& USAC AGRONOMEA M8 DG oo nvestigacion

y
TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 227 \N Universidad de San Carlos de Guatemala

Guatemala, 26 de feb ero, 2,02,_1\_\

A T
Y

=t

Sefior Director

Dr. Félix Alan Douglas Aguilar Carrera
Director General de Investigacion
Universidad de San Carlos de Guatemala

Setior Director:

Adjunto a la presente el informe final “Estudio de diversidad genética del cedro nativo
guatemalteco y establecimiento de una coleccion nticleo in vitro” con nimero de
proyecto B21-2020, coordinado por el Ing. Agr. Juan Alberto Herrera Ardon y avalado
por el Instituto de Investigaciones Agronémicas (IIA) de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

Este informe final fue elaborado con base en la guia de presentacion de la Direccion
General de Investigacion, el cual fue revisado su contenido en funcion del protocolo
aprobado, por lo que esta unidad de investigacion da la aprobacion y aval correspondiente.

Asi mismo, el coordinador del proyecto, se compromete a dar seguimiento y cumplir con
el proceso de revision y edicion establecido por Digi del informe final y del manuscrito
cientifico. El manuscrito cientifico debe enviarse, por el coordinador del proyecto, para
publicacion al menos en una revista de acceso abierto (Open Access) indexada y arbitrada
por expertos en el tema investigado.

Sin otro particular, suscribo atentamente.

“Id y ensenad a todos”

N Firma
Ing. Agr. Jyén Alberto Herrera Ardon
Coordinador del proyecto de investigacion

’ .
— T A o
"/ ‘/I',__——ﬁ.;_; — St
g TN\
> > T -
\/_’ > g 2

Firmay sello
Director del Instituto de Investigaciones Agrondémicas (IIA)
Facultad de Agronomia



USAC AGRONOMIA # DG i nvestigacion

TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2224 \N\ Universidad de San Carlos de Guatemala




& USAC AcRoONOMiA MR DG oo nvestigacion

y
TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 227 \N Universidad de San Carlos de Guatemala

Universidad de San Carlos de Guatemala
Direccion General de Investigacion

Programa Universitario de Investigacion en Recursos Naturales y Ambiente

INFORME FINAL

Estudio de diversidad genética del cedro nativo guatemalteco y establecimiento de una

coleccidon nucleo in vitro

Equipo de investigacion
Ing. Agr. Juan Alberto Herrera Ardon'
Ing. Agr. Julio Ernesto Berdiio Sandoval'
M.Sc. José Alejandro Ruiz Chutan'?
M.Sc. Marie Kalousova?

Ph.D. Sergio Alejandro Melgar Valladares®

Guatemala febrero de 2021

Facultad de Agronomia, Instituto de Investigaciones Agronomicas y Ambientales!
Department of Crop Sciences and Agroforestry, Czech University of Life Sciences?

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Escuela de Biologia®



F ACUTLT A D D, E o % Direccion General
AGRONDO 1A ﬁ\ de Investigacion

< ) a =
> Immdcsancmmmmh UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2 /\\ Universidad de San Carlos de Guatemala

Dr. Félix Aguilar Carrera
Director General de Investigacion

Ing. Agr. MARN Julio Rufino Salazar
Coordinador General de Programas

Ing. Agr. Saul Guerra Gutiérrez
Coordinador del Programa de Recursos Naturales y Ambiente

Ing. Agr. Juan Alberto Herrera Ardon!
Coordinador del Proyecto

Ing. Agr. Julio Ernesto Berduio Sandoval!
Investigador

M.Sc. José Alejandro Ruiz Chutan!?
Investigador

M.Sc. Marie Kalousova?
Investigadora

Ph.D. Sergio Alejandro Melgar Valladares®
Investigador

Facultad de Agronomia, Instituto de Investigaciones Agronomicas y Ambientales!
Department of Crop Sciences and Agroforestry, Czech University of Life Sciences?

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Escuela de Biologia®

Universidad de San Carlos de Guatemala, Direccién General de Investigacion, 2020. El
contenido de este informe de investigacion es responsabilidad exclusiva de sus autores.

Esta investigacion fue cofinanciada por la Direccion General de Investigacion de la
Universidad de San Carlos de Guatemala a través del Proyecto B21-2020 durante el afio
2020 en el Programa Universitario de Investigacion en Recursos Naturales y Ambiente.

Financiamiento aprobado por Digi: Q.299,019.1 Financiamiento ejecutado: Q.177,019.1



"“;USAC AGRONOMIA # DG 2 vestigacion

=
aaaaaaaaaaaaaaaaaaa UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2 /\\ Universidad de San Carlos de Guatemala

Indice
I RESUMEI ..ottt et ettt e e e 1
2 Palabras ClaVe .....cc.cooiiiiiiiiee e 1
3 ADBSITACT ettt sttt 2
4 INEFOAUCCION ..ottt ettt sttt sbe et st b e et esae e 3
5  Planteamiento del problema.............oocieiiiiiiieiiiiiieieceeee e 4
6  Preguntas de INVESHIZACION ......cccuiiruiiiiieiieeiieeiie ettt ettt ete et eeseeeeaeenbee e 5
7 Delimitacion en tiemMpPO Y €SPACIO ...eeuveeruveerieriieeiiesiieetieeeeeieesteeseessreeseessseeseennns 6
8 IMATCO TEOTICO .ottt sttt sttt et st be et sae et e s bt e b enees 6
8.1 Estado de los recursos forestales en Guatemala............cocoevevienieneniieneencnnen. 6
8.2  Descripcion de la especie Cedrela odorata L. ........oooveeviieiiiiiiiiiiiiicieeee, 7
8.3 Diversidad GEeNETICA........ccvieiiieiiieiieeie ettt 8
8.4  Factores implicados en la diversidad genética...........ccoceevvieriienieniieniienieenen. 8
8.5  Marcadores MOlECUlares............covuirieriieiiiiienieieeieseee e 9
8.6  Marcador molecular de tipo Microsatélite (SSR) ........cceeveieviiiniiiiiieniieene 10
O EStado del Arte ......cooueiiiiiieieeieeiieeee e 10
9.1 Diversidad genética de C. 0dorata..........cceeeeeeeiieniieiienieeiieieee e 10
9.2  Conservacion del germoplasma bajo condiciones in Vitro..........ccceceveeevveneenn. 12
10 ODbJEtIVO ZENETAL......viiiiiiiiieiieeie ettt ettt et e et e e nteenbee e 12
11 ODbJEtiVOS ESPECTIICOS ..vveiiieniieeiiieiieeie ettt ettt ettt et et e ebaeenbeenbeenes 12
12 HIPOTESIS ettt ettt ettt et e st e e be e e ateenbeeenbeebaeeabaens 12
13 Materiales Y MELOAOS .....ccvieruiiiiiiiieeieeeee ettt et 13
13.1 Enfoque y tipo de inVeStiZACION .......eevuvieiieiiieiieeieeiieete et ens 13
13.2  Recoleccion de informacion............coeeuerienieeiienienienieneeeee e 13
13.3  Técnicas € INSIIUMENTOS ...c..eeueeuieriierierieriienieete sttt sttt e e eee st enaeenees 15
13.4  Procesamiento y analisis de la informacion .............ccceeeeveevienciienieenieenieeiens 18



F ACUTLT A D D, E o % Direccion General
AGRONDO 1A ﬁ\ de Investigacion

ey
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2 /\\ Universidad de San Carlos de Guatemala
14 Vinculacion, difusion y divulgacion ............coeceeviieiienieeiiieiiecieee e 19
15 Productos, hallazgos, conocimientos 0 resultados ..........cccceevveriieriieniieeniennenne 20

15.1 Describir los niveles de riqueza y diversidad genética de las poblaciones de

15.2  Describir la estructura genética de las poblaciones de cedro. ............cccuenneen. 23

15.3  Conservar el germoplasma genéticamente mas diverso bajo condiciones in vitro

........................................................................................... 30
16 Analisis y discusion de resultados..........ccueeriieiieniiieiienie e 40
17 CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt sttt ettt et e bt et satesbe et saeebeenees 43
18 IMPACLO ESPEIAAOD ..ottt ettt en 43
19 REfETENCIAS ...ttt 44
20 APEINAICES ..t ettt ettt ettt et e et e et e e abeeraeeabaens 52

Indice de figuras

Figura 1. Ubicacion de las poblaciones de Cedrela odorata analizadas en el estudio de
estructura y diversidad genética. Identificacion de las poblaciones analizadas: PN =

Piedras Negras, LCN = Las Cruces Norte, LCC = Las Cruces Centro, LCS = Las Cruces

SUL. ettt ettt b et a e 14
Figura 2.Numero de genotipos analizados en cada poblacion de Cedrela odorata. ....... 20
Figura 3. Numero de alelos identificados por locus analizado. .........ccccceceeveriierienenne. 21

Figura 4. Comparacion de los valores de la heterocigosidad esperada menos la
heterocigosidad observada para cada locus analizado. ..........c.cceceeevieniieniiniienieneee, 21
Figura 5. Dendrograma de tipo Neighbour-joining mostrando la relacién genética entre

las cuatro poblacion de Cedrela odorata basado en la matriz pareada de los valores de Fst.

Figura 6. Dendrograma de tipo Neigbor-Joining (NJ) con arreglo radial generado a partir
de 8 marcadores microsatélites que muestra la diversidad genética de los 54 genotipos de

Cedrela 0dorata analiZadosS.......ooove e 25



F ACULTAD D, E o % Direccion General
AGRONDO I1A ﬁ\ de Investigacion

v ! =
A TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2/ \\ Universidad de San Carlos de Guatemala

Figura 7. Andlisis de coordenadas principales que revela el patron de agrupacion de los
54 individuos de Cedrela odorata. Los puntos representan los individuos de cada
poblacion indicada por cada COIOT........uiiuiiriiieiieieeiee e 26
Figura 8. Valores de diagnodstico de L(K) y Delta-K del analisis de STRUCTURE de las
poblaciones de Cedrela 0dorata............c.eecvieriieiiinieeiieie e 26
Figura 9. Resultados del anélisis de STRUCTURE de las poblaciones de Cedrela odorata
para K = 2 y K = 4. Cada individuo esta representado por una Unica barra vertical, que
estd dividida en grupos de genéticos. Los colores representan grupos genéticos, y los
segmentos coloreados muestran la proporcion de ancestros estimada del individuo. ....27
Figura 10. Analisis discriminante de componentes principales de los 54 genotipos de
Cedrela odorata para la identificacion de estructura poblacional. ...........ccccceeviieniiennnnnn. 28
Figura 11. Asignacion de los genotipos de Cedrela odorata a cada uno de los grupos
genéticos inferidos en base al andlisis discriminante de componentes principales......... 28
Figura 12. Resultados de la prueba de mantel de correlacion espacial luego de 999
permutaciones mediante el método de Monte-Carlo............cccceeeevieriiiiiieniiniieieeieee, 29
Figura 13. Método de aislamiento por distancia entre las distancias geografica y genética
de las poblaciones analizadas. ...........cccecieriiiiieiiiieiieeeee e 29
Figura 14. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela odorata
establecidos sobre medio MS y WPM. Se muestra el detalle del resultado del analisis de
varianza y Unicamente las comparaciones por pares de las medias estadisticamente
SINITICAIVAS P <05, 1ottt ettt ettt e s be e e nbeeteeeareens 30
Figura 15. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela odorata
establecidas sobre medio WPM con diversas concentraciones de BAP y ANA y en el
medio MS con la combinacion de 2/3 BAP/ANA repsectivamente. Se muestra el detalle
del resultado del andlisis de varianza y unicamente las comparaciones por pares de las
medias estadisticamente significativas p <.05. .....ccccieiiiiiiieiienee e 31
Figura 16. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela odorata
establecidas sobre medio WPM con diversas concentraciones de BAP e IBA. Se muestra
el detalle del resultado del analisis de varianza y inicamente las comparaciones por pares
de las medias estadisticamente significativas p < .05. .....cccoocieriiriiieniieniiieee e 32
Figura 17. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela odorata
establecidas sobre medio WPM comparando combinaciones de hormonas. Se muestra el
detalle del resultado del andlisis de varianza. ..........ccceceveeverienienenieneeeeeeseee e 33

