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2 Resumen

Dalbergia stevensonii Standl es una especie en peligro debido a la sobreexplotacion que ha sufrido en
las Gltimas décadas. La diversidad genética es fundamental para asegurar la supervivencia a largo
plazo de las especies y es importante en los programas de mejoramiento genético. Sin embargo, los
conocimientos sobre la diversidad genética de D. stevensonii son limitados, ya que no se ha realizado
ningun estudio para estimar la variabilidad de las poblaciones. Este estudio es el primero en determinar
la diversidad y estructura genética de poblaciones silvestres de D. stevensonii, utilizando marcadores
moleculares. Se evalu6 la diversidad genética de 90 arboles silvestres de D. stevensonii procedentes
de seis poblaciones localizadas en su area de distribucion natural. La diversidad genética resulto ser
moderada, con un promedio de 5.83 alelos por locus y un valor medio del indice de Shannon de 1.42,
una heterocigosidad observada de 0.32 y una heterocigosidad esperada de 0.37. La heterocigosidad
esperada vari6 entre poblaciones, siendo la mas alta de 0.46 en Lachud y la mas baja de 0.25 en
Cahabon. El andlisis de la varianza molecular mostr6 que solo el 6% de la variacion genética se daba
entre poblaciones, y los valores de Fst por pares indicaron una diferenciaciéon moderada entre
poblaciones. El analisis de STRUCTURE revelo la existencia de tres conglomerados para las 90
muestras, y las seis poblaciones se separaron en tres conglomerados distintos. Con el medio de cultivo
MS suplementado con 4% de sorbitol se obtuvo un 80% de sobrevivencia de plantas a las 20 semanas.
La conservacion de la diversidad genética de D. stevensonii es fundamental para asegurar su
supervivencia a largo plazo y para el éxito de los programas de mejoramiento genético. Estos hallazgos
proporcionan una base genética crucial para la conservacion, gestion y restauracion de esta especie

endémica.

Palabras clave: Dalbergia stevensonii, estructura poblacional, diversidad genética, microsatélites,
coleccion nucleo.
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Abstract

Dalbergia stevensonii Standl is an endangered species due to overexploitation in recent decades. Ge-
netic diversity is essential to ensure the species' long-term survival and is vital in breeding programs.
However, knowledge on the genetic diversity of D. stevensonii is limited, as no study has been con-
ducted to estimate population variability. This study is the first to determine the genetic diversity and
structure of wild populations of D. stevensonii using molecular markers. The genetic diversity of 90
wild trees of D. stevensonii from six populations located in its natural range was evaluated. Genetic
diversity was moderate, with an average of 5.83 alleles per locus and a mean Shannon index value of
1.42, an observed heterozygosity of 0.32, and an expected heterozygosity of 0.37. The expected het-
erozygosity varied among populations, being the highest at 0.46 in Lachua and the lowest at 0.25 in
Cahabon. Analysis of molecular variance showed that only 6% of the genetic variation was between
populations, and pairwise Fst values indicated moderate differentiation between populations. STRUC-
TURE analysis revealed the existence of three clusters for the 90 samples, and the six populations
were separated into three distinct clusters. With MS medium supplemented with 4% sorbitol, 80%
plant survival was obtained at 20 weeks. Conservation of the genetic diversity of D. stevensonii is
critical to ensure its long-term survival and the success of breeding programs. These findings provide

a crucial genetic basis for this endemic species' conservation, management, and restoration.

Keywords: Dalbergia stevensonii, population structure, genetic diversity, microsatellites, core

collection.
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3 Introduccion

Guatemala es reconocida como un pais megadiverso debido a su alta diversidad biologica (Consejo
Nacional de Areas Protegidas [CONAP], 2013). Sin embargo, su biodiversidad se encuentra en riesgo
debido a los altos indices de deforestacion, la cual resulta en la pérdida anual de 48,084 hectareas de
bosques a 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). Estas actividades, en conjunto con la
extraccion ilegal de madera, tienen un impacto directo en la sobrevivencia de especies forestales
nativas de alto valor comercial.

Dalbergia stevensonii Standl es una especie forestal de alta importancia econdémica debido a la
excelente calidad de su madera. Sin embargo, segin el inventario de abundancia de D. stevensonii
(Fundacion Natureleza para la Vida [FNPV], 2016), en el perido 1991-2012 se dio una reduccion del
30.86% de la cobertura de esta especie. Esto evidencia la fuerte presion a la que la especie esta
sometida por factores como deforestacion, fragmentacion de su hébitat y, sobre todo, la extraccion
ilegal de madera. Ademas, el incremento en la ganaderia, agricultura, crecimiento de la poblacion y
sobre explotacidon son acciones que amenzan constantemente con la destruccion de su hébitat natural
(FAUSAC-FNPV, 2015). Al ser considerada como una especie productora de madera preciosa, el
valor comercial puede alcanzar los USD 4,300 por metro cubico (Nhung et al., 2020; Zhu, 2020),
razon por la cual la extraccion ilegal se ha convertido en una fuerte amenaza para la sobrevivencia de
las poblaciones naturales de D. stevensoni..

La sobre explotacion selectiva a la que ha sido sometida la especie D. stevensonii ha impactado
directamente en la reduccion de sus poblaciones, convirtiéndola en una especie amenazada (Vardeman
& Runk, 2020). La lista roja de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
ha colocado a D. stevensonii en la categoria de “en peligro critico” (Barstow & Linares, 2020). La
disminucién del tamafio de las poblaciones de D. stevensonii tiene consecuencias negativas en la
capacidad de adaptacion, aptitud reproductiva y frecuencias genotipicas (Frankham, Ballou, &
Briscoe, 2004; Loo, 2011), asi como en los patrones de diversidad y estructura genética (Baucom,
Estill, & Cruzan, 2005; Davies et al., 2013; Hanson, Brunsfeld, Finegan, & Waits, 2008). La
disminucion del tamafio poblacional aumenta el riesgo de cruzamiento endogamico, lo que a su vez

reduce la heterocigosidad y la diversidad genética (Cordero et al., 2003; Frankham et al., 2004). Esto

9
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es particularmente preocupante para la sobrevivencia de especies forestales nativas de alto valor
comercial en Guatemala, dada la tasa de pérdida anual de bosques y la extraccion ilegal de madera
(CONAP, 2013; MARN, 2017; UVG et al., 2011).

Esta propuesta de investigacion representa el primer esfuerzo para detallar el estado genético actual
del germoplasma nativo D. stevensonii en sus areas de dispersion natural, determinando el nivel de
diversidad, erosion genética y estado de endogamia de las poblaciones a analizar. La informacion
generada constituye un invaluable instrumento para dirigir futuras y urgentes acciones de
conservacion, restauracion y mejoramiento (Gallo et al., 2009). La incorporacion del componente
genético es fundamental en este tipo de procesos, ya que disminuye el riesgo de endogamia y mejora
la probabilidad de que los ecosistemas restaurados prosperen y puedan adaptarse a cambios
ambientales (Thomas et al., 2014). Ademads, la caracterizacién molecular permite obtener datos
cuantitativos con los cuales se podra sustentar, objetivamente, la gestion de recursos para la proteccion
de las areas de dispersion natural de la especie.

