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RESUMEN

En la presente investigacion se aplicaron analisis estadisticos a datos
morfoldgicos y moleculares de 92 individuos pertenecientes a cinco poblaciones
naturales de Cedrela odorata L. (El Casita, Esquipulas, La Trinidad, Masatepe y El
Refugio), esta investigacion es para determinar la variabilidad genética de estas
poblaciones con dos tipos de marcadores. Los analisis morfoldgicos de 4 variables
(DAP, altura de la planta, altura del fuste y diametro de cobertura) identificaron que
las poblaciones de El Casita, Esquipulas y La Trinidad son mas heterogéneas, en
cuanto a las variables DAP y altura de la planta. Las variables mas correlacionadas
fueron el diametro de cobertura con el DAP vy la altura de la planta. Con los datos
moleculares (78 marcadores RAPDs) se encontrd en las poblaciones por separado
que la diversidad genética total mas baja la exhibiéd Esquipulas, mientras que la mas
alta se encontrd en La Trinidad, usando tanto los indices de diversidad de Nei, (H.)
como el de Shannon (H,). También con el indice de Shannon se calculd en todo el
conjunto de las poblaciones la particion de la variacién encontrandose que es mayor
dentro de las poblaciones (86.64%) que entre las poblaciones (13.36%), como es de
esperarse en poblaciones forestales. Los analisis de agrupamiento de las distancias
genéticas de Nei y coordenadas principalesrelacionda las poblaciones en 2 grupos en
los cuales La Trinidad y El Casita fue el que presentd el mayor grado de
diferenciacién. Al comparar con la prueba de Mante no se encontrd correlacion entre
las distancias genéticas, morfoldgicas y geograficas. La no correlacion entre
distancias genética (a nivel de ADN) con la geografica indican que estas poblaciones
no siguen un modelo de aislamiento por distancia; y con la morfoldgica puede
deberse a las pocas variables utilizadas y que éstas solo eran vegetativas y no

reproductivas.
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Determinacidn de la variabilidad genética
de cinco poblaciones naturales deCedrela odorata L.

en Nicaragua usando marcadores RAPDsz morfolégicos Introduccion

1. INTRODUCCION

Cedrela odorata L. (cedro) es un arbol perteneciente a la familia Meliaceae, el
cual es una de las especies maderables mas importantes de Centroamérica. Su fina
madera ha sido extraida y utilizada durante siglos, debido a esto en la actualidad es
cada vez mas dificil encontrarla. De acuerdo a Patifio (1997), a causa de diversos
factores, resaltando entre ellos los procesos deforestacion y fragmentacion de los
bosques y el aprovechamiento selectivo sobre los mejores individuos, se ha disminuido
el tamafno de sus poblaciones (nimero de individuos por poblacién), afectando su

constitucion genética.

De manera general, la reduccién en la poblacién trae como consecuencia directa la
reduccién en la variabilidad genética, la cual es una condicidon importante para las
especies, ya que les permite enfrentar los retos presentes y sobrevivir, ademas les da
capacidad de adaptacidn a cambios ambientales futuros. (Frankham et a/, 2002).Al
caracterizar una especie se esta estimando la variabilidad existente en el genoma
vegetal de la poblacion de individuos que la conforman, asi toda la informacion

codificada por los genes establece su identidad morfoldgica (Franco & Hidalgo, 2003).

En los ultimos afnos la utilizacion de técnicas moleculares ha permitido
complementar la informacién obtenida a través de la caracterizacidon morfoldgica.
Demey et a/. (2003), afirman de que entre las técnicas de marcadores moleculares mas
usadas para caracterizar y evaluar la variabilidad genética existentes se encuentra el
ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD). Dicha técnica estd basada en la
amplificacién al azar de diferentes fragmentos de ADN con un sélo cebador de 10
nucledtidos de largo que identifican polimorfismos que son usados como marcadores
(William et al., 1990). En la UNAN-Ledn se han hecho estudios con esta técnica

paraevaluar la diversidad genética de Jatropha curcas (Williams & Ramos, 2000), Sabal

Autor: Walter Soza -1- Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia
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mexicana (Guido, 2005), Pachiraguinata (Dolmus& Garcia, 2006), Musa sp. (Reyes &
Rios, 2006), Pinus tecunumanii (Cerda, 2007) y Cedrela odorata L. (Tijerino, 2009).

Es evidente que los esfuerzos por conservar los recursos forestales han sido
ampliamente rebasados por la velocidad con que se estan deteriorando (Patifo, 1997).
Este hecho unido a los problemas de propagacion que se presenta el cedro, por ejemplo
su corta area de dispersion de la semilla (Galvan., 1996) y el ataque del lepiddptero

Hypsipyla grandella Zeller son las principales causas para su redoblamiento.

Debido a que la reduccién del cedro implica la reduccion de su variabilidad
genética y por lo tanto su fitness reproductivo.Esta investigacion tuvo como objetivo
principaldeterminar la variabilidad genética de las poblaciones naturales de cedro en
Nicaragua a través de la relacion entre caracterizacion molecular y morfoldgica; ya que
esto nos permite conocer la estructura poblacional, y disefar programas eficientes para
la conservacion y reforestacion de la especie. Asi como para el establecimiento de
plantaciones forestales con fines de mejoramiento genético, fuente semillera vy

produccién maderera.

Autor: Walter Soza -2- Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia
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11. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

% Determinarla variabilidad genética de cinco poblaciones naturales de Cedrela odorata

L. de Nicaragua a través de la relacion entre caracterizacion molecular y morfoldgica.

2.2. Objetivos especificos

% Realizar estimaciones de diversidad genética de cada poblacion individual a partir de

la informacién proporcionada por marcadores morfoldgicos y RAPDs.

% Determinar la variabilidad genética dentro y entre poblaciones para cada tipo de

marcador.

% Conocer la relacién filogenética entre las cinco poblaciones con los dos tipos de
marcadores.

% Realizar comparaciones entre los datos morfoldgicos y RAPDs.

Autor: Walter Soza -3- Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia
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111. MARCO TEORICO

3.1. Generalidades morfolégicas de Cedrela odorata L.

Los arboles de C. odoratason moderadamente longevos. Se reporta un arbol en
Belice con 110 anillos y arboles con un contorno de 13-14" tienen una edad media de
125 afos.También sefiala que es una especie que crece rapidamente y que en
condiciones Optimas alcanza 1 m de didametro en 50-60 afos, creciendo 3 m cada
ano.(Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestres, 2007).Es un arbol que pueden alcanzar unos12-30 m de alto, con
fustes hasta 1.5-2 m de diametro. Su corteza externa es de gris-café a negra (Figura
1la), con fisuras longitudinales irregulares y regularmente distribuidas. Su corteza
interna es de color rosado a “rojo pardo” con olor a ajo y de sabor amargo(Stevens et
al, 2001).

La madera tiene un olor agradable y varia considerablemente segun el origen y
las condiciones de crecimiento.El color oscila entre rojo oscuro palido a medio. La
madera de rapido crecimiento suele ser mas palida y de peso mas ligero que la de los
arboles que crecen mas lentamente (Stevens et al., 2001).Las hojas compuestas de 25
a50 cm de largo (Figura 1b), se agrupan en los extremos de las ramas, con 6—12 pares
de foliolos ovado-lanceolados de 7-15 cm de largo y 3-5 cm de ancho (Stevens et al.,

2001). Con el haz de color verde oscuro y el envés mas claro o verde amarillento.

Las inflorescencias (Figura 1c), son de gran tamafo y muy ramificadas.
Presentan numerosas flores pequefias de 15 a30 cm de longitud, de color blanco
verdusco y de olor agradable (Stevens et al, 2001). El fruto esuna capsula lefiosa

(Figura 1d), café o café-gris, oblongo-elipsoide a obovoide de 2-5 cm de largo y 1 cm

Autor: Walter Soza -4 - Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia
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de ancho, puede contener entre 25 a 40 semillas. Las semillas son café claras de forma
alargada y aplanada que se prolongan por una expansion membranosa semejante a un
ala fina, de tamafio pequeno de 2-3.5 cm de largo incluyendo el ala, (Stevens et al.,
2001). El peso de las semillas es de alrededor del 8 al 10 por ciento del peso seco de la
fruta. Un kilogramo contiene de 20,000 a 50,000 semillas.

N — ==

. . = ‘ :
Figura 1. C. odoratal.: corteza ; (a), hoja ;(b), flor; (c) y(d), fruto. (Fotos por David Cerda).

3.1.1. Ciclo reproductivo de Cedrela odorata L.

Segun Cintrén (1990), el ciclo reproductivo del cedro esta sincronizado con la
temporada de crecimiento del sitio; a través de su distribucion florece al comienzo de la

temporada lluviosa: de mayo a agosto en México, las Indias Occidentales y el norte de

Autor: Walter Soza -5- Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia



Determinacidn de la variabilidad genética
de cinco poblaciones naturales deCedrela odorata L.
en Nicaragua usando marcadores RAPDs y morfoldgicos Marco Tedrico

la América del Sur y de septiembre a octubre en Argentina y en Nicaragua en abril a
septiembre. La florescencia comienza cuando las nuevas hojas comienzan a expandirse.
Los arboles son monoicos; las flores masculinas y femeninas aparecen en la misma

inflorescencia, pero la especie es proterdgina (las flores femeninas se abren primero).

Las alozimas de plantulas germinadas a partir de semillas recolectadas en la
naturaleza utilizadas para producir estimaciones de hibridacién de C. odorata no han
revelado pruebas de autofecundacion (Convencién sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, 2007).Las flores presentan
caracteristicas asociadas con entomofilia; se cree que los principales polinizadores son

las abejas y las mariposas.

Fructifica de junio a marzo. El desarrollo de los frutos toma aproximadamente de 9
a 10 meses y los frutos maduran durante la siguiente temporada seca. Los arboles
comienzan a producir frutos a una edad de 10 a 12 afios (Stevens et al,, 2001).El fruto
aparece cerca de la punta de las ramas. Las frutas maduran, se rajan y liberan las
semillas cuando aun esmaterno el arbol y sus semillas son dispersadas por el viento. El

fruto se desprende una vez liberada la semilla (Cintron, 1990).

3.1.2. Distribucidon y habitaten Nicaragua

El area de distribucidon natural esta eclipsada por la explotacion, las plantaciones
forestales y evasiones del cultivo. C. odorata crece en todas las tierras bajas de América
Central y América del Sur hasta el norte de Argentina y la mayoria de las islas del
Caribe, en Nicaragua es comuin en Bosque Humedo tropical, Bosque Humedo
subtropical, Bosque Seco Tropical y entre otros, en todas las zonas del pais, el
cedro es una especie generalista en cuanto al clima, encontrandose sobre una vasta
distribucion geografica de 20 y 32 °C,(Cintrén, 1990).

Autor: Walter Soza -6 - Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia
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Segun Pennington (2006), En América Central y México se da sélo en lugares no
inundados, con frecuencia en piedra caliza bien drenada, como en los bosques
semicaducifolios de la peninsula de Yucatan. Sin embargo, en Perl y Brasil amazdnicos
es comun sobre todo en suelos fértiles inundados periédicamente por el flujo y reflujo
del Amazonas y sus principales afluentes.Este mismo autor sefiala que el area de
distribucion se sitia generalmente entre cerca del nivel del mar y 800 m, con algunos
registros hasta 1.500 m, pero éstos pueden ser introducidos como plantas. Crece en
suelos bien drenados y no tolera bien los suelos nutritivamente desequilibrados. Tolera

una variacion en pH y requiere buenos niveles de luz.

3.1.3. Usos de Cedrela odorata L.

C. odorata recibe considerable atencion debido al alto valor de su madera, a su
apariencia atractiva, sus adecuadas propiedades fisico mecanicas, y a su resistencia al
ataque de termitas. Por ser una madera preciosa, fragante, liviana y de color rosado es
ampliamente explotada ya que es empleada en la elaboracion de muebles finos,
construccién interna, trabajos de gabinetes, canoas, pisos, puertas, marcos de
ventanas, cajas para puros y en la fabricacion de instrumentos musicales. También esta
especie es usada como cortina rompevientos, cercas vivas, proteccién de cultivos, en el
control de erosidn y conservacion de suelos. Por su porte majestuoso, también destaca

su uso en el area ornamental(Stevens et al., 2001).

Con los frutos se hacen arreglos artesanales, principalmente flores. Las raices,
hojas y la corteza del tronco se utilizan en la medicina tradicional, para curar fiebres,
diarreas, disenteria, dolores de estdmago, parasitos intestinales, dolor de muelas y
oidos, contra la diabetes, febrifugo, caidas o golpes y paludismo. La corteza de la raiz es

usada para la epilepsia. Las semillas poseen propiedades vermifugas. El tallo es
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antipirético, abortivo para acelerar el parto. El latex es empleado como expectorante

contra la bronquitis(Stevenset a/., 2001).

3.2.Condiciones actuales de las poblaciones naturales de

Cedrela odorata en Nicaragua y Centro America

C. odorata tiene gran interés comercial desde hace mas de 300 afios por lo que
se ha explotado considerablemente, y a causa de la explotacién excesiva en toda su
area, su distribuciéon ha disminuido hasta el punto de que raramente se encuentran ya
grandes arboles de buena forma y buen tamafio en zonas aisladas y en las regiones
mas inaccesibles , lo que ha producido una erosién genética de esta especie a lo largo
de su area de distribucién natural , al punto de que esta incluida por la UICN en la lista
de especies que corren gran peligro de extincién en la naturaleza a mediano plazo
(Convencidén sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora

Silvestres, 2007), Veases figura 2.

C. odorata es vulnerable a los efectos de aislamiento de la fragmentacion del
habitat y a la reduccidn de la densidad de poblacién. En un estudio de la influencia del
aislamiento reproductivo y la fragmentacién sobre las tasas de crecimiento de la
progenie en Costa Rica, se observd que arboles madre aislados producian una progenie
inferior, en comparacién con los arboles de bosques continuos y pastos (Navarro,
2002a). No se dispone de estimaciones sobre la poblacion total actual. Segin se
informa, Cedrela odorata se da en abundancia, sobre todo en América Central
((Convencidn sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres, 2007). Sin embargo, Navarro et al, (2004) reportan que C. odorata no es
comun a lo largo de los bosques himedos tropicales americanos. Sus cifras siguen

reduciéndose a causa de la explotacidn sin regeneracién satisfactoria.
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Cavers et al, (2004), utilizaron una combinacion de marcadores genéticos
(secuencia de cloroplasto y polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados,
AFLP) y caracteres morfologicos para describir la variacion de C odorata en toda
Mesoamérica. Se observaron tres unidades separadas: México, Belice y Guatemala;
Honduras y Nicaragua; Costa Rica y Panama.La variacion puede dividirse ademas a nivel
del pais. Los marcadores genéticos (ADN polimérfico amplificado al azar, RAPDs)
hallaron un elevado nivel de diferenciacion genética entre poblaciones de C. odorata de

las regiones septentrional y meridional de Costa Rica (Gillies et al.,1997).

