTTC 53 287 

JESR-068 GCTCGTTCATTCATCTCACT TTAACTGTGAATGCCCTTCT 53 300 

JESR-069 GGATTTGAATGAGGTCAGAA  AAACTCAACCAAACCACAAC 53 202 

JESR-070 ATGATCTGGTGGCTGAATAC TGACTTTGACCATTCAACAA 53 170 
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JESR-071 CAAACAGATCAAGTACCCAGA AAATTGATGGTGGTGATGAT 53 258 

JESR-072 CTCGAGCACATGTTTAATGA  TGAGATCAATTCAACCACAA  53 244 

JESR-073 GATGTGGCTCAAAGAAGTTT TTCAGAAATGCTGGATCTTT 53 178 

JESR-075 GTTATTATCCTCGCCACTTG TTTGTATTTGTTCACACGGA 53 370 

JESR-079 TTCTCTTCCTCTTGCTCATC AGCATGGTTAACGATTTCAG 53 275 

JESR-080 TTGCTGAAGCCCTTTCTAT CAGTGTTGAGATCATAGCGA 53 276 

JESR-082 ACCAGAAGAAATCCATCTCA  GACGATGTAGATTCCCTTGA 54 270 

Desarrollados por (Wen et al., 2010). 

Nota: Primers originados a partir de microsatélites encontrados en yuca, en el estudio donde se 

desarrollaron presentan un grado considerable de transferibilidad hacia el piñón. 

 
 
Tabla 5. 

Primers para codificar microsatélites SSR-EST JAT. 

Nombre 
del pirmer 

Forward primer Reverse primer Annealing  
Tm (°C) 

Tamaño de 
producto (bp) 

JAT006 CCACAACCACACAGCCAATA CTTTGGAGCCTGCAAGACAT 55 244 

JAT010 GGAACCTTCCACATTTCTCTG CCAACGCCTGTTTCATTTTT 55 213 

JAT024 CATGCCAGAAGATGCACAAT GGAGCTCCTCTCTGTATGCC 55 252 

JAT028 CATGTCCCGTCGGTAATAGG TGGACGAGACGTGATCTTTG 55 160 

JAT042 CCTGTGGCCCAAAAATTAGA AGATTCGTTCTCATCCCCCT 55 190 

JAT043 CTTCTCCATGTCCAAGCTCC AGGCGAAGCACAATATCCAC 55 188 

JAT045 
CAATTTACAAAACCACCTTCAGT
T AGAATCATGGGCAGTGAAGC 55 144 

JAT049 GCAAGTAACAAAAAGGGCCA CAGCACCAATTGAGTCTCCC 55 113 

JAT053 GGATGGAAAAGGATTGGGAT TCGAATTGTATTCGGGGTGT 55 214 

JAT057 TCATATCCTGGTGGTGGGTT GCGAAGACCCGTAGTAACCA 55 247 

JAT063 GATCAGATTTAGGCCACGGA TGCCGATTACTTTCCTCCAG 55 264 

JAT073 TTCTTAACCCAACCCCATCA AACTCTTTCCTCTTGGCGGT 55 236 

JAT076 CGGTTGAGATAAATGCCGAT TCCCACTAAGCCTCCACAAC 55 131 

JAT109 CCGTAAGCAGTTTCCTCTGC GAATTGGAGCATTTGCGATT 55 169 

JAT113 ATCAATCCACCTCCCTTTCC GAGGGGTAAGGTTCACCGAT 55 218 

JAT122 GGCAGAGCCAAAATCAACAT CACCATACTTTTTCTTCAACGG 55 266 

JAT131 CCTCATCTGCACTCTCACAAA GCTGTTCATGGAGAGGAAGC 55 188 

JAT132 AAAAAGCCTAAACCCACCGT GCCAAGTGCTTGACCAGAA 55 255 

JAT134 ACGTCATGTCGAAAGGGCTA GCCCTAAACTCAAAAACCCA 55 176 

JAT141 CCTCCATGCTTTGAGTTGGT ATGAGTTGGTTCGCCTTCAC 55 143 

JAT158 ACAGGGAAGTTGCGTTTTTG GCTTCTTCTTCTCGTCCTCTG 55 160 

JAT164 GGTATTGCGGTGGATAATGG GATGTTGACGGTGATGTTGC 55 215 

JAT173 GCGTGAAGAGGAGAGCATTC AAATTCAATCGAAAGGTGCG 55 175 

JAT176 ATCGTCCAAATGATCGGAAA TAGTGTCGGGCTTAGACGGT 55 196 

JAT184 TGGCAATAAAATCAGCCACA TTAATAATGATCGCCGGCTT 55 197 

JAT196 AACAGCAACAATCACCCTCC AATAAGCAGCAAGCAGCCAT 55 159 

JAT209 TCTTCTTCTCGAGGGGGATT CCATTCCTGTGCCCAGAC 55 - 

JAT222 - - 55 - 

JAT223 
ATCTCATCATGGCTCCAAGG CCTAAACAAAGGCAACACCTT

C 55 - 

JAT236 - - 55 - 

JAT237 - - 55 - 
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Desarrollados por (Tian et al., 2017). 

Nota: Primers originados a partir de microsatélites de piñón. No hay toda la información de los 

primers a partir de JAT 209 en los archivos suplementarios que brinda el autor. Todos los primers 

con temperatura de annealing (Tm) de 55 °C amplificaron. 

 
 

3.6 Validación del polimorfismo de los microstélites 

 

Para verificar el polimorfismo de los SSR JAT se utilizó la metodología M13-

tailling.  Todos los primers JAT en el extremo 5’ de la secuencia forward tienen 

incluidos la cola M13 (5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’). Se realizó el 

screening de todos los primers JAT de la tabla 5. Se utilizaron los dos canales 

de marcaje IRDye 700 e IRDye 800 que brinda el equipo LI-COR 4300s. El coctel 

de los reactivos para realizar la PCR M-13 se detallan en la tabla 6 y el programa 

para la PCR en el termobloque se encuentra en la tabla 7.  

 

Tabla 6. 

Coctel master MIX M13 – SSR’s. 

 

Adaptado de (Morillo & Miño, 2011). 
 
 
 
 

 

JAT251 - - 55 - 

JAT259 TGCTGCAAACATGCCTATTC GGTTCGATGCAGATTCCTTT 55 - 

Reactivos monoplex 
PCR M-13 

Concentración 
inicial  

Concentración 
final  

VOL. 1rx (µl) 

Agua ultra pura  - - 0.32 
Go Taq Flexi Buffer 
PCR 

5 1 1.00 

MgCl2 (Mm) 25 2.5 0.50 

dNTP´s  5 0.2 0.20 

M13 700/800 1 0.16 0.80 

Primer (mM) F-M13 1 0.01 0.05 

Primer (mM) R 10 0.16 0.08 
GoTaq® G2 flexi DNA 
Polymerase (Promega, 
USA) (U/µL) 

5 0.05 0.05 

Muestra ADN (ng/µL) 5 2 2.00 

Dispensa 3 µL Volumen Total (µL) 5 
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Tabla 7. 

Programa de amplificación M13 – SSR’s. 

Fase 
Temperatura 

(°C) 
Tiempo  

Desnaturalización 
inicial 

94 2 min  

Desnaturalización 95 4 min  
Desnaturalización 95 1 min 

25 
ciclos 

Annealing TA: 55 2 min 

Elongación 72 2 min 

Elongación final 72 10 min.  

Enfriamiento 4 10 min.  
Adaptado de (Morillo & Miño, 2011). 
 
 
 
 3.6.1 Corrida en LI-COR 4300  
 
 
Para poder realizar la corrida de electroforesis, se preparó previamente un gel 

de poliacrilamida, utilizando 150 µL de persulfato de amonio al 10 %, 15 µL de 

TEMED (NNNN-Tetramethylethylene-dianime) (Sigma-Aldrich, USA) al 99 % y 

20 mL del gel Matrix KB Plus (LI-COR, USA) al 6.5 %. La mezcla de estos 

reactivos se colocó en placas del equipo de vidrio y se dejó polimerizar durante 

una hora. Luego se colocó a las placas en el equipo LI-COR 4300 junto con el 

buffer TBE1x KB Plus (LI-COR, USA). Antes de cargar las muestras se realizó 

una pre corrida en el equipo durante 25 minutos a 1500 V y se realizó una dilución 

al producto de la PCR con el reactivo Blue Stop Solution LI-COR (LI-COR, USA). 

Esta dilución se desnaturalizó en un termociclador durante 3 minutos a 94 °C. 

Posteriormente se las colocó en el gel de poliacrilamida junto a los marcadores 

respectivos en cada canal IRDye 700 e IRDye 800. Se programó y se corrió el 

LI-COR. Las imágenes generadas se las importó y se las analizó para determinar 

que amplificaron SSR. 

 

 

3.7 Estandarización de la PCR-Multiplex 

 

Se agregaron al estudio los primers genómicos: pJcSSR2760; pJcSSR3342; 

pJcSSR2767; pJcSSR3401; pJcSSR2628; pJcSSR2806; pJcSSR2788, ya que 



29 
 

 

fueron utilizados en un estudio anterior por (Morillo, Buitrón, & Loachamin, 2018), 

en donde caracterizaron parte de la colección de piñón del INIAP y demostraron 

ser informativos. Con los primers JAT más polimórficos se realizaron las pruebas 

de multiplexaje considerando los marcajes, temperaturas de annealing y los 

rangos de amplificación de los primers. 

 

 

Se realizaron combinaciones dúplex y tríplex que se pueden observar en la tabla 

8. Siguiendo el protocolo descrito anteriormente para realizar la PCR Multiplex 

tanto en modalidad dúplex y tríplex con los cocteles de la tabla 9 y tabla 10 

respectivamente. 

 

Tabla 8. 

Combinaciones realizadas con los primers JAT y primers genómicos. 

Duplex Primers Pesos Pb 

D1 3342-2760 175-230 
D2 3401-2767 180-240 
D3 2628-2806 229-189 
D4 158-176 180-230 
D5 209-223 180-235 
D6 73-259 245-170 
D7 076-JcSSR26 145-220 
D8 173-2788 204-177 

Triplex  Primers Pesos Pb 
T1 24-43-45 260-210-160 
T2 132-131-141 265-215-160 

 
 
Tabla 9. 

Coctel Master MIX DUPLEX PCR M13 – SSR’s. 

Reactivos dúplex PCR M-
13 

Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

VOL. 1rx (µl) 

Agua ultra pura - - 0.19 

Go Taq Flexi Buffer PCR 5 1 1.00 

MgCl2 (Mm) 25 2.5 0.50 

dNTP´s 5 0.2 0.20 

M13 700/800 1 0.16 0.80 

Primer (mM) F-M13 1 0.01 0.05 

Primer (mM) R 10 0.16 0.08 

Primer (mM) F-M13 1 0.01 0.05 
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Primer (mM) R 10 0.16 0.08 
GoTaq® G2 Flexi DNA 
Polymerase (Promega, 
USA) (U/µL) 

5 0.05 0.05 

Muestra ADN (ng/uL) 5 2 2.00 

Dispensa 3 uL Volumen Total (uL) 5 
Adaptado de (Morillo & Miño, 2011). 
 
 
Tabla 10. 

Coctel Master MIX TRIPLEX PCR M13 – SSR’s. 

Reactivos tríplex PCR 
M-13 

Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

VOL. 1rx (µl) 

Agua ultra pura - - 0.88 

Go Taq Flexi Buffer PCR 5 1 1.40 

MgCl2 (Mm) 25 2.5 0.70 

dNTP´s 5 0.2 0.28 

M13 700/800 1 0.16 1.12 

Primer (mM) F-M13 1 0.01 0.07 

Primer (mM) R 10 0.16 0.11 

Primer (mM) F-M13 1 0.01 0.07 

Primer (mM) R 10 0.16 0.11 

Primer (mM) F-M13 1 0.01 0.07 

Primer (mM) R 10 0.16 0.11 
GoTaq® G2 Flexi DNA 
Polymerase (Promega, 
USA) (U/µL) 

5 0.05 0.07 

Muestra ADN (ng/uL) 5 2 2.00 

Dispensa 5 uL Volumen Total (uL) 7 
Adaptado de (Morillo & Miño, 2011). 
 

