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RESUMEN

Cedrela odorata L. es una especie tropical forestal de gran importancia la cual
tiene un amplio rango de distribucion en el continente, y es considerada una de las
especies principales para produccion de madera. Debido a la sobreexplotacion, fue
incluida en 1998 por la UICN (International Union for Conservation of Nature) en la Lista
Roja de Especies como una especie vulnerable. Como la evaluacion de la variacion
genética proporciona un diagnostico del potencial de adaptacién de las poblaciones
ante los cambios ambientales, en el presente estudio se evaluo la variabilidad genética
en 92 muestras de 5 poblaciones nicaragienses de C. odorata a través de marcadores
moleculares RAPD (Random Amplified Polymorhic DNA o Fragmentos Polimorficos de
ADN Amplificados al Azar). Con 9 cebadores utilizados se generaron un total de 78
bandas polimorficas. La proporcidn de bandas polimérficas de todos los cebadores con
todas las poblaciones dio un valor medio de 63.33%. Los valores medios para medir la
diversidad intrapoblacional fueron muy similares tanto para la diversidad fenotipica
(Hf=0.339) como génica (Hg=0.311). De acuerdo a los indices de diferenciacion se
encontré que la mayor diversidad genética esta dentro de las poblaciones (93.1%
para Hpop/H71=0.931 y 86.19% segun AMOVA), que entre las poblaciones (6.9% para
Gs71=0.069 y 13.8% segun AMOVA).En el dendrograma obtenido por el método de
neighbor-joining se distingue un grupo central formado por las poblaciones Casita, El
Refugio, Masatepe y Esquipulasy de manera aislada se presentala poblacion de La
Trinidad. Estos resultados corroboran lo demostrado en otros estudios realizados en
especies de arboles forestales perennes y de fecundacién cruzada, como es el caso
de Cedrela odorata L., donde se ha encontrado una positiva asociacion entre estas
caracteristicas con la alta variabilidad intrapoblacional detectada por RAPD, por lo
que se puede considerar a estas poblaciones naturales una valiosa reserva genética

para futuros planes tanto de conservacién-reforestacion de esta especie.
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El alto valor maderable de Cedrela odorata L. ha resultado en su
sobreexplotacion por mas de dos siglos, o que ha provocado la erosion genética de la
especie a través de su distribucion natural, a lo largo de casi toda América Tropical y el
Caribe. La tala selectiva de los mejores fenotipos o arboles plus (los mas altos, los mas
rectos), deja soélo genotipos inferiores y reduce el fitness (reproduccién y sobrevivencia)
en las poblaciones remanentes. También hay que tomar en cuenta que Cedrela odorata
L. es atacado por una plaga barrenadora Hypsipylla grandella, y es probable que la
eliminacion de los mejores fenotipos representa la pérdida de la resistencia a plagas
que afectan su crecimiento. Ademas, la deforestacién que aun continua en muchas
partes de su rango de distribucion, también constituye una amenaza a las poblaciones

remanentes (Cavers et al., 2003a).

Lo citado anteriormente aplica para la situacion de Cedrela odorata L. en
Nicaragua, como se pudo constatar en algunas poblaciones colectadas para este
estudio en la zona del Pacifico, asi como también en las poblaciones del Municipio del
Castillo, Rio San Juan segun reporta Paniagua, (s.f). En las poblaciones de este estudio
no se encontré problemas de Hypsipylla grandella, ya que los individuos muestreados

estan en estado adulto.

La variacidn genética es la variedad de alelos y genotipos presentes en las
poblaciones, especies o grupo de especies (Frankham et al., 2002). Es una condicion
importante para las especies, ya que les permite enfrentar los retos presentes y
sobrevivir, ademas les da capacidad de adaptacion a cambios ambientales futuros.
(Hernandez, 2008). Mientras mayor variabilidad genética posea una especie, mayor
sera su capacidad de adaptacion a distintas condiciones. Por esto, una especie que
exhibe poca diversidad genética es mas vulnerable a la extincion (Bird y Molinelli,
2001).
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Se han realizado numerosos estudios para evaluar la diversidad genética a nivel
de ADN en arboles forestales. Muchos de ellos han usado una técnica muy popular
para determinar variacibn genética a través de marcadores moleculares RAPDs
(Ramdom Amplified Polimorphic DNA o Fragmentos Polimorficos de ADN Amplificados
al Azar). Gilles et al. (1997b), determiné la variacion genética dentro y entre
poblaciones naturales de Cedrela odorata L. de Costa Rica usando la técnica RAPD.
También se han efectuados estudios en Cedrela odorata L, con otros tipos de
marcadores moleculares como los realizados por: Cavers et al. (2003a), con AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism o Polimorfismo para la Longitud de
Fragmentos Amplificados) en poblaciones costarricenses, De la Torre et al. (2008), en
poblaciones de la Amazona Peruana con AFLP y ADN de Cloroplasto, Cavers et al.
(2003b), con ADN Cloroplasto en poblaciones de la region Mesoamericana, donde las
poblaciones Nicaragliense analizadas (Ometepe, Masatepe, Wabule y La Trinidad), en
este estudio fueron definidas como un solo haplotipo con las poblaciones de Honduras

y el noroeste de Costa Rica.

Este estudio que proporciona informacion actualizada, basada en marcadores
moleculares sobre la diversidad genética presente en estas poblaciones, es el primero
de este tipo en Nicaragua y debe servir de base o guia para urgentes disefios de
conservacion y futuros programas de mejoramiento genético y reforestacion en esta

especie que constituye un invaluable recurso para nuestro pais.
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General:

e Determinar la variabilidad genética en cinco poblaciones naturales de Cedrela

odorata L.

Especificos:

e Estimar el grado de variacién genética existente dentro y entre poblaciones de

Cedrela odorata L.

e Determinar las relaciones filogenéticas entre las cinco poblaciones estudiadas de

Cedrela odorata L.
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i

3.1. GENERALIDADES DE Cedrela odorata L.

Pertenece a una familia pantropical con 51 géneros y 550-600 especies, de las
cuales 130 se encuentran en América tropical; 7 géneros y 22 especies en Nicaragua.
La familia Meliaceae esta ubicada en el orden Sapindales. La familia se divide
naturalmente en dos grandes subfamilias: Melioideae y Swietenioideae, las cuales son
claramente distinguidas por varios caracteres como las flores, frutos y la anatomia de la
madera (Stevens, 2001).

Cedrela odorata L. conocido como cedro hembra, cedro espafol, cedro real,
cedro rojo o cedro, es la especie mas importante y ampliamente distribuida del género
Cedrela (Patifio, 1997).

3.1.1. Taxonomia
Dominio:  Eukaria

Reino: Plantae

Phyllum: Magnoliophyta
Division: Streptophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales
Familia: Meliaceae
Subfamilia: Melioideae
Género: Cedrela
Especie:  Cedrela odorata L.
(GBIF, 2007)
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3.1.2. Descripcion

Forma: Arbol caducifolio de 20—25 m de alto, fustes hasta 1.5-2 m de diametro.
Corteza: La externa es de color gris-café a negra, con fisuras longitudinales irregulares
y regularmente distribuidas, con las costillas escamosas. La interna es de color rosada
cambiando a pardo amarillenta, fibrosa y amarga. Grosor total: 20 mm.

Hojas: Copa grande, redondeada, robusta y extendida o copa achatada. Hojas
alternas, agrupadas en los extremos de las ramas, hasta 50 cm de largo, con 6-12
pares de foliolos; foliolos ovado-lanceolados a ovados, frecuentemente falcados, 7-15
cm de largo y 3-5 cm de ancho, apice cortamente acuminado o agudo, base
oblicuamente truncada, aguda o redondeada y asimétrica, generalmente glabros o con
tricomas cortos en los nervios, en el envés con nervios secundarios prominentes;
peciolulos presentes o ausentes.

Ovario: Globoso y glabro, I6culos con 10-14 o6vulos, pistilodio angosto con o6vulos
rudimentarios. Capsula péndula, oblongo-elipsoide a obovoide, 2-5 cm de largo y 1 cm
de ancho, café o café-gris, con lenticelas blancas prominentes, valvas delgadamente
lefiosas, 0.5-1.5 mm de grueso.

Semillas: Aladas de 2-3.5 cm, café claras y entonces usualmente unidas a una
columela lefiosa o sin alas y entonces usualmente con un arilodio carnoso o una
sarcotesta, raramente la sarcotesta lefiosa o suberosa.

Inflorescencias: Terminales o subterminales, laxas, péndulas, muy ramificadas, 20—40
cm de largo, glabras o puberulentas; caliz cupuliforme, irregularmente dentado con una
hendidura lateral, glabro; pétalos 5, oblongos a eliptico-oblongos, 7-8 mm de largo y
1.5-2 mm de ancho, cortamente pubescentes en ambas superficies y a veces con
densos tricomas adentro, blancos; estambres 2—3 mm de largo, anterodios delgados,
cafés y arrugados (Stevens, 2001).

Flores: Perfectas o imperfectas y con los rudimentos del sexo opuesto bien

desarrollados; caliz leve o profundamente 4-5 lobado, prefloracion abierta, contorta o

8
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imbricada; pétalos 4-5, libres o a veces parcialmente connados, imbricados o valvados;
filamentos parcial o completamente unidos formando un tubo estaminal, con o sin
apéndices, o libres y entonces adnados a un androginéforo, anteras 5-12, pilosas o
glabras, adheridas apicalmente en los filamentos o en el margen o en el interior de la
garganta del tubo estaminal; disco nectarifero intraestaminal, anular, pateliforme,
estipitado o ciatiforme o ausente.

Fruto: Una capsula loculicida o septifragal o una drupa (Stevens, 2001).

Figura 1. A: corteza de Cedrela odorata L., B: hojas, C: flores
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Las ramitas, la corteza y los frutos verdes de la mayoria de los arboles tienen un
fuerte olor a ajo cuando se rompen o aplastan, y el olor de las flores es desagradable
(Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestres, 2006).

3.1.3. Distribucién y Ecologia

Cedrela odorata L. se distribuye a lo largo de casi toda América tropical e islas
del Caribe. Se la encuentra desde México (26° N en la costa del Pacifico) por el norte,
hasta Argentina por el sur (28° S), también las Antillas. Ocupa altitudes que van desde
el nivel del mar hasta los 1200 m. Durante la evolucién este grupo de plantas estuvo
obligada a radificarse y adaptarse entre los tropicos. No se reporta en Chile ni en
Paraguay (Stevens et al., 2001).

Requiere de precipitaciones que oscilan entre 1200 y 3000 mm anuales por lo
que su distribucion es amplia y va de climas secos a muy humedos, con respecto al
suelo, se adapta a una gran variedad de suelos, principalmente bien drenados (Stevens
et al., 2001). Las gamas de temperaturas son una temperatura media maxima de 27-36°
C durante el mes mas calido y una temperatura media minima de 11-22° C en el mes
mas frio, con una temperatura media anual de 20-32° C (Convencion sobre el Comercio

Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, 2006).
3.1.4. Caracteristicas Biolégicas

Los arboles de C. odorata son moderadamente longevos se reporta un arbol en
Belice con 110 anillos, y arboles con un contorno de 13-14" que tienen una edad media
de 125 anos. C. odorata es una especie monoica de rapido crecimiento, requiere luz,
polinizada por insectos y sus semillas son dispersadas por el viento. El crecimiento

temprano hasta 2,3 m/afio es posible en condiciones favorables. Las flores aparecen
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pronto en la estacion lluviosa, y los frutos maduran durante la estacién seca, cuando las
hojas caducan. Las semillas son samaroides, de una capsula dehiscente, y el viento las
dispersa. Las flores presentan caracteristicas asociadas con entomofilia; se cree que
los principales polinizadores son las abejas y las mariposas (Convencion sobre el

Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, 2006).

3.1.5. Ciclo Reproductivo de Cedrela odorata L.

El ciclo reproductivo del cedro esta sincronizado con la temporada de crecimiento
del sitio; a través de su distribucién florece al comienzo de la temporada lluviosa: de
mayo a agosto en México, las Indias Occidentales y el norte de la América del Sur y de
septiembre a octubre en Argentina. Las inflorescencias comienzan cuando las nuevas
hojas empiezan a expandirse, las flores masculinas y femeninas aparecen en la misma
inflorescencia, pero la especie es proterdgina (las flores femeninas se abren primero).
El desarrollo de las frutas toma aproximadamente de 9 a 10 meses y las frutas maduran
durante la siguiente temporada seca. Los arboles comienzan a producir fruta a una
edad de 10 a 12 afos. La fruta, que consiste de una capsula lefiosa de buen tamarnio,
aparece cerca de la punta de las ramas. Las frutas maduran, se rajan y liberan las

semillas cuando aun en el arbol materno (Cintron, 1990).

3.1.6. La Hypsipyla principal amenaza para las Meliaceae

El barrenador de las Meliaceas, Hypsipyla grandella (Lep. Pyralidae) es una de
las plagas forestales mas severas conocidas en el trépico del continente Americano. El
principal dano es causado por la larva que destruye el retofio terminal principal,
barrenando en las puntas y haciendo tuneles en los tallos jovenes, el ultimo instar
larvario hila frecuentemente su capullo en el final superior del tunel, donde ellos pupan.

El ciclo total de vida es completado en 4 a 7 semanas (promedio 5 semanas). Los
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rebrotes de las plantas afectados por repetidos ataques del insecto, dan como resultado
numerosas ramas laterales y, consecuentemente, arboles mal formados, indeseables

para la produccion de madera (Vergara, 1997).

