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2. Resumeny palabras clave:

El fruto de pimienta gorda (Pimenta dioica) es un producto no maderable del bosque, que ha sido
comercializado nacional e internacionalmente debido a su sabor, aceites y metabolitos secundarios
que la caracterizan. Debido a los métodos tradicionales de colecta, la especie ha sufrido una fuerte
presion por seleccion de arboles “hembra” y reduccion de la dispersion natural de sus semillas. Este
es el primer estudio para determinar la diversidad y estructura genética de poblaciones silvestres y
cultivadas de P. dioica, utilizando marcadores moleculares. Con 15 cebadores RAPD, se obtuvieron
126 fragmentos amplificados con un 71.77% de polimorfismo. La diversidad genética de Nei y el
indice de Shannon fueron ligeramente superiores en las poblaciones naturales (He = 0.24 — 0.28; H =
0.35 - 0.40) que en las cultivadas (He = 0.17 — 0.22; H = 0.23 — 0.31). Los diferentes métodos de
estructuracion poblacional (UPGMA, DAPC y STRUCTURE) confirmaron la separacién de San
Cristébal de las restantes poblaciones sin mostrar correspondencia entre la distancia genética y
geogréfica. Ademas, hubo diferenciacion genética entre las poblaciones (®ct = 0.114, p < .001). La
identificacion de cuello de botella (IAM y SMM; p < .001) en todas las poblaciones sugiere que los
métodos de tradicionales de aprovechamiento tienen un efecto ligero pero significativo en la reduccion
niveles de diversidad de P. dioica. Se recomienda la conservacion in situ, circa situ, ex situ y la gestion
sostenible de las poblaciones regeneradas de forma natural y cultivadas para mantener los recursos

genéticos de P. dioica.

Palabras clave: Productos forestales no maderables, marcadores moleculares, conservacion,

reservorio genético, cuello de botella
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Abstract and Keywords

The fruit of allspice (Pimenta dioica) is a non-timber forest product, which has been marketed
nationally and internationally due to its flavor, oils, and secondary metabolites that characterize it.
Due to traditional collection methods, the species has suffered strong pressure due to the selection of
“female” trees and the reduction of the natural dispersion of its seeds. This is the first study to
determine the diversity and genetic structure of wild and cultivated populations of P. dioica using
molecular markers. With 15 RAPD primers, we obtained 126 amplified fragments with 71.77%
polymorphism. Nei genetic diversity and the Shannon index were slightly higher in natural populations
(He =0.24 - 0.28; H=0.35 - 0.40) than in cultivated populations (He = 0.17 — 0.22; H=0.23 - 0.31).
The different population structuring methods (UPGMA, DAPC, and STRUCTURE) confirmed the
separation of San Cristobal from the remaining populations without showing correspondence between
genetic and geographic distance. In addition, there was genetic differentiation between the populations
(dct=0.114, p <.001). Identifying bottlenecks (AMI and SMM; p <.001) in all populations suggests
that traditional harvesting methods have a slight but significant effect in reducing the diversity levels
of P. dioica. In situ, circa situ, ex situ conservation, and sustainable management of naturally

regenerated and cultivated populations are recommended for P. dioica genetic resources.

Keywords: Non-timber forest products, molecular markers, conservation, genetic pool, genetic

bottleneck
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3. Introduccion:

Para favorecer la explotacion y conservaciéon de los recursos genéticos de una especie, es
necesario profundizar en el entendimiento de la diversidad genética que existe dentro de la misma, asi
como de las relaciones presentes dentro de cada uno de los diferentes genotipos que componen sus
poblaciones. Guatemala es un pais rico en recursos genéticos forestales, los cuales se dividen en
productos forestales maderables y no maderables. Los productos forestales no maderables (PFNM)
incluyen a las especies forestales cuya madera no es aprovechada, pero si sus frutos, hojas, etc. Estas
especies desempefian un papel primordial en la vida diaria y el bienestar de los habitantes de las
comunidades cercanas a zonas boscosas, ya que constituyen una importante fuente de alimento,
medicina, especias, forraje para los animales, etc. (Anastacio-Martinez, Franco-Maass, Valtierra-
Pacheco, & Nava-Bernal, 2016). A pesar de la gran variedad de productos no maderables que se
utilizan localmente en las zonas rurales del pais, son muy pocas las especies que se comercializan de

manera nacional, y menos aun las que tienen mercado internacional.

En Guatemala los principales PFNM se agrupan en 4 categorias: ornamentales, resinas, especias
y medicinales. Todas las categorias tienen usos, métodos de aprovechamiento y valor econémico
particulares (Robles Valle, Oliveira Barbosa, & Villalobos Soto, 2000). La pimienta gorda, también
conocida como pimienta de Jamaica y en inglés como allspice, es uno de los principales PFNM que
se comercializan en el pais. Esta especia es el fruto del &rbol de pimienta (Pimenta dioica), especie
de la familia Myrtaceae, nativa de los bosques tropicales latifoliados del pais. La recoleccion de la
pimienta gorda se realiza durante los meses de julio, agosto y septiembre, generalmente cuando adn
estd verde. Luego se seca al sol, antes de ser comercializada. Segun las cifras del Banco de Guatemala,

en el 2018 Guatemala export6 un total de US$ 4.4 millones en concepto de pimienta gorda.

En el pais, los métodos de recoleccion utilizados para este especie son tradicionales y rusticos,
en el Petén, por ejemplo, se cortan las ramas fructificadas completas (Robles Valle et al., 2000),
mientras que en la Franja Transversal del Norte (FTN) los recolectores se suben al arbol y sacuden las
ramas para cosechar los frutos (Caal, E.; Técnico, Agexport, 2017 comunicacion personal). En ambos
casos se elimina la posibilidad de dispersion natural de la especie, poniendo de esta manera en riesgo

la diversidad genética intra e inter poblacional de la misma. A esto se suma el continuo movimiento
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de esquejes y plantulas procedentes de padres que han demostrado alta productividad entre las
diferentes zonas de cultivo y/o aprovechamiento de pimienta gorda, asi como el establecimiento de
algunos viveros y areas de cultivo manejado, que favorecen los fenotipos mas productivos, sin tomar

en cuenta la diversidad genética de las plantas.

Los objetivos del presente estudio fueron: (1) Determinar la diversidad genética intra e inter
poblacional de poblaciones silvestres y comerciales de Pimenta dioica utilizando marcadores
moleculares RAPD; (2) Evaluar la efectividad de 15 cebadores RAPDs para determinar la diversidad
genética de la pimienta gorda; (3) Evaluar el uso de poblaciones cultivadas de P. dioica en la Franja
Transversal del Norte como reservorios genéticos de la especie y (4) Generar datos que puedan ser
utilizados para la elaboracién de planes de manejo y explotacion encaminados a preservar los recursos
genéticos de la especie. Para lograrlo se realizé la evaluacién de la diversidad genética existente en 6
poblaciones en la FTN y 1 poblacién en el Petén, utilizando marcadores moleculares tipo RAPDs.
Estos han demostrado ser Utiles tanto en estudios aplicados como de tipo evolutivo, incluyendo la
construccion de mapas genéticos, la obtencion de marcadores ligados a caracteres fenotipicos, estudio
de diversidad genética, identificacion de clones y variedades cultivadas (Ortiz-Medrano, Moreno-
Letelier, & Pifiero, 2008; Ramirez Enriquez, Delgado-Valerio, Garcia Magafia, & Molina Sanchez,
2019).