Los objetivos contemplan describir la estructura genética de las poblaciones de D. stevensonii,
determinar los niveles de riqueza y diversidad genética de las mismas y conservar el germoplasma
genéticamente mas diverso bajo condiciones in vitro. Para esto, se realizaron colectas en las zonas de
distribucion natural de la especie en la Franja Transversal del Norte y Petén (FNPV, 2016; Hernandez-
Loépez, 2016; Ruiz-Mazariegos, 2017). El estudio de diversidad genética se llevo a cabo utilizando
marcadores moleculares de tipo microsatélites a partir de los cuales se calcularon los indices de
estructura poblacional y diversidad genética. Se llevo a cabo la creacion de una coleccion ntcleo in
vitro para preservar el germoplasma nativo de D. stevensonii. En primer lugar, se recolectaron yemas
axilares de los arboles que presentaban mayor diversidad genética. Luego, se realizd un ensayo para
evaluar diferentes niveles de sorbitol en un medio MS basal para la conservacion in vitro. Los
resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza y una prueba de comparacion de

medias, a fin de seleccionar la formulacién con mejores resultados.

10
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4 Planteamiento del problema

Guatemala es reconocida por ser un pais megadiverso, destacando el hecho de poseer el 40% del total
de especies endémicas de Mesoamérica (CONAP, 2013), entre las que se encuentra Dalbergia
stevensonii Standl., una especie forestal de alto valor comercial por la excelente calidad de su madera.
Sin embargo, el inventario de abundancia de D. stevensonii reporta una alarmante reduccion (30.86%)
de su cobertura en el perido 1991-2012 (FNPV, 2016). Esto evidencia que la deforestacion,
fragmentacion de su habitat y, sobre todo, la extraccion ilegal de madera somete a dicha especie a una
fuerte presion. Ademas, el incremento en la ganaderia, agricultura, crecimiento de la poblacion y sobre
explotacidon; son acciones que amenazan constantemente con la destruccion de su habitat natural
aumentando el riesgo de extincion (FAUSAC-FNPV, 2015).

Por ser especies productoras de madera preciosa, existe un gran interés por varias especies de
Dalbergia en los mercados internacionales, existiendo un creciente trafico ilegal, principalmente hacia
China. Esto ha reducido drasticamente las poblaciones naturales a condiciones de extrema
vulnerabilidad (Vardeman & Runk, 2020). Dadas las constantes amenazas a las que se encuentran
expuestas las especies de Dalbergia, la UICN ha incluido en la lista roja a 83 de 304 especies del
género (Barstow & Linares, 2020); mientras que CITES ha incluido en el apéndice II a todas las
especies de Dalbergia presentes en Centro y Sudamérica, (UNEP-WCMC, 2015). Como efectos
devastadores de la reduccion poblacional, se presenta la deriva génica, asi como 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 tamafios reducidos, tienden a presentar un alto cruzamiento
endogamico, lo que reduce los niveles de heterocigosidad, minimizando la diversidad genética
(Cordero et al., 2003; Frankham et al., 2004). Esto conduce a la incapacidad de adaptacion,
disminucién de la aptitud reproductiva y modificacion negativa de las frecuencias genotipicas,
comprometiendo seriamente la sobrevivencia de la especie (Frankham et al., 2004; Loo, 2011).

La determinacion de la situacion genética actual de las poblaciones naturales de D. stevensonii, es una
herramienta indispensable e invaluable para planificar las urgentes acciones de conservacion,

restauracion y aprovechamiento sostenible. El detalle de la situacion genética actual incrementa la

11
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probabilidad de que los ecosistemas restaurados puedan adaptarse a cambios ambientales, ademas de
disminuir el riesgo de endogamia (Thomas et al., 2014). La conservacion del germoplasma nativo de
Dalbergia stevensonii a través de la conservacion in vitro es fundamental para su proteccion y su uso
en futuros programas de mejoramiento genético. Asimismo, esta técnica permite la propagacion
masiva de las especies, lo que posibilita su utilizacion en procesos de restauracion de areas naturales

y en la creacion de plantaciones comerciales con una alta calidad genética.

S 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 2022.Posteriormente, se otorgd una prorroga hasta febrero del 2022, segiin

el acuerdo el Acuerdo de Direccién DIGI P042-2022

5.2 Delimitacion espacial: se muestrearon poblaciones en: Coban, Fray Bartolomé de las

Casas, Santa Maria Cahabon (Alta Verapaz) y una poblacion en el departamento de Petén.

6 Marco teorico

6.1 Situacion de los recursos forestales en Guatemala

Seglin la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO] (2015),
cada afo se degradan extensas zonas forestales en todo el mundo. Entre 2010-2015, hubo una pérdida
neta de 6,6 millones de hectireas anuales. En Guatemala, la cobertura forestal se estim6 en 3,87
millones de hectareas en 2006, disminuyendo a 3,72 millones de hectareas en 2010. De la cobertura
forestal de Guatemala en 2010, 1,94 millones de hectareas se encontraban en areas protegidas (INAB,
et al., 2012). La tasa de deforestacion estimada para 2006-2010 fue de 132.137 hectareas anuales, con
una disminucion del 1,00% anual en el inventario forestal en los ultimos cuatro afios (Instituto de
Agricultura, Recursos Naturales y Ambiente [[ARNA], 2012). En 2010, el 51,9% de los bosques del

pais se encontraban dentro de areas protegidas, mientras que el 48,1% restante estaba fuera de ellas.

12
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6.2 Descripcion de la especie Dalbergia stevensonii Standl.

Las especies de Dalbergia, un género de plantas perteneciente a la familia de las leguminosas, se
conocen por nombres como Granadillo, cocobolo, Rosul o palo de rosa y estan ampliamente
distribuidas en los tropicos de todo el mundo, con cerca de 250 especies identificadas. Sin embargo,
la mayoria de ellas se encuentran concentradas en Africa, Madagascar, sur de Asia, Centro y
Sudamérica (Vatanparas et al., 2013). Cerca de 20 especies se comercializan por su fina madera, entre
las que destacan el Rosul o corazon azul (D. stevensonii Standl.), el cocobolo (D. Dalbergia retusa
Hemsl), el African blackwood (D. melanoxylon), la jacaranda de Brasil (D. nigra) y el sisu (D. sissoo).
Muchas de ellas se encuentran en peligro de extincion debido a la sobreexplotacion y para algunas
otras hay regulaciones estrictas que buscan limitar su comercio internacional (Cervantes-Maldonado,
2016).