Patifio (1997), cita que hay dos especies de Hypsipyla en los Neotrépicos: la
Hypsipyla grandella Zeller y la Hypsipyla ferrealis Hampson, y una de importancia en el
viejo mundo: la Hypsipyla robusta. Las dos especies principales que ocasionan dafos a
las especies de las Meliaceae son las H. grandella y la H. robusta. Hay pruebas de la
evolucion conjunta entre las especies de Meliaceae y las especies de Hypsipyla,
ilustradas, por ejemplo por el caracter especifico de la relacion de las Meliaceae
neotropicales con la H. grandella y de las Meliaceae asiaticas y africanas con la H.
robusta. Hay muy pocos conocimientos sobre la genética de esta asociacion. Se han
realizado numerosas investigaciones con el fin de desarrollar métodos que
contrarresten los efectos del insecto. Sin embargo, se han desarrollado pocas medidas
practicas y eficaces. Algunos autores han sugerido que una solucion para luchar contra

esta plaga podria ser mediante la busqueda y seleccion de individuos resistentes.

3.1.7. Situacion Actual de Cedrela odorata L.

Segun Patifio (1997), los arboles tropicales se consideran particularmente
vulnerables a los efectos de la degradacién del habitat debido a su demografia y
caracteristicas de reproduccion, incluyendo la baja densidad de ocurrencia, sistemas
complejos de reproduccion autoincompatibles, las altas tasas de entrecruzamiento e

intimas interacciones con los polinizadores y dispersores de semillas.

La diversidad genética en los bosques tropicales se esta perdiendo rapidamente
debido al proceso de deforestacion, que ha reducido el tamafno de las comunidades

naturales de arboles existentes, ha eliminado poblaciones locales, o las ha fragmentado
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al grado de propiciar un aislamiento de las poblaciones continuas, lo que puede
conducir a una pérdida de la diversidad genética si éstas no son del tamafo adecuado.
Lo anterior pone de manifiesto el riesgo en el que se encuentran los bosques tropicales
y Sus recursos genéticos, especialmente de las especies de interés econédmico como

las Meliaceas.

La Convencioén sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres (2006), reportd que si bien la mayor amenaza para los bosques
naturales en la region de Ameérica Central es la conversion de la tierra en otros usos, la
explotacién selectiva de madera constituye una particular amenaza para las especies

nativas, entre ellas Cedrela. odorata y Swietenia macrophylla.

La larga historia de explotacion excesiva de Cedrela odorata L. por su valiosa
madera, junto con la amplia pérdida de habitat debido a la deforestacion es una gran
amenaza para el futuro de la especie. La madera es valiosa por su resistencia a la
podredumbre, a los insectos y como madera de calidad. En consecuencia, se ha talado
selectivamente desde mas de dos siglos, tanto para uso nacional como para la
exportacion. La tala ha continuado hasta tal extremo que numerosos paises en su area
de distribucién nativa informan de que se ha reducido su numero, en algunos casos
hasta el punto de estar amenazada. En muchos lugares, las poblaciones se han
limitado a zonas inaccesibles. Los arboles grandes y bien formados son ahora

particularmente poco comunes.

La especie no tolera la sombra y la regeneracidén natural es escasa después de
la tala. La explotacién de Cedrela odorata L. de bosques naturales no es sostenible, en
particular porque el posible habitat de que se dispone para la especie se ha reducido
considerablemente a causa de la deforestacion. La tala selectiva en bosques naturales
destruye los arboles con la mejor forma de crecimiento (seleccién disgénica), dejando

asi una poblacion agotada en los genotipos mas favorecidos.
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Situacién similar se presenta en Nicaragua. Durante el muestreo realizado en
este estudio, se pudo observar que han quedado poblaciones remanentes de Cedrela
odorata L. en sitios como Esquipulas, Matagalpa, y La Trinidad en Esteli, donde se
encuentran arboles aislados a orilla de la carretera a diferencia de las poblaciones de
Bella Vista en el Casita, Chinandega que se encuentran bien conservadas debido a lo
inaccesible del lugar. Con respecto Hypsipylla grandella en estas poblaciones
muestreadas no se encontré problema de ataques, esto seria debido a que los
individuos de estas poblaciones estan en estado adulto. Lindo (2007), quien realizé un
estudio por la UNAN-Ledn, para obtener la Validacion del Método Uso de Algodén en
plantaciones de Cedrela y Swietenia, cita que el ataque es menos frecuente en el
bosque natural en donde los arboles hospederos son pocos o muy esparcidos de
manera que nunca se desarrolla una alta acumulacion de insectos y menos frecuente

en la sombra que bajo el sol.

Segun datos del INAFOR, de las 33 especies mas usadas en la industria, el
volumen promedio por hectarea del uso comercial de Cedrela odorata L. en Nicaragua
es 0.28 m®. (Garcia, 2003). Paniagua (s.f.), reporta la situacién de Cedrela odorata L. en
el Municipio El Castillo, Rio San Juan, donde se encuentra en promedio un arbol cada
100 hectareas, con volumen promedio de 3m®arbol, debido a la sobreexplotacion de

esta especie, por lo que entra a la categoria de especies en peligro de extincion.

Aunque C. odorata se considera entre las especies latifoliadas tropicales mas
importante en los neotropicos, se le ha dado poca atencion al conocimiento de la
extension de su variacion genética existente dentro de su rango de distribucion natural y
entre sus poblaciones. El mantenimiento de la variacion genética es esencial para
asegurar en el futuro el suministro de su madera. Esto justifica la necesidad de conocer
a fondo la diversidad genética, en sus diferentes niveles, para aprovecharla en las

tareas de manejo, mejoramiento, fomento y conservacién (Patifo, 1997).
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3.1.8. Diversidad Genética de las Plantas

Patifio (1997), cita que la estructura genética de una especie esta definida por la
forma y la magnitud en la cual la variacion genética se distribuye entre y dentro de sus
poblaciones, como resultado de una serie de procesos en el tiempo y en el espacio,
como la mutacién, migracion, seleccion, aislamiento geografico y flujo genético entre
poblaciones, todo ello fuertemente influenciado por los sistemas de cruzamiento de las

especies y por la dispersiéon de polen y semillas.

El entendimiento de la estructura genética de una especie es esencial para lograr
su apropiada caracterizacién, ya sea para el manejo y uso sostenible de las poblaciones
naturales, el establecimiento de plantaciones, el mejoramiento genético de esos
recursos, o bien, para la conservacion de los mismos; desafortunadamente esta

informacién es muy limitada o no existe para la mayoria de las especies tropicales.

La distribucion de la variacidn genética esta influenciada por varios factores, que
son: tamafo efectivo de cruzamiento, la forma de dispersion de semillas y el tipo de
comunidad donde la especie es frecuente. También Patifio (1997), reporta 1978 Roche
indicd que la estructura genética de las especies vegetales y de sus poblaciones esta
determinada en parte por las caracteristicas del nicho ecologico en el cual se
desarrollan, definiéndolo como el conjunto de condiciones del ambiente que permite la

sobrevivencia de una poblacion en estrecho contacto con ese ambiente.

3.2. BASES GENETICAS DE LA EVOLUCION

3.2.1. Genética de Poblaciones

Una poblacion puede ser definida como un grupo de organismos de la misma

especie que se cruzan entre si y que comparten una localizacién en el espacio y en el
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tiempo (Curtis y Barnes, 2000). El sustrato basico donde se forja la evolucion son las
poblaciones y no los individuos. El reconocimiento de que la evolucion es un fenomeno
que se da en las poblaciones fue uno de los discernimientos fundamentales de Darwin
(Audesirk et al., 2003).

Si bien Darwin reconocié que en las poblaciones ocurre evolucion, no supo como
se transfieren los rasgos a las generaciones sucesivas (Solomon et al., 1996). El
concepto de gen propuesto por Mendel, pero desconocido por Darwin, permitié
comprender de qué manera las variaciones podian originarse, preservarse Yy
transmitirse de una generacion a la siguiente, un hecho que Darwin no estuvo en

condiciones de explicar (Curtis y Barnes, 2000).

De la sintesis entre la evolucion Darwiniana y los principios Mendelianos surgio
una rama de la biologia que se conoce como genética de poblacién (Curtis y Barnes,
2000) la cual estudia la frecuencia, distribucion y herencia de los alelos en las

poblaciones (Audesirk et al., 2003).

Asi mismo, una poblacién es una unidad definida por un acervo génico o poza
génica que simplemente es la suma de todos los genes de una poblacién, es decir,
el acervo génico se compone de todas los alelos de todos los genes de cada uno de los
individuos de esa poblacién. También se puede considerar que cada gen en particular
tiene su propia poza génica, que se compone de todos los alelos de ese gen especifico
en una poblacion. Si se suman los alelos de ese gen en la totalidad de los individuos de
una poblacion, se puede determinar las proporciones relativas de los diferentes alelos,

lo que se conoce como frecuencia de alelos (Audesirk et al., 2003).

El acervo genético de las poblaciones contiene grandes reservas de variaciones

genéticas que se han introducido por mutacion. La reproduccion sexual a través de la
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meiosis, y la union de gametos, permiten a la variabilidad introducida por la mutacion
combinarse de nuevas formas, que pueden expresarse como nuevos fenotipos
(Solomon et al., 1996).

3.2.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Segun Curtis y Barnes (2000), a partir del siglo XX, los genetistas comenzaban a
comprender las leyes de la herencia y el origen de nueva variabilidad a partir de la
mutacion. Sin embargo, dado que la evolucion es un proceso que se desarrolla a través
del tiempo, era necesario indagar como se comportaba la variabilidad presente en una

poblacién a través de generaciones.

En 1908, fue propuesta por Godfrey Harold Hardy, un matematico inglés vy
Wilhelm Weinberg, un médico aleman, un modelo tedrico para demostrar que las
combinaciones que resultan del proceso de apareamiento y reproduccion que ocurren
en cada generacion en los organismos diploides no involucran un cambio en la

composicion general del reservorio génico.

Se le da el nombre a esta poblacion idealizada sin evolucion de poblacion en
equilibrio, en donde, las frecuencias de alelos y las frecuencias de genotipos de una
poblacion permanecen constantes, independientemente del numero de generaciones
que transcurran. Segun Audesirk et al. (2003) para que ocurra esto se deben cumplir

varias condiciones:

1. No debe haber mutaciones.
2. No debe haber flujo de genes entre poblaciones; es decir, no debe haber
migracion  neta de alelos hacia la poblacion (por migracién) o desde ella (por

emigracion).
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La poblacion debe ser muy grande.
Todo apareamiento debe ser aleatorio, sin que exista tendencia de ciertos
genotipos a aparearse con otros genotipos especificos.

5. No debe haber seleccion natural, es decir, todos los genotipos deben ser

igualmente adaptables y alcanzar el mismo éxito reproductivo.

La evolucidon consiste en cambios en la constitucion de los acervos génicos; es
decir, en cambios en las frecuencias génicas asi como en cambios asociados existentes
entre los alelos de distintos loci génicos (Dobzhansky et al., 1993). La teoria de la
genética poblacional predice que el equilibrio de Hardy-Weinberg pude ser alterado por
desviaciones respecto a cualquiera de las cinco condiciones principales en las que se
basa (Audesirk et al., 2003).

Los principales agentes que pueden cambiar las frecuencias de los alelos en una
poblacion son: mutacion, flujo de genes, deriva genética, apareamiento no aleatorio y

seleccion natural (Curtis y Barnes, 2000).

3.2.3. Mutacion

Las mutaciones ocurren al azar y en forma espontanea. Las frecuencias de
mutacion son relativamente estables para un locus especifico, pero varian en varios
ordenes de magnitud entre loci de una especie dada y una especie diferente (Solomon
et al., 1996). Desde el punto de vista de la genética de las poblaciones, las mutaciones
son cambios heredables del genotipo (Curtis y Barnes, 2000). Las células cuentan con
mecanismos eficientes que protegen la integridad de sus genes, incluso las enzimas
que constantemente examinan el ADN y reparan los defectos provocados por la
radiacion, los cambios quimicos o los errores de copiado, algunos cambios en la

secuencias de nucledtidos escapan, pese a todos los sistemas de revision y reparacion.
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Cuando uno de estos cambios ocurren en una célula productora de gametos, es posible
que la mutacion se transmita a un descendiente y se introduzca en la poza génica de la
poblacién aportando variacion. Las mutaciones por si mismas no es una de las fuerzas
principales de la evolucion. Sin embargo, las mutaciones son las fuentes de nuevos
alelos, es decir, de nuevas variantes susceptibles de heredarse que sirven de base para
otros procesos evolutivos, como la migracion, en especial la seleccidn natural que
inciden en ese potencial, pueden favorecer la diseminacion de una mutacion entre la

poblacion, o bien eliminarla (Audesirk et al., 2003).

Dobzhansky et al. (1993), las mutaciones pueden ocurrir puntualmente en un
gen, y en este caso, se denominan mutaciones génicas o puntiforme, éstas se
producen cuando se altera la secuencia de ADN de un gen y la nueva secuencia de
nucledtidos es transmitida a la descendencia. EI cambio puede ser debido a la
sustituciéon de uno o de unos pocos nucledétidos por otros, o bien a la adicién o pérdida
de uno o varios nucledtidos. Las sustituciones de nucleétidos pueden ser, o bien
transiciones o transverciones. Las transiciones son sustituciones de una purina por
otra purina (A por G o viceversa) y de una pirimidina por otra pirimidina (C por T o
viceversa). Las transverciones son sustituciones de una purina por una pirimidina o

viceversa (C o T ya sea por A o G y viceversa).

Las mutaciones también pueden afectar al numero de cromosomas o bien al
numero o la disposicidn de los genes de un cromosoma y se denominan mutaciones
cromosOmicas o aberraciones. Segun Dobzhansky et al. (1993), las mutaciones

cromosomicas pueden clasificarse de la siguiente forma:

1. Cambios en el numero de genes presentes en el cromosoma.

A. Deficiencia o delecion. En un cromosoma se pierde un segmento de ADN

gue contiene uno o varios genes.
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Duplicacion. En un conjunto de cromosoma se presenta mas de una vez un
segmento de ADN que contiene uno o varios genes. Las duplicaciones se
producen con frecuencias en tandem, es decir, los segmentos duplicados se

disponen uno a continuacién del otro en el mismo cromosoma.

