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Se realizd la caracterizacion integral mediante cuatro estudios de exomorfologia,
polen, anatomia y molecular del complejo Iresine diffiisa H. & B. ex Willd. e
Iresine herbstii Hook., que crecen en Colombia. El estudio fue ejecutado con el
apoyo de las Universidades del: Quindio, Valle, Nacional de Medellin y Cauca.
Ademas del Centro de Investigacion en Agricultura Tropical CIAT. Se evaluaron
404 variables y 30.400 datos. Todas las especies mostraron granos de polen: en
modnadas, esferoidales, apolares, radiales, pantoporados y membrana poral con
cuerpos de ectexina, tectum con espinulas conicas y perforaciones. Los tricomas se
clasificaron como pluricelulares, simples, largos, delgados y uniseriados,
presentando tres variantes. Estomas anisociticos y paraciticos de forma simultanea
y haces vasculares tipo Kranz. A nivel molecular se encontraron 204 bandas,
numerosos alelos privados en los morfotipos de I. diffusa. Taxonémicamente, se
propuso mantener el estatus de especies separadas para Iresine diffusa e I. herbstii y
elevar siete de los ocho morfotipos estudiados al rango de especie, cuatro de ellos
son especies nuevas (1. retusifolia, I. minicaulis, I. pachycaulis e 1. bullata)y se
recobra el estatus de especie para I. spiculigera. Se propone otra especie nueva (1.
grandistaminodia) y se hallaron dos especies (1. laxa e I pedicellata) que son
primer registro para el pais. Se concluye que el género es monofilético, pero las
especies involucradas en el estudio son parafiléticas. En Colombia el género
Iresine queda constituido por 11 especies, por lo cual es el pais con mayor numero
de especies reportadas hasta el momento.
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ABSTRACT

The integral characterization was made through four exomorphology, pollen,
anatomy and molecular studies of the complex Iresine difusa H & B. ex Wild. and
Iresine herbstii Hook that grow in Colombia. The study was executed with the
support of the universities of Quindio, Valle, Nacional of Medellin and Cauca.
Besides of the Center of Research in Tropical Agriculture CIAT. There were tested
404 variables and 30.400 data. All the species showed pollen grains in coins,
spheroids, apolars, radials, pantoporates and poral membrane with bodies of
ectexina, tectum with conic spinules and perforations. The trichomes were
classified as multicellular, simple, large, thin and uniseriates presented three
variants. Anisocytic and paracytic stomata in a simultaneous way and vascular
bundle type Kranz. There were found 204 bands at the muscular level, numerous
privated alleles in the morphotypes of Iresine diffusa. Taxonomically, It was
proposed to maintain the species status separated for Iresine difusa and Iresine
herbstii and elevating seven from eight studied morphotypes to the rank of specie,
four of them are new species (I. retusifolia, I. minicaulis, I. pachycaulis and I.
bullata) and the status of specie is recovered for 1. spiculigera. Another specie is
proposed (I. grandistaminodia) and two species were discovered (I. laxa and .
pedicellata) that are the first register for the country. It concludes that the genus is
monophyletic but the species involved in the study are paraphyletics. In Colombia,
the genus Iresine is constituted by 11 species therefore is the country with the major
number of species brought until this moment.

KEY WORDS. Amaranthaceae, Iresine diffusa, Iresine herbstii, anatomy, pollen,
morphology, AFLP’s

INTRODUCCION H. & B. ex Willd. estan las descripciones
de (1, 4, 6). La publicacion clave fue en
Amaranthaceae ha sido tratada en  la que se sinonimizd a I. celosia con L.
varias floras de América, Europa y  diffusa, y desde entonces este tltimo ha
Africa (1, 2). Todos estos trabajos  sidoaceptado (7).
han llevado a la identificacion de
cerca de 90 géneros y 900 especies.  Los problemas abordados en este estudio
Respecto a Iresine herbstii Hook., se ~ fueron planteados inicialmente en el
tienen las publicaciones de Perti (3),  tratamiento para la Flora de Ecuador (1),
Flora Catarinense (4), Flora de  ya que defini6 a Iresine diffusa H. & B.
Pakistan (2), Ecuador (1), Colombia  ex Willd. como “una especie muy
(5) y Venezuela (6). Sobre 1. diffusa  variable y de una sinonimia extensa”, e