4.  Planteamiento del problema:

P. dioica es una especie naturalmente distribuida en los bosques latifoliados del norte de
Guatemala. En departamentos como el Petén solian encontrarse abundantes poblaciones silvestres
dentro del bosque, sin embargo, el hecho de representar una alternativa econémica para los
comunitarios ha provocado una fuerte presion antropica sobre sus poblaciones, las cuales han sido
fuertemente explotadas a lo largo de su zona de distribucion. A esto se suma la ausencia de planes de
manejo que aseguren su uso racional, lo cual por ejemplo causé que, en el departamento del Petén,
durante la década de los 70, se diera una fuerte depredacion de la especie, la cual se vio incluso bajo
amenaza de extincion, lo que provoco su inclusion en la Lista de Especies Amenazadas de Guatemala
(LEA).
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Recientemente la pimienta gorda fue excluida de la LEA, debido en parte a que La Union
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza la categorizd6 como especie de preocupacion
menor, lo cual ha llevado a que se busque dinamizar el comercio en sus principales sitios de
produccion. Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre las consecuencias que puede causar su
explotacion y métodos de colecta sobre la diversidad genética de las poblaciones cultivadas y naturales
de la especie. Es por esto por lo que se hace prioritario profundizar sobre el conocimiento del estado
actual de la diversidad genética de la especie y generar informacién que permita crear planes de
manejo, uso y mejora fundamentados en el conocimiento del estado actual de este importante recurso

fitogenético.

5 Delimitacion en tiempo y espacio

5.1 Delimitacion en tiempo: el proyecto fue ejecutado en un total de 11 meses, de febrero a
diciembre del 2021.Posteriormente, se otorgd una prorroga hasta febrero del 2022, segun
el acuerdo el Acuerdo de Direccion DIGI 188-2021

5.2 Delimitacion espacial: se muestrearon poblaciones en: San Cristébal, Fray Bartolomé de
las Casas; Raxruha; Chisec; Cobéan (2 poblaciones) y una poblacién en el departamento del

Petén.
6. Marco tedrico:

Pimienta gorda (Pimenta dioica (L.) Merril)
Descripcion boténica

La pimienta gorda (Pimenta dioica (L.) Merrill) es un arbol perteneciente a la familia Myrtaceae,
subtribu Myrtinae. Los arboles de esta especie pueden llegar a medir 20 metros de altura, alcanzando
comunmente los 6-10, y 40 centimetros de didmetro en el tronco. Su corteza es lisa color café palido
y se desprende en escamas muy delgadas y alargadas. La corteza interna es color crema amarillento,
quebradiza, de sabor amargo y olor fragante (Cordero & Boshier, 2004).

Presenta hojas simples, opuestas, oblongas o elipticas (Rao, Navinchandra, & Jayaveera, 2012),

pecioladas y penninervias. Se agrupan al final de la rama y presentan peciolos de 15 - 20 mm de largo
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y 1.5 - 2.3 mm de ancho. El &pice y la base son cuneados a agudos. La vena central es prominente y
elevada. Las venas laterales se presentan en 9 a 12 pares (Parker, 2008). La inflorescencia es una
panicula compuesta, flores fragantes de 1 a 2 milimetros de largo, de pétalos blancos, caliz 4-lobado
y numerosos estambres intercalados con vellosidades, también de color blanco. El estigma es del doble
de grosor que el estilo y el ovario con dos carpelos, con 1 6vulo por cada uno. Las flores son
bisexuales, pero algunos arboles no producen flores fértiles, por lo que se les denomina arboles macho
(Cordero & Boshier, 2004; Parker, 2008). El fruto es sub globoso de 6 a 8 milimetros de diametro,
con exterior aspero debido a la presencia de glandulas aceitosas que contienen compuestos secundarios
como eugenoles y vanilina. En esta especie se diferencian arboles macho y hembra, siendo los
considerados hembra los mas apreciados, ya que generan beneficios comerciales a través de la
produccion de frutos (Cordero & Boshier, 2004; Rao et al., 2012).

En Guatemala, tradicionalmente se reconocen dos variedades de pimienta gorda, una llamada por
los comunitarios “pimienta chaparra”, que produce frutos a partir de los cuatro afios y llega a medir
un promedio de 5 metros. Y otra llamada “pimienta de montafia”, que produce frutos a partir de los
siete afios y puede crecer hasta 20 metros (Caal, E. y Cuz, A.; Técnicos, Agexport, 2017 comunicacion
personal). Su principal producto son los frutos, de aroma combinado, los cuales una vez secos se
utilizan como condimento. El sabor se asemeja a una mezcla de nuez moscada, clavo y canela, motivo
por el cual en el mercado internacional se le conoce como “allspice” (Macia Barco, 1998). Los frutos,
semillas y hojas de la pimienta gorda contienen aceite esencial, que es utilizado como agente
aromatizante. El aceite extraido de los frutos se utiliza en la elaboracion de jabones, productos para
el cabello, medicina, fungicidas e insecticidas (Zabka, Pavela, & Slezakova, 2009; Zhang &
Lokeshwar, 2012). Ademas, la infusion de las hojas se recomienda para el tratamiento de molestias
estomacales y para la pérdida de peso.

Distribucion.

Este arbol es nativo de las Américas (Chinchilla Garcia, 2004), su distribucion incluye el sur de
México, Centroamérica y Panamd, Cuba, Jamaica y el norte de Suramérica (Fuentes Fiallo, Lemes
Hernandez, Sanchez Pérez, & Rodriguez Ferrada, 2000). En Guatemala, la especie puede encontrarse

aproximadamente en el 27% del territorio nacional, distribuida en los departamentos de Guatemala,

10
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Santa Rosa, Petén, Alta Verapaz, San Marcos, Izabal, Suchitepéquez y Quetzaltenango (Chinchilla
Garcia, 2004; Godoy Liere, 2010; Parker, 2008).

En Petén se distribuye a lo largo de la Reserva de la Bidsfera Maya, con algunas poblaciones
silvestres, 0 no cultivadas, en parques nacionales o zonas de poco acceso (Chinchilla Garcia, 2004).
En Alta Verapaz, se cultiva en los municipios de Cobéan, Chisec, San Pedro Carcha, Panzés, Senahu,
Lanquin, San Cristébal Verapaz, Tamahu, San Miguel Tucur(, San Juan Chamelco y Santa Cruz

Verapaz.

Aspectos econdmicos

Produccion mundial. Se estima que, en 2012, la produccion de pimienta gorda alcanzo
aproximadamente las 461,450 toneladas, con un valor de 962 millones de dolares (PRONAGRO
2014). Siendo los principales productores Viet Nam, Indonesia, Brasil y China continental (80% de la
produccion mundial). EI 20% restante es producido por México, Guatemala, Belice y Honduras.

Produccion en Guatemala. En Guatemala, la produccion de esta especie ocupa el tercer lugar en
los ingresos totales provenientes de productos no maderables del bosque. Se le puede considerar
especie clave para la obtencidn de ingresos tanto para las familias de la region que se ven afectadas
por el desempleo (Chinchilla Garcia, 2004), como para el pais. En 2018, el banco de Guatemala reporto
que el pais exportd 4.4 millones de délares por concepto de pimienta gorda. Actualmente Guatemala
exporta pimienta gorda a Estados Unidos, Alemania, paises de la ex Union soviética, Bélgica,
Jordania, Israel, Holanda, Arabia Saudita y Finlandia (Consejo Nacional de Areas Protegidas, s.f).

Los departamentos que cosechan pimienta gorda para exportacion son: Alta Verapaz, Petén, San
Marcos, Quetzaltenango, Suchitepéquez y Santa Rosa (Chinchilla Garcia, 2004), siendo Alta Verapaz
el departamento que registra mayor cantidad de productores, los cuales producen anualmente alrededor
de 380 quintales de fruto verde, segin encuestas del 2014 (Vasquez, 2015).

Diversidad genética forestal y marcadores moleculares en la familia Myrtaceae

La diversidad genética de las especies forestales, incluyendo la variacion genética intra e
interespecifica de las mismas, es uno de los temas menos estudiados. La diversidad genética

constituye un componente clave de la biodiversidad ya que determina el potencial adaptativo de las

11
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especies. Para estudiarla, los datos moleculares constituyen una aproximacion adecuada ya que
ademas de permitir conocer el estado actual de las especies, proporcionan informacion para el estudio
de las tendencias a largo plazo (Jiménez & Collada, 2000). La aplicacién de marcadores moleculares
permite analizar qué tan distintos son los individuos y poblaciones de una especie a nivel de ADN,
aun cuando no sea posible detectar diferencias fenotipicas, permitiendo estimar su riqueza y
variabilidad genética.