2. Cambios en la situacién de los genes en los cromosomas.

A.

Inversion. En un cromosoma se invierte la situacion de un bloque de genes.
Cuando el segmento invertido incluye el centrémero, la inversién se denomina

pericéntrica; en los demas casos se denominan paracéntrico.

Translocacion. Se cambia la situacidn de un bloque de genes de un
cromosoma a otro. Las translocaciones mas frecuentes son las reciprocas,
que suponen un intercambio de bloques de genes entre cromosomas no
homologos. Un segmento cromosdmico también puede desplazarse a una
posicion nueva en otro cromosoma sin que el intercambio sea reciproco o
también dentro del mismo cromosoma; estos cambios se denomina a veces

transposiciones.

3. Cambios en el numero de cromosomas. Segun este mismo autor, estos cambios

son de cuatro tipos; los dos primeros no afectan a la cantidad total de material

hereditario, los dos restantes si.

A.

Fusién. Dos cromosomas no homodlogos se fusionan en uno. Esto implica la

pérdida de un céntromero.

Fision. un cromosoma se fragmenta en dos. Se ha de producir un centrémero
adicional, ya que en caso contrario el cromosoma nuevo se perderia cuando

la célula se divida.

Haploidia y poliploidia. El numero de dotaciones de cromosomas no es
igual a dos. La mayoria de organismos son diploides, es decir, en sus células
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somaticas presentan dos dotaciones de cromosomas, pero en las células
gaméticas sélo una. Algunos organismos son, sin embargo, normalmente

haploides, es decir, sdlo presentan una dotacion cromosomica.
3.2.4. Flujo de Genes

Cuando los individuos pasan de una poblacién a otra y se cruzan en la nueva
localidad, se transfieren alelos de un acervo génico a otro (Audesirk et al., 2003).
Debido a esto, el flujo de genes puede incrementar la cantidad de variabilidad genética
dentro de las poblaciones que las reciben. Sin embargo, si este flujo es bastante grande
tiende a reducir las diferencias genéticas entre poblaciones o seas estas poblaciones se

vuelven genéticamente similares (Salomon et al., 1996).

El flujo de genes puede introducir alelos nuevos en una poblacion o puede

cambiar la frecuencia de los alelos independientemente de su valor adaptativo.

3.2.5. Deriva Genética

A como lo sugiere Solomon et al. (1996), la produccion de cambios evolutivos al
azar en poblaciones reproductivas pequefias se denomina deriva genética, la cual da
por resultado cambios en el acervo génico, porque afecta y modifica las frecuencias

alélicas por acontecimientos al azar.

El tamafio de una poblacion tiene efectos importantes en las frecuencias alélicas,
ya que la probabilidad de una desviacion respecto a una frecuencia inicial se relacione
en forma inversa con el tamano de la poblacién, es decir cuanto menor es la poblacion
mayor es la deriva genética, con el resultado de la pérdida de algunos alelos y de la

reduccion de la diversidad genética. Aunque la deriva genética puede reducir la
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variabilidad genética dentro de una poblacion, tiende a incrementar la cantidad de

variacion entre poblaciones locales.

Dos casos especiales que demuestran las enormes consecuencias de un tamafo
de poblacion reducido en las frecuencias de alelos de una especie, son conocidos

como: cuello de botella y efecto fundador (Audesirk et al., 2003).

3.2.5.1. Cuello de Botella

Es el tipo de deriva genética que resulta por la reduccidn de manera drastica del
tamafo de la poblacion. Por ejemplo, a consecuencias de una catastrofe natural o por
caza excesiva, pueden aniquilar grandes cantidades de individuos de una manera no
selectiva, produciendo una pequena poblacion sobreviviente donde hay pocos
individuos disponibles para aportar genes a la poblacion futura (Audesirk et al., 2003).
En estos casos se dice que la poblacién pasa por un cuello de botella en el cual puede
ocurrir deriva genética entre los pocos sobrevivientes. Cuando la poblacién vuelve a
aumentar de tamano, las frecuencias de muchos alelos son muy distintas de la que
habian en la poblacién previa, por lo que no tendra la misma conformacion genética que

en la poblacion original (Salomon et al., 1996).

Los cuellos de botella en las poblaciones provocan al mismo tiempo cambios en

las frecuencias de alelos y reduccion de la variabilidad genética (Audesirk et al., 2003).

3.2.5.2. Efecto Fundador

Cuando uno o pocos individuos traspasan los limites del territorio habitual de su
especie y establecen una nueva colonia, los colonizadores llevan consigo una pequefa

muestra al azar de los alelos del acervo genético del cual provienen, y al principio su
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poblacion es lo suficientemente pequefia para que opere la deriva genética, este
fendmeno, que es un caso de deriva genética, se conoce como efecto fundador. Como
resultado, las poblaciones aisladas pueden tener frecuencias alélicas muy distintas de
las que caracterizan a la especie de donde proceden, y estas diferencias bien pueden

ser aleatorias mas que adaptativas (Solomon et al., 1996).

Es posible que estas poblaciones pequenas o aisladas, contribuyan de forma
importante al cambio evolutivo. Las poblaciones de este tipo son probablemente una de

las fuentes principales de especies nuevas (Audesirk et al., 2003).

3.2.6. Apareamiento No Aleatorio

El equilibrio de Hardy-Weinberg también puede alterarse cuando los individuos
de una poblacion no se aparean aleatoriamente. Toda forma de apareamiento no
aleatorio altera la frecuencia de alelos en la poblacion que se lleva a cabo. Una forma
de apareamiento no aleatorio particularmente importante en las plantas es la

autopolinizacion (Curtis y Barnes, 2000).

3.2.7. Seleccion Natural

El principal factor de cambio en la composicion del acervo génico es la seleccion
natural. La deriva genética es el cambio al azar que puede cambiar la frecuencia de los
alelos, incluso dar origen a especies nuevas. La mutacion que aporta una variabilidad
inicial de las caracteristicas hereditarias y el flujo génico pueden ocurrir en un sentido
dado, pero este sentido no se relaciona con la naturaleza del ambiente. Soélo la
seleccion natural conduce al cambio evolutivo adaptativo (Salomon et al., 1996). Por

otra parte, la seleccién natural modifican las frecuencias dentro de las poblaciones o
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incrementan las diferencias de frecuencias entre poblaciones, produciendo poblaciones

mas adaptadas a condiciones locales mas diferentes (Curtis y Barnes, 2000).

Cada ambiente tiene sélo una cantidad limitada de recursos, y la supervivencia
en un ambiente limitado depende, en parte, de las caracteristicas de los organismos
heredadas de los padres. Por lo que dentro de una poblacién con variaciones, los
individuos que heredan las caracteristicas que los adaptan mejor a su ambiente tienen
mayor posibilidad de sobrevivir y de reproducirse; estos individuos tienden entonces a
dejar mas descendencia que los individuos menos adaptados. La seleccién natural es el
éxito de la reproduccion diferencial o desigual, siendo por lo tanto, el mecanismo basico

de la evolucion (Campbell et al., 2001).

3.3. PRESERVACION Y PROMOCION DE LA VARIABILIDAD

Entre los factores que promueven el incremento de la variabilidad genéticas de
las poblaciones de acuerdo a los siguientes autores (Alberts et al., 1996), (Curtis y

Barnes, 2000), (Puertas, 1999) y (Solomon et al., 1996) estan los siguientes:

3.3.1. Reproduccioén Sexual

La reproduccion sexual confiere una ventaja competitiva a los organismos.
Parece ser que la redistribucién de los genes a través de la reproduccion sexual ayuda
a la especie a sobrevivir en un ambiente que sufre alteraciones imprevisibles. Si un
progenitor produce numerosos descendientes, con una gran variedad de
combinaciones génicas, existen mas probabilidades de que como minimo uno de sus
descendientes tenga el conjunto de caracteristicas necesarias para sobrevivir. La
evolucion depende en gran manera de la competencia entre individuos que son
portadores de alelos, o variantes alternativos producidos por mutacion de determinados
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genes. La reproduccion sexual promueve la variabilidad genéticas en cantidades

extraordinarias al producir nuevas combinaciones de tres modos:

1. Por crossing-over (entrecruzamiento) con recombinacion genética en la
meiosis.

2. Por distribucion independiente de los cromosomas (segregacion cromosoémica)
en la meiosis.

3. Por la recombinacién de los dos genomas parentales en la fecundacion.

3.3.2. Mecanismos que Promueven la Exogamia

La exogamia se promueve cuando los individuos que producen los nucleos
gaméticos no estan emparentados, al contrario si estan emparentados lo que se

produce es la endogamia.

En las poblaciones que se reproducen sexualmente, se ha desarrollado muchas
maneras que promueven nuevas combinaciones genéticas. Entre las plantas, una
variedad de mecanismos como la presencia de alelos de autoesterilidad, adaptaciones
anatémicas que inhiben la autofecundacion en las plantas y diversas estrategias de
comportamiento que inhiben el cruce; aseguran que el polen que lleva los nucleos
espermaticos provenga de un individuo diferente al del estigma sobre el cual se

deposita.
En consecuencia, el sistema de autoesterilidad estimula fuertemente la

variabilidad de las poblaciones; la seleccién a favor del alelo raro lo hace mas comun,

mientras que los alelos mas comunes se vuelven mas raros.
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3.3.3. Diploidia

Otro factor que contribuye a preservar la variabilidad en los eucariotas es la
diploidia. Esta es ventajosa sobre la haploidia dado que, como los seres diploides
disponen de dos genes para cada uno de los caracteres, si uno de ellos no funciona

correctamente, el otro lo puede compensar.

En un organismo haploide, las variaciones genéticas se expresan
inmediatamente en el fenotipo y por ello quedan expuestas al proceso de seleccion. Sin
embargo en un organismo diploide, estas variaciones pueden almacenarse como alelos

recesivos. La diploidia, protege a los alelos recesivos raros de la seleccién natural.

3.3.4. Superioridad de los Heterocigotos

Algunas veces un individuo que es heterocigoto en un locus especifico, expresa
un fenotipo mas extremo que cualquiera de los progenitores homocigoticos que a veces
pueden ser favorecidos por la seleccion, manteniendo asi ambos alelos en la poblacion.
Los genetistas llaman a este fendmeno, en el que los heterocigotos tienen un éxito

reproductivo mayor que cualquiera de los homocigotos, superioridad de heterocigoto.

La superioridad del heterocigoto puede dar como resultado un fenémeno
conocido como heterosis o vigor hibrido, en donde los hibridos, por definicion, son
heterocigoticos en muchos mas loci que la mayoria de las variedades naturales. La
superioridad de los hibridos puede deberse tanto al enmascaramiento en heterocigotos
de los posibles efectos perjudiciales de alelos recesivos, como a las ventajas positivas

conferidas por la mayor heterocigosis.
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Se cree que la heterosis es uno de los mecanismos genéticos mas difundidos
mediante los cuales se mantienen los polimorfismos en las poblaciones. Sin embargo,
el apareamiento entre individuos de especies cercanas (hibridacion) puede originar
también un descenso en la fertilidad o la produccion de descendientes menos viables,

debido a la depresion exogamica.

3.4. MARCADORES GENETICOS

El polimorfismo genético es la presencia en una poblacion de dos o mas alelos
para un gen dado. Los acervos génicos contienen una enorme reserva de polimorfismo
genético, mucho de él presente en baja frecuencia y también en gran parte oculto,

pueden ser detectados utilizando marcadores genéticos.

Una diferencia, bien sea fenotipica o genotipica, puede actuar como marcador
genético, si identifica en un individuo caracteristicas del genotipo, del fenotipo, o de
ambos, y si ademas, puede hacerse seguimiento a su herencia a través de varias

generaciones (IPGRI y Cornell University, 2003).

La importancia de los marcadores radica en que ofrecen la posibilidad de
estudiar poblaciones de organismos y seleccionar aquellos que presentan rasgos de
interés para el hombre. En ocasiones, el uso de marcadores permite seleccionar los
individuos aun antes de que expresen el rasgo de interés. Gracias al empleo de
marcadores ha sido posible mejorar muchas especies. Hay dos tipos principales de

marcadores: los morfolégicos y los moleculares (Solis y Andrade, 2005).
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3.4.1. Marcadores Morfolégicos

Estos marcadores fueron el primer tipo que el hombre utilizé para estimar la
variaciéon que existe dentro y entre las poblaciones, mediante la evaluacion de sus
diferencias morfoldgicas (IPGRI y Cornell University, 2003). Se consideran marcadores
morfoldgicos a los caracteres de un individuo que se expresan en un ambiente
especifico y que el hombre identifica con un objetivo determinado (Solis y Andrade,
2005). Tienen la ventaja de que son facilmente realizables, no requieren de un equipo
sofisticado y son la apreciacion mas directa de un fenotipo; por consiguiente, estan al
alcance para uso inmediato, lo que es un atributo importante. Sin embargo, las
determinaciones morfolégicas deben ser tomadas por un experto en la especie, estan
sujetas a cambios debidos a factores ambientales, pueden variar en las diferentes
etapas del desarrollo de las plantas, y su numero es limitado (IPGRI y Cornell
University, 2003).

3.4.2. Marcadores Moleculares

Segun Claro (s.f.), ademas de los marcadores morfologicos, en las ultimas
décadas se utilizan otros tipos de marcadores genéticos denominados marcadores
moleculares, los cuales son biomoléculas de proteina (antigenos e isoenzimas) o de
ADN (genes conocidos o fragmentos de secuencia y funcién desconocida) que se
pueden relacionar con un rasgo genético. Un marcador molecular monomoérfico es
invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en el
peso molecular, actividad enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es

polimorfico. A veces el grado de variacion es tal que se denominan hipervariable.

