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Variabilidad Genética de Resumen
Sabal mexicana Mart.

La técnica RAPD (ADN Polimorfico Amplificado al Azar) se aplico en el
Laboratorio de Genética Molecular de la UNAN-Ledn, en procedencias de Sabal
mexicana del Pacifico de Nicaragua, con el propésito de evaluar de forma
preliminar la variabilidad genética presente en esta especie. Extrayendo el ADN (a
partir de semillas individuales de un total de 48 muestras de 16 procedencias de
los Departamentos de Ledn, Chinandega y Masaya) segun el método de Mdller y
col. (1992), (con pequefias modificaciones), fue amplificado por la técnica RAPD
(Williams y col, 1990) basada en la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
con 6 cebadores de Operon. Con los marcadores obtenidos de la amplificacion se
calculd los porcentajes de polimorfismos y se realizé un analisis de agrupamiento
de las muestras por sus similitudes genéticas, con el paquete estadistico NTSYS
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analisys System) version 1.5 (Rohlf, 1993).

Los 6 cebadores generaron un total de 42 bandas de las cuales 39
resultaron polimérficas lo que equivale a un 92.8%. Las procedencias que
presentaron mayor polimorfismo con el conjunto de cebadores fueron las que
tienen mayor nimero de muestras, destacandose el Limonal, S®. Rosa y S“.
Teresa con 91.11%, 86.60% y 70.98% respectivamente. Los cebadores mas
efectivos en detectar polimorfismo en todas las procedencias fueron N-09 con
75% y AE-16 y E-12 ambos con 72%.

El agrupamiento de las muestras de acuerdo a sus similitudes genéticas
refleja alta diversidad genética entre ellas, ya que las relaciona con un bajo
porcentaje de similitud (20%) en 9 grupos, donde la mayoria de las muestras se
ubican independientemente de la procedencia a que pertenecen y de su
localizacion geografica y se disgregan de tal manera que muestras de
procedencias muy distantes geograficamente se agrupan mas cercanamente.
Este resultado parece indicar que no existe mucha diferencia genética entre las
distintas procedencias y que posiblemente la mayor diferencia genética esté

dentro de las procedencias.
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Sabal mexicana Mart.

La palma de techo (Sabal mexicana Mart.) es una planta no maderable, que
desde tiempos inmemoriales ha estado asociada a la actividad antropogénica,
mediante el uso de sus hojas para techar construcciones y casas rurales (Ramosy
Quezada, 1980). Actualmente representa un recurso economico importante
especialmente para muchas familias nicaragiienses de sectores populares que la
utilizan en el mercado artesanal (sus hojas se usan para fabricar sombreros,
cestas, abanicos etc.) asi como en el sector turistico en el techado de ranchos
rusticos. Ademéas del valor ornamental y paisajistico que la especie tiene
(SEMARNAT. 1997; Armas y Canales, 2003).

Durante afios las poblaciones de S. mexicana han sufrido serias
perturbaciones ocasionadas por actividades antropogénicas (incremento de la
industria turistica, avance de la frontera agricola etc.) lo que ha provocado la
rapida destruccion de las poblaciones de esta especie en el occidente del pais.
Las consecuencias ecoldgicas que estan generando estas perturbaciones son
evidentes, sin embargo la pérdida y reduccion de su diversidad genética debe
evaluarse ya que puede tener drasticas consecuencias para la sobrevivencia de la
especie, puesto que se ha comprobado que la pérdida o baja diversidad genética
en muchas especies se relaciona con la reduccion en su capacidad de
reproducciéon y sobrevivencia (fithess reproductivo). Ademas es precisamente la
diversidad genética la que le confiere a las poblaciones el potencial para
evolucionar y adaptarse a los cada vez mas continuos y acelerados cambios

ambientales (Frankham y col., 2002).

Dada la creciente demanda de este recurso, es necesario llevar a cabo
actividades de conservacion y recuperacion de palmares que permita un uso
sostenible de la especie y para ello se requiere realizar diversos estudios entre
ellos el de detectar y estimar la diversidad genética presente en las diferentes
procedencias. La importancia del estudio sobre los niveles y distribucion de la

diversidad genética en poblaciones naturales para disefar eficaces estrategias de
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conservacion y manejo ha sido reconocida por diferentes autores (Hogbin vy
Peakall,1999; Hamrick, 1994; Gonzalez y Sosa, 2002), asi como por instituciones
internacionales, por ejemplo, el Programa de Medio Ambiente de las Naciones
Unidas (PNUMA) y la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) consideran los recursos genéticos como prioridad en los programas de

conservacion de la biodiversidad (Hogbin, 1999; Frankham y col., 2002).

En los afios recientes han sido desarrolladas una diversidad de técnicas
para detectar la variabilidad genética a nivel del ADN basadas en la PCR, siendo
RAPD una de ellas, la cual ha sido muy utilizada desde el inicio de los afios 90 en
una serie de estudios de caracterizacién y evaluacion de la diversidad genética de
diferentes especies (Devos y Gale, 1992; Soliman y col.,, 2003; Nesbitt y col.,
1996, entre otros). Hasta el momento no se ha encontrado reportado ningun tipo

de estudio con esta técnica en S. mexicana.

El presente trabajo tiene por objetivo realizar un estudio preliminar de la
diversidad genética de 16 procedencias de palma (Sabal mexicana Mart.) de los
Departamentos de Ledn, Chinandega y Masaya de Nicaragua, para determinar la
cantidad y distribucion de su diversidad genética, cuya informacion permitiria guiar
hacia decisiones acertadas en la elaboracion de propuestas para la conservacion,
reforestacion y manejo de la palma pacefia, en beneficio de productores que
disponen de este recurso y de los sectores populares que hacen uso de él,
haciéndolo sostenible a niveles acorde a la demanda del mismo y en beneficio del
medio ambiente dado el valor intrinseco de la especie.
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Sabal mexicana Mart.

Objetivo General:

Determinar la diversidad genética presente en 16 procedencias de Sabal

mexicana Mart., del Pacifico de Nicaragua a través de la técnica RAPD.

Objetivo Especifico:

Establecer los agrupamientos de los individuos de diferentes procedencias

en base a su indice de similitud genética.
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1. Generalidades de Sabal mexicana Mart.

S. mexicana pertenece a la familia Arecaceae, y son las palmas uno de los
grupos de mayor significancia y extrema diversidad en las monocotiledoneas
(Jones, 1994).

1.1. Taxonomia de S. mexicana.

De acuerdo a Cronquist (1988), la ubicacion taxondmica de la especie
es:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsidae
Sub-clase: Arecidae
Orden: Arecales
Familia: Arecaceae

Genero: Sabal

Especie: Sabal mexicana Matrt.

www.azarboretum.org/plantist/sabal.

1.2. Sinonimos y Nombres comunes

Aun cuando Sabal mexicana es reconocida con su nombre cientifico, se
refieren a esta especie, usando sindnimos: Inodes mexicana (Mart.) Standl.; Sabal
guatemalensis Becc.( Stevens y col., 2001) y en muchas localidades con nombres
comunes: palma pacefia, palma redonda, palma del guano, etc (SEMARNAT.
1997; Paguaga, 2000).
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1.3. Morfologia 'y Reproduccién

S. mexicana es una planta lefiosa, no maderable de hasta 25 m/h y d.a.p
de hasta 30 cm, provista de estipite no ramificado, con cicatrices foliares
circulares delgadas, especialmente hacia el &pice. Las palmas jévenes
perturbadas, cubiertas casi completamente por restos notables de peciolos
foliares muertos, hojas alternas, costado palmeadas, con peciolos acanalados en
el haz, vaina fibrosa y 4pice profundamente bifido (foto 1) (Stevens y col., 2001;
Salas, 1993).

S. mexicana es una planta solitaria de reproduccion sexual, con flores
hermafroditas bisexuales pequefias poco vistosas, dispuestas en grandes
inflorescencias paniculadas (espadices multifloros) de 1-1.8 m de largo,
protegidas por una espata lefiosa, perianto compuesto por 6 piezas dispuestas en
dos series de prefloracion valvada, ovario supero trilocular, uniovulados, pétalos y
sépalos glabros. Fruto esférico drupaceo, con mesocarpio carnoso y endocarpio
membranaceo. Contiene una sola semilla de 8-12 mm de diametro, muy oleosa,
endospermo homogéneo y embrion lateral. Segun la fenologia de Sabal
mexicana, esta especie florece en abril y fructifica entre mayo y junio (Stevens y
col., 2001; SEMARNAT. 1997). Hasta el momento no se ha encontrado reportado

si S. mexicana es una planta autdgama o alégama.