Vv



» USAC AGRONOMIA # DG i etigacion

N
TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 7227 \N Universidad de San Carlos de Guatemala

Figura 18. Prueba de Chi cuadrado de los diferentes porcentajes de sorbitol en medio de
cultivo MS basal sobre la sobrevivencia de plantas de Cedrela odorata para su
CONSETVACION 1N VILTO. 1..tiutiiiiiiieieeiierit ettt ettt ettt ettt ettt et et sbe et et e sbeeneeeaeens 34
Figura 19. Prueba de Chi cuadrado del efecto del tiempo en la sobrevivencia de plantas
de Cedrela odorata en medio MS basal con diferentes porcentajes de sorbitol para su
CONSETVACION 1N VILTO. 1..eiutiiiiiiieieeiteritet ettt ettt ettt ettt st sae et et e sbeeneeeaeens 35
Figura 20. Prueba de Chi cuadrado del efecto de la combinacién tiempo y la
concentraciones de sorbitol sobre medio de cultivo MS basal en la sobrevivencia de
plantas de Cedrela odorata para su conservacion in Vitro. .......ccccceceeveevereeneeneeneeneene. 36
Figura 21. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata en funciéon a
los porcentajes de sorbitol suplementados sobre medio de cultivo MS basal. Se muestra
el detalle del resultado del analisis de varianza y inicamente las comparaciones por pares
de las medias estadisticamente significativas p < .05. .....cccoociiiiiniiiiniieniieee e 37
Figura 22. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata establecidas
sobre medio MS suplementado con sorbitol en funcidn a las semanas transcurridas desde
el establecimiento. Se muestra el detalle del resultado del andlisis de varianza y

unicamente las comparaciones por pares de las medias estadisticamente significativas p

Figura 23. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata establecidas
sobre medio MS basal en funcién de cuatro concentraciones de sorbitol y su efecto a lo
largo de las semanas transcurridas desde el establecimiento. Clasificacion en funcion a
las semanas transcurridas a partir del establecimiento in vitro. Se muestra el detalle del
resultado del andlisis de varianza y unicamente las comparaciones por pares de las medias
estadisticamente Significativas P <.05......cccioiiiiiiieiieriieie et 38
Figura 24. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata establecidas
sobre medio MS basal en funcién de cuatro concentraciones de sorbitol y su efecto a lo
largo de las semanas transcurridas desde el establecimiento. Clasificacion en funcion a
las concentraciones de sorbitol. Se muestra el detalle del resultado del anélisis de varianza

y unicamente las comparaciones por pares de las medias estadisticamente significativas

Vi



F ACUTLT A D D, E o % Direccion General
AGRONDO 1A ﬁ\ de Investigacion

=
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2 /\\ Universidad de San Carlos de Guatemala

Indice de Tablas

Tabla 1. Detalle de los microsatélites utillizados para el analisis de diversidad genética de
Cedrela OAOFALA. ..............ccceeveiaiiieiieiieee ettt ettt et e 16
Tabla 2. Parametros de diversidad genética del numero de alelos (Na), nimero de alelos
efectivos (Ne), indice de Shannon (I), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad
esperada (He), riqueza alélica (Ar) y el coeficiente de consanguinidad (Fis) para cada
JOCUS. .ttt ettt et ettt b et st sa et et sb et 22
Tabla 3. Parametros de diversidad genética del numero de alelos (Na), nimero de alelos
efectivos (Ne), indice de Shannon (I), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad
esperada no sesgada (uHe), riqueza alélica (Ar) y el coeficiente de consanguinidad (Fis)
para cada poblacion. Valores estadisticamente significativos estan indicados con * (p
CLOS) Y HFHF (P <001, ettt 23
Tabla 4. Matriz de comparacion por pares del valor de Fst para todas las poblaciones de

Cedrela odorata. Valores estadisticamente significativos estdn indicados con * (p < .05)

Tabla 5. Andlisis molecular de varianza de las poblaciones de Cedrela odorata. . Valores

estadisticamente significativos estdn indicados con * (p < .05), ** (p < .01)..cceueeenneen. 24

Vii



USAC AGRONOMIA # DG i nvestigacion

TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2224 \N\ Universidad de San Carlos de Guatemala

viii



USAC AGRONOMIA # DG < nvestigacion

N
TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 7227 \N Universidad de San Carlos de Guatemala

1 Resumen

Cedrela odorata L., una de las especies maderables neotropicales mas importantes,
estd amenazada por la deforestacion y tala insostenible en muchas partes de su drea de
distribucion natural. La informacion sobre los patrones de variacion genética es ttil para
la planificacion de actividades de reforestacion y conservacion del recurso fitogenético.
Sin embargo, hasta la fecha no se dispone de esta informacién en Guatemala. En el
presente estudio se informa sobre la diversidad genética entre y dentro de las cuatro
poblaciones de C. odorata ubicadas en la Sierra del Lacandén, al norte de Guatemala,
sobre la base de ocho marcadores microsatélites altamente polimorficos, asi como su
establecimiento en vitro. El nivel de diferenciacion genética fue bajo (Fst = 0.022),
indicando un alto flujo genético entre las poblaciones, mientras que la diversidad genética
fue alta (He = 0.721). Sin embargo, se determiné que el nivel de endogamia es
significativo (Fis = 0.127), lo que supone fuertes indicios de erosion genética. El anélisis
molecular de varianza revel6 que solamente el 3% de la variacion es debida al efecto entre
poblaciones, mientras el 97% de la varianza se encuentra dentro de las poblaciones. Con
el medio de cultivo MS suplementado con 4% de sorbitol se obtuvo un 80% de
sobrevivencia de plantas a las 20 semanas. Comparado con otros estudios, los niveles de
conectividad entre poblaciones, asi como el grado de diversidad genética es mas alto. Se
sugiere mantener los esfuerzos para evitar la reduccion poblacional, por deforestacion y
extraccion ilegal, y de esta forma disminuir el constante riesgo de erosion por deriva

genética.

2 Palabras clave

endogamia, variabilidad genética, flujo genético, erosion genética
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3 Abstract

Cedrela odorata L., one of the most important Neotropical timber species, is
threatened by deforestation and unsustainable logging in many parts of its natural range.
Information on patterns of genetic variation is useful for planning reforestation and plant
genetic resource conservation activities. However, to date, this information is not
available in Guatemala. This study reports on genetic diversity between and within the
four populations of C. odorata located in the Sierra del Lacanddn, in northern Guatemala,
based on eight highly polymorphic microsatellite markers and the establishment of in
vitro conditions. The level of genetic differentiation was low (Fst = 0.022), indicating
high gene flow between populations, while genetic diversity was high (He = 0.721).
However, the inbreeding level was determined to be significant (Fst = 0.127), which is a
strong indication of genetic erosion. Molecular analysis of variance revealed that only 3%
of the variation is due to the populations' effect, while 97% of the variance is within
populations. With MS medium supplemented with sorbitol 4%, We got an 80% of
survival rate. Compared to other studies, levels of connectivity between populations and
the degree of genetic diversity are higher. We suggest that efforts be maintained to avoid
population reduction through deforestation and illegal extraction, thus reducing the

constant risk of erosion due to genetic drift

Key words: inbreeding, genetic variability, gene flow, genetic erosion
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4 Introduccion

Guatemala es un pais reconocido como megadiverso, gracias a su alto indice de
diversidad bioldgica (Consejo Nacional de Areas Protegidas [CONAP], 2013), sin
embargo, esta condicion se ve constantemente amenazada por los altos indices de
deforestacion, los cuales han sido estimados en pérdidas anuales de 48,084 ha de bosques
con una tasa de pérdida de 1.5 % anual (Ministerio de Ambiente y Recursos Naturales
[MARN], 2017; Universidad del Valle de Guatemala [UVG] et al, 2011). Las ultimas
estimaciones reportan que el 51.9% de los bosques guatemaltecos se ubican dentro de
areas protegidas, sin embargo, estas areas son las que sufren la mayor tasa de
deforestacion (1.5%), en comparacion con areas no protegidas (0.4%) (INAB, CONAP,
UVG y URL, 2012). El proceso de deforestacion y extraccion ilegal de madera en areas
protegidas, impacta directamente sobre especies de valor comercial como el cedro
(Cedrela odorata L.).

El cedro es una especie maderable que ha sufrido el proceso de sobreexplotacion
selectiva, lo que ha impactado directamente en la reduccion de sus poblaciones,
convirtiéndola en una especie amenazada (Cintron, 2000; Cordero et al., 2003). Esto
conduce a la reduccion de la capacidad de adaptacion, la disminucién de la aptitud
reproductiva y la modificacién negativa de las frecuencias genotipicas, aumentando la
proporcion de homocigotos (Frankham et al., 2004; Loo, 2011). La reduccion en el
tamafio de las poblaciones del cedro, trae consigo la alteracion negativa de los patrones
de diversidad y estructura genética (Baucom et al., 2005; Davies et al., 2013; Hanson et
al., 2008). A medida que el tamafio de las poblaciones naturales de cedro va decreciendo,
el riesgo del cruzamiento endogédmico aumenta, reduciendo la heterocigosidad y
minimizando la diversidad genética (Cordero et al., 2003; Frankham et al., 2004).

La presente investigacion ofrecerd una primera aproximacion del estado actual del
germoplasma de cedro nativo en las areas de estudio, pudiendo identificar las poblaciones
con mayor o menor diversidad genética, asi como los sitios de mayor endogamia y erosion
genética. La informacién generada constituird un valioso instrumento, necesario para
futuros planes de conservacion, restauracion y aprovechamiento sostenible (Gallo et al.,
2009). La incorporacion del componente genético es fundamental en este tipo de procesos,
al mejorar la probabilidad de que los ecosistemas restaurados prosperen y sean
autosustentables, pudiendo adaptarse a cambios ambientales y disminuyendo el riesgo al

proceso de endogamia (Thomas et al., 2014). Al identificarse las poblaciones con mayor
3
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riqueza genética, se podran dirigir, de forma eficiente, los esfuerzos para la conservacion
de estas. Ademas, la caracterizacion molecular permitird obtener datos cualitativos con
los cuales se puede justificar, objetivamente, la gestion de recursos para la proteccion de
las areas de dispersion natural de la especie.