En la década de los 70 se desarrollaron los primeros marcadores moleculares

basados en la identificacion de proteinas como las isoenzimas mediante la
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electroforesis en geles de almidon o poliacrilamida, los cuales son conocidos también
como marcadores bioquimicos. Con ellos se abri6é el conocimiento de la estructura y
heterogeneidad genética entre diferentes especies, variedades, y poblaciones de
distinto origen geografico. Pero esta técnica tenia una limitacion muy importante: no era
capaz de detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies proximas debido
a que las proteinas son el resultado de la expresidon génica, que puede ser distinta de
unos tejidos a otros, de una etapa de desarrollo a otra, de un medio ambiente a otro, y

de una época del ano a otra.

Los avances de la tecnologia del ADN recombinante han permitido el desarrollo
de los marcadores moleculares basados en el ADN, consiguiendo estabilidad en la

identificacion de especies y variedades.

El numero de técnicas descritas es cada vez mas numeroso, y muchas de ellas
estan basadas en la amplificacion del ADN mediante la reaccion de PCR ( Polymerase
Chain Reaction o Reaccion en Cadena de la Polimerasa de ADN) (Picca et al.,
2004).

Satz y Kornblihtt (1993) sefialan que en 1983, Kary Mullis, un investigador de la
Corporacion Cetus, inventé el método de PCR para lograr la sintesis de grandes
cantidades de un fragmento de ADN sin necesidad de recurrir a los vectores y su
replicacion en bacterias. Este método revolucioné en corto tiempo el conjunto de
técnicas de la biologia molecular. Su uso se extendié rapidamente a miles de

laboratorios, no so6lo de investigacion basica, sino también de diagndstico clinico.

Rodriguez y Barrera (2004), citan que la PCR es un método in vitro de sintesis
de ADN con el que un segmento particular de éste, es especificamente amplificado al

ser delimitado por un par de cebadores o iniciadores que lo flanquean. Su copiado se
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logra en forma exponencial a través de repetidos ciclos de diferentes periodos y
temperaturas de incubacion, en presencia de una enzima ADN polimerasa
termoestable). De esta manera, esta técnica permite multiplicar ("amplificar" es, en
realidad, el término que se ha impuesto) pequenas cantidades de ADN entre cientos de
miles y millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener desde
cincuenta hasta mas de dos mil nucleétidos de longitud. EI segmento de ADN que
sirve de molde no requiere estar necesariamente en estado puro, sino que puede

ser parte de mezclas complejas, puede ser, por ejemplo, ADN nuclear.

Para realizar una PCR se necesita mezclar en un tubo el ADN que contiene la
secuencia a amplificar, ambos cebadores o primers que se alinearan a las cadenas
simples del ADN, la mezcla de los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfatos (dNTPs) en
cantidades suficientes, el tampon de reaccion para la polimerasa, agua para completar
el volumen final de reaccion (que normalmente oscila entre 20 y 100ul), y como

ingrediente final crucial para la reaccion, la enzima ADN polimerasa termoestable

Esta mezcla se somete a ciclos de tres reacciones sucesivas llevadas a cabo a
distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre veinte y
cuarenta. La mezcla se calienta, en el primer paso, hasta lograr la ruptura de los
puentes de hidrégeno que permite separar las dos cadenas que constituyen el ADN,
hecho que se conoce como "desnaturalizacion" (Satz y Kornblihtt, 1993). Este paso
expone las bases nitrogenadas del ADN blanco. En el segundo paso, la temperatura se
reduce para que ocurra la hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del ADN blanco
con los cebadores (ADN sintético de hebra sencilla), mediante el apareamiento de las
bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de ADN. Esta temperatura
depende de la temperatura de fusion (Tm) de los cebadores que generalmente oscila

entre 50 y 60°C. Obviamente, para que se pueda producir el apareamiento, cada uno
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de estos cebadores debe ser complementario del tramo al que tienen que unirse en las

cadenas separadas del ADN molde (Rodriguez y Barrera, 2004).

En tercer paso, a una temperatura de 72°C, una enzima ADN polimerasa
extiende los cebadores en el espacio comprendido entre ambos, sintetizando las
secuencias complementarias de las hebras del ADN molde. Para ello, la ADN
polimerasa usa desoxirribonucledsidos trifosfato (ANTPs) agregados a la mezcla de
reaccion. La temperatura a la que se realiza esta condicionada por aquélla a la cual
"trabaja" la enzima ADN polimerasa. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones
(desnaturalizacién, apareamiento, extension) el tramo de ADN elegido se ha duplicado y
el doble de su cantidad original se encuentra disponible para ser nuevamente replicado
en un segundo ciclo. El resultado de la aplicacion de numerosos ciclos "en cadena" da
lugar a la amplificacion geométrica del segmento de ADN delimitado por los cebadores
(Satz y Kornblihtt, 1993).

La necesidad de disponer de informacion previa acerca de la secuencia del ADN
a amplificar para disefar oligonucleotidos, limitdé inicialmente el desarrollo de
marcadores basados en la reaccion de PCR en plantas. La primera solucion a este
problema vino de la mano de los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs o
Fragmentos Polimérficos de ADN Amplificados Aleatoriamente) (Picca et al.,
2004).

3.4.3. RAPD (Randon Amplified Polymorhic DNA)

En 1990, Williams y colaboradores presentaron un método basado en la técnica
de PCR, en la que se utiliza cebadores arbitrarios para obtener marcadores moleculares
en cualquier tipo de genoma, denominaron a éste método como “Random Amplified

Polymorphic DNA” (RAPD) y a los polimorfismos que se producen “marcadores
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RAPDs". En esta técnica a diferencia de la PCR no se necesita conocer la secuencia
del ADN a amplificar y utiliza solo un cebador de 9 6 10 nucledtidos de longitud, con
una composicion en G+C entre 50% y 80%. Cada cebador amplifica por PCR varios
segmentos de ADN y en muchos de ellos aparecen polimorfismos entre las especies

analizadas, tanto de organismos procariotas como de eucariotas (Enrech, 2000).

El método RAPD fue adoptado de inmediato por su simplicidad y bajo costo, no
requerir de marcadores radioactivos y utilizar cantidades minimas de ADN. El
polimorfismo detectado puede deberse a un simple cambio de un par de bases,
inserciones o deleciones que modifican o eliminan el sitio de insercion del cebador; o
también inserciones en la secuencia gendmica que separan los sitios de insercion del
cebador a una distancia que no permite la amplificaciéon (Enrech, 2000). Para que la
amplificaciéon sea exitosa, la hibridacion de las dos copias del cebador no deben
exceder 5000 pb para lograr la amplificacion del segmento (Spooner et al., 2005). Las
bandas generadas se pueden clasificar de acuerdo a su intensidad de tinciéon (fuerte,
mediana, débil) frente al bromuro de etidio, lo cual puede ser un reflejo de la

especificidad de la amplificacién (Enrech, 2000).

En cuanto a la estandarizacién del protocolo de amplificacion deben establecerse
las concentraciones optimas, de acuerdo al material a utilizarse, de Mg,", de la enzima
Taqg ADN Polimerasa, del cebador y del ADN. Una vez estandarizadas las condiciones,
éstas deben mantenerse invariables durante todas las reacciones PCR en las cuales se

utilice el material bioldgico para el cual fueron establecidas (Enrech, 2000).

A pesar del menor costo y menor numero de etapas y tiempo para la obtencion
de resultados en comparacion con otras técnicas moleculares, el marcador RAPDs
tiene algunas desventajas como la caracteristica dominante: no es posible distinguir

cuando un segmento de ADN ha sido amplificado a partir de un locus heterocigoto (1
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copia) u homocigoto (2 copias) (Enrech, 2000). Y ademas, la dificultad de asumir
homologia entre dos segmentos amplificados de igual tamafio y sensibilidad a
pequefias modificaciones en la concentracion de los componentes de la reaccion,

pudiendo producir alteraciones en el patréon de los marcadores (Povh et al., 2008).

3.4.4. Diversidad Genética en Meliaceae Detectada por Marcadores
RAPDs

Se han realizando algunos estudios genéticos en poblaciones naturales, con el

objetivo de caracterizar la diversidad genética para las especies de Meliaceae.

Chalmers et al. (1994) describieron la aplicacién de la técnica RAPD para
determinar la magnitud de la variacion genética entre ocho especies de cuatro géneros
de Meliaceae, donde observaron diferencias genéticas profundas entre especies vy
géneros. Definieron una clara separacion de C. odorata de las otras especies,
encontrando que 95 % de las variables de la ampliacion de productos, diferian en
relacion a otros géneros, mientras que Lovoa trichilioides, Khaya spp. y Swietenia spp.
se agruparon en forma mas proxima entre si. Estos resultados son consistentes con el
punto de vista taxondmico actual. Se encontr6 que algunos marcadores genéticos
pueden ser utiles para el diagnéstico de algunas especies en particular y de gran valor
para la determinacion del estatus de algunos hibridos putativos. Los autores discuten la
importancia de la aplicacién de la técnica RAPD para el estudio de la variacion genética
en Meliaceas, sobre todo en el contexto de su utilidad para planear estrategias para la

conservacion genética de esta familia.

Gillies et al. (1995a), desarrollaron marcadores para cuantificar el nivel de
variaciéon genética dentro y entre las poblaciones de C. odorata; empled la técnica
RAPD para evaluar la diversidad y el efecto de la corta selectiva sobre la base genética

de esas poblaciones naturales. Las poblaciones colectadas de la costa Pacifica de
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Costa Rica expresan perfiles que son bastante distintos de aquellos individuos
colectadas en la costa Caribefa, y los individuos del Caribe de Costa Rica difieren de

los individuos de otros paises de Centro y Sudamérica incluidos en el analisis.

Una explicacién aparente podria ser la presion por seleccion en las areas muy
humedas de adaptarse a un medio con una alta humedad durante todo el afio y a la
competencia con vegetacion de bosque muy humedo y pluvial que posee una alta
agresividad y crecimientos en altura y diametro considerablemente mayores a otras

areas mas secas.

El estudio detecto diferentes niveles de diversidad dentro de las poblaciones, por
ejemplo un cebador dio un indice de 0.91 para una poblacién, mientras que otro dio un
indice de 2.51 para la misma poblacion. Se utilizé el indice de diversidad de Shannon
para medir la diversidad dentro y entre las poblaciones; los resultados variaron de
acuerdo al “primer” o cebador utilizado, sin embargo, todos los cebadores indican que
hay mas variacion entre las poblaciones que dentro de ellas, siendo ésta en promedio
del 60.4 % y 39.6 % para la diversidad dentro de las poblaciones.

Otro estudio realizado por Gilles et al. (1997b), determind la variacion genética
dentro y entre diez poblaciones naturales de Cedrela odorata L. de Costa Rica usando
la técnica RAPD. Los resultados de este estudio indicaron diferencias genéticas
significativas entre las poblaciones pertenecientes a la zona del Pacifico Norte, con
respecto a las del Atlantico/Pacifico Sur fue de 35.3 % y el 65.1 % del total de la
variacion fue a atribuible a las diferencias dentro de las poblaciones. Los valores de
diversidad dentro de las poblaciones calculados por el indice de diversidad de Shannon
variaban enormemente entre primers, pero en general, los componentes de la

diversidad genética dentro de las poblaciones fueron de 0.45.
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4.1. OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Para desarrollar el presente estudio se analizaron 92 individuos de Cedrela
odorata L. pertenecientes a 5 poblaciones naturales de Nicaragua: Bella Vista en el
Volcan Casita, Chinandega; Esquipulas en Matagalpa; Masatepe en Masaya; El Refugio
en el Volcan Mombacho, Granada; y La Trinidad en Esteli. Véase la Tabla 1 para
detalle de la ubicacion geografica de los departamentos donde se recolectaron las

muestras.

Aunque existen otras poblaciones naturales de Cedrela odorata L., en nuestro
pais, estas no fueron incluidas por no haber suficiente presupuesto en este estudio
para abarcar mas poblaciones. Debido a esto las poblaciones muestreadas fueron

seleccionadas en base a que estuvieran a menos de 150 km de la Ciudad de Leodn.

Tabla 1. Datos de los departamentos de Nicaragua donde ubican las poblaciones
naturales Cedrela odorata L. muestreadas de este estudio

Departamento Coordenadas UTM sl | ese | me e e | o
E N

CAS | Chinandega | 503903 | 1401105 | 789 » | 1276 | 1228 | 139.9 | 83.1
Km Km Km Km
. 97.8 | 100.4 | 53.7
ESQ Matagalpa 631620 | 1404864 | 668 gl vl st
MAS Masaya 591941 | 1316008 | 452 * 18.3 | 112
Km Km
REF Granada 607903 | 1307855 | 350 x 1%6

TRI Esteli 582827 | 1427319 | 629 .

Volcan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ), Masatepe (MAS), El Refugio (REF), La Trinidad (TRI);
coordenadas UTM,; altitud (en msnm) y distancias entre poblaciones (en Km)
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La colecta del material vegetal se realiz6 entre los meses de Julio y Agosto del
2007. Se tomaron los foliolos de hojas de arboles adultos con la ayuda de una tijera
telescopica y se colocaron en bolsas plasticas con silica gel debidamente etiquetadas.
La distancia entre arboles muestreados fue de 100 m. La media de arboles
muestreados por procedencia fue de 18.4 (rango de 14-22). La distancia minima entre
poblaciones fue de 18.3 Km. Se representa en el siguiente mapa los lugares en que se

hicieron las colectas.
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Figura 2. Mapa indicando las poblaciones muestreadas de Cedrela odorata L. de Nicaragua.