142 Rev. Asoc. Col. Cienc. Biol. (Col.), 21:141-155; 2009



incluso le describié dos variedades
(diffusa y spiculigera). Igualmente,
afirmé que cuando las formas
extremas son comparadas, ellas
sugieren que son especies diferentes.
La variedad spiculigera, tiempo atras
tratada como Iresine spiculigera
Seub., ha sido incluida dentro de I.
diffusa en algunas flora modernas (1,
8), por lo cual, argumento6 que con el
estado de conocimiento actual no es
posible mantener las dos especies
como diferentes y reconoce sélo una
especie con dos variedades (1). Asi
mismo, planted que la especie
conocida como I. herbstii Hook., de
la cual existen dos morfotipos, no
puede ser distinguida de I. diffusa por
las caracteristicas florales y concluye
que L. herbstii podria ser acomodada
dentrodeella(1).

En la monografia de Amaranthaceae
de la Flora de Colombia (5), se trato a
Iresine diffusa como un “complejo de
especies” y manifiest6 que en el pais
existen varios morfotipos, es la
especie con mayor numero de
ejemplares (ca. 2000) en los
herbarios, es la que exhibe mayor
variacion morfoldgica (4-6
morfotipos), la de mas amplio rango
altitudinal (crece de 0 a 3500 m) y ha
sido histéricamente la especie del
género y de la familia con mayor
confusiéon taxondmica, por lo cual
sugiridé la necesidad de desarrollar
estudios profundos y de diversa
indole (genéticos, anatdmicos,
moleculares y palinoldgicos), para
aclarar la taxonomia de la especie.
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La importancia del estudio se relaciona
con la dificultad para hacer evaluaciones
fitoquimicas de este grupo de especies y
morfotipos, pues al no ser clara su
taxonomia cualquier ensayo quimico
practicamente carece de valor. Esta
situacion no es conveniente, porque
ambas especies tienen variados usos
populares en la medicina tradicional en
el pais (9). L. herbstii es, ademads, usada
como ornamental. También hacen parte
de nuestra biodiversidad y son de origen
americano. El objetivo general del
estudio era evaluar la variabilidad
exomorfoldgica, molecular, anatomica y
palinologica del complejo Iresine diffusa
H. & B. ex Willd. e Iresine herbstii Hook.
que crecen en Colombia, con el fin de
identificar sus relaciones filogenéticas y
determinar si se trata de una o varias
especies.

MATERIALESYMETODOS

Procedimientos generales. Se
evaluaron cinco morfotipos de Iresine
diffusa: bullafolia, minicaule, triblanca,
tribronce y pachycaule. De . herbstii se
evaluaron tres morfotipos: retusa,
variegata y eliptifolia. Se realizacion
salidas de campo al volcan Galeras,
Pasto (Narifio), Popayan (Cauca),
Laguna de La Herrera (Mosquera) y
alrededores de Bogota (Cundinamarca),
a los municipios de Medellin y Rio
Negro (Antioquia) y a los municipios de
Armenia, Calarca, La Tebaida y Salento
(Quindio), para obtener muestras
vegetales. De cada morfotipo se tomaron
muestras de diez individuos diferentes,
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para un total de 80 muestras. De cada
individuo se tomaron fragmentos
adecuados para los cuatro tipos de
analisis (anatémico, molecular,
morfoldégico y polinico). La
morfometria, tanto cualitativa como
cuantitativa, se efectué mediante el
Sistema de Analisis de Imagenes Leica
QWIN.

M¢étodos para el estudio polinico

Se preparacion muestras de polen hasta
obtener placas para Microscopia
Optica de Alta Resolucion (MOAR) y
Microscopia Electrénica de Barrido
(MEB), se llevé a cabo en los
Laboratorios de Paleoecologia y
Laboratorio de Microscopia Avanzada
de la Universidad Nacional sede de
Medellin. Los granos de polen fueron
sometidos a acetolisis (10). Se
elaboraron 48 placas permanentes. La
caracterizacion se hizo siguiendo la
nomenclatura internacional (11). De
cada placa se midieron 25 granos de
polen y de cada morfotipo se evaluaron
2 a 5 individuos, lo cual arrojo6 un total
de 4800 datos. Analisis estadistico. Se
realizaron pruebas estadisticas bajo la
asesoria del grupo de investigacion en
estadistica de UniQuindio, mediante
los programas Spad version 3.5 (Cisia-
Ceresta 1998) para andlisis de
Componentes Principales vy
Statgraphics Centurion version 2007
para los analisis de varianza - ANOVA.