Son poco los estudio que se han hecho en Nicaragua sobre Cedrela odoratal,
como el de Tijerino (2009), y solo se encuentra informacion vieja de la década de los

anos 70.

Tijerino (2009), reporta que durante el muestreo realizado en este estudio, se
pudo observar que han quedado poblaciones remanentes de Cedrela odorata L. en sitios
como Esquipulas, Matagalpa, La Trinidad en Esteli y el Refugio en el Volcan Mombacho
en granada 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 encontrd problema de ataques, esto seria debido a
que los individuos de estas poblaciones estan en estado adulto. Lindo (2007), quien
realizd un estudio por la UNAN-Ledn, para obtener la Validacién del Método Uso de
Algodon en plantaciones de Cedrelay Swietenia, cita que el ataque es menos frecuente
en el bosque natural en donde los arboles hospederos son pocos 0 muy esparcidos de
manera que nunca se desarrolla una alta acumulacién de insectos y menos frecuente en

la sombra que bajo el sol.

La densidad de la poblacion varia considerablemente. Rio San Juan, Nicaragua,

tiene una densidad de un arbol de C. odoratapor 100 ha (Convencién sobre el Comercio

Autor: Walter Soza -9- Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia



Determinacién de la variabilidad genética
de cinco poblaciones naturales deCedrela odorata L.
en Nicaragua usando marcadores RAPDs y morfoldgicos Marco Tedrico

Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, 2007),Veases
figura 3. Actualmente existen 2,3 has de ensayos con 47 descendencias de una sola
procedencia, Bella Vista, Chinandega. El objetivo principal es investigar la posibilidad de
disminuir el dafo ocasionado por Hypsiphilla grandella a través de seleccion de
genotipos de resistentes a tolerantes de esta plaga. Segun los resultados se pueden
considerar en el futuro el establecimiento de huertos semilleros y la conservacion de

este material.

Figura 2. Distribucion potencial de: C. odorata en Centro América
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Figura 3.Distribucién de poblaciones de C. odorata. Dato de mapa 2011. Tomado de Cite this

page: Tropicos.org. Missouri .//MapsGoogle.aspx—?mapid=391719. Botanical Garden. 10 Mayo 2011

3.3. Estructura genética de la planta

Patino (1997), citaque 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. La mayoria de las especies forestales tal es el caso de Cedrela odorata
predomina el sistema de cruzamiento de polinizacion cruzada, lo que les confiere una
amplia diversidad genética, debido a la mayores probabilidades de recombinacion
genética. También favorece el flujo genético, entre poblaciones, la cual evita la
diferenciacion entre ella. Sin embargo, varios factores puede modificar el patrén de

cruzamiento, como la estructura demografica y el tamafio de la poblacion.
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La distribucién de la variacion genética esta influenciada por varios factores, que
son: tamano efectivo de cruzamiento, la forma de dispersion de semillas y el tipo de
comunidad donde la especie es frecuente, biologia reproductiva, tipo de cruzamiento
(autofecundacion o reproduccion cruzada), o dispersion de polen y semillas (por el
viento, por animales, por insectos, por gravedad), (Flores, 1990). También influye si la
planta es perenne o anual, el porte de la misma, si es arbdrea o arbustiva, y la
distribucion de la especie, es decir, si estd ampliamente distribuida o si presenta una
distribucion restringida (endémica). Asi, las especies alégamas (con reproduccion
cruzada), generalmente, presentan una mayor diversidad genética que las especies
autdégamas (con autofecundacion), ya que la reproduccidon cruzada genera variabilidad
genética, produciendo una mayor diversidad genética intrapoblacional (Gonzalez & Sosa,
2002).

Flores, (1990) afirman que la estructura genética de las especies vegetales y de
sus poblaciones esta determinada en parte por las caracteristicas del nicho ecoldgico 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.A su
vez, Pennington (1981), indica que a pesar de la aparente indefinicion genética, las
especies se mantienen como tales, debido a sus relativas diferencias morfologicas y a

los diferentes ambientes ecoldgicos en los que crecen en su rango de distribucion.

3.4. Mejoramiento Forestal

El mejoramiento genético forestal se define como el proceso de identificacion y
desarrollo de poblaciones genéticamente superiores de especies forestales, y el uso de
estas poblaciones como fuentes de semilla (u otro material propagativo) para establecer

plantaciones mejoradas (Jara, 1998).
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Martinez & Ochoa (2010), sefialan que la fuente de semillas guarda una gran
importancia, llegandose al grado de que los programas mas exitosos de mejoramiento
genético forestal son aquellos que inician utilizando procedencias y fuentes de semillas
mas adecuadas, por lo que el establecimiento de rodales y huertos semilleros, ensayos

de procedencias y progenies cobran relevante importancia.

Un rodal semillero ya sea en plantaciones o en el bosque natural, es definido
como un grupo de arboles de la misma especie, donde predominan arboles
fenotipicamente aceptables y donde han sido eliminados los ejemplares
morfolégicamente no deseables, el cual es manejado técnicamente para aumentar la
cantidad y calidad de las semillas producidas. A través de este medio, se lograra a corto
plazo satisfacer las necesidades de semillas, mejorando su calidad genética y reduciendo
costos de recoleccion. Todo programa de reforestacion debe considerar esta etapa
fundamental, con el propdsito de obtener el material genético a corto plazo mientras los
programas de mejoramiento aportan los resultados para establecer sistemas mas
avanzados y sofisticados, que suministren semillas de mayor calidad y productividad
(Orantes et al,, s.f.)

En cambio, los huertos semilleros se definen como un area donde se establecen y
manejan fenotipos 0 genotipos superiores en forma extensiva y completa para obtener
semillas. Los huertos seginsu funcion pueden ser de produccién que son exclusivos
para produccion de semillas, o de mejoramiento que constituye el elemento central en

los programas de mejoramiento a largo plazo (Martinez & Ochoa, 2010).

Estos mismos autores definen un ensayo de procedencias como un experimento
en el cual las semillas son recolectadas de una serie de sitios muy dispersos y se
establecen las plantulas en condiciones similares, en cambio, con los ensayos de
progenie se estiman el valor genético de los arboles progenitores con base en el

comportamiento de su descendencia. Dvorak (2001), cita que se establece un ensayo de
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procedencia para determinar cual fuente semillera es mas adaptable y crece mejor vy las
ensayos de progenie son semejantes a las pruebas de procedencia en su concepto, pero

estan disefiadas para mantener las semillas separadas segun el arbol madre.

La naturaleza ha creado la variacion necesaria para utilizarla como materia prima
en los programas de mejoramiento genético forestal. Si no se diera la variacién en la
adaptacion a condiciones ambientales, en la velocidad de crecimiento, en las
propiedades fisicas de la madera o en la resistencia a plagas o enfermedades,
practicamente seria imposible producir genotipos con crecimiento acelerado, bien
adaptados a las condiciones ambientales y resistentes a las plagas o enfermedades. En
otras palabras sin variacion no habria mejoramiento genético ya que dicha variacion
posibilita que a través de la seleccion, se pueda modificar positivamente o sea mejorar
las caracteristicas deseables de una poblacién. La importancia del estudio de la variacién
natural estriba en la necesidad de sentar las bases de cualquier plan que pretenda
mejorar genéticamente las poblaciones naturales de arboles, o bien para establecer
algin programa de introduccién de especies y colonizar con éxito nuevas areas, e

incluso para la conservacion de recursos genéticos (Martinez & Ochoa, 2010).

3.5. Fuente y Ventaja de la Variabilidad genética en

especies forestales.

Las fuentes de la diversidad genética son: la meiosis y la mutacion. Las
mutaciones que ocurren al azar a lo largo de millones de afios son la fuente Ultima de la
variabilidad genética de las poblaciones de organismos que existen hoy en dia. Sin
embargo, la variabilidad genética de una generacidon a la siguiente en una especie,

depende de la meiosis (Audesirk et al., 2003).
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La diversidad y la variabilidad genéticas son términos alternativos para
representar la variacion genética. Se sugiere que diversidad sea utilizada para indicar la
sumatoria de la informacidn genética potencial conocida y desconocida, y la variabilidad
para indicar una porcion de la diversidad capturada o disponible (Frankham et al.,
2002).

La diversidad genética es la variedad de alelos y genotipos presentes en un grupo
bajo estudio (poblacién, especie o grupo de especies) (Frankham et a/, 2002). Es
elresultado de una serie de procesos en el tiempo y en el espacio como la seleccidn
natural, la mutacion, la migracién, la deriva genética y la recombinacién (solas o en
conjunto). Estos fendmenos ocasionan cambios en las frecuencias génicas y genotipicas,

lo que conduce a la evolucion de las poblaciones (IPGRI & Cornell University, 2003).

Segun Ramanata & Hodgking (2002) y Bird & Molinelli (2001), la diversidad
genética es la base para la seleccion de variedades sobresalientes, es la que hace que
algunas especies de plantas y animales presenten diferentes propiedades fisiologicas
(resistencia a factores abidticos como temperatura extrema, sequia, cambios en la
disponibilidad de alimento o a factores bidticos como enfermedades, plagas y otros).
Estos mismos autores afirman que mientras mayor diversidad genética posea una
especie, mayor sera su capacidad de adaptacion a distintas condiciones, por lo que, una

especie que exhibe poca diversidad genética es mas vulnerable a la extincion.

Las especies arbdreas forestales son normalmente organismos de vida
prolongada, muy heterocigdticos, que han desarrollado mecanismos naturales para
mantener unos altos niveles de variacion intraespecifica, como altas tasas de
cruzamiento lejano y la dispersion de polen y semillas sobre extensas areas. Estos
mecanismos, combinados con ambientes naturales que son con frecuencia variables,

tanto en el tiempo como en el espacio, han contribuido a la evolucién de las especies

Autor: Walter Soza -15- Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia



Determinacidn de la variabilidad genética
de cinco poblaciones naturales deCedrela odorata L.
en Nicaragua usando marcadores RAPDs y morfoldgicos Marco Tedrico

arbdreas forestales hacia algunos de los organismos existentes mas variables

genéticamente (Amaral et al., 2007).

A pesar de esto, casi en todas partes existen amenazas para la integridad de los
recursos genéticos forestales debido a innumerables causas. Las mayores amenazas
incluyen la deforestacion, la conversién de los bosques en tierras para la agricultura, el
cambio de uso de las tierras para el asentamiento de poblados urbanos, la utilizacion
inapropiada del bosque y de sistemas de manejo, la contaminacion y los desastres
naturales como las inundaciones o las sequias, actualmente acrecentado por los efectos
del cambio climatico global, asi como la circulacién indocumentada e incontrolada del
germoplasma forestal. Otra causa subyacente es la pobreza y desigualdad que genera
mayor presion sobre los recursos naturales debido a que no se les brindan alternativas
de usos de las tierras amigables con el ambiente a través de la capacitacion, educacion
y recursos financiaros (INRENA, 2005).

Patifio et a/.,(1997), sefiala que la principal causa de que la diversidad genética
en los bosques tropicales se esta perdiendo rapidamente es el proceso de deforestacion;
la cual ha reducido el tamafo de las comunidades naturales de arboles existentes,

eliminado poblaciones locales, o las ha fragmentado.

IPGRI & Cornell University, 2003, consideran que la fragmentacion de los bosques
tiene tres efectos principales:
1. Reduccién de la cantidad de arboles individuales.
2. Reduccion del tamaiio de la poblacion porque los arboles se encuentran limitados a
fragmentos silvicola mas pequefios.
3. Aislamiento espacial de las poblaciones e individuos remanentes en matrices de uso

no silvicola de las tierras.
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Sin embargo, que tales cambios tengan lugar, y su amplitud, dependera en gran
medida del grado de aleatoriedad de la deforestacién, y si la fragmentacion fisica del
bosque se refleja en la segregacion del bosque remanente en manchas aisladas
genéticamente. La fragmentacion de los ecosistemas naturales puede tener
consecuencias obvias como la eliminacion de las especies, pero también producir efectos
menos inmediatos en la viabilidad de las especies a largo plazo a causa de la
modificacion de los procesos ecoldgicos y genéticos entre y dentro de las poblaciones
(FAO/PNUMA, 1984).

Un efecto del aumento de la fragmentacidn es que los individuos que quedan en
las poblaciones tienden a incrementar el grado de endogamia dado que aumentan los
cruces entre individuos emparentados (depresion por consanguinidad) asi como
también las autofecundaciones. Por consiguiente se reduce el fitness de los individuos
(sobrevivencia y reproduccion) y se acumulan mutaciones deletéreas (Frankham et al.,,
2002). La reduccién del éxito de los individuos a causa de la depresién por
consanguinidad se debe basicamente al efecto de alelos deletéreos recesivos que se
expresan en la homocigosis, afectando a todos los componentes del ciclo vital, y a la
dindmica de las poblaciones fragmentadas reduciendo la tasa de cambio poblacional e

incrementando la probabilidad de extincién (Charlesworth & Charlesworth, 1999).

La pérdida de ecosistemas y habitat tiene consecuencias directas sobre los
procesos ecoldgicos que generan pérdida de especies y de genes. La pérdida de la
diversidad de especies tiene un mayor impacto debido a que genera también la pérdida
de la biodiversidad genética. Calculos realizados de extincion de especies, indican que se
esta produciendo entre 1,000 — 10,000 veces mas rapido que las tasas basicas a lo largo
de la época geoldgica, es decir parece que nos acercamos a un periodo de “extinciones

masivas” inducidas por los humanos. Esta advertencia la sustenta el hecho que mas del
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12% de las plantas que florecen, por lo menos el 10% de los arboles estan actualmente
amenazados de extincion (INRENA, 2005).

En Nicaragua, la causa principal de la deforestacion ha sido el avance de la
frontera agricola y la ganaderia; pero a través del tiempo nuevos problemas han surgido
que han agudizado el problema y contribuido a la degradacién y destruccion del recurso
forestal, entre los que estan: tenencia de la tierra, poblacién en continuo crecimiento,
sobreexplotacion forestal; incendios forestales naturales y provocados por mal uso en
practicas agricolas; y desastres naturales (por la posicion geografica Nicaragua es
susceptible de ser azotada por huracanes y tormentas tropicales). Aun asi, la demanda

por madera y otros productos ambientales siguen aumentando. (FRA, 2000).