El rosul (D. stevensonii) es una especie maderable valiosa que se encuentra desde el suroeste de
México, Guatemala, Belice y Honduras. Se caracteriza por poseer una madera muy fina, con diferencia
de coloracién entre la albura y el duramen. Se clasifica como excesiva a extremadamente pesada y
muy resistente con propiedades insecticidas, alelopaticas y fungicidas (Cerdas & Guzman, 2004). La
madera de esta especie es considerada preciosa por lo que su valor monetario es muy alto, incluso
mayor que el de otras especies como cedro y caoba. El valor comercial de la especie puede alcanzar
los USD 3,500 doélares por metro cubico (Nhung et al., 2020; Zhu, 2020). Las excelentes propiedades
acusticas de la madera de D. stevensonii se deben a que produce madera dura de lento crecimiento, es
por esto que existe una alta demanda mundial para la fabricacion de guitarras, marimbas, xiléfonos,

clarinetes, flautas, mandolinas, y pianos y violines (Richter et al., 1996) .

6.3 Situacion actual de D. stevensonii en Guatemala

Actualmente, las especies maderables de Dalbergia estan siendo afectadas por la sobreexplotacion y
el trafico ilegal, la deforestacion y la fragmentacion de sus hébitats. Ademads, la escasez natural de las
especies, su lento crecimiento y bajo reclutamiento las hacen altamente vulnerables (Cervantes-
Maldonado, 2016; Cervantes et al., 2019). En Guatemala, el habitat tipico se ha destruido y se

encuentra bajo presion continua, particularmente por el incremento en la ganaderia, agricultura,
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plantaciones de palma de aceite, crecimiento de la poblacion y sobre explotacion y extraccion ilegal
(FAUSAC-FNPV, 2015)

En los ultimos afios ha surgido un gran interés por la madera de Dalbergia en los mercados
internacionales y se ha detectado un creciente trafico ilegal que estd reduciendo drasticamente las
poblaciones. De acuerdo con datos de CITES (2013) entre 2007 y 2012 China importé madera de
Dalbergia stevensonii y otras Dalbergias proveniente de México por un total de 10,662 m’. La
situacion de comercio ilegal hacia China también ha ocurrido fuertemente en Centroamérica
(Vardeman & Runk, 2020) impactando a las poblaciones de D. stevensonii 'y llevandolas a condiciones
de extrema vulnerabilidad. La lista roja de la Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) ha evaluado al género Dalbergia y ha clasificado a 83 de las 304 especies
reconocidas de Dalbergia, colocando en el 2020 a la especie D. stevensonii en la categoria de “en
peligro critico” (Barstow & Linares, 2020).

La informacion presentada por FAUSAC-FNPV (2015), indica que la combinacion de pérdida de
cubierta forestal y la tala ha resultado en la disminucion de las poblaciones de las especies del género
Dalbergia en Guatemala. Dichas poblaciones silvestres de Dalbergia spp. (D. retusa, D. tucurensis y
D. stevensonii, por ejemplo) han sido diezmadas como resultado de la tala intensiva y los efectos del
cambio de uso de suelo durante el periodo 1991-2012. Seglin el inventario de abundancia de D.
stevensonii (FNPV, 2016) en el mismo periodo de tiempo ha existido una reduccion del 30.86% de la
cobertura de esta especie, lo cual evidencia la presion a la que estd sometida. La demanda de esta
apreciada madera ejerce presion sobre las poblaciones existentes de D. stevensonii, llevando a la
reduccion de su densidad y tamafio poblacional, lo que constituye en conjunto una amenaza para la

capacidad de regeneracion de la especie.

6.4 Diversidad genética y su importancia en especies amenazadas

La diversidad genética se refiere a la variedad de alelos y genotipos presentes en una poblacion o
especie, lo que se manifiesta en diferentes caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas. La utilizacion
de la diversidad genética en planes de manejo y restauracion forestal mejora la adaptacion de las
plantulas y la sostenibilidad de las poblaciones. La endogamia y la deriva genética pueden aumentar

el riesgo de erosidon genética, especialmente en poblaciones pequeias, lo que puede resultar en una
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reduccion de la diversidad genética en especies amenazadas o en peligro de extincion. Por lo tanto, se
sugiere la seleccion de germoplasma con alta diversidad genética para fines de restauracion forestal.
La diversidad genética se mide a través de la riqueza alélica, la diversidad genética y la estructura
genética poblacional, representada por el coeficiente de diferenciacion genética (Fst) (Ellstrand &
Elam, 1993; Frankham et al., 2004; ; Thomas et al., 2014; Peakall & Smouse, 2015; Young et al.,
1996; Wright, 1965).

6.5 Factores implicados en la diversidad genética

Los cambios evolutivos en las especies se deben a variaciones en las frecuencias alélicas que pueden
ser afectadas por factores como las mutaciones, el flujo genético y la seleccion natural (Curtis et al.,
2006). El estudio de la variacion genética a nivel de poblaciones y especies, que se presenta por efecto
de la deriva y el flujo genético, se puede comprender mediante marcadores moleculares del ADN. Las
mutaciones son variantes en los alelos o cromosomas, que constituyen el origen de toda la diversidad
genética, y pueden ser resultado de errores en el proceso de replicacion del ADN o de elementos
genéticos moviles, ruturas cromosémicas y otros (Frankham et al., 2004). El flujo genético, el
movimiento de genes entre poblaciones, se ve afectado por la fragmentacion y aislamiento de

individuos o poblaciones (Nora et al., 2011).

6.6 Marcadores moleculares como herramienta para determinar la diversidad genética

Los marcadores genéticos se definen como secuencias de ADN con ubicacidon conocida en un
cromosoma y asociadas a genes especificos o rasgos. Se pueden observar como variaciones en los loci
debido a mutaciones o alteraciones gendmicas y se utilizan para la deteccion de polimorfismos en el
ADN. Los marcadores moleculares mas comunes incluyen RFLP, RAPD, AFLP, ISSRs, SCARs,
STSs, CAPS, SSRs, ESTs, SNPs y DArT. Su utilidad en el andlisis gendmico, filogenético, diversidad
genética y localizacion de genes objetivo los hace mas objetivos que la caracterizacion morfologica.
Estos marcadores han sido continuamente mejorados desde su desarrollo original. (Al-Samarai & Al-
Kazaz, 2015; Semagn, Bjernstad, & Ndjiondjop, 2006; Jonah, Bello, Lucky, Midau, & Moruppa,
2011).
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6.7 Marcador molecular de tipo Microsatélite (SSR)

Los microsatélites y minisatélites son tipos de repeticiones en tdndem en el ADN que son gendmicas
y estan involucradas en la evolucion debido a su inestabilidad. Estos pueden mutar a tasas altas en
cada generacion celular (Gemayel et al., 2012).Los microsatélites se encuentran en procariotas y
eucariotas, y estdn ampliamente distribuidos a lo largo del genoma, incluyendo regiones codificantes
y no codificantes del ADN nuclear y de organelos (Pérez-Jiménez et al., 2013; Phumichai et al., 2015).
Los marcadores SSR son adecuados para analisis de pedigri, estructura de la poblacion, variacion del
genoma, proceso evolutivo y las huellas genéticas (Abdul-Muneer, 2014). Aunque existen métodos
moleculares més nuevos, como el genotipado por secuenciacion o la secuenciacion de ADN asociada

a sitios de restriccion, los SSR siguen siendo marcadores utiles y rentables (Hodel et al., 2016).