Meétodos para el andlisis de la variacion

fenotipica del grano de polen. Para
determinar si los caracteres del grano
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son genéticos o adaptativos se efectud
un ANOVA dos niveles, las variables
fueron ajustadas a un modelo lineal
generalizado, éste se optimiz6 usando
la regresion multiple por etapas de tal
manera que solo se incluyeron en el
modelo aquellas variables que fueron
significativas (P<0,05). Se hizo un
analisis de Repetibilidad para estimar
el componente de varianza genética de
cada una de las ocho variables
estudiadas aportado a la varianza
fenotipica total.

Métodos para el estudio anatomico

Se tomaron fragmentos de hojas y
tallos adultas de 10 individuos vivos de
cada uno de los ocho morfotipos y se
colocaron en tubos Eppendorf que
contenian 1.5 ml de solucion fijadora
de Glutaraldehido al 0,2 M en BP a pH
7,4. Las muestras fueron llevadas al
Laboratorio de Microscopia
Electrénica de la Universidad del
Cauca, en donde fueron sometidas al
protocolo para el analisis de las
muestras por Microscopia Optica de
Alta Resolucion (12). Los bloques se
cortaron en Ultramicrotomo Ultracut
Leica, se realizaron cortes de 1-2
micras, se tifieron con Azul de
Toluidina, se fijaron en porta y
cubreobjetos mediante resina. Analisis
estadisticos. Las matrices de datos
fueron procesadas en Excell 2003 y
con ellas se realizaron andlisis de
varianza, pruebas de rango multiple y
analisis discriminante. En total se
analizaron 5760 datos.
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M¢étodos para el estudio molecular

La Fase de laboratorio se realiz6 en la
seccidbn de Biologia Molecular del
Centro de Investigacion en Agricultura
Tropical-CIAT. Se utilizaron
marcadores moleculares AFLP's, kit de
Invitrogen. Se uso el protocolo para la
extraccion de ADN. Para probar la pre-
amplificacion se utilizaron tres
individuos de la poblaciéon y como
control positivo se incluyeron tres
individuos de especies diferentes de
Fabaceae (Cratylia argentea, C. mollis
Mart. ex Benth y Dioclea virgata
(Rich.) Amshoff y una cuarta muestra
de tomate (Lycopersicum sp.) tomada
del kit de AFLP’s. La prueba de
preamplificacion (PCR+1) obtenida
dej6 ver que las muestras de ADN de
Amaranthaceae no estaban
completamente limpias, por lo cual se
les aplico el protocolo del CIAT. La
cuantificacion de la concentracion del
ADN total se realizo mediante dos
métodos diferentes: Por comparacion
visual con un patrén ya conocido y
mediante la medicion de la
Absorbancia de cada una de las
muestras.

Marcadores AFLP. Se utilizd un
protocolo adaptado de los Kit AFLP de
Invitrogen — AFLP Analysis System [ y
AFLP Starter Primer Kit. Se evaluaron
10 combinaciones de primers con el fin
de seleccionar las dos que produjeran
mayor nimero de bandas polimorficas:
E-AAG/M-CAG, E-AAC/M-CAC, E-
ACG/M-CTA, E-AGC/M-CAA, E-
AGG/M-CAT, E-ACT/M-CTA, E-
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ACC/M-CAC, E-ACG/M-CAG, E-
AAC/M-CAGyE-AGG/M-CAG

Analisis estadistico. Para el analisis de
polimorfismos, heterocigosidad y
distancias genéticas se procedio asi:
Con las bandas visualizadas en los
cuatro geles resultantes de las dos
combinaciones se conformé en Excel
(2003) una matriz binaria con un total
de 15.912 datos. Para estimar el
porcentaje de polimorfismo obtenido
con cada combinacion de cebadores se
utilizd el método de estimacion
insesgada (14). También se determind
el porcentaje de polimorfismo
obtenido dentro de cada poblacién. La
heterocigosidad promedio, entre y
dentro de poblaciones, se estimo
utilizando la raiz cuadrada de Ia
frecuencia del genotipo recesivo y el
método de estimacion insesgada (15) y
se asumio equilibrio Hardy - Weinberg.