Segun datos del MAGFOR del 2001, Nicaragua es uno de los paises de
Centroamérica con mayor reserva forestal, con aproximadamente 3,8 millones de ha, de
las cuales, 1,6 millones son productivas. Ademas, Nicaragua es un pais que, de acuerdo
al uso potencial de la tierra, demuestra que el 73% de los suelos del territorio nacional
son de vocacion forestal (8.8 millones ha). En 1983 se estimd una cobertura de bosque
latifoliado cerrado y abierto de 6,8 millones ha (89% de la cobertura de bosques) y
bosque de pinos cerrado y abierto de 0,8 millones ha (11% de la cobertura de bosques),
para una extension total de bosques de 7,6 millones ha. En el afio 2000 la cobertura de
bosques del pais se estimé en bosques de latifoliados cerrados y abierto en 5,1 millones
hay bosques de pinos cerrados y abiertos en 5,1 millones ha (PANIC.2001/ citado
porFranklinet al., 2007).

En Nicaragua la vegetacion ha sufrido una vasta deforestacion producto de la
colonizacién agricola, el aprovechamiento de los bosques sin control, y la expansion de
la ganaderia extensiva. Como consecuencia de la deforestacion y fragmentacion de los

bosques, hoy en dia muchas regiones de Nicaragua han sido transformadas a

Autor: Walter Soza -18 - Tesis para optar al titulo de Licenciatura en Biologia



Determinacidn de la variabilidad genética
de cinco poblaciones naturales deCedrela odorata L.
en Nicaragua usando marcadores RAPDs y morfoldgicos Marco Tedrico

agropaisajes. Estos agropaisajes generalmente son dominados por una matriz de
potreros o cultivos anuales, pero aun retienen alguna cobertura arbdrea dispersa en
forma de pequefios parches remanentes de bosques, franjas angostas de bosques

riberefios (“riparios”) y arboles dispersos (Stevens, 2001).

“El Plan Ambiental de Nicaragua 2001-2005”, sefiala que en el 2001
aproximadamente 2.5 millones de hectareas de areas forestales se encontraban
desforestadas y estaban siendo utilizadas para produccidn pecuaria extensiva o

abandonadas o con arbustos y gramineas mezcladas (PANIC, 2001).

Esta pérdida de biodiversidad es dificil de cualificar; sin embargo, se puede
enfatizar que Nicaragua por razén de sus recursos naturales, en este caso particular los
recursos forestales, tiene grandes potencialidades de desarrollo de actividades
econodmicas basadas en este a decir, turismo, extraccion sostenible, servicios y bienes
ambientales. No obstante, con la explotacion no-planificada, sin verdaderos y eficaces
controles, este potencial se va perdiendo cada ano, reduciendo asi su sostenibilidad
(PANIC.2001/ citado porFranklinet a/., 2007).

Las acciones que ha emprendido el pais no han detenido ni revertido el proceso
de deforestacion, el mecanismo tradicional de aprovechar el bosque ha sido sobre la
base de la extraccién de los arboles mas valioso, sin preocuparse del valor futuro del
recurso. El mayor uso del bosque es la tala de maderas preciosas, principalmente caoba
y cedro real. No hay otra valoracién del bosque, ni de los productos que de este se
deriva. El factor mas complejo de la deforestaciéon es el avance de la frontera agricola,
agravando por la poca accidon econdmica de las que dispone el campesinado, lo cual ha
dejado como resultado, suelo de alta productividad forestal con un uso agropecuario
insostenible y graves pérdidas econdmicas al pais por el nulo aprovechamiento del

recurso.
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Otro de los principales problemas del sector son los incendios forestales. Estos
han tradicionalmente una influencia negativa con relacién al manejo de la cobertura
forestal. En el plan se reporta que entre 1989 al 2001 se registraron unos 119,634
incendios. Los que afectaron unos 5 millones 140 mil 107 hectareas, con un promedio
de 7 mil 976 incendios por anos, y que durante el periodo de diciembre de 97 a mayo
de 98 se sucedieron 15,196 incendios forestales (PANIC, 2001).

La reforestacion es esencial para satisfacer esta demanda y aliviar la presidn
sobre los bosques naturales que aun queda en la region. Sin embargo si no se utiliza en
la reforestacion semilla de calidad genética adecuada, tales esfuerzos estan destinados,
en gran parte, al fracaso. De la misma manera si la semilla no proviene de la mejor
fuente disponible, se perdera una proporcion importante de la productividad potencial

de las plantaciones.

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 econdmico
como C. odorata, lo que justifica la necesidad de conocer a fondo la diversidad genética
de esta especies, en sus diferentes niveles, para aprovecharla en las tareas de manejo,

mejoramiento, fomento y conservacion.
3.6. Marcadores genéticos

3.6.1. Definicion

Un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacidn fisica
identificables en un cromosoma y cuya herencia se puede rastrear en una familia. A
menudo son utilizados como una forma indirecta de rastrear el patréon hereditario de

uno o mas genes. De esta manera, una diferencia, bien sea fenotipica o genotipica,
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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 &CornellUniversity, 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 que son la base de la alimentacion del mundo(Solis &
Andrade, 2005)

3.6.2. Clasificacion

Existen diferentes tipos de marcadores genéticos con diversos grados de
complejidad, segun IPGRI y Cornell University (2003), se clasifican en:marcadores
morfoldgicos y marcadores moleculares; estos Ultimos se subdividen a su vez en

marcadores bioquimicos y marcadores de ADN.

3.6.3. Marcadores morfolégicos

Franco & Hidalgo (2003), sefalan que a través de la historia el hombre ha
dependido de las plantas para su supervivencia. Las plantas en su estado natural tienen
una dindmica evolutiva y estan continuamente produciendo variabilidad. Tanto la
variabilidad visible como la no-visible han sido usadas por el hombre para identificar,
estudiar y utilizar las especies vegetales. A través de los cuales el hombre se interesd

progresivamente por la variabilidad existente en las especies vegetales.

Segun estos autores las caracteristicas morfoldgicas de las plantas han sido

utilizadas por el hombre desde el momento en el cual comenzé a recolectar semillas y a
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seleccionar especies vegetales que le podian servir para satisfacer sus necesidades
basicas. Asi, mediante la identificacion de caracteristicas claves como colores, formas,
olores y texturas le fue posible inferir sobre los usos potenciales de una especie en
particular. El proceso de domesticacion de la gran mayoria de las especies cultivadas
que hoy se conocen tuvo una duracién superior a 10,000 afos y durante ese tiempo se
acumuld una gran cantidad de variantes genéticas en cada especie, las cuales es posible
diferenciar en forma visual por sus caracteristicas fenotipicas. A medida que se fueron
seleccionando cada vez mas especies Utiles y muchas de sus variantes genéticas, se
acumuld informacion valiosa que fue transmitida por generaciones, especialmente en

aquellas culturas establecidas en los centros de origen y domesticacion de cultivos.

Franco & Hidalgo (2003) también afirman de que todos los genes cumplen
determinadas funciones y sus efectos pueden o no expresarse en caracteristicas
identificables de forma visual. Esto quiere decir que hay una variabilidad que se puede
detectar a simple vista y otra que, aunque no es visible facilmente, también existe en la
especie pero que requiere de técnicas especiales para ser detectada. Por ello, es
primordial identificar cual es el nivel de variabilidad que se intenta medir o describir con
el fin de elegir las herramientas o métodos estadisticos adecuados para analizar los

datos resultantes de un estudio de caracterizacion.

Segun estos autores la caracterizacion de la variabilidad detectable visualmente

se puede dividir en los tipos siguientes:
1. Las caracteristicas responsables de la morfologiay la arquitectura de la
plantautilizadas en un principio para la clasificacion botanica y taxondmica, aunque

en muchas de ellas se pueden encontrar variantes.

2. Una serie de caracteristicas relacionadas especialmente con aspectos de manejo

agronémico y de produccion de la especieque son de interés para mejoradores y
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agrénomos. En la mayoria de los bancos de germoplasma de programas existentes
actualmente se hace una caracterizacion morfo agronémica en la que se fusionan

estos dos primeros tipos.

3. Un grupo de caracteristicas detectables visualmente que sélo se expresan como
reaccion a estimulos del medio ambiente. Estos pueden ser bidtico como plagas y
enfermedades; o abidticos como sequias, deficiencias de minerales y cambios en
temperatura, entre otros.Este tipo de caracterizacion se denomina evaluacion y para
su correcta cuantificacion, generalmente, se requieren disefios experimentales

separados de la caracterizacién morfoagronémica.

Los marcadores morfoldgicos que son distinguibles por observacion directa han
sido utilizados como marcadores de la diversidad y reflejan el genoma y sus
regulaciones bioldgicas y medioambientales. Estas caracteristicas son raramente
monogénicas y casi siempre resultan de la interaccion de varios genes, ademas,
presentan la ventaja esencial de estar disponibles en gran cantidad, no requieren de
sofisticados sistemas de medicién y son registrados directamente en el campo. La
posibilidad de contar con gran numero de caracteres y repeticiones ayuda en el

tratamiento analitico

Los caracteres morfoldgicos han sido muy usados para la identificacion de
especie, familias y géneros de plantas. Ademas, las caracteristicas morfoldgicas y su
etnobotanica han sido el tema de numerosos estudios en genética de poblaciones y
agricultura, donde la resistencia a plagas y enfermedades y el rendimiento han sido

factores importantes (Franco & Hidalgo, 2003).

Diferentes niveles de variabilidad pueden ser estimados usando caracteres

morfologicos. Su respuesta a la seleccion y sus antecedentes genéticos pueden ser
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determinados; estos tipos de caracteres son usualmente dominantes y recesivos. Es asi
que la mayoria de las plantas cultivadas con importancia econdmica tiene sus patrones
de identificacion, caracterizacién y evaluacion. Para llegar a estos protocolos se han
realizado estudios basicos de las caracteristicas en el sentido de conocer la variabilidad
de los caracteres dentro y entre plantas; luego se han seleccionado aquellas
caracteristicas cualitativas y cuantitativas que han resultado ser mas Utiles para la

descripcién (Galvan, 1966).

No obstante, el uso de marcadores morfoldgicos en las plantas tiene muchas
limitantes, pues su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenoldgicos;
por ejemplo la presencia o ausencia de espinas en los citricos. Con frecuencia estos
marcadores solo es posible evaluarlos a nivel de toda la planta y cuando esta llega a su
estado adulto. Para la gran mayoria de arboles tropicales esto significa una espera, no
deseable, de varios afios. Ademas, pueden ocurrir cambios epigenéticos que limitan el
nimero de marcadores que pueden ser evaluados sin equivocacion en la poblacidn

segregante (Phillips et al,, 1995).

Las principales limitaciones de los marcadores morfoldgicos se encuentran en:
1. Numero reducido de marcadores disponibles en cada poblacion.
2. Bajo nivel de polimorfismo.

3. Pueden producir alteraciones fenotipicas que dificultan el desarrollo de la

planta.
4. Hallan bajo control poligénico.
5. Dominancia.

6. Muchos de ellos se expresan en estadio de planta adulta, lo cual prolonga

los tiempos de evaluacidn en los programas de mejoramiento.
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No obstante, los marcadores morfolégicos permanecen como caracteres Utiles en
la identificacion de materiales dado que representan un conjunto de genes que pueden

ser evaluados con métodos sencillos y a bajo costo (Phillips et al, 1995).

Aunqueexistenotras poblacionesnaturalesde Cedrelaodoratal..,ennuestro
pais,estasnofueronincluidaspornohaber  suficientepresupuesto y por limitaciones de
tiempo, solo se tomaron 4 caracteres vegetativosno se analizd caracteristicas
morfoldgicas reproductivas. Debidoa estolaspoblaciones muestreadas fueron
seleccionadasenbaseaqueestuvierana menosde150km dela ciudaddelLedn. Para realizar
analisis genéticos preliminares con datos morfologicos, que de una idea de la
informacién genética de esta especie obtenida de estos rasgos.Las variables que se

tomaron fueron:

Diametroalaaltura delpecho (DAP)loquepermiteconocer el
comportamientodelaespecieenparticularenrelacionalaunidaddehabitatqueocupao
biencomo su comportamientoenrelaciénasu desarrolloestructuralhorizontal .El diametro
es la variable que estd mas relacionada con la productividad o volumen para un arbol

especifico.

Altura (Hp): define comola altura estimada del tronco de un arbol desde el suelo
hasta el comienzo de la copa.Las variables de crecimiento, objeto de medicion mas

comun en un arbol con el fin de calcular su volumen.

Diametro de cobertura (Dc):es la proporcion de area ocupada por la proyeccién

vertical hacia el suelo desde la partes areas de una planta

Altura del fuste (Hp): también llamada altura comercial, es la altura tomada
desde la base del arbol hasta la base de la copa; generalmente se distingue la base de

la copa con las primeras ramas (Garcia, 2003).
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3.6.4.Marcadores moleculares

Se puede considerar que cualquier molécula,organica o inorganica, que sea
caracteristica de un organismo o proceso sea un marcador (Azofeifa-Delgado, 2006).En
el area de los recursos genéticos los marcadores moleculares han provisto de
informacidon relevante en areas claves de la conservacion y caracterizacion de
germoplasma (Otero et al, 1997). De hecho estos autores afirman que la rapida
identificacion de la extension de lavariacion genética dentro y entre poblaciones usando
marcadores moleculares, es de valor para las actividades de conservacién genética y

para el desarrollo de poblaciones mejoradas.

Los marcadores moleculares se han utilizado o se pueden utilizar en los siguientes
aspectos de la mejora de plantas: estimacidn de la distancia genética entre poblaciones,
variedades, lineas puras e hibridos; identificacion y distincién de variedades e hibridos
para proteger los derechos del obtentor vegetal en el registro de variedades protegidas
de cada pais; establecimiento de relaciones de parentesco entre lineas de variedades,
para realizar estudios genéticos; localizacién e identificaciéon de genes cualitativos o
mayores y también de genes con efectos pequefos que afectan caracteres
cuantitativos(Azofeifa-Delgado, 2006).