Las muestras se depositaron en bolsas platicas (con la ubicacion de la poblacion
y el numero de muestra) para su secado con silica gel de 3 a 5 dias. Los foliolos
deshidratados se pulverizaron en un mortero y se conservaron a -20 °C mientras se le

realizaba la extraccion de ADN.
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4.2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

La extraccion de ADN, se realizd a partir del procedimiento basado en el

protocolo descrito por Moller et al. (1992), adaptado para Cedrela odorata L. en el

Laboratorio de Genética Molecular de la UNAN-Le6n, a través del Proyecto Marcadores

2006.

4.21.
1.

Protocolo

En un tubo Eppendorf de 2 ml se depositaron 0.04 g de material vegetal
pulverizado para afadir 500 pl de Buffer TES (Tris 100 mM pH= 8.0, EDTA 10
mM, SDS 2%) mas 2 ul de B-mercaptoetanol 14.4 M. Mezclar.

Incubar a 65° C en bafio maria por 30 min, sacar los tubos para afiadir 140 pl
de NaCl 5 My 65 yl de CTAB 10 %. Mezclar por inversién y continuar incubando

por 10 min mas.

3. Anadir 225 pl de acetato de amonio 5 M y dejar por 30 min en hielo.

4. Agregar un volumen de cloroformo alcohol:isoamilico (24:1). Mezclar por

inversion. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min a 4° C.

Transferir la fase superior acuosa a un nuevo tubo y afadir aproximadamente un
volumen de cloroformo alcohol:isoamilico (24:1). Mezclar por inversion.
Centrifugar a 12000 rpm por 10 min a 4° C.

Transferir la fase superior acuosa a un nuevo tubo y afadir un volumen de

isopropanol puro frid. Mezclar por inversion.

7. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min a 4° C.

8. Lavar dos veces con etanol 70%. Después de la segunda lavada se deja el tubo

abierto a temperatura ambiente para secar el sedimento.
Disolver el sedimento en una cantidad adecuada de TE (Tris 10 mM y EDTA 1

mM) dependiendo de la cantidad de sedimento.
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10.Anadir 1 yl de ARNasa por cada 10 pl de muestra de ADN obtenida de la
extraccion. Incubar por 1 h a 37° C en baino maria.
11.Conservar el ADN a -20 ° C.

4.2.2. Chequeo y cuantificacion del ADN extraido

Para verificar la presencia del ADN extraido se realizd un chequeo cualitativo
mediante electroforesis en un minigel de agarosa al 0.8 % usando tampoén TAE 1X (0.04
M Tris-acetato, 0.001 M EDTA) y una velocidad de migracion electroforética de 5 V/cm.
La muestra de ADN se coloco en los pocillos del gel con la ayuda de un tampdn de
carga (EDTA 10 mM, glicerol 20% y azul de bromofenol 0.25%). Después de la
migracion de aproximadamente 30 min, se verifica la presencia de ADN visualizandolo
bajo luz ultravioleta a 260 nm, después de ser tifiendo el gel de 15 a 20 min en una

solucion de bromuro de etidio a 0.5 pg/ml.

Si los resultados son positivos las muestras se cuantifican preparando un factor
de dilucion de 200 (5 ul de la muestra y 995 pl de agua destilada) que se depositan en
cubetas de cuarzo para determinar la concentracién de ADN en un espectrofotometro
Lambda EZ201 (UV vis Spectophotometer) a una absorbancia (A) de 260 nm. La

concentracion se calcula en pg/ul con la formula:

Aoeoxfactor de dilucionx50
1000

Donde:

Aoso= Absorbancia de la muestra a 260 nm

50= Factor que indica que una absorbancia de 1.0 se tienen 50 ug/mi

1000= Factor de conversion de ml a pl

Conocida la concentracion del ADN extraido se diluye a 5 ng/ pl y se conservan a —20°
C.
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4.3. AMPLIFICACIONES DE ADN CON LA TECNICA RAPD

4.3.1. Seleccion de cebadores

Para esto, se utilizaron diferentes cebadores de la marca Operon Technologies,
Inc. (OP), USA y de University of British Columbia, Vancouver, Canada (UBC) que
estan disponibles en el Laboratorio de Genética Molecular de la UNAN-Leon, los cuales
fueron ensayados en solo tres muestras de ADN para seleccionar entre ellos los que

generaron mayor numero de bandas de buena resolucion y mayor polimorfismo.

Tabla 2. Designacién y secuencia de los 31 cebadores ensayados en tres muestras de
ADN de Cedrela odorata L. con la técnica RAPD

Cebadores Secuencia 5’ > 3’ Cebadores Secuencia 5’ > 3’
OPA-04 AAT CGG GCT A OPK-18 CCTAGT CGAG
OPB-10 CTGCTGGGAC OPM-04 GGC GGTTGTC
OPC-18 TGA GTG GGT G OPM-05 GGG AACGTGT
OPD-07 TTG GCACGG G OPN-09 TGC CGGCTT G
OPE-12 TTATCG CCCC OPN-12 ACC AGG GGC A
OPF-01 ACG GAT CCT G OPQ-02 TCT GTC GGTC
OPF-05 CCGAATTCCC OPR-02 CACAGC TGCC
OPG-10 AGG GCCGTCT OPR-07 ACT GGC CTG A
OPH-07 CTGCATCGTG OPS-07 TCC GATGCT G
OPH-18 GAA TCG GCC A OPS-18 CTGGCGAACT
OPJ-04 CCG AACACGG OPT-08 AAC GGC GAC A
OPK-03 CCAGCTTAGG OPU-16 CTGCGC TGG A
OPK-08 GAA CAC TGG G UBC-223 GATCCATTGC
OPK-09 CCCTACCGAC UBC-228 GCT GGG CCG A
OPK-12 TGG CCCTCAC UBC-411 GAG GCCCGTT
OPK-13 GGT TGTACCC
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Para la seleccién de cebadores y la obtencién de marcadores RAPDs en el total
de las muestras colectadas, se utilizd una mezcla de reaccién y un programa de
Amplificacion basado en el protocolo descrito por Williams et al., (1990), adaptado para
Cedrela odorata L., en el Laboratorio de Genética Molecular de la UNAN-Ledn, a través

del Proyecto Marcadores 2006.

4.3.2. Preparacién de mezcla de reaccion de Amplificaciéon

En un tubo PCR de 0.5 ml se preparo un volumen final de 25 pul de una solucion

con los siguientes componentes:

= Buffer PCR 1X (50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCl,, 10 mM de Tris—HCI pH =9)

= MgCl; 1.5 mM

= dNTPs a 200 uM de cada dATP, dCTP, dGTP ydTTP

= Cebador o primer 0.2 pM

= Taq polimerasa 1 U (Fisher Scientific).

= ADN 25ng

4.3.3. Pasos de Amplificacion de RAPD

Cada tubo de PCR se colocé en un termociclador Amplitron® Il Thermolyne

programado con los siguientes:

Desnaturalizacién inicial de 3 min a 92 °C, seguida por 45 ciclos de:
= Desnaturalizacion, 1min a 92 °C
= Hibridacién, 2 min a 37 °C

= Extension, 1 mina 72 °C

Extension final de 8 min a 72 °C y a conservacion a 4 °C por tiempo indefinido.
41




DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN CINCO POBLACIONES NATURALES DE Cedrela odorata L. UTILIZANDO LA
TECNICA RAPD

4.3.4. Chequeo de Amplificacion

La muestra de ADN amplificada se mezcla con 5 ul de tampén de carga para
depositarla en los pocillos del gel de agarosa 2.0% sumergido en un tampén de TAE
1X. Ademas, se coloca en el primer pozo 10 pl de marcador de ADN de peso molecular
(DirectLoadTM Wide Range DNA Marker Sigma 1 kb). Una vez realizada la
electroforesis a 5 V/cm, se tifie el gel sumergido en una cubeta que contiene una
solucién de bromuro de etidio 0.5 uyg/ml por 15 a 20 min. Luego se coloca el gel sobre
una lampara UV (260 nm) para visualizar los fragmentos de ADN y fotografiarlos para

su documentacion.

4.4. ANALISIS DE DATOS

Se construy6 una matriz presencia-ausencia, a partir de los patrones de bandas
obtenidos para cada individuo con los 9 cebadores utilizados en este estudio,
otorgandoles un valor de “1” a la presencia de banda y “0” a la ausencia de banda.
Esta fue analizada utilizando una prueba de correlacion incluida en el programa SIMINT
del paquete informatico NTSYS 2.20, para conocer si habian bandas que estaban
simultdaneamente presentes o simultaneamente ausentes en los mismos individuos
(Rohlf, 2005).

4.4.1. Proporcién de Loci Polimérficos
Una medida de variacion genética intrapoblacional es la proporcion de loci

polimérficos refiriéendose a la ocurrencia de las diferentes formas genéticas de un

locus en la misma poblacién.
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Se calcula a partir de los patrones de bandas definidos de las amplificaciones
RAPD dividiendo la frecuencia de loci polimorficos por el total de loci (polimorficos y

monomorficos):

P = ng/nwtar [ecuacion 1]
Donde:

P = proporcién de loci polimorficos
Np; = numero de loci polimorficos
Niotal = NUMero total de loci (IPGRI y Cornell University, 2004).

Se calcula para cada cebador con todas las poblaciones y en cada poblacion
con todos los cebadores.

Se estimaron a través del programa informatico TFPGA 1.3 (Miller, 1997). Para
este programa, comparado con el NTSYS, en la matriz de presencia-ausencia se usa el
numero “1” para marcar presencia de una banda, “2” para marcar la ausencia en lugar
del “0” y el “0” se usa para marcar datos perdidos. También se diferencian los datos por

poblacién numerandolos debidamente.

4.4.2. Diversidad Genética Intrapoblacional

Para estimar la diversidad intrapoblacional se utilizaron los marcadores RAPDs o
bandas polimorficas en el conjunto de las muestras analizadas. La diversidad

intrapoblacional se determiné calculando: la diversidad fenotipica y diversidad génica.

4.4.2.1. Diversidad Fenotipica (Hj)

Primero se considera las frecuencias fenotipicas: frecuencia de presencia de
banda y frecuencia de ausencia de banda, para calcular hi que es la diversidad del

marcador i detectado por un determinado cebador. Se calcula utilizando el estadistico
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no sesgado de Nei (1987), definido para bajo numero de individuos como:

hi=—~ &t i6
n-1 [ecuacién 2]

Donde:

n: numero de individuos analizados en la poblacion.
pi- es la frecuencia del fenotipo i.

Luego se calcularon los valores de Hj que es la diversidad por cebador en cada
poblacién, con la finalidad de poder establecer comparaciones entre los niveles de
diversidad detectados por cada cebador. Se calcula como:

Y

. r

[ecuacién 3]

Donde:
hi: diversidad del marcador i detectado por un determinado cebador.
r: es el numero de marcadores revelados por ese cebador.

Finalmente se calcul6 el valor de diversidad fenotipica (H;) como la media de
los valores Hj para obtener la diversidad por poblaciéon con todos los cebadores

utilizados.

Todas las estimaciones se realizaron utilizando el programa informatico Arlequin
3.01 (Excoffier et al., 2005). Aqui se utilizaron matrices de presencia-ausencia 1y 0. Se

hicieron tantas matrices como cebadores con los datos agrupados por poblacion.

4.4.2.2. Diversidad Génica (H,)

Para calcular la diversidad génica se consideran las frecuencias alélicas:

frecuencia del alelo dominante y frecuencia del alelo nulo. Para ello, cada banda fue
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considerada como un locus con dos alelos, el alelo dominante seria el amplificable

mientras que el recesivo seria el alelo nulo no amplificable.

Las frecuencias alélicas para cada locus en cada poblacion se estimé utilizando

el mismo estadistico no sesgado de Nei (1978):

. 2n(1_2ipi2) L,
hi —T [ecuacion 4]
Donde:

pi: frecuencia del alelo i en la poblacion analizada.
n: numero de individuos analizados de dicha poblacion.

La diversidad génica en la poblacién (Hg), se calcul6 promediando los valores
hi obtenidos para todos los loci analizados. Estas estimaciones se realizaron utilizando
el programa informatico TFPGA 1.3 (Miller, 1997).

Para realizar una comparacion estadistica de las distribuciones medias
poblacionales entre las diversidades fenotipicas y génica se utilizo el test de la t para

muestras apareadas del paquete estadistico STATGRAPHICS Plus ver 5.1.

4.4.3. Diferenciacion Entre Poblaciones

La diferenciacion entre las poblaciones se puede estimar tanto en términos de la

diversidad fenotipica como en término de las distancias genéticas entre poblaciones.

4.4.3.1. Estimacién en Términos de la Diversidad Fenotipica

La estimacion la diversidad interpoblacional o coeficiente de diferenciacion entre

poblaciones (Gst) para cada cebador, requiere previamente del céalculo de de la
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diversidad intrapoblacional media (Hpop) y de la diversidad total (Ht). Estos analisis se
realizaron para cada cebador basandose en lo descrito por Nei (1987), de la siguiente

manera:

1. Calculo de la diversidad intrapoblacional media (Hpop):

1
H POP — H Zn Hj [ecuacion 5]

Donde:

H;. es la diversidad por cebador.
n: es el numero de poblaciones.

2. La diversidad total (Ht), estimada como indica en la ecuacion 2 pero a partir de
las frecuencias de cada fenotipo en el conjunto de la muestra analizada. Es decir, se
hicieron tantas matrices como cebadores, pero los datos se introdujeron de tal forma

como si fuesen de una unica poblacion.

3. El componente de diversidad intrapoblacional.

Hpop

Hy

4. El componente de diversidad interpoblacional o coeficiente de diferenciacion

[ecuacion 6]

entre poblaciones:
Hy — Hpop
HT

El valor Ggr total se obtuvo como promedio del total de cebadores utilizados.