1.4. Distribucién y Ecologia de S. mexicana.

Sabal mexicana Mart. es considerada la especie mas ampliamente
distribuida de manera silvestre, entre la familia Arecaceae en Centro y Norte
América principalmente. Es una especie pionera, muchas veces forma extensos
palmares y en ocasiones se encuentra asociada con otras especies, crece en
selvas bajas caducifolias, tipica en regiones tropicales y subtropicales, también se

localiza en el viejo mundo y en el nuevo mundo se distribuye desde Estados
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Unidos hasta el norte de Sudamérica, comun en suelos poco drenados, flujo de
lava basaltica, terrazas arcillosas o arenosas, principalmente en zonas del pacifico
y norcentral (CONABIO. 2000).

En Nicaragua es comun encontrarla en los Departamentos de Chinandega,

Ledn, Masaya, Managua, y Madriz (Armas y Canales, 2003 y Salas, 2002).

1.5. Utilizacién de S. mexicana.

La palma pacefia es de gran importancia para muchas familias
Nicaraguenses, tiene fuerte demanda en el mercado artesanal local y regional, ya
que sus recursos se prestan a multiples usos en las actividades antropogénicas.
Las hojas de S. mexicana se usan para techar construcciones y casas rurales, y
es comercializada para la elaboracion de ranchos turisticos. Los troncos de
palmas adultas son usados para construir casas, puentes y postes para cercos
(SEMARNAT, 1997 y CONABIO, 2000). Los cogollos se utilizan para la
elaboracion de variadas artesanias. Los frutos son complemento forrajero para
diversas especies animales y las plantas pequefias tienen fines ornamentales,

sirven como centro de jardines (Ramos y Quezada, 1980).

2. Conservacion

Generalmente los recursos forestales son aprovechados, seleccionandose
y extrayéndose directamente de las poblaciones naturales con criterios
meramente comerciales, dandose una explotacién altamente selectiva lo que
conduce al empobrecimiento genético de una especie. Se han sugerido diferentes
alternativas para la conservacion de las especies, entre ellas: la conservacion ex
situ, como el establecimiento de plantaciones forestales que aun en pequefa
escala pueden evitar la degradacion de los bosques naturales, jardines botanicos

y huertos semilleros en los que los arboles procedan de semillas colectadas de
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todos los sitios de la distribucion geografica de las especies (Gillies y co0l.1999); la
conservacion in situ como el establecimiento de parques y reservas naturales
(Farjon y Styles,1997) o bien combinando la conservacion in situ y el
aprovechamiento racional del recurso (Rasmussen, 1994).

Al igual que las especies forestales maderables, la palma pacefia (S.
mexicana) ha sufrido una reduccidon masiva de individuos, lo que se traduce en
una reducciéon del tamafio de sus areas de distribuciéon natural y los niveles de
diversidad genética estan generalmente correlacionados con el tamafio de las
poblaciones. Se ha reportado que en algunas especies del género Sabal la mayor
parte de la diversidad genética esta dentro de las poblaciones, por ello cuando se
reduce una poblacion se esta perdiendo gran parte de su diversidad genética
(Gonzalez y Sosa, 2002). La FAO (1993) considera que mientras no se disponga
de mayor informacién, la conservaciéon mas segura es la de mantener el mayor
conjunto posible de procedencias dentro de su dominio natural geografico y
ecoldgico, priorizando las areas geogréaficas o ecologicas donde las poblaciones
sean probablemente diferentes genéticamente (por ejemplo las que se encuentran

en el limite de su distribucién natural).

3. Variabilidad Genética

La diversidad genética es la que proporciona a las especies, el potencial
para responder a cambios ambientales desfavorables (disposicion a evolucionar)
y consiste en la diversidad de alelos o genotipos presentes en la poblacion
(Fontdevila y Moya, 1999).

Existen diferentes factores que inciden en el nivel de diversidad genética de
una especie, entre ellos estadn: su biologia reproductiva, tipo de cruzamiento
(autofecundacion o fecundacion cruzada), si la especie es perenne o anual, su

distribucion (endémica o con amplia distribucion) etc. Generalmente las al6gamas
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y las que tienen amplia distribucion presentan elevada diversidad genética
(Gonzalez y Sosa, 2002).

3.1. Origen

Generalmente la variabilidad genética en poblaciones naturales puede
darse por alteraciones en la estructura o numero de cromosomas o directamente
en las bases del ADN, muchas veces influenciadas por las condiciones del
ambiente, relacionado a procesos evolutivos y de especiacion, tales como; flujo de
genes, deriva genética, seleccion natural y principalmente mutaciones (Diaz,
2001). La variabilidad a nivel de ADN puede darse por cambios puntuales
(transiciones, transversiones, inserciones Yy deleciones, en las bases
nucleotidicas), la variabilidad por reestructuracion del ADN se da por
multiplicacion repetitiva ya sea de unos pocos nucleétidos (minisatélites y
microsatélites) o de secuencias codificantes completas (dispersas o en tandem) y
por elementos transponibles (transposones y retrotransposones), que cambian de
posicion fragmentos de ADN y multiplican fragmentos de ADN respectivamente.
En los cromosomas puede darse variabilidad por reestructuracién cromosomica
(afectan partes de la estructura de un cromosoma), como deleciones,
duplicaciones, inversiones y translocaciones. También se da variabilidad por
cambios en el numero de cromosomas (poliploidia y aneuploidia) y por
recombinacién durante la meiosis (entrecruzamiento y segregacion al azar de los
cromosomas) en el que se genera gran cantidad de variabilidad genética
(Fontdevila y Moya, 1999).

3.2. Deteccion y estimacion.
La variabilidad genética en poblaciones naturales se expresa como

polimorfismo morfologico, proteico y a nivel del ADN los que también se

denominan marcadores morfoldgicos, bioquimicos y moleculares respectivamente.
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Las primeras evaluaciones de polimorfismo fueron hechas, enfocadas en
caracteres morfolégicos, detectando asi variabilidad en base al fenotipo externo,
pero estos no son suficientes para hacer una verdadera estima de la variabilidad
genética ya que suelen presentar variaciones por estar frecuentemente
influenciadas por condiciones ambientales (Gallego, 1994). Por lo tanto se
requieren de técnicas estadisticas muy elaboradas para poder separar los efectos
del ambiente de los efectos del genotipo, lo cual es muy dificil, y mas ain debe
tenerse en cuenta el hecho de que muchos caracteres cuantitativos no estan

determinados por un solo gen si no por poligenes (Diaz, 2001).

Los marcadores bioquimicos se han desarrollado como métodos
alternativos de analisis indirectos en estudios del genoma basados en el principio
de que si las proteinas estan codificadas por genes, el polimorfismo proteico debe
ser un reflejo del polimorfismo genético a nivel del ADN. El estudio se realiza por
electroforesis, es una técnica sencilla que analiza gran nimero de muestras a bajo
costo y en corto tiempo. (Gallego, 1994). Sin embargo estos marcadores no son
tan convenientes ya que muchas especies son monomorficas para muchos loci
enzimaticos, el niumero de alozimas que pueden estudiarse es limitado, no todos
los cambios a nivel gendmico son detectables a nivel proteico, ya que en
ocasiones ocurren mutaciones silenciosas que no son reflejadas en los productos
proteicos, ademas hay que considerar que si las poblaciones pasaron por un
cuello de botella carecen de loci polimérficos (Diaz, 2001). Un cuello de botella se
da cuando una poblacion sufre una reduccion drastica por un acontecimiento que
tiene poca o ninguna relacion con la supresiones habituales de la seleccion
natural, provocandose una pérdida de de la variabilidad genética entre la

descendencia de los pocos sobrevivientes (Audesirk, 2003 y Curtis, 2000).

Los estudios moleculares a nivel del ADN se han convertido en una
poderosa herramienta en andlisis de genética poblacional, conservacion, mejora

de especies forestales (Subramanian y col., 2000) e identificacién del grado de

Autor: Br. Domingo J Guido Novoa. 14 Tutora: Ph D. M?. Veronica Diaz Vargas.




Variabilidad Genética de Marco Tebrico
Sabal mexicana Mart.

diferenciacion entre especies a través de analisis filogenéticos, ya que permiten
tipificar individuos mediante regiones Unicas del ADN. Los marcadores
moleculares exploran gran cantidad del genoma, lo cual es importante
considerando que diferentes regiones del genoma estan sometidas a diferentes
presiones de seleccion; en el ADN codificante (exones) actua la seleccion natural
y en el ADN no codificante (intrones) se da el doble de sustitucién nucleotidica en
relacion a la region codificante (Diaz 2001). Ademas dichos marcadores permiten
analizar un gran nimero de muestras en corto tiempo, identificando polimorfismo
intra e interespecifico, no sujeto a condiciones del ambiente y son sumamente
importantes ya que pueden aplicarse a cualquier tipo de especie y permiten
obtener mayor cantidad de informacion, mejorando asi la forma de clasificacién
tradicional (basada en caracteres morfolégicos). Estos marcadores pueden ser
detectados haciendo uso de diferentes técnicas de Biologia Molecular entre ellas
la técnica RAPD, la cual se basa en la amplificacion por la PCR (Fontdevila y
Moya, 1999 y Nebauer y col., 1999).

4. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

Hasta mediados de los afios 80 el unico método para obtener grandes
cantidades de un fragmento de ADN de interés, se realizaba in vivo por el proceso
conocido como clonaciéon de ADN, para ello se inserta el gen de interés en
vectores apropiados y se introducen en bacterias para multiplicarlo, lo que implica
una actividad muy laboriosa que requiere de mucho tiempo y no siempre es
exitosa. En 1984 Kary Mullis desarrollé6 un método que permite, a partir de una
muestra muy pequefia de ADN obtener millones de copias in vitro de forma
analoga a como en la célula se replica el ADN, en cuestion de horas lo que ha

simplificado el proceso de la clonacion (Watson y col., 1991).

Esta técnica denominada Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es

un método rapido y sencillo que utiliza una ADN polimerasa termoresistente
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(obtenida de bacterias que habitan en aguas termales) para resistir las altas
temperaturas a las que se somete la muestra. También se requiere de un par de
cebadores (oligonucledtidos) con complementariedad de bases con los extremos
del fragmento de ADN que se quiere amplificar. La reaccion se lleva a cabo en un
aparato llamado termociclador programado con el nimero de ciclos (de 30-40) y

temperaturas requeridas. Cada ciclo comprende tres pasos; 1. Desnaturalizacion

del ADN a copiar (molde) a 93°C-95°C para obtener hebras sencillas y que pueda
ocurrir el siguiente paso. 2. Hibridacién del cebador con el ADN molde por
complementariedad de bases, ésta temperatura depende de la longitud del
cebador y de su contenido de bases y 3. Elongacion o sintesis de las nuevas
hebras por la incorporacion de los dNTPs y la formacion del enlace fosfodiéster
realizada por la ADN polimerasa a partir del extremo 3' de los cebadores, a la
temperatura 6ptima de la enzima (72°C). Luego de un determinado “n” nimero de
ciclos, existen 2" copias por cada molécula existente al inicio de la reaccion. Los
productos de la PCR pueden ser secuenciados directamente (Watson y col.,
1991).

La PCR es una herramienta muy influyente en el rapido avance de los
mapas y proyectos de secuenciacion de genoma con lo cual ha revolucionado el
mundo de la investigacion genética ubicandose como pieza clave en diversa areas
de estudio, entre ellas biologia molecular, biotecnologia, genética evolutiva y de
poblaciones, mejora de especies, salud publica, medicina, microbiologia, botanica

zoologia, medicina forense, antropologia y geologia, etc (Watson y col., 1991).

5. RAPD (ADN Polimorfico Amplificado al Azar).

Esta técnica basada en la PCR fue desarrollada por Williams y col. (1990) y
consiste en la utilizacion de un unico y corto cebador de secuencia arbitraria (10-
20 nucledtidos) dirigidos al azar a la secuencia del genoma, por lo que se le

denomina ADN Polimérfico Amplificado al Azar o RAPD. Si el cebador presenta
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homologia (complementariedad de bases) con segmentos del ADN bajo estudio,
en las dos hebras en sentido opuesto (Sheri y col., 1993) y lo suficientemente
cercanas (aproximadamente 2000 — 200pb) ocurre la amplificacion (Tingey y del
Tufo, 1993). Dado que la complejidad del genoma eucariota es lo suficientemente
grande permite que existan estas condiciones. La amplificacion generalmente se
da simultdneamente en varias regiones del ADN. (Watson y col., 1991). Los
productos de la amplificacién se observan como bandas, cada una de las cuales
representaria un locus con dos alelos, el alelo dominante es el amplificable y el

recesivo el no a amplificado (Diaz, 2001).

Sin embargo cuando se elige un cebador al azar pueden ocurrir tres casos
diferentes: a) Que con el cebador elegido no se obtenga ninguna amplificacion (no
encontré homologia), b) Que se obtengan productos de la misma longitud y en el
mismo numero en todos los individuos analizados (bandas monomodrficas) y c)
Que los patrones de bandas obtenidos no sean los mismos en los individuos de la
poblaciébn analizada, detectando asi polimorfismo. Se consideran bandas
polimorficas las que estan presentes en un individuo, pero ausentes en otro o
tomando en cuenta el criterio de que un locus es polimorfico si la frecuencia del
alelo mas raro en el total de muestras analizadas es superior a 0.05 (Puertas,
1999), o igualmente si cuyo alelo mas comun tiene una frecuencia que no supera
el 0.95, (Fontdevila y Moya, 1999) y es precisamente por exhibir polimorfismos
que los RAPDs pueden ser usados como marcadores genéticos. Sin embargo
como no todos los cebadores producen amplificacion o detectan polimorfismo,
cuando se va a analizar un gran nimero de muestras, inicialmente para ahorrar
recursos se puede elegir un pequeio numero de individuos a analizar para
ensayar y elegirlos los mejores cebadores a aplicar finalmente en toda la muestra
(Williams y col. 1990).

El polimorfismo detectado puede ser debido a inserciones o deleciones,

pero en mayor frecuencia se da por mutaciones puntuales en el ADN (Diaz, 2001).
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5.1. Ventajas de la técnica RAPD.

Es una técnica sencilla, rapida y de bajo costo (no requiere de aparatos
altamente sofisticados) que permite estudiar un gran nimero de muestras en poco
tiempo, requiere de poco ADN y puede ser aplicada en cualquier organismo, sin
necesidad de tener conocimiento previo del ADN del organismo o especie que se
va a estudiar y ademas se pueden seleccionar y elegir sblo los mejores

marcadores (bandas polimorficas) entre todos los que se generan (Diaz 2001).

5.2. Desventajas

Es un marcador dominante, en el sentido que no permite distinguir
homocigotos de heterocigotos, por lo que no proporcionan directamente
informacion alélica. Bandas que poseen el mismo peso molecular y coemigran en
los geles no son necesariamente homélogas (no provienen del mismo locus) lo
cual puede confundir la interpretacion fenotipica de las mismas, pueden
presentarse problemas de baja reproducibilidad entre los laboratorios (Fontdevila
y Moya, 1999). También la presencia de bandas de baja intensidad puede llevar a

cometer errores en la lectura de los perfiles de bandas (Diaz, 2001).

Para minimizar los efectos de dominancia en los RAPDs Lynch y Milligan
(1994) y Apostol y col., (1996) han propuesto estrategias para estimar los
parametros de manera similar a los obtenidos de tejidos haploides o marcadores
codominantes (Isabel y col.,, 1995 y Aruana, 1993) sefialan que los errores al
analizar los datos se obvian o disminuyen cuando se eligen solo las bandas
intensamente tefidas y claramente discernibles y que aparecen consistentemente
en distintas réplicas. Ademas diferentes autores (Beaumont y col.,, 1996.
Reiseberg, 1996., Wu y col., 1999, entre otros) han reportado experimentos de

hibridacién en los que la proporcién de fragmentos homélogos resultaron mayor
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del 90%, lo que indica que la mayoria de las bandas que coemigran en las

especies estudiadas y analizadas por hibridacion proceden del mismo locus.

A pesar de los inconvenientes sefialados, la técnica RAPD ha sido
extensamente utilizada en diferentes tipos de estudios y aplicada en una gran

diversidad de especies.

5.3 Aplicacion de la técnica RAPD.

Entre los diferentes tipos de estudios en los que se aplica esta técnica se
pueden citar: Deteccion de polimorfismos entre individuos de las poblaciones
estudiadas (por ejemplo en estudios de caracterizacion de diversidad genética en
poblaciones naturales), determinacibn de relaciones genéticas a niveles
intraespecificos (entre cultivares o variedades), identificacion y tipificacion de
variedades (con propdsitos de proteccidén de variedades patentadas), en estudios
de sistematica y taxonomia molecular, en analisis de flujo de genes, en determinar
relaciones filogenéticas y construccion de mapas genéticos (Arnholdt, 2000).
También este tipo de marcador es utilizado para identificar bandas ligadas a algun
caracter de interés agronOmico o econdémico. En este caso la informacion se
utiliza en un programa de seleccion, llamada Seleccion Asistida por Marcadores
(MAS) que presenta una serie de ventajas con respecto a la seleccion
convencional, siendo la principal de ellas la de acortar el tiempo del proceso de
seleccién en programas de mejora genética, debido a que estos marcadores
pueden detectarse en cualquier fase del desarrollo de la planta (Martinez y
Tohme, 2001).

En relacion a la amplia variedad de organismos o especies en las que se ha
aplicado esta técnica se pueden citar:
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En plantas forestales se reportan gran cantidad de trabajos entre ellos los
estudios de diversidad genética en poblaciones mesoamericanas de caoba,
(Switenia macrophylla) por Gilles y col., (1999), en Eucalyptus gobulus, NesBitt, y
col., (1996), en Pinus leucodermis, Bucci y col., (1997), en Quercus petrea, De
Greef y col., (1998), en Digitalis obscura, Nebauer y col., (1999), Gonzéalez y Sosa
(2002) estudiaron la Diversidad Genética e Hibridaciéon de la Palmera Canaria
(Phoenix canariensis), Diaz, (2001) caracterizé la diversidad genética de 10
poblaciones naturales de Pinus oocarpa de Nicaragua a través de diferentes

marcadores moleculares, entre ellos los RAPDs.