3.6.4.1. Marcadores bioguimicos

Los marcadores bioquimicos incluyen a las proteinas y las isoenzimas(o
aloenzimas) y constituyen la primera generacién de marcadores moleculares. El término
de isoenzima fue acunado por Markert &Moller(1959) para referirse a las diferentes
formas moleculares de una enzima con afinidad por un mismo sustrato, y que se hallan

presentes dentro de un mismo organismo.Las proteinas son los productos primarios de
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los genes y se forman mediante los procesos de transcripcion y traduccion, por lo que se
ven menos influenciados por el ambiente. Existen diferentes variantes moleculares de
una misma enzima presentes en una especie, las cuales desempefian la misma actividad

pero pueden tener diferentes propiedades(Solis & Andrade, 2005).

Las isoenzimas son marcadores bioquimicos mas eficientes que los descriptores
morfoldgicos, ya que por lo general, permiten distinguir genotipos homocigéticos de los
heterocigéticos, pues una de sus caracteristicas es la de presentar codominacia. Estos
marcadores son detectados a través de la técnica denominada electroforesis(Markert&
Moller, 1959). La técnica de electroforesis de isoenzimas es rapida, relativamente
econdmica y proporciona un buen numero de marcadores los cuales son menos
afectadospor el ambiente que los descriptores morfoldgicos(Ramirez, 2003).Solis et al.,
(2001).Los marcadores bioquimicos son un buen complemento de los marcadores
morfoldgicos.El uso de las isoenzima como marcadores se debe a que estan libres de
asociaciones deletéreas o efectos epistaticos/pleiotropicos los cuales caracterizan a los

marcadores morfoldgicos.

Forrest (1994), menciona que las isoenzimas han probado ser de gran valor en
estudios de mejoramiento tanto en poblaciones naturales como en plantacionesde
arboles y mantienen cierto valor de utilidad, especialmente en estudios a gran escala de

estructura poblacional y en relacion con la resistencia a plagas y enfermedades.

3.6.4.2. Marcadores de ADN

El analisis molecular de la variabilidad del ADN permite determinar puntos de
referencia en los cromosomas que puede o no corresponder a un gen. Los marcadores
de ADN constituyen la otra generacion de marcadores moleculares y solucionaron el
problema de la carencia de marcadores que tenian las isoenzimas, pues son capaces de

generar una cantidad virtualmente infinita de marcadores. Los marcadores de ADN son
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secuencias gendmicas localizadas en un mismo locus pero que difieren en su secuencia
de bases nitrogenadas. Esas variaciones, como ya se menciond, son consecuencia de
varios eventos de mutaciones que se manifiestan en los genomas que se comparan
(Tonon et al., 2002).

Pueden provenir de un fragmento especifico de ADN (correspondiente a
regiones expresables o no del genoma) y detectan la variabilidad directamente a partir
de la secuencia del ADN, basandose ya sea en el uso de enzimas de restriccién o en la
técnica de PCR(Rafalskiet al, 1996). El uso de marcadores de ADN en los analisis
genéticos y en el mejoramiento de las plantas sobre todo los basados en la técnica PCR
(Solis & Andrade, 2005).

3.6.4.2.1. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La PCR (del inglés “PolimeraseChainReaction”), es un método poderoso de
sintesis de ADN in vitro desarrollado por KaryMullis en la Corporacion Cetus. Desde su
introduccién en 1985, la técnica ha revolucionado la biologia molecular y es usada
virtualmente en todas las areas de las ciencias naturales y medicina (Surzycki, 2002
&Erlichet al,, 1991).

La PCR es un método rapido y sencillo (automatizado) que utiliza una ADN
polimerasa termoestable (obtenida de bacterias que habitan en aguas termales), para
resistir las altas temperaturas a las que se somete la muestra. También se requiere de
un par de cebadores (oligonucleétidos) que posean complementariedad de bases con los
extremos del fragmento de ADN que se quiere amplificar. La reaccion se lleva a cabo en
un aparato llamado termociclador programado con el nimero de ciclos y temperaturas
requeridas (Watson et 4l., 1991).
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La amplificacién in vitro de ADN se logra en tres pasos basicos, segun lo descrito
por Erlich et al. (1991):

Primer paso: Desnaturalizacion. Para que comience la reaccion es necesario
que el ADN molde se encuentre en forma de cadena sencilla (Watson et al., 1991). Esto
se consigue aplicando temperaturas de 90 a 95°C por unos minutos, produciendo la
ruptura de los puentes de hidrégeno intercadenarios y por lo tanto la separacién de

ambas cadenas.

Segundo paso: Hibridacion. Esta fase se denomina también fase de “annealing”
o de emparejamiento. Una vez que el ADN esta desnaturalizado se disminuye la
temperatura hasta un rango comprendido entre los 37 y los 65°Cpara que se pueda
producir la unién de los cebadores por complementariedad de bases a las secuencias

flanqueantes del fragmento que se va a amplificar.

Tercer paso: Extension o Elongaciéon. Durante este paso la Taq polimerasa
incorpora nucleétidos en el extremo 3’ del cebador utilizando como molde la cadena de
ADN previamente desnaturalizada. La temperatura a la que se lleva a cabo este paso
suele ser de 72°C ya que es la temperatura a la que la Tag polimerasa alcanza su

maxima actividad.

Ciclos repetitivos de desnaturalizacion del ADN molde, la hibridacién de los
cebadores y la extension por la Taq polimerasa resulta en la amplificacion del fragmento
de ADN de interés. El producto de la extension de cada cebador puede servir como
molde para el otro cebador resultando en la duplicacién de la cantidad del fragmento de
ADN en cada ciclo. El resultado es un incremento exponencial en la cantidad del
fragmento de ADN especifico definido por los extremos 5’ de los cebadores. La longitud

de los productos generados durante la PCR es igual a la suma de las longitudes de los
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dos cebadores, mas la longitud del ADN blanco entre los cebadores(Surzycki, 2002).

3.6.4.2.2. RAPD (ADN Polimodrfico Amplificado al Azar)

Esta técnica fue descrita por primera vez en 1990 por dos grupos de
investigadores independientes Williams et a/, (1990) y Welsh &McClelland (1990).
Phillips et al, (1995), mencionan que en esencia es la misma metodologia PCR, por lo

que a veces se le refiere con este hombre.

La modificacion que les dio origen consistid en sustituir en la tecnologia PCR, el
uso de un par de cebadores cuidadosamente disefados y un poco largos,por un solo
cebador corto, de alrededor de 10 nucledtidos de longitud y de secuencia arbitraria, con
la capacidad de unirse a regiones especificas en el genoma(Waugh& Powell ,1992).En el
analisis PCR los dos cebadores son usados para amplificar una secuencia especifica del
genoma, y en el analisis RAPD, el cebador se usa para amplificar secuencias al azar de

un patron complejo de ADN (Phillips et a/., 1995).

Segun Phillips et al., (1995), el analisis RAPD que genera un nimero inmenso de
marcadores requiere de cinco elementos basicos para realizar la reaccion PCR:

1). ADN molde: ADN proveniente de la muestra a analizar.

2). El cebador: que es un oligonucledtido, con la propiedad de localizar y unirse a
sitios complementarios del ADN desnaturalizado. Debe tener un contenidode al

menos un 50% de guanina-citosina para funcionar correctamente.

3). Desoxirribonucleétidos: se requiere de concentraciones adecuadas de dATP,
dGTP, dCTP y de dTTP para la sintesis de la cadena.
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4).Solucion buffer (Solucién “tampoén”): las soluciones deben contener
concentraciones Optimas de iones potasio y magnesio y ser calibrada a un pH de
8,4.

5). Tag-polimerasa: es una enzima ADN polimerasa ADN dependiente termoestable.
Tiene la propiedad de restituir la doble cadena de ADN usando una cadena simple

como molde a partir de un punto determinado, fijado en este caso, por el cebador.

La eficiencia de los marcadores RAPDs puede estar influenciada por varios
factores, entre ellos, el nimero de ciclos de amplificacion, la cantidad de ADNinicial, la

longitud del ADN, el cebador y la temperatura (Phillips etal., 1995).

Parker etal,(1998), reporta que como los cebadores son usados solos, no en
combinacién con un segundo cebador como seria el caso para la PCR estandar, debido a
esto, los fragmentos amplificados son regiones del genoma que estan flanqueadas por

el cebador.

Como regla general, los productos de amplificacion representan un alelo por
locus. En los estudios de herencia, los productos de la amplificacion RAPD se comportan
como marcadores dominantes. Los polimorfismos se denominan marcadores RAPD y
pueden resultar de cualquier cambio en la secuencia o sitio de unién del cebador
(mutacion puntual), lo cual impide que el cebador se una a la cadena, o también pueden
ser el producto de cambios por inserciones o deleciones en las regiones amplificadas
que alteren el tamafio o impidan la exitosa amplificaciéon del ADN molde (Waugh &
Powell, 1992).

Se consideran bandas polimorficas las que estan presentes en un individuo, pero
ausentes en otro o tomando en cuenta el criterio de que un locus es polimdrfico si la

frecuencia del alelo mas raro en el total de muestras analizadas es superior a 0.05
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(Puertas, 1999), o igualmente si el alelo mas comun tiene una frecuencia que no supera
el 0.95 (Fontdevila & Moya, 1999).

Entre sus caracteristicasademas de su naturaleza dominante, esta su
omnipresencia, que presentan herencia mendeliana simple, que detectan un nivel de
polimorfismo alto aunque no variantes alélicas. Son capaces de detectar de 1-10 loci.
Estdn presentes en todos los tejidos. El nivel de dificultad técnico es bajo y su
confiabilidad es de intermedia a alta (aunque existe un gran debate acerca de
esto)(Waugh& Powell, 1992).

Debido a que la PCR esta involucrada, solo se requieren bajas cantidades de
ADN, usualmente 5-50 ng por reaccidon. Como se menciond anteriormente, no es
necesario conocer la secuencia complementaria de los cebadores. Los RAPDs tienen una
abundancia geondémica muy alta y estan aleatoriamente distribuidos a través del
genoma (Spooneret al., 2005). Otras ventajas son el costo relativamente bajo ($ 2.00
por muestra por cebador usado). Normalmente, uno puede visualizar mas de 40
muestras por gel de agarosa con un cebador; y con miles de combinaciones de
cebadores, se puede rapidamente visualizar tantos loci como los que se requieran para

calculos con propdsitos de diversidad o filogenia (Namkoong &Koshy, 2001).

Con respecto a sus aplicaciones, los RAPDs han sido usados para muchos
propositos, desde estudios a nivel individual (por €j. identidad genética) a estudios entre
especies cercanamente relacionadas (Spooner et al., 2005). Asi mismo, esta tecnologia
ha sido utilizada para catalogar frutos, seleccionar variedades, diferenciar lineas clonales
y analizar variedades, como por ejemplo en apio, uva, limoén y olivo (Huertas, 2004).En
especies forestales se reportan una gran cantidad de estudios de diversidad genética
realizados con esta técnica, entre ellos los realizados en Eucaliptus globulus(Nesbittet

al, 1997), Digitalisobscura (Nebauer et al, 1999), en Pinus leucodermis(Bucciet al.,
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1997) y Pinus oocarpa (Diazet al., 2001). En el Laboratorio de Genética Molecular de la
UNAN-Ledn, se han realizado estudios de variabilidad genética con esta técnica en
Jatropha curcas (Picado, 1997; Williams &Ramos, 2000) Sabal mexicana (Guido, 2005),
Pachiraquinata (Dolmus & Garcia, 2006), Musa sp. (Reyes &Rios, 2006), Pinus
tecunumanif Cerda, 2007)y Cedrela odorata (Tijerino 2009).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion de datos

Este estudio consistid en analizar estadisticamente los datos morfoldgicos y
moleculares de 92 individuos de C odorata L., correspondientes a 5 poblaciones de
Nicaragua. En nuestro pais este es el primer estudio de variacion genética en esta

especie que combina analisis morfoldgico con moleculares.

Los datos morfoldgicos que se analizaron fueron colectado por una sola persona,
para evitar errores en los datos, involucrado en el “Proyecto Marcadores”, ejecutado por
medio de un convenio entre la UNAN-Leén y el CMGR&BSF (Centro de Mejoramiento
Genético & Banco de Semillas Forestales)entre julio y agosto del 2007 en las siguientes
poblaciones: Volcan Casita (Chinandega), Masatepe (Carazo), Esquipulas (Matagalpa),
La Trinidad (Esteli), El Refugio (en el Volcan Mombacho, Granada). Véase(Tabla 1 y
Figura 4). Y los datos moleculares fueron obtenidos con la técnica RAPDs por Tijerino

(2009), realizada en tejido vegetal (hojas) de las 92 muestras.

Los arboles fueron muestreados con una distancia minima de 80 al00 metros entre
individuos. El nimero medio de arboles muestreados fue de 18.4 por procedencia

(rango 14-22) y la distancia minima entre procedencias fue de 18.3 Km (Tijerino, 2009).
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Tabla 1.Informaciéon sobre las Poblaciones muestreada de C. odorata L. de Nicaragua (Tijerino,

2009)
Coordenadas UTM )
Departamento Altitud CAS ESQ MAS REF TRI
E N

CAS Chinandega 503903 | 1401105 789 * 127.6 | 122.8 | 1399 | 831
ESQ Matagalpa 631620 | 1404864 668 * 97.8 1004 | 53.7
MAS Masaya 591941 1316008 452 * 18.3 112
REF Granada 607903 1307855 350 * 122.6
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)

MAPA DE LAS POBLACIONES MUESTREADOS DE CEDRELA ODORATA L. DE NICARAGUA
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Figura 4.Mapa de las poblaciones muestreadas de C. odorata L. de Nicaragua. Elaborado por la

MSc. Ana Reyes Zavala.
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Durante el muestreo de las poblaciones, junto con la colecta de material vegetal
para obtener los datos moleculares se tomaron las mediciones de los siguientes
caracteres morfologicos: las medidas se realizd utilizando una cinta diamétrica para
tomar el DAP (didametro a la altura del pecho), y con un hipsémetro para tomar la altura
del arbol, para medir la altura del fuste y diametro de cobertura se utilizd una cinta
métrica, en los 92 individuos muestreados (Figura 5).Aunqueexistenotras
poblacionesnaturalesde Cedrelaodoratal..,ennuestro
pais,estasnofueronincluidaspornohaber suficientepresupuesto y por limitaciones de
tiempo, solo se tomaron 4 caracteres vegetativosenesteestudio paraabarcar
maspoblaciones.Debidoa estolaspoblaciones muestreadas fueron
seleccionadasenbaseaqueestuvierana menosde150km dela ciudaddelLeodn.Para realizar
analisis genéticos preliminares con datos morfologicos, que de una idea de la
informacion genética de esta especie obtenida de estos rasgos. También debido a que
se contaba con datos moleculares RAPDs obtenidos por Tijerino (2009), se realizaron
analisis estadisticos de marcadores moleculares para compararlos con los resultados

morfoldgicos.
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Figura 5.:(a y ) Toma de muestras vegetal, (b y d) Toma de datos morfoldgicos. (Fotos cortesia
Proyecto Marcadores, 2007).