 

3.7.1 Amplificación y Genotipado  

  

Todas las muestras fueron amplificadas con los marcadores seleccionados en 

las combinaciones multiplex probados. Los productos de PCR obtenidos fueron 

corridos en geles de poliacrilamida en el analizador Licor 4300s. Las imágenes 

obtenidas de la PCR Multiplex, se las importó al programa SAGA GT-SSR MX-

GT 2 (Li-COR, 2004). Con este programa se realizó el scoring de los alelos 

observados en las imágenes de cada primer y se obtuvo una matriz con los datos 

genotípicos, los cuales indican los alelos de cada muestra encontrados por los 

primers SSR.  
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3.8 Análisis estadístico 

 

El programa Power Maker (Liu & Muse, 2005),  se lo utilizó para realizar los 

análisis de variabilidad genética. Los parámetros e índices estadísticos que se 

generaron con este programa fueron: Alelos observados, disponibilidad de los 

alelos con respecto al total, heterocigosis esperada (He), heterocigosis 

observada (Ho), índice de contenido de información polimórfica (PIC), y alelos 

observados por primer junto a su frecuencia. 

 

 

3.9 Asignación Poblacional  

 

Para realizar la asignación poblacional de las muestras de piñón, se utilizó la 

matriz generada, y el programa Structure ver. 2.3.4 (Pritchard et., 2000). Se 

corrió el programa utilizando “Admicture Moder” sin información previa sobre el 

origen de las muestras, con duración periódica “Burning” 10000 y con 100000 

repeticiones MCMC. Se eligieron 10 simulaciones para que se infiera un K de 

hasta 10 poblaciones posibles, y de esta forma poder obtener los resultados del 

estadístico ∆K y escoger el valor óptimo de K (Evanno et al., 2005), (Earl & 

vonHoldt, 2012). Se introdujeron los resultados obtenidos por Structure en el  

programa en línea “Structure Harvester”   (Earl & vonHoldt, 2012). 

 

 

3.9.1 Agrupamiento  

 

El programa NTSYS ver.2.1 (Rohlf, 2003) fue utilizado para realizar el análisis 

de agrupamiento. Se generó un árbol filogenético, para ello se eligió la opción 

UPGMA con el análisis en bootstrap de 1000 repeticiones 

 

 

3.9.2 Métodos multivariados  

 

Se utilizó el programa NTSYS ver.2.1 (Rohlf, 2003), para generar el Plot PCoA, 

el cual se basó en el coeficiente de  similitud (SM o Simple Matching),  con las 
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opciones EIGEN y DCENTER para organizar las muestras analizadas en las 2 

primeras coordenadas de varianza. Este análisis se realizó a todas las muestras 

de piñón (colección + criolloas).  Para generar el PCoA de las poblaciones P1 y 

P2, se utilizó el programa GenAlex V6.5 desde Excel (Peakall et al., 2012), ya 

que se realizó una matriz de distancia en el mismo programa para realizar este 

análisis. Las muestras se organizaron con el valor Eigen de las dos primeras 

coordenadas de varianza. 

 

 

3.10 Identificación de genotipos duplicados  

 

Se utilizó el complemento de Excel Microsatellites Toolkit (Park, 2000), para 

encontrar los genotipos duplicados en toda las muestras de piñón. 

 

 

3.11 AMOVA (Análisis Molecular de Varianza)  

 

Se utilizó el programa GenAlex V6.5 (Peakall et al., 2012), para realizar el 

AMOVA a las muestras de las poblaciones P1 y P2 utilizando un intervalo de 

confianza de 95 % y un bootstrap de 1000 repeticiones. En este análisis se 

identificó la diferencia genética total y la diferencia genética existente en las dos 

poblaciones y entre ellas.  
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4. RESULTADOS Y DISCUCIÓN 
 
 
4.1 Cuantificación y Validación de ADN 
 
Se extrajo ADN de todas las accesiones de la colección de piñón siguiendo el 

protocolo de Souza et al., (2012). La cuantificación de las muestras estuvo en el 

rango de 17 a 2600 ng/µ, y se encuentra en el anexo 2. Todas las muestras 

fueron validadas con el primer JcSSR-26, el cual se utilizó en el estudio previo 

realizado por Zambrano, (2010) el cual amplificó muestras de piñón.  

 

 

4.2 Validación de primers SSR-EST  

 
Se observó la amplificación de ADN en las muestras de yuca 53 y 77, con la 

mayoría de primers JESR. Las muestras de piñón con estos primers no 

presentaron amplificación a la temperatura de annealing reportadas (Wen et al., 

2010),  como se observa en la figura 1. Se observó que el primer control JcSSR-

26 amplificó todas las muestras de piñón.  

 

Figura 1. Producto de amplificación en gel de agarosa de los primers JESR: 004, 
005, 006, 009, 010 y primer control JCSS-26. 
 
a) En le parte superior de la imagen se encuentran las muestras de piñón: 9; 33; 59; 93, y las 

muestras de yuca 53; 77. 
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Ninguno de los primers JESR pudo ser validado. A pesar de utilizar gradientes 

de temperatura en la PCR, como lo reporta  Velasco, (2014), no se observó 

amplificación de las muestras de piñón en el gel de agarosa. Los primers JESR 

fueron desarrollados para yuca (Manihot esculenta) y su grado de transferibilidad 

hacia piñón reportado es de 44.63 % (Wen et al., 2010). Los primers JESR fueron 

descartados y no se los utilizó en el estudio. 

 

 

 
Con todos los primers SSR-EST JAT, se observó la presencia de amplificación 

de ADN de piñón y la ausencia de producto de amplificación de ADN de yuca, 

se utilizó la temperatura de annealing en 55 °C. Un ejemplo del producto de 

amplificación de los primers JAT se observa en la figura 2.  

 
Figura 2: Producto de amplificación en gel de agarosa de los primers JAT: 006, 
010, 024, 028, 042, primer control JCSS-26. 
 
a) En le parte superior de la imagen se encuentran las muestras de piñón: 15; 54; 82; 103;130, 

y las muestras de yuca 53; 77. 
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Los primers JAT no amplificaron ninguna muestra de yuca debido a la ausencia 

de la secuencia objetivo o blanco. Los primes JAT fueron desarrollados 

específicamente para amplificar ADN de piñón, y no existe transferibilidad 

reportada de estos primers a yuca (Tian el al., 2017).  

 

 
4.3 Validación del polimorfismo de microsatélites 
 
Todos los primers JAT fueron seleccionados para verificar el polimorfismo con la 

metodología PCR M13-tailing.  De estos 18 fueron descartados por no presentar 

gran polimorfismo y 14 (tabla 11) fueron seleccionados para su genotipado y 

realizar el análisis a nivel poblacional. En la figura 3 se observa un ejemplo de 

amplificación de los primers JAT.  

 

 

Tabla 11. 

Primers SSR-EST JAT con mayor polimorfismo. 

SSR-EST JAT 

JAT-024 JAT-141 
JAT-043 JAT-158 
JAT-045 JAT-173 
JAT-073 JAT-176 
JAT-076 JAT-209 
JAT-131 JAT-223 
JAT-132 JAT-259 
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Figura 3: PCR M13 Tailling de primers JAT: 006; 010; 024; 028; 042; 043; 045; 
049. 
 
a) En le parte superior de la imagen se encuentran la numeración de los primer JAT y en el lado 

izquierdo se encuentran los pesos (pb) referenciales. 

 
 
 
Existe la posibilidad de que algunos microsatélites presenten un nivel bajo de 

polimorfismo (Olsson et al., 2017), este nivel bajo de variación limita la obtención 

de datos y su aplicación en el análisis de diversidad genética del piñón. En este 

tipo de estudios los microsatélites son seleccionados luego de su evaluación y 

los elegidos son los polimórficos (Sun et al., 2008), y deben ser descartados los 

no polimórficos y los poco informativos. En algunos microsatélites descartados 

no se observó la presencia de los dos alelos en todas las muestras. Este 

abandono de alelos puede darse por la competencia y el rendimiento en la PCR, 

en donde una copia alélica en una muestra heterocigota  produce una 

amplificación muy baja, haciendo que no sea observable en el scoring (Frantz et 

al., 2006). Otra razón puede deberse a errores sucedidos en la PCR 

tempranamente o por la amplificación de copias de genes parálogos (Sharma et 

al., 2009).  
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La combinación multiplex de los primers seleccionados se puede observar en la 

tabla 8. Para estas pruebas se añadieron los primers SSR pJcSSR2760; 

pJcSSR3342; pJcSSR2767; pJcSSR3401; pJcSSR2628; pJcSSR2806; 

pJcSSR2788, desarrollados por Sinha et al., (2015) y utilizados en un estudio 

anterior realizado por Morillo et al., (2018). En todas las combinaciones multiplex 

probadas se verificaron que los primers tengan diferentes rangos de 

amplificación y la misma temperatura de annealing. Un ejemplo de la 

amplificación de los primers en combinación duplex se observa en la figura 4.  

 

 

 
Figura 4: PCR M13 Tailling DUPLEX 1. 
 
a) Producto de amplificación de las muestras CP001 hasta CP083  

b) Producto de amplificación de las muestras CP084 hasta CP164 

 

 

a) 

b) 
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4.4 Amplificación y Genotipado  

 

Se realizó la amplificación de todas las muestras con las combinaciones 

multiplex establecidas, para recuperar datos perdidos (gaps) se realizaron 

nuevas amplificaciones con las muestras y los primers sin resultados.   Se obtuvo 

una matriz genotípica con el peso de los alelos encontrados de las 171 muestras 

con los 22 primers SSR. La matriz fue depurada a partir de los motifs de los 

marcadores, los datos perdidos se marcaron con -1. La matriz se encuentra en 

el anexo 5. Esta matriz se utilizó para realizar los análisis de estructura genética, 

asignación de poblaciones, análisis de diversidad e identificación de duplicados.  

 

 

4.5 Análisis de diversidad 

 

En el análisis de diversidad genética se puede observar los siguientes 

parámetros por cada primer: muestras observadas, disponibilidad, heterocigosis 

esperada (He), la heterocigosis observada (Ho) y el contenido de información 

polimórfica (PIC). 

 

 

El promedio de muestras observadas para todos los primers es de 165.6, el 

promedio de He fue 0.319, de Ho fue 0.230 y de PIC fue 0.257. Se encontraron 

50 alelos en los 22 microsatélites con un promedio de 2.27 alelos por 

microsatélites, el rango de tamaño de los alelos va de 131 pb a 255 pb. El primer 

JAT-176 presentó microsatélites con mayor diversidad genética, con un He de 

0.526 y mayor contenido de información polimórfica 0.43, este microsatélite  

presentó 4 alelos. Los microsatélites  de los primers JAT-223, JAT-259, 

pJcSSR2760, pJcSSR2788 le suceden con 3 alelos cada uno. Los microsatélites 

del primer pJcSSR2628 presentaron 2 alelos de los 4 reportados por Morillo et 

al., (2018). El microsatélite con menor diversidad genética y polimorfismo más 

bajo es del primer pJcSSR2760 con una He y un PIC de 0.024, estos 

microsatélites no presentaron heterocigosis observada. La información de la 

diversidad genética de todos los primers y sus microsatélites se encuentra en la 

tabla 12. 
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Tabla 12. 
 
Información de la diversidad genética por cada primer. 
 

Microsatélite Población Observadas Disponibilidad He Ho  PIC 
pJcSSR2760 171 165 0.965 0.024 0.000 0.024 
pJcSSR3342 171 159 0.930 0.458 0.208 0.353 
pJcSSR2767 171 166 0.971 0.462 0.241 0.355 
pJcSSR3401 171 169 0.988 0.461 0.722 0.355 
pJcSSR2628 171 159 0.930 0.055 0.044 0.053 
pJcSSR2806 171 162 0.947 0.306 0.117 0.259 
JAT-158 171 169 0.988 0.111 0.024 0.105 
JAT-176 171 167 0.977 0.526 0.311 0.430 
JAT-209 171 168 0.982 0.236 0.107 0.208 
JAT-223 171 165 0.965 0.176 0.048 0.161 
JAT-259 171 169 0.988 0.442 0.183 0.363 
JAT-73 171 170 0.994 0.476 0.312 0.363 
JAT-76 171 168 0.982 0.257 0.161 0.224 
JcSSR-26 171 158 0.924 0.240 0.089 0.211 
JAT-173 171 168 0.982 0.497 0.714 0.373 
pJcSSR2788 171 171 1.000 0.190 0.129 0.175 
JAT-24 171 154 0.901 0.121 0.078 0.114 
JAT-43 171 168 0.982 0.436 0.345 0.341 
JAT-45 171 166 0.971 0.479 0.313 0.364 
JAT-131 171 163 0.953 0.491 0.313 0.370 
JAT-132 171 169 0.988 0.472 0.491 0.361 
JAT-141 171 170 0.994 0.095 0.100 0.090 
Promedios 171 165.6 0.968 0.319 0.230 0.257 

 
 
 
El promedio de alelos de microsatélites por primer es de 2.27. La mayor 

frecuencia alélica es 0.9879 del alelo 213 del microsatélite del primer 

pJcSSR2760, la menor frecuencia alélica es de 0.003 del alelo 220 del 

microsatélite del primer JAT-223. La información del análisis de frecuencia 

alélica de los microsatélites de todos los primers se encuentra en la tabla 13. 