Para generar la matriz de distancia
entre pares de poblaciones se utiliz6 el
coeficiente de apareamiento simple a
partir de los datos de AFLP.
Posteriormente, esta matriz, se procesd
y se llevé a cabo el correspondiente
analisis de varianza. Para establecer el
nivel de significancia de los
componentes de varianza se utilizo un
procedimiento no paramétrico con
1000 permutaciones. También se
calculd los valores ST, los cuales son
andlogos al estadistico F. El analisis de
variabilidad genética entre y dentro de
poblaciones, se llevo a cabo utilizando
el coeficiente de similitud de Nei (14).
El programa TFPGA permiti6 obtener
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valores de similitud y construir el
correspondiente dendrograma con el
método de agrupamiento UPGMA.
Adicionalmente, se realizd la prueba
exacta de diferenciacion poblacional.
Se empled la probabilidad combinada
de Fisher (16). Se hicieron analisis
relacionados con estadistica
descriptiva, el estadistico F. Se efectuo
un andalisis FENETICO con el
programa NTSYSpc 2.02i (1998) y se
obtuvo un fenograma mediante el
indice de DICE y un andlisis
CLADISTICO bajo el criterio de
maxima parsimonia con el programa
PAUP Version 4.0b10. El método
Bootstrap se efectuo con 100 réplicas.
Los arboles obtenidos por los tres
analisis fueron comparados.

Métodos para el estudio
exomor folégico

Se evaluaron las 80 colecciones
obtenidas en campo, ademas de unas
300 muestras de los herbarios COL,
HUQ, PSO, CUVC y HUA. El trabajo
se efectud en el Herbario CUVC de la
Universidad del Valle. Se hizo un
examen detallado a nivel del tallo (siete
caracteres), la hoja (36), la
inflorescencia (12) y la flor (51
caracteres en las femeninas y 45 en las
masculinas). Se aplicaron protocolos
para el estudio de la arquitectura de la
hoja (17), para el andlisis de los
tricomas (18), para las inflorescencias
y para las flores se adaptd un protocolo
especifico. Para las tipificaciones y
manejo nomenclatural se consiguieron
los protologos, tipos 6 fototipos y
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descripciones y se compararon con los
resultados que arrojo el estudio de los
morfotipos y se aplico el Codigo de
Vienna.

Analisis estadisticos. Se elaboraron
dos matrices en Excel 2003. Una
contenia datos multiestado y la otra
reunia caracteres cuantitativos. En total
4226 datos se analizaron. Con la
primera matriz se realizd un analisis
cladistico con WINCLADA y NONA.
Como grupo externo se usé a Talinum
paniculatum, Portulacaceae. También
se incluyd a Iresine angustifolia,
Rivina humilis (Phytolaccaceae),
Amaranthus dubius Mart.,
Alternanthera lanceolata (Benth.)
Schinz y Pfaffia iresinoides (HBK)
Spreng. Con la segunda matriz se
efectud un andlisis discriminante
mediante SPSS y un andlisis de
varianza. Finalmente, se combinaron y
analizaron integralmente los resultados
de los cuatro estudios y con base en ello
se definio el tratamiento taxondmico y
se elabor6 una clave dicotomica.

RESULTADOS yDISCUSION.
Resultados del estudio polinico

La caracterizaciéon morfométrica
efectuada a los granos de polen de las
especies Iresine diffusa e 1. herbstii,
realizada permiti6 establecer que en las
dos especies se trata de granos con los
siguientes caracteres (datos de las dos
especies combinadas): forma
esferoidal, tamafio pequefio y variable
(en promedio 13 a 19 pm de didmetro),
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unidad polinica tipo moénada, apolares,
simetria radial; granos aberturado con
numero variable de aberturas (22 a 35),
pantoporados, las aberturas son poros
simples, membrana poral ornamentada
con cuerpos de ectexina en forma de
dientes o estructuras conicas variables
en niamero (2 a 20), nexina delgada con

Iresine diffusa e Iresine herbstii de Colombia

0.2-0.7 pym de ancho, sexinadel.4-1.9
um de ancho con un tectum equinulado
y perforado, ya que presenta una
ornamentacién compuesta por
espinulas conicas menores de 0.46 pm
de longitud y perforaciones menores de
0.16 um de didmetro, respectivamente
(Figural).