Los objetivos consisten en describir la estructura genética de las poblaciones de cedro,
determinar los niveles de riqueza y diversidad genética de las mismas y conservar el
germoplasma genéticamente mas diverso bajo condiciones in vitro. Para lograr dichos
objetivos, se realizaron colectas dentro del parque Sierra del Lacandén. El estudio de
diversidad genética se realizd utilizando ocho microsatélites nucleares disefiados para
cedro (Hernandez et al., 2008) y la lectura de los fragmentos amplificados se llevo a cabo
mediante electroforesis capilar. Para el procesamiento de la informacion, se emplearon
programas especialmente disenados para el anlisis de datos moleculares como GenAlEx
6.5.1 (Excoffier et al., 1992), FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995), el paquete ade4 (Bougeard &
Dray, 2018), STRUCTURE 2.3.4 y CLUMPP (Jakobsson & Rosenberg, 2007). Con la
informacion generada del andlisis de diversidad genética, se establecié una coleccion
nucleo bajo condiciones in vitro. Para ello, se desarrollo un ensayo de establecimiento in
vitro, evaluando diferentes niveles de fitohormonas y sorbitol sobre los medios basales
MS y WPM. Los resultados de este ensayo se analizardn a través de un andlisis de
varianza y una posterior prueba de comparacion de medias, determinando asi, la
formulacion con mejores resultados en el establecimiento y conservacion in vitro del

germoplasma de cedro nativo.

5 Planteamiento del problema
A nivel mundial, Guatemala se encuentra dentro del destacado grupo de paises
megadiversos, al reconocerse que posee el 70 % de la diversidad bioldgica global.
Ademas, el pais cuenta con el 40 % del total de especies endémicas de Mesoamérica
(CONAP, 2013), dentro de las cuales se encuentra el cedro, una especie de alto valor
comercial por la demanda de su madera. Esta diversidad bioldgica se ve constantemente
amenazada por la deforestacion y extraccion ilegal de madera. Los ultimos reportes para
el pais, por parte del Informe Ambiental del Estado de Guatemala y el Mapa de Cobertura
forestal 2001-2006, indican que la deforestacion ha ido en aumento en los Ultimos afios,
presentandose una pérdida anual de 48,084 ha, a una tasa de deforestacion de 1.5 %,
estableciéndose una pérdida bruta de 101,852 ha/afio (MARN, 2017; UVG et al, 2011).
4
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Como resultado de los procesos de reduccion poblacional, se presenta la alteracion
de los patrones de diversidad y estructura genética (Baucom et al., 2005; Davies et al.,
2013; Hanson et al., 2008). Ademas, poblaciones de tamanos reducidos, tienden a
presentar un alto cruzamiento endogamico, lo que reduce los niveles de heterocigosidad
y minimiza la diversidad genética (Cordero et al., 2003; Frankham et al., 2004). El cedro
es una especie maderable que ha sufrido el proceso de sobreexplotacion selectiva, lo que
ha impactado directamente en la reduccién de sus poblaciones, convirtiéndola en una
especie amenazada (Cintron, 2000; Cordero et al., 2003). Esto conduce a la reduccion de
la capacidad de adaptacion, la disminucion de la aptitud reproductiva y la modificacion
negativa de las frecuencias genotipicas, aumentando la proporcion de homocigotos
(Frankham et al., 2004; Loo, 2011). Debido a la presion que sufre la especie, la presencia
de estos arboles en bosques naturales es escasa, localizandose la mayor parte de ellos en
asociacion con sistemas agroforestales, lo que fomenta aun mas el proceso de erosion
genética (Almendarez et al., 2013; Esquivel et al., 2009; Navarro et al., 2004).

Este estudio ayudard a identificar las poblaciones con alta o baja diversidad genética
y los sitios de mayor endogamia. Esta informacioén sera un valioso instrumento para
futuros planes de conservacion, restauracion y aprovechamiento sostenible. (Gallo et al.,
2009). La incorporacion del componente genético es fundamental en este tipo de
procesos, al mejorar la probabilidad de que los ecosistemas restaurados prosperen y sean
autosustentables, pudiendo adaptarse a cambios ambientales y disminuyendo el riesgo al
proceso de endogamia (Thomas et al., 2014). La conservacién bajo condiciones in vitro,
garantiza la proteccion del germoplasma nativo de cedro, el cual serd la pieza fundamental
para futuros programas de mejoramiento genético. Bajo estas condiciones, se puede
lograr la propagacion masiva para efectos de restauracion en areas de dispersion natural

o el establecimiento de plantaciones comerciales de alta calidad genética.

6 Preguntas de investigacion
General
1. ;Cual es la variabilidad genética de las poblaciones de cedro ubicadas en las areas
de la Sierra del Lacandon y la Sierra de las Minas?
Especificas
1. ;Como es la estructura genética de las poblaciones de cedro bajo estudio?

2. ;Cual de las poblaciones analizadas presenta mayor diversidad genética?
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3. (Coémo puede establecerse una coleccion nticleo con los individuos genéticamente

mas diversos sin la utilizacién de semilla botanica?

7 Delimitacion en tiempo y espacio

La investigacion se realiz6 durante el periodo comprendido de febrero a diciembre
del afio 2020 constando de tres fases: campo, laboratorio y gabinete. En la fase de campo
se realizo la colecta de materiales de cedro en la zona intangible del Parque Nacional
Sierra de Lacandon, especificamente en los municipios de La Libertad y las Cruces del
departamento de Petén durante los meses de febrero hasta mayo.

Durante el mes de junio hasta noviembre se realiz6 la fase de laboratorio, en la cual
se llevod a cabo la estandarizacion y desarrollo de los protocolos de extraccion de ADN,
asi como el marcador molecular y la estandarizacion del protocolo para establecimiento
in vitro. En los dos meses finales se elaboraron y presentaron el informe final y el
manuscrito cientifico. La fase de laboratorio y gabinete se realizé en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia y el laboratorio de Biologia
Molecular de la Faculty of Tropical AgriSciences, Czech University of Life Sciences,
Prague. Dicha institucion extranjera ha manifestado su compromiso de cooperacion, al
reconocer la importancia que representa la caracterizacion molecular y conservacion in

vitro de un recurso fitogenético tan valioso, como lo es el cedro nativo de Guatemala

8 Marco teorico

8.1 Estado de los recursos forestales en Guatemala

A nivel mundial, afo con afio se degradan extensas areas de bosque. Segun las
estimaciones, entre el periodo 2010 - 2015 hubo una pérdida neta, entre bosques primarios
y regenerados de forma natural (bosque primario), de 6.6 millones de hectareas anuales
(FAO, 2015). En Guatemala, se estimaba que para el afio 2006, la cobertura forestal
alcanzaba 3.87 millones de hectdreas, mientras que para el afio 2010 la cobertura
descendi6 a 3.72 millones de hectareas. De la cobertura forestal reportada al 2010 en
Guatemala, 1.94 millones de hectareas se ubicaban en areas protegidas (INAB, CONAP,
UVGy URL, 2012). En cuanto a la tasa de deforestacion, se estim6 en 132,137 hectareas
anuales para el periodo 2006-2010, con una tasa de disminucion del inventario forestal

de 1.00% anual en los ultimos cuatro afios (IARNA, 2012). Para el 2010, dentro de las
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areas protegidas se encontraba el 51.9% de los bosques del pais, mientras que el restante
48.1% estaba fuera de estas.

Esto resalta la importancia de la conservacion de las areas protegidas, ya que, sin
estas, probablemente la cobertura forestal del pais fuera aun menor a la actual (INAB,
CONAP, UVG y URL, 2012). A pesar de ello, la presion sobre los bosques dentro de
estas areas, también han causado la reduccion en los bosques. En el periodo 2006 - 2010
hubo una reduccion de 33, 322 hectareas anuales con una tasa de deforestacion del 1.5%.
Para el mismo periodo, la pérdida de bosque fuera de areas protegidas fue de 8,127
hectareas con una tasa anual de deforestacion de 0.4%. Esta diferencia es debida a que
muchos de los bosques fuera de areas protegidas se encuentran en areas poco deseables
para el cambio hacia usos agricolas y/o agroindustriales (ENDDBG, 2017). Esta
reduccion abrupta dentro de las areas protegidas, trae consigo el riesgo de la pérdida de
diversidad genética de especies forestales localizadas dentro de estas, tal sea el caso del

cedro.

8.2 Descripcion de la especie Cedrela odorata L.

El cedro es una especie perteneciente a la familia Meliaceae nativa de
Centroamérica. Dicha especie presenta hojas lenticeladas, paripinadas y algunas veces
imparipinadas con 6 a 12 pares de foliolos. Las inflorescencias se presentan en forma de
paniculas de 20-40 cm de largo con flores con un fuerte aroma a ajo. En cuanto a la corteza,
es fisurada de forma longitudinal y puede alcanzar hasta 55 m de altura y 1.5 m de
diametro (Zamora, 2002). La fenologia varia en funcion de la regién geografica.
Generalmente, los frutos se producen entre febrero y abril (Cordero et al., 2003). La
especie se distribuye desde el sur de México hasta el norte de Argentina, incluyendo
algunas islas del Caribe, desde una altitud de 0 msnm hasta 800 msnm (Rojas-Rodriguez
& Torres-Cordoba, 2013). Se establece en areas con 1200 a 3000 mm de precipitacion
anual, prefiriendo climas estacionalmente secos con suelos bien drenados y derivados de
piedra caliza (Cintron, 2000).

La especie C. odorata L. se encuentra en el apéndice II de la lista de CITES
(Muellner et al., 2009). Por causa de la sobreexplotacion, el avance de la frontera agricola,
la explotacion selectiva y la deforestacion, se han causado reducciones significativas en
el tamafo poblacional, haciendo cada vez mas dificil la identificacién de individuos en

condiciones naturales (Almendarez et al., 2013; Navarro et al., 2004)
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8.3 Diversidad genética

Esta puede ser definida como la variedad de alelos y genotipos diferentes en una
poblacion, una especie o grupo de especies, siendo la expresion de estas variaciones de
tipo morfologico, fisiolégico o no presentarse manifestacion fenotipica, siendo la
variacion a nivel de genes no codificantes en el ADN (Frankham et al., 2004; Young et
al., 1996). El conocimiento y la aplicabilidad de la diversidad genética se relaciona con
la mejora de planes de manejo y procesos de restauracion, lo que incrementa la capacidad
de adaptacion de las plantulas y autosostenibilidad de las poblaciones reforestadas
(Thomas et al., 2014).

La erosion genética incrementa su riesgo cuando las poblaciones presentan tamafios
poblacionales pequeios, principalmente por la intensificacion de la endogamia y deriva
genética (Ellstrand & Elam, 1993). Por tal razdn, las especies amenazadas o en peligro de
extincion, suelen presentar menor diversidad genética en comparacion a especies no
amenazadas (Frankham et al., 2004). Para fines de restauracion forestal, se sugiere la
seleccion de germoplasma con alta diversidad genética, debido a que, la introduccion de
semillas con baja diversidad genética, tiende a provocar una reduccion de la capacidad
adaptativa en la poblacion (Thomas et al., 2014).

La diversidad genética de una poblacion es generalmente expresada en términos de
riqueza alélica y diversidad genética, la cual mantiene relacion con el grado de
heterocigosidad de la poblacion, ya sea heterocigosidad esperada (He) u observada (Ho).
La He puede ser entendida como la cantidad promedio de individuos heterocigotos que
deberian estar presentes en una poblacion bajo equilibrio de Hardy-Weinberg. La Ho se
expresa como el promedio del conteo directo de los individuos heterocigotos dentro de
una poblacion (Frankham et al., 2004). La estructura genética poblacional mide el grado
de divergencia que se presenta entre las poblaciones y se calcula por medio del analisis
de varianza molecular (AMOVA). Este se expresa por medio de un coeficiente de
diferenciacion genética (Fst) (Peakall & Smouse, 2015). El valor de Fst puede indicar una
diferencia alta (Fst>0,25), media (Fst =0,15-0,25), baja o poco significativa (Fst<0,05)
(Wright, 1965).