La familia Myrtaceae es una de las 8 familias mas grandes de plantas con flores, con
aproximadamente 5,650 especies reconocidas y alrededor de 150 géneros. Esta familia se distribuye
predominantemente en el hemisferio sur, con centros de diversidad en los tropicos himedos. Muchos
de los géneros de esta familia, ademas de desempafiar un importante papel ecolégico en ecosistemas
especificos, son conocidos debido a su importancia econdmica por contener especies con frutos
comestibles, i.e. guayaba (Psidium guajava), manzana rosa (Syzygium jambos), producir aceites
esenciales, i.e. eucalipto (Eucalyptus spp.) o ser utilizadas como especias, i.e, clavo (Syzygium
aromaticus) y pimienta gorda (Pimenta dioica) (Grattapaglia et al., 2012; Valdés-Infante Herrero et
al., 2010). EI género Pimenta consta de dos especies, ambas conocidas por su alto potencial
farmacologico y el valor economico de sus frutos (Carias Villela, 2017; Chinchilla Garcia, 2004).

Los RAPDs (del inglés, Random Amplified Polymorphic DNA) son marcadores de ADN que
amplifican al azar diferentes regiones del genoma. Los cebadores que se utilizan son pequefios (10
nucle6tidos), de secuencias aleatorias no palindrémicas, elegidas de manera arbitraria y que funcionan
como cebadores sentido y antisentido durante la amplificacion. Los fragmentos obtenidos se visualizan
como un patron de bandeo en el cual cada banda se considera un locus. Debido a que son marcadores
selectivamente neutrales, involucran un gran nimero de loci y cubren ampliamente el genoma, estos
marcadores han sido utilizados en el estudio de especies para las que no se cuenta con suficientes datos
gendmicos previamente publicados, o para las cuales se quiere obtener informacion de manera rapida
y relativamente econdmica (Rocha Munibe et al., 2014).

El uso de marcadores de ADN en el estudio de las especies constituye una forma de identificacion
que puede ayudar a proteger los recursos genéticos de manera eficiente ya que a diferencia de los
marcadores morfo fisiologicos no se ve afectada por las condiciones ambientales.  Los perfiles

genéticos generados por medio del uso de marcadores moleculares tipo RAPDs se han utilizado en la

12
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familia Myrtaceae para la identificacion de genotipos, establecer distancias entre genotipos silvestres,
mejorados, cruzas o poblaciones en guayaba (Valera-Montero et al., 2017), eucalipto (Osman et al.,
2012), Jambul (Khan, Vaishali, & Sharma, 2010) y arrayan (Messaoud et al., 2007), entre otras.

7. Estado del arte

La pimienta gorda cuenta con diversos usos que pueden ser medicinales, alimenticios,
aromaticos, industriales y artesanales, entre otros; destacando su empleo como condimento culinario.
Su aprovechamiento comercial a nivel regional se inici6 en el siglo XV 11, principalmente por medio
de empresas inglesas y holandesas. En Guatemala se cita desde mediados de los afios 50, cuando los
Estados Unidos de Norteamérica empezo a importarla desde este pais. Actualmente se comercializan
el fruto seco, entero 0 molido y las hojas. A nivel internacional esta especie tiene importancia en las
industrias alimenticia, farmacéutica y de cosméticos (Martinez, Evangelista, Mendoza, Basurto, &
Mapes, 2004).

En Guatemala, el fruto de la pimienta gorda es uno de los productos no maderables del bosque
econdmicamente mas importantes, ya que es un ingreso clave para las familias de la region que la
produce, en la temporada del afio en que el empleo es escaso. Los impactos de su recoleccidn parecen
ser bajos para los ecosistemas (CECON, 2002), pero no asi para la especie, la cual se ha visto afectada
por los métodos de recoleccion de frutos empleados para su explotacion i.e. al cortar las ramas
completas para cosechar los frutos se elimina la posibilidad de que se produzca la dispersion natural

de semillas.

Se reportan algunas poblaciones silvestres de P. dioica mayormente en el sur de Petén, aunque
la frecuencia de individuos es baja en relacion con la diversidad presente en su habitat. La-densidad
poblacional de la pimienta gorda oscila entre 9 y 31 individuos/ha, lo que sugiere que se trata de una
especie poco abundante en relacién con las especies con las que se encuentra asociada. Los sitios de
presencia de P. dioica dentro de la FTN se encuentran ubicados en areas categorizadas por el MAGA
como sobre utilizados, lo que sugiere que su presencia se encuentra limitada a remanentes boscosos o

de sucesion vegetal. En Alta Verapaz los pobladores la utilizan para autoconsumo y venta local; lo

13
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cual ha logrado un aumento en la densidad de la especie en el area ya que muchos agricultores han
sembrado individuos de P. dioica en parcelas familiares, patios traseros y sitios baldios, llevando
semillas desde otros lugares. Adicionalmente en esta region se suelen seleccionar los ejemplares que
son considerados hembra y de variedad chaparra. Al hacer esta seleccion no se toma en cuenta como
esta afecta la diversidad genética local. Actualmente, se reporta una mayor abundancia de P. dioica
en sitios menos conservados que en sitios considerados como hébitat natural, debido al uso que se le
da a la especie en la region (CECON/USAC, 2009).

Segun Chinchilla Garcia (2004), existen algunos estudios previos realizados sobre la especie en
Alta Verapaz y el Petén i.e. Lopez 1992; Gould, 1996 y Molina, 1999. Estos estudios proporcionan
informacion sobre la estructura y densidad poblacional en estas areas. También se han realizado
diagnosticos de su presencia y usos en las areas protegidas administradas por la Universidad de San
Carlos, asi como algunas tesis de grado orientadas a la obtencion de aceites esenciales, como el
presentado por Carias Villela (2017). Sin embargo, estos estudios no incluyen ningun aspecto de la
diversidad genética o estructura poblacional de la especie. Hasta el momento, el Unico estudio que
utiliza marcadores genéticos en P. dioica en Guatemala es el realizado por Centeno Alvarado (2017),
quien realizd la caracterizacion morfométrica de la especie en Alta Verapaz. Este estudio fue el
primero en utilizar marcadores genéticos morfométricos para determinar la variabilidad intra e inter
poblacional de la pimienta gorda en la FTN, asi como para determinar si existen diferencias entre las

variedades “chaparra” y “de montafia” que son generalmente reconocidas por los comunitarios.

En enero de este afio el Consejo Nacional de Areas Protegidas modificé el cobro de
aprovechamiento del fruto de la pimienta gorda en su actividad de exportacion, como parte de una
iniciativa para promocionar y fomentar el comercio de este producto. Dentro de esta iniciativa se
busca promover la conservacién y uso sostenible de la especie, y asi propiciar las condiciones para
atraer inversion intensiva con un contenido alto de conocimiento, de manera que el uso y
aprovechamiento de la especie tenga el menor impacto sobre el ambiente y se fortalezca el
mejoramiento de la productividad. Dentro de este marco, se hace imperativa la generacion de

conocimientos acerca de la diversidad intra e inter poblacional de este recurso, de manera que sea
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posible generar planes de uso, manejo y comercializacion que permitan conservar e incluso enriquecer

el reservorio genético de la especie en el pais.
8.  Objetivos (generales y especificos):
General

1. Determinar la diversidad genética de poblaciones silvestres y comerciales de Pimenta dioica
en Guatemala.

Especificos

1. Evaluar la efectividad de 15 cebadores RAPDs para determinar la diversidad genética de la
Pimenta dioica.

2. Determinar la diversidad genética intra e inter poblacional de poblaciones silvestres y comer-
ciales de Pimenta dioica utilizando marcadores moleculares RAPDs.

3. Evaluar el uso de poblaciones cultivadas de pimienta gorda en la Franja Transversal Norte
como reservorios genéticos de la especie.

4. Generar datos que puedan ser utilizados para la elaboracion de planes de manejo y

explotacion encaminados a preservar los recursos genéticos de P. dioica.