UhaL-ER
15k

Figura 1. Granos de polen: A. Iresine diffusa. B. I. herbstii (Amaran!haceae

Analisis de componentes
principales. Los valores propios
mostraron que los tres primeros
componentes tienen un alto porcentaje
acumulado de la varianza (77%); el
43.4% de la proporcion de varianza
explicada lo aporta el primer
componente, el 21.2% el segundo y el
12.3% el tercero.

Analisis de varianza. Los resultados
de los ANOVA establecen que Iresine
herbstii tiene diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) con cuatro (a
excepcion de triblanca) de los cinco
morfotipos evaluados de I. diffusa. A
nivel intraespecifico sobre los
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morfotipos de I. diffusa se interpreta
que bullafolia, minicaule y pachycaule
presentan diferencias a nivel de
algunas variables con todos los demas.
Triblanca muestra diferencias con
bullafolia, tribronce y minicaule pero
no con pachycaule y tribronce,
mantiene diferencias significativas con
bullafolia, triblanca y minicaule, pero
no con pachycaule.

Anaélisis de la variaciéon fenotipica
del grano de polen. Los valores de
varianza genética estimada con los
datos crudos oscilo entre 8,8 y 29,3%,
mientras que con los datos ajustados al
modelo, la estimacion de la varianza
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genética se increment6 oscilando entre
18,6 y 36%. Cuando se usaron los
residuales, es decir, la variacidon no
explicada por el modelo, la varianza
genética oscilo entre 2,5 y 90,9%. Esto
significa que, las variables del grano de
polen tienen un componente genético
relativamente alto, lo cual les da gran
valor adaptativo, puesto que tienen el
potencial necesario para responder a
los desafios ambientales.

Resultados del estudio de anatomia
foliar

Iresine diffusa e 1. herbstii poseen los
mismos tipos de tejidos (Figura 2A), a
saber: la cuticula sobre la epidermis
adaxial, el parénquima en empalizada,
el parénquima lagunar con drusas
(Figura 2B) y haces tipo Kranz (Figura
2C) y la epidermis abaxial con estomas
(Figura 2D) y su respectiva cuticula,
ademas de tricomas (Figura 2E).

Figura 2 A Estructura de la hoja de Iresine herbstii morfotipo eliptifolia, tomado de CA Agudelo 5078 B

Drusas del parénquima lagunar del minicaule, tomado de CA Agudelo 5115 C Haces tipo kranz morfotipo

bullafolia, tomado de CA Agudelo 5064 D Estoma de tribronce, tomado de CA Agudelo 5099 E Tricoma

iniciando el estado de desarrollo. Escala de la barra 100 pm

Los valores propios del analisis
discriminante mostraron que los dos
primeros factores tienen un alto
porcentaje acumulado de la varianza
(77.8%). Las variables que mas
contribuyen a explicar las diferencias
entre los morfotipos a nivel de las hojas
y por ende la variacion en los datos son:
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ancho del tejido lagunar; ancho de las
células en empalizada, longitud de las
células de la epidermis superior; ancho
de las células de la epidermis superior,
aunque tienen una correlacion del
74%; ancho de las células lagunares y
longitud de las células de la vaina
kranz. E1 ANOVA permitio6 establecer
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que de las 15 variables analizadas, 11
(73.3%) presentan diferencias
estadisticamente significativas entre
los morfotipos a un nivel de
significancia alfa = 0.05 y sélo cuatro
(26.7%) no. Estas ultimas son: La
longitud del tejido en empalizada, la
longitud y el ancho del haz kranz y el
ancho del tejido lagunar