8.4 Factores implicados en la diversidad genética
Los cambios evolutivos en las especies vienen dados por variaciones en las

frecuencias alélicas debido a factores como las mutaciones, el flujo genético y la seleccion
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natural (Curtis et al., 2006). El estudio del ADN, mediante marcadores moleculares,
permite comprender la variacion genética a nivel de poblaciones y especies que se
presenta por efecto de la deriva y el flujo genético. Conceptualmente, las mutaciones son
variantes en los alelos o cromosomas, constituyendo el origen de toda la diversidad
genética. Muchas de las variantes pueden ser el resultado de errores en el proceso de
replicacion del ADN, pero también se suman elementos genéticos moviles, ruturas
cromosdmicas y otros (Frankham et al., 2004). El flujo genético es entendido como el
movimiento de genes entre poblaciones, el cual se ve afectado por la fragmentacion y
aislamiento de individuos o poblaciones (Nora et al., 2011).

La seleccion natural se relaciona con la tasa de natalidad y reproduccién que se ve
afectada por factores ambientales. La supervivencia de los genotipos produce cambios
evolutivos que llevan a la adaptacion de nuevas condiciones bidticas y abidticas. Este
proceso determina los genotipos con mayor probabilidad de adaptarse y por consiguiente,
los alelos con mayor frecuencia en la poblacion (Frankham et al., 2004). La deriva
genética son cambios en la composicion genética de una poblacion como resultado del
muestreo al azar en poblaciones pequeias. Sus efectos son la pérdida de diversidad

genética y la divergencia entre poblaciones (Cabrero & Camacho, 2002)

8.5 Marcadores moleculares

Un marcador genético es definido como un gen o una secuencia de ADN con una
ubicacion conocida dentro de un cromosoma y asociado con genes particulares o rasgos.
También puede ser descrito como una variacion debida a una mutacién o alteracion
gendmica en los loci que puede ser observada. Un marcador genético puede ser una
secuencia corta de ADN como un nucleétido de polimorfismo simple, o bien, secuencias
mas extensas como los mini y microsatélites (Al-Samarai & Al-Kazaz, 2015). El
desarrollo y uso de los marcadores moleculares para la deteccion de polimorfismos en el
ADN es uno de los avances mas significativos en el campo de la genética molecular.

La diferencia en los principios de cada marcador molecular, asi como sus
metodologias y aplicaciones requiere una cuidadosa consideraciéon al momento de optar
por uno o varios de ellos. Algunos de los marcadores ampliamente utilizados son
restriction fragment length polymorphism (RFLP), random amplified polymorphic DNA
(RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP), inter-simple sequence
repeats (ISSRs), sequence characterized regions (SCARs), sequence tag sites (STSs),
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cleaved amplified polymorphic sequences (CAPS), microsatellites or simple sequence

repeats (SSRs), expressed sequence tags (ESTs), single nucleotide polymorphisms

(SNPs), y diversity arrays technology (DArT) (Semagn et al., 2006).
Desde su desarrollo, estos han sido constantemente modificados para mejorar su

utilidad en la analisis gendmico, filogenético, diversidad genética y localizacion de genes

objetivo. Existen numerosos reportes sobre las ventajas de este tipo de marcadores sobre

la caracterizacion morfologica debido a la objetividad del analisis (Jonah et al., 2011).

8.6 Marcador molecular de tipo Microsatélite (SSR)

Los microsatélites (de 1 a 10 nucledtidos) y minisatélites (> 10 nucle6tidos) son
subcategorias de repeticiones en tindem (TR) que, junto con las repeticiones intercaladas
predominantes (o restos de elementos transponibles), conforman regiones repetitivas
gendmicas. Las repeticiones en tandem son evolucionariamente relevantes debido a su
inestabilidad. Estas mutan en rangos de entre 10° y 10° por cada generacion celular
(Gemayel et al., 2012). Los microsatélites se encuentran en procariotas y eucariotas.

Estos se presentan ampliamente distribuidos a través del genoma, especialmente en
la eucromatina de los eucariotas y en regiones codificantes y no codificantes del ADN
nuclear y de organelos (Pérez-Jiménez et al., 2013; Phumichai et al., 2015). Respecto al
uso de SSR para C. odorata, Hernandez y colaboradores (2008) desarrollaron un total de
26 marcadores microsatélites optimizados para PCR y seleccionados por ser altamente
polimorficos, aunque solamente 9 de ellos fueron empleados en la estimacién de la

diversidad genética de poblaciones de semillas de la especie en Mesoamérica.

9 Estado del arte

9.1 Diversidad genética de C. odorata

Los estudios realizados en América se han basado en el uso de marcadores de tipo
morfélogicos y moleculares para comprender la variabilidad que presenta la especie en
las diferentes poblaciones analizadas. En Costa Rica se realizo un estudio en ambientes
mésicos y secos mediante una caracterizaciéon morfologica. Se tomaron datos de peso de
semilla, altura, DAP y tamafio de foliolos. Se determind que existen diferencias
significativas en las caracteristicas mencionadas llevando a una separacion de las
poblaciones dividiéndolas en las provenientes del pacifico norte y otras del pacifico sur
(Navarro et al., 2002). Un estudio posterior a las mismas poblaciones, mediante AFLP,

10
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determind que las poblaciones de cada ecotipo se fijan para un solo haplotipo de
cloroplasto con niveles de heterocigosidad total = 0.27 (Cavers et al., 2003a).

Con el uso del marcador AFLP se encontraron niveles medios de diversidad
genética (Ht = 0.22) en las poblaciones de la Amazonia peruana. Los resultados sugieren
que a pesar de los cambios suscitados por la deforestacion del area y los altos niveles de
perturbacion circundante, el cedro ha sido capaz de mantener el flujo genético entre los
individuos (de la Torre et al., 2008). El uso de los marcadores microsatélites desarrollados
por Hernandez y colaboradores (2008) mostraron un rango de 14 a 30 alelos por locus
con niveles de heterocigosidad entre 0.61 y 0.88. Adicional a este estudio, el uso de ADN
nuclear y de cloroplasto para un analisis a nivel mesoamericano fue desarrollado por
Cavers, Navarro y Lowe (2004). Los resultados del estudio mostraron la presencia de
varios a haplotipos en toda la region, siendo el primero de ellos ubicado entre Yucatan,
Honduras, Nicaragua y Noreste de Costa Rica; el segundo entre el resto de Costa Rica 'y
Panamé. Con el andlisis del ADN del cloroplasto se reconocieron cinco haplotipos
dividiendo al cedro en tres grupos: a) Norte: dos haplotipos entre México y Guatemala,
b) Central: un haplotipo entre Honduras, Nicaragua y Noreste de Costa Rica y c¢) dos
haplotipos entre el resto de Costa Rica y Panama.

Mediante el uso de ribosomas nucleares y plasmidos, otro estudio comprobo la
existencia de cuatro nuevas especies las cuales se han identificado en las laderas de la
Amazonia, la otra en el noreste de Per, la tercera al norte de Per1 y la cuarta en el Pacifico
norte de El Salvador (Muellner et al., 2009). Un estudio mas reciente en Nicaragua a
través del marcador RAPD en cinco poblaciones obtuvo valores promedio de Ho = 0.524
y He = 0.347 y riqueza alélica de 2 para poblaciones con un nivel medio de diferenciacion
genética (Fst =0.13) (A Tijerino et al., 2016).

Con el uso de microsatélites se realizé un analisis sobre ejemplares de cedro en
Bolivia intentando hacer un estudio de trazabilidad forense, determinando que los
materiales estudiados estdn compuestos de muchas lineas parentales, lo que complica la
trazabilidad de los mismos (Paredes-Villanueva et al., 2019). Mediante el uso del mismo
marcador molecular, el analisis de poblaciones de cedro en Tabasco, México, reporta la
pérdida de diversidad en la especie (Fst = 0.419 y Ho = 0.297) debido a la constante
erosion genética (Lesher-Gordillo, Martinez-Sanchez, Ordufia-Rodas, & Hernandez-

Carreta, 2018).

11
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9.2 Conservacion del germoplasma bajo condiciones in vitro

En cuanto al establecimiento in vitro de C. odorata como método de conservacion
del germoplasma, existen varias experiencias como la induccion de embriogénesis
somatica mediante el uso del medio de cultivo MS suplementado con acido absicico,
llegando a obtener un 75% de establecimiento en condiciones ex vitro (Pefia-Ramirez et
al., 2011). Ensayos a través de rizogénesis en medio MS a partir de esquejes jovenes
también han sido desarrollados con resultados positivos (Milldan-Orozco et al., 2011).

El uso de propagacion masiva mediante biorreactores de inmersion temporal también
han demostrado ser una opcion viable para la restauracion de plantaciones con materiales
¢lite (Pena-Ramirez et al., 2010). El uso de la propagacion in vitro, para el establecimiento
de nuevas plantaciones a razon de la alta demanda del cedro, también se ha desarrollado
a través de microesquejes y yemas apicales en medio de cultivo MS suplementado con
fitohormonas como BAP y ANA llegando a concluir que las plantas regeneradas en
condiciones in vitro no mostraron diferencias con aquellas desarrolladas a partir de

semilla botanica (Garcia-Gonzélez et al., 2011)

10 Objetivo general
1. Identificar la diversidad genética del cedro (Cedrela odorata L.) en el area de la

Sierra del Lacandon.

11 Objetivos especificos
1. Describir la estructura genética de las poblaciones de cedro en las areas de estudio.
2. Determinar los niveles de riqueza y diversidad genética para las poblaciones
identificadas en el area de estudio.

3. Conservar el germoplasma genéticamente mas diverso bajo condiciones in vitro.

12 Hipotesis
Las poblaciones de cedro analizadas seran genéticamente diversas mostrando valores de
heterocigosidad observada (Ho) superior a 0.40 y riqueza alélica (Ar) mayor a 17 con una

alta diferenciacion genética entre poblaciones (Fst) mayor a 0.30

12
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13 Materiales y métodos

13.1 Enfoque y tipo de investigacion

La presente investigacion presenta un enfoque cuantitativo y con un alcance
exploratorio, la cual tiene como finalidad la identificacion de la diversidad genética de
los materiales de cedro presentes en el pais, lo cual constituye una primera etapa para un
posterior proyecto de mejoramiento. Una vez realizado el analisis genético, la
investigacion también tendra un alcance explicativo al describir la estructura genética
poblacional y el estado general de la diversidad genética de la especie en las zonas de

estudio.

13.2 Recoleccion de informacion

Basado en la informacion del primer informe nacional sobre el estado de los
recursos genéticos forestales en Guatemala (INAB, IARNA-URL, 2012), el cual presenta
registros de la especie en estudio, la colecta se realiz6 en la zona intangible del Parque
Nacional Sierra de Lacanddén. Las poblaciones se ubicaron especificamente en las
cercanias del sitio arqueologico Piernas Negras (PN), municipio de la Libertad y en el
municipio de las Cruces (LCN, LCC y LCS) del departamento de Petén (Figura 1). Para
la primera fase, la cual consisti6 en el analisis de diversidad genética mediante el uso de
microsatélites, se muestrearon 4 poblaciones tomando entre 10 y 15 individuos para un

total de 54 muestras, con las cuales se realiz6 la caracterizacion molecular.