 
Tabla 13: Información de la frecuencia alélica encontrada por cada primer. 

Microsatélites 
Alelo 

reportado (pb) Alelos Cantidad Frecuencia 

pJcSSR2760 211-213-215 
211 2 0.0061 

213 326 0.9879 

215 2 0.0061 

pJcSSR3342 156-158 
156 205 0.6447 

158 113 0.3553 

pJcSSR2767 216-224 
216 120 0.3614 

224 212 0.6386 
pJcSSR3401 166-170 166 122 0.3609 
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170 216 0.6391 

pJcSSR2628 
188-198-210-

236 
188 9 0.0283 

210 309 0.9717 

pJcSSR2806 170-174 
170 263 0.8117 

174 61 0.1883 

JAT-158 160 
157 20 0.0592 

160 318 0.9408 

JAT-176 196 

190 4 0.0120 

196 126 0.3772 

199 192 0.5749 

205 12 0.0359 

JAT-209 166 
166 46 0.1369 

172 290 0.8631 

JAT-223 216 
216 31 0.0939 

220 1 0.0030 

222 298 0.9030 

JAT-259 166 
138 97 0.2870 

142 8 0.0237 

148 233 0.6893 

JAT-73 236 
227 133 0.3912 

236 207 0.6088 

JAT-76 131 
125 51 0.1518 

131 285 0.8482 

JcSSR-26 193-211  
193 44 0.1392 

211 272 0.8608 

JAT-173 175 
175 182 0.5417 

184 154 0.4583 

pJcSSR2788 158-164-178 

158 306 0.8947 

164 33 0.0965 

178 3 0.0088 

JAT-24 252 
248 288 0.9351 

256 20 0.0649 

JAT-43 188 
179 108 0.3214 

185 228 0.6786 

JAT-45 144 
132 200 0.6024 

141 132 0.3976 

JAT-131 188 
188 185 0.5675 

197 141 0.4325 

JAT-132 255 
240 129 0.3817 

252 209 0.6183 

JAT-141 143 
137 17 0.0500 

143 323 0.9500 
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Los microsatélites SSR son codominantes y muy polimórficos, tienen la 

capacidad de discriminar la homocigosidad y heterocigosidad en diferentes loci 

de un individuo. La identificación de estos parámetros es útil para poder 

seleccionar líneas parentales con las características deseadas y utilizarlas en 

programas de hibridación para la mejora genética del piñón (Liang et al., 2011).  

Uno de los estudios que presentó una alta diversidad genética fue el de Wen et 

al., (2010), en el cual se obtuvo un PIC promedio de (0.56), sugiriendo que su 

base genética fue bastante amplia. En el estudio realizado por Sun et al., (2008), 

tuvo solo un microsatélite polimórfico de un total de 17 en muestras de piñón 

obtenidas mayormente de China, lo que demuestra una limitada base genética y 

que el alcance de los microsatélites que utilizó en su población es menor. En 

nuestro estudio los microsatélites utilizados demostraron un nivel aceptable de 

polimorfismo, esto indica que la base genética utilizada tiene una variabilidad 

mayor. Zambrano  (2010) trabajó con las mismas accesiones de piñón y con el 

mismo primer JcSSR-26, presentando un total de 10 alelos en sus microsatélites 

en el análisis de diversidad, sin embargo en el presente estudio presentó 2. Esta 

gran diferencia pudo darse por la interpretación de los alelos en el genotipado. 

Si se toma en cuenta las frecuencias alélicas de los microsatélites del primer 

JcSSR-26 en el estudio de Zambrano, 6 alelos tienen una frecuencia menor a 

(0.03), pero el alelo con menor frecuencia en el presente estudio es mayor a 

(0.12). La frecuencia del alelo (211) en Zambrano con JcSSR-26 fue la mayor 

con respecto al resto de alelos presentados, lo mismo sucedió en este estudio. 

El promedio del número de alelos  (2.27) detectados fue similar al reportado 

(2.22) por Zambrano (2010). Por otro lado, el valor PIC promedio (0.26) fue más 

bajo al reportado por Zambrano (0.37) ya que en ese estudio se realizó el análisis 

de variabilidad genética solamente con los primers JcSSR-26 y JcSSR-28. La 

He (0.32) fue menor a la reportada (0.39) por Zambrano pero la Ho  (0.23) fue 

mayor en el presente estudio con respecto con la presentada (0.17) por 

Zambrano, sin embargo en ambos casos He fue mayor a Ho. La Ho de 

microsatélites en 12 primers fue menor a (0.21), lo que indica un bajo nivel de 

heterocigosidad en las muestras de piñón, y que se necesitan mejores niveles 

de heterocigosis para incrementar el estado de homeostasis entre los individuos 

que se encuentran dentro de la población (Maurya & Yadav, 2016). El promedio 

de He es mayor a Ho, lo que indica que hay un alto nivel de endogamia en las 
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accesiones estudiadas.  En el estudio de Sinha et al., (2015) se desarrollaron y 

evaluaron los primers pJcSSR, y obtuvieron un PIC promedio de (0.42) en 24 

microsatélites, el microsatélite del primer pJcSSR2760 fue el que presentó el PIC 

más bajo (0.15), lo cual se corroboró en el presente estudio en el que se observó 

un valor de  (0.024) siendo el más bajo de todos los microsatélites estudiados y 

el menos informativo. El microsatélite primer pJcSSR2788 en Sinha fue el que 

presentó el PIC más alto (0.80) teniendo un mejor rendimiento, en comparación  

con el PIC (0.17) obtenido en este estudio. Un estudio previo realizado por Morillo 

et al., (2018) donde utilizaron 11 primers pJcSSR junto con el primer JcSSR-26, 

obtuvieron un total de 24 alelos en sus microsatélites y un promedio de (2.4) 

alelos por primer, un PIC de (0.25) y un valor de He de (0.30). Los 7 primers 

pJcSSR más el primer JcSSR-26 de este estudio presentaron en sus 

microsatélites un promedio de (2.25) alelos por microsatélite con 18 alelos, un 

PIC de (0.21) y un He de (0.26), demostrando resultados bastante cercanos y 

justificables por la diferencia de 3 microsatélites pJcSSR no evaluados en este 

estudio.  

 

 

4.6 Análisis de estructura 

 

El mayor valor de ∆k en el análisis de estructura determina el número de K 

poblaciones que mejor se ajusta a las muestras analizadas. El resultado mayor 

de ∆k en este análisis indicó que el mejor ajuste de las muestras de piñón fue de 

K = 2. De esta forma se observa el agrupamiento de las muestras en 2 

poblaciones. En el análisis de asignación poblacional existen varias muestras 

intermedias entre las dos poblaciones y otras muy dispersas. Se puede definir 

su agrupamiento por los valores de probabilidad a la población (coeficiente Q) 

de cada muestra a cada población. Las muestras con un porcentaje más alejado 

marcan las dos poblaciones. Se agrupa la primera población G1 muy dispersa 

con un valor de Q en sus muestras menor a 0.40, las muestras con un valor Q 

mayor a 0.8 agrupan la segunda población G2 más concentrada. Las muestras 

intermedias entre las dos poblaciones tienen un valor Q intermedio de 0.5 a 0.7.  

En la tabla 14 se observa la codificación de las muestras para el análisis de 

estructura.  En la figura 5 se puede observar la asignación poblacional de las 



43 
 

 

muestras de piñón. En el anexo 3 se observa el coeficiente Q de asignación de 

cada muestra de piñón. 

 
 
Tabla 14. 

Codificación de muestras para el análisis de estructura y el dendograma 

UPGMA. 

Cod. Muestra Cod. Muestra Cod. Muestra Cod. Muestra Cod. Muestra Cod. Muestra Cod. Muestra 

1 CP001 26 CP026 51 CP051 76 CP076 101 CP101 126 CP127 151 CP152 

2 CP002 27 CP027 52 CP052 77 CP077 102 CP102 127 CP128 152 CP153 

3 CP003 28 CP028 53 CP053 78 CP078 103 CP103 128 CP129 153 CP154 

4 CP004 29 CP029 54 CP054 79 CP079 104 CP104 129 CP130 154 CP155 

5 CP005 30 CP030 55 CP055 80 CP080 105 CP105 130 CP131 155 CP156 

6 CP006 31 CP031 56 CP056 81 CP081 106 CP106 131 CP132 156 CP157 

7 CP007 32 CP032 57 CP057 82 CP082 107 CP107 132 CP133 157 CP158 

8 CP008 33 CP033 58 CP058 83 CP083 108 CP108 133 CP134 158 CP159 

9 CP009 34 CP034 59 CP059 84 CP084 109 CP109 134 CP135 159 CP160 

10 CP010 35 CP035 60 CP060 85 CP085 110 CP110 135 CP136 160 CP161 

11 CP011 36 CP036 61 CP061 86 CP086 111 CP111 136 CP137 161 CP162 

12 CP012 37 CP037 62 CP062 87 CP087 112 CP112 137 CP138 162 CP163 

13 CP013 38 CP038 63 CP063 88 CP088 113 CP113 138 CP139 163 CP164 

14 CP014 39 CP039 64 CP064 89 CP089 114 CP115 139 CP140 164 c201-4 

15 CP015 40 CP040 65 CP065 90 CP090 115 CP116 140 CP141 165 c202-1  

16 CP016 41 CP041 66 CP066 91 CP091 116 CP117 141 CP142 166 c202-2 

17 CP017 42 CP042 67 CP067 92 CP092 117 CP118 142 CP143 167 c203-1 

18 CP018 43 CP043 68 CP068 93 CP093 118 CP119 143 CP144 168 c204-1  

19 CP019 44 CP044 69 CP069 94 CP094 119 CP120 144 CP145 169 c205-1  

20 CP020 45 CP045 70 CP070 95 CP095 120 CP121 145 CP146 170 c206-3  

21 CP021 46 CP046 71 CP071 96 CP096 121 CP122 146 CP147 171 c207-3  

22 CP022 47 CP047 72 CP072 97 CP097 122 CP123 147 CP148    

23 CP023 48 CP048 73 CP073 98 CP098 123 CP124 148 CP149    

24 CP024 49 CP049 74 CP074 99 CP099 124 CP125 149 CP150    

25 CP025 50 CP050 75 CP075 100 CP100 125 CP126 150 CP151      
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Figura 5:  Asignación poblacional de las muestras de piñón. 
 
a) Debajo de cada barra se encuentra la enumeración codificada para cada muestra de piñón.  

b) Se debe medir el tamaño de las barras con el porcentaje del valor Q indicado a la derecha de 

cada imagen para inferir la pertenencia poblacional de cada muestra. 

 
 
 
El PCoA (análisis de coordenadas principales) de la figura 6 confirma la 

separación de las poblaciones G1 y G2 de piñón. La población G1 presentó un 

rango bastante amplio de muestras, mientras que la población G2 presentó un 

rango mucho menos amplio pero mejor definido con pocas muestras. El primer 

eje representa el 13.86 % de varianza separó las dos poblaciones y demostrando 

la presencia de bastantes muestras intermedias.  El segundo eje representa el 

25.25 % de varianza el cual confirmó la heterogeneidad de la población G1.  
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Figura 6: Análisis PCoA de la colección de piñón con sus poblaciones G1 y G2. 

a) Dentro de las poblaciones se pueden observar las accesiones con el Q más bajo con colore 

celeste en G1 y con el Q más alto con color rojo en G2.  

b) Las accesiones con una x marcan las criollas c y las accesiones CP de alto rendimiento. 

 

 

Con la información de la matriz se realizó el dendrograma UMPGMA para toda 

la colección de piñón, anexo 4. En el dendrograma se observa la división de las 

dos poblaciones en dos colores. Los valores bajos en los bootstraps del 

dendrograma indican que no existe una división bien definida en la conformación 

de los grupos. La mayoría de las muestras de la población G2 se juntaron en un 

cluster con dos subgrupos. 