En plantas cultivadas, Molnar y col. (1999) aplicaron RAPD para
determinar genes de resistencia a las manchas reticuladas en cebada, Devos y
Gale (1992) hicieron un estudio en trigo como una fuente de marcadores
genéticos, Subramanian y col., (2000) identificaron ADN polimorfico en cultivos de
mani, Picado (1997) evalué relaciones genéticas entre y dentro de cuatro
cultivares importados de Jatropha curcas L., en esta misma especie William y
Ramos (2000) evaluaron la variabilidad genética en 7 cultivares, De Bustos y col.
(1998) emplearon esta técnica en poblaciones silvestres de cuatro especies del
genero Hordeum (poaceae), Garcia-Mas y col. (2000) evaluaron la diversidad
genética en meldn utilizando diferentes marcadores entre ellos RAPDs.

En otras especies se encuentran reportes de diferentes trabajos, por
ejemplo el realizado por Apdstol y col. (1996) en Aedes aegyptis en Puerto Rico,
la caracterizacion de especies del género Candida por Lehmann y col. (1992) y
estudios de relaciones filogenéticas en Chaenomeles (Rosaceae) por Bartish y
col., (2000).
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Material y Método
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Este estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular del
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias de la UNAN — Ledn, con una
duracién de 12 meses (comprendido en el periodo de Octubre 2002 a Diciembre
2004), para analizar por medio de marcadores RAPDs muestras de S. mexicana,
las cuales consistieron en semillas suministradas por el Proyecto "Dinamica
Ecoldgica del Bosque Seco y Fomento del Cultivo de la Palma Pacefia (Sabal
mexicana Mart) en el Occidente de Nicaragua”, las cuales fueron colectadas en
palmares de sitios naturales que han sido menos perturbados (poca intervencion),
con diferencias en el tipo de suelo y la altitud a la que crecen, con un numero de
plantas minimas por palmar no menor de 5 individuos, y distancia entre las
plantas de 50 a 100 m, con frutos maduros y semillas en 6ptimas condiciones y en
buen estado fitosanitario para tomar como muestra de 1-5 semillas por planta.
(Davila, 2003).

1. Material Vegetal.

Para realizar el andlisis de variabilidad en la palma se recibié del proyecto
antes mencionado, las semillas colectadas de 48 plantas pertenecientes a 16
procedencias de los departamentos de Chinandega, Ledn y Masaya (Anexo,

tabla 2 y figura 1).

Se tom6 una semilla individual del total recibida por cada muestra para
realizarle la extraccion de ADN y amplificarlo con la técnica RAPD. Cabe citar que
se hizo el analisis de todas las muestras recibidas, sin discriminar la cantidad
desigual con que algunas procedencias estaban representadas (de 1 a 5

muestras) lo cual aparece en la siguiente tabla:
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Material y Método

N® de muestras Cdédigo | Procedencia Municipio Dpto.
1, PTS |Los Patos Telica Leon
2, 3, 4, LJ Las Lajitas La Paz Centro |Ledn
5 6, 7, 8 9, RO Santa Rosa Abangasca Ledn
10, 11, 12, 13, 14, LI El Limonal P. Morazan Chinandega
15, 16, 17, 18, 19, Pl La Picota El Viejo Chinandega
20, 21, NE R. los Negritos | Momotombo Ledn
22, 23, 24, 25, 26, TR |sSanta Teresa |El Tintal Chinandega
27, 28, 29, 30, 31, OL Santa Olivia La Paz Centro |Leon
32, 33, AC Aguas Caliente |La Paz Centro |Ledn
34, 35, 36, 37, KL Kilaca El Viejo Chinandega
38, 39, 40, 41, PP El Papalonal Mina el Limén | Ledn
42, 43, CT El Cortezal Mina el Limén |Leon
44, 45, CcC La Concepciéon |La Concepcion |Masaya
46 NGT |Nagarote Nagarote Ledn
47 MUN | Muna Cinco Pino Chinandega
48 PAL |Los Palmares | Momotombo Leon

Tabla 1. Muestras recibidas de Sabal mexicana Mart. sumintradas por el proyecto
"Dindmica Ecoldgica del Bosque Seco y Fomento del Cultivo de la Palma Pacefia (Sabal
mexicana Mart) en el Occidente de Nicaragua” .

2. Pulverizacion de la Semilla de S. mexicana.

Para obtener el tejido vegetal de la semilla, primero se quita la cubierta

(Testa) con ayuda de un bisturi, se busca la zona donde esta situado el embridn,

se hace un limado con ayuda de una lima metdlica y el polvo fino obtenido se
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almacena a una temperatura de -20°C mientras no se proceda la extraccion del
ADN.

3. Extraccion del ADN total.

Se extrajo el ADN a cada semilla utilizando el método de Mdller y col.,
(1992) con pequefias modificaciones. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se depositd
0.02 g del tejido pulverizado al que se le agregé 500 ul de buffer de extraccion
TES (Tris 200mM, pH=8.00, EDTA 10 mM y SDS 2%) en ese momento también se
le adiciona 5 ul de proteinasa K ( 20 mg/ml ) y se incuba durante 1h en bafio maria
a 60°C con agitaciones esporadicas. Posteriormente se afiadié 140 ul de NaCl 5M
y 65 ul de CTAB al 10%, para incubar de nuevo en bafio maria a 65° C por sélo
10 min. Luego se le adicionan 700ul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), y se
deja reposar a 0° C durante 30 min. Se centrifuga 10 min a 12,000 rpmy a 4° C
para recuperar el sobrenadante y colocarlo en un nuevo tubo agregandole 225 pl
de acetato de amonio 5M y se deja 30 min a 0° C. Se centrifuga de nuevo en las
mismas condiciones y el sobrenadante se coloca en un nuevo tubo para afadirle
510 pul de isopropanol y se deja precipitando el ADN a -20° C durante 12 h o0 mas.
El ADN se recupera por centrifugacion en las condiciones anteriores. Se elimina el
sobrenadante y el sedimento se lava 2 veces consecutivas con 500 pl de etanol
frio al 70%, en cada caso se recupera el ADN por centrifugacion. El sedimento se
deja secar por 30 min a temperatura ambiente y se resuspende en 30 pl de Buffer
TE (Tris .0mM y EDTA 1mM). Para eliminar el ARN se trata con 5 pyl de ARNasa (
10ng/ml ) incubandolo a 37°C en bafio maria por 10 min y finalmente el ADN se

conserva a -20° C.

4. Chequeo y Cuantificacion del ADN.

La calidad del ADN se verifica mediante electroforesis en un minigel de
agarosa al 1%, el cual se prepara fundiendo la agarosa diluida en buffer TBE 1X
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(Tris 0.445M, Acido Borico 0.445M y EDTA 0.01M) por ebullicion. Se deja enfriar
hasta aproximadamente 40°C y se vierte en una minicubeta la que contiene peine
para la formacién de pocillos y se deja a temperatura ambiente para su
gelificacion. Se coloca el gel dentro de la cAmara de electroforesis que contiene
buffer TBE 1X en cantidad suficiente para que cubra el gel y se procede a quitarle
el peine para cargar las muestras de ADN. Las muestran se preparan en un
volimen final de 10 pl agregando 5 pl de ADN, 4 pl de agua estéril y 1ul de
tampon de carga (EDTA 10mM, glicerol 20% y azul de bromofenol 0.25%)
(Maniatis y col. 1982) para detectar su migracion. Las muestras se depositan en
los pocillos, se cubre la camara y se conecta a una fuente de poder para hacerlas
migrar a 5 V/cm durante 20-30 min, Posteriormente el gel se tifie por inmersién en
bromuro de etidio (0.5 pg/ul) y se visualiza sobre una lampara UV, como aparece

en la siguiente foto.

Foto 2.

electroforesis.
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La concentracién del ADN se cuantifico en un espectrofotdmetro (Shimadzu
UV-120-02). Para ello, en un tubo de 1.5 ml se agrega 5 pl de ADN y 995 ul de

agua estéril, se mezcla bien y se deposita en una cubeta de cuarzo en la cual se

hace la medicion. El aparato debe ser calibrado antes de medir cada muestra con

agua estéril (blanco).

b)

Foto 3. Imagen del Espectrofotometro utilizado para la cuantificacion de muestras
de ADN Cuantificacion de las muestras de ADN. a) Espectrofotometro Shimadzu
UV-120-02, b) Depésito de la muestra y c) Calibrado del aparato.

5. Ejecucion de latécnica RAPD.

Para obtener los marcadores RAPD se utilizé el procedimiento descrito por
Williams y col. (1990). Inicialmente se realiz6 amplificaciones con los cebadores
de secuencia arbitraria disponibles en el Laboratorio de Genética Molecular, en
solo tres muestras escogidas al azar, para seleccionar los primers que detecten
polimorfismo y produzcan patrones de bandas reproducibles y facilmente
analizables, los que posteriormente se utilizan con las 48 muestras totales a

analizar.