9. Hipdtesis:

Los métodos tradicionales de aprovechamiento de pimienta gorda no han causado la reduccion

de la diversidad genética de las poblaciones cultivadas en la Franja Transversal del Norte.

10. Materiales y métodos
10.1 Enfoque de la investigacion

La investigacidn es cuantitativa ya que se determinaran los niveles de diversidad genética inter e

intra poblacional de Pimenta dioica
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10.3 Recoleccidn de la informacion

En cada una de las siete localidades previamente seleccionadas se tomaron muestras de hojas
jévenes de pimienta, de al menos 10 arboles distintos. Debido a que son en su mayoria las plantas
estan sujetas a algun tipo de manejo y/o seleccion antropogénica, no se manejo una distancia minima
entre los arboles muestreados. Cada una de las muestras (alrededor de 5 g, debido a que las hojas son
grandes y bastante gruesas) se coloc6 en una bolsa de cierre hermético etiquetada con los datos de
colecta e identificacidn de la especie, a la que se agregd una pequefia cantidad de silica gel, para evitar

su pudricion durante el traslado al laboratorio. Las muestras fueron posteriormente colocadas en un

congelador (-20°C), en las instalaciones del laboratorio de fitopatologia la Universidad del Valle de

Guatemala, hasta su extraccion. En cada una de las localidades muestreadas se tomaron las
coordenadas geogréficas y la altura sobre el nivel del mar (Tabla 1). Las muestras fueron tomadas por
conveniencia, en cada una de las localidades se realizaron caminatas al azar para la identificacion

visual de los individuos, luego se procedié a solicitar permiso al duefio de los arboles (y/o plantacién)
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para realizar el muestreo.
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Figura 1. Mapa de poblaciones muestreadas. Un total de 69 arboles de P. dioica fueron muestreados

en 7 poblaciones geograficas.
10.4 Técnicas e instrumentos
Extraccion y purificacion de ADN

Se pesaron 50-65 mg de material vegetal congelado, el cual se colocd en un mortero al cual se
agregd nitrégeno liquido, para proceder a su maceracion, utilizando un pistilo. De esta manera se
aseguro la ruptura de las paredes celulares y la eliminacion de metabolitos secundarios. Para la
extraccion y purificacion de ADN se utilizo el protocolo CTAB 2X (CTAB 2%, NaCl 5M, Tris HCI

1M, EDTA 0.5M,1% PVP, 0.2% [ mercaptoetanol) descrito por Doyle (1987). Para verificar la

integridad del ADN obtenido se corrieron geles de agarosa-TAE al 0.5% y se midid su concentracion

y calidad utilizando un fluorémetro QuantusTM (Promega). EI ADN aislado fue eluido en 100 pL de
tampon de elucion (TE 1X) y se deposito en un congelador a —20 °C hasta su uso.

Amplificacion del ADN

La amplificacion por PCR se realiz en un volumen total de 25 pl que (25-30 ng de ADN
gendmico (1 pl), 2.5 ul de tampon de reaccion 10X, 1.5 ul de MgCI2 25 mM, 0.1 ul de dNTP 10 mM,
0.5 ul de cebador y 0.2 unidades de Tag ADN polimerasa (Promega). Las condiciones para la PCR
fueron las siguientes: un ciclo de 2 min a 94°C seguido por 40 ciclos a 94°C por 20 s, 36°C por 1 min,

72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 7 min., utilizando 15 cebadores (OPB-01, OPB-02,

OPB-04, OPB-05, OPB-06, OPB-08, 0PB-10, OPB-11, OPB-12, OPB-13, OPB-14, OPB-15, OPB-
16, OPB-17 y OPB-18) (Operon Technologies Inc., USA) seleccionados a partir de evaluaciones

previas de estandarizacion. Los productos de amplificacion fueron separados en geles de agarosa-TBE

1X al 1.5 %, tefiidos con bromuro de etidio (0.1 ug/mL) y revelados y fotografiados con luz
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ultravioleta. El tamafio de los productos de amplificacion se estimé comparando los amplicones con
una escalera de 100 pb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.).

10.5 Procesamiento y analisis de la informacion

Analisis de la efectividad de los marcadores RAPDs

Con el perfil de bandas obtenido del gel de agarosa, se generdé una matriz binaria de presencia (1)
ausencia (0) para cada uno de los loci amplificados con el programa PyElph v1.4 (Pavel & Vasile,
2012). A partir de esta, se calculd la heterocigosidad esperada (H): probabilidad de que un individuo
sea heterocigoto para el locus en la poblacion; contenido de informacion polimérfica (PIC):
probabilidad de que el genotipo de una descendencia dada permita deducir, en ausencia de
entrecruzamiento, cual de los dos alelos de los padres recibio; relacion multiple efectiva (E): el nimero
de loci polimorficos en el conjunto de germoplasma de interés analizado por fraccion experimental de
loci polimdrficos; heterocigosidad promedio (Havp): heterocigosidad promedio calculada para todos
los loci polimorficos; indice de marcador (MI): producto de la relacion mdaltiple efectiva y la
heterocigosidad esperada promedio para los marcadores polimorficos; poder discriminatorio (D):
probabilidad de que dos individuos elegidos al azar muestren diferentes patrones de bandas y, por lo
tanto, se distingan entre si; poder de resolucion (R): capacidad para distinguir entre dos muestras
analizadas. Los indices mencionados fueron calculados utilizando el programa R v4.0.3 (R Core Team,
2020) basado en el cédigo implementado en el programa en linea IMEC (Amiryousefi, Hyvonen, &
Poczai, 2018).

Diversidad genética

La matriz binaria con la informacién de los loci fue almacenada en el formato del programa
GenAIEX v6.5 (Peakall & Smouse, 2012) y posteriormente convertida en un objeto de clase genind
utilizando el paquete poppr (Kamvar et al., 2014) implementado en el programa R v4.0.3 (R Core
Team, 2020). Para determinar la diversidad genética intrapoblacional se calcularon los indices de

Shannon, heterocigosidad esperada (diversidad de Nei) con el paquete poppr y el porcentaje de loci
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polimérfico, niamero de alelos diferentes y nimero de alelos efectivos con el programa GenoDive
v3.05 (Meirmans, 2020)

Estructura genética de las poblaciones

Para explorar la estructura genética se implement6 un analisis de conglomerados jerarquico, el
cual agrupa las muestras de pimienta con caracteristicas genéticas similares. Utilizando el paquete
poppr, se calculo la distancia genética de Nei, se aplico el método de agrupamiento jerarquico UPGMA
utilizando 1,000 réplicas para calcular el valor de soporte estadistico de bootstrap. Seguido, este se
transformé en un arbol de clase phylo con el paquete ape (Paradis & Schliep, 2018) y se exporté como
formato newick para su vizualizacion con la herramienta en linea Interactive tree of Life (iTOL) v4
(Letunic & Bork, 2019). Este procedimiento se aplico a nivel de poblaciones e individuos.

Para la inferencia de los grupos genéticos (subpoblaciones) y exploracion de la estructura de las
poblaciones de los arboles muestreados, se emple6 un método de agrupamiento bayesiano utilizando
el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al., 2000). El programa se ejecut6 con 10,000 pasos
incorporados, seguidos de 100,000 iteraciones de MCMC para el nimero de grupos K = 1 a 10, con
diez repeticiones para cada K. EI modelo asumié una frecuencia de alelos correlacionada para las
poblaciones y ascendencia mixta (mezcla) para los individuos. Debido a que se asumio una estructura
débil, se implemento6 el modelo LOCPRIOR, que utiliza ubicaciones de muestreo como informacion
previa para ayudar a la agrupacién (Hubisz et al., 2009). Debido al muestreo desigual entre poblaciones
geogréficas, los parametros alfa se establecieron en 1 / K, siguiendo las recomendaciones (Wang,
2017).