 

 

La estructura de la población utilizando un K=2 demostró de manera consistente 

la agrupación de la población G2, la agrupación de la población G1 no mostró la 

misma consistencia, como se observa en el PCoA de la figura 6. En algunos 

análisis de estructura con muestras de piñón escogidas de lugares 

geográficamente distantes, obtienen un mejor ajuste con un K bastante alto. Por 
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ejemplo los estudios realizados por Gupta et al., (2012) y Sato et al., (2011) con 

muestras pertenecientes a lugares de África e India se ajustaron mejor con un K 

de 4 y 5 respectivamente.  Debido a que se obtuvieron bastantes muestras 

cercanas en las poblaciones de este estudio, la definición de estas en grupos o 

clusters es bastante complicado (Schatz et al., 2012), como se puede visualizar 

en el dendrograma del anexo 4, e inclusive presentan valores bootstraps muy 

bajos en sus cluster. El resultado del análisis PCoA fue correspondido con el 

patrón presentado por el dendrograma UPGMA, en el cual se observó un patrón 

muy complejo para las relaciones genéticas, conformando linajes de 

reproducción pequeños con casi todas las muestras (Gupta et al., 2012). Para 

lograr generar robustez, estabilidad del dendrograma y agrupar las muestras en 

una mejor manera en los clúster, es necesario realizar algunos análisis con 

diferentes números de repeticiones en el bootstrap hasta llegar al número de 

repeticiones bootstrap que genere mayor robustez en el dendrograma (Varshney 

et al., 2008). En este estudio se realizó diferentes tipos de repeticiones, pero no 

se encontró un resultado idóneo, como se puede observar en los valores 

bootstraps del dendrograma la mayoría son menores a 50 lo que indica una baja 

estabilidad de la agrupación de las muestras en sus respectivos grupos. En un 

estudio realizado por Basha y Sujatha (2007) en el cual tenían muestras de piñón 

provenientes de la India que no mostraban perfiles moleculares diferentes,  no 

lograron diferenciarlas y exhibieron poca variación en sus resultados. Trabajaron 

con una base genética limitada, debido a las pocas plantas introducidas 

provenientes del centro de origen, por su propagación vegetativa y seguramente 

por la monogamia en sus poblaciones. En las poblaciones G2 y G1 se 

encuentran muestras provenientes de diferentes localidades, esto demuestra 

que hay poca diferenciación de las muestras que se encuentran geográficamente 

distantes, esto hace que la diversidad genética observable sea baja (Tian et al., 

2017). A pesar de esto, en poblaciones donde las accesiones demuestran baja 

diversidad genética, no se confirma obligatoriamente que no exista variación 

asociada con genes importantes para el rendimiento de semilla (Tang et al., 

2007). Por esta razón es importante investigar también a los genes funcionales 

con sus respectivas variaciones, como los relacionados al rendimiento de 

semillas (Sun et al., 2008). La mayoría de los materiales criollos se encontraron 

dentro de la población G1, incluyendo los clones c202-1 y c202-2. En el análisis 
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PCoA, el material criollo c101-4 se encontró muy cercano a la población G2, y 

dentro de esta población  se encontraron los materiales de alto rendimiento 

CP041 y CP054 determinados en un estudio previo por Mejía et al., (2015).  

 

 

4.7 Análisis PCoA y de agrupación de las muestras con mayor y menor 
coeficiente Q 
 

El análisis de coordenadas principales (PCoA) de la figura 7 se observa la 

conformación de las dos subpoblaciones P1 y P2 pertenecientes a las 

poblaciónes G1 y G2 respectivamente. P2 presenta muestras dispersas, y un 

grupo pequeño dentro de ella se encuentran muy unido. Por otro lado, en P1 hay 

menos muestras dispersas, la mayoría de estas se encuentran muy cercanas en 

un grupo bien definido.  El primer eje representa el 25.73 % de varianza, y separó 

las dos poblaciones y demuestra la presencia de pocas muestras intermedias 

entre las poblaciones. El segundo eje representa el 17.22 % de varianza, e indicó 

la gran dispersión de las muestras de P2 con respecto a las de P1. En la figura 

8 se observa el dendrograma, donde se puede identificar la división de P1 y P2. 

Los resultados del dendrograma corroboran la información obtenida por el 

análisis PCoA.  Si se toma en cuenta los valores bootstraps no se observa una 

división bien definida en la conformación de los grupos, sin embargo, se pudo 

identificar a la mayoría de las muestras de P2 en un clúster con dos subgrupos 

y parte de P1 en 3 clusters bien definidos. Las muestras con el coeficiente Q más 

alto y bajo se encuentran en la tabla 15. 
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Tabla 15. 

Muestras seleccionadas con el coeficiente Q más alto y más bajo clasificadas 

en dos subpoblaciones y con su codificación. 

P1 (Q bajo) P2 (Q alto) 
CP024 CP079 CP041 
CP026 CP081 CP105 
CP028 CP082 CP118 
CP033 CP083 CP119 
CP035 CP087 CP120 
CP038 CP088 CP121 
CP045 CP090 CP122 
CP046 CP092 CP123 
CP047 CP093 CP124 
CP059 CP094 CP125 
CP062 CP095 CP132 
CP065 CP096 CP133 
CP066 CP097 CP157 
CP067 CP111 CP158 
CP068 CP117 CP159 
CP069 CP128 CP161 
CP070 CP134 CP162 
CP071 CP135 CP163 
CP072 CP139  
CP073 CP141  
CP074 CP151  
CP075 CP152  
CP076 CP153  
CP077 c203-1  
CP078 c204-1  

 

 

 

En estos resultados se pudo evidenciar una mejor división de las accesiones. A 

diferencia de los primeros análisis realizados, tanto en el PCoA y en 

dendrograma UPGMA. Esto se debió a la selección de las accesiones de la 

población G1 y G2 con un Q más distante entre sí. La división de los clusters en 

la población P1 siguió siendo complicada y la definición de estos en el PCoA es 

complicado. Las accesiones criollas c203-1 y c203-4 se ubicaron dentro de la 

población P1. La accesión CP041 de alto rendimiento se ubicó en la población 

P2.  
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Figura 7: Análisis PCoA de las muestras de las subpoblaciones P1 y P2. 
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Figura 8: Dendrograma UPGMA de las muestras con el coeficiente Q más alto y 
bajo en la asignación poblacional. 
 
a) Los valores bootstrap se puede observar en cada rama con color violeta. Los paréntesis 

marcan los clústers en cada población. 
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4.8 Muestras duplicadas 
 

Los datos obtenidos del genotipaje se utilizaron para estimar la similitud de las 

accesiones de piñón. Este análisis se puede observar en la tabla 16 el 

emparejamiento del 100 % de 16 accesiones. Existen otras muestras con alto 

porcentaje de emparejamiento que difieren por pocos alelos no emparejados, en 

la tabla 17 se puede observar el porcentaje de similitud entre las muestras 1 y 2 

junto a el número de alelos emparejados.  

 

 

La mayoría de las muestras con similitud de 100 %, se encontraron dentro de la 

provincia de Manabí. Esta similitud observada puede haberse dado por una 

cercanía ancestral o por la reproducción de esquejes en algunas accesiones, ya 

que de esta forma es mayormente reproducido el piñón. La reproducción de 

forma vegetativa del piñón también puede provocar una disminución en la 

diversidad genética. Si se compara accesiones de piñón provenientes de una 

reproducción vegetativa con las de una reproducción sexual, estas presentaran 

una mayor diversidad  (Ellstrand & Roose, 1987). El análisis de diversidad 

genética utilizando microsatélites es de gran importancia para discriminar 

accesiones similares y de esta forma facilitar el trabajo para programas de 

hibridación y mejoramiento genético. A pesar de encontrar muestras similares 

con los primers utilizados, se necesitaría de  más primers para poder discriminar 

aún más estas muestras y brindar una mejor estructuración de esta población 

(Maurya et al., 2015). 

 
Tabla 16. 

Accesiones duplicadas. 

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Porcentaje No. Alelos No. Emparejados 

CP001 CP004  100.00% 44 44 

CP008 CP012  100.00% 44 44 

CP014 CP034  100.00% 44 44 

CP105 CP121 CP162 100.00% 44 44 

CP119 CP134 CP159 100.00% 44 44 

CP130 CP139  100.00% 44 44 

CP158 CP164  100.00% 44 44 
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Tabla 17. 

Accesiones cercanas genéticamente. 

Muestra 1 Muestra 2 Porcentaje 
No. 

Alelos 
No. 

Emparejados 
Alelos no emparejados y 

Primer 
CP001 CP005 97.73% 44 43 137-143 en JAT-141 
CP004 CP005 97.73% 44 43 137-143 en JAT-141 
CP005 CP014 97.73% 44 43 156-158 en pJcSSR3342 
CP005 CP034 97.73% 44 43 156-158 en pJcSSR3342 
CP007 CP010 97.73% 44 43 248-256 en JAT-24 
CP009 CP010 97.73% 44 43 143-137 en JAT-141 
CP076 CP111 97.73% 44 43 252-240 en JAT-132 
CP105 CP119 97.73% 44 43 166-170 en pJcSSR3401 
CP105 CP134 97.73% 44 43 166-170 en pJcSSR3401 
CP105 CP159 97.73% 44 43 166-170 en pJcSSR3401 
CP119 CP121 97.73% 44 43 170-166 en pJcSSR3401 
CP119 CP162 97.73% 44 43 170-166 en pJcSSR3401 
CP121 CP134 97.73% 44 43 166-170 en pJcSSR3401 
CP121 CP159 97.73% 44 43 166-170 en pJcSSR3401 
CP129 CP130 97.73% 44 43 174-170 en pJcSSR2806 
CP129 CP139 97.73% 44 43 174-170 en pJcSSR2806 
CP130 CP136 97.73% 44 43 236-227 en JAT-73 
CP130 CP145 97.73% 44 43 199-196 en JAT-176 
CP134 CP162 97.73% 44 43 170-166 en pJcSSR3401 
CP136 CP139 97.73% 44 43 227-236 en JAT-73 
CP139 CP145 97.73% 44 43 199-196 en JAT-176 
CP159 CP162 97.73% 44 43 170-166 en pJcSSR3401 
CP118 CP119 97.62% 42 41 166-170 en pJcSSR3401 
CP118 CP134 97.62% 42 41 166-170 en pJcSSR3401 
CP118 CP159 97.62% 42 41 166-170 en pJcSSR3401 
CP105 CP122 97.37% 38 37 166-170 en pJcSSR3401 
CP118 CP122 97.37% 38 37 166-170 en pJcSSR3401 
CP121 CP122 97.37% 38 37 166-170 en pJcSSR3401 
CP122 CP162 97.37% 38 37 170-166 en pJcSSR3401 
CP119 CP120 97.22% 36 35 175-184 en JAT-173 
CP120 CP122 97.22% 36 35 184-175 en JAT-173 
CP120 CP134 97.22% 36 35 184-175 en JAT-173 
CP120 CP159 97.22% 36 35 184-175 en JAT-173 
CP106 CP109 96.67% 30 29 184-175 en JAT-173  

 

 

4.9 Análisis molecular de varianza (AMOVA) de las poblaciones P1 y P2. 

La tabla 18 resume los resultados del AMOVA calculado para P1 y P2. La 

varianza entre las poblaciones presentó un porcentaje del 33 % con un 

estadístico significativo Fst de 0.259 (proporción de la varianza entre las 

poblaciones en relación con el total). Dentro de las poblaciones se presentó una 
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varianza del 67 %, siendo mayor que el porcentaje entre las poblaciones. Este 

último resultado concuerda con las muestras observadas en la población P1 y 

aún más con la población P2 del análisis PCoA. El valor obtenido de Fis 0.439 

(coeficiente de endogamia en las poblaciones) y de Fit 0.584 (coeficiente de 

endogamia total), son muy altos marcando un considerable grado de endogamia 

en las muestras analizadas. Estos valores concuerdan con el bajo promedio de 

heterocigosis observada (Ho) en la diversidad genética.  

 

Tabla 18. 

AMOVA de los grupos P1 y P2. 

 
 

 

 

Olsson et al., (2017) realizó un estudio utilizando microsatélites con la planta 

Symphonia globulifera para analizar su diversidad, en una población proveniente 

de Santo Tomé y obtuvo un Fis negativo en dos primers, demostrando una 

heterocigosidad alta. El valor de Fst general de todas sus poblaciones fue de 

(0.3170) corroborando una alta variabilidad en la mayoría de accesiones. 

Comparando el resultado Fst (0.259) de este estudio y un Fis (0.439), demuestra 

que se tiene una menor variabilidad y una endogamia bastante alta. En un 

estudio de Montes et al., (2014)  donde utilizó accesiones provenientes de, 

América, Asia, África Central y  Sudáfrica, demostró tener mayor variación dentro 

de sus poblaciones y menor entre ellas, junto a una variabilidad Fst muy alta.  