7 Estado del arte

7.1 Diversidad genética de Dalbergia spp.

Debido a la importancia de conocer la diversidad genética y estructura poblacional de las especies de
Dalbergia con fines de conservacion y aprovechamiento; se han desarrollado varios estudios alrededor
del mundo empleando diversidad de marcadores moleculares, asi como estudios de filogenia y
filogeografia. Mediante el uso de marcadores dominantes ISSR se evalu6 la diversidad genética de
tres especies de maderas exdticas del género Dalbergia (D. assamica, D. nigrescens y D. tonkinensis)
en Vietnam encontrando un alto valor de diversidad en las tres especies estudiadas asi como una
correlacion positiva entre las distancias genéticas y geograficas (Phong et al., 2011). Un estudio
posterior en Vietnam se enfocd en D. cochinchinensis con los marcadores ISSR y RAPD llegando a
determinar un alto valor de diversidad genética, asi como la funcionalidad de ambos marcadores de
forma individual o combinada (Vu Thi Thu Hien, 2012). Otro estudio en Pakistan con D. sissoo
mediante el marcador ISSR, confirmo la existencia de un alto valor de diversidad genética, por lo cual
se recomendd su aprovechamiento en programas de mejoramiento genético y programas de

conservacion (Javaid et al., 2014).
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El uso de marcadores codominantes de tipo microsatélites fueron empleados para evaluar el efecto de
la fragmentacion de poblaciones naturales de D. monticola en la diversidad genética, encontrando
relacion entre la fragmentacion de habitat y la pérdida de diversidad genética (Andrianoelina et al.,
2009). Un estudio mas reciente basado en doce marcadores microsatelites para determinar la estructura
genética de D. cochinchinesis y D. oliveri en Indochina logr6 establecer que los principales cuerpos
de agua de la regiéon muestreada representan barreras que limitan el flujo genético entre las
poblaciones, por lo cual, el mayor efecto de diversidad genética se presente dentro de las poblaciones
(Hartvig et al., 2018). De forma mas reciente, evalud la diversidad genética y estructura poblacional
de D. odorifera para desarrollar una coleccion nucleo de conservacion de germoplasma, encontrando
diferenciacion entre las poblaciones y tomando seis arboles silvestres y 25 cultivados para la
conservacion nucleo (Liu et al., 2019). Otras evaluaciones han estudiado la potencial transferencia de
marcadores microsatélites entre diversas especies de Dalbergia por la importancia de estos marcadores
en el estudio de estructura poblacional y diversidad genética (Buzatti et al., 2016).

El uso de otras técnicas como el Barcoding por ADN ha significado un gran avance para la
identificacion de especies de Dalbergia con fines de conservacion (Hartvig et al., 2015). Ademas,
debido a los avances en las nuevas tecnologias para secuenciacion, se ha logrado obtener el genoma
completo del cloroplasto de algunas especies de Dalbergia como D. cochinchinensis, con lo cual se
han conseguido grandes avances en el establecimiento de la filogenia de estas especies (Song et al.,
2019; Xu et al., 2019).

Actualmente, el uso de nuevas técnicas de genotipado, que se basan en el uso de endonucleasas de
restriccion y secuenciacion de nueva generacion, han revolucionado el estudio de diversidad genética
y estructura poblacional, pudiendo ser aplicadas a todo tipo de organismos (Andrews et al., 2016;
Vendrami et al., 2017). Principalmente, la técnica ddRAD-seq es reconocida por su potencial en

estudios de diversidad genética y estructura de poblaciones (Basak et al., 2019; Yamashita et al., 2019).
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8  Objetivos
General

1. Identificar la diversidad genética de Dalbergia stevensonii en las areas de distribucion natural
en Guatemala en el departamento de Petén y la Franja Transversal del Norte con fines de
conservacion y mejoramiento.

Especificos

1. Describir la estructura genética de las poblaciones de D. stevensonii en las areas de
estudio.

2. Determinar los niveles de riqueza y diversidad genética para las poblaciones identificadas
en las areas de estudio.

3. Establecer una coleccion nucleo in vitro del germoplasma de D. stevensonii
genéticamente mas diverso.

9 Hipaotesis

La reduccion poblacional, producto de la sobreexplotacion y extraccion ilegal, en las areas de
distribucion natural de D. stevensonii ha generado una estructura poblacional altamente definida, asi
como un desequilibrio en las proporciones genotipicas de equilibrio de Hardy-Weinberg a razon de

una desproporcion de heterocigotos.

10 Materiales y métodos

10.1 Enfoque de la investigacion
La investigacion es cuantitativa ya que se determinaron los niveles de diversidad genética inter e intra

poblacional de Dalbergia stevensonii.

10.2 Recoleccion de la informacion
Las areas de colecta estuvieron basadas en los trabajos de Ruiz-Mazariegos (2017), Hernandez-Lopez
(2016) y el Inventario de la poblacion y abundancia de las especies de Dalbergia retusa y D.

stevensonii en las areas de ocurrencia natural de Guatemala (FNPV, 2016).
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En el departamento de Petén, las colectas en poblaciones naturales se realizaron en los municipios de
Sayaxché y Poptiun. En la Franja Transversal del Norte, las colectas se realizaron en las poblaciones
naturales ubicadas en los municipios de Ixcan, Coban, Fray Bartolomé de las Casas y Santa Maria
Cahabon.

Figura 1. Mapa de poblaciones muestreadas. Un total de 90 arboles de D. stevensonii fueron

muestreados en seis poblaciones geograficas.
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10.3 Técnicas e instrumentos

Extraccion y purificacion de ADN

El material vegetal congelado se pes6 en un rango de 50 a 75 mg. Se colocd en un mortero y se agregd
nitrogeno liquido para su maceracion con un pistilo, garantizando asi la ruptura de las células y la
eliminacion de metabolitos secundarios. Para extraer y purificar el ADN, se sigui6 el protocolo CTAB
2X descrito por Doyle, (1987) (CTAB 2%, NaCl 5M, Tris HCI 1M, EDTA 0.5M,1% PVP, 0.2%
mercaptoetanol). La integridad del ADN se verifico6 mediante geles de agarosa-TAE y su
concentracion y calidad se midieron con un fluorémetro QuantusTM. El ADN se guardé en un

congelador a -20°C después de ser eluido en 100 pL de tampon TE 1X.