Mezcla de reaccion:
Las reacciones PCR se realizaron en un volumen final de 25ul y la mezcla

consistio de:
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Componentes volumen Concentracion

Agua estéril 14.3 yul  Volimen necesario para completar 25pl.

Tampon 2.5 ul (20 mM Tris-HCI, PH8.3, 1.5mM MgCl, y 50 mM KClI).
dNTP 2 ul 200uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).
Cebador 1l 0.2 uM

Taqg 0.2 ul 1U

Polimerasa

ADN 5ul 5ng /ul

6. Proceso de amplificacion.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador, en el cual las
muestras de ADN se someten a diferentes temperaturas y tiempos. El programa
utilizado inicia con una desnaturalizacion a 92° C por 3 min, seguida de 45 ciclos.
En cada ciclo se da la desnaturalizacion del ADN a 92° C por 30 seg, la
hibridacién con el cebador a 42°C por 1 min y la elongacién de las nuevas hebras
a 72°C por 30 seg. Concluidos los 45 ciclos se da una elongacion final a 72°C por

8 min. El Ultimo paso programado es a 4°C por tiempo indefinido, para conservar

adecuadamente las muestras mientras no sean retiradas del termocicalador.

Foto 4. Iméagenes del termociclador GeneAmp PCR System 2700 utilizado. a)
Termociclador, b) y ¢) colocacion de la muestra.
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7. Chequeo de la amplificacion.

A cada tubo con la muestra amplificada se le agregd 5 ul de tampon de
carga para separar los productos de la amplificacién (fragmentos de ADN) por
electroforesis en geles de agarosa al 1.4% a 5V/cm. En el primer pocillo del gel se
deposité un marcador de peso molecular (1Kb Ladder GIBCO,BRL con bandas de
75 a 12,216 pb) (Anexo, figura 2). Los geles se tifieron por inmersién en bromuro

de etidio 0.5 pg/ ml, durante 30 min., luego se visualizaron y fotografiaron bajo luz

a)
Foto 5. Imagenes de la migracion electroforética, a) Depdsito de muestras en los pocillos

del gel., b) y ¢) Inicio y finalizacion de la electroforesis respectivamente.

' .
a) - b) c)
Foto 6. Iméagenes de Visualizacion de las muestras. a) LAmpara UV, b) y c) antes y durante

la visualizacion.
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8. Anédlisis de datos.

Los productos de la amplificacion se observan en gel como bandas, las
cuales son designadas como monomorficas 6 polimérficas. Tomando en cuenta la
proporcion de loci polimérficos y el criterio de que un locus es polimérfico si la
frecuencia del alelo mas raro en el total de muestras analizadas es superior a 0.05
(Puertas, 1999), 0 si cuyo alelo mas comun tiene una frecuencia que no supera el
0.95 (Fontdevila y Moya, 1999), se determina el total de bandas obtenidas con
cada cebador en todas las procedencias analizadas. En base a esto, se calcula el
porcentaje de bandas polimérficas, para obtener la media de cada cebador con
todas las procedencias analizadas y la media de cada procedencia con todos los

cebadores aplicados.

También con las bandas polimérficas se construye una matriz de
presencia-ausencia designandole un 1 a la banda presente y un 0 a la banda
ausente, a partir de la cual el paquete informéatico NTSYS (Numerical Taxonomy
and Multivariate Analisys System) version 1.5 (Rohlf, 1993) realiza el célculo del
coeficiente de similitud entre las muestras a partir del coeficiente de Jaccard (Sj)

considerando la formula:

|- Numero de bandas comunes
N° de bandas comunes +N°de bandas diferentes

Luego con los datos calculados construye una matriz de similitud y a partir
de ésta realiza una agrupacion (dendrograma) en el que se representan las
similitudes genéticas entre los individuos analizados, usando el método de andlisis
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Avarage) a partir de la férmula:

D=1,2 4,+d,
2
Considerando que las 4 procedencias representadas por solo una muestra,

pueden sesgar los resultados, se realiza ademas un andlisis eliminando a estas
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procedencias para elaborar una segunda tabla de porcentajes de polimérfismo y
un segundo dendrograma con 12 procedencias.
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1. Patrones de bandas

En este estudio se analizaron por la técnica RAPD, 48 muestras de ADN
(Anexo, foto 7) de 16 diferentes procedencias de S. mexicana del Pacifico de
Nicaragua, (Anexo, figura 1). Para estudiar la diversidad genética en estas
localidades inicialmente se probaron un total de 41 cebadores de Operon en solo 3
muestras seleccionados al azar. De ellos se eligieron 6 cebadores que
presentaron productos de amplificacion (bandas) reproducibles, faciles de discernir
(con buena separacion entre bandas y de mayor intensidad) y que detectaban
polimorfismo. Los 6 cebadores elegidos fueron ensayados en las 48 muestras
produciendo un total de 42 bandas. Todos los cebadores produjeron bandas
polimérficas en todas las procedencias, (Anexos, tabla 5). El numero de bandas

generados por cada cebador aparece en la siguiente tabla:

Cebador Secuencia Bandas Bandas N° total de
5 3 monomorficas | polimorficas bandas

N —-09 TGCCGGCTT G 2 4 6
AE-16 | TCCGTGCTGA 0 11 11
N—-12 GGG ACGTTGG 0 9 9
E-12 TTA TCG CCCC 0 5 5
A-04 | AATCGGGCTG 0 5 5
E-19 GTCAGGGCAA 1 5 6
TOTAL 3 39 42
Media 0.5 6.5 7

Tabla 3. Designacion y secuencia de los cebadores empleados, N° total de bandas, N° de
bandas monomorficas y polimorficas obtenidas con cada cebador en el conjunto de las
muestras
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Los cebadores que produjeron mayor numero de bandas fueron AE-16 y el
N-12 con 11 y 9 bandas respectivamente, teniendo los restantes cebadores un
promedio de 4.7 bandas. En este caso se aprecia que los cebadores que
generaron mayor niamero de bandas, generaron también mayor polimorfismo, lo
gue no tiene que ser asi necesariamente (Diaz.2001). Un ejemplo de los patrones
de bandas obtenidos puede verse con el cebador AE-16 (Anexo, foto 8) en los
individuos de todas las procedencias. Los diferentes perfiles de amplificacién
generados con los 6 diferentes cebadores en todos los individuos analizados se

representan por figuras. (Anexos, figuras 3, 4y 5).

Las bandas obtenidas con todos los cebadores presentaron un peso
molecular que vari6 de 2000 a 200 pb. Del total de 42 bandas obtenidas 39
resultaron polimérficas, es decir, s6lo 3 monomorficas (Anexos, figuras 3 a 5), lo
que podria indicarnos la posible cantidad de variabilidad genética presente en
estas procedencias. No se encontré6 una banda exclusiva que identifique o
diferencie a una determinada procedencia, pero si las bandas que comparten las

diferentes procedencias estan en diferentes frecuencias.

Al obtener con la frecuencia de bandas polimérficas el porcentaje de
polimorfismo generado en las 16 procedencias con todos los cebadores y por
cebador con cada una de las procedencias, se puede observar que la frecuencia
de bandas polimorficas es por lo general diferente en cada una de las
procedencias con el conjunto de los cebadores, debido posiblemente a la
variabilidad presente dentro de las procedencias como a la diferencia en el tamafio
de las muestras de cada procedencia, por ejemplo las procedencias que
presentaron mayor porcentaje de polimorfismos fueron El Limonal (91.11%)
seguida de S®. Rosa (86.60%) y S™. Teresa (70.98%) representadas en este
estudio con 5 individuos y las que menor polimorfismo presentaron fueron las que
estan representadas por un unico individuo Los Patos (31.43%) Nagarote (49%),