Shen et al., (2012) estudió accesiones provenientes de China y Vietnam 

obteniendo una diversidad alta debido al distinto origen de sus accesiones. En el 

estudio realizado por Tian et al., (2017) obtuvieron resultados donde la 

variabilidad entre las poblaciones era algo mayor que variabilidad dentro de las 

poblaciones, demostrando una diversidad y un flujo de genes altos. Hay 

diferentes estudios que mostraron diversidad genética entre poblaciones de 

piñón. Por ejemplo en estudios donde se utilizaron accesiones provenientes del 

centro de origen, obtuvieron parámetros que demostraron variabilidad, Pecina-

Entre poblaciónes Dentro de las poblaciónes Fst Fis Fit
P1 vs P2 33% 67% 0.259 0.439 0.584

Porcentaje de varianza Estadísticos F
AMOVA 

Poblaciónes
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Quintero et al., (2014) demostró mayor variación entre poblaciones que dentro 

de ellas, utilizando accesiones de 9 estados de México. Salvador-Figueroa et al., 

(2015)  utilizando primers SSR obtuvo un valor Fst de (0.087), en una población 

estructurada y con variabilidad moderada.  
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

5.1 Conclusiones 

 

Los resultados de diversidad y frecuencia alélica lograron identificar en la 

mayoría de primers nuevos alelos diferentes a los reportados anteriormente para 

las accesiones de la colección de piñón, permitiendo obtener información nueva 

y logrando realizar un nuevo análisis que complemente los estudios de 

caracterización agronómica y de diversidad genética de estudios previos.  

 

 

El primer SSR-EST JAT-176 fue el mejor para realizar caracterización molecular 

en las accesiones de piñón, debido al alto nivel de polimorfismo que presentó. El 

promedio de He el cual fue mayor a Ho, junto los valores Fst, Fit y Fis, indicaron 

que hay un alto nivel de endogamia en las accesiones estudiadas.  

 

 

El análisis de estructura pudo diferenciar dos poblaciones en la colección de 

piñón habiendo muchas accesiones intermedias. Se identificó que la diferencia 

genética es menor entre las poblaciones y es mayor dentro de ellas. Las 

accesiones de alto rendimiento CP041 y CP054 se encontraron cercanas en la 

misma población, mientras que las criollas se encontraron más dispersas, con 

mayoría en la población G1. 

 

 

El análisis de muestras duplicadas logró identificar 16 accesiones similares. La 

mayoría de estas accesiones pertenecen a la provincia de Manabí. Este análisis 

en este estudio ayudó a discriminar de mejor manera a las accesiones de piñón 

y logró presentar menor cantidad de duplicados comparándolo con estudios 

anteriores. 
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Con la información obtenida en este estudio se puede facilitar al desarrollo de 

programas de mejoramiento genético, gracias a las relaciones que se 

identificaron en las accesiones de la colección del piñón. 

 

5.2 Recomendaciones 

 

La información genética que brindan los microsatélites SSR-EST JAT es válida, 

por lo que se recomienda continuar la caracterización con nuevas accesiones de 

Jatropha curcas, utilizando los mismos microsatélites de este estudio y con 

nuevos para corroborar la información obtenida y generar nueva información.   

 

 

Se recomienda ampliar el análisis de variabilidad genética tomando en cuenta 

nuevos parámetros. También se debe ampliar el banco de germoplasma de la 

planta Jatropha curcas para poder identificar nuevas poblaciones y brindar más 

posibilidades a un programa de mejora genética. 

 

 

Se recomienda estudiar las accesiones genéticamente cercanas a las 

accesiones de alto rendimiento establecidas en estudios previos, para poder 

identificar características que puedan servir en programas de mejoramiento 

genético 
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Anexo 1: Datos de Pasaporte de las accesiones de Jatropha curcas del banco 
de germoplasma de la Estación Experimental Portoviejo del INIAP 

CODIGO ORIGEN PROVINCIA CANTÓN PARROQUIA LOCALIDAD 
CP001 Ecuador Manabí Chone Canuto Copetón 
CP002 Ecuador Manabí Chone Canuto Copetón  
CP003 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 

CP004 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 
CP005 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 
CP006 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 
CP007 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 
CP008 Ecuador Manabí Chone Canuto Copetón  
CP009 Ecuador Manabí Chone Canuto Copetón  
CP010 Ecuador Manabí Chone San Antonio San pablo 
CP011 Ecuador Manabí Chone San Antonio San pablo 
CP012 Ecuador Manabí Chone San Antonio San pablo 
CP013 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 
CP014 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 
CP015 Ecuador Manabí Chone San Antonio Sabana nueva 

CP016 Ecuador Manabí Rocafuerte El pueblito El pueblito 
CP017 Ecuador Manabí Rocafuerte El pueblito El pueblito 
CP018 Ecuador Manabí Rocafuerte El ceibal El ceibal 
CP019 Ecuador Manabí Rocafuerte El cerrito El cerrito 
CP020 Ecuador Manabí Rocafuerte Higuerón Higuerón 
CP021 Ecuador Manabí Rocafuerte Tres charcos Tres charcos 
CP022 Ecuador Manabí Rocafuerte San Eloy San Eloy 
CP023 Ecuador Manabí Rocafuerte Higuerón Higuerón 
CP024 Ecuador Manabí Rocafuerte Valdez Valdez 
CP025 Ecuador Manabí Rocafuerte Valdez Valdez 
CP026 Ecuador Manabí Rocafuerte Resbalón Resbalón 
CP027 Ecuador Manabí Rocafuerte El tigre El tigre 

CP028 Ecuador Manabí Portoviejo Bijahual Cajones 
CP029 Ecuador Manabí Portoviejo Santa Martha Santa Martha 
CP030 Ecuador Manabí Portoviejo Picoazá Mejía 
CP031 Ecuador Manabí Portoviejo Colon Colon Quimis 
CP032 Ecuador Manabí Portoviejo Calderón Calderón 
CP033 Ecuador Manabí Portoviejo Río chico Río chico 
CP034 Ecuador Manabí Rocafuerte Río chico Río chico 
CP035 Ecuador Loja Paltas Catacocha Casanga 
CP036 Ecuador Manabí Santa Ana Chicompe Chicompe 
CP037 Ecuador Manabí Chone Boyacá Barragán 
CP038 Ecuador Manabí Portoviejo Picoazá Mejía 
CP039 Ecuador Manabí Junín Junín Junín 

CP040 Ecuador Manabí Montecristi Los bajos Los bajos 
CP041 Ecuador Manabí Santa Ana Santa Ana Visquije 
CP042 Ecuador Manabí Sucre Charapotó Las coronas 
CP043 Ecuador Manabí Sucre Charapotó Las coronas 
CP044 Ecuador Manabí Sucre Charapotó Las coronas 
CP045 Ecuador Manabí Sucre Charapotó Las coronas 
CP046 Ecuador Manabí Sucre Charapotó San clemente 
CP047 Ecuador Manabí Santa Ana Lodana Pachinche 
CP048 Ecuador Manabí Tosagua Tosagua La Travezada 
CP049 Ecuador Manabí Portoviejo Colón El Cady-eep 
CP050 Ecuador Manabí Portoviejo Alajuela El tamarindo 
CP051 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Conguillo 
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CP052 Ecuador Manabí Portoviejo Calderón Miguelillo 
CP053 Ecuador Manabí Santa Ana Unión Unión 
CP054 Ecuador Manabí Paján Noboa Noboa 
CP055 Ecuador Manabí Rocafuerte Rocafuerte Danzarín 
CP056 Ecuador Manabí Sucre  Charapotó Las coronas 
CP057 Ecuador Manabí Sucre  Charapotó Las coronas 

CP058 Ecuador Manabí Olmedo Olmedo El calvo 
CP059 Ecuador Manabí Portoviejo Colón INIAP 
CP060 Ecuador Loja Célica Célica Quilusara 
CP061 Ecuador Manabí Santa Ana Ayacucho El mate 
CP062 Ecuador Manabí Santa Ana Ayacucho Peminche 
CP063 Ecuador Manabí 24 de mayo Bellavista El tropezón 

CP064 Ecuador Manabí Bolívar Calceta Loma seca 
CP065 Ecuador Manabí Montecristi Colorado Bajos-pechiche 
CP066 Ecuador Manabí Bolívar  Calceta Cabello 
CP067 Ecuador Manabí Santa Ana Ayacucho El mate 
CP068 Ecuador Manabí Montecristi Colorado Bajos-afuera 
CP069 Ecuador Manabí 24 de mayo Noboa Noboa 

CP070 Ecuador Manabí 24 de mayo Noboa Noboa 
CP071 Ecuador Manabí Montecristi Colorado Bajos-pechiche 
CP072 Ecuador Manabí Montecristi Colorado Bajos-afuera 
CP073 Ecuador Manabí Olmedo Olmedo Rio Puca 
CP074 Ecuador Manabí Montecristi Los bajos Bajos-pechiche 
CP075 Ecuador Manabí Santa Ana Honorato 

Vásquez 
Las mercedes 

CP076 Ecuador Manabí Olmedo Olmedo El Guabito 
CP077 Ecuador Manabí Bolívar Calceta Cabello 
CP078 Ecuador Manabí 24 de mayo Noboa Noboa 
CP079 Ecuador Manabí Bolívar Calceta Cabello 
CP080 Ecuador Manabí Olmedo Olmedo El pescado 
CP081 Ecuador Manabí Santa Ana Ayacucho Chamucame 

CP082 Ecuador Manabí Santa Ana Ayacucho Chamucame 
CP083 Ecuador Manabí 24 de mayo Noboa Noboa 
CP084 Ecuador Manabí 24 de mayo Bellavista Riecito 
CP085 Ecuador Manabí Montecristi Los bajos Bajos-pechiche 
CP086 Ecuador Manabí 24 de mayo Bellavista La guayaba 
CP087 Ecuador Manabí Olmedo Olmedo El Guabito 

CP088 Ecuador Manabí 24 de mayo Bellavista Riecito 
CP089 Ecuador Manabí Olmedo Olmedo Canoa 
CP090 Ecuador Manabí Tosagua Bachillero Soco soco 
CP091 Ecuador Manabí 24 de mayo Bellavista El esfuerzo 
CP092 Ecuador Manabí Olmedo Olmedo El Guabito 
CP093 Ecuador Manabí 24 de mayo Bellavista El esfuerzo 

CP094 Ecuador Manabí Junín Junín Agua fría 
CP095 Ecuador Manabí Junín Junín Balsa tumbada 
CP096 Ecuador Manabí Junín Junín Come tierra 

CP097 Ecuador Manabí Junín Junín Agua fría 
CP098 Ecuador Manabí Junín Junín Balsa tumbada 
CP099 Ecuador Manabí Junín Junín Come tierra 

CP100 Ecuador Manabí Tosagua La Estancilla Cristo negro 
CP101 Ecuador Manabí Flavio Alfaro Flavio Alfaro Bramadora 
CP102 Ecuador Manabí Flavio Alfaro Zapallo Talambuco 
CP103 Ecuador Manabí Flavio Alfaro Zapallo El cuello 
CP104 Ecuador Manabí Tosagua La Estancilla Las guaijas 
CP105 Ecuador Manabí Tosagua La Estancilla Los naranjo 
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CP106 Ecuador Manabí Flavio Alfaro Zapallo El cuello 
CP107 Ecuador Manabí Flavio Alfaro Zapallo El cuello 
CP108 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Colorado 
CP109 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Colorado 
CP110 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Colorado 
CP111 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Solanillo 

CP112 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Solanillo 
CP113 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Solanillo 
CP115 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Solanillo 
CP116 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Manduvia afuera 
CP117 Ecuador Manabí Pichincha San Sebastián Solanillo 
CP118 Ecuador Loja Paltas Catacocha Bajada 

CP119 Ecuador Loja Paltas Catacocha Casanga 
CP120 Ecuador Loja Paltas Catacocha Casanga 
CP121 Ecuador Loja Paltas Catacocha San juan 
CP122 Ecuador Manabí Jipijapa Jipijapa Quimis 
CP123 Ecuador Loja Vilcabamba Vilcabamba El naranjo 
CP124 Ecuador Loja Zapotillo Zapotillo Zapotillo 

CP125 Ecuador Manabí Manta San Lorenzo El aromo 
CP126 Ecuador El oro Machala Machala El cambio 
CP127 Ecuador Manabí Paján  Colimes Cadena 
CP128 Ecuador Guayas Guayas Petrillo Petrillo 
CP129 Ecuador Manabí Manta San Lorenzo El aromo 
CP130 Ecuador Manabí Portoviejo Crucita El altillo 

CP131 Perú Chiclayo Chiclayo Chiclayo Pomalca 
CP132 Perú Chiclayo Chiclayo Chiclayo Pomalca 
CP133 Perú Piura Piura Piura Tambo grande 
CP134 Perú Piura Piura Piura Tambo grande 
CP135 Ecuador Napo 

   

CP136 Ecuador Manabí Tosagua Tosagua La Travezada 

CP137 Ecuador Manabí Chone  San Antonio San pablo 
CP138 Ecuador Manabí Chone  San Antonio San pablo 
CP139 Ecuador Manabí Tosagua La travesada La travesada 
CP140 Ecuador Manabí Portoviejo Colon INIAP 
CP141 Ecuador Manabí Santa Ana Lodana ULEAM 
CP142 Ecuador Santa Elena Santa Elena Julio moreno Limoncillo 