Amplificacion del ADN

Las amplificaciones por PCR se realizaron en volumenes de reaccion de 20 uL. como sigue: 10 pL de
2X Taq MasterMix (Promega), aproximadamente 50 ng de ADN, 5 pmol de cebador inverso y 5 pmol
de cebador directo con el extremo 5’ marcado con colorantes fluorescentes (FAM, PET, VIC o NED),
y agua bidestilada estéril afiadida a 20 pL. Las reacciones de PCR se realizaron con un perfil de
touchdown con una desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 5 min; 10 ciclos de 94 °C durante 30 s,
65 °C durante 30 s 'y 72 °C durante 30 s, con una disminucion de 1 °C en la temperatura de recocido
de cada ciclo; 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s; y una extension
final a 72 °C durante 10 min (Tabla 1). Los productos de la PCR se detectaron mediante un analizador
de electroforesis capilar ABI 3730XL con un estandar de tamafio GeneScan-500LIZ. Los fragmentos
se genotipificaron para determinar su presencia/ausencia en cada locus, y los tamaios de los alelos se
puntuaron utilizando GeneMaker v2.2.0 (SoftGenetics LIC, State College, PA, EE.UU.) y se

comprobaron manualmente dos veces para reducir los errores de genotipificacion.
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Tabla 1. Caracteristicas de los cebadores utilizados para el genotipado de D. stevensonii.

Cebador delantero

Nombre  Motif Cebador reverso (5°...3") Tm SR
(5"...3")

Dhup14 (TCT)5 TCACAAAGGTATGCATTTCCC TATACGCTTGGCATTTGCAG 59 207~219
Dhup61  (GGA)11 GGTCGAAGTGGGAATCGAAG ATTCTCCCTCCCTTGCTCAT 60 102~120
Dhup64 (TTA)9 AGTTAGGTGCACCACAGCCT TCTATGCCGATGTTTCCCTC 59 158~188
Dhup70  (TTA)14 AAGCAACGGAACAATATGAAAAA TTATTATCACCCACCGCACA 59 203~248
Dhup78 (ATT)10 AGTATCCATCCCTGGGTTCC GTGGGTGGCGTACTGTTTTT 59 257~284
Dhup89 (TA)20 TACCGTTGGATGTGATGGTG ATGCTTCCTGCACCCTAGAA 59 143~177
Dhup90  (AAT)12 TCCGATATGCAAACATGAGC AATCACGTGGCTTTGATTCC 59 222~255
Dhup194  (AAT)8  AACGATTGATCTCTTGGTCATGT TGTCGGTGTCTATCAATTCCC 59 247~292
Dhup191  (AAT)8 GTGATGGTCACGTCATTTGC TTTCTCACCGCCGTTAACTT 59 279~303
Dhup185 (AT)14 GTGCCAAGTACAACTGCGAA TCACACTTAGCCACCCTTATGA 59 258~308
Dhup183 (AT)14 GCAGACATGGTGGTTTCAGA CGATATTATCACATTTTAAAGACTTGG 98  272~324
Dhup181 (AT)14 CCACCAGCAAATAGCTCACA GGATTCCGAACTTGGAAGAA 59 271~293

Tm: temperatura de alineamiento; SR: rango de tamafio de alelos.
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10.4 Procesamiento y analisis de la informacion

Diversidad genética

Se utiliz6 el programa GenoDive v.3.05 (Meirmans, 2020) para calcular estadisticos importantes como
el nimero de alelos (Na), numero de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (He), indice de fijacion corregido (G'ST(Nei)) y coeficiente de endogamia
(GIS) con el fin de evaluar la diversidad genética por locus y por poblacion. Ademas, se utilizd6 FSTAT
(Goudet, 1995) para calcular la riqueza alélica (Ar) a través de un método de rarefaccion. El indice de
informacion de Shannon (I) se llevé a cabo en GenAIEX v.6.5 (Peakall & Smouse, 2012). Las pruebas
de equilibrio Hardy-Weinberg y el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) se realizaron en

GenoDive.

Estructura genética de las poblaciones

Se implement6 un andlisis de conglomerados jerarquico para explorar la estructura genética de las
muestras de D. stevensonii. Se utilizo el paquete poppr para calcular la distancia genética de Nei,
agrupamiento jerarquico UPGMA vy transformacion en un arbol de clase phylo (Paradis & Schliep,
2018). Luego, se visualizé con iTOL v4 (Letunic & Bork, 2019). Se aplicé tanto a nivel de poblaciones
e individuos.

Para explorar la estructura de las poblaciones, se us6 un método de agrupamiento bayesiano con el
programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Se ejecutdé con 10,000 pasos y 100,000
iteraciones de MCMC para numeros de grupos de 1 a 10 (Hubisz et al., 2009). Los resultados fueron
analizados con el paquete pophelper (Francis, 2017) y visualizados con graficos de barras y torta. El
valor optimo de K se compar6 con estimadores de Puechmaille (Puechmaille, 2016).

La asignacion de la poblacion de STRUCTURE se confirm6 con un analisis DAPC (Jombart et al.,
2010). Se utilizo el paquete adegenet y la funcion BIC para elegir el numero optimo de grupos
genéticos (Jombart, 2008). Los grupos se visualizaron con un diagrama de dispersion y grafico de
barras. Se confirmé también con un DAPC utilizando informacién a priori y validacién cruzada
(Xval.dapc).

Diferenciacion poblacional
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La estructura genética de las poblaciones fue investigada a través del analisis de varianza molecular
(AMOVA) implementado en el software poppr. Los componentes de covarianza se usaron para
calcular los indices de fijacion y determinar el flujo de genes y la diferenciacion entre poblaciones
(Griinwald & Hoheisel, 2006). La significancia se determiné mediante una prueba de aleatorizacién
con 1,000 permutaciones. La cantidad de flujo de genes (Nm) entre las poblaciones se estimo a través
de la formula Nm = [(1/Fst) — 1]/4. La prueba de Mantel se realiz6 en el software ade4 (Bougeard &
Dray, 2018) sobre las matrices de distancias genéticas y geograficas con 10,000 permutaciones, para
evaluar el aislamiento por distancia. La diferenciacion de las poblaciones por pares se analizo usando

el indice FST con 1,000 permutaciones en el paquete mmod (Winter, 2012).
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11 Resultados

11.1 Polimorfismo de los marcadores microsatélites

Los 12 loci SSR presentaron un nimero de alelos por locus en un rango de 3.83 a 9.17. El mayor
namero de alelos (9.17) se detectd en el locus Dhup185, que también mostr6 el mayor nimero efectivo
de alelos (Ne, 5.76), heterocigosidad esperada (He, 0.80) y diversidad de Shannon (I, 1.90) y contenido
de informacion polimérfica (PIC, 0,60). En términos del PIC global, tanto Dhup185 como Dhup89
fueron altamente informativos con valores de PIC superiores a 0.60, mientras que Dhup14 y Dhup70
fueron menos informativos con valores de PIC inferiores a 0.25, y los 8 loci restantes fueron
moderadamente informativos con valores de PIC entre 0.25 y 0.50. La media del indice de fijacion de
Wright (F) fue de 0.39 , oscilando entre -0.11 (Dhup78) y 0.68 (Dhup191). A excepcion de los Dhup61
y Dhup78, el resto de los loci mostraron desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weinberg en

los 90 individuos de D. stevensonii.

Tabla 2. Estadisticas de diversidad de los 12 loci SSR en 90 muestras de D. stevensonii.