13
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Figura 1. Ubicacion de las poblaciones de Cedrela odorata analizadas en el estudio de
estructura y diversidad genética. Identificacion de las poblaciones analizadas: PN =
Piedras Negras, LCN = Las Cruces Norte, LCC = Las Cruces Centro, LCS = Las Cruces
Sur.

En cada punto de muestreo se tomaron las coordenadas con el uso de GPS. Se
tomaron cinco hojas jovenes de cada individuo, las cuales fueron colocadas en bolsas
plasticas con silica gel y debidamente identificadas por poblacion y coordenadas
geograficas. El proceso de colecta fue apoyado por personal de la Fundacion Defensores
de la Naturaleza. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Biotecnologia Vegetal
de la Facultad de Agronomia donde se realiz6 la extraccion de ADN y estandarizacion de
las condiciones de amplificacion con los microsatélites.

El producto de PCR fue enviado al Laboratorio de Biologia Molecular de la Faculta
de Tropical AgriScience en Praga en donde se realizo el analisis de fragmentos

amplificados para determinar el tamafio de cada alelo identificado. Para la segunda fase

14
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se colectaron yemas axilares de los arboles identificados mediante el andlisis molecular
y estas fueron trasladas al laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de

Agronomia para su establecimiento in vitro.

13.3 Técnicas e instrumentos

Extraccion de ADN
Para la extraccion del ADN genomico se utilizé el kit comercial Gentra afiadiendo

algunas modificaciones para evitar la oxidacion del material bioldgico. Se tomd una
seccion de cada hoja de aproximadamente 4 x 4 mm dentro de un tubo de 1.5 mL al cual
se le agregaron 450 pL de Cell Lysis Solution (+ 1 % PVP, + 0.3 % mercaptoetanol) y se
procedié a macerar. Se agregaron 2.25 pL. de proteinasa K (100 pg/mL) y se dejé incubar
por 3 h a 65 °C realizando mezclas por inversion cada 30 min. Se agregaron 2.5 uL de
solucion RNasa A (4 mg/mL) y se mezcld por inversion 25 veces dejando incubar
nuevamente por 45 min a 37 °C. Posteriormente, se dejo enfriar a temperatura ambiente
y se agregaron 150 pL de solucidn para precipitacion de proteinas, se mezcld 150 veces
por inversion, se colocd por 20 min a -20 °C, se centrifugd a 14,000 rpm durante 4 min y
el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo.

Se agregaron 600 pL. de una solucion fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en una
relacion 25:24:1 se mezcld por inversion, se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm por 10
min y el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo. Se agregaron 600 uL. de cloroformo
(24): alcohol isoamilico (1) y se mezclo por inversion, se centrifugd por 10 min a 14,000
rpm y el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo. Se agregaron 600 pL de isopropanol
y se mezcld por inversion 50 veces, se centrifugd por 3 min a 14,000 rpm, se descarto la
fase liquida, se agregaron 500 pL de etanol al 70 %, se mezcld por inversion para lavar
la pastilla de ADN, se centrifugd por 3 min a 14,000 rpm invirtiendo el tubo para descartar
el etanol y dejando secar por 10 a 15 min sobre papel absorbente. Para la hidratacion del
ADN se agregaron 50 pL de la solucion para hidratacion de ADN, se incubd a 65 °C por

1 hy finalmente se almacen6 a -20 °C.

Amplificacion por PCR
Los microsatélites a utilizados se detallan en la Tabla 1. Para la amplificacion por
PCR se tom6 como base el protocolo de Hernandez y colaboradores (2008) realizando

reacciones individuales con cada microsatélite y corroborando su amplificaciéon por
15



{USAC AGRONOMIA # DG < nvestigacion

N
TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 7227 \N Universidad de San Carlos de Guatemala

electroforesis en gel de agarosa para cerciorarse que la temperatura de alineamiento es
correcta. Con las amplificaciones positivas, se procedi6 a preparar las reacciones de la
siguiente manera: volumen total de 10 pl, 5 pl QIAGEN Multiplex PCR Master Mix
(Qiagen, Germany), 3 ul H20, 0,5 uM Primer F, 0,5 uM primer R y 20 ng de ADN.

Los grupos para el analisis multiplex fueron: multiplex 1 (ced2, ced22, ced65 y
ced54); multiplex 2 (ced4, ced18, ced41) y PCR 3 (ced95). El perfil térmico para el PCR
fue el siguiente: 15 minutos a 95°C, 35 ciclos de 60 s a 95°C, 60 s a la temperatura
indicada en la Tabla 1 para cada cebador, 60s a 72°C, 10 minutos a 72°C y finalmente
una temperatura de reposo de 4°C. Para verificar la amplificacion de los microsatélites se

tomaron muestras aleatorias para su visualizacion en gel de agarosa.

Tabla 1. Detalle de los microsatélites utilizados para el analisis de diversidad genética

de Cedrela odorata.

Locus Secuencia del primer 5°-3" Tamafio (pb) T (C)

F-TTTGCTTTGAGAAACCTTGT

Ced 2 130- 170 59
R:AACTTTCGAA TTGGTTAAGG

Ced 4 F:CTCTGTGTTAAACCCGAATC 200 - 220 57
R:GAATAAATCGAAACGCACTC

Ced 18 F:CAAAGACCAAGATTTGATGC 130 - 150 57
R:ACTA TGGGTGGCACAACTAC

Ced 22 F:CTTCGCCTTGGCCTTTCTAC 120 - 140 59
R:CGGAGGAGATCGCAGTTTAT

Ced 41 F:-TCATTCTTGGATCCTGCTAT 120 - 160 57
R:GTGGGAAAGATTGTGAAGAA

Ced 54 F:GATCTCACCCACTTGAAAAA 180 - 230 59
R:GCTCATATTTGAGAGGCATT

Ced 65 F:GAGTGAGAAGAAGAA 160 - 200 59
R:TCGTGATAGC

Ced 95 F:ATTTTCATTCCCTTTTAGCC 190 - 250 53

R:TTA TCATCTCCCTCACTCCA

Andlisis de fragmentos amplificados

Los resultados del PCR se analizaron por medio de electroforesis capilar con un
secuenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EEUU). Para el analisis se
mezcld 1ul de producto PCR con 0,2 pl de GeneScan-500 LIZ (Applied Biosystems,
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EEUU) y 12 ul de Hi- Di formamida (Applied Biosystems, EEUU). El tamafio de los

alelos se determind con el programa GeneMarker version 2.4.0.

Establecimiento de coleccion niuicleo bajo condiciones in vitro

Tras obtener los resultados del andlisis de diversidad genética con los
microsatélites, se seleccionaron un maximo de 25 arboles genéticamente diversos. La
seleccion se realizd en base al dendrograma de individuos generado a partir de la
electroforesis capilar. De las yemas axilares que se colectaron de estos individuos, se
realiz6 el establecimiento in vitro. Para el proceso de desinfeccion de los explantes se
sigui6 el protocolo descrito por Teixeira, Winarto, Dobranszkiy Zeng (2015). Luego del
proceso de desinfeccion, para asegurar el montaje del ensayo de multiplicacion con yemas
no contaminadas, estas fueron establecidas en un medio basal MS por un periodo de 2
semanas.

Seguido, se tomd como base el protocolo descrito por Garcia-Gonzalez y
colaboradores(2011) quienes sugieren un medio basal MS suplementado con 2 mg L'!
BAP and 3 mg L''TANA. También se evalud el medio basal WPM. Adicionalmente, se
evaluaron 3 concentraciones de BAP (0.5, 1.5 y 2.5 mg L!) y 8 concentraciones de
auxinas: IBA (0, 0.05,0.25, 1.0 mg L'") y ANA (0, 1.5, 2.5y 3.5 mg L'"). El experimento
consisti6 de dos factores (a) niveles de concentraciones de BAP y (b) niveles de
concentracion de auxinas. El experimento tuvo un disefio completamente al azar (DCA)
con 5 repeticiones y cada unidad experimental estuvo compuesta de un tubo de ensayo
que con una yema axilar. La variable de respuesta fue el nimero de brotes por yema a las
9 semanas de establecido el ensayo.

Una vez identificado el medio 6ptimo para la multiplicacion, las yemas fueron
transferidas a un medio basal sin suplementacion de hormonas durante 2 semanas.
Posteriormente, las yemas fueron transferidas a los medios de prueba para conservacion,
los cuales consistieron de un medio basal MS con cuatro niveles de concentracion de
sorbitol. Las dosis evaluadas fueron 1, 2, 3 y 4 % de sorbitol y la variable de respuesta
fue el porcentaje de sobrevivencia y longitud de los explantes a las 10, 15 y 20 semanas.
Se empleod un diseiio completamente al azar (DCA). Al identificar el medio 6ptimo, los

materiales de cedro fueron transferidos para su conservacion a largo plazo.
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13.4 Procesamiento y analisis de la informacion

La diversidad genética por locus y poblacion se evalu6 mediante el uso de GenAlEx
6.5.1 (Peakall & Smouse, 2012). Se calcul6 el nimero de alelos diferentes (Na), el nimero
de alelos efectivos (Ne), las heterocigosidades observadas (Ho) y esperadas (He), y el
indice de diversidad de Shannon (I). Ademads, se calculd la riqueza alélica (Ar), el
coeficiente de diferenciacion entre pares de poblaciones (Fsr), y el coeficiente de
consanguinidad (Fis) (Weir & Cockerham, 1984) en FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995). El
Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) y la matriz pareada
de los valores Fst de las poblaciones, se calcularon utilizando el programa GenAlEx 6.5
(Peakall & Smouse, 2006, 2012). El flujo genético (Nm) entre poblaciones se estimo
usando la ecuacion Nm = [(1 / Fst) - 1] /4.

El anélisis de las componentes principales (PCA) de todos los genotipos de C.
odorata se llevd a cabo utilizando el paquete ade4 (Bougeard & Dray, 2018). La matriz
pareada de valores Fst generada en GenAlEx se export6 al programa Paleontological
Statistics Software Package for Education and Data Analysis PAST v3.18 (Ryan et al.,
2001) y se analizdé con el algoritmo Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987)
generando un dendrograma en formato Nexus, el cual fue exportado hacia el programa
FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2008) para una mejor visualizacion del dendrograma a nivel de
las poblaciones de C. odorata.

Para inferir la estructuracion genética de las poblaciones muestreadas, se utilizo
un método de agrupacion basado en un modelo bayesiano, implementado por el programa
STRUCTURE version 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). El programa se ejecuté con 10,000
repeticiones, seguidos de 100,000 iteraciones MCMC para el nimero de agrupaciones
K=1 a 10, con diez repeticiones para cada K. El modelo asumié una frecuencia alélica
correlacionada para las poblaciones y una ascendencia mixta (mezcla) para los individuos.
Debido a que se asumi6 una estructuracion débil, se implementé el modelo Locprior, que
utiliza los lugares de muestreo como informacidn previa para ayudar a la agrupacion
(Hubisz et al., 2009). Debido a la desigualdad del muestreo en las poblaciones geograficas,
los parametros alfa se fijaron en 1/K, siguiendo las recomendaciones (Wang, 2017).

Los archivos de salida fueron analizados con STRUCTURE HARVESTER , un
programa para compilar los resultados generados por el programa STRUCTURE (Earl &
vonHoldt, 2012), que aplica el método de Evanno (Evanno et al., 2005), para detectar el

numero 6ptimo de K que mejor se ajusta a los datos. Las Q-matrices replicadas resultantes
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para el K 6ptimo fueron alineadas en el programa CLUMPP (Jakobsson & Rosenberg,
2007) y se visualizé un gréfico de barras usando el programa Distruct (Rosenberg, 2004).