Muna (22.72%) y Los Palmares (47.19%), datos que puede verse a continuacion:
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N° de Bandas / Cebadores
4 11 9 5 5 5 =39
N° |Mues-| Procedencia
tras N-09 |AE-16 [N-12 |[E-12 | A-04 |E-19| Media
2 4 2 1 1 2 2
1. 1 Los Patos (50) |(36.36) | (22.22)| (20) (20) | (40) | (31.43)
2 7 6 4 2 2 3.83
2. 3 |Las Tejitas (50) |(63.63)|(66.66) | (80) (40) | (40) | (56.72)
4 9 7 4 5 4 5.5
3. 5 |S™ Rosa (100) |(81.81) | (77.77)| (80) (100) | (80) | (86.60)
4 11 6 4 5 5 5.83
4, 5 |El Limonal (100) | (100) |(66.66)| (80) (100) |(100)]|(91.11)
3 11 6 3 2 4 4.83
5. 5 |La Picota (75) (100) | (66.66) | (60) (40) | (80) |(70.28)
3 4 5 3 2 2 3.17
6. 2 Los Negritos (75) |(36.36) | (55.55)| (60) (40) | (40) | (51.15)
3 10 9 3 2 3 5
7. 5 |S"™ Teresa (75) 1(90.90) | (100) (60) (40) | (60) |(70.98)
3 8 7 4 3 3 4.67
8. 5 |S™ Olivia (75) |(72.72) | (77.77)| (80) (60) | (60) |(70.92)
2 7 8 5 2 4 4.67
9. 2 |Aguas Caliente | (50) |[(63.63)|(88.88)| (100) (40) | (80) |(70.42)
3 9 6 3 3 3 4.5
10. 4 |Kilaca (75) |(81.81) |(66.66)| (60) (60) | (60) | (67.24)
3 8 5 4 2 4 4.33
11. 4 | El Papalonal (75) |(72.72)|(55.55)| (80) (40) | (80) | (67.21)
3 3 4 1 3 4 3
12. 2 El Cortezal (75) |(27.27)|(44.44)| (20) (60) | (80) |(51.12)
3 8 4 5 2 3 4.17
13. 2 La Concepcion (75) |(72.72) | (44.44) | (100) (40) | (60) |(65.36)
2 5 5 2 3 2 3.16
14, 1 Nagarote (50) |(45.45)|(55.55)| (40) (60) | (40) | (49)
1 1 2 1 2 1 1.33
15. 1 Muna (25) | (9.09) | (22.22) | (20) (40) | (20) | (22.72)
2 1 2 2 2 2 1.83
16. 1 Los Palmares (50) [(90.90) | (22.22) | (40) (40) | (40) | (47.19)
2.69 6.62 5.19 3.13 2.56 3
Media (67.25) | (60.18) | (57.67) | (62.60) | (51.20) | (60)
Tabla 5. Porcentaje de bandas polimoérficas obtenidas con RAPD. Numero y

porcentaje (entre paréntesis) de bandas polimdérficas obtenidas con cada cebador en cada
procedencia analizada, en la ultima linea, media de cada cebador con todas las procedencias
y en la ultima columna, media de cada procedencias con todos los cebadores.
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Al eliminar a las 4 procedencias representadas con un unico individuo, en
las 12 procedencias restantes de la siguiente tabla, aumenta el rendimiento de
cada uno de los 6 cebadores con las 12 procedencias, ejemplo el N-09 de un
67.25% pasa a un 75%.

N2 de Bandas / Cebadores
4 11 9 5 5 5 =39
N2 | Mues-
tras Procedencia |N-Q9|AE-16 | N-12 |[E-12| A- | E-19 | Media
04
2 7 6 4 2 2 3.83
1. 3 |Las Tejitas (50) | (63.63) | (66.66) | (80) | (40) | (40) | (56.72)
4 9 7 4 5 4 5.5
2. 5 |S™ Rosa (100) | (81.81) | (77.77) | (80) | (100) | (80) | (86.60)
4 11 6 4 5 5 5.83
3. 5 |El Limonal (100) | (100) | (66.66) | (80) | (100) | (100) | (91.11)
3 11 6 3 2 4 4.83
4. 5 |La Picota (75) | (100) | (66.66) | (60) | (40) | (80) | (70.28)
3 4 5 3 2 2 3.17
5. 2 | Los Negritos (75) | (36.36) | (55.55) | (60) | (40) | (40) | (51.15)
3 10 9 3 2 3 5
6. 5 |S% Teresa (75) | (90.90) | (100) | (60) | (40) | (60) | (70.98)
3 8 7 4 3 3 4.67
7. 5 |S™@ Olivia (75) | (72.72) | (77.77) | (80) | (60) | (60) | (70.92)
2 7 8 5 2 4 4.67
8. 2 | Aguas Caliente | (50) | (63.63) | (88.88) | (100) | (40) | (80) | (70.42)
3 9 6 3 3 3 4.5
9. 4 |Kilaca (75) | (81.81) | (66.66) | (60) | (60) | (60) | (67.24)
3 8 5 4 2 4 4.33
10.| 4 |El Papalonal (75) | (72.72) | (55.55) | (80) | (40) | (80) | (67.21)
3 3 4 1 3 4 3
11.| 2 |El Cortezal (75) | (27.27) | (44.44) | (20) | (60) | (80) | (51.12)
3 8 4 5 2 3 4.17
12.| 2 |LaConcepcién | (75) | (72.72) | (44.44) | (100) | (40) | (60) | (65.36)
3 7.92 6.1 | 358 | 275 | 3.42
Media (75) | (72) (68) | (72) | (55) | (68.40)

Tabla 6. Porcentaje de bandas polimérficas obtenidas con RAPD, sin las procedencias
representadas con solo una muestra. Numero y porcentaje (entre paréntesis) de bandas
polimorficas obtenidas con cada cebador en cada procedencia analizada, en la Gltima
linea, media de cada cebador con todas las procedencias y en la ultima columna, media de
cada procedencias con todos los cebadores.

Autor: Br. Domingo J Guido Novoa. 35 Tutora: Ph D. M?. Veronica Diaz Vargas.




Variabilidad Genética de Resultados y Discusién
Sabal mexicana Mart.

El aumento en el porcentaje quizas seria mayor si no existiesen otras

procedencias con aun muy bajo numero de muestras (de 2 y 3 individuos).

El N-09 fue el cebador que produjo mayor porcentaje de polimorfismo a
pesar de que es el que generé menor niumero de bandas (sélo 4) y el que gener6
menor porcentaje de polimorfismo fue el A-04 con 55% (tabla 6), sin embargo
todos los cebadores generaron mas de 50% de polimorfismo. No necesariamente
el que genera mayor niumero de bandas es el que produce mayor polimorfismo, ya
gue depende de cuantas de las bandas generadas son polimérficas. Por ejemplo
el cebador AE-16 que gener6 11 bandas, tiene un porcentaje de polimorfismo
menor (72%) con respecto al N-09 (75%), por que no todas las procedencias
presentan las 11 bandas, como ya se mencion0 anteriormente las bandas estan
en diferentes frecuencias (el cebador AE-16 tiene un promedio de 7.92 bandas

polimorficas entre todas las procedencias) (tabla 6).

2. Agrupamientos de procedencias de acuerdo a similitud genética

En el andlisis de agrupamiento de acuerdo a la similitud genética obtenida
a partir de la matriz presencia-ausencia construida con los marcadores RAPDs
(Anexo, tabla4), se observan que todas las muestras de S. mexicana se lograron
diferenciar con los cebadores analizados con una alta variabilidad genética entre

las muestras.

La figura 6 presenta el dendrograma que refleja el agrupamiento con las 48
muestras de S. mexicana, representantes de 16 diferentes procedencias del
Pacifico de Nicaragua y la figura 7 representa el agrupamiento con las 44
muestras que se mantienen luego de haber eliminado las procedencias
representadas con una sola muestra, para obtener a partir de éstas el analisis de
los resultados de el agrupamiento de las muestras de acuerdo a su similitud

genética de 12 procedencias distintas.
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Figura 6. Dendrograma obtenido con el método de agrupamiento UPGMA, a partir de las
distancias genéticas de Sabal mexicana Mart., en las 16 procedencias analizadas.
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Figura 7. Dendrograma obtenido con el método de agrupamiento UPGMA, a partir de las
distancias genéticas de Sabal mexicana Mart., eliminando las procedencias representadas
con una sola muestra y considerando solo 12 de las 16 procedencias analizadas.

Autor: Br. Domingo J Guido Novoa. 38 Tutora: Ph D. M?. Veronica Diaz Vargas.




Variabilidad Genética de Resultados y Discusién
Sabal mexicana Mart.

En la figura 7 se observa que todas las muestras se relacionan con un bajo
porcentaje de similitud genética (20%) lo que significa hay una alta diversidad
genética entre las ellas. Las muestras se ubican en un total de nueve grupos
principales, indistintamente de la procedencia a la que pertenecen y se disgregan
a través del dendrograma aunque pertenezcan a una misma procedencia, sin
embargo algunas de éstas presentan una tendencia a mantenerse cercanas entre
si, como es el caso de 4 muestras de El Limonal y S® Olivia (donde 3 de ellas
forman un solo grupo) y 2 muestras de S® Rosa, S® Teresa, Kilaca, Las Lajitas

y el Cortezal.

Cuando se traté de inferir alguna relacion entre las similitudes genéticas y
las distancias geograficas entre las procedencias, en algunos casos raros ciertas
muestras de procedencias cercanas geograficamente se ubican también cerca en
el dendrograma, por ejemplo algunas muestras de Kilaca y la Picota (ambas
procedentes del Viejo-Chinandega). Las procedencias que en el mapa aparecen
mas cercanas geograficamente por ejemplo Las Lajitas, S®. Olivia, los Negritos,
Aguas Calientes, (Dpto. de Ledn), todas sus muestras no se agrupan
cercanamente en el dendrograma, a excepcion de las muestras de S Olivia con
las de Aguas Caliente que en grupos distintos quedan bastante cercanas en el

dendrograma.