Los archivos de salida fueron analizados con el paquete pophelper (Francis, 2017), implementado
en R, aplicando el método de Evanno (Evanno et al., 2005). Con el mismo paqguete se realizé el
alineamiento de las matrices Q resultantes de STRUCTURE vy se realizo la visualizacion con un
grafico de barras indicando el grado de ascendencia de cada grupo genético para cada individuo. La
determinacion del valor éptimo de K se comparé con los estimadores de Puechmaille (Puechmaille,
2016) implementado en el programa en linea STRUCTURE SELECTOR. Las proporciones de
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ascendencia a nivel de poblaciones fueron visualizadas a través de un grafico de torta sobre un mapa
de ubicacion de las poblaciones geogréaficas utilizando los paquetes maps y plotrix, implementados en
R.

La asignacion de la poblacion de STRUCTURE se confirmo utilizando un analisis discriminante
de componentes principales (DAPC) (Jombart et al., 2010). EI método implicé la identificacion del
numero Optimo de grupos genéticos (K) implementado en el paquete adegenet (Jombart, 2008), y
luego emple6 el Criterio de Informacidn Bayesiano (BIC) para elegir el niUmero éptimo de grupos
geneéticos segun el método del codo. Los grupos obtenidos se visualizaron con un diagrama de
dispersion sobre los dos primeros discriminantes lineares y posterior visualizacion a través de un
grafico de barras mostrando el grado de mezcla genética. Adicionalmente se desarrollé un DAPC,
utilizando la informacion a priori de los sitios de muestreo, por medio de la funcion dapc del paquete
adegenet y se utilizo una funcion de validacién cruzada (Xval.dapc) para confirmar el nimero correcto

de componentes principales y funciones discriminantes a ser retenidas.

Diferenciacion poblacional

La estructura genética de las poblaciones se exploré mediante el analisis de varianza molecular
(AMOVA) implementado en el paquete poppr. Se utilizaron los componentes de covarianza para
calcular los indices de fijacion @ e inferir el flujo de genes y la diferenciacién existente entre
poblaciones (Grunwald & Hoheisel, 2006). La significancia se evalu6 con una prueba de
aleatorizacion utilizando 1,000 permutaciones. El flujo de genes (Nm) entre poblaciones se estimé
mediante la ecuacion Nm = 0.5 (1- ®st) / OsT. Para evaluar el aislamiento por distancia, se aplico una
prueba de mantel sobre las matrices de distancias genéticas y geogréficas utilizando 10,000
permutaciones con el paquete ade4 (Bougeard & Dray, 2018). La diferenciacion de poblaciones por

pares se examino con el indice Gst, con 1,000 permutaciones, en el paquete mmod (Winter, 2012).

Cuello de botella genético
Las disminuciones significativas en el tamafio efectivo de la poblacién se obtuvieron con el
programa Bottleneck v1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996). El anélisis se lleva a cabo a partir de datos

de frecuencia de alelos y se basa en el principio de que las poblaciones que han sufrido un cuello de
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botella genético presentan un nimero reducido de alelos (Nei & Roychoudhury, 1974). El modelo de
mutacion apropiado para los marcadores dominantes es el intermediario entre el modelo de alelo
infinito (IAM) (Kimura & Crow, 1964) y el modelo de mutacion paso a paso (SMM) (Kimura & Ohta,
1978). Por lo tanto, se utilizaron los modelos IAM y SMM con el sign test (a = 0.05) a partir de las
frecuencias alélicas para detectar cuellos de botella genéticos significativos (Cornuet & Luikart, 1996).

11. Resultados

Andlisis de la efectividad de los marcadores RAPDs

Los indices polimdrficos detallados de los cebadores RAPDs evaluados se dan en la Tabla 1. Se
obtuvo un total de 126 bandas amplificadas con los 15 cebadores evaluados. Para cada cebador, el PIC
es un indicador de la diversidad y frecuencia de los alelos generados entre las muestras. El promedio
de PIC fue 0.3319 y el valor més alto se registro para el OPB-02 (PIC =0.3756) seguido de OPB-08
(0.3533) mientras que el PIC mas bajo lo presento el OPB-13 (0.303). La heterocigosidad (H) vario
de 0.2896 (OPB-14) a 0.4786 para el OPB-02 con una media de 0.4106 por cebador. La
heterocigosidad media (Havp) oscil6 entre 0.00045 (OPB-04) y 0.00229 (OPB-17) con una media de
Havp =0.00082 por cebador.

Un factor extremadamente condicional sobre la magnitud del polimorfismo del cebador es la
relacion multiplex efectiva (EMR) que va desde 1.159 (OPB-17) a 3.869 (OPB-05) con un promedio
de 2.362 por cebador. El indice de marcador (M) se calcul6 para reconocer la utilidad de cada cebador
RAPD en la pimienta, que fue maximo para OPB-02 (MI=0.0027) seguido de OPB-08 (MI = 0.0026)
mientras que el minimo lo present6 el OPB-06 (MI=0.00011) con una media de 0.0267 por cebador.
Para determinar la precision de profundidad del cebador, se determind el poder discriminativo (D) con
un indice medio de D =0.907 y extendido de 0.843 (OPB-06) a 0.969 (OPB-08). El valor més alto del
poder de resolucion (Rp) fue de 6.927 (OPB-02), mientras que ¢l mas bajo fue Rp=1.563 (OPB-16)

con un promedio de 3.976 por cebador.
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Tabla 1. Estadisticas de polimorfismo para los cebadores RAPDs utilizados en pimienta gorda (P.

dioica)

Cebador BA BP H PIC EMR Havp Ml D Rp

OPB-01 8 7 0.4176 0.3304 3.724  0.00047 0.0017 0.911 4.753
OPB-02 13 13 0.4786 0.3756 3.173  0.00086 0.0027 0.946 6.927
OPB-04 12 11 04116 0.3328 3.768  0.00045 0.0017 0.916 5.304
OPB-05 8 7 0.4369 0.3221 3.869  0.00052 0.0020 0.896 2.811
OPB-06 8 8 0.3562 0.3541 1.855  0.00064 0.0011 0.843 2.811
OPB-08 11 10 0.3638 0.3553 1.405 0.00052 0.0026 0.969 6.376
OPB-10 7 6 0.4037 0.3361 3.086  0.00053 0.0016 0.921 3.072
OPB-11 8 6 0.4185 0.3300 2.086  0.00086 0.0018 0.911 3.246
OPB-12 12 9 0.4205 0.3291 2405 0.00076 0.0018 0.909 4.579
OPB-13 6 5 0.3821 0.3030 3.086  0.00046 0.0014 0.934 2.144
OPB-14 6 4 02896 0.3514 1.434  0.00087 0.0012 0.943 3.681
OPB-15 7 7 0.4696 0.3073 2.260  0.00113 0.0025 0.858 3.130
OPB-16 3 3 0.3584 0.3446 1.637  0.00074 0.0012 0.945 1.536
OPB-17 6 5 0.4742 0.3051 1.159  0.00229 0.0023 0.851 2.985
OPB-18 11 10 04774 0.3036 2.362 0.00115 0.0027 0.845 6.289

Media 8.4 74 04106 03319 4.753 0.00082 0.0267 0.907 3.976

BA — bandas amplificadas; BP — bandas polimorficas; H — heterocigosidad esperada; PIC — Contenido de informacion

polimorfica; E — Relacion maltiple efectiva; Havp — heterocigosidad promedio de todos los loci; M1 — indice de marcador;

D — poder discriminatorio; Rp — poder de resolucion
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Diversidad genética

El porcentaje minimo, maximo y promedio de loci polimdrficos fue de 62.79, 80.16 y 71.77 %,
respectivamente. Los indices de diversidad genética, incluyendo medidas de riqueza y abundancia
genotipica, mostraron una alta diversidad genética en todas las poblaciones: el numero de alelos
diferentes se ubico dentro del rango de 1.31 (Chisec) a 1.61 (San Cristdbal), nimero de alelos efectivos
de 1.17 (Coban) a 1.44 (San Cristdbal), indice de Shannon de 0.23 (Coban) a 0.40 (Petén), y la
heterocigosidad esperada (diversidad de Nei) entre 0.17 (Chisec) y 0.28 (San Cristébal) (Tabla 2.).