GST =

[ecuacion 7]
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4.4.3.2. Estimacion en Términos de Distancias Genéticas. Analisis de la

varianza molecular (AMOVA)

La informacion proporcionada por los marcadores RAPDs se utilizé siguiendo el
procedimiento desarrollado por Excoffier et al. (1992), aplicado a fenotipos segun Huff
et al. (1993). Se analizaron fenotipos globales teniendo en cuenta todos los marcadores
detectados. Los fenotipos fueron comparados dos a dos para determinar una medida de
la distancia entre ellos. La distancia empleada fue calculada como el numero de bandas
no compartidas por los dos fenotipos comparados que es equivalente a una distancia
euclidiana al cuadrado (5ij°). De esta manera se construyé una matriz de distancias

entre todos los fenotipos analizados.

La idea central de la AMOVA es utilizar la matriz de distancias para realizar un
andlisis de varianza para los fenotipos obtenidos donde se extraen sus dos
componentes: varianza entre individuos pertenecientes a una misma poblacién vy

varianza entre individuos entre poblaciones. Véase el disefio del analisis en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio del Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

. Media de
Grados Media de
desviaciones al
Fuente de variacion de desviaciones al
cuadrado
libertad cuadrado
esperadas
Entre poblaciones P-1 MSD(AP) no,’ + oy’
Dentro de poblaciones N-P MSD(WP) 02
Total N-1 MSD(T) o7’
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Donde:

P: es el numero de poblaciones

N: es el numero de individuos

MSD(AP): media de las desviaciones al cuadrado entre poblaciones
MSD(WP): media de las desviaciones al cuadrado dentro de poblaciones
MSD(T): media total de las desviaciones al cuadrado

N: tamafio muestral medio y esta dado por la siguiente ecuacion:

NZ
i
n=—">— [ecuacién 8]
P-1

Cada media de desviaciones al cuadrado es obtenida de la suma de

desviaciones al cuadrado (SSD) entre el grado de libertad. En cada caso, el valor de

SSD se expresa como una funcién de las distancias fenotipicas entre los individuos que

se estén analizando. Por ejemplo:

1 N N
SSDyry = ;, 2. 2.8 fecuacion ]

=l k=l
Donde 0 es la distancia calculada entre los individuos j y k de la muestra total.

Este analisis permite calcular el estadistico ® analogo al F de Wright, con

siguiente ecuacion:

b, = [ecuacion 10]

Los niveles de significancia de los componentes de la varianza y los estadisticos

@ fueron obtenidos mediante un analisis permutacional no paramétrico utilizando 1000

repeticiones.
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También se obtuvo una matriz con los valores ®sr entre cada par de
poblaciones, que permite medir el grado de diferenciacion entre las poblaciones
estudiadas. Estos valores se determinan mediante la correlacién entre pares de
fenotipos tomados al azar de una misma poblacién, con respecto a la de pares de
fenotipos tomados al azar del total de la muestra estudiada. Todos estos analisis se

realizaron utilizando el programa informatico Arlenquin 3.01 (Excoffier et al., 2005).

4.4.4. Relaciones Filogenéticas

La matriz de valores ®st fue convertida en una matriz de distancias genéticas
analogamente a lo propuesto por Reynolds et al. (1983), para valores Fgsr utilizando el

programa Arlenquin 3.01:

D=-In (1- ®s7) [ecuacion 11]

Para construir el dendrograma de relaciones filogenéticas se utilizaron los

siguientes programas estadisticos:

El programa NEIGHBOR del paquete informatico PHYLIP 3.65 (Felsenstein,
2004), para aplicar el método de neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) a los valores de

distancia genética.

El programa informatico TreeView 1.6.6 (Page, 1996) para lograr una mejor

presentacion del grafico (dendrograma).

El programa NJOIN del software NTSYS 2.20 (Rohlf, 2005), se utilizé para probar
la bondad de ajuste del dendrograma resultante con la matriz de valores de distancias

genéticas. Para ello, primero en formato NTSYS se construyé el mismo dendrograma
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introduciendo la matriz de coascendencia de Reynolds et al. (1983). Luego con el
comando COPH del mismo software se extrajo del dendrograma la matriz cofenética y
utilizando el programa MAXCOMP incluido en NTSYS 2.20 (Rohlf, 2005), se realiz6 una
comparacion con la matriz original de los valores de distancias genéticas (Sneath vy
Sokal, 1973), mediante una prueba de correlaciéon producto-momento. Realizando un
analisis permutacional de Mantel (1967), con 1000 permutaciones, se determiné el nivel
de significancia de esta prueba. Este programa también fue utilizado para comprobar si
existia o0 no correlacidon positiva entre distancias genéticas (matriz de distancias de

coascendencia) y distancias geograficas entre poblaciones individuales.
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Hamrick et al. (1997), citado en el 2008 por Hernandez, describe que se espera
altos niveles de variacién genética en las especies con grandes rangos de distribucion,
altos niveles de fecundacidon cruzada, alta fertilidad, sistema de polinizacion por el
viento, largos periodos de generacion, y que ocurren en habitats que representan

avanzados estados de sucesion.

Tales caracteristicas son aplicables para la especie de C. odorata excepto la
polinizacion por viento, debido a que la especies es polinizada por pequefias polillas,
abejas y avispas, y sus semillas son dispersadas por el viento. Analisis del sistema de
apareamiento confirma que C. odorata es una especie de fecundacion cruzada obligada
a través de todos los linajes del Norte y Centro, asi como posiblemente a través de los
linajes del Sur. La autofecundacion en arboles de C. ordorata ocurren muy raramente
por lo que las semillas de las plantas son el producto de la polinizacién cruzada lo que

contribuye a producir altos niveles de diversidad genética.

El método RAPD esta siendo utilizado con éxito para determinar los niveles y
modelos de diversidad genética tanto en especies sexuales como clonales. Enrech
(2000), senala que Chalmes y col. en el aio 1992, fueron los primeros en realizar un
trabajo sobre la utilizacion de los marcadores RAPDs para estimar la variacion genética

intra e interpoblacional en poblaciones naturales de especies forestales (Gliricidia).

Al iniciarse un estudio con aplicacién de este método, deben establecerse las
condiciones 6ptimas en los dos pasos fundamentales del proceso: extraccion de ADN y
amplificaciones de ADN (Enrech, 2000). Previos a este trabajo, estos procesos fueron

optimizados a través del Proyecto Marcadores 2006.
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Basado en que Cedrela odorata L. se caracteriza por lo citado anteriormente, los
analisis de los resultados que se presentan a continuacion se realizaron bajo el

supuesto de que las poblaciones estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.

5.1. EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN en las 92 muestras colectadas de Cedrela
odorata L. basado en el procedimiento descrito por Mdller et al. (1992), adaptado para

esta especie. Cuya presencia se chequeo en minigel de Agarosa 0.8%.

Figura 3. ADN extraido de 4 muestras de Cedrela odorata L. de la poblacion Casita

Se cuantific6 por Espectrofotometria la concentracion de las muestras
obteniéndose un rango minimo de 70 ng/pl y maximo 19.820 ng/ul. Realizando un solo
proceso de Extraccion se obtuvo ADN en cantidades suficientes para utilizarlos en las
Amplificaciones RAPDs de este estudio. Esto fue una gran ventaja para este estudio

donde se realizaron las colectas en lugares distantes.

5.2. AMPLIFICACIONES RAPDs

Debido a que los cebadores que se utilizan en la técnica RAPD se
complementan al azar en el genoma a amplificar (Loo et al., 1999), y aunque en
muchos de ellos aparecen polimorfismos entre los genotipos analizados (Enrech, 2000),

no todos amplifican por no poseer secuencias complementarias en el ADN, por lo que
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hay que ensayar un conjunto de cebadores para seleccionar entre ellos aquellos que
generen bandas de buena resolucion para detectar asi mayor numero de polimorfismos
entre los genotipos analizados, lo que garantiza obtener datos mas confiables en
estudios de caracterizacion de variabilidad (Khasa et al., 1996). (Figura 4).

De los 31 cebadores ensayados, 9 produjeron patrones definidos y bandas de
buena resolucion, los que se utilizaron en el total de los 92 individuos muestreados. En
la siguiente tabla se presentan los 9 cebadores seleccionados utilizados en este

estudio.

Tabla 4. Designacion y secuencia de los cebadores empleados en este estudio

OPF-01 ACG GATCCT G 8 3 11 450-2000
OPG-10 AGGGCCGTCT 5 6 11 670-3000
OPN-09 TGC CGG CTT G 4 7 11 270-1300
OPR-07 ACTGGCCTG A 12 1 13 370-3000
OPS-18 CTGGCGAACT 6 7 13 400-3700
OPT-08 AAC GGC GACA 10 0 10 450-2700
OPU-16 CTGCGCTGG A 8 2 10 500-2000
UBC-228 GCTGGG CCG A 14 1 15 500-2000
UBC-411 GAG GCCCGTT 11 3 14 350-3000
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Figura 4. Amplificaciones RAPD con el Cebador OPS-18 en muestras de C. odorata de la poblacién el Volcan

Casita. En la linea 1 se presenta el Marcador de Peso Molecular. Las flechas sefialan las bandas polimoérficas
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El numero de bandas vari6é desde 10, obtenido por igual con los cebadores OPT-
08 y OPU-16, a 15 con el cebador UBC-228. La media de bandas por cebador fue de
12. Los 9 cebadores generaron un total de 108 bandas con tamafos que variaron de
3700 a 370 pb, de los cuales 78 fueron bandas polimorficas. Estos resultados estan
dentro del rango que recomiendan Nybom y Bartish (2000), de usar al menos 50 a 100
0 mas marcadores polimorficos, lo que significa que se obtuvieron una cantidad de

datos RAPD fiables en este estudio.

En el estudio realizado por Gilles et al. (1997b), utilizando RAPD en poblaciones
costarricense de C. odorata con 14 cebadores, obtuvieron un total de 97 bandas
polimodrficas en 68 muestras pertenecientes a 10 diferentes localidades. La diferencia de
datos con este estudio se debe a que aunque ellos utilizaron menos muestras,
obtuvieron mayor numero de bandas polimoérficas, debido a que utilizaron mayor

numero de cebadores.

Cada cebador amplifica varios segmentos de ADN debido a que su corta longitud
incrementa la posibilidad de que en varios lugares del genoma, se hibrida el cebador
simultaneamente a distancias amplificables distintas, que permiten la sintesis de
fragmentos de ADN de diversos tamarfos (Kernodle et al., 1993). El numero y tamano
de los fragmentos generados estrictamente depende de los nucleétidos del cebador y
de la muestra de ADN usada, resultando en un patrén de bandas especifico (Klein et
al., 1991).

5.3. Proporcion de Loci Polimérficos

En este estudio para definir los patrones de bandas especificos de los genotipos
con cada cebador ensayado, se tomo el criterio citado en Fontedevila y Moya (1999), de

que un locus es polimorfico (presente en unos individuos y ausentes en otros) cuando la
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frecuencia del alelo raro en la poblacion es superior al 0.05, aplicando asi este criterio a
las bandas polimorficas que aparecian en unos pocos genotipos. A partir de los
patrones de bandas se obtuvo la proporcién de bandas polimorficas, la que se calcula
en cada cebador con todas las poblaciones y en cada poblacion con todos los
cebadores; dividiendo el numero de bandas polimorficas que se presenten entre el total

de bandas obtenidas. Estos resultados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 5. Numero y porcentaje de bandas polimorficas obtenidas con RAPD.

7 7 8 7 7 7.2

OPF-01 (63.34) (63.34)  (72.73)  (63.34)  (63.34) (65.45)

3 4 4 2 2 3
OPN-09 (27.27) (36.36)  (36.36)  (18.18)  (18.18) (27.27)
6 6 4 4 5 5
OPS-18 (46.15) (46.15)  (30.77)  (30.77)  (38.46) (38.46)

7 8 7 8 8 7.6

OPU-16 (70.00) (80.00)  (70.00)  (80.00)  (80.00) (76.00)

11 10 11 10 7 9.8

UBC-411 (78.57) (71.43) (78.57) (71.43) (50.00) (70.00)

Volcan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ), Masatepe (MAS), El Refugio (REF), La Trinidad (TRI)
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En el andlisis de cada cebador con todas las poblaciones, todos los cebadores
produjeron bandas polimérficas, siendo los de mayor porcentaje promedio el cebador
OPR-07 con una media de 86.15%, seguido del cebador OPT-08 con 84.00%, lo que
significa que fue alta la frecuencia de hibridaciones de estos cebadores en las muestras

analizadas y de menor porcentaje fue el OPN-09 con 27.27%.

En cuanto al analisis de cada poblaciéon con todos los cebadores, se observa que
todas las 78 bandas polimérficas en el conjunto de la muestra analizada fueron también
polimérficas dentro de cada poblacion, con valores promedios maximo de 68.51% en la
poblacion de Esquipulas y minimo de 56.48% en la poblacion de La Trinidad, siendo

63.33% el valor medio de todas las poblaciones.

Debido a que estos datos se obtienen tomando en cuenta sélo a las bandas
polimodrficas producidas por los cebadores, éstas representan las variaciones por
mutaciones en los sitios donde el cebador no encontré complementariedad para hibridar
en el genoma a amplificar, resultando de estos cambios en la presencia o ausencia de
un segmento RAPD (Whitkus et al., 1994). Por el caracter dominante de los
marcadores RAPDs, no es posible distinguir cuando un segmento de ADN ha sido
amplificado de un locus heterocigoto u homocigoto por lo que estos marcadores al
expresarse como presencia o ausencia de una banda amplificada se traduce en una

pérdida de informacién genética (Enrech, 2000).