Locus Na Ne I Ho He PIC Fis F Nm Puwe
Dhup14 400 323 1.23 0.33 0.69 024 050 049 170 0.005%*
Dhup61 550  3.58 141 070  0.72 045 000 001 2.14  0.727ns
Dhup64 6.67 417 1.59 0.32 0.70 055 057 0.58 2.40 0.027*
Dhup70 383 177 0.79 0.13 0.45 023 .67 0.71 4.47 0.000%%**
Dhup78 6.67 464 161 08 074 035 010 -0.11  4.09 0.751ns
Dhup89 6.67 496 1.66 0.27 0.70 061 0.5 0.67 2.04 0.000%*
Dhup90 583 3.65 147 058  0.76 054 0.8 014 223 0.021*
Dhupl81  5.67 3.95 146 042 075 044 042 046  4.65 0.000%**
Dhupl83  5.67 256 1.16 0.40 0.53 034 024 0.24 1.56 0.000%*
Dhupl85 9.17 576 190 044 080 069 o044 048 227 0.000%%**
Dhupl91 533 341 138 024  0.69 032 065 068  4.69 0.000%%**
Dhupl94  5.00 3.66 1.39 0.39 0.77 033 045 040 245 0.000%*

Promedio  5.83  3.78 1.42 0.32 0.37 0.45 0.38 0.39 2.89
Na — nimero de alelos observados; Ne — nimero de alelos efectivos; I — indice de Shannon, Ho — heterocigosidad
observada; He — heterocigosidad esperada; Fis — indice de endogamia; Fst — indice de diferenciacion genética; Nm — flujo

genético estimado a partir de Fst Nm = [(1/Fst) — 1]/4; Puwe — valor p para la desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg:
ns no significativo, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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11.2 Diversidad genética en las poblaciones de D. stevensonii

Entre las seis poblaciones investigadas, el porcentaje de loci polimorficos varié (PPL) de 65.45% a
89.75% (Tabla 3). Presentando el mayor PPL, la poblacién Lachua también tuvo el mayor nimero de
alelos diferentes (Na = 7.25), mientras que Cahabon, con el menor PPL, tuvo el menor Na (4.50). En
total, se identificaron siete alelos privados entre las poblaciones investigadas, de los cuales, tres se
encontraron en Lachua, dos en Ixcan, y uno en Fray y Sayaxché, respectivamente. La heterocigosidad
observada (Ho) oscil6 entre 0.22 (Cahabon) y 0.41 (Lachua) y la heterocigosidad esperada (He) entre
0.25 (Cahabon) y 0,46 (Lachua), con una media de 0.32 y 0.37, respectivamente. Ademas, la poblacién
Lachua, que posee el mayor nivel de diversidad genética (He, 0.46), también mostrd el mayor valor

de diversidad de Shannon (1.70).

Tabla 3. Resumen de los diferentes estadisticos de diversidad poblacional de D. stevensonii

promediados sobre los 12 loci SSR.

Poblaciéon N Na Ne Ap I Ho He F Fis Puwe FPPL
Ixcan 1500  6.58 4.01 2 1.54 0.39 042 044 048  *x 8850
Lachua  15.00  7.25 5.08 3 1.70 0.41 046 050 039  *x 8975
Fray 1500  5.50 3.14 1 1.22 0.40 039 034 037  *x 8055
Sayaxche 15.00  5.42 3.59 1 1.36 0.27 040 028 045 = 7754
Poptun  15.00  5.75 3.76 0 1.41 0.24 029 040 035 = 7754
Cahabon  15.00  4.50 3.10 0 1.30 0.22 025 039 024  *x 6545
Promedio 5.83 3.78 - 1.42 0.32 037 039 038 79.88

Na — nimero de alelos diferentes; Ne — numero de alelos efectivos; Ap - nimero de alelos privados; I — indice de Shannon,
Ho — heterocigosidad observada; He — heterocigosidad esperada; F — indice de fijacion; Fis — indice de endogamia; Puwe
— valor p para la desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg: ns no significativo, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

PPL - porcentaje de loci polimorficos.

Se realizaron analisis AMOVA y Fst por pares para investigar las variaciones genéticas entre las
poblaciones. El analisis AMOVA se realiz6 sin agrupar las poblaciones investigadas. El resultado

mostrd que sélo el 6% de la variacion genética total se producia entre poblaciones, y que el 39% de la
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variacion intrapoblacional se debia a la heterocigosidad de los individuos dentro de cada poblacion
(Tabla 4). El Fst global fue muy pequeno (0.06, Tabla 4), el flujo genético global fue de 2,89 (Nm)
estimado entre todas estas poblaciones (Tabla 2). Ademas, el Fst por pares oscil6 entre 0.013 y 0,107
(Tabla 5). El nivel més alto se dio entre las poblaciones Lachua y Fray (0,107), mientras que el mas

bajo se dio entre Poptiin y Cahaboén (0.013).

Tabla 4. Analisis de la varianza molecular (AMOVA) para seis poblaciones de D. stevensonii.

Componentes
Grados de Suma de Cuadrados Porcentaje
Fuente dela Fst Fis
libertad cuadrados medios . de variaciéon
varianza
Entre
5 74.139 14.828 0.290 6%
poblaciones
Dentro de
84 514.233 6.122 1.789 39%
poblaciones
Entre
90 229.000 2.544 2.544 55%
individuos
Total 179 817.37 4.62 100% 0.063 0.413

Tabla 5. Indice de diferenciacion genética por pares (Fst) entre las seis poblaciones. Valores por debajo

de la diagonal

Poblacién Ixcan Lachua Fray Sayaxche Poptun Cahabon

Ixcan 0.000 0.001* 0.001* 0.001* 0.001%* 0.001%*

Lachua 0.048 0.000 0.001* 0.001* 0.001* 0.001%*

Fray 0.108 0.107 0.000* 0.005* 0.001* 0.001*

Sayaxche 0.051 0.061 0.037 0.000 0.001* 0.002*

Poptun 0.082 0.093 0.094 0.070 0.000 0.033*

Cahabon 0.031 0.056 0.052 0.035 0.013 0.000

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

indican el valor de probabilidad. * Significancia con valor de p < .05
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11.3 Estructura poblacional de D. stevensonii