Tabla 2. Ubicacion geogréafica y estadisticas de resumen de la diversidad genética de las poblaciones

de P. dioica en Guatemala.

Poblacion Manejo  Region Latitud Longitud N PLP Na Ne H Hexp

Petén Norte  16.30  -89.40 10 7381 150 1.39 0.40 0.24
San Cristobal Natural 1536 -90.48 10 80.16 1.61 1.44 0.35 0.28
Coban - 15.47  -90.37 10 69.84 1.39 1.17 0.23 0.18
Chisec sur 15.82  -90.29 10 62.70 1.31 1.37 0.30 0.17
Raxruha _ 15.87  -90.08 10 73.81 1.46 1.35 0.26 0.19
Coban FTN Cultivada 1569  -90.41 9 7143 1.42 1.33 0.29 0.20
Fray 1575 -89.94 10 70.63 1.47 1.32 0.28 0.20
Promedio 7177 1.45 1.34 0.30 0.21

N — Numero de muestras; PLP — Porcentaje de loci polimérfico; Na — nimero de alelos diferentes; Ne — nimero de
alelos efectivos; H — indice de diversidad de Shannon-Wiener; Hey,— diversidad genética de Nei 1978 o heterocigosidad

esperada
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Estructura genética de las poblaciones

El analisis UPGMA para determinar la relacidon genética entre poblaciones mostr6 la formacion
de dos clados con un valor de soporte de bootstrap de 1,000 iteraciones. El primer clado lo conforman
las poblaciones de Chisec, Coban, Fray Bartolomé de las Casas, Petén, Coban FTN y Raxruha;
mientras que el segundo clado incluye Unicamente a la poblacion de San Cristébal. EI dendrograma
mostré una similitud del 65% entre ambos clados (Figura 2A). A nivel de individuos, el analisis de
relaciones genéticas mostro la formacion de dos clados. El dendrograma mostr6 que uno de los clados
incluye principalmente, a todos los individuos de la poblacion de San Cristobal; mientras que el

segundo clado exhibio una mezcla de los individuos de las restantes 6 poblaciones (Figura 2B).
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Figura 2. Dendrograma UPGMA basado en la distancia genética de Nei a nivel jerarquico de: A)

poblaciones e B) individuos de P. dioica. Los valores en los nodos de las ramas representan el soporte
estadistico bootstrap de 1,000 iteraciones.
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El analisis discriminante de componentes principales (DAPC) identificé una estructura similar, al
utilizar informacién a priori del muestreo, indicando la separacién de la poblacion de San Cristdbal y
una alta conectividad entre las restantes poblaciones (Figura 3).
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Figura 3. Estructura genética poblacional, obtenida a partir de un analisis DAPC, de 69 individuos de
pimienta gorda provenientes de 7 poblaciones distintas. (A) Diagrama de dispersion de las dos
primeras funciones discriminantes. Cada color representa una poblacion (IC = 95%) que se muestra
como elipses. (B) Gréafico de barras del analisis DAPC en donde cada individuo esta representado por
una linea vertical de color. EI mismo color en diferentes individuos indica que pertenecen al mismo
grupo.

La estimacion de los valores K, basada en los métodos de Evanno y Puechmaille, reveld que el
valor K mas probable para el conjunto de datos genéticos era tres. Esto propone que los 69 individuos
de pimienta se puedan agrupar en 3 subpoblaciones o conglomerados. Cuando K = 3, la estructura
genética sugiere similitud entre las poblaciones de Petén, Coban, Chisec, Raxruhg, Coban FTN y Fray
con ascendencia representada en color verde y azul (Figura 4A bloque medio). La poblacién de San
Cristobal mostrd una ascendencia representada principalmente por el color rojo. Cuando K=2y K =
4 (Fig. 4A, bloques superior e inferior respectivamente) la estructura genética sugiere, una vez mas,
una alta similitud entre las poblaciones Petén, Coban, Chisec, Raxruha, Coban FTN y Fray con
ascendencia representada por los mismos grupos (cluster), mientras que San Cristobal se mantuvo
como una poblacion separa. La asignacion de ascendencia a cada grupo genético cuando K = 3 a nivel
de poblaciones, confirmo la diferenciacion de la poblacidn de San Cristdbal, mientras que las restantes

poblaciones mostraron un patron de ascendencia mezclada de los grupos genéticos (Figura 4B).
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Figura 4. A) Andlisis de agrupamiento bayesiano para las poblaciones de P. dioica utilizando
STRUCTURE. La figura muestra el agrupamiento para K = 2 (bloque superior) K = 3 (blogue medio)

y K = 4 (bloque inferior). Cada individuo esta representado por una barra vertical dividida en

27



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccién General de Investigacion —DIGI-

segmentos de colores distintos que representan las fracciones de ascendencia estimadas del individuo.
El mismo color en diferentes individuos indica cercania genética. B) Gréaficos de torta con la

proporcidn de asignacion de cada uno de los 3 grupos genéticos (al asumir K=3) en cada poblacién.

El analisis DAPC (Figura 5) fue consistente con la asignacion poblacional de STRUCTURE,
cuando no se utilizé informacién a priori del muestreo. Para describir los datos, se retuvieron 35
componentes principales, que representan el 67,5% de la varianza total, y 2 funciones discriminantes.
La funcion find.cluster detect tres grupos asociados con el valor del criterio de informacion bayesiano
(BIC) segun el método del codo (Figura 5A). Estos valores fueron confirmados por un andlisis de
validacion cruzada. EI DAPC (Figura 5B) mostro tres grupos, con el discriminante lineal 1 separando
los grupos 1y 3 (a la derecha) del grupo 2 (a la izquierda). El discriminante lineal 2 solo separo el
grupo 1 del 3. De los tres conglomerados, el conglomerado 2 fue el mas grande con 34 individuos,
seguido del conglomerado 1 con 18 individuos y finalmente el conglomerado 3 con 17 muestras
individuales (Figura 5B). Al realizar la asignacion de ascendencia para K = 3, se observa una clara
separacion de la poblacion de San Cristbal, mientras que la restante poblaciones exhibieron mayor
conectividad debido a la mezcla de grupos genéticos (Figura 5C).
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Figura 5. A) BIC para inferir el nUmero mas probable de grupos genéticos (K = 3). B) Diagrama de

dispersion DAPC de los 69 individuos de P. dioica agrupados en 3 grupos genéticos. C)
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Representacion de diagrama de barras de los resultados de DAPC. Las probabilidades de asignacion a
cada grupo genético se presentan con diferentes colores que representan los grupos genético. Se
muestran las probabilidades de asignacionaK=2, K=3y K =4.

Diferenciacion poblacional

El analisis molecular de varianza (AMOVA) indic6 que la mayor parte de la varianza genética se
encuentra entre las poblaciones (83.44 %), seguida por las poblaciones agrupadas por region (16.56%),
mientras que solamente un 0.00031% de la varianza se encuentra al comparar entre regiones. Las
variaciones de diversidad encontradas fueron estadisticamente significativas (p <.01) al comprar entre
poblaciones y entre poblaciones dentro de cada region. Para el caso de la comparacion entre regiones,

no se detecto diferencia significativa (p > .05) (Tabla 3).

Tabla 3. Detalle del analisis molecular de varianza AMOVA

Nivel jerarquico Suma de Componente de la  Porcentajede @ Phi p
cuadrado varianza variacion

Poblaciones

Entre poblaciones 14929.88 91.59 83.44 ®cr =0.114 .001

Entre poblaciones 1202.47 6.35 16.56 ®cs =0.019 .001

dentro regiones

Entre regiones 109.48 0.05 0.0031 ®st =-0.09 711

El flujo genético (Nm) entre poblaciones fue de 3.89. Esto supone que existen un intercambio de
alelos entre las poblaciones estudiadas, sin embargo, este flujo no se presenta entre todas las
poblaciones, sugiriendo la existencia de un patrén en el intercambio genético. El andlisis de
diferenciacion poblacional por pares mostrd que 15 de las 21 comparaciones exhibieron valores
estadisticamente significativos (p < .05). Al analizar el efecto de la distancia sobre el aislamiento
genético entre las poblaciones, utilizando la prueba de mantel, no se encontrd correlacion entre estas
(p > .05), en consecuencia, se determind que las poblaciones no exhiben de aislamiento por distancia
(IBD).
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Tabla 4. Analisis de diferenciacion por comparacion pareada de poblaciones.