4.2. AnalisisEstadistico

Dos grupos de datos se usaron para los diferentes analisis estadisticos. El grupo
de datos morfoldgicos consistié de una matriz de 92 x 4 (92 filas representando los 92
individuos muestreados y 4 columnas representando rasgos morfoldgicos). El grupo de
datos RAPDs consistid de una matriz de 92 x 78 (92 filas representando los 92
individuos muestreados y 78 columnas correspondientes al nimero total de loci
polimérficos RAPDs). Los diferentes andlisis estadisticos se hicieron en datos
morfoldgicos estandarizados (la media de cada variable restada de los valores de los

datos y dividida por la desviacion estandar) y datos RAPDs no estandarizados.
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4.2.1. Analisis Morfolbgicos

Con los datos morfoldgicos (Ver Anexo Tabla 2), se estimaron la media aritmética
(X)), el rango de variacion (r), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variaciéon
(CV) para obtener una idea general de la variabilidad del ensayo y poder detectar

posibles datos no esperados y errores de medicion en el ingreso de datos, entre otros.

Después de realizar el andlisis exploratorio con el uso de estadisticos simples. Se
hicieron graficos de los datos cualitativos. Estas estimaciones y los graficos se
obtuvieron utilizando el paquete informatico STATISTICA (1996). Ademas se realizd un
analisis de correlacién simple para determinar el grado de asociacion existente entre las
variables, utilizando el mismo paquete estadistico. Los valores fueron normalizados

transformandolos a log™°.

4.2.2. Analisis RAPD

Los datos moleculares RAPDs obtenido por Tijerino (2009), con 9 cebadores
generaron 78 bandas polimorficas que fueron utilizadas para realizar los siguientes

analisis:

4.2.2.1 Diversidad Genética

La variacion genética de las poblaciones por separado se estimd usando el
programa PopGen 32 (Yeh &Yang, 2000), calculandose para cada poblacion lo siguiente:
nimero medio de alelos por locus (N), numero efectivo de alelos por locus (Ne),

porcentaje de loci polimorficos (P) y la diversidad genética usando los indices de:

Diversidad génicade Nei(He) (1973), asumiendo que las poblaciones estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg, ademas esto no puede ser investigado con RAPD por ser

un marcador dominante. Esta se calcula con la formula:
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He=1— » x; (Ecuacién 1)

Dénde:

Xi =frecuencia del alelo i;

K= numero de alelos.

Diversidad de Shannon (H,) (Shannon & Weaver, 1949) la cual se calcula con la

formula:

5
H,= — Z p,log, p. (Ecuacién 2)
i=1
Doénde:
S: es el nuimero total de especies o tipos de descriptores estudiados

Pi:es la frecuencia de un fragmento RAPD (fenotipo) dado.

También se llevd a cabo un analisis de correlacion de Pearson para detectar

posibles relaciones entre los indices de diversidad.

4.2.2.2 Particion de la Variacion

Se utilizé el indice de Shannon para cuantificar la particion de la variacion dentro
y entre poblaciones. La diversidad dentro de poblaciones se calculd mediante la

. . . . H
siguiente formula: Diversidad intrapoblacional= HD—DD(Ecuat

=p

La diversidad entre poblaciones se calculé usando la ecuacion:
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~H
Diversidad interpoblacional= —2—F°2 (Ecuacidn 4)
o

H,

Donde la Ecuacion 3 y 4, Hyop €s la diversidad promedio de H, de cada una de

las poblaciones y Hsp, es la diversidad H, de todas las poblaciones en conjunto. Por lo

tanto se calcula H, en este caso a partir de la frecuencia de cada fenotipo en el conjunto

de las muestras analizadas.Obtenido estos valores se estima la proporcion de diversidad

dentro y entre poblaciones. La particion del total de la variacion se estimé a través de

los estadisticos de la diversidad de Nei (1987), usando el programa PopGen 32 (Yeh &
Yang, 2000).

4.2.2.3 Relaciones filogenéticas

También con el programa PopGen 32 (Yeh &Yang, 2000), se estimaron los
valores de distancia genética de Nei (1978),a partir de una matriz de valores pareados
de B4 (coeficiente de coancestria)cuyo datos fueron facilitados por Tijerino (2009), para
generar un dendrograma, utilizando el método de agrupamiento Neighbor-Joining.A
partir de las distancia de Nei (1978), se realizd también un Analisis de Coordenadas
Principales (Principal Coordinates Analysis, PCo), para obtener un diagrama
tridimensional. Ambos andlisis se realizaron utilizando el programa NTSYS 2.20 (Rohlf,
2005).

4.2.3. Comparacion de variacion a nivel morfométrico y
genético

Los valores de las matrices de distancia morfoldgica, distancia genética de Nei
obtenida mediante el programa PopGen, fueron transformados a distancias Euclidianas
utilizando el programa STATISTICA (1996). Con éstos se construyeron dendrogramas

utilizando como opcién de agrupamiento ligamiento promedio (UPGMA), para comparar

las distancias genéticas con la morfoldgicas. También se calcularon las distancias
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geograficas en kildbmetros entre las distintas poblaciones estudiadas construyendo una
matriz que fue transformada a distancia Euclidiana con el mismo criterio anterior, para
comparar las distancias genéticas con las geograficas. Estas matrices fueron utilizada
para investigar si existe correlacion entre las distancias genéticas, morfoldgicas y
geograficas, mediante un test no paramétrico (test de Mantel; Mantel, 1967) de
asociacion de matrices. Para realizar este analisis se utilizd el programa NTSYS 2.20

(Rohlf, 2005), llevando a cabo 1000 permutaciones.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los indicadores que representan los estados de homogeneidad vy
heterogeneidad genética de un individuo, poblacidén o especies es su variacidon;ya que en
la medida que existe un mayor nimerode individuos diferentes existe el mayor potencial
de variabilidad capaz de generar alta variacion en su progenie. Esto a su vez tendra la
capacidad de poder instalarse como plantula o arboles en el futuro en un mayor nimero
de sitios con caracteristica fisica, quimica y bioldgica diferente (Landa- Alba, 2005).Dicho
potencial es capaz de estimarse en las poblaciones naturales de plantas forestales como C.

odorata a partir de datos moleculares RAPDs.

En este estudio se obtuvieron resultados en concordancia con los resultados
obtenido por Tijerino (2009), en cuanto a la existencia de variabilidad genética en
poblaciones de C. odorata analizada por ambos estudios. Estos resultados son relevantes,
ya que indican claramente la importancia de implementar estrategias que permitirian
conservar la variabilidad genética del cedro. Ademas, teniendo en cuenta el amplio rango
de distribucion de la especie, esto nos indica que su potencial de plasticidad y las mejores
probabilidades que presenta esta especie, le permitira adaptarse a los actuales cambios
climaticos del medio ambiente. Los resultados de los andlisis estadisticos tanto

morfoldgicos como moleculares se presentan a continuacion.

5.1. Andlisis de Datos Morfoldgicos

Los valores medios de DAP, altura de la planta, altura del fuste y didmetro de
cobertura fueron 87.32 cm, 20.01 m, 5.81 m, 16.37 m, respectivamente. De la Figura 6
a la Figura 9 se puede ver la distribucién de las variables ya mencionadas por cada

poblacion. De esta forma se puede apreciar graficamente la variabilidad existente en
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cada poblacion para cada variable analizada. Al observar las figuras 6 y 7 se puede
notar que las poblaciones de El Casita, Esquipulas y La Trinidad son mas heterogéneas,
es decir, de que hay individuos de diferentes edades puesto a que los valores de DAP,
altura de la planta son mas variables; mientras que las demas poblaciones son

poblaciones mas homogéneas y relativamente jdvenes.

Segun Farmer (1972), el tamafio de los arboles difiere segin el lugar de
crecimiento, y presenta una amplia variacion en su caracter general, debido a la edad y
a las condiciones de crecimiento de los distintos arboles. Heinrich & Lieth / citado por
Flores,(1990), reportan que la variabilidad morfoldgica podria ser explicada por la gran

variedad de microclimas y tipos de suelo que la especie ocupa.
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Figura 6.Diametro a la altura del pecho (DAP) de las cinco poblaciones muestreadas de C.

odorata. L
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Para determinar el grado de asociacion existente entre las 4 variables bajo
estudio, se realizd un andlisis de correlacion simple. En la Tabla 3, se observa que todos
los indices de correlacién son positivos y estadisticamente significativos (P<0.001). Las
variables mas correlacionadas son diametro de la cobertura (DC) y didametro a la altura
del pecho (DAP) con un indice de 0.566, seguido por 0.476 la correlacion entre DC y
altura de la planta (HP); este resultado se debe a que un arbol que presenta mayor
cobertura foliar realiza mas fotosintesis por lo cual produce mas madera, lo que se

expresa directamente en DAP y HP.

Tabla 3. Correlacion simple entre 4 variables de Cedrela odorata L.

DAP HP HF DC
DAP 1
HP 0.424* 1
HF 0.069* 0.061* 1
DC 0.566* 0.476* 0.124* 1

*P<0.001

DAP: diametro a la altura del pecho, HP: altura de la planta, HF: altura del fuste, DC: didmetro
de cobertura
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A diferencia de este estudios, se reportan otros que analizan caracteristicas
morfoldgicas de C. odorata L. basados sélo en semillas, frutos y plantulas.

Un estudio realizado por Alvarez (1999), comparé semillas y frutos de rboles de
fuentes semilleras de una procedencia del Pacifico y otra del Atlantico de Costa Rica,
encontrandose que existen variaciones entre las dos procedencias y aun entre ellas. Las
diferencias encontradas son significativas tanto que los frutos del Atlantico eran mas
pequefios pero con mayor cantidad de semillas que los del Pacifico. La comparacion del
coeficiente de variacion de ambas procedencias para cinco variables distintas
proporcionan datos que van del 10 al 54%: para el peso del fruto la mayor variacion se
encuentra para las procedencias del Atlantico, pero para la longitud del fruto, diametro
del fruto, numero de semillas desarrolladas y peso de semilla desarrollada, la mayor

variacion se encuentra en el Pacifico.

En un estudio realizado por Navarro et al, (2001), de caracteristicas
morfoldgicas con plantulas de C. odorata de 10 poblaciones pertenecientes a dos tipos
de habitat (mésico y seco), distribuidas por toda Costa Rica, con el fin de examinar las
relaciones entre la variacion cuantitativa y el sitio de origen de la poblacion, encontraron
que las plantulas de areas secas eran distintas de las de areas mésicas ya que las
semillas de poblaciones en areas secas fueron 43% mas pesadas y las plantulas fueron
61% mas altas y 117% mayores en diametro, y con las hojuelas 39% mas largas y 81%
mas anchas. Estas diferencias pueden estar relacionadas a un crecimiento rapido en la
zona seca para tomar ventaja de la disponibilidad de humedad en el ciclo de vida
temprano. En su estudio ellos sefialan que estos resultados pueden indicar una

especiacion incipiente en C, odorata en Costa Rica.

Rodriguez et al, (2001),determinaronmorfometriasélode frutos de C. odorata L.,

en un area natural de México, tomando en cuenta 5 variables: peso, largo ancho,
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potencial de produccidon de semillas, eficiencia en produccion de semilla. De acuerdo al
coeficiente de variacion, los frutos variaron mas en cuanto al peso y su eficiencia en la
produccion de semilla, mientras que fueron mas homogéneos en cuanto al ancho y

potencial de produccidon de semilla.

Las variables ancho-peso de frutos y ancho-largo de frutos fueron las que
presentaron mayor grado de asociacion, lo que significa que el peso, largo y ancho de
los frutos no se relacionan con el potencial y eficiencia para producir semillas, esto
quiere decir que el tamafo de los frutos no influye con la cantidad de semillas que
pueden producir, esto puede deberse a que los arboles contienen un caracter genético
que se manifiesta en la produccion de frutos de diferentes tamafio, lo que determina su
contenido de semillas. Ellos citan que esto ha sido también observado por Owens

(1973), en especies de pino principalmente.

Navarro et al, (2002a), reportan estudios de variabilidad genética comparando
marcadores morfoldgicos en C. odorata L., de dos areas distintas como el realizado por
Navarro y Vasquez (1987), que a diferencia de este estudio, utilizaron las caracteristicas
de semillas y plantulas de progenies de las zonas secas (Pacifico) y hiumedas (Atlantico)
de Costa Rica y Nicaragua, encontrando una fuerte diferenciacion entre procedencias de
ambas zonas en cuanto al largo, ancho y area de superficie de las semillas, y del altura,

diametro y largo de las raices de las plantulas.

Estos autores reportan otros estudios que han encontrado un mayor peso de las
semillas en arboles de poblaciones de las areas secas que las humedas (Sorenson,
1983; Toval &Puerto, 1985; Loopstra & Adams, 1989; Sorensonet
al.,1990; Wright et al,1992). El crecimiento temprano de las plantulas pueden (Toval
& Puerto, 1985; Sorenson et al, 1990; Wright et al, 1992) o no pueden (Sorenson,
1983; Loopstra y Adams, 1989; Roman Jiménez, 1996; Li, 1998), ser mayores en las

poblaciones de areas seca.
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Aldereteet al., (2005), hicieron un analisis exploratorio morfoldgico de semillas de
arboles de dos estados de México, basado solamente en 3 variables: peso, ancho y largo
de semillas, encontrando valores promedios de 0.017 g, 2.60 cm y 3,64 mm
respectivamente. Las diferencias significativas entre los arboles evaluados encontradas
por analisis de varianza, les permite pronosticar la posible existencia de diferencias en
cuanto al crecimiento y desarrollo de las plantulas que por ende expresaria variacion.
Ellos citan que sus resultados coinciden con las diferencias significativas obtenidos en
otras especies forestales por Ramos-Suarez, et al., (2003), en Pinus jaslicana, Castilloet

al., (2004) en Pinus patula y Marquez-Ramirez (2005) en Quercus oleoides.