CP143 Ecuador Santa Elena Santa Elena Julio moreno Limoncillo 
CP144 Ecuador Napo 

   

CP145 Ecuador Manabí Tosagua Tosagua El polvar 
CP146 Brasil 

    

CP147 Brasil 
    

CP148 Brasil 
    

CP149 Ecuador Manabí Jaramijó Jaramijó Jaramijó 
CP150 Ecuador Manabí Tosagua Tosagua El polvar 
CP151 Ecuador Manabí Rocafuerte Rocafuerte Higuerón 
CP152 Ecuador Manabí Portoviejo Crucita Crucita 
CP153 Ecuador Manabí Portoviejo Crucita Crucita 
CP154 Ecuador Manabí Sucre Sucre San Jacinto 

CP155 Ecuador Manabí Sucre Sucre San Jacinto 
CP156 Ecuador Santa Elena Santa Elena Jambelí Jambelí 
CP157 Ecuador Santa Elena Santa Elena Jambelí Jambelí 
CP158 Ecuador Santa Elena Santa Elena Jambelí Jambelí 
CP159 Brasil 

    

CP160 Ecuador Santa Elena 
   

CP161 Colombia 
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CP162 Ecuador Santa Elena 
   

CP163 Ecuador Santa Elena 
   

CP164 Ecuador Manabí Montecristi El aromo El aromo 
c201 Ecuador Manabí Sucre San Vicente Nuevo Briseño 
c202 Ecuador Manabí Sucre San Vicente Rosa Blanca 
c203 Ecuador Manabí Sucre San Vicente Rosa Blanca 

c204 Ecuador Manabí Jipijapa Jipijapa Cañitas 
c205 Ecuador Santa Elena 

 
Castelo Juntas del Pacífico 

c206 Ecuador Manabí Rocafuerte Rocafuerte La Papaya 
c207 Ecuador Manabí Rocafuerte Rocafuerte Danzarín 

Fuente: Programa de Agro-energía de la Estación Experimental Portoviejo del 
INIAP 

 
Anexo 2: Cuantificación de piñón CP001 al CP164. 

MUESTRA 260 
Raw 

280 
Raw 

320 
Raw 

260 280 260/280 ng/µL 

CP001 1.457 0.831 0.163 1.41 0.728 1.937 1410.464 

CP002 0.236 0.173 0.087 0.158 0.091 1.746 158.115 

CP003 0.104 0.088 0.064 0.038 0.023 1.676 37.939 

CP004 0.656 0.516 0.269 0.422 0.27 1.562 422.072 

CP005 0.17 0.152 0.118 0.051 0.033 1.522 50.536 

CP006 0.722 0.541 0.281 0.481 0.283 1.701 481.122 

CP007 0.563 0.374 0.135 0.459 0.255 1.799 459.139 

CP008 0.115 0.091 0.056 0.059 0.036 1.653 59.108 

CP009 0.194 0.173 0.129 0.064 0.045 1.433 64.467 

CP010 0.195 0.145 0.084 0.116 0.064 1.816 115.739 

CP011 0.686 0.426 0.128 0.597 0.318 1.878 596.847 

CP012 0.147 0.108 0.056 0.094 0.053 1.773 93.73 

CP013 0.132 0.094 0.053 0.079 0.041 1.922 78.824 

CP014 0.137 0.105 0.061 0.076 0.044 1.734 76.431 

CP015 0.161 0.121 0.056 0.108 0.067 1.619 108.308 

CP016 0.067 0.058 0.041 0.023 0.015 1.549 22.517 

CP017 0.267 0.175 0.065 0.215 0.117 1.841 214.529 

CP018 0.119 0.099 0.07 0.047 0.028 1.674 47.432 

CP019 0.146 0.112 0.063 0.084 0.05 1.678 84.063 

CP020 0.176 0.128 0.06 0.121 0.071 1.699 121.384 

CP021 0.238 0.161 0.061 0.185 0.104 1.778 185.449 

CP022 0.112 0.099 0.075 0.034 0.022 1.505 33.564 

CP023 0.412 0.276 0.114 0.318 0.172 1.843 317.506 

CP024 0.29 0.219 0.114 0.186 0.111 1.677 186.377 

CP025 0.347 0.24 0.08 0.282 0.168 1.676 282.282 

CP026 0.092 0.085 0.071 0.017 0.011 1.51 17.255 

CP027 0.265 0.161 0.048 0.226 0.117 1.934 225.829 

CP028 0.122 0.092 0.047 0.074 0.045 1.662 74.425 

CP029 0.129 0.105 0.068 0.064 0.039 1.65 63.759 

CP030 0.155 0.121 0.066 0.094 0.058 1.616 94.307 

CP031 0.165 0.137 0.082 0.088 0.058 1.507 87.555 

CP032 0.132 0.107 0.068 0.067 0.041 1.637 67.246 

CP033 0.272 0.193 0.078 0.208 0.124 1.683 208.434 

CP034 0.187 0.136 0.065 0.132 0.077 1.72 131.762 

CP035 0.28 0.212 0.105 0.187 0.114 1.635 186.753 
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CP036 0.173 0.126 0.058 0.123 0.073 1.674 122.665 

CP037 0.245 0.183 0.089 0.166 0.1 1.661 165.889 

CP038 0.12 0.099 0.067 0.055 0.033 1.664 54.527 

CP039 3.222 1.867 0.096 3.418 1.937 1.765 3417.962 

CP040 2.013 1.113 0.086 2.117 1.128 1.876 2116.549 

CP041 0.462 0.288 0.047 0.45 0.262 1.722 450.384 

CP042 0.939 0.542 0.078 0.949 0.511 1.855 948.805 

CP043 0.699 0.427 0.058 0.696 0.402 1.734 696.401 

CP044 1.14 0.653 0.065 1.183 0.647 1.829 1183.098 

CP045 1.077 0.655 0.103 1.054 0.598 1.764 1054.282 

CP046 0.506 0.366 0.14 0.398 0.246 1.618 397.55 

CP047 1.153 0.653 0.079 1.161 0.621 1.869 1161.114 

CP048 0.302 0.2 0.061 0.259 0.149 1.741 258.932 

CP049 0.59 0.356 0.062 0.565 0.314 1.8 565.483 

CP050 0.289 0.196 0.063 0.241 0.142 1.694 241.073 

CP051 0.693 0.419 0.08 0.651 0.36 1.809 651.283 

CP052 0.399 0.232 0.051 0.373 0.194 1.927 372.994 

CP053 0.909 0.51 0.055 0.93 0.495 1.878 930.355 

CP054 0.89 0.491 0.049 0.92 0.483 1.903 919.89 

CP055 1.288 0.693 0.075 1.322 0.673 1.965 1322.242 

CP056 0.343 0.255 0.097 0.266 0.171 1.555 265.58 

CP057 0.338 0.208 0.056 0.304 0.164 1.858 304.167 

CP058 0.294 0.191 0.05 0.265 0.153 1.738 265.442 

CP059 0.306 0.195 0.058 0.267 0.148 1.807 266.791 

CP060 0.477 0.285 0.065 0.451 0.24 1.879 450.872 

CP061 0.3 0.221 0.111 0.201 0.117 1.715 200.717 

CP062 0.425 0.291 0.077 0.377 0.233 1.621 377.28 

CP063 0.821 0.456 0.063 0.818 0.424 1.929 818.32 

CP064 0.504 0.318 0.066 0.475 0.273 1.739 474.901 

CP065 0.371 0.274 0.09 0.298 0.196 1.525 298.424 

CP066 0.774 0.427 0.062 0.771 0.395 1.949 770.52 

CP067 0.463 0.272 0.065 0.428 0.223 1.923 428.306 

CP068 0.314 0.185 0.044 0.29 0.151 1.92 289.914 

CP069 0.15 0.101 0.043 0.111 0.06 1.838 110.636 

CP070 2.234 1.285 0.188 2.258 1.21 1.865 2257.804 

CP071 0.331 0.205 0.068 0.28 0.146 1.924 280.136 

CP072 0.245 0.161 0.065 0.192 0.102 1.871 191.654 

CP073 0.256 0.191 0.063 0.202 0.134 1.507 202.239 

CP074 0.209 0.133 0.045 0.172 0.091 1.883 172.16 

CP075 1.706 1.229 0.44 1.367 0.852 1.604 1366.507 

CP076 0.554 0.323 0.057 0.538 0.287 1.876 538.251 

CP077 0.256 0.177 0.058 0.207 0.124 1.665 206.867 

CP078 0.374 0.232 0.075 0.319 0.168 1.903 318.964 

CP079 0.891 0.58 0.107 0.831 0.501 1.659 831.444 

CP080 0.466 0.312 0.085 0.406 0.242 1.677 405.898 

CP081 0.46 0.309 0.11 0.376 0.213 1.763 376.314 

CP082 0.556 0.409 0.214 0.369 0.21 1.758 368.956 

CP083 0.263 0.183 0.07 0.204 0.119 1.71 204.083 

CP084 0.454 0.264 0.053 0.434 0.228 1.903 433.55 

CP085 0.361 0.218 0.052 0.332 0.178 1.864 332.292 
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CP086 0.149 0.109 0.047 0.106 0.064 1.648 106.099 

CP087 0.21 0.141 0.057 0.161 0.089 1.814 160.632 

CP088 0.606 0.397 0.117 0.532 0.304 1.75 532.071 

CP089 0.309 0.198 0.061 0.262 0.145 1.813 262.389 

CP090 0.339 0.213 0.064 0.295 0.159 1.854 295.045 

CP091 0.421 0.267 0.073 0.37 0.206 1.797 370.469 

CP092 0.234 0.161 0.067 0.176 0.099 1.777 176.403 

CP093 0.255 0.16 0.053 0.21 0.11 1.905 210.268 

CP094 0.443 0.25 0.047 0.424 0.217 1.952 423.852 

CP095 0.589 0.338 0.068 0.564 0.292 1.929 563.787 

CP096 0.436 0.268 0.07 0.395 0.213 1.856 395.44 

CP097 1.984 1.109 0.208 1.937 0.983 1.971 1937.007 

CP098 0.441 0.309 0.149 0.315 0.172 1.833 315.074 

CP099 0.471 0.369 0.202 0.288 0.18 1.604 288.213 

CP100 0.294 0.196 0.067 0.245 0.139 1.765 244.908 

CP101 0.674 0.456 0.189 0.476 0.262 1.82 476.209 

CP102 0.489 0.341 0.142 0.329 0.189 1.743 328.605 

CP103 0.842 0.46 0.083 0.776 0.382 2.031 776.445 

CP104 1.862 1.043 0.182 1.791 0.915 1.956 1790.824 

CP105 1.354 0.79 0.18 1.231 0.637 1.933 1231.119 

CP106 0.549 0.318 0.081 0.461 0.23 2.003 460.857 

CP107 2.649 1.486 0.241 2.585 1.334 1.939 2585.362 

CP108 0.415 0.236 0.052 0.347 0.173 2.002 346.967 

CP109 0.487 0.3 0.085 0.434 0.232 1.869 434.406 

CP110 1.366 0.75 0.116 1.369 0.694 1.974 1368.791 

CP111 0.839 0.5 0.135 0.766 0.396 1.932 765.871 

CP112 0.605 0.356 0.097 0.555 0.282 1.966 554.944 

CP113 1.307 0.727 0.095 1.324 0.691 1.916 1323.575 

CP115 0.494 0.307 0.073 0.461 0.256 1.8 460.815 

CP116 0.16 0.112 0.044 0.122 0.072 1.702 121.746 

CP117 0.223 0.156 0.066 0.168 0.096 1.745 167.587 

CP118 0.36 0.258 0.102 0.275 0.166 1.655 275.484 

CP119 0.255 0.154 0.048 0.222 0.114 1.955 222.259 

CP120 0.565 0.309 0.05 0.554 0.278 1.989 553.506 

CP121 0.539 0.327 0.069 0.509 0.279 1.826 509.316 

CP122 0.343 0.214 0.054 0.307 0.17 1.801 307.061 

CP123 0.404 0.238 0.047 0.383 0.204 1.873 382.756 

CP224 0.355 0.213 0.05 0.332 0.177 1.881 332.3 

CP125 0.746 0.623 0.336 0.444 0.311 1.427 443.605 

CP126 2.019 1.562 0.744 1.397 0.897 1.558 1396.593 

CP127 0.629 0.372 0.059 0.619 0.339 1.824 618.761 

CP128 0.365 0.25 0.105 0.281 0.157 1.79 281.105 

CP129 0.806 0.52 0.16 0.704 0.392 1.796 703.509 

CP130 0.926 0.562 0.124 0.882 0.481 1.834 881.669 

CP131 0.875 0.477 0.066 0.88 0.447 1.968 879.786 

CP132 0.408 0.248 0.05 0.39 0.216 1.807 389.711 

CP133 1.164 0.618 0.07 1.183 0.592 1.998 1183.33 

CP134 0.673 0.374 0.066 0.663 0.336 1.973 662.711 

CP135 0.782 0.474 0.119 0.714 0.383 1.864 714.456 

CP136 0.349 0.226 0.069 0.302 0.168 1.792 301.951 
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CP137 0.659 0.368 0.076 0.624 0.312 2 624.163 