San

Poblacion Petén Coban Chisec Raxruha Coban FTN Fray
Cristobal
Petén - 0.024* 0.001* 0.006* 0.111 0.019* 0.076
Cobén 0.242 - 0.001* 0.023* 0.01 0.006* 0.037*
San Cristobal 0.526 0.433 - 0.001* 0.001* 0.001* 0.001*
Chisec 0.299 0.249 0.555 - 0.02* 0.001* 0.001*
Raxruha 0.234 0.243 0.477 0.267 - 0.498 0.062
Coban FTN 0.275 0.26 0.363 0.337 0.19 - 0.854
Fray 0.241 0.232 0.39 0.312 0.231 0.172 -

Los valores por encima de la diagonal indican la magnitud de diferenciacion (Gst); los valores por debajo de la diagonal

indican el valor de probabilidad. ™ Significancia con valor de p < .05

Cuello de botella genético

Usando el modelo de alelo infinito (IAM) y el modelo de mutacion paso a paso (SMM), se
identificaron sefiales de cuello de botella en cada poblacién con una proporcion de exceso/deficiencia
de heterocigosidad que se desvié significativamente de la proporcién esperada (1:1) en el equilibrio

mutacion-deriva (p < .05) (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de cuello de botella entre mutacion y deriva genética para las poblaciones de P.

dioica utilizando los modelos IAM y SMM.

Poblaciones AM SMM
n He Hd p n He Hd p

Petén 5163 31 58 0.010* 4156 36 53  0.014*
Coban 5857 78 23 0.001* 4715 65 36  0.001*
San Cristobal 51.08 53 35 0.038* 4085 63 25  0.001*
Chisec 4587 58 21 0.001* 3694 40 39  0.028*
Raxruha 53.62 67 26 0.002* 4342 49 44  0.015*
Cobéan FTN 5091 72 18 0.001* 4036 48 42  0.05*
Fray 5439 66 27 0.008* 4346 43 50  0.05*

30



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccién General de Investigacion —DIGI-

n — nimero esperado de loci con exceso de heterocigosidad; He — nimero de loci con exceso de heterocigosidad; Hd —
namero de loci con déficit de heterocigosidad; P —probabilidad; IAM — modelo de alelos infinitos y SMM — modelo de

mutacion por pasos; * — significativo al 5% de probabilidad

12. Discusion

Segun Amiryousefi y colaboradores (2018), existen dos dimensiones principales de excelencia
e informatividad del polimorfismo en los marcadores moleculares: la heterocigosidad (H) y el
contenido de informacion polimorfica (PIC). Estos indices se midieron a partir de los datos obtenidos
de los cebadores RAPDs luego de la caracterizacion del ADN gendmico de cada genotipo de P. dioca.
El uso de los codigos desarrollados por Amiryousefi y colaboradores (2018) en el entorno de
programacion R, resulto ser una opcion altamente recomendada para la caracterizacion de los RAPDs.
Eso es debido a la facilidad de modificacion de las lineas de cédigo en funcion de requerimientos mas
especificos por el usuario. Ademas, los resultados obtenidos fueron congruentes con otros programas
bioinformaticos de interfaz gréfica, sin embargo, el uso de los cddigos mencionados facilita
reproducibilidad de resultados y difusion de métodos de analisis entre investigadores.

El rango de valores de H y PIC para un marcador binario o dominante es maximo de 0
(monomorfico) a 0,5 (altamente sensible, con mdaltiples alelos en una frecuencia idéntica) debido a
que se suponen dos alelos por locus y ambos estan influenciados por el nimero y frecuencia de alelos
(Ahmed, Masoud, & Zedan, 2018). La estimacidon del valor de PIC ofrece una proyeccion del poder
discriminatorio de un locus al considerar no solo los nimeros de alelos sino también las frecuencias
relativas de esos alelos(De Riek, Calsyn, Everaert, Van Bockstaele, & De Loose, 2001). El contenido
de informacion polimorfica (PIC) es la probabilidad de exposicion del polimorfismo del marcador
segun el numero de alelos detectables y su distribucion de frecuencia. Ademas, el indice PIC indica
sobre mejores fuentes de variacion que ayudan a evaluar la diversidad genética y las relaciones inter
0 intra entre genotipos. Desde esta perspectiva, los marcadores OPB-02 y OPB-08 exhibieron los
valores de PIC mas altos, por lo cual pueden ser recomendados para futuras caracterizaciones
moleculares que tenga como objetivo la identificacion de genotipos diversos para su aprovechamiento

en programas de mejoramiento o conservacion de la especie.
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El poder de resolucion (RP) es un indice de la capacidad de separacion de un determinado
marcador de alto impacto en la seleccion de genotipos diversos, por lo que nuevamente los marcadores
OPB-02 y OPB-08 deberan ser incluidos en evaluaciones que busquen diferenciar entre accesiones de
P. dioica. Considerando el rango, los valores altos de PIC y H indican la capacidad discriminatoria
avanzada de los marcadores utilizados en este estudio. Por otra parte, el MI destaca el poder distintivo
de cada cebador, por lo que, ademas de recomendar el par de marcadores recién mencionados, también
puede incluirse el OPB-15. En cuanto al poder discriminante (D), un valor mas cerano a 1 indica una
menor posibilidad de confusion al momento de diferenciar la huella genética los genotipos de pimienta
gorda. Por tal motivo, los marcadores OPB-08, OPB-02 y OPB-16 son altamente convenientes al
momento de discriminar entre futuras accesiones de pimienta que resulten de programas de
mejoramiento para la proteccion del recurso fitogenético.

Basado en la informacion publicada, este es el primer estudio que emplea marcadores
moleculares para estimar la estructura poblacional y la diversidad genética de P. dioica en una amplia
zona de distribucion natural en Guatemala. En este estudio, el uso de marcadores moleculares tipo
RAPD revel6 un alto nivel de polimorfismo en las poblaciones analizadas (71.77%), siendo Petén y
San Cristobal las localidades que exhiben los valores més altos para los indices de Shannon y Nei.
Estos datos son concordantes con poblaciones naturales que han sido poco afectadas por procesos de
seleccion artificial (Saldafia et al., 2021). Al comparar los parametros de diversidad (PLP, H y Hexp)
Petén y San Cristobal, al ser poblaciones de regeneracion natural con poca presion por extraccion de
los frutos, exhibieron una diversidad genética ligeramente mayor que las poblaciones cultivadas. Esto
sugiere que tanto la seleccién artificial, con fines de aprovechamiento, como los métodos de extracion
tradicionales, han afectado los niveles de diversidad genética de la especie al disminuir la riqueza
alélica y homogeneizar las poblaciones, debido a los pocos genotipos que se han seleccionado. Esto
es debido, principalmente, a que son genotipos altamente productivos y en muchos casos, presentan
menor altura que los arboles silvestres, lo que facilita la colecta de sus frutos (Caal, E. y Cuz, A;;
Técnicos, AGEXPORT, 2017 comunicacion personal).

Otros estudios realizados en especies forestales, también confirmaron que las poblaciones
silvestres suelen mantener niveles mas altos de diversidad genética en comparacion con las

poblaciones cultivadas (Lu, Chen, Wang, Egan, & Fu, 2015; Tuisima-Coral, Cepkova, Weber, &
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Lojka, 2020) debido a que no se encuentra bajo presion de seleccion y/o extraccion de sus frutos. Es
conocido que mantener una alta diversidad genética en las poblaciones naturales es importante, ya que
reduce el riesgo de extincion local en condiciones naturales (O’Neill et al., 2001). Sin embargo,
mantener esta diversidad en poblaciones cultivadas, o con algin grado de manejo, también es
importante ya que éstas pueden ayudar a mantener saludable el reservorio genético de la especie, sobre
todo si ésta ha visto severamente reducida su &rea de distribucion natural, como es el caso de la
pimienta gorda.