5.4. DIVERSIDAD GENETICA INTRAPOBLACIONAL

5.4.1. Diversidad fenotipica (Hj)

Una de las medidas para estimar la diversidad intrapoblacional, fue calcular las

frecuencias fenotipicas (H;) en cada una de las 5 poblaciones, para cada cebador
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aplicado en este estudio. Estos resultados se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Estimaciones de la diversidad fenotipica intrapoblacional obtenidas con cada
cebador (H;) y los valores medios (Hr) considerando todos los cebadores para cada
poblacion con RAPD

0.241 0.375 0.428 0.410 0.326

OPF-01 +0.162 +0.227 +0. 255 +0.246 +0.208

0.244 0.399 0.247 0.195 0.200
+0.195 £0.275 £0.195 £0.165 £0.172

OPN-09

0.364 0.354 0.216 0.254 0.311

OPS-18 +0238  +0229  +0.157  +0.178  +0.213

0.334 0.367 0.349 0.347 0.391

OPU-16 +0.210 +0.223 +0.215 +0.214 +0.242

0.424 0.387 0.468 0.168 0.251
UBC-411 +0.246 +0.222 + 0.264 +0.112 +0.158

Volcan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ), Masatepe (MAS), El Refugio (REF), La Trinidad (TRI)

De todos los cebadores utilizados, solo OPU-16 fue el que generd niveles mas
similares de diversidad dentro las poblaciones, el resto de los cebadores presenta
diferentes frecuencias fenotipicas, destacandose mas el cebador OPG-10 con un
minimo de Hj=0.242 en la poblacién de El Refugio y un maximo de Hj=0.514 en La
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Trinidad. Lo ideal en RAPD es que los cebadores den frecuencias fenotipicas similares
y no tan variables por lo que se recomienda usar mayor numero de cebadores para
producir datos mas estables y asi minimizar un posible sesgo que produce este tipo de

marcadores en el analisis intrapoblacional.

El valor medio que se obtuvo de cada poblacion, con todos los cebadores (Tabla
6), indica los valores medios de la diversidad fenotipica (Hs), sefialando que estos
valores fueron similares entre si ya que oscil6 entre el rango de H=0.304 en la
poblacion de La Trinidad y de H=0.383 en Esquipulas. El valor medio en total de las

cinco poblaciones fue de H= 0.338.

5.4.2. Diversidad génica (H,)

En la tabla 7 se presentan para cada poblacion, los valores medios de la
diversidad génica (frecuencias alélicas) por locus (Hg), comparandolos con los valores
medios de porcentajes de polimorfismo (P+= sobre el total de bandas o proporcion de
loci polimérficos de la Tabla 4 y Pp,= sobre el total de bandas polimorficas) y diversidad
fenotipica (Hr) de la Tabla 5.

Con esta otra medida de la diversidad intrapoblacional se obtuvo un valor medio
para la diversidad génica de 0.311, siendo la poblacion de Esquipulas la que presento
menor grado con un Hyg=0.295 y La Trinidad la mayor con un Hyq=0.333. Al comparar
estos valores con los de la diversidad fenotipica (Hr) por poblacién, se observa que
estos ultimos fueron ligeramente superior para las poblaciones del Volcan Casita,
Esquipulas y Masatepe, y lo contrario sucedié con las poblaciones de EL Refugio y La
Trinidad (Tabla 7 y Figura 4).
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Tabla 7. Valores de polimorfismo y diversidad obtenidas con RAPD en las 5
poblaciones analizadas. Entre paréntesis error tipico

. 0.326 0.305

Casita 64 59.26 82.05 (0.025) (0.020)
0.372 0.300

Masatepe 73 67.59 93.59 (0.030) (0.019)
o 0.309 0.333

La Trinidad 61 56.48 78.20 (0.034) (0.020)

Diversidades fenotipicas y génicas por poblaciéon

05F -4  Diversidad
r 1 [ Fenotipic

0,4 [ 4 B Génica
S 030 ]
o L ]
[} L ]
s 0,2 - .
01~ .
ok E

Casita Esquipulas Masatepe El RefugioLa Trinidad
Poblacion

Figura 5. Representacion de las estimaciones de diversidad fenotipica y diversidad
génica encontrada en marcadores RAPDs en Cedrela odorata L.
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Al comparar la media de la diversidad fenotipica resultdé bastante similar
(H=0.339), a la de la diversidad génica (Hg=0.311).

Al aplicar la prueba t cuya hipétesis nula es que Hf — Hg media es igual a O frente
a la hipotesis alternativa en la que Hf — Hg media no es igual a 0. Puesto que el P-valor
(P=0.294713) para este test (t=1.20472) es superior o igual a 0.05, podemos rechazar

la hipétesis nula para un nivel de confianza del 95.0%.

El coeficiente de correlacion (r) es igual a -0.879 (P<0.05), lo que indica una

correlacion positiva entre las variables, la cual es estadisticamente significativa.

Gilles et al. (1997b), en su estudio con marcadores RAPDs en poblaciones
costarricenses, también presentan los valores medio de cada poblacién analizada con
todos los cebadores usando el indice de Diversidad de Shannon. A diferencia de este
estudio, que dentro de las poblaciones se obtuvo valores de Diversidad Fenotipica
similares, ellos reportan niveles distintos de estos valores dentro de las poblaciones con
un rango maximo de 1.897 en una poblacion en el Pacifico Norte y un minimo de 1.181
en una poblacién en el Atlantico. Estas diferencias con respecto a este estudio podria
deberse a que el muestreo de las poblaciones costarricense incluyé material de dos
regiones diferentes del pais Pacifico Norte y Atlantico/Pacifico Sur, donde estas
poblaciones estan adaptadas a distintas condiciones ambientales, ya que la region del
Atlantico/Pacifico Sur recibe gran cantidad de lluvia mientras que la del Pacifico Norte

experimenta un gran numero de meses seco.

Los estudios en C. odorata con marcadores de Cloroplasto y AFLP por Cavers et
al. (2003a), ambos en poblaciones costarricenses de C. odorata, no reportan estos tipo
de analisis que mide la diversidad intrapoblacional, ya que no presenta resultados, ni de

la diversidad fenotipica, ni de la génica para compararlos con este estudio. Asi como
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i

tampoco se reportan este tipo de analisis en el estudio de marcadores AFLP realizado

por De la Torre et al. (2008), en poblaciones de C. odorata de la Amazona Peruana.

5.5. DIFERENCIACION ENTRE POBLACIONES

La variacion genética puede ocurrir en tres niveles jerarquicos: i) dentro de la
poblacion, ii) entre las poblaciones de la misma especie, y iii) entre las diferentes
especies. Separando del mismo modo la variacion genética en tres componentes: i) la
diversidad genética (la cantidad de variacion genética), ii) diferenciacion genética (la
distribucion de la variacion genética entre las poblaciones), y iii) la distancia genética (la
cantidad de variacion genética entre pares de poblaciones). Entendida como la
variacion de los genes hereditarios en los organismos biologicos, la diversidad genética
puede ser medida en el plano individual, en la poblacion y a nivel de especie
(Hernandez, 2008).

5.5.1. Estimacidén en términos de la diversidad fenotipica

A partir de los valores de la diversidad fenotipica intrapoblacional (Hj) con cada
cebador se obtiene: la diversidad fenotipica intrapoblacional media por poblacién
revelados por cada cebador (Hpop); los correspondientes valores en el conjunto de la
muestra analizada (Hy), la proporcion de la diversidad total atribuible a diferencias

dentro de poblaciones (Hpop/Hr) y las diferencias entre poblaciones (Gsr).

El valor medio interpoblacional (0.069) obtenido con los 9 cebadores utilizados,
indica que el 6.9% de la diversidad es atribuible a diferenciacién entre poblaciones,
mientras que el valor medio intrapoblacional (0.931) senala que el 93.1% restante de la
diversidad es debido a los individuos dentro de una misma poblacién. Estos datos se

muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Diversidad intrapoblacional (Hpop/Hrt) € interpoblacional (Gst) con 9 cebadores

RAPD en las 5 poblaciones muestreadas y los correspondientes valores medios

Cebador Hpop Ht Hpop/HT (HT-l'?:(:pIHT)
OPF-01 0.356 0.413 0.862 0.138
OPG-10 0.381 0.372 1.024 -0.024
OPN-09 0.257 0.290 0.886 0.114
OPR-07 0.376 0.390 0.964 0.036
OPS-18 0.300 0.376 0.798 0.202
OPT-08 0.313 0.216 1.449 -0.449
OPU-16 0.358 0.375 0.955 0.045
UBC-228 0.332 0.391 0.849 0.151
UBC-411 0.340 0.414 0.821 0.179
Media 0.335 0.360 0.931 0.069

Los mayores valores intrapoblacionales obtenidos con los cebadores OPG-10 y
OPT-08, muestran que existen mas diferencias entre individuos de una misma
poblacion que entre individuos de distintas poblaciones. OPS-18 con un valor

interpoblacional (0.202) fue el cebador que mas diferenciacion dio entre poblaciones.

Este tipo de analisis realizado en el estudio de Gilles et al. (1997b), para los
valores calculados de diversidad dentro de las poblaciones se encontré que variaban de
acuerdo a los cebadores, con un cebador se determiné que un 45% del total de la
diversidad era evidente dentro de las poblaciones, mientras que con otro, se encontré
un valor del 63%. Contrario a lo obtenido en nuestros analisis RAPD para la
diferenciacion fenotipica, en este estudio, se obtuvo mayor variacion interpoblacional
(55%) que intrapoblacional (45%) (no asi para el Andlisis Molecular de la Varianza
cuyos resultados se presentan mas adelante). Ellos justifican haber encontrado mayor
variacion entre poblaciones debido a que estas pertenecian a la zona seca y humeda

de Costa Rica.
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El estudio en 2 grupos de poblaciones de C. odorata costarricense de Cavers et
al. (2003a), con AFLP reporta un Gsr alto de 0.98. Otro estudio realizado por estos
mismos autores, con ADN de cloroplasto para conocer el nivel de distribucién de la
diversidad de C. odorata en poblaciones de Mesoamerica, colectadas de los paises de
México, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama, reportan un nivel de
diferenciacion interpoblacional de 0.96, siendo uno de los mas alto obtenidos cuando lo
comparan con los obtenidos en otras especies como Quercus sp. (Gst=0.828),

Vouacapoua americana (Gst=0.89), Argania espinosa (Gs71=0.60).

En este estudio el valor interpoblacional obtenido fue bajo comparado a los altos
valores reportados por Cavers y colaboradores. Esto l6gicamente puede deberse a que
las poblaciones muestreadas en Nicaragua son todas de la Regién del Pacifico. En
cambio, es de esperarse que entre las distintas poblaciones Mesoamericas que fueron
designadas en tres linajes diferentes: Norte (México, Guatemala), Central (Honduras,
Nicaragua, y noroeste Costa Rica) y Sur (este y suroeste de Costa Rica y Panama), y
en el caso del estudio que solo incluye las poblaciones costarricenses, estas
pertenecen a dos ecotipos diferentes y ademas al distanciamiento geografico entre

ellas.

5.5.2. Estimacion en términos de distancia genéticas

Esta estimacion se realiza a partir de un Analisis Molecular de la Varianza
(AMOVA) para los fenotipos obtenidos, donde se extraen sus dos componentes:
varianza entre individuos pertenecientes a una misma poblacion y varianza entre

individuos entre poblaciones.

En la Tabla 9 se muestran los resultados del Analisis Molecular de la Varianza
(AMOVA) donde se encontré también que es mayor el porcentaje de variacion (86.19%)
dentro de las poblaciones, que entre poblaciones (13.81%). Los valores de P<0.001
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obtenido del analisis entre y dentro de la poblaciones sugiere que existe variacion
significativa, tanto entre las 5 poblaciones como dentro de los individuos de cada una

de las poblaciones.

Tabla 9. Resultados del analisis de AMOVA en las 5 poblaciones muestreadas de
Cedrela odorata L. usando RAPD

Fuente de Suma de Componentes Porcentaje de . .-
. .. . . . Estadistico ®
variacion cuadrados de varianza variacion
Entre Kk
. 4 209.855 2.13930 13.81
poblaciones
¢ST =0.1381
Dentrode 47 4451 591 13.35162 86.19*
poblaciones
Total 91 1371.446 15.49092
*** P<0.001

Test de significancia después de 1000 permutaciones

A pesar de que el estudio RAPD de C. odorata en poblaciones costarricense
(Gillies et al., 1997b), encontré mayor variacién interpoblacional con respecto a los
valores intrapoblacional los datos del analisis de AMOVA resultaron lo contrario, ya que
se determind que la mayoria del total de variacion puede ser atribuida a las diferencias
dentro de las poblaciones (65.1%), y que una cantidad significativa también fue
atribuida a la variacion entre las poblaciones de 2 zonas distintas pertenecientes a las
regiones del Pacifico Norte y Atlantico/Pacifico Sur (35.3%). Otro estudio en
poblaciones colectadas a lo largo del territorio de Costa Rica con marcadores AFLP los
analisis de AMOVA demostraron una alta variacion (83.5%) entre grupos de
poblaciones pertenecientes al este y sur este de Costa Rica, una pequefa cantidad de
variacion fue encontrada entre poblaciones dentro de los grupos (5.4%), aumentando

un poco la variacion dentro de las poblaciones (11.2%) (Cavers et al., 2003a).
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Resultados similares se presentan en el estudio AFLP en poblaciones de C.
odorata de dos areas protegidas distintas de la Amazona Peruana: Parque Nacional
Manu y Aréa Conservada Los Amigos (De la Torre et al.,, 2008), donde la mayor
variacion (72.7%) fue dentro de las poblaciones, obteniéndose menores porcentaje de
variacion tanto entre poblaciones dentro de los grupos (10.80%) como entre grupos

(16.48%).

A diferencia de este estudio, los resultados presentados en el parrafo anterior se
obtuvieron analizando poblaciones pertenecientes a regiones distintas por lo que éstos
presentan datos de variacion entre grupos o zonas analizadas. Al comparar la presencia
de variacion dentro de grupo de estos estudios, vemos que todos presentan como es de
esperarse, mayor variacion dentro de las poblaciones a excepcion del estudio de
Cavers et al. (2003a), aunque cuando ellos presentan sus datos de AMOVA separados
por Haplotipos A y B analizados, resulta que es mayor la variacion dentro de las
poblaciones (A=79.8 y B=52.6).