En este estudio no se analizd caracteristicas morfoldgicas reproductivasde frutos

y/o semillas solamente parte vegetativas

5.2. Analisis de Datos RAPDs

Puesto que los cebadores a partir de los cuales se obtiene los datos moleculares
RAPDs amplifican marcadores al azar y se encuentran dispersos en todo el genoma,gran
parte del cual no codifica para la sintesis de proteinas, se desconoce si estos
marcadores estan asociados con un gen en particular en contraste con las
caracteristicas morfoldgicas o bioquimicas que son producto de la expresion genética,
pero estos datos permiten conocer la situacion de la variabilidad y su cuantificacién en
las poblaciones en particular y en el conjunto de todas las poblaciones, asi como

también las distancias genéticas entre ellas (Davila et al, 2003).

5.2.1. Diversidad Genética

Para cuantificar los niveles de diversidad genética presente en las poblaciones por
separado, se uso los indices de diversidad génica (He) de Nei (1973), y diversidad de
Shannon, C.; Weaver, W. (1949),(H,). En la tabla 4 se observa que H. varié de 0.289
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a0.323 con una media de 0.303 y H, variaron de 0.436 a 0.479, con una media de
0.454. Se calcularon correlaciones de Pearson entre las estimaciones derivadas de estos
parametros. He resulto estar correlacionada fuerte y significativamente con H, (r=0.990,
P < 0.001). Observando ambos parametros, la diversidad total mas baja la exhibid la

poblacion de Esquipulas, mientras que la mas alta se encontrd en La Trinidad.

Tabla 4. Pardmetros de variacion genética, diversidad génica de Nei (He) e indice de Shannon

(Ho) para las cincos poblaciones analizadas

Poblacion N Ne P He Ho
Volcan Casita 1.821 1.499 82.05 0.295 0.440
Esquipulas 1.872 1.490 87.18 0.289 0.436
Masatepe 1.910 1.489 91.03 0.292 0.444
El Refugio 1.910 1.541 91.03 0.316 0.474
La Trinidad 1.885 1.559 88.46 0.323 0.479
Media 1.880 1.516 87.95 0.303 0.454
N: nimero medio de alelos por locus, N.: nimero efectivo de alelos por locus, P: Porcentaje de loci

polimorficos, He: diversidad génica, H,: indice de Shannon sobre loci.

El estudio de Tijerino (2009), del cual se tomd la base de datos RAPDs para
estos analisis, reportd usando solamente el indice de diversidad génica de Nei (1978),
con el programa informatico TFPGA 1.3 (Miller, 1997), que también la menor diversidad
génica la presentd Esquipulas (0.295) y la mayor La Trinidad (0.333) con una media de
0.311.

El indice de Shannon fue utilizado por Gillies et al, (1997), en un estudio de
marcadores RAPDs en poblaciones costarricenses, que incluyé material de dos regiones
diferentes del pais adaptadas a distintas condiciones ambientales (Pacifico Norte y
Atlantico/Pacifico Sur) reportando niveles maximo de 1.897 en una poblacion en el
Pacifico Norte con gran numero de meses secos, y un minimo de 1.181 en una
poblacion en el Atlantico con gran cantidad de lluvia. Los datos RAPDs de C. odorata
generados y analizados por Tijerino (2009), que son los mismos utilizados por este
estudio no incluye poblaciones del Atlantico de Nicaragua, por las razones expuestas en

Materiales y Métodos.
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5.2.2. Particion de la Variacion

Se utilizd también el indice de Shannon para calcular el Hopromedio de cada una
de las poblaciones (Hpp=0.454) y el Ho en todo el conjunto de las muestras en todas
las poblaciones (Hs,=0.524), para cuantificar la particién de la variacion dentro de las
poblaciones Hyop/Hsp= 0.8664 y entre poblaciones (Hsp — Hpop)/Hsp= 0.1336.

En este estudio el indice de Shannon asigno el 13.36% del total de la variacion a
entre poblaciones, mientras que el 86.64% del total de la variacion se debe a diferencias
entre individuos dentro de las poblaciones.Basil (2007), sefiala que segin Houle (1992),
la existencia de mayor variacion dentro de las poblaciones que entre las poblaciones,
sugeriria la posibilidad de una alta heredabilidad e indicaria la existencia de variabilidad
genética aditiva disponible y por lo tanto una mayor habilidad para responder a la

seleccion.

Contrario a lo obtenido en éstos analisis con poblaciones nicaragiienses, el
estudio de Gillies et al, (1997), en poblaciones costarricenses usando el indice de
Shannon obtuvieron mayor valor interpoblacional (55%) que intrapoblacional (45%)
(no asi para el Andlisis Molecular de la Varianza cuyos resultados fueron lo contrario).
Ellos justifican estos resultados debido a que analizaron poblaciones pertenecientes a

dos zonas distintas (seca y himeda) de Costa Rica.

En el estudio de Tijerino (2009), reporta que de sus analisis de la particion de la
variacion a partir del indice de Nei, el estadistico G=6.9% que obtuvo resulté al igual
que en este estudio menor la variacién entre las poblaciones y mayor dentro Ilas
poblaciones (93.1%). En su estudio ella reporta que los valores Ggtson alin mayores en
dos estudios realizados, uno en 2 grupos de poblaciones de C. odoratacostarricense con
AFLP (Gg¢= 0.98) y el otro con ADN de cloroplasto (G¢= 0.96) en poblaciones

Mesoamérica (México, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama).
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Tijerino (2009), senala que el hecho de que todas las poblaciones nicaragiienses
muestreadas en su estudio (que son las mismas utilizadas en estos analisis) sean de la
Region del Pacifico, pude explicar el obtener entre las poblaciones un bajo valor G, si se
compara con los estudios de Cavers y colaboradores cuyas muestras son de distintas
poblaciones mesoamericanas, y de dos ecotipos diferentes en el caso de las poblaciones

costarricenses, y ademas con mayor distanciamiento geografico entre ellas.

Al comparar también los analisis de la particion de la variacion de este estudio con los
obtenidos con AMOVA por Tijerino (2009), con estos mismos datos RAPDs,resulté un
valor similar entre poblaciones (13.81%), que confirma que la mayor variacion se
encontrd dentro de las poblaciones (86.19%). Estos resultados concuerdan con lo
sefialado por Hamrick (1990), citado por Enrech (2000), que basado en la variacion a
nivel molecular, las plantas maderables perennes de larga vida y de fecundacion cruzada
tales como C odorata, deben mostrar mayor diversidad dentro que entre las

poblaciones.

En sus analisis de AMOVA Tijerino (2009), reporta que resultados similares de
mayor variacion dentro de las poblaciones se presentan en estudios de C. odorata con
RAPD por Gillieset al.,(1997b),y AFLP por De la Torre et al,(2008) y Cavers et
al.,(2003), aunque a diferencia de su estudio, los resultados se obtuvieron analizando
poblaciones de diferentes regiones por lo que éstos presentan ademas datos de

variacion entre grupos o zonas analizadas.

5.2.3. Relaciones Filogenéticas

Tijerino (2009) reporta que los valores del grado de diferenciacion entre pares de

poblaciones permiten conocer las relaciones en cuanto a la menor o mayor
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diferenciacion existente entre ellas. De esta manera ella sefiala que el menor grado de
diferenciacion entre las poblaciones de C. odorataanalizadas en su estudio se presentd
en Masatepe y Esquipulas (®s=0.062) con una distancia geografica de 97.8 Km vy el
mayor valor entre La Trinidad y El Casita (®s =0.241) con una distancia de 83.1
Km(Anexo, Tabla 9).

Estos resultados de la matriz de valores pareados de @ fueron facilitados por
Tijerino (2009) para estimar en este estudio a partir de estos datos, la distancia
genética de Nei (1978), y con los valores de esta distancia realizar posteriormente un

analisis de agrupamientoNeighbour-joining y un analisis de coordenadas principales.

Tabla 5. Medidas insesgadas de Nei (1978) de Identidad Genética (arriba de la diagonal) y

diversidad genética (debajo de la diagonal)

CAS ESQ MAS REF TRI
" CAS  eeer 0909 0901 0912 0941
ESQ 0.096 HoRkk 0.958 0.943  0.899
MAS  0.104  0.043 HoRiK 0.953  0.925
REF 0.092  0.058 0.049 wRRE 0,942
TRI 0.060  0.106 0.078 0.060  Hexx

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

Los analisis de agrupamientoNeighbour-joining,de mayor o menor proximidad
genética entre las poblaciones de C. odorata obtenida de la matriz de distancia genética
de Nei (1978) (Tabla 5), se representa graficamente en un dendrograma (Figura 10),
donde las poblaciones se separan en 2 grupos diferentes en variacion génica, uno
formado por El Refugio que agrupa a las poblaciones que estan mas relacionadas
Masatepe y Esquipulas quienes mostraron el menor valor de diferenciacién, es decir, la

mayor proximidad genética y el otro ubica a las dos poblaciones restantes, La Trinidad y
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El Casita que presentaron el mayor grado de diferenciacion, lo que permite establecer

con estos analisis que estas son las poblaciones que presentan mayor variabilidad.

CAS
TRI
REF
MAS
ESQ
f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 0.01 0.03 0.04 0.05
Coeficiente

Coeficiente de correlacion cofenética es de 0.95
Volcan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ), Masatepe (MAS), El Refugio (REF), La Trinidad (TRI),

Figura 10.Analisis Neighbour-joining mostrando las relaciones genéticas de 5 poblaciones de C.

odorata : utilizando marcadores RAPDs: Arbol obtenido a partir de las distancias genéticas de Nei (1978).

De los resultados de los niveles de diversidad genética presente en las
poblaciones por separado, tanto de He (Nei, 1973) como de H, (Shannon, C.; Weaver,
W. 1949).La diversidad total mas baja la exhibid la poblacion de Esquipulas, mientras
que la mas alta se encontré en La Trinidad, las cuales en el dendrograma se presentan

en los grupos de menor y mayor diferenciacién genética respectivamente.
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En el estudio de Tijerino (2009), el dendrograma obtenido con estos valores
moleculares usando la matriz de distancias genéticas de Reynolds et al., (1983), las
poblaciones de El Refugio, Masatepe y Esquipulas también formaron un solo grupo, con
la diferencia que juntos con estas poblaciones se agrupo El Casita y de manera aislada

se presento la poblacion de La Trinidad.

Colin (2006), citado en Hedrick (2000), afirma que las similitudes o diferencias en
la variaciéon entre poblaciones puede ser el resultado de muchos factores. El que dos
poblaciones sean similares puede deberse a una separacion reciente, al flujo génico
entre ellas, poca deriva génica o a presiones de seleccidon semejantes que hayan
afectado a loci similares en ambas poblaciones. Por otra parte, si dos poblaciones son
diferentes se puede deber a que esas poblaciones se separaron hace mucho tiempo y ya
no presentan flujo génico entre ellas, también se puede deber a que la deriva génica ha
generado grandes diferencias o posiblemente a que haya diferentes presiones selectivas

entre las dos poblaciones.

Para evaluar la consistencia de los agrupamientos representados en el
dendrograma se determind el valor de la correlacion entre la matriz de los valores
cofenéticos de los datos de similitud y la misma matriz de similitud. El coeficiente de
correlacién cofenética mide la correlacion entre las interdistancias en el dendrograma y

las interdistancias en la matriz de distancia sobre la que se aplico el procedimiento.

En este estudio el dendrograma obtenido puede ser considerado consistente con
la matriz original ya que el valor del coeficiente de correlacion de Mantel entre la matriz
original y la cofenética del dendrograma fue de 0.95 (P>0.001). Seguin Zambrano et al.
,(2003), estos valores pueden ser interpretados como muy bueno basado en la siguiente

escala:
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. 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 tanto, el valor obtenido permite un grado de confiabilidad muy alto, es
decir, el dendrograma representa la matriz de similitud original de una manera confiable
y que el método de agrupamiento crea poca distorsion del arbol respecto de la matriz

original de similitud.

Las distancias de Nei (1978), también en se usaron para realizar un analisis de
coordenadas principales para obtener un diagrama en tres dimensiones que muestra las
agrupaciones formadas por las poblaciones (Figura 11), que confirma el agrupamiento
observado en el dendrograma, ya que se forman los mismos dos grupos que con el

analisis de neighbour-joining.

El analisis de coordenadas principales es utilizado para mostrar las relaciones
definidas por distancias o similitudes en un espacio de baja dimensidén para obtener
interpretable en dimension reducida. Como los valores se ordenan en forma decreciente
los primeros ejes (coordenadas principales) explican la mayor cantidad de variacidn
(Balzarini et al., 2006).

El diagrama tridimensional de coordenada principales (Figura 11), apoya los
resultados obtenidos en el dendrograma (Figura 10), de que las poblaciones de La
Trinidad y El Casita forman un grupo distinto a las poblaciones restantes, ya que estas
poblaciones se posesionan en una misma coordenada (PCO1) distante de El Refugio
(PCO2) y de Masatepe y Esquipulas (POC3). El hecho de que la primera coordenada
principal retiene a las poblaciones de La Trinidad y El Casita, significa que éstas son las

que describen la mayor variabilidad, con respecto a las otras poblaciones.
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AS

0.02 _

0.02

PCO 3

Figura 11.El diagrama del analisis de coordenadas principales obtenido de la matriz de distancias
genéticas de Nei (1978) entre 5 poblaciones de C. odorata L. Volcan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ),
Masatepe (MAS), El Refugio (REF), La Trinidad (TRI).

5.3. Analisis Comparativos entre Datos Morfoldgicos y
RAPDs

A continuacidon puede verse las distancias geograficas, morfoldgicas y genéticas
en las Tabla 6, 7 y 8, respectivamente (debajo de la diagonal). La razén por la cual
estas distancias fueron convertidas a distancias euclidianas fue para tener las mismas
unidades de medida a la hora de hacer las comparaciones entre los datos generados por
los tres tipos de distancia.

En la Tabla 6, se aprecia que la mayor distancia morfoldgica se presentd entre las
poblaciones de El Refugio y La Trinidad (0.656); mientras que la menor distancia se

observé entre Esquipulas y La Trinidad (0.283)
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Tabla 6. Distancias morfoldgica entre poblaciones C. odorata (arriba de la diagonal) y distancia

euclidiana estimadas a partir de las morfoldgica (debajo de la diagonal)

CAS ESQ MAS REF TRI
CAS  kwxk 0.000073 0.000006 0.000006  0.000011
ESQ  0.468 HoRokx 0.330075 0.312405 0.111399
MAS  0.450 0.468 HoHokx 0.278345  0.126029
REF  0.599 0.546 0.497 rofokoK 0.428214
TRI 0.460 0.283 0.319 0.656 Hokokx

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

En la Figura 12 puede observarse la agrupacion generada a través de las
distancias morfoldgicas convertidas a distancias euclidianas, donde se genera un gran
grupo compuesto por cuatro poblaciones (Casita, Esquipulas, La Trinidad y Masatepe);

mientras que El Refugio difiere genéticamente de ese grupo.
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Distancia Morfolégica entre 5 poblaciones de Cedrela odorata
UPGMA
Distancias Euclidianas

CAS i

ESQ .