El analisis de la estructura genética de las poblaciones es informativo para comprender su
diversidad genética. En este estudio, los resultados del UPGMA y DAPC, con informacion a priori
acerca de sus sitios de colecta, revelaron que las 69 muestas de P. dioica forman dos grupos bien
definidos, mostrando una clara separacién de la poblacién de San Cristobal del resto de poblaciones,
las cuales se concentraron en un segundo grupo. Los resultados obtenidos por STRUCTURE vy el
DAPC sin informacion a priori fueron similares. Esta estructura es concordante con la informacion
recopilada al momento del muestreo, ya que los registros indican que San Cristébal es una poblacion
predominantemente remanente, con poco o ningun manejo, por lo que representa en gran manera el
genotipo nativo de la FTN. Por otra parte, en el resto de localidades de la FTN se han hecho
introducciones de material proveniente de Petén, el cual muestra caracteristicas fenotipicas que
favorecen la explotacién de sus frutos (i.e. los arboles presentan menor altura, arboles “hembra”,
altamente productivos,) (propietarios plantaciones 2016, conversacion personal). Esto sugiere que la
seleccion e introduccion intencional afecta la estructura de las poblaciones (Saldafa et al., 2021) y
explica el patrén debil de estructuracién poblacional.

El AMOVA demostr6 que la mayor variacion genética se encuentra entre las poblaciones de
pimienta (83.44%), resultado que fue confirmado por el analisis de diferenciacion poblacional (®ct =
0.114, p < .001). Esto puede explicarse dado el método de reproduccion sexual de la pimienta. En
general, este es el caso de los arboles tropicales, y especialmente de aquellos que son polinizados y/o
dispersados por el viento, por lo que tienden a presentar niveles significativos de variacion genética a
escala espacial local (Tuisima-Coral et al., 2020). Por otra parte, la poca variacion entre regiones,
detectada por el AMOVA, puede ser explicada por el alto valor del flujo genético (Nm = 3.89) que

genera la ausencia de estructura poblacional (Martin et al., 2020). Esta situacion también se observo
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con el analisis de comparacion pareada entre las poblaciones de la FTN y Petén (p < .05), por lo estas
pueden ser consideradas como una subpoblacion. El impacto de un alto flujo genético, mediado por el
intercambio de germoplasma entre agricultores, para generar una baja estructuracion poblacional,
también fue identificado en el cultivo de aguacate en Guatemala (Ruiz-Chutan et al., 2020). Los
factores geogréficos y climaticos también pueden afectar la diferenciacion genética, y sus efectos
deben evaluarse en futuros estudios de P. dioica (Tong et al., 2020; Wang, Mao, Zhao, & Wang, 2013).

Por otra parte, el desvio en el equilibrio mutacion-deriva (exceso de heterocigotos), como el
encontrado en las poblaciones estudiadas, sugiere una reduccion reciente del tamafio efectivo de las
mismas (Cornuet & Luikart, 1996). Este hallazgo puede explicarse gracias a los reportes de los
productores de la FTN, quienes indican sobre una disminucién intencional de las poblaciones
naturales para introducir fenotipos de menor altura que facilitan la colecta de los frutos verdes, ya que
esta se sigue realizando de forma tradicional , es decir, escalando a los arboles para agitar las ramas y
asi hacer caer los frutos. A pesar de esto, actualmente las poblaciones estudiadas de P. dioica, tanto
naturales como cultivadas, exhiben niveles moderadamente altos de diversidad (PLP, H, Hexp) por lo
que pueden ser utilizadas como reservorios genético. No obstante, el reducido nimero de alelos raros
encontrados (por debajo del nimero esperado bajo un equilibrio mutacion - deriva) indican que a
futuro puede darse una fuerte disminucion en esta ( Luikart & Cornuet, 1998; Cornuet & Luikart,
1996; Maruyama & Fuerst, 1985). Ademas, se espera que las poblaciones que han sufrido un evento
de cuello de botella reciente muestren en la mayoria de loci un exceso de heterocigotos, esto como
resultado de la pérdida de alelos raros (Osborne et al., 2016) como lo encontrado en el presente estudio.

Los datos obtenidos son esenciales para apoyar programas de conservacion y mejoramiento de
P. dioica en Guatemala. Estos indican que la determinacion de poblaciones prioritarias para la
conservacion es fundamental para apoyar la viabilidad econdmica del cultivo de pimienta. Por
ejemplo, las poblaciones naturales de Petén y San Cristobal presentaron valores altos de diversidad y
deberian ser priorizada en las estrategias de conservacion debido a que muestra disminuciones
poblacionales importantes. Adicionalmente, las restantes poblaciones de la FTN presentaron cuellos
de botella e indices de diversidad ligeramente mas bajos, lo que las convierte en una prioridad para la
conservacion de los recursos genéticos remanentes, ademas de poseer genotipos de alto valor

productivo por ser selecciones de los productores locales. La informacién generada en este estudio
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puede ser utilizada como base para el disefio de programas conservacion y estrategias de manejo
informado de la especie, asi como la implementacion de bancos de germoplasma, sin embargo es
necesario ampliar la zona de muestreo, asi como el nimero de muestras trabajadas para tener un
panorama mas acertado de la situacion real del reservorio genético de la especie en el pais.
Finalmente, los marcadores RAPD fueron exitosos y efectivos para la evaluacion de la
diversidad genética y la estructura de las poblaciones de P. dioica en diferentes etapas del proceso de
domesticacion. La diversidad genética parece ser ligeramente mayor en las poblaciones naturales en
comparacion con las poblaciones cultivadas, mientras que la baja estructuracion poblacional refleja la
influencia de la movilizacion de germoplasma por parte de los productores. Los resultados tambien
sugieren la presencia de un significativo cuello de botella genético en todas las poblaciones. Parece
existir una diferenciacion significativa entre las poblaciones naturales y cultivadas, un resultado
presentado con prudencia dado el pequefio tamafio de la muestra empleada. Se recomienda la
conservacion in situ, circa situ, ex situ (bancos de germoplasma) y la gestion sostenible tanto de las
poblaciones regeneradas de forma natural como de las cultivadas, para mantener los recursos genéticos
de P. dioica a fin de hacer frente a la posible depresion por endogamia y los cambios ambientales.
Para aumentar la variacion genética en las poblaciones cultivadas, la recoleccion de semillas de P.
dioica en un amplio rango geogréafico (incluyendo varios rodales naturales) para incrementar el flujo

genético y el establecimiento de plantulas y huertos semilleros clonales.
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12. Vinculacion

La vinculacion se realizara principalmente con las instituciones encargadas del manejo y proteccion
de bosques de Guatemala que son el Instituto Nacional de Bosques y el Consejo Nacional de Areas
Protegidas, también se hara contacto con AGEXPORT, entidad que ha mostrado interés en el manejo

y explotacién de pimienta gorda con fines de exportacion.

13. Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

Los resultados de investigacion se difundieron principalmente por medio de un manuscrito cientifico.
Adicionalmente, se dinfundi6 informacion por el portal web del instituto de investigaciones y por las
redes sociales de CUNZAC.

14. Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS

Este estudio es el primero en su area, ya que se diagnostica la situacion genética de una especie de
interés bioldgico y comercial. Al trabajar con poblaciones silvestres y comerciales de Pimenta dioica
en la Franja Transversal Norte y en el Petén, se aportan datos de importancia para la conservacion de
los ecosistemas naturales guatemaltecos ya que se trata de una especie nativa de gran valor comercial.
Adicionalmente, este estudio generara un impacto econémico que ayudara al desarrollo del mercado
nacional e internacional de pimienta gorda, al servir como base para la elaboracion de un plan de
manejo, mejora genética y aprovechamiento sostenible de la especie en Guatemala. Esto redundara
en un beneficio directo para los pobladores de la Franja Transversal Norte, quienes tienen interés en

el manejo y produccién de pimienta gorda.
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