Se aplic6 un enfoque basado en un modelo de mezcla para evaluar la estructura de la poblacion de los
90 individuos de D. stevemsonii. El nimero 6ptimo de conglomerados (K) de las poblaciones
investigadas fue dos, con los mayores valores de delta K (3.13) recogidos del sitio web STRUCTURE
SELECTOR (Figura 2a,b). Basandose en K = 3, en la Figura 2B se expuso una representacion grafica
de los coeficientes de pertenencia estimados de cada individuo. Cada color mostr6 la proporcion de
pertenencia de cada individuo, representado por una linea vertical, a los tres conglomerados. El
individuo con una probabilidad superior a 0.75 se consider6d puro, y el que tuvo una probabilidad
inferior a 0.75, de mezcla. En este andlisis para k = 3, el conglomerado morado predominé en Ixcén
incluia 17 individuos con 14 puros y 3 con mezcla, mientras que el conglomerado naranja incluyo la
mayoria de individuos de Fray y Sayaxché. Asimismo, Poptun y Cahabon estuvieron formadas en su
totalidad por individuos del clister azul, mientras que Lachud presentd mezcla del conglomerado

morado y naranja.
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Figura 2. Resultados del analisis STRUCTURE para 90 individuos de D. stevensonii basados en datos
de 12 microsatélites. Estimacion del nimero de conglomerados (K) utilizando los métodos (A)
MedMed K y (B) Delta K. Estructura genética estimada de las seis poblaciones basada en el andlisis
STRUCTURE con un nimero de conglomerados (K) de tres (C) y cuatro (D). En cada grafico, cada

color representa un conglomerado diferente y los segmentos negros separan las poblaciones.
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El andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) identificé una estructura similar, al
utilizar informacién a priori del muestreo, indicando la formacion de 3 congloremados (I: Ixcan-

Lachud; II: Fray-Sayaxché; III: Poptin-Cahabon)
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Figura 3. Estructura genética poblacional de 90 individuos de D. stevensonii de seis poblaciones
silvestres utilizando anélisis DAPC. En la figura A, se muestra un diagrama de dispersion de las dos
primeras funciones discriminantes. La figura B muestra un grafico de barras del analisis DAPC en el
que cada individuo esta representado por una linea vertical de color, y el mismo color indica que

pertenecen al mismo grupo.
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Los resultados del analisis DAPC (Figura 3) coincidieron con la asignacion poblacional de

Individuo

STRUCTURE, sin usar informacién previa de muestreo. Para describir los datos, se retuvieron 35
componentes principales que representan el 77,6% de la varianza total, y se obtuvieron 2 funciones
discriminantes. La funcién find.cluster detectd tres grupos con el valor mas bajo del criterio de
informacion bayesiano (BIC) (Figura 4A), que se confirmaron mediante un andlisis de validacion

cruzada. El DAPC (Figura 4B) mostrd tres grupos, siendo el conglomerado 2 el mas grande con 40
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individuos, seguido del conglomerado 1 con 27 individuos y el conglomerado 3 con 23 individuos. El
discriminante lineal 1 separ6 los grupos 1 (a la izquierda) del grupo 2 y 3 (a la derecha), mientras que
el discriminante lineal 2 solo separ6 el grupo 1 del 2. Sin embargo, al asignar ascendencia para K = 3,

no se observd una clara separacion de las poblaciones (Figura 4C).

Figura 4. A) BIC para inferir el nimero mas probable de grupos genéticos (K = 3). B) Diagrama de
dispersion DAPC de los 90 individuos de D. stevemsonii agrupados en 3 grupos genéticos. C)
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 asignaciona K =2y K =3
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segundo eje explicaron el 42.42% y el 35.36% de la varianza de los datos moleculares, respectivamente
(Figura 3a). El analisis PCoA distingui6 claramente tres grupos: Las poblaciones de Ixcan y Lachua
se agruparon como cluster I, Sayaxché y Fray se agruparon como cluster Il y las otras dos poblaciones
(Poptan y Cahabdn) se agruparon como cluster III. Ademas, el arbol de dendrograma NJ (Neighbor-
joining) mostrd resultados similares basados en la distancia genética insesgada de Nei entre las

poblaciones investigadas (Figura 3b).
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Figura 5. Relaciones entre las sies poblaciones silvestres de D. stevensonii en Guatemala. (a) Andlisis
de coordenadas principales (PCoA) basado en la comparacion por pares FST. La primera coordenada
principal, explicé el 42.42% de la variacion. La segunda coordenada principal, explico el 35.36% de
la variacion. (b) Arbol UPGMA basado en la distancia genética de Nei entre sies poblaciones de D.

stevensonii. Los valores en los nodos representan el soporte estadistico bootstrap de 1,000 iteraciones.
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Posteriormente, se realizaron pruebas de Mantel entre las matrices de Fst por pares y la distancia
geografica y la distancia genética, respectivamente. Los resultados mostraron que las diferenciaciones
genéticas entre las poblaciones investigadas se atribuian mas a la distancia genética (Rxy: 89.3%, p <
0.05) que a la distancia geografica (Rxy: 15.1%, p < 0.05). Por lo tanto, no hubo una estructuracién
clara basada en el origen geografico ni un aislamiento predominante por distancia entre las poblaciones

investigadas.
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11.4 Conservar el germoplasma genéticamente mas diverso bajo condiciones in vitro

Se llevaron a cabo experimentos para estimular el crecimiento de brotes a partir de explantes de D.
stevensonii. Los resultados indicaron que los medios de cultivo MS mejorado con 2 'y 3 mg L-1 de
BAP y ANA, WPM con la adiciéon de 2.5 y 3.5 mg L-1 de BAP y ANA, y WPM mejorado con 2.5 y
1 mg L-1 de BAP e IBA mostraron una diferencia significativa (p <0.001) con un tamafio de efecto
alto (n2p = 0.97). Los medios de cultivo MS mejorado y WPM fortificado con BAP y ANA resultaron
ser mas efectivos que la fortificacion con BAP e IBA en el medio WPM. Los detalles se presentan en

la Figura 6.

Figura 6. Comparacion del ntimero de brotes de D. stevensonii en medios de cultivo MS y WPM.
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En cuanto a la evaluacion de diferentes combinaciones hormonales, los resultados mostraron una

diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001) y una gran diferencia entre los tratamientos
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(dcohen = 1.05). Esto indica que en general, la combinacion BAP/ANA produjo mejores resultados

en comparacion con la combinacion BAP/IBA en el desarrollo de brotes (ver Figura 7).

Figura 7. Comparacion del efecto de diferentes combinaciones de hormonas en el nlimero de brotes
de plantas in vitro de D. stevensonii establecidas sobre medio WPM: Resultados del analisis de

varianza.
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Durante la investigacion sobre los métodos para la conservacion de plantas in vitro a largo plazo, se
encontrd una diferencia significativa en los niveles de sorbitol a través de una prueba de asociacion de
variables de Chi cuadrado (p=0.05) con un tamafio de efecto moderado (Vcramer=0.29). Se
examinaron cuatro concentraciones de sorbitol (1%, 2%, 3%, y 4% sobre el medio MS basal) y se
encontro que la concentracion mas alta (4%) resulto en los valores mas altos de sobrevivencia (86.7%),
mientras que la concentracion mas baja (1%) obtuvo los valores mas bajos (40%) (Figura 8A). Estos
resultados sugieren que los niveles de sorbitol tienen un impacto significativo en la sobrevivencia de
las plantas in vitro a largo plazo.

Se observo una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001) en la tasa de supervivencia de las
plantas a lo largo del tiempo, siendo la semana 10 el periodo con mayor cantidad de plantas vivas

(85%) en comparacion con la semana 20 (40%) (Figura 8B). Esto sugiere que la supervivencia de las

33



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

plantas disminuye a medida que son mantenidas en condiciones in vitro por mas tiempo. No obstante,
andlisis posteriores indicaron que los niveles de sorbitol tienen un impacto significativo en la

supervivencia a largo plazo.