TRI E

MAS 1

REF E

0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,60 0,65

Distancia de Ligamiento

Figura 12.Dendrograma generado por el método de ligamiento UPGMA con las distancias
euclidianas obtenidas de los datos morfoldgicos. Volcan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ), Masatepe (MAS),
El Refugio (REF), La Trinidad (TRI).

En tabla 7 se observan las distancias euclidianas obtenidas de las distancias
genéticas de Nei (1978). El dendrograma (Figura 13) obtenido con estas distancias
agrupa a las poblaciones en dos grupos similar al dendrograma obtenido con las

distancias genéticas de Nei (Figura 10).
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Tabla 7. Distancias genética de Nei (1978) entre poblaciones C. odorata (arriba de la diagonal) y

distancias euclidianas estimadas a partir de la genéticas (debajo de la diagonal)

CAS ESQ MAS REF TRI
CAS rokx 0.096 0.104 0.092 0.060
ESQ  0.159 kK 0.043 0.058 0.106
MAS  0.163 0.068 ok 0.049 0.078
REF 0.146 0.094 0.074 okokk 0.060
TRI 0.095 0.158 0.135 0.107 okokok

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

Distancia genética entre 5 poblaciones de Cedrela odorata
UPGMA
Distancias Euclidianas

CAS

TRI

ESQ

MAS

REF

0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15

Distancia de Ligamiento
Figura 13.Dendrograma generado por el método de ligamiento UPGMA con las distancias euclidianas
obtenidas de las distancias genéticas de Nei (1978).

Al comparar los dendrogramas de distancia genética (Figura 13) con distancia
morfologica (Figura 12) se observa que las poblaciones se agrupan de manera distintas
ya que en la morfoldgica solo El Refugio se presenta de manera aislada del resto de las

poblaciones conforman un solo grupo. La Trinidad es la poblaciéon que al comparar sus
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distancias morfoldgicas euclidianas presentan los valores menores (Trinidad-
Esquipulas= 0.283) y mayores (Trinidad- El Refugio =0.656). Estos valores no coinciden
con los valores de distancias genéticas euclidianas obtenidas de las distancias genéticas
de Nei (1978), reportados anteriormente en este estudio, ni tampoco coincide con los
valores obtenido por Tijerino (2009) con las distancias genéticas de Reynolds et al,
(1983). Hay que tomar en cuenta que la no coincidencia de los valores pueda deberse a
que solo se tomaron cuatro variables morfoldgicas y ademas esta el hecho de que los
valores de distancia genética fueron generados con la técnica RAPD que tiene la ventaja
de que rastrea a nivel del ADN para amplificar fragmentos de tamafos variables que

son utilizados como marcadores moleculares.

También se convierten las distancias geograficas a distancias euclidianas, para
compararlas solo con las distancias genética y asi hacer una comparacion entre estos
datos con los datos no euclidianos reportados por Tijerino (2009). En la tabla 8, puede
observarse que la menor distancia geografica euclidiana esta entre Masatepe y El
Refugio (32.9 km); mientras que la mayor distancia fue entre Casita y Masatepe (216.0
km).

Tabla 8. Distancias geograficas entre poblaciones C. odorata (arriba de la diagonal) y distancias

euclidianas estimadas a partir de las geograficas (debajo de la diagonal).

CAS ESQ MAS REF TRI

CAS koK 127.600 122.800 139.900  83.100
ESQ  188.714 koK 97.800  100.400  53.700
MAS  216.031  171.149  »k¥x 18.300  112.000
REF  228.833 177.141 32.883 ok 122.600

TRl 140.315 91.881 198.714  210.353 ok
Volcan Casita (CAS), Esquipulas (ESQ), Masatepe (MAS),
El Refugio (REF), La Trinidad (TRI).
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Al comparar los valores de distancias genéticas (Tabla 7) con distancias
geograficas (Tabla 8) la poblacién que presenta los menores valores de distancia
genética es Masatepe, la cual forma un grupo en el dendrograma con Esquipulas y El
Refugio (Masatepe- Esquipulas = 0.068 y Masatepe-Refugio = 0.074) y en el caso de
Masatepe y Refugio son las que presentan la menor distancia geografica (32. 9 ), en
cambio Masatepe y Esquipulasque en el dendrograma muestran la menor proximidad

genética estan mas distanciadas geograficamente (171. 14).

Estos valores usando las distancias genéticas de Reynolds et al, (1983), que
reporta Tijerino (2009), coincide que en el caso de Masatepe y El Refugio, aunque no
tengan el valor mas bajo, son las poblaciones que presentaron la menor distancia
geografica. Ella sefiala que estos bajos valores de distancia genética podrian indicar que
aun existe flujo de genes entre estas poblaciones, las que pueden estar conectadas

por arboles aislados y esparcidos entre ellas a través de los polinizadores.

En cambio la poblaciones de Casita y Trinidad que forman un solo grupo en el
dendrograma son las que tienen los valores mas altos de distancia genética euclidianas
(Casita-Masatepe = 0.163, Casita-Esquipulas = 0.159, Casita-Refugio =0.146 y Trinidad
y Esquipulas = 0.158), y también coincide que El Casita es el que estamas distanciado
geograficamente (Casita-Masatepe = 216. 03, Casita-Esquipulas = 188.71, Casita-
Refugio= 228.83 ) en cambio Trinidad y Esquipulas presentan una distancia geografica
intermedia (91.88). Por el contrario Tijerino (2009), reporta con los valores de distancia
genética de Reynolds et al. (1983), que solo La Trinidad fue la que mostrd la mayores
distancias genéticas (Trinidad-Esquipulas=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. En su estudio ella explica que las distancias genéticas entre las poblaciones
qgue no poseen las mayores distancias geograficas pueden deberse a la deriva genética,
ya que al estar tan fragmentadas van quedando aisladas y se fijan alelos por el azar,

diferencidndose asi los alelos de una poblacion a otra.
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En la Figura 14 se puede ver la correlacion existente entra cada par de matrices
de distancias. Los 3 indices de correlacion entre las 3 distancias fue muy bajo y

estadisticamente no significativos.

DistanciasMorfol -0.328 Distancias
Aaicas Genéticas
0.346 0.395
Distancias
Geoaraficas

Figura 14.Pruebas de Mantel para las poblaciones de C. odorata L. Los datos mostrados son
valores de coeficientes de Pearson comparando las matrices apareadas de distancias genética,

morfoldgica y espacial.

Colin (2006), cita en Wright (1943), que cuando una especie presenta una
distribucion geografica se espera que las poblaciones mas cercanas geograficamente
también sean las mas cercanas genéticamente. A este principio se le conoce como
aislamiento por distancia, y nos dice que los individuos tienden a aparearse con aquellos
mas cercanos geograficamente de lo que se esperaria al azar, lo que significa que
conforme mas alejadas estén las poblaciones unas de otras, seran mas diferentes
genéticamente hablando. La no correlacidn significativa entre las distancias genéticas y
las distancias geograficas presentes en cada par de poblacidon obtenida de la prueba de
Mantel podria indicar que estas poblaciones no siguen un modelo de aislamiento por
distancia.

En el caso de las distancias morfoldgicas, como se menciond anteriormente, la

cantidad de variables utilizadas en este estudio fue muy poca y solo son de
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caracteristicas vegetativa y no reproductivas, debido a esto podria ser que no se

presentd correlacion entre las distancias genéticas y morfoldgicas.

Las distancias geograficas no tuvieron correlacion con las distancias genéticas ni
morfoldgicas, puesto a que hay factores que no se tomaron en cuenta en este estudio
gue generalmente determinan dicha distribucidon, como son la altitud, temperatura,

direccién del viento, tipo de habitat, etc.

En el estudio citado anteriormente en los analisis morfolégicos en dos tipos de
habitat (mésico y seco) realizado por Navarro et al, (2001) con plantulas de C. odorata
de 10 poblaciones de Costa Rica con el fin de examinar las relaciones entre la variacion
cuantitativa y el sitio de origen de la poblacidon, reportan que el andlisis de
conglomerados para los rasgos de las plantulas mostr6é dos grupos naturales de familias,
que se correspondieron en su mayor parte con los grupos de las poblaciones regionales
en grupos mésico (Atlantico y Pacifico Sur) y seco (Pacifico Norte). El andlisis de
conglomerado basado en el peso y el tamafio de las semillas también separd las
poblaciones en los grupos climaticos mésico y seco. Con este estudio ellos sugieren que
la evaluacion de los mecanismos de aislamiento reproductivo entre poblaciones de las
zonas mésica y seca y de las clinas en las zonas potenciales de hibridizacién ayudaria a
probar una hipétesis de especiacion incipiente en C. odorata en Costa Rica. A diferencia
de este estudio como se ha mencionado anteriormente los datos morfoldgicos fueron de
caracteristicas vegetativas de plantas adultas y pertenecientes todas a la zona del
pacifico. (Navarro et al., 2002b).
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VI. CONCLUSIONES

Los valores medios de las variables morfoldgicas DAP, altura de la planta, altura
del fuste y didametro de cobertura fueron 87.32 c¢cm, 20.01 m, 5.81 m, 16.37 m,
respectivamente. La distribucién de estas variables muestra que las poblaciones de El
Casita, Esquipulas y La Trinidad son mas heterogéneas, en cuanto al DAP y altura de la
planta.

La variable diametro de la cobertura, presentd las mayores correlacién con el

diametro a la altura del pecho (0.566) y la altura de la planta (0.476).

Con los datos moleculares (78 loci RAPDs polimorficos), se encontrd en las
poblaciones por separado que la diversidad genética total mas baja la exhibid la
poblacion de Esquipulas, mientras que la mas alta se encontré en La Trinidad, usando

tanto los indices de diversidad de Nei, (He) como el de Shannon (H,).

También se usé el indice de Shannon para calcular en todo el conjunto de las
poblaciones la particién de la diversidad encontrandose que es mayor la variacién

intrapoblacional (86.64%) que interpoblacional (13.36%).

El analisis de agrupamiento tanto por distancia genética de Nei, como por
coordenadas principales, separan del resto de las poblaciones a La Trinidad y El Casita
con la mayor distancia genética (0.060), es decir, a las poblaciones que mas

variabilidad genética presentan.

Al comparar con la prueba de Mantel distancias genéticas, morfoldgicas y
geograficas los 3 indices de correlacién entre las 3 distancias fue muy bajo
yestadisticamente no significativo, indicando que no se encontrd correlacion entre estas

distancias.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar estudios genéticos de caracteres cuantitativos tanto
vegetativos como reproductivos, y de marcadores moleculares para la formulacién de
estrategias de manejo y conservacion genética. Estas colectas deben ser hechas de
poblaciones tanto del Pacifico como del Atlantico, en areas secas y humedas, para

representar el rango total de la diversidad presente de C. odorata en Nicaragua.

Que los resultados preliminares de analisis morfolégico de este estudio sean una
guia para que el INAFOR a través del CMG&BSF continle realizando estimacion de la
variabilidad genética de bajo costo con caracteristicas cuantitativas no solo en C odorata

sino también en otras poblaciones forestales.

Implementar programas de conservacion y recuperacion en las poblaciones de
Masatepe y Esquipulas ya que son las poblaciones que reflejan menor variabilidad

genética.

Disenar estrategias de manejo sostenible en las poblaciones de La Trinidad y El
Casita para conservar la variacion genética existente del recurso cedro, ya que segun los

resultados de este trabajo son las poblaciones que conservan mayor variabilidad.
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GLOSARIO

A

Adaptacion: Propiedad de los seres
vivos que le permite subsistir y acomodarse
cuando varian las condiciones del medio.

AFLP: Fragmento amplificado de
longitud polimoérfica. Es un tipo de marcador
molecular que involucra la amplificacion de un
conjunto especifico de fragmentos de restriccion
mediante PCR utilizando un precusor marcado.
Aislamiento geografico: Imposibilidad de
cruzamiento de dos o mas poblaciones a causa
de su separacidon por barrera geograficas o
climaticas.

Alogamia: La transferencia del polen (es decir,
la polinizacién) desde la antera de la flor de una

planta al estigma de la flor de una planta

genéticamente diferente. Ver también
Polinizacion cruzada.
Alozimas:Forma electroforéticamente

distinguibles de una enzima que son codificadas
por distintos  alelos.Apareamiento  no
aleatorio: Veases endogamia.

Autofecundacion: Tipo de fecundacion,
relativamente frecuentes en los vegetales, por el
que los gametos masculinos de un individuo

fecunda los gametos femeninos del mismo.
B

Cebadores: Secuencias flanqueadas de ADN,
usados en la PCR para iniciar la amplificacion.
Codominante: Condicion en la cual el

heterocigoto exhibe el fenotipo de ambos

homocigotos. Ambos alelos producen efectos
detectables en condicién heterocigoto.
Coeficiente de correlacién cofenético. Es
una mediada de que tan bien un arbol
representa en dos dimensiones las relaciones
multidimensionales dentro de los datos
entrantes.

Conservacion: Practica y método que se aplica

para la perpetuacion de la pureza genética.
D

Diversidad genética: Una medida de la
variabilidad que representa la probabilidad de
que dos nucledtidos, haplotipos, fragmentos de
restriccion o electromorfos sean distintos en una
muestra de una poblacion. Coincide con la
heterocigosis esperada en una poblacién de un
organismo diploide de apareamiento al azar.
Deforestacion: Tala de todos los arboles en un
area extensa.

Deriva genética:Cambios en la frecuencias de
los alelos a lo largo de una generacion en,
debido al azar exclusivamente. Los efectos son

mas pronunciados en poblaciones pequefias.

Electroforesis: Técnica para separar moléculas
de diferentes tamafios y cargas, tipicamente
DNA ¢ proteinas. La muestra se pone en una
matriz que generalmente es un gel.

Endémica: Respecto a filogenética, se

refiere a planta, poblacion o especie nativa o
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propia de una regibn o medio ambiente

particular.