Los resultados del agrupamiento de las diferentes procedencias de Sabal
mexicana estudiadas no permite establecer grupos de acuerdo a la localizacién
geografica de cada una de ellas probablemente debido a diversos factores: Uno
de ellos es el pequefio nimero de muestras analizadas por procedencia, siendo el
maximo de 5 en el Limonal, S®. Olivia, S®. Rosa, S®. Teresa y la Picota. El
namero de muestras en estudios para determinar diversidad genética en
poblaciones naturales generalmente se efectia en poblaciones de mas de cien

individuos, con un promedio entre 15 y 20 individuos por procedencias o
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poblaciones (Bucci y col. 1997; Bartish y col. 2000; De Bustos y col. 1998) y en
estudios con menor numero de muestras de 6 a 13 por poblacion, estas
representan mas del 50% del total de numeros de plantas por poblacién (Nebauer
y col. 1999). Sin embargo en los estudios consultados el que presenta el menor
namero de muestras por poblacion es de 5 muestras en Gliricidia sepium
aplicando la PCR (Dawson y col. 1994), nUmero que constituye el maximo de

muestras en el estudio de la palma pero s6lo en 5 procedencias.

En un estudio Nybom y Bartish (2000) concluyen que a pesar de la gran
variacion en el numero de plantas por poblacion (de 10 a 30 plantas) ellos no
encontraron ninguna asociacion entre este parametro (N°. de muestra) con los
parametros de diversidad, hay que sefalar que en éste estudio el menor nimero
de muestras es de 10. Otro autor, Bussell (1999) no encontré cambios en la
diversidad genética cuando incrementé el tamafio de las muestras de 8 a 14 y 30
plantas en dos poblaciones de Isotoma petrea. Sin embargo experimentos de
simulacion han demostrado que la diversidad entre poblaciones decrece
considerablemente de 2 a 5 plantas (similar al nimero de muestras en este
estudio de Sabal mexicana) pero se vuelve estable de 10 a 15 plantas (Isabel y
col. 1999). Por otro lado Persson y col. (1998) en un estudio de Lilium martagon
encontraron que la diversidad genética intrapoblacional est4 positivamente
correlacionada con el niumero de plantas muestreadas (de 4 a 17 plantas
muestreadas por poblacién), indicando que tamafos de muestras muy pequefas

podrian ser invalidados.

Generalmente se utilizan menor nimero de muestras cuando se esta
analizando un género en particular y se quieren comparar las especies que
pertenecen a él, como es el caso de Lolium (Stammers y col. 1995). También se
analizaron un total de sélo 29 individuos en el estudio sobre la extension de la
variacion genética en Mahoganies (Chalmers y col. 1994), o bien cuando se

estudian poblaciones de una misma especie ubicadas en diferentes paises (Gillies
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y col 1999) en donde el tamafio de la muestra varia de 4 a 65 individuos

analizados por pais.

Dado que no se encontré reportado si Sabal mexicana es una especie
autdgama o alégama y debido al bajo nimero de muestras analizadas en este
estudio no se puede suponer que sus poblaciones estén en equilibrio de Hardy-
Weinberg, por lo que no se considerd estimar parametros genéticos como

frecuencias alélicas, diversidad génica intrapoblacional etc.

Quizas otro factor que podria estar influyendo en estos resultados (pero en
mucha menor medida) es que tan sélo se utilizaron 6 cebadores, los que
produjeron 39 marcadores polimérficos, estos podrian resultar pocos para tener
resultados concluyentes de la extension y distribucion de la diversidad genética en
la palma. Aunque se han reportado trabajos realizados con tan so6lo 7 cebadores
(Dawson y col. 1994), con 5 cebadores (Chalmers y col. 1994) con 6 cebadores
(Nebauer y col. 1999). Sin embargo, la mayoria de los trabajos publicados en los
gue se utiliza RAPD para analisis poblacionales incluyen un promedio de 10
cebadores (Diaz, 2001). Por ejemplo De Bustos y col. (1998) utilizan 10 cebadores
y Cao y col. (1999) 12 cebadores. Aunque en el mismo estudio de Nybom y col
(2000) se reporta que no encontraron asociacion entre el nUmero de marcadores y
los parametros genéticos, sin embargo recomiendan usar al menos de 50 a 100
marcadores polimérficos (bandas polimorficas). Otros estudios han demostrado la
importancia de usar un alto nuimero de marcadores RAPD para obtener
estimaciones fiables de distancias genéticas (Spooner y col. 1997; Pejic y col.
1998; Bartish y col. 1999b).

Un tercer factor a considerar en el resultado de este estudio es la posible
cantidad de variacion genética presente en estas procedencias. Debido a que en
general el nivel de diversidad genética de las especies depende de muchos
factores, entre ellos el tipo de cruzamiento (Gonzéles y Sosa, 2002), se realizo
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una intensa busqueda bibliografica desde internet, textos y en consulta personal a
profesores para tratar de determinar el tipo de cruzamiento (autbgama o alégama)
de Sabal mexicana. No se encontré ningun reporte sobre esta informacién y el Dr.
Brunell’ del Departamento de Ciencias Biolgicas de la Universidad del Pacifico
que esta realizando un estudio con esta especie utilizando el marcador AFLP, nos
comunicé que tampoco ha podido obtener esa informacién, por lo que al parecer
no esta reportada de forma disponible o no existe. Sin embargo en su estudio (ain
no publicado) él ha encontrado poca variacion genética en las poblaciones
estudiadas por lo que considera que posiblemente la variacion sea mucho mayor a
través del rango de la especie 0 que quizas pueda ser autdgama o bien por que la
poblacién estudiada ha pasado un cuello de botella genético donde la poblacién
fue reducida a un nimero muy pequefio de individuos, originando una reduccion
de la variabilidad genética entre la decendencia de los pocos sobrevivientes
(Audesirk, 2003 y Solomon, 1996).

En general las plantas autdgamas presentan menor diversidad genética que
las albgamas debido a una gran influencia de la deriva genética. Sin embargo en
este estudio de las 42 bandas generadas por los 6 cebadores, 39 son polimorficos
en el total de muestras analizadas, es decir, un 92.8%, lo que nos indica la gran
cantidad de polimorfismo presente en estas procedencias y la efectividad de los
marcadores RAPD en detectar variacion genética, puesto que con esta técnica se
amplifican principalmente regiones del ADN no codificantes y repetidas que
constituyen la mayor parte del genoma de los eucariotas (Diaz, 2001) en las
cuales las tasas de sustitucion nucleotidica son el doble que en las regiones
codificantes (Nei, 1987).

La distribucion de las diferentes muestras por procedencia en el

dendrograma parece indicar que hubiera poca diferenciacion entre las distintas

'Brunell. 2005. Diversidad Genética de Sabal mexicana con marcadores RAPD (correo
electrénico). University of Pacific, Estados Unidos.
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procedencias ya que algunas muy distantes geograficamente se agrupan mas
cercanamente, esto probablemente sea debido a que la mayor variacién genética
esté dentro de las procedencias mas que entre procedencias. Resultados
similares se han reportado en diversos estudios utilizando RAPD, por ejemplo en
la palmera canaria (Phoenix canariensis) con reproduccion cruzada, en la que el
75.9% de la diversidad genética se encuentra dentro de las poblaciones y tan solo
el 24.1% entre poblaciones (Gonzélez y Sosa, 2002). En Licuala glabra (Palmae)
la particion de la varianza molecular usando AMOVA revela que la mayoria de la
varianza total puede ser atribuida a la variacion dentro de las poblaciones (68.4%)
comparada con un 31.5% de diferenciacion entre poblaciones (Loo y col. 1999).
Resultados similares se obtienen también en otras especies alégamas con
diferentes tipos de marcadores por ejemplo con isoenzimas (Hamrick y Godt,
1989).

Estos resultados preliminares obtenidos con las procedencias de Sabal
mexicana, (sin realizar estimaciones de frecuencias alélicas) sugieren que esta
especie pudiera ser alégama, ya que la reproduccion cruzada genera mayor
diversidad genética intrapoblacional (Gonzéalez, 2002). Sin embargo se requeriria
hacer un estudio de polinizaciébn manual controlada o con marcadores alozimicos
para determinarlo de forma definitiva. Tampoco contamos con un estudio de
variabilidad morfologica ni en estas ni en otras poblaciones de Sabal mexicana
presentes en nuestro pais que nos permitiera comparar los dos tipos de

marcadores.
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Los resultados obtenidos en este estudio preliminar de la diversidad genética
presente en procedencias de Sabal mexicana utilizando el marcador RAPD

permite hacer las siguientes conclusiones:

1. El marcador RAPD es muy eficiente en la deteccion de la variabilidad genética
en Sabal mexicana puesto que de 42 marcadores moleculares generados, 39

resultaron polimorficos, lo que corresponde a un 92.8%.