Para confirmar el patrén de estructuracion poblacional, se realizé un anélisis
discriminante de componentes principales (DAPC) con el paquete adegenet (Jombart,
2008) analizando un ndmero maximo de 25 clusters, reteniendo 50 componentes
principales. La asignacion de probabilidad de pertenencia de cada individuo también se
realizé con el paquete adegenet. La prueba de correlacion de mantel para la identificacion
de un posible aislamiento por distancia se realizo con el paquete ade4 siguiendo el método
de Monte-Carlo con 999 permutaciones.

Con los datos obtenidos del establecimiento in vitro, se procedio a realizar una
prueba de asociacion con Chi cuadrado para las variables de sobrevivencia, mientras que
para las variables de numero de brotes y longitud de plantas se realiz6 un andlisis de
varianza. Ambas pruebas se realizaron con un nivel de significancia del 5 %, con base en
el disefio experimental propuesto en la metodologia (DCA), empleando el software
estadistico R v3.6.3 con el paquete stats (R coreTeam, 2020) y agricolae (de Mendiburu,
2020). La visualizacion de los resultados de las pruebas de asociacion de Chi cuadrado,
analisis de varianza y comparaciones pareadas, se realizaron con el paquete ggstatsplot
(Patil, 2018). Para poder aplicar el andlisis de varianza se evaluaron los supuestos de

normalidad utilizando la prueba de Shapiro y Bartlett, respectivamente.
14 Vinculacion, difusion y divulgacion

Se contd con la vinculacion de la Czech University of Life Sciences, la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia USAC y con la Fundacion Defensores de la Naturaleza.
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15 Productos, hallazgos, conocimientos o resultados

15.1 Describir los niveles de riqueza y diversidad genética de las poblaciones de

cedro.

Un total de 70 alelos fueron amplificados con los ocho microsatélites a través de
las 54 muestras de C. odorata con una valor madximo, minimo y promedio por locus de
9.5,2.75 y 6.38, respectivamente. La distribucion de genotipos por poblacion se muestra

en la Figura 2.
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Figura 2.Numero de genotipos analizados en cada poblacion de Cedrela odorata.

Entre los loci, la heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) estuvo
en el rango de 0.194 2 0.917 y de 0.288 a 0.866 con un valor promedio de 0.629 y 0.701,
respectivamente. La distribucion de alelos por locus analizados se muestra en la Figura

3. La heterocigosidad observada fue mayor que la esperada en los loci Ced41 y Ced95
(Figura 4).
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Numero de alelos por locus
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Figura 3. Numero de alelos identificados por locus analizado en las poblaciones de
Cedrela odorata.
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Figura 4. Comparacion de los valores de la heterocigosidad esperada menos la
heterocigosidad observada para cada locus analizado.
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La riqueza alélica estuvo en el rango de 2.8 a 9.4 con un valor promedio de 6.5.
Mientras tanto, el valor de consanguinidad Fis mostr6 un valor positivo para seis de los
ocho loci, indicando la presencia de endogamia. El valor promedio de Fis fue de 0.182
indicando un déficit de individuos heterocigotos en las poblaciones de C. odorata. El

detalle de todos los parametros puede observarse en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros de diversidad genética del numero de alelos (Na), numero de alelos
efectivos (Ne), indice de Shannon (1), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad

esperada (He), riqueza alélica (Ar) y el coeficiente de consanguinidad (Fis) para cada

locus.

Locus N Na Ne I Ho He Ar Fis
Ced22 12.75 2.75 1492 0501 0.194 0.288 28 0.303
Ced65 12.50 4.75 2.869 1.192 0482 0.668 4.9 0.246
Ced54 12.25 9.00 5612 1905 0.740 0.847 89 0.088
Ced2 12.00 8.25 57765 1876 0.814 0.848 83 -0.002
Ced41 12.75 8.50 6.016 1922 0900 0.861 8.7 -0.089
Ced18 12.75 9.50 5810 1936 0.751 0.837 94 0.065
Ced4 12.00 3.50 2265 0930 0238 0549 39 0.546
Ced95 4.00 475 3930 1363 0917 0.866 49 0.295

Promedio 11.38 6.38 4.22 1.45 0.629 0.701 6.5 0.182

Los indices de diversidad genética a nivel de poblaciones se muestran en la Tabla 3. Entre
poblaciones, Na y Ne estuvieron entre 5.3 a 8.3 y 3.8 2 4.9, con promedios de 6.3 y 4.2,
respectivamente. Ho estuvo en el rango de 0.584 a (0.727, He estuvo en el rango de 0.687
a 0.764, con valores promedios de 0.692 y 0.721, respectivamente. Ho fue menor a He
para todas las poblaciones. El valor promedio de Ar fue de 6.65, siendo la poblacién D la
que mostrd el valor mas alto (8.2) y la poblacion A el valor mas bajo (5.4). El valor de
Fis fue positivo y estadisticamente significativo para todas las poblaciones, indicando una
desviacion en el equilibrio de Hardy-Weinberg con un déficit de heterocigotos. El numero
de migrantes Nm por cada generacion fue de 11.

De esta forma, basado en el valor de He como indicador de la diversidad genética

general de las poblaciones de C. odorata, esta es relativamente alta, siendo las
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poblaciones LCC y LCS las poblaciones con mayor diversidad, mientras que la poblacién

PN es la poblacion con menor nivel de diversidad genética.

Tabla 3. Parametros de diversidad genética del numero de alelos (Na), numero de alelos
efectivos (Ne), indice de Shannon (1), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad
esperada no sesgada (uHe), riqueza alélica (Ar) y el coeficiente de consanguinidad (Fis)

para cada poblacion. Valores estadisticamente significativos estan indicados con * (p

<.05)y ** (p <.001).

Poblacion N Na Ne I Ho uHe Ar Fis

PN 10.125 53 3.8 1.316 0584  0.687 54 0.156*
LCN 9.125 5.5 33 1.285 0.641 0.679 6.3 0.046*
LCC 10.250 6.2 4.8 1.512 0.566  0.752 6.7 0.258%**
LCS 16.000 8.3 4.9 1.699  0.727  0.764 8.2 0.049*
Promedio 11.375 6.3 42 1.453 0.629  0.721 6.65  0.127*

15.2 Describir la estructura genética de las poblaciones de cedro.

Al estimar el grado de diferenciacion global entre las cuatro poblaciones de C.
odorata, el valor de Fst fue de 0.022. Los valores por pares de Fst por pares fueron bajos
(0.023 — 0.053) y solamente el valor de Fst entre la poblacion PN y LCS no mostré

diferencia estadisticamente significativa (p <.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Matriz de comparacion por pares del valor de Fst para todas las poblaciones de

Cedrela odorata. Valores estadisticamente significativos estdn indicados con * (p < .05)

Poblacion A B C D
PN 0

LCN 0.041%* 0

LCC 0.044* 0.053* 0

LCS 0.031 0.042* 0.023* 0

El dendrograma generado a partir de valores de Fst, muestra el bajo nivel de
diferenciacion entre las poblaciones, observandose la formacion de dos grupos,

representados por las poblaciones LCS, LCC y PN, LCN; respectivamente (Figura 5).
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Figura 5.Dendrograma de tipo Neighbour-joining mostrando la relacién genética entre

las cuatro poblacion de Cedrela odorata basado en la matriz pareada de los valores de

Fst.

En cuanto al andlisis molecular de varianza entre las poblaciones (Tabla 5), este
mostr6 que la variacion genética entre las poblaciones fue unicamente del 3%. La mayor
variacién genética se presentd dentro de las poblaciones con un valor de 97% de la
variacion, existiendo un muy bajo nivel de diferenciacion genética entre las poblaciones

analizadas.

Tabla 5. Andlisis molecular de varianza de las poblaciones de Cedrela odorata. .

Valores estadisticamente significativos estdn indicados con * (p < .05), ** (p < .01)

Fuente de variacion ~ df Suma de Componente de Porcentaje Estadistico
cuadrados la varianza de variaciéon  Fst

Entre poblaciones 3 32481 0.261 3% 0.022%*

Dentro de las 50 368.593 7.372 97%

poblaciones

Total 53 401.074 7.633 100%
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El alto grado de variacion genética dentro de las poblaciones, asi como el bajo

nivel de diferenciacion entre poblaciones puede observarse mediante el dendrograma a

nivel de individuos (Figura 6) y andlisis de componentes principales (Figura 7).
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Figura 6. Dendrograma de tipo Neigbor-Joining (NJ) con arreglo radial generado a partir

de 8 marcadores microsatélites que muestra la diversidad genética de los 54 genotipos de

Cedrela odorata analizados.
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Figura 7. Analisis de coordenadas principales que revela el patron de agrupacion de los

54 individuos de Cedrela odorata. Los puntos representan los individuos de cada

poblacion indicada por cada color.

El andlisis de estructura poblacional proporcion6 informacion adicional sobre el

nivel de la mezcla gendmica entre las poblaciones. Los resultados obtenidos por

STRUCTURE mostraron que con K =4 y K=2 el AK revel6 los valores 6ptimos (Figura

8).
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Figura 8. Valores de diagnostico de L (K) y Delta-K del analisis de STRUCTURE de

las poblaciones de Cedrela odorata.
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Esto indica que la divisiéon més probable de las poblaciones de C. odorata incluia
cuatro o dos grupos genéticos (Figura 9). Cuando K = 2 la poblaciéon LCN fue
predominantemente asignada al grupo genético representado por el color naranja,
mientras el resto de poblaciones fue distribuido en proporciones casi igualitaria entre los
dos grupos genéticos. Cuando K = 4 las poblaciones LCC y LCS fueron
predominantemente asignadas al grupo genético representado por el color celeste,
mientras las poblaciones PN y LCN fueron asignadas en mayor proporcioén al grupo

genético de color naranja.

PN LCN LCC LCS

Figura 9. Resultados del andlisis de STRUCTURE de las poblaciones de Cedrela
odorata para K =2 y K =4. Cada individuo esta representado por una uinica barra vertical,
que estd dividida en grupos genéticos. Los colores representan grupos genéticos, y los

segmentos coloreados muestran la proporcion de ancestros estimada del individuo.
Al realizar el andlisis discriminante de componentes principales (DAPC), se
identifico que los individuos fueron mayormente asignados en cuatro grupos como se

observa en la Figura 10.
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Figura 10. Anilisis discriminante de componentes principales de los 54 genotipos de

Cedrela odorata para la identificacion de estructura poblacional.

Una vez realizado el DAPC se procedid a realizar la asignacion de cada individuo

a los grupos individuales basados en la inferencia de su procedencia genética mas

probable como se muestra en la Figura 11.

Clusters

Figura 11. Asignacion de los genotipos de Cedrela odorata a cada uno de los grupos

genéticos inferidos en base al andlisis discriminante de componentes principales.
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El andlisis de aislamiento por distancia mediante la prueba de correlacion de mantel entre
las distancias geograficas y genéticas mostraron un valor p = 0.201 luego de 999
permutaciones (Figura 12).

Histogram of sim

-05 0.0 05

Figura 12. Resultados de la prueba de mantel de correlacion espacial luego de 999

permutaciones mediante el método de Monte-Carlo.

Por tal razén, se descartd la posibilidad de que existiera un aislamiento por
distancia como se visualiza en la Figura 13, en la cual no se puede establecer un patréon

de correlacion entre la distancia geografica y genética.