La Prueba de rangos maultiples
(prueba de Scheffé) permitid
establecer grupos heterogéneos de
morfotipos por variables, lo cual
favorecié la identificacidon de
caracteres diagndsticos. El
parénquima en empalizada presentd
dos tipos de organizaciones, una sola
capa de células, como ocurre en la
mayoria de morfotipos o dos capas
amplias y relativamente cortas como
en eliptifolia y variegata. El
parénquima lagunar tiene una
organizacion similar en las dos
especies, en general, presenta células
de forma variable (redondeadas,
alargadas y amorfas), tamafo variable
(grandes a pequeiias), con presencia de
cloroplastos que en su interior llevan
granulos de almidén adheridos a la
pared, es decir, en posicion centrifuga.

Tanto las drusas como los haces Kranz
estan inmersos dentro del parénquima
lagunar, no obstante, tienden a estar,
ocupando una zona limitrofe entre éste
y el parénquima en empalizada. Las
drusas en todos los morfotipos, son de
tamarfio variable, se presume que estan
formadas por cristales de Oxalato de
Calcio. Los Haces vasculares tipo

Rev. Asoc. Col. Cienc. Biol. (Col.), 21:141-155; 2009

Iresine diffusa e Iresine herbstii de Colombia

Kranz estan presentes en las dos
especies, su tamafio es variable, pero su
constitucién es similar, presentan una
vaina de células parenquimadticas de
forma variable (redondeadas,
elipsoides, reniformes, amorfas),
tamafio variable (grandes a pequefias)
y con cloroplastos (4-8 generalmente)
en posicion centrifuga. Las
observaciones sobre el envés permitid
identificar dos tipos de estomas,
anisociticos y paraciticos,
clasificacion que se basa en la forma de
las células anexas (19).

Resultados del estudio de anatomia
caulinar

El tallo de las dos especies estd
constituido por los siguientes tejidos
basicos: La epidermis, colénquima,
parénquima, esclerénquima, haces
vasculares conformados por xilema,
floema y céambium, parénquima
floematico y la médula (Figura 3). El
analisis discriminante mostrdé que el
primer factor involucra a 12 variables,
todas (excepto una) con correlacion
positiva y de magnitud
moderadamente alta. Con el ANOVA
todas las variables relacionadas con el
tallo e incluidas en el estudio (22)
muestran diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre las
medias de los morfotipos. La Prueba
de rangos multiples también permitié
establecer diferencias entre grupos de
morfotipos por variables.
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Figura 2. A. Estructura de la hgja de Iresir\e herbstii morfotipo eliptifolia, tomado de C.A. Agudelo 5078. B.

Drusas del parenquima lagunar del minicaule, tomado de C.A. Agudeio 5115. C. Haces tipo kranz morfotipo

bullafolia, tomado de CA Agudelo 5064 D Estoma de tribronce, tomado de CA Agudelo 5099 E Tricoma

iniciando el estado de desarrollo. Escala de la barra 100 pm

La Epidermis es uniestratificada,
constituida por células
cuadrangulares, rectangulares a
ligeramente ovadas o redondeadas, las
paredes son gruesas. pachycaule, fue
el tnico morfotipo que presentd hasta
nueve capas en la epidermis, mientras
que los restantes solo exhibian una. El
colénquima presenta células de forma
y tamafio variables, las células pueden
ser elipsoides, hexagonales,
rectangulares o redondeadas, hay dos
tipos: el angular y el anular. El
parénquima en las dos especies esta
conformado por células redondeadas a
elipsoides, presenta espacios
intercelulares triangulares a
romboides, ademads, posee abundantes
granulos de almidon individuales o en
grupos en el interior de las células

Las células del esclerénquima tienen
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una constitucién similar en ambas
especies de Iresine, son de tipo fibras
extraxilares perivasculares, pero si
hay diferencias a nivel de las medias
en el tamafo, las células son
hexagonales a elipsoides o
redondeadas, en ocasiones presentan
granulos de almidon en su interior. Los
Haces vasculares son de tamafio
variable, al igual que el nimero de
capas de haces que constituyen los
tallos, sin embargo, cinco morfotipos
poseen cuatro 6 menos capas y solo
tres tienen como numero MAaximo
cinco 6 hasta ocho capas. El xilema
presenta células de formas variables,
van desde rectangulares, hasta
cuadradas o elipsoides, en sus traqueas
albergan amiloplastos y en ocasiones
tilides. En el xilema se puede
encontrar tanto protoxilema como
metaxilema, ademds de traqueas,
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traqueidas y parénquima axial. El
floema se ve claramente separado del
xilema por el cdmbium vascular,
presenta tubos cribosos, células
acompafiantes y parenquima axial