2. En general las procedencias con mayor nimero de muestras (5) son las que
presentaron mayor porcentaje de polimorfismo con los 6 cebadores,
destacandose entre ellas el Limonal (91.11%), S®. Rosa (86.60%) y S®. Teresa
(70.98%). Los cebadores mas productivos en generar polimorfismo en las
procedencias fueron el N-09 (75%), AE-16 y E-12 (ambos con 72%).

3. El agrupamiento de las muestras con un bajo porcentaje de similitud genética
(20%) indica una alta diversidad genética ellas, pero no las relaciona por
procedencias ya que de manera general muestras de una misma procedencia
se disgregan a través del dendrograma relacionandose con muestras de otras
procedencias (e inclusive de localidades geograficas distantes) y solo algunas
de ellas presentan una tendencia a mantenerse cercanas entre si (4 muestras
de El Limonal y S®. Olivia y 2 muestras de S®. Rosa, S®. Teresa, Kilaca, Las

Lajitas y el Cortezal).

4. ElI hecho que no se hayan generado agrupamientos de acuerdo a las
localidades geogréaficas de las distintas procedencias podria revelar que no
existe mucha diferencia genética entre las procedencias, por lo que la mayor

parte de la diversidad genética estaria dentro de las procedencias.
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Los resultados obtenidos en este estudio preliminar en Sabal mexicana

permiten hacer las siguientes recomendaciones:

1. - Para obtener resultados mas concluyentes de la diversidad genética
presente en las procedencias de Sabal mexicana, se requeriria aumentar tanto el
namero de muestras por procedencias, como el niumero de cebadores para
obtener mayor cantidad de marcadores moleculares (bandas polimorficas) y poder

realizar estimaciones de sus frecuencias génicas.

2. - Es necesario realizar estudios adicionales en esta importante especie.
Uno para determinar el tipo de cruzamiento (autdgama o alégama), el cual se
puede realizar por medio de polinizacion manual controlada y otro estudio de
caracterizacion morfolégica. Esta informacion permitiria orientar acerca del nivel
de diversidad genética presente en la especie y contrastarla con los resultados

obtenidos en este estudio.
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Tabla 2. Distribucion geografica de las procedencias (donde fueron colectadas las
muestras de S. mexicana sumintradas por el proyecto Dinamica Ecoldgica del Bosque Seco
y Fomento del Cultivo de la Palma Pacefia) en el Pacifico de Nicaragua. (INETER. 1998).

Codigo | procedencias | municipios Dpto. Latitudes |Longitudes
PTS |Los Patos Telica Ledn 12°26'30” 87°26'32”
LJ Las Lajitas La Paz Centro | Ledn 12°18'30” | 86°40'32”
RO |Santa Rosa Abangasca Ledn 12°27'10" | 86°54'20”
LI El Limonal P. Morazan Chinandega 12°51'30” 87°12'10”
Pl La Picota El Viejo Chinandega 12°40'23” | 87°20'24”
NE |R. los Negritos |Momotombo |Ledn 12°26°00” | 86°32'54”
TR |Santa Teresa |El Tintal Chinandega 12°47°30" | 87°27'40”
OL |Santa Olivia La Paz Centro |Le6n 12°19'50” | 86°40'52”
AC |Aguas Caliente |La Paz Centro |Leodn 12°26'45” | 86°36'27"
KL Kilaca El Viejo Chinandega 12°49'50” | 87°29'00”
PP  |El Papalonal Mina el Limén |Leodn 12°28'20” | 86°27'58”
CT |El Cortezal Mina el Limén |Ledn 12°26'20” | 86°27'42”
CC |La Concepcion |L. Concepcion | Masaya 14°26'25” | 86°50'32"
NGT |Nagarote Nagarote Ledn 12°14'40” | 86°32'20”
MUN | Muna Cinco Pino Chinandega 13°13'40” | 86°51'50”
PAL |Los Palmares |Momotombo |Ledn 12°26'17" | 86°30'28”
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Figura 1. Mapa de ubicacion geogréfica de las procedencias (donde fueron
colectadas las muestras de S. mexicana, sumintradas por el proyecto Dinamica Ecol6gica
del Bosque Seco y Fomento del Cultivo de la Palma Pacefia ), en el occidente Nicaragliense
(INETER. 1998, Arc view 3.2. 1996).
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E-19

| A04 |

E-12

Marcadores RAPDs / Cebador
N-12

Matriz de presencia — ausencia de Marcadores RAPDs, detectados con 6
AE-16

100111000100100001010100000101000101001
100100001100010000010101010011000001001

— 1 O O
o O oo O 10 OO
o O oo o o
1 o
o O o o
- O i O
o O o o o

00
00
00

0110000100100100001011001001010101001
1001001100000010010010001101010001000
11101101110001000001010000001100
100111101110000100010100010111000101001
100100000000001100010100010111000101001
000100000000110101010100010111000100010
1001000110000010000100110100110001010112
0010000000010001000110010100110001010012

10010001101100010010100011010111
1001000011001000001010001101011111211160

7J3/100110111100000100010101110011000101001

RO1/100110111100000100010110010011
RO21111011111100000100010111010011

TJ2 (100110111110000001010110110101000001001
RO3(111011101100010000010100010111

cebadores. Se utilizaron 48 muestras de Sabal mexicana Mart obtenidas de 16 sitios de
TJ1

procedencia ubicados en el Pacifico de Nicaragua.
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Tabla 4.
Cadigo

N° /Sitios| N-09 |

PTS

2.
3.

RO5/101111001001010001010110110101001001001

RO41100100000000100000100000100101110111

4
5
6.
7
8
9

Tutora: Ph D. M?. Veronica Diaz Vargas.

62

Autor: Br. Domingo J Guido Novoa.

19. NE1 |000100000010100000010101110011000101001
20 NE2 |0010001100000000000111000100110001010012
21, TE1 |001001110000000001010101010011000101000
22. TE2 |101010010000000010010001010111000101001
23. TE3 |100100000111000100110001010011000101001
24, TE4 |001000000000101010010101010112110001011012
25. TE5|001011111000000000011100011001000101000
260 OL1|000100111100000000011001010011011001001
27. OL2 |100100110000000000010100011011000000011
28. OL.3|110100100010000000000100111011001001001
29. OL4|110100000101010001000100010010001001001
30. OL5 010100000000100100010101111001001001101
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Tabla 4. Continuacion

Marcadores RAPDs / Cebador

E-19

| A-04

E-12

N-12

AE-16

N-09 |

100100000100000000010100010001000100010
100100011010000010010000010011000100101

110111101000000000010100110101000100001

Cadigo
N° [/ Sitios

AC1/100110111110000000101000011011000111101
33. AC2|100110001100001010011111101010000100011
KL1 100111100000010100010100011011000100000|
KL2 |100101001110000000000001011011000100010
KL3 /101100000000011010010100011011001101101
KL4 |1100100110000000000010000010001000101100

32.
34.
35.
36.
37.

PP1
PP2

38.

39.

PP3 (010101100000000000010101010011000101001

40.
41.

PP4

CcTT1 |110100000100000010010100000101010111001
crz21110100000000010000010000000100000100001
cC1/1101010000110100000101011121011000111001
cc2/100111110110000000010000100111000101001

Tutora: Ph D. M?. Veronica Diaz Vargas.

63

Autor: Br. Domingo J Guido Novoa.

46. NGT |10010111000100000101110100101121110001001
47. MUN/OOO100000000010000010000000101000100001
48. PAL |100100000100000000010000010011000101001

42.
43.
44,
45.
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Figura 2. Marcador de ADN Ladder (GIBCO,BRL) usado para determinar en el

gel de agarosa la posicion y el peso molecular de los fragmentos del ADN de Sabal
mexicana Mart, amplificados con la técnica RAPD.

12.216 bp
11.198 bp

10.180 bp
: 2.142 bp

8.144 bp

7,124 bp
6.108 bp
S.090 bp

4,072 bp

3,034 bp

2,036 bp
1.636 bp

1.018 bp

S06/S517 bp

396 bp

344 bp
298 bp

220 bp
201 bp

1S4 bp
134 bp

7S5 bp
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‘ﬁ_ﬂa‘:‘_ﬂ-.

Foto 7. Resultados del chequeo de ADN, extraido de 16 muestras de Sabal mexicana
Mart.

Foto 8. Patron de bandas de ADN generados con el cebador (AE — 16) ensayado
con el total de muestras (48) de Sabal mexicana Mart, luego de la amplificacion por medio
de la técnica RAPD.

Autor: Br. Domingo J Guido Novoa. 65 Tutora: Ph D. M?. Veronica Diaz Vargas.




Variabilidad Genética de
Sabal mexicana Mart.

Anexos

8

Figura 3. Patrones de Bandas de ADN generados con los cebadores N - 09 y AE - 16.
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Figura 4. Patrones de Bandas de ADN generados con los cebadores A-04y E - 19.
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Figura 5. Patrones de Bandas de ADN generados con los cebadores N - 12y E — 12.
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