Estudios RAPDs en otras especies forestales como los realizado en llex
paraguariensis (Gauer y Cavalli-Molina, 2000), en Pinus oocarpa (Diaz, 2001), P.
tecunumanii (Cerda, 2007), entre otros han demostrado que la mayor variabilidad
genética es intrapoblacional que interpoblacional. Segun Hamrick (1990), citado por
Enrech (2000), es lo esperado en especies de plantas maderables perennes de larga

vida y de fecundacion cruzada.

También el AMOVA permitié calcular el valor de ®sr que mide el grado de
diferenciacion entre todas las poblaciones, resultando un valor de 0.1381 (13.8%), el
cual es mayor que el valor entre las poblaciones estimado a partir de las diversidades

fenotipicas (Gst=0.069) 6 6.9%. (Tabla 9 y 8 respectivamente).
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Los valores maximos observados de lo estadisticos Gsry @, anadlogos a los F
de Wright (Fst) generalmente son mucho menor que uno. Presentan unrango de
0 < Fst<1, donde 0= no hay divergencia genética y 1= fijacién de un alelo diferente en
cada poblacion. Los siguientes rangos de Fst determinados por Wright (1978), son los

siguientes:

Pequefia: de 0 a 0.05
Moderada: de 0.05 a 0.15
Grande: de 0.15a 0.25
Muy grande >0.25

De acuerdo a esto, en las 5 poblaciones de C. odorata se encontré una
moderada diferenciacion tanto con los valores obtenidos utilizando diversidades
fenotipicas (Gst=0.069), como los obtenido con AMOVA ($s7=0.1381).

El estudio de Gillies et al. (1997b), no reportan valores ®sr en sus analisis de
AMOVA. De la Torre et al. (2008), reportan valores analogo de Fsr para todas las
poblaciones de los 2 grupos de C. odorata de la Amazona Peruana analizados, con un
valor grande de 0.20. Cavers et al. (2003a), reporta estos valores para los 2 grupos de
las poblaciones costarricense analizadas de ®srt= 0.20 y 0.47, los cuales resultaron en

diferenciacion genética grande y muy grande respectivamente.

Al comparar el grado de diferenciacion de este estudio con los mencionados
anteriormente, estos ultimos fueron mucho mas altos, debido a que se empled la
técnica AFLP que produce informacion de regiones no metiladas del genoma que
también son codificantes (también hay regiones repetidas no metiladas, pero en menor
medida), igualmente utilizan sistemas de geles mas fiables puesto que poseen mayor
poder de resolucion, como son los geles de poliacrilamida. En cambio, los RAPDs que
estan ampliamente distribuidos en el genoma, cuyo contenido es principalmente no
codificante, revelan informacion mayoritaria de estas secuencias que al no estar
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sometidas a seleccion natural tienen mayores indices de mutaciones (Diaz y Ferrer,
2003).

Todos estos resultados basados en los valores ®sr que mide el grado de
diferenciacion entre todas las poblaciones, indican que C. odorata puede tener
tendencia a desarrollar una diferenciacion marcada entre las poblaciones.
Probablemente, la alta diferenciacion podria deberse a las caracteristicas intrinsecas de
la especie, tales como su amplio rango de distribucion, rapido crecimiento, polinizacion
por insectos capaces de volar largas distancias, semillas dispersadas por el viento, y
fecundacioén cruzada, combinado con factores sociales y econdmicos tales como la
valoracién de los arboles de C. odorata, permitiendo su regeneracion natural de las
especies como cercas Vvivas, establecimiento de plantaciones, sistema de

agroforesteria, pueden explicar altos niveles de diversidad genética (Hernandez, 2008).

5.5.3. Diferenciacién entre pares de poblaciones

®st mide el grado de diferenciacion entre todas las poblaciones estudiadas. Por
ello, también puede determinar la correlacién entre pares de fenotipos tomados al azar
de una misma poblacién con respecto a la de pares de fenotipos tomados al azar del
total de la muestra estudiada. Cuanto mayor sea el grado de parentesco en cada una
de las poblaciones individuales, mayor sera la diferenciacién entre las distintas

poblaciones.
En la Tabla 10 se presentan los valores ®st entre todos los pares de

poblaciones, para conocer las relaciones en cuanto a la mayor o menor diferenciacion

existente entre ellas.
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Tabla 10. Valores de ®st entre pares de poblaciones obtenidos a partir de RAPD.

CAS ESQ MAS REF TRI

CAS 0

ESQ 0.081 0

MAS 0.154 = 0.062 0

REF 0.197 = 0.116 0.093 0

TRI 0.241 0.188 0.173 0.152 0

Volcéan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ), Masatepe (MAS), El Refugio (REF), La Trinidad (TRI).

Sin embargo, en este estudio el coeficiente de correlacion entre distancias
geograficas y distancias genéticas, resultdé no significativo, ya que presentaron una
diferenciacion moderada tanto en las poblaciones mas cercanas de 18.3 Km entre El
Refugio y Masatepe (Ps7=0.093), distancias similares de 122.8 Km y 122.6 Km entre
Masatepe y Casita (Psr=0.154) y Trinidad y El Refugio (®s7=0.152) y en las mas
distantes de 139.9 Km entre El Refugio y Casita (Ps1=0.197), fue la unica con una

diferenciacion grande.

Todos los valores ®s7 resultaron moderados independientemente de la distancia
geografica entre ellos. El menor valor de diferenciacion entre pares de poblaciones
(Ps7=0.062) se presenta entre Masatepe y Esquipulas que estan a una distancia
geografica de 97.8 Km y el mayor valor (®st =0.241) es entre La Trinidad y El Casita
con una distancia de 83.1 Km (Tabla 1 y 10). Estos resultados se analizan al discutir el

dendrograma obtenido en las relaciones filogenéticas.

Muchos autores sostienen que la mayor parte de la variacibn molecular es
selectivamente neutral o casi neutral y que los patrones observados de diferenciacion
entre poblaciones de la misma especie pueden estar determinados por la interaccidon
entre migracion-deriva genética a como citan los autores Moritz y Hillis, 1996; Hamrick y

Godt, 1989, respectivamente.
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5.5.4. RELACIONES FILOGENETICAS

Los resultados de agrupamientos por poblaciones y no por individuos de mayor o
menor proximidad genética entre las cinco poblaciones de C. odorata se representan
graficamente en el dendrograma (Figura 6), realizado a partir de la matriz de distancias
genéticas de Reynolds et al., (1983) (Tabla 11). Esta distancia es una medida apropiada
para estimar la divergencia entre poblaciones debida exclusivamente a la deriva

genética.

Tabla 11. Matriz de distancias genéticas de Reynolds et al., (1983), obtenidas a partir
de RAPD

CAS ESQ MAS REF TRI
Casita (CAS) *
Esquipulas (ESQ) 0.084 *
Masatepe (MAS) 0.168 0.062 *
El Refugio (REF) 0.220 0.123 0.098 *
La Trinidad (TRI) 0.275 0.208 0.190 0.165 *

En el dendrograma se distingue un grupo formado por las poblaciones de Volcan
Casita, El Refugio, Masatepe y Esquipulas y de manera aislada se presenta la

poblacién de La Trinidad.

Las poblaciones que formaron el grupo fueron las que presentaron baja
distancia genética: Masatepe- Esquipula= 0.062, Esquipula-El Casita=0.084 y EI
Refugio y Masatepe=0.098. En el caso de El refugio y Masatepe, aunque no tengan el
valor mas bajo, son las poblaciones dentro de este grupo que tienen la menor distancia
geografica (18 Km). Estos bajos valores de distancia genética podrian indicar que aun
existe flujo de genes entre estas cuatro poblaciones, las que pueden estar conectadas

por arboles aislados y esparcidos entre ellas a través de los polinizadores.
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Por el contrario, La Trinidad que es la poblacién que se presentd aislada en el
dendrograma, fue la que mostré la mayores distancias genéticas, como en el caso de
La Trinidad-Esquipula=0.208 y Trinidad-El Casita=0.275, a pesar de no tener La
Trinidad la mayores distancia geografica con las poblaciones de Esquipulas y El Casita.
Esto se podria explicar, a que las distancias genéticas entre estas poblaciones se
deben a la deriva genética, ya que al estar tan fragmentadas van quedando aisladas y

se fijan alelos por el azar, diferenciandose asi los alelos de una poblacién a otra.

Casita

Masatepe

Refugio

0.1 Trinidad

Matriz de correlacion cofenética r= 0.993

Figura 6. Analisis Neighbour-joining mostrando las relaciones genéticas de 5 poblaciones

de Cedrela odorata utilizando marcadores RAPDs.
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El valor del coeficiente de correlacion de Mantel entre la matriz original y la
cofenética (r) del dendrograma fue de 0.993 (P=0.9937). Los valores del coeficiente de
correlacion cofénetica pueden ser interpretados por el ajuste entre el dendrograma vy la

matriz original de la siguiente manera: (Zambrano et al. 2003).

= Mayor de 0.9 = muy bueno
= 0.9 a 0.8=bueno
= 0.8 a 0.7 =pobres

= Menores de 0.7 = muy pobre

Por lo que se considera que el dendrograma obtenido tiene un ajuste muy bueno

comparado con la matriz original.

El analisis de correlacion entre las distancias genéticas de Reynolds y las
distancias geograficas, resulté con un bajo coeficiente de correlacion de r= 0.090
(P<0.001) que indica que no hay correlacion estadisticamente significativa entre estas
distancias. Esto podria sugerir que la distribucion de las poblaciones indican

divergencia del patrén neutral de aislamiento por distancia (Cavers et al. 2003b).

En el estudio de Cavers et al. (2003b), con el ADN de cloroplasto en poblaciones
Mesoamericana de C. odorata, donde sugieren que C. odorata colonizé Mesoamérica
de poblaciones originadas en Suramérica, dos de las poblaciones utilizadas en nuestro
estudio Masatepe y La Trinidad fueron filogeograficamente agrupadas junto con otras
dos poblaciones nicaragienses (Ometepe y Wabule), en un solo haplotipo con las
poblaciones de Honduras y el noroeste de Costa Rica, reuniéndolas como un linaje de

haplotipo denominado “Central”.
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De continuar las fragmentaciones de las poblaciones naturales de Cedrela
odorata L., de Nicaragua, como se pudo constatar durante las giras de colecta, donde
practicamente existen solo remanentes de arboles, esto podria afectar la fertilidad de
esta especie ya que los aislamientos evitarian que los polinizadores puedan volar entre
ellas. Esto reduce el flujo de genes, elevando la endogamia y depresion de endogamia,
lo que podria tener serias consecuencias sobre el fitness de las poblaciones. También
el cambio climatico puede considerarse como una posible amenaza para la especie, por
ejemplo cambios en la temperatura puede afectar el comportamiento de los

polinizadores o incrementar la frecuencia de los incendios. (Hernandez, 2008).
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Las conclusiones de los resultados obtenidos del presente estudio para determinar la
diversidad genética en cinco poblaciones naturales de C. odorata de Nicaragua, son las

siguientes:

= Con 9 cebadores seleccionados para los analisis RAPDs, se gener6 un 72% de
bandas polimérficas en las 92 muestras de 5 poblaciones de C. odorata. La proporcion
de bandas polimorficas de todos los cebadores con todas las poblaciones dio un valor
medio de 63.33%.

= Los valores medios para medir la diversidad intrapoblacional fueron similares
tanto de la diversidad fenotipica (Hf=0.339) como génica (Hg=0.311). El menor valor de
diversidad fenotipica y génica la presentaron El Refugio y Esquipulas respectivamente y

La Trinidad el mayor valor en ambos.

= Se encontré una mayor variacion genética de C. odorata intrapoblacional que
interpoblacional. Los valores estimados dentro de las poblaciones fueron altos
(93.1% para diversidad genotipica y 86.19% segun AMOVA) y bajos entre poblaciones
(6.9% para diversidad génica 0.069 y 13.8% segun AMOVA).

= El grado de diferenciacion entre las poblaciones de C. odorata (®s1=0.138) fue
moderada segun Wright. También los valores ®gr entre los pares de poblaciones

resultaron moderados independientemente de la distancia geografica entre ellos.

= En el | dendrograma obtenido por el método de neighbor-joining se distingue un
grupo central formado por las poblaciones del Volcan Casita, El Refugio, Masatepe y
Esquipulas. Y de manera aislada se presenta la poblacion de La Trinidad. El analisis de
correlacion entre la distancias genética de Reynolds y la Distancia Geografica indicé

qgue no hay correlacién estadisticamente significativa entre estas distancias.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio para determinar la diversidad genética
en cinco poblaciones naturales de Cedrela odorata de Nicaragua, utilizando marcadores

RAPDs permiten hacer las siguientes recomendaciones:

= Ampliar este estudio con las poblaciones no muestreadas de Cedrela odorata L.
y que incluyan tanto las regiones del Pacifico como del Atlantico, para obtener el rango
total de la diversidad presente en nuestro pais. Los resultados obtenidos deberian ser

usados para considerar estrategias de conservacion-reforestacion.

= Que el INAFOR a través del CMG&BSF promueva estudios de variabilidad
genética en arboles plus de Cedrela odorata L. seleccionados de las poblaciones
naturales de Nicaragua, para ser utilizados en futuros ensayos de progenie en

programas de mejoramiento genético.

= Promover estudios cooperativos entre diversas instituciones forestales de
Latinoamérica, que permitan ampliar la cobertura de este tipo de estudio en la especie,

a lo largo de su distribucién natural.
= Utilizar este tipo de estudio en la busqueda y seleccion de genotipos de Cedrela

odorata L. resistentes al ataque de Hypsipyla, para luego promover estos genotipos

como una medida practica y eficaz en la lucha contra esta plaga.
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