Resultados del estudio molecular

Se logré extraer ADN para 82
muestras de Iresine y cuatro controles
de forma satisfactoria, los cuales estan
almacenados en el CIAT. De 10
combinaciones de primers evaluadas
se eligieron dos de las mas
polimorficas, en este caso la VI (E-
ACT/M-CTA) y la VII (E-ACC/M-
CAC). Los geles arrojaron patrones de
bandas claramente discernibles.

Estadistica: El porcentaje de loci

Iresine diffusa e Iresine herbstii de Colombia

polimérficos fue de 27.45%. El
analisis de varianza molecular (Tabla
1) permiti6 concluir que: 1. A nivel
molecular es posible evidenciar la
separacion de la especie Iresine diffusa
de L. herbstii (Phi st = 0.68). 2. Existe
alta diferenciacion entre poblaciones
dentro de grupos (especies), con
valores cercanos a los Phi reportados
entre grupos (0.51), lo cual sugiere que
los morfotipos dentro de las especies
son unidades taxondmicas diferentes.
3. Existe alta diferenciacion entre
individuos dentro de poblaciones
(0.36), lo que podria indicar que a
nivel microgeografico, subyacen otros
grados de diferenciacién no
detectados en este estudio. 4. Para
todos los casos los valores de Phi son
altamente significativos p=0.0001.

Tabia 1. Anaiisis de varianza molecular anidado de tres niveles para las especies y poblaciones de lresine

diffusa e |. herbstii (Amaranthaceae) mediante el programas AMOVA'PREP.

Fuen!e de Variacién gl Suma de Cuadrado Compohentes % Total Estadistico
Cuadrados Medio de la PHl
Varianza
Entre grupos 1 72858 728.58 15.54 36.16 PHIs. = 0.687
Entre poblaciones 6 881 .14 146.85 14.01 32.59
Dentro de poblacion 70 940.80 13.44 13.44 31.25  PHl-e= 0510
Totan 77 255053 PHlec = 0.362

La heterogeneidad de la Varianza
medida por Bartlett produjo indices de
heterocedasticidad (Bp) significativos
a nivel de poblaciones dentro de
especies (Bp=1.53112; P<0.000999) y
a nivel de especies (Be=3.15275; P<
0.000999). La Prueba Pareada de
Bartlett realizada entre parejas de
poblaciones mostré de nuevo
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diferencias significativas en las
varianzas entre los individuos dentro
de cada una de las parejas de
poblaciones comparadas. El Valor del
estadistico (0) para todos los loci entre
especies fue de 0,3536+0,0290 y entre
poblaciones de 0,6888+0,0165. Estos
valores fueron altamente significativos
(408 gl, X*=2272.47, P<0,00001). La
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prueba exacta de diferenciacion
poblacional (Raymond & Rousset
1995) para todos los loci con 408 gl
produjo una X’=3075.45, que en
general determina una diferencia
estadisticamente significativa
(p=0.0000), indicando que existe clara
diferencia genética entre las
poblaciones estudiadas sin considerar
la separacion en las dos especies.

Mediante el andlisis simultaneo de
todas las poblaciones con la prueba
exacta de diferenciacion poblacional
se extrajeron 94 loci diagndsticos
(46%) de los 204 analizados y con ellos
se creo un codigo de barras para cada
especie. Todos los valores de PhiST
son significativos (P<0,0001). Los
valores de distancia genética entre
pares de poblaciones muestran que en
general las distancias son altas entre las
poblaciones de Iresine diffiisa, ya que
oscilan entre 0.35-0.66, mientras que
son moderadamente altas entre las
poblaciones de I herbstii, que varian
entre 0.15-0.36. Los agrupamientos
UPGMA por la minima distancia
insesgada (14) arrojaron resultados
congruentes. Los resultados se
discutieron con trabajos recientes (20,
21,22).