CP138 0.334 0.198 0.061 0.292 0.147 1.993 292.184 

CP139 0.19 0.129 0.058 0.136 0.074 1.852 136.471 

CP140 0.903 0.5 0.097 0.869 0.434 2 868.712 

CP141 1.026 0.608 0.141 0.965 0.509 1.896 964.849 

CP142 1.263 0.723 0.141 1.228 0.637 1.929 1228.242 

CP143 1.261 0.728 0.094 1.263 0.687 1.839 1263.149 

CP144 0.34 0.222 0.047 0.317 0.189 1.678 317.238 

CP145 0.524 0.343 0.088 0.469 0.274 1.708 468.689 

CP146 0.879 0.49 0.05 0.904 0.479 1.885 903.935 

CP147 2.988 1.538 0.067 3.149 1.585 1.987 3149.05 

CP148 0.821 0.468 0.049 0.835 0.453 1.845 835.456 

CP149 0.795 0.482 0.094 0.745 0.413 1.805 745.294 

CP150 0.295 0.199 0.049 0.262 0.16 1.635 261.763 

CP151 1.22 0.652 0.047 1.28 0.659 1.941 1280.169 

CP152 0.637 0.378 0.065 0.623 0.341 1.829 623.132 

CP153 0.584 0.345 0.046 0.584 0.324 1.799 583.899 

CP154 0.544 0.359 0.106 0.477 0.276 1.73 477.153 

CP155 0.599 0.364 0.071 0.574 0.318 1.804 574.287 

CP156 0.506 0.314 0.066 0.483 0.271 1.78 482.677 

CP157 0.648 0.389 0.079 0.618 0.336 1.838 617.753 

CP158 0.575 0.361 0.09 0.531 0.297 1.788 530.746 

CP159 1.002 0.505 0.08 0.997 0.459 2.172 997.012 

CP160 0.475 0.297 0.064 0.447 0.253 1.764 446.99 

CP161 0.223 0.16 0.044 0.189 0.123 1.54 189.331 

CP162 0.301 0.199 0.043 0.277 0.168 1.654 277.345 

CP163 0.502 0.306 0.059 0.473 0.264 1.796 473.494 

CP164 2.052 1.037 0.051 2.174 1.071 2.03 2173.906 
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Anexo 3: Coeficiente Q (pertenencia estimada para cada individuo en una población o 
grupo) de cada muestra de la colección. En el color azul se ven las muestras de la 
primera población, en el color naranja las muestras de la segunda población, las 
muestras sin color son muestras intermedias entre las dos poblaciones. 

  
 

 

Número Muestra Grupo 1 Grupo 2 Número Muestra Grupo 1 Grupo 2 Número Muestra Grupo 1 Grupo 2
168 c204-9 0.983 0.017 84 cp084 0.926 0.074 13 cp013 0.753 0.247
83 cp083 0.982 0.018 98 cp098 0.923 0.077 106 cp106 0.751 0.249
75 cp075 0.978 0.022 153 cp154 0.923 0.077 6 cp006 0.747 0.253

169 c205-9 0.978 0.022 49 cp049 0.922 0.078 8 cp008 0.741 0.259
82 cp082 0.976 0.024 113 cp113 0.922 0.078 12 cp012 0.739 0.261

152 cp153 0.974 0.026 129 cp130 0.922 0.078 104 cp104 0.729 0.271
28 cp028 0.973 0.027 138 cp139 0.922 0.078 110 cp110 0.717 0.283
47 cp047 0.972 0.028 86 cp086 0.914 0.086 40 cp040 0.705 0.295
38 cp038 0.971 0.029 91 cp091 0.913 0.087 170 c206-3 0.7 0.3
45 cp045 0.969 0.031 109 cp109 0.911 0.089 130 cp131 0.681 0.319
62 cp062 0.969 0.031 126 cp127 0.911 0.089 166 c202-2 0.675 0.325
73 cp073 0.967 0.033 115 cp116 0.91 0.09 51 cp051 0.661 0.339

149 cp150 0.966 0.034 39 cp039 0.909 0.091 3 cp003 0.659 0.341
151 cp152 0.966 0.034 148 cp149 0.909 0.091 19 cp019 0.659 0.341
33 cp033 0.965 0.035 21 cp021 0.907 0.093 127 cp128 0.645 0.355
46 cp046 0.965 0.035 80 cp080 0.902 0.098 140 cp141 0.638 0.362
96 cp096 0.965 0.035 27 cp027 0.901 0.099 100 cp100 0.634 0.366

111 cp111 0.965 0.035 55 cp055 0.895 0.105 107 cp107 0.625 0.375
69 cp069 0.964 0.036 48 cp048 0.893 0.107 30 cp030 0.604 0.396
71 cp071 0.964 0.036 61 cp061 0.892 0.108 160 cp161 0.586 0.414
24 cp024 0.963 0.037 63 cp063 0.887 0.113 102 cp102 0.541 0.459
81 cp081 0.963 0.037 108 cp108 0.885 0.115 136 cp137 0.538 0.462
65 cp065 0.962 0.038 103 cp103 0.881 0.119 43 cp043 0.503 0.497
66 cp066 0.96 0.04 11 cp011 0.88 0.12 99 cp099 0.482 0.518
68 cp068 0.96 0.04 156 cp157 0.88 0.12 44 cp044 0.471 0.529
93 cp093 0.96 0.04 58 cp058 0.876 0.124 155 cp156 0.423 0.577
35 cp035 0.959 0.041 137 cp138 0.874 0.126 114 cp115 0.396 0.604
94 cp094 0.959 0.041 144 cp145 0.873 0.127 52 cp052 0.393 0.607
67 cp067 0.958 0.042 154 cp155 0.867 0.133 42 cp042 0.381 0.619
92 cp092 0.958 0.042 17 cp017 0.864 0.136 142 cp143 0.325 0.675
26 cp026 0.957 0.043 20 cp020 0.86 0.14 60 cp060 0.297 0.703
76 cp076 0.957 0.043 18 cp018 0.846 0.154 145 cp146 0.266 0.734
77 cp077 0.957 0.043 10 cp010 0.843 0.157 164 c201-4 0.265 0.735
90 cp090 0.955 0.045 89 cp089 0.841 0.159 147 cp148 0.214 0.786
95 cp095 0.955 0.045 85 cp085 0.839 0.161 37 cp037 0.202 0.798
88 cp088 0.954 0.046 56 cp056 0.83 0.17 131 cp132 0.139 0.861
74 cp074 0.953 0.047 15 cp015 0.828 0.172 54 cp054 0.1 0.9
78 cp078 0.952 0.048 53 cp053 0.826 0.174 146 cp147 0.084 0.916
79 cp079 0.952 0.048 7 cp007 0.821 0.179 159 cp160 0.069 0.931

134 cp135 0.95 0.05 9 cp009 0.821 0.179 41 cp041 0.068 0.932
59 cp059 0.945 0.055 23 cp023 0.815 0.185 132 cp133 0.061 0.939
87 cp087 0.945 0.055 34 cp034 0.815 0.185 122 cp123 0.059 0.941

139 cp140 0.945 0.055 14 cp014 0.814 0.186 123 cp124 0.05 0.95
135 cp136 0.944 0.056 22 cp022 0.812 0.188 157 cp158 0.023 0.977
97 cp097 0.941 0.059 36 cp036 0.81 0.19 162 cp163 0.023 0.977

141 cp142 0.94 0.06 1 cp001 0.805 0.195 163 cp164 0.023 0.977
128 cp129 0.939 0.061 4 cp004 0.805 0.195 121 cp122 0.022 0.978
70 cp070 0.938 0.062 16 cp016 0.803 0.197 105 cp105 0.021 0.979
72 cp072 0.936 0.064 101 cp101 0.798 0.202 117 cp118 0.021 0.979

116 cp117 0.935 0.065 64 cp064 0.79 0.21 118 cp119 0.021 0.979
171 c207-3 0.935 0.065 50 cp050 0.785 0.215 119 cp120 0.021 0.979
25 cp025 0.934 0.066 2 cp002 0.779 0.221 120 cp121 0.021 0.979
32 cp032 0.934 0.066 5 cp005 0.779 0.221 133 cp134 0.021 0.979
29 cp029 0.932 0.068 165 c202-9 0.776 0.224 158 cp159 0.021 0.979
31 cp031 0.932 0.068 143 cp144 0.772 0.228 161 cp162 0.021 0.979

150 cp151 0.932 0.068 57 cp057 0.76 0.24 124 cp125 0.019 0.981
167 c203-9 0.93 0.07 112 cp112 0.759 0.241 125 cp126 0.018 0.982
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Anexo 4: Dendrograma UPGMA de la colección de piñón. Los valores bootstrap 
se puede observar en cada rama con color violeta. Las accesiones con una x 
marcan las criollas c y las accesiones CP de alto rendimiento. 
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Anexo 5: Matriz alélica de la colección de piñón 

 
  