Aislamiento por Distancia

0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

Dgeo
Figura 13. Método de aislamiento por distancia entre las distancias geografica y genética

de las poblaciones analizadas.
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15.3 Conservar el germoplasma genéticamente mas diverso bajo condiciones in

vitro

Los ensayos para la induccién de brotes a partir de explantes de C. odorata
mostraron que el medio MS suplementado con 2 y 3 mg L'de BAP y ANA,
respectivamente; el medio WPM suplementado con 2.5 y 3.5 mg L''de BAP y ANA,
respectivamente y el medio WPM suplementado con 2.5 y 1 mg L''de BAP ¢ IBA,
respectivamente mostraron diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001).

El tamano del efecto entre los tratamientos de eta cuadro n2p fue alto (n2p = 0.91),
remarcando la diferencia entre los tratamientos. Tanto el medio MS suplementado con 2
y 3 mg L''de BAP y ANA como el WPM con 2.5 mg/l y 3.5 mg/l de BAP y ANA
resultaron ser mas efectivos en comparacion a la suplementacion de 2.5 y 1 mg L-'de
BAP ¢ IBA en el medio WPM. El detalle de la evaluacion se puede observar en la Figura
14.

Fweien(2,7.95) = 61.59, p = 1.46e-05, % = 0.91, Clgss, [0.76, 0.95], Nops = 15

1 0 Peonferroni-correcte: «=0.000243
Psonterroni i-corrected =5.22e-05

8 f-82
»
m ~
6 u=7.2
S
3 s
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n=3
2
MS_BAP/ANA WPM_BAP/ANA WPM_BAP/IBA

Medios de cultivo

Figura 14. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela
odorata establecidos sobre medio MS y WPM. Se muestra el detalle del resultado del
analisis de varianza y unicamente las comparaciones por pares de las medias

estadisticamente significativas p <.035.
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La comparacion de las diferentes dosis de BAP en combinacion con ANA sobre
el medio WPM fue estadisticamente significativa (p < 0.001). El tamafio del efecto entre
los tratamientos de eta cuadro n2p fue alto (n2p = 0.90), remarcando a diferencia entre
los tratamientos. La comparacion pareada de medias mostré que los tratamientos
suplementados con 2.5 mg L' de BAP en combinacion con 2.5,y 3.5 mg L'! de ANA. El

detalle de los resultados del ensayo se muestra en la Figura 15.

Fueicn(11,18.89) = 27.44, p = 2.73e-09, > = 0.90, Clgsy, [0.84, 0.93], Mps = 60

Pactarons-cascea = 0081

10

NUmero de brotes
=

050 0515 0525 0535 150 1515 1525 15/35 2515 25/25 25/35 2/3
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5 (n=5) (n=5) (=5 (=5 (n=5) (n=5) (n=5)
Concentraciones BAP/ANA en WPM

Figura 15. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela
odorata establecidas sobre medio WPM con diversas concentraciones de BAP y ANA y
en el medio MS con la combinacion de 2/3 BAP/ANA respectivamente. Se muestra el
detalle del resultado del analisis de varianza y Unicamente las comparaciones por pares

de las medias estadisticamente significativas p <.05.

La comparacion de las diferentes dosis de BAP en combinacion con IBA sobre el
medio WPM, también fue estadisticamente significativa (p = 0.003). El tamafio del efecto
entre los tratamientos de eta cuadro n2p fue alto (n2p = 0.56), remarcando la diferencia

entre los tratamientos. La comparacion pareada de medias mostré que los tratamientos
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suplementados con 2.5 mg L' de BAP en combinacién con 0, 0.05, 0.25y 1.0 mg L' de

IBA. El detalle de los resultados del ensayo se muestra en la Figura 16.

Fueicn(11,18.89) = 4.17, p = 0.003, 13 = 0.56, Clgss, [0.28, 0.66], Mps = 60

NUmero de brotes
N

0.5/0 0.5/0.05 05025 051 150 15/0.05 1.50.25 151  25/0 25/0.05 25/0.25 2.5/1
(n=5) (=5 (=5 (n=5 (=5 (n=5 (=5 (n=5 (=5 (n=5 (n=5) (n=59)
Concentraciones BAP/IBA en WPM
Figura 16. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela
odorata establecidas sobre medio WPM con diversas concentraciones de BAP e IBA. Se
muestra el detalle del resultado del andlisis de varianza y Ginicamente las comparaciones

por pares de las medias estadisticamente significativas p < .035.

En cuanto a la comparacion de la combinacion de tipos de hormonas, los
tratamientos mostraron diferencia significativa (p < 0.001), con un tamaio del efecto alto
(decohen = 1.05) evidenciando que la combinacion BAP/ANA, en términos generales
agrupando todas las combinaciones, presenta mejores resultados en comparacion a la

combinacion BAP/IBA para el desarrollo de brotes (Figura 17).
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tweich(83.32) = 5.75, p = 1.4e-07, ECohen = 1.05, Clgse, [0.67, 1.43], ngps = 120
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Figura 17. Diagrama de cajas del nimero de brotes de plantas in vitro de Cedrela
odorata establecidas sobre medio WPM comparando combinaciones de hormonas. Se

muestra el detalle del resultado del analisis de varianza.

La evaluacion de los medios de cultivo para la conservacion a largo plazo bajo
condiciones in vitro demostr6 que los niveles de sorbitol muestran diferencia
estadisticamente significativa mediante la prueba de asociacion de variables de Chi
cuadrado (p = 0.036) con un tamaio de efecto medio (Veramer= 0.31). Dentro de las cuatro
concentraciones de sorbitol utilizadas (1, 2, 3 y 4%) sobre el medio MS basal, la
concentracion de 4% mostro los valores mas altos de sobrevivencia (93.3%) mientras que
la concentracion de 1% mostro los niveles mas bajos sobre esta variable de respuesta

(53%). El detalle de la evaluacion puede observarse en la Figura 18.
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Larson(@) = 857, p = 0.036, Vramer = 0.31, Clgse, [0.00, 0.51], n1gps = 60

| i | 2
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Figura 18. Prueba de Chi cuadrado de los diferentes porcentajes de sorbitol en medio de
cultivo MS basal sobre la sobrevivencia de plantas de Cedrela odorata para su

conservacion in vitro.

Al examinar el comportamiento de la sobrevivencia a lo largo de los periodos de
tiempo evaluados, se encontr6 una marcada diferencia estadistica (p = 0.001), siendo el
periodo de 10 semanas el momento en el cual existieron mas plantas vivas (90%) en
comparacion a la semana 20 (40%). Esto indica claramente que la sobrevivencia
disminuye en funcién del tiempo que la plantas se mantengan bajo condiciones in vitro
(Figura 19). Sin embargo, las evaluaciones posteriores demuestran que los niveles de

sorbitol tienen una marcada influencia en la sobrevivencia a lo largo del tiempo.
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Poareon(2) = 13.33, p = 0.001, Veamer = 0.44, Class, [0.15, 0.67], Mps = 60
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Figura 19. Prueba de Chi cuadrado del efecto del tiempo en la sobrevivencia de plantas

de Cedrela odorata en medio MS basal con diferentes porcentajes de sorbitol para su

conservacion in vitro.

Al examinar a detalle el comportamiento de las plantas en funcion de los niveles
de sorbitol a lo largo del periodo de evaluacion, la prueba de Chi cuadrado evidencio que
unicamente la concentracion de 3% de sorbitol mostrd diferencia significativa en el
porcentaje de sobrevivencia de plantas en funcion de las semanas evaluadas (Figura 20).
Para el resto de concentraciones de sorbitol (1, 2 y 4%) el porcentaje de sobrevivencia de
plantas no muestra diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo, se puede notar
que el porcentaje de sobrevivencia a las 20 semanas de evaluacion siempre resultd ser
menor para las 4 concentraciones de sorbitol.

Al examinar el comportamiento a nivel de concentraciones de sorbitol, es de
remarcar que el tratamiento que incluye la suplementacion del medio MS basal con 4%
de sorbitol, mostré un 100% de sobrevivencia en las semanas 10y 15 de evaluacion y 80%
de sobrevivencia en la semana 20 (Figura 20). Por tanto, dicho medio es el més eficiente

para la conservacion del germoplasma nativo de C. odorata.
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Conservacion in vitro de Cedrela odorata
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Figura 20. Prueba de Chi cuadrado del efecto de la combinacion tiempo y la
concentraciones de sorbitol sobre medio de cultivo MS basal en la sobrevivencia de

plantas de Cedrela odorata para su conservacion in vitro.

Al examinar el comportamiento de la longitud de la plantas en los medios de
cultivo para conservacion a largo plazo, se observo una diferencia altamente significativa
(p <.001) en la longitud para cada una de las concentraciones de sorbitol. El tamafo del
efecto fue alto (n*p= 067), lo cual es concordante con la diferencia observada entre las
medias de longitud. La mayor y menor longitud de las plantas se observo con la
concentraciones de sorbitol de 1 y 4% respectivamente. El detalle de la evaluacion se
muestra en la Figura 21.

Por otra parte, el comportamiento de la longitud de la plantas en funcion de las
semanas transcurridas también mostro diferencia significativa (p = .019), siendo la
semana 10 el momento en el cual se obtuvo la menor longitud con una media de 2.35 cm.

En contraste, en la semana 20 se obtuvo el mayor valor de longitud con una media de

3.11 como se muestra en la Figura 22.
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Frisher(3,36) = 24.87, p = 6.82e-09, nf) = 0.67, Clgse, [0.47, 0.78], nyps = 40

51 Paorterron: conected =0.000224

Psonerroni-corrected =1.05e-07

s

Longitud de plantas
w

i 2 3 4
Porcentaje de sorbitol

Figura 21. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata en funcién a
los porcentajes de sorbitol suplementados sobre medio de cultivo MS basal. Se muestra
el detalle del resultado del analisis de varianza y inicamente las comparaciones por pares
de las medias estadisticamente significativas p <.05.