Resultados del estudio exomor folégico

Se realizé una caracterizacion
morfoldgica detallada para cada una de
las especies. Se identifico un solo tipo
basico de tricomas (pluricelulares,
simples, largos, delgados vy
uniseriados), pero puede presentar tres
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variantes. Se construyeron mapas con
la distribucion geografica. Con el
analisis discriminante se obtuvo
valores propios que permitieron
seleccionar a los dos primeros factores
ya que tienen un alto porcentaje
acumulado de la varianza (77.02%).
Las correlaciones fueron directas,
positivas y de magnitud alta entre el
didmetro maximo del tallo y el
didmetro minimo (0,75); igual ocurre
entre el didmetro méximo del tallo y el
ancho de la lamina (0,71); el diametro
minimo del tallo y el ancho de la
lamina; también entre la longitud de la
lamina con el ancho de la misma
(0,89); con la longitud del peciolo
(0,79) y con el nimero de pares de
venas (0,85). Similarmente ocurre
entre el ancho de la lamina con el
nimero de pares de venas.

Estadistica: El ANOVA muestra
diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los
morfotipos a un nivel alfa de 0.05. La
Prueba de rangos multiples permitio
determinar grupos heterogéneos con
las diferentes variables analizadas. La
Matriz de confusién permitiod
establecer que el porcentaje de acierto
de asignacion de los individuos de la
muestra a los grupos conformados por
el andlisis discriminante era muy alto
(mayor del 80%). Los agrupamientos
del analisis discriminante fueron
congruentes con los efectuados con
otros caracteres. El andlisis cladistico
arrojé un arbol parsimonioso con 192
pasos, un indice de consistencia (Cl)=
0.66 y un indice de Retencion (RI) =
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0.55 (Figura 7). El Bootstrap brinda
bajo soporte al género.

Combinacion de resultados. Al
combinar todos los resultados
alcanzados se logré consolidar las
siguientes propuestas taxonémicas:
1. Mantener como especies separadas e
independientes a [resine diffisa e
Iresine herbstii. 2. Los morfotipos
eliptifolia y variegata se mantienen
agrupados bajo una sola entidad
taxonémica denominada I herbstii
Hook. 3. El morfotipo retusa que hacia
parte de 1. herbstii se constituye en una
especie nueva, la cual se denomind
Iresine retusifolia y 4. Los cinco
morfotipos de I diffiisa se separan en
varias entidades taxondmicas, asi: El
morfotipo tribronce permite recobrar el
estatus de especie a I spiculigera. El
morfotipo triblanca permite conservar
el nombre de 7 diffiisa. Los morfotipos
minicaule, bullafolia y pachycaule se
constituyeron en especies nuevas, por
lo cual se denominaron 1. minicaulis, I.
bullata e I. pachycaulis
respectivamente. Finalmente se
elaboré una clave dicotémica con
caracteres de polen, anatomia y
morfologia.

Publicaciones cientificas. Se han
realizado tres publicaciones, se
presentaron cuatro ponencias, una de
ellas en el congreso Latinoamericano
de Botanica en Repuiblica Dominicana.
En la actualidad estan en tramite cuatro
publicaciones especificas para las
revistas: Grana, American Journal of
Botany, Systematic Botany y Novon.
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Conclusiones y principales
resultados nuevos alcanzados: Se
logré resolver las dificultades
taxondmicas del complejo, el género
Iresine resultd monofilético, mientras
que I diffuisa e [ herbstii son
parafiléticas, las variables del grano de
polen tienen un componente genético
relativamente alto, se identifica por
primera vez para la ciencia que los dos
complejos presentan estomas
anisociticos y paraciticos de forma
simultdnea en sus hojas, se redujeron
los vacios en el conocimiento sobre los
caracteres del polen, anatomia,
morfologia y molecular de especies de
Amaranthaceae, por la composicion
que alcanza Iresine en Colombia, once
especies, este pais tiene la mayor
diversidad de especies del género en el
mundo y el complejo L diffiisa s.1. se
encuentra en un proceso mas avanzado
de evolucion molecular, mientras que
es mas temprano en 1. herbstiis.l.
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