Endogamia: Apareamientos no aleatorio entre
parientes muy cercanos que comparten muchos

alelos idénticos; a veces fija alelos nocivos.

Entomofilia: Plantas cuya polinizacion esta

asegurada por los insectos.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: Estado de

una poblacion panmictica, sometida
exclusivamente a las leyes de la transmision
mendeliana, en que las frecuencias génicas y

genotipicas se mantienen constantes.

Estructura genética: Se entiende como
estructura genética de una especie a la cantidad
y distribucién de la variacién genética dentro y

entre poblaciones de dicha especie.

Especies: Conjunto de poblaciones naturales,
real o potencialmente capaces de compartir e

intercambiar entre si un mismo acervo genético.

Fenotipico: Caracter expresado en los
individuos como resultado de la interaccion
genotipo medio ambiente; o sea, la presencia
visual u objetiva que es susceptible de
apreciacion y de evaluacion; o sea un caracteres

cualitativos o en cuantitativo

Fustes: En los arboles, el tallo o tronco robusto
y recto, de su base hasta las primeras
ramificaciones; término de uso comun por los

forestales.

Flujo de genes: Procesos microevolutivos; los
alelos entran y sales de wuna poblacion

inmigrando o emigrando. Contrarresta la

mutacion, la selecciéon natural y la deriva

genética; también el aislamientos reproductor.

Genes:Segmentos especificos de ADN que
controlan las estructuras y funciones celulares;
la unidad funcional de la herencia.

Genotipo: Estructura genética de un individuo;
par de genes o sumas total de los de un

individuo.
H

Habitat: Lugar donde vive regularmente un
organismo O especie; se caracteriza por sus
rasgos fisicos y quimicos, asi como por la
distribucién de especies.

Heterocigotos: Portador de dos alelos
diferentes en un locus. Cuando es usado para
referirse al genotipo total, indica que los
individuos tienen diferentes alelos en muchos
locus. Cuando es usado para referirse a una
especie, se dice que tiene baja o alta
heterocigocidad con respecto a otra para indicar
que la especie tiene un ndmero relativamente
alto de loci variables

Homocigoto: Portador de dos alelos idénticos
en un locus, en muchos locus, o en la especie
entera.

Huerto Semillero:Es un area donde se
establecen y manejan fenotipos 0 genotipos
superiores en forma extensiva y completa para

obtener semillas

Isoenzima: Cada wuna de las formas

moleculares diferentes de una misma enzima.
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Locus:Un sitio de un cromosoma ocupado por
un gen especifico; el gen mismo , en todos su

estado alélicos.

Marcadores morfoldgicos:Son aquellos cuya
expresion fenotipicas son observadas a simple
vistas, generalmente asociada a caracteres como
colores, formas o dimensiones expresadas en
los individuos; son caracteres influenciados por
el ambientes y por interacciones génicas
(epistasis) por lo que es dificil de diferenciar los

efecto genéticos de los efectos ambientales.

Marcadores genéticos: es un caracter
cuantificable que puede detectar variacion ya

sea en una proteina o en una secuencia de ADN.

Marcadores moleculares: Un alelo, una banda
en un gel o un caracter que sirve
experimentalmente como sonda para identificar

a un individuo o a alguna de sus caracteristicas.

Marcadores de ADN: Un marcador de ADN es
simplemente un punto de referencia en un
cromosoma, que puede o no corresponder a un

gen.

Mejoramiento genético: La propagacion y
manipulacién genética mediante la hibridacién o

la autégamia deliberada de planta.

Mejoramiento Forestal:Es un proceso de
identificacion y desarrollo de poblaciones
genéticamente  superiores de especies
forestales, y el uso de estas poblaciones como
fuentes de semilla (u otro material propagativo)

para establecer plantaciones mejoradas.

Mutacién: Cambio hereditario en la estructura
molecular del ADN. Fuente original de nuevos

alelos y de la diversidad de la vida.
N

Nicho ecolégico:Suma total de todas las
actividades y relaciones en que participan los
miembros de una especies, al asegurar y
emplear los recursos necesarios para sobrevivir y

reproducirse.
P

PCR: Técnica para la amplificacién de regiones
especificas de ADN por el uso de cebadores de
secuencia especifica y ciclos mdltiples de sintesis
de ADN, cada ciclo es seguido por un corto
tratamiento de calor para separar hebras
complementarias.

Polimorfismo: Porcentaje de loci variables. Se
establece que un locus es polimorfico si el alelo
mas frecuente no supera el 95% (o el 99%
gueremos ser mas restrictivos).

Poblacién: Es un grupo de individuos que viven
en una misma area geografica y que comparten

un mismo conjunto de genes.

R

RAPD: (RandomAmplifiedPolymorphic DNA): Es
un tipo de marcador molecular que involucra la
visualizacion de fragmentos de DNA de
diferentes tamafios generados por PCR utilizando
partidores de  secuencia arbitraria vy
electroforesis.

RFLP
(RestrictionFragmentLengthPolymorphism
s): Fragmentos de restriccion de longitud

polimérfica. Son uno de los marcadores
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moleculares de  mayor utilizacion  en
mejoramiento genético.

Reproduccién cruzada: Véase alogamia.
Rodal Semillero:como un grupo de arboles de
la misma especie, donde predominan arboles
fenotipicamente aceptables y donde han sido
eliminados los ejemplares morfoldgicamente no
deseables, el cual es manejado técnicamente
para aumentar la cantidad y calidad de las

semillas producidas.
S

Seleccion natural: Proceso microevolutivo;
resultado de las diferencias de supervivencias y
reproduccién entre los miembros de una
poblacién que se distinguen en los detalles de su

rasgos hereditarios.
T

Tag-polimerasa: Es una enzima ADN

polimerasa ADN dependiente termoestable.

Tiene la propiedad de restituir la doble cadena
de ADN usando una cadena simple como molde
a partir de un punto determinado, fijado en este

caso, por el iniciador.
V

Variabilidad genética: Es la variacion en la
composicion genética de los individuos dentro de
la especie 0 entre especies diferentes; es la
variacion genética hereditaria dentro de las
poblaciones y entre ellas.

Variacion: Ocurrencia de diferencias
genotipicas en una poblacién o en una especies.
Vermifugas:Compuesto capaz de expulsar del

organismo los gusanos parasitos.
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ANEXO

Tabla 2. Matriz de datos morfoldgicos de 5 poblaciones de C. odorata L. de Nicaragua

ACCESION | POBLACION | COD | DAP HP HF DC

1 | El Casita Cl |469,00 | 24,00 | 5,00 | 27,80
2 | El Casita C2 |359,00 31,00 5,00 | 28,00
3 | El Casita C3 |198,00|17,00| 7,00 | 15,00
4 | El Casita C4 |250,00|17,00| 6,00 | 20,70
5 | El Casita C5 |500,00 27,00 | 6,00 | 25,75
6 | El Casita C6 | 290,00 30,00 2,5 | 18,10
7 | El Casita C7 |230,00 | 24,00 | 8,00 | 19,70
8 | El Casita C8 28,00 | 9,00 | 23,00
9 | El Casita c9 | 26,10 | 16,00 | 5,00 | 8,70
10 | El Casita C10 | 75,12 | 24,50 | 3,50 | 13,80
11 | El Casita C11 | 50,93 |17,75| 3,50 | 13,00
12 | El Casita C12 | 75,44 | 19,00 | 10,00 | 14,35
13 | El Casita C13 | 95,49 | 32,00 | 5,00 | 21,70
14 | El Casita C14 | 102,18 | 10,50 | 20,50 | 20,50
15 | El Casita C15 | 114,59 | 23,50 | 8,50 | 24,50
16 | El Casita C16 | 54,11 | 14,75| 2,00 | 12,30

17 | Esquipulas El1 | 80,85 |20,50| 2,50 | 16,70
18 | Esquipulas E2 | 71,30 | 26,00 | 6,00 | 15,40
19 | Esquipulas E3 | 88,81 | 22,00 31,50 | 18,40
20 | Esquipulas E4 | 88,49 | 21,00 6,00 | 27,50
21 | Esquipulas E5 | 54,11 | 16,50 | 4,00 | 16,80
22 | Esquipulas E6 | 46,47 | 14,00 | 4,50 | 14,50
23 | Esquipulas E7 | 42,02 [13,00| 7,25 | 11,00
24 | Esquipulas E8 | 63,66 |13,75| 5,00 | 16,40
25 | Esquipulas E9 | 55,07 | 18,75| 4,75 | 14,90
26 | Esquipulas E10 | 60,16 |18,75| 3,00 | 19,30
27 | Esquipulas El1l1 | 70,66 | 17,00 | 5,00 | 15,40
28 | Esquipulas E12 | 116,18 | 15,00 | 3,25 | 16,40
29 | Esquipulas E13 | 70,35 | 17,50 | 5,25 | 16,40
30 | Esquipulas E14 | 90,72 | 20,25 | 8,25 | 26,80
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31 | Esquipulas E15 | 102,18 | 24,75 | 5,25 | 21,00
32 | Esquipulas E16 | 238,73 | 25,00 | 11,50 | 16,60
33 | Esquipulas E17 | 112,68 | 26,25 | 5,50 | 22,20
34 | Esquipulas E18 | 46,79 |16,25| 2,25 | 11,00
35 | Esquipulas E19 | 46,47 | 17,50 | 7,50 | 13,30
36 | Esquipulas E20 | 50,93 | 15,25 | 3,25 | 18,00
37 | Esquipulas E21 | 60,48 |12,25| 3,50 | 9,85
38 | Esquipulas E22 | 70,98 | 21,00 | 5,00 | 13,00
39 | La Trinidad T1 | 56,02 | 14,75| 4,50 | 15,80
40 | La Trinidad T2 | 75,44 | 15,50 | 5,00 | 21,80
41 | La Trinidad T3 | 46,15 | 18,50 | 4,00 | 17,50
42 | La Trinidad T4 | 59,84 | 21,50 | 4,50 | 11,00
43 | La Trinidad T5 | 51,25 |22,50| 4,50 | 7,50
44 | La Trinidad T6 |121,91|37,00| 5,00 | 26,00
45 | La Trinidad T7 | 66,84 | 28,50 | 4,00 | 15,50
46 | La Trinidad T8 | 71,94 |19,75| 2,25 | 13,80
47 | La Trinidad T9 | 68,12 | 18,50 | 1,50 | 14,00
48 | La Trinidad T10 | 36,92 | 20,00 | 0,00 | 12,30
49 | La Trinidad T11 | 78,94 | 20,00 | 3,00 | 17,00
50 | La Trinidad T12 | 71,62 | 22,00 | 6,50 | 17,40
51 | La Trinidad T13 | 71,94 | 23,00 | 2,50 | 19,20
52 | La Trinidad T14 | 60,48 | 14,00 | 5,00 | 23,50

53 | EI Refugio R1 | 98,36 | 20,50 | 5,25 | 22,60
54 | El Refugio R2 | 106,63 | 30,00 | 10,00 | 22,00
55 | El Refugio R3 | 48,38 | 27,00 | 6,00 | 12,80
56 | El Refugio R4 | 48,70 | 27,00 | 6,50 | 14,65
57 | El Refugio R5 | 68,12 |21,00| 7,75 | 16,40
58 | El Refugio R6 | 84,99 | 24,00 | 6,25 | 19,60
59 | El Refugio R7 | 77,35 | 26,00 | 8,00 | 19,20
60 | El Refugio R8 | 74,17 | 22,50 | 3,50 | 19,30
61 | El Refugio RO | 98,68 | 26,25 | 3,00 | 20,00

62 | El Refugio R10 | 65,57 | 18,00 | 4,50 | 19,10
63 | El Refugio R11 | 36,61 | 17,50 | 8,25 | 10,00
64 | El Refugio R12 | 49,97 |20,75]| 6,00 | 14,30
65 | El Refugio R13 | 100,59 | 20,75 | 4,25 | 26,50
66 | El Refugio R14 | 36,92 | 20,50 | 10,50 | 10,80
67 | El Refugio R15 | 40,74 | 15,50 | 9,50 | 8,70
68 | El Refugio R16 | 67,80 | 16,50 | 6,50 | 16,00
69 | El Refugio R17 | 49,97 | 15,50 | 5,25 | 15,50
70 | El Refugio R18 | 40,11 | 17,50 5,25 | 11,50
71 | El Refugio R19 | 38,52 | 15,50 | 6,25 | 8,60
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72 | El Refugio R20 | 46,47 | 16,50 | 3,50 | 12,70
73 | Masatepe M1 | 60,48 |23,00| 8,50 | 11,90
74 | Masatepe M2 | 35,01 |17,50| 5,75 | 7,60

75 | Masatepe M3 | 44,56 | 12,25| 2,75 | 9,40

76 | Masatepe M4 | 56,66 | 16,75| 2,50 | 12,80
77 | Masatepe M5 | 53,48 | 17,75 | 6,75 | 14,60
78 | Masatepe M6 | 54,75 | 17,00 | 3,00 | 13,50
79 | Masatepe M7 | 57,61 19,00 | 6,00 | 11,00
80 | Masatepe M8 | 49,66 |16,50| 4,75 | 12,50
81 | Masatepe M9 | 35,01 | 12,50 | 2,25 | 13,10
82 | Masatepe M10 | 61,12 | 18,00 | 5,25 | 17,90
83 | Masatepe M11 | 73,21 | 23,00 | 6,25 | 17,00
84 | Masatepe M12 | 77,35 | 18,25 | 9,50 | 18,30
85 | Masatepe M13 | 56,34 | 20,50 | 8,00 | 15,20
86 | Masatepe M14 | 54,75 | 20,00 | 5,00 | 17,80
87 | Masatepe M15 | 60,48 | 20,00 | 5,25 | 17,50
88 | Masatepe Mi16 | 57,93 | 17,00 | 3,75 | 16,20
89 | Masatepe M17 | 81,81 | 20,00 | 10,00 | 16,50
90 | Masatepe M18 | 59,21 | 19,50 | 3,75 | 11,00
91 | Masatepe M19 | 44,56 | 14,75| 3,50 | 13,40
92 | Masatepe M20 | 38,20 | 15,50 | 7,50 | 8,90

Tabla 2.Valores de ®ST entre pares de poblaciones obtenidos por Tijerino (2009), a partir de

datos

RAPD de muestras de Cedrela odorata

CAS ESQ MAS REF___ TRI
CAS  0.000

ESQ | 0.081 | 0.000

MAS = 0.154 | 0.062 0.000

REF | 0.197 | 0.116 0.093 0.000

TRI 0.241 | 0.188 0.173 0.152  0.000

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