MUESTRAS  pJcSSR2760 pJcSSR3342 pJcSSR2767 pJcSSR3401 pJcSSR2628 pJcSSR2806 JAT-158 JAT-176 JAT-209 JAT-223 JAT-259 JAT-73 JAT-76 JCSSR-26 JAT-173 pJcSSR2788 JAT-24 JAT-43 JAT-45 JAT-131 JAT-132 JAT-141
cp001 213/213 156/158 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 137/143
cp002 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/227 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/179 141/141 197/197 240/252 137/143
cp003 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/138 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 141/141 197/197 240/252 143/143
cp004 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 137/143
cp005 213/213 156/158 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp006 ?/? 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp007 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 137/143
cp008 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp009 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/256 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp010 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/256 185/179 132/141 197/197 240/252 137/143
cp011 213/213 158/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp012 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp013 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/141 197/197 240/252 143/143
cp014 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp015 213/213 158/158 216/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp016 213/213 156/156 216/216 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/175 164/164 248/248 185/179 132/141 188/197 240/240 143/143
cp017 213/213 156/156 216/224 170/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 216/216 148/148 236/236 131/131 193/193 184/184 158/158 248/248 185/179 132/132 188/197 240/240 143/143
cp018 213/213 156/156 216/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/175 164/164 248/248 185/179 132/141 188/188 240/240 143/143
cp019 213/213 156/156 216/224 170/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp020 213/213 158/156 216/224 170/170 210/210 174/174 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 236/236 125/131 211/211 184/184 158/158 248/256 185/179 132/141 188/197 240/252 143/143
cp021 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 125/131 211/211 175/175 158/164 248/248 185/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp022 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 174/174 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 236/236 125/131 211/211 175/184 158/158 248/256 185/179 141/141 188/197 252/252 143/143
cp023 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/141 188/197 240/252 143/143
cp024 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 157/157 196/196 166/166 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp025 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/170 157/160 196/199 166/166 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 240/252 143/143
cp026 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/174 160/160 199/199 166/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/179 132/132 188/188 240/252 143/143
cp027 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 166/172 216/216 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp028 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 157/160 196/199 166/172 216/216 148/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp029 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/174 160/160 199/199 166/172 216/222 138/148 227/236 125/131 193/211 175/184 158/158 248/256 185/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp030 213/213 158/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/138 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp031 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 216/216 148/148 236/236 131/131 193/193 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 240/252 143/143
cp032 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 193/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp033 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 193/193 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 137/143
cp034 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp035 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/174 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 125/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/179 132/141 197/197 240/252 143/143
cp036 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/141 197/197 240/252 143/143
cp037 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/141 188/197 240/252 143/143
cp038 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 199/199 166/166 222/222 148/148 236/236 125/125 193/193 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 252/252 137/143
cp039 213/213 158/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 193/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/197 240/252 143/143
cp040 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/185 132/141 188/188 240/252 143/143
cp041 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/188 252/252 143/143
cp042 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 193/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp043 213/213 158/156 216/216 166/170 210/188 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/138 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/188 252/252 143/143
cp044 213/213 158/156 216/216 166/170 210/210 170/174 160/160 196/196 172/172 222/222 138/148 227/227 125/131 193/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp045 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 199/199 166/166 222/222 148/148 227/227 125/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/132 188/188 252/252 143/143
cp046 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 166/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 240/252 137/143
cp047 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 157/160 199/199 166/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp048 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/141 188/197 240/252 143/143
cp049 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/197 240/252 137/143
cp050 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 157/157 199/199 172/172 222/222 138/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/197 240/252 137/143
cp051 213/213 158/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/188 240/252 143/143
cp052 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/141 188/188 240/252 143/143
cp053 213/213 156/156 224/224 170/170 ?/? ?/? 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 ?/? 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 240/252 143/143
cp054 213/213 158/158 216/216 170/170 210/210 170/170 160/160 196/205 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 141/141 188/188 252/252 143/143
cp055 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 193/193 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 252/252 143/143
cp056 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/179 132/132 188/197 240/240 143/143
cp057 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/179 132/132 188/188 240/240 137/143
cp058 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/256 185/185 132/141 188/188 240/252 137/143
cp059 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/175 164/164 248/248 185/185 132/132 188/188 240/252 143/143
cp060 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp061 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/190 172/172 222/222 148/148 227/236 125/131 193/211 175/175 158/158 248/248 185/179 141/141 188/197 240/252 143/143
cp062 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 174/174 160/160 196/199 172/172 216/222 148/148 227/227 125/131 193/211 175/175 158/158 248/248 185/179 132/141 188/197 240/252 137/143
cp063 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 ?/? 160/160 196/199 166/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 184/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/197 240/252 137/143
cp064 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 196/199 166/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/197 240/252 143/143
cp065 213/213 158/156 224/224 170/170 210/210 174/174 160/160 196/199 166/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 184/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp066 213/213 156/158 224/224 166/170 210/210 174/174 160/160 199/199 166/166 222/222 148/148 236/236 125/125 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 141/141 188/197 240/240 143/143
cp067 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 174/174 160/160 199/199 166/172 222/222 148/148 227/236 125/131 211/211 184/184 158/164 248/248 185/179 132/141 188/197 252/252 143/143
cp068 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 125/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp069 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 174/174 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 125/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/179 132/141 188/197 240/252 143/143
cp070 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 174/174 160/160 199/199 166/172 222/222 148/148 227/236 125/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/188 252/252 137/143
cp071 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 174/174 160/160 199/199 166/166 222/222 148/148 227/236 125/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/132 188/188 252/252 137/143
cp072 213/213 ?/? 224/224 170/170 210/210 174/174 160/160 196/199 166/172 222/222 148/148 227/227 125/131 193/211 184/184 158/158 ?/? 185/185 141/141 188/197 240/252 143/143
cp073 213/213 ?/? 224/224 166/170 210/210 174/174 ?/? ?/? 166/172 222/222 148/148 227/227 ?/? ?/? ?/? 158/158 ?/? ?/? 132/132 188/188 240/252 143/143
cp074 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 196/199 172/172 216/216 148/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/188 240/252 143/143
cp075 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 174/174 160/160 199/199 166/172 216/222 148/148 227/227 131/131 193/211 ?/? 158/158 248/248 179/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp076 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp077 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 164/164 248/256 185/185 132/141 188/197 240/252 143/143
cp078 213/213 156/158 224/224 166/170 210/188 170/170 160/160 190/190 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/256 185/185 132/141 188/197 240/252 143/143
cp079 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/256 185/185 132/141 188/197 240/240 137/143
cp080 213/213 158/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/240 143/143
cp081 213/213 158/156 224/224 170/170 210/210 170/174 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 184/184 158/164 248/248 185/179 132/141 188/197 240/240 143/143
cp082 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 174/174 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/227 125/125 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp083 213/213 158/158 224/224 166/170 188/188 174/174 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 125/125 211/211 175/184 158/158 248/256 179/179 132/132 197/197 240/240 143/143
cp084 213/213 158/158 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp085 ?/? 158/158 216/216 170/170 ?/? ?/? 160/160 196/199 ?/? ?/? 148/148 236/236 131/131 ?/? 175/184 158/158 ?/? 185/185 132/132 ?/? 240/240 143/143
cp086 213/213 156/156 ?/? 170/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 240/252 143/143
cp087 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 125/131 193/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/141 197/197 240/252 143/143
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cp088 213/213 158/158 224/224 166/170 210/188 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp089 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/175 158/164 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp090 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 157/157 196/199 166/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp091 213/213 156/156 224/224 166/170 210/188 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/197 252/252 143/143
cp092 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/174 157/157 199/199 166/166 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/175 158/158 256/256 179/179 132/141 188/197 252/252 143/143
cp093 213/213 156/156 216/224 166/170 210/188 170/174 157/157 199/199 166/172 216/222 148/148 227/236 125/131 211/211 175/184 158/164 ?/? 179/185 132/132 188/197 252/252 143/143
cp094 ?/? 158/158 224/224 170/170 210/210 174/174 160/160 199/199 166/166 222/222 148/148 236/236 125/125 211/211 175/184 158/158 ?/? 179/185 141/141 197/197 252/252 143/143
cp095 213/213 158/158 216/224 170/170 210/210 174/174 160/160 199/199 166/166 222/222 148/148 236/236 125/125 211/211 175/184 158/164 248/248 179/179 132/132 188/188 252/252 143/143
cp096 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 164/164 248/248 185/185 132/132 188/188 240/240 143/143
cp097 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 164/164 248/248 185/185 132/132 188/188 240/252 143/143
cp098 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 196/199 172/172 216/222 148/148 227/227 125/131 193/211 175/184 158/158 248/248 185/179 141/141 188/197 240/252 143/143
cp099 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/138 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/188 240/252 143/143
cp100 213/213 156/156 216/216 166/170 210/188 170/174 160/160 196/199 172/172 216/216 138/138 236/236 131/131 193/193 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/188 240/252 143/143
cp101 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 216/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 141/141 188/188 240/252 143/143
cp102 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 252/252 143/143
cp103 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/141 188/188 252/252 143/143
cp104 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 157/160 196/199 166/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/256 179/179 132/132 188/188 252/252 143/143
cp105 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp106 ?/? ?/? 224/224 ?/? 210/210 ?/? 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 ?/? 184/184 158/158 ?/? 185/185 132/132 ?/? 252/252 143/143
cp107 213/213 158/158 216/216 170/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 216/216 138/138 236/236 131/131 193/193 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/188 240/240 143/143
cp108 213/213 158/158 216/216 170/170 ?/? ?/? 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 125/125 211/211 175/184 158/158 ?/? 185/185 132/132 188/188 240/240 143/143
cp109 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 193/211 175/184 158/158 256/256 185/185 132/132 188/197 252/252 143/143
cp110 213/213 158/158 216/216 170/170 210/210 174/174 160/160 199/199 172/172 216/216 138/138 236/236 125/125 211/211 175/184 158/158 ?/? 185/185 141/141 188/197 240/240 143/143
cp111 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/240 143/143
cp112 ?/? ?/? 216/216 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 ?/? 148/148 227/227 125/125 ?/? 184/184 158/158 ?/? 179/179 141/141 ?/? 252/252 143/143
cp113 213/213 158/158 216/224 166/170 210/210 170/170 157/157 196/196 166/166 222/222 148/148 236/236 125/131 193/211 175/184 158/158 256/256 179/179 132/132 188/188 252/252 143/143
cp115 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/174 160/160 196/199 172/172 216/222 138/138 236/236 125/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/141 188/188 240/252 143/143
cp116 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 236/236 125/131 193/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 240/240 143/143
cp117 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 240/240 143/143
cp118 213/213 156/156 216/216 166/170 ?/? 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp119 213/213 156/156 216/216 170/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp120 ?/? 156/156 216/216 170/170 ?/? 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 ?/? 184/184 158/158 ?/? 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp121 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp122 213/213 156/156 216/216 170/170 ?/? 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 ?/? 175/184 158/158 ?/? 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp123 213/213 ?/? ?/? 170/170 ?/? ?/? 160/160 ?/? 172/172 ?/? 138/138 236/236 131/131 ?/? 184/184 158/158 ?/? ?/? ?/? ?/? ?/? ?/?
cp124 213/213 ?/? ?/? ?/? ?/? 170/170 160/160 196/196 ?/? ?/? ?/? 236/236 131/131 ?/? 184/184 158/158 ?/? 185/185 ?/? ?/? 252/252 143/143
cp125 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 205/205 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 184/184 178/178 248/248 179/179 141/141 188/188 252/252 143/143
cp126 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 205/205 172/172 222/222 142/142 236/236 131/131 211/211 184/184 158/178 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp127 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/205 172/172 216/216 148/148 227/227 131/131 211/211 175/175 158/158 248/248 179/179 132/132 197/197 240/240 143/143
cp128 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 197/197 252/252 143/143
cp129 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp130 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp131 213/213 ?/? 224/224 170/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 184/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp132 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp133 213/213 ?/? 216/216 170/170 ?/? 170/170 160/160 ?/? 172/172 222/222 ?/? ?/? 131/131 ?/? 184/184 158/158 ?/? 185/185 ?/? ?/? ?/? 143/143
cp134 213/213 156/156 216/216 170/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp135 213/213 ?/? ?/? 170/170 ?/? ?/? 160/160 199/199 166/166 ?/? 148/148 236/236 ?/? ?/? 184/184 158/158 ?/? 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp136 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp137 213/213 ?/? 216/216 170/170 210/210 ?/? 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 197/197 240/252 143/143
cp138 213/213 158/158 216/216 166/170 210/210 170/174 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 125/131 193/193 175/184 158/158 248/248 179/179 141/141 197/197 240/252 143/143
cp139 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp140 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/141 197/197 240/252 143/143
cp141 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 157/157 196/196 166/166 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 197/197 252/252 143/143
cp142 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp143 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/138 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/188 252/252 143/143
cp144 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 166/172 216/216 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/188 240/252 143/143
cp145 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
cp146 213/213 ?/? 216/216 170/170 ?/? 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 236/236 ?/? ?/? 175/184 158/158 ?/? 185/185 ?/? ?/? 252/252 143/143
cp147 215/215 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 ?/? 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 240/252 143/143
cp148 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/179 132/141 188/188 240/252 143/143
cp149 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 193/193 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/197 240/252 143/143
cp150 213/213 156/156 224/224 170/170 210/210 170/174 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/236 125/131 193/193 175/184 158/158 248/248 185/179 132/132 197/197 240/252 143/143
cp151 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 236/236 125/131 193/193 175/184 158/164 248/248 185/185 132/132 197/197 240/252 143/143
cp152 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/174 160/160 196/199 172/172 220/222 148/148 227/227 125/131 ?/? 175/184 158/164 248/248 179/179 132/141 188/197 240/252 143/143
cp153 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 193/193 175/184 158/164 248/248 185/179 132/132 188/197 252/252 143/143
cp154 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 174/174 157/157 196/196 166/166 222/222 148/148 236/236 125/131 193/193 175/184 158/164 248/248 185/179 141/141 188/188 252/252 143/143
cp155 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/185 132/132 188/188 252/252 143/143
cp156 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/164 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp157 213/213 158/158 216/224 170/170 ?/? ?/? 160/160 ?/? ?/? ?/? 148/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 ?/? ?/? ?/? ?/? 240/240 143/143
cp158 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 205/205 172/172 222/222 142/142 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 141/141 188/188 252/252 143/143
cp159 213/213 156/156 216/216 170/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp160 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 142/142 236/236 125/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp161 213/213 156/156 216/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 138/148 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/197 240/252 143/143
cp162 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
cp163 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 205/205 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 141/141 188/188 252/252 143/143
cp164 213/213 156/156 216/216 166/170 210/210 170/170 160/160 205/205 172/172 222/222 142/142 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 141/141 188/188 252/252 143/143
c201-4 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/138 236/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 141/141 188/188 252/252 143/143
c202-1 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 148/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 240/252 143/143
c202-2 213/213 156/156 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 222/222 138/148 227/236 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 185/185 132/132 188/188 240/240 143/143
c203-1 213/213 ?/? 216/216 170/170 210/210 174/174 160/160 199/199 172/172 222/222 148/148 227/236 125/125 211/211 175/184 158/158 248/256 185/185 132/132 197/197 252/252 143/143
c204-1 211/211 158/158 224/224 166/170 210/188 174/174 160/160 196/196 172/172 216/216 148/148 227/227 125/125 193/193 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/197 240/240 143/143
c205-1 213/213 158/158 ?/? 170/170 210/210 174/174 ?/? 190/196 166/166 222/222 148/148 236/236 125/125 211/211 175/184 158/158 256/256 185/185 132/132 197/197 240/240 143/143
c206-3 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/196 172/172 216/216 138/138 236/236 131/131 193/193 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/188 252/252 143/143
c207-3 213/213 158/158 224/224 166/170 210/210 170/170 160/160 196/199 172/172 222/222 148/148 227/227 131/131 211/211 175/184 158/158 248/248 179/179 132/132 188/188 252/252 143/143
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