Frisner(2:37) = 4.41, p = 0.019, 1> = 0.19, Clgsy, [0.00, 0.39], Ngps = 40

asrr sqetes=0.039

Longitud de plantas
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Figura 22. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata establecidas
sobre medio MS suplementado con sorbitol en funcion a las semanas transcurridas desde
el establecimiento. Se muestra el detalle del resultado del analisis de varianza y
unicamente las comparaciones por pares de las medias estadisticamente significativas p

<.05.
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Al profundizar sobre el comportamiento de la longitud de las plantas en funcién
de las semanas transcurridas en la evaluacion y el nivel de sorbitol, se observé que para
todas las combinaciones de tiempo y concentracion existio diferencia altamente
significativa (p < .001) y un tamafo de efecto de omega cuadrado alto (w’p <.8). Esto
supone que las concentraciones de sorbitol producen una marcada diferencia en la
respuesta de longitud de las plantas. Para todos los casos de evaluacion, la concentracion

de sorbitol 4% produjo la menor longitud de plantas en los periodos de evaluaciéon como

se detalla en la Figura 23.
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Figura 23. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata establecidas
sobre medio MS basal en funcion de cuatro concentraciones de sorbitol y su efecto a lo
largo de las semanas transcurridas desde el establecimiento. Clasificacion en funcion a

las semanas transcurridas a partir del establecimiento in vitro. Se muestra el detalle del

resultado del analisis de varianza y Unicamente las comparaciones por pares de las medias

estadisticamente significativas p <.035.
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Cuando el anélisis de la longitud se realiz6 en funcion de las semanas transcurridas,
haciendo un subagrupamiento a nivel de concentraciones de sorbitol, se observd que a
excepcion de la concentracion de sorbitol 2%, el resto de concentraciones mostraron
diferencia significativa (p < .05) en la longitud de plantas a lo largo de las semanas
transcurridas. El tamafio del efecto fue alto (w’p <.5), para los casos de comparacion con
diferencia estadistica significativa (p < .05). De forma general, la longitud de las plantas
fue incrementando con el transcurrir de las semanas, obteniéndose los menores valores

con la concentracion de sorbitol al 4%, lo cual es ideal para la conservacion de las plantas

de C. orodata a largo plazo (Figura 24)
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Figura 24. Diagrama de cajas de la longitud de plantas de Cedrela odorata establecidas
sobre medio MS basal en funcién de cuatro concentraciones de sorbitol y su efecto a lo
largo de las semanas transcurridas desde el establecimiento. Clasificacion en funcion a
las concentraciones de sorbitol. Se muestra el detalle del resultado del anélisis de varianza

y Unicamente las comparaciones por pares de las medias estadisticamente significativas
p <.05.
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16 Analisis y discusion de resultados

En la actualidad, los estudios de diversidad genética pretenden determinar el nivel
Optimo entre la utilizacion de los recursos genéticos y el mantenimiento de la diversidad
de las poblaciones naturales (Mayer et al., 2017). Los valores obtenidos sugieren que
existe una baja diferenciacion genética, aunque estadisticamente significativa (Fst =
0.022), lo cual difiere con los reportado con otros estudios desarrollados con C. odorata
en Costa Rica (Gillies et al., 1997), Peru (de la Torre et al., 2008), Nicaragua (Arlen
Tijerino et al., 2016) y México (Lesher-Gordillo et al., 2018) en donde se reporta una alta
diferenciacion entre las poblaciones evaluadas. Esto sugiere que existe un alto flujo
genético entre las poblaciones guatemaltecas de C. odorata analizadas.

En cuanto a los valores de diversidad genética de las poblaciones, los valores de He
encontrados en este estudio (0.721) son més altos en comparacion a los valores reportados
en Costa Rica (He = 0.27 y He = 0.34) (Cavers et al., 2003a; Gillies et al., 1997),
Nicaragua (He = 0.347) (Arlen Tijerino et al., 2016), México (He = 0.261) (Lesher-
Gordillo et al., 2018). En cuanto al valor de Fis, este se encuentra por debajo de lo
reportado para México, sin embargo, el valor encontrado en este estudio sugiere que
existe un déficit significativo de heterocigotos. Cuando se compara el valor de Fis con
otras especies de valor comercial como Swietenia macrophylla, se observa que también
se presenta un déficit de heterocigotos (Fis = 0.309) y una baja diferenciacion genética
(Fst=10.095).

Este déficit de heterocigotos puede deberse a la fragmentacion del habitat y
deforestacion a la que estan expuestas las especies maderables con alto valor comercial,
asi como a la extraccion selectiva de individuos con caracteristicas fenotipicas deseables,
produciendo la erosion genética de las especies (Frankham et al., 2004).

Los valores de diversidad encontrados en este estudio son similares a los descritos
para C. balansae en Argentina (He = 0.643), al igual que la baja diferenciacion
poblacional (Fst = 0.041), mientras que el valor de migrantes Nm fue de 4.47. Esto indica
que existe un mecanismo eficiente de dispersion a media y larga distancia que permite
niveles relativamente altos de flujo genético, a pesar de que existan sistemas
fragmentados (Lowe et al., 2005). Sin embargo, la cantidad de flujo genético por si sola

no previene de los efectos negativos del aislamiento poblacional, como la depresion
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endogamica o disminucién de diversidad, siendo importante la varianza genética y
diferenciacion respecto a la poblacion receptora (Nora et al., 2011).

La alta varianza encontrada dentro las poblaciones de C. odorata tras el AMOVA
(97%) es similar al valor reportado en las poblaciones de Nicaragua (86.19%) (Arlen
Tijerino et al., 2016). En las poblaciones de Costa Rica el valor de varianza entre las
poblaciones fue de 78.9% y 20% entre poblaciones, existiendo mayor diferenciacion
poblacional que lo encontrado en este estudio. La baja diferenciacion encontrada en este
estudio concuerda con el hecho de que en el norte de Guatemala, unicamente se ha
reportado la presencia del haplotipo 1 de C. odorata (Cavers et al., 2003b). Para el caso
de las poblaciones peruanas, el valor de varianza dentro de poblaciones (72.7%) menor
al encontrado en Guatemala, mientras que el valor de Fst =0.20 reafirma la diferenciacion
poblacional en Pert (de la Torre et al., 2008).

La alta conectividad entre las poblaciones queda confirmado con el andlisis de
STRUCTURE, el cual demuestra que no se presenta aislamiento genético de las
poblaciones, ya que cada individuo analizado muestra material genético comtn para todas
las poblaciones. A pesar que la zona de estudio estd sujeta a la extraccion ilegal de C.
odorata, es probable que los mayores efectos negativos de la fragmentacion, como la
pérdida de diversidad genética y fijacion de alelos, sea mas evidente en las proximas
generaciones (da Silva et al., 2008). Sin embargo, los valores significativos de Fis
encontrados en el estudio, sugieren que los efectos de la erosion genética empiezan a ser
evidentes. A pesar de los presentes esfuerzos por reducir la extraccion ilegal en la Sierra
del Lacandoén, es necesario evitar que los tamafos poblacionales se reduzcan para
disminuir el riesgo de erosidon genética por efecto de la deriva genética, evitando asi una
grave depauperacion genética (Szczecinska et al., 2016).

Finalmente, aunque la zona de estudio ha sido afectada por la extraccion ilegal de C.
odorata, los valores de diversidad genética encontrados son mayores a la reportados en
paises como M¢éxico, Nicaragua, Costa Rica y Pert. Sin embargo, el estudio también
revela un déficit significativo de heterocigotos, lo cual es el resultado de la disminucion
del tamafo poblacional, quedando asi las poblaciones de C. odorata mas expuestas a los
efectos negativos de la deriva genética. La baja diferenciacion poblacional sugiere una
alta conectividad a través del genético entre las poblaciones. Aln asi, este flujo genético
podria no ser suficiente para evitar la erosion genética a futuro, ya que los efectos en la
reduccion poblacional pueden ser mas evidentes en las proximas generaciones. Por tanto,
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se sugiere el resguardo del recurso genético contenido en las poblaciones naturales de C.
odorata en el parque nacional Sierra del Lacandon, ya que este representa un amplio
reservorio genético que sera la base para la adaptacion y aprovechamiento de la especie.

En cuanto a las condiciones para la propagacion in vitro, la mejor concentracion
de BAP para la induccion de brotes (2.5 mgL™!) estuvo dentro del rango reportado para
especies de género Cedrela. En el establecimiento de C. salvadorensis, se reporta que las
concentraciones de 2.5y 3.0 3.5 mgL! dieron los mejores resultados para la induccién de
brotes (Soto-Vargas et al., 2010). Otros estudios reportan que el uso de BAP a una
concentracion de 2.0 como ideal para el establecimiento y multiplicacion in vitro de C.
odorata (Pérez-Flores et al., 2012). Respecto al uso de ANA, la dosis de 2.5 y 3 resultan
ser similares a las reportadas en otros estudios para el establecimiento in vitro de C.
odorata (Garcia-Gonzélez et al., 2011). En cuanto al uso de IBA para el establecimiento
in vitro las dosis de 0.5 y 1.0 mgL! han sido reportadas como exitosas en especies del
género Cedrela (Basto et al., 2012). Esto concuerda con la dosis de 1.0 identificada como
Optima para el establecimiento de C. odorata, sin embargo, los resultados siempre
mostraron mayor eficiencia con el uso de ANA en combinacién con BAP.

Respecto al efecto de sorbitol para la conservacion in vitro a largo plazo, la dosis
de 4% es consistente con lo reportado para otras especies tanto lefiosas como herbaceas
(Ciobanu & Constantinovici, 2013; Skalova et al., 2013). Sin embargo, también existen
reportes sobre el uso de concentraciones mas bajas como 2% (EI-Bahr et al., 2016) aunque
el periodo de evaluaciéon no excedi6 la 10 semanas, a diferencia de este estudio que
prolongo la evaluacion hasta 20 semanas. Las longitudes de las diversas especies in vitro
expuestas a sorbitol manifiestan una reduccion en el crecimiento longitudinal
directamente proporcional a la concentracion de sorbitol utilizada (Millan-Orozco et al.,
2011). La recomendacion para la conservacion in vitro del germoplasma nativo
guatemalteco de C. odorata es el uso de un medio MS basal suplementado con 4% de
sorbitol, lo cual garantiza la sobrevivencia de al menos el 80% de las plantas hasta un
periodo de 20 semanas. Posterior a este momento, se recomienda realizar un trasplante a
un nuevo medio con las mismas caracteristicas para continuar con el proceso de

conservacion.
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17 Conclusiones

1. Las poblaciones de cedro nativo guatemalteco presentaron un bajo nivel de
diferenciacion, presentando un valor de Fst = 0.022, indicando que existe un alto
flujo genético entre las poblaciones, las cuales no presentan un aislamiento
genético por distancia. El porcentaje de la variacion molecular debido a la
diferencia entre las poblaciones fue de 3%, mientras que la variacion dentro de las
poblaciones fue de 97%. El andlisis de inferencia bayesiana mostré que la

estructura poblacional mas probable es bajo un arreglo de cuatro clusters.

2. Las poblaciones analizadas mostraron un rango de riqueza alélica entre 5.4 y 8.2
alelos por locus, siendo las poblaciones localizadas al sur de la Sierra las
poblaciones con los valores mas altos. El indice de diversidad de Shannon estuvo
en el rango de 1.316 a 1.699 siendo las poblaciones del centro y sur del area de
estudio las mas diversas. En cuanto a los valores de endogamia, las cuatro
poblaciones mostraron valores estadisticamente significativos en cuanto a la falta

de heterocigotos.

3. El medio de cultivo MS suplementado con 2 y 3mg L' de BAP y ANA,
respectivamente, fue el mas eficiente para el desarrollo de brotes en los explantes
de cedro. En cuanto a la conservacion a largo plazo, con el medio MS basal
suplementado con 4% de sorbitol se obtuvieron los rangos de longitud mas bajos
y el porcentaje de sobrevivencia de plantas mas alto hasta las 20 semanas de

evaluacion.

18 Impacto esperado

Se ha esclarecido la estructura y diversidad genética de las poblaciones de cedro
nativo en el Parque Nacional Sierra de Lacanddn. El alto grado de diversidad genética
encontrado en los genotipos estudiados sustenta la necesidad de seguir apoyando los
esfuerzos para evitar la extraccion ilegal de madera de cedro en la zona. A pesar de que
los indices de diversidad exhiben una alta riqueza de este recurso fitogenético, los indicios
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de endogamia son sensibles, por lo cual debe evitarse la abrupta reduccion del tamafio
poblacional para que el recurso no se vea degradado en términos genéticos.

Los resultados encontrados en este estudio constituyen un sustento cientifico para
continuar apoyando las estrategias de conservacion en zonas de alta diversidad genética
como la Sierra del Lacandon. También, a través del establecimiento in vitro, se cuenta
con una coleccion que resguarda algunos de los genotipos altamente diversos, los cuales

seran la base para futuros procesos de restauracion y/o mejoramiento de la especie.
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