Figura 8. Prueba de Chi cuadrado de A) diferentes porcentajes de sorbitol en medio de cultivo MS
basal y B) efecto del tiempo sobre la sobrevivencia de plantas de D. stevensonii para su conservacion

1n vitro.
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Se encontré una diferencia altamente significativa (p <.001) en la longitud de las plantas conservadas
in vitro en relacion a las diferentes concentraciones de sorbitol, con un tamaino de efecto alto (n2p =
0.84). Las concentraciones mas altas y mas bajas de sorbitol, 4% y 1% respectivamente, produjeron
la menor y mayor longitud de las plantas, como se muestra en la Figura 9A. También se observo una
diferencia significativa (p < 0.001) en la longitud de las plantas a lo largo del tiempo, con la semana
10 mostrando la longitud mas corta con una media de 3.53 cm y la semana 20 mostrando la longitud

mas larga con una media de 8.20 cm, como se muestra en la Figura 9B.
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Figura 9. Variacion en la longitud de plantas in vitro de D. stevensonii por efecto de A) % de sorbitol

y B) tiempo en semanas.
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12 Discusion

12.1 Diversidad genética de D. stevensonii

La conservacion de la diversidad genética es crucial para el éxito a largo plazo de las especies y
desempefia un papel importante en los programas de mejoramiento genético. Sin embargo, los
conocimientos sobre la diversidad genética de D. stevensonii son limitados, ya que a la fecha no existe
ningun estudio que aplique marcadores morfoldgicos ni moleculares para estimar la variabilidad de la
poblaciones.

La diversidad del material genético se relaciona con frecuencia con diversos factores, como el area de
distribucion geogréfica, el tamafio de la poblacion, la longevidad, el sistema de apareamiento, la
migracion y el equilibrio de la seleccion en las especies de plantas silvestres (Ferrer et al., 2004; Li et
al., 2018). Un mayor nivel de diversidad genética se considera a menudo una indicacion de una mejor
adaptacion al entorno de la especie (Gadissa et al., 2018). Sin embargo, se determiné que la diversidad
genética de D. stevensonii fue de nivel medio a través de los valores de heterocigosidad observada y
esperada de 0,32 y 0,37, respectivamente. Estudios previos han demostrado de forma consistente que
las especies con distribuciones limitadas o endémicas suelen poseer una diversidad genética
significativamente menor en comparacion con aquellas con distribuciones mas extendidas (Gichira et
al., 2017; Hamrick et al., 1992; Zhong et al., 2019).

Esto es particularmente evidente en el caso de D. stevensonii, que es nativa de pequefas regiones de
Guatemala, y sus valores de diversidad genética son menores que los de especies arboreas tropicales
como Olea europaea Linn (12 marcadores SSR, Ho = 0.75, He = 0,6) (Dervishi et al., 2018), Prunus
africana (Hook.f.) Kalkman (6 marcadores SSR, Ho = 0,68, He = 0,73) (Mihretie et al., 2015), y
Eugenia dysenterica DC. (9 marcadores SSR, Ho = 0,545, He = 0,62) (Boaventura-Novaes et al.,
2018). Curiosamente, la diversidad genética de D. stevensonii es incluso menor que la de algunas
especies arbdreas raras y endémicas como Boswellia papyrifera (Del. ex Caill.) Hochst (He = 0,69)
(Addisalem et al., 2016), D. cochinchinenesis (He = 0,55) y D. oliveri (He = 0,75) (Hartvig et al.,
2018). Se observaron resultados similares para Ottelia acuminate (He = 0,35, endémica del suroeste

de China) (Zhai et al., 2018) y Dipterocarpus alatus Roxb. ex G.Don (He = 0,22, endémica del sureste
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de Vietnam) (Vu et al., 2019), todo ello debido a la gran reduccién del tamafio de la poblacion como
consecuencia de las actividades humanas. Como consecuencia de la tala extensiva de su valioso
duramen, la distribucion de las poblaciones de D. stevensonii en Guatemala ha disminuido
considerablemente en las ultimas décadas

En la actualidad, estas poblaciones estin muy fragmentadas, cada subpoblacion esta formada por unos
pocos individuos y rara vez se ven arboles de gran tamafio. Esto concuerda con la idea de que las
especies con distribuciones restringidas tienden a tener una menor diversidad genética, principalmente

debido a la sobreexplotacion de sus recursos.

12.2 Diferenciacion genética y estructura de poblacional

Las especies con un sistema de apareamiento cruzado tienden a tener una baja diferenciacion entre
poblaciones y una alta variacion dentro de las poblaciones (Hartvig et al., 2018; Li et al., 2018). El
andlisis AMOVA de D. stevensonii mostr6 que la mayor parte de la variacion genética se presenta
dentro de las poblaciones (94%), mientras que solo el 6% se daba entre poblaciones, lo que es menor
que en otras especies de Dalbergia (0,236 en D. cochinchinensis; 0,126 en D. oliveri) (Hartvig et al.,
2018). La diferenciacion genética entre poblaciones se ve afectada por el flujo genético (Nm) y la
deriva genética (Schaal et al., 1998).

Los 12 marcadores SSR del presente estudio, indican un flujo genético global de 2.89 (Tabla 2). Este
flujo genético relativamente alto puede reducir los efectos de la deriva genética, disminuyendo la
variacion genética entre poblaciones y aumentando la diversidad dentro de las mismas. Sin embargo,
la fragmentacion de las poblaciones de D. stevensonii, a pesar del elevado flujo genético, puede
deberse a acciones humanas, principalmente la sobreexplotacion y la tala ilegal. Esta observacion
también se ha presentado en otras especies, como Acer miaotaiense (Li et al., 2018) y Plectranthus
edulis Agnew (Gadissa et al., 2018). A pesar del elevado flujo genético, no se puede descartar la
deriva genética, ya que el tamafio de las poblaciones es tan pequefio que cualquier reduccioén puede
dar lugar a una deriva genética.

El Fst por pares sugiere que se encontr6é una diferenciacion genética moderada entre las poblaciones

silvestres de D. stevensonii, basada en un rango de 0,013 a 0,107 (Tabla 5). EI mayor nivel de
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diferenciacion (0,107) se observo entre las poblaciones Lachua y Fray, que estan separadas por 100
km, lo que concuerda con la idea de que el aislamiento a largo plazo puede limitar el flujo genético
entre poblaciones (Li et al., 2018). Sin embargo, el nivel de diferenciacion entre Poptin y Cahabon
fue s6lo de 0,013, a pesar de estar separadas por 90 km. El andlisis del modelo de STRUCTURE y los
analisis de DAPC, UPGMA y PCoA sugirieron que los 90 arboles de D. stevensonii podian dividirse
en tres clusters: El grupo I estaba formado por poblaciones Ixcan y Lachud; el grupo II conformado
por Poptiun y Cahabon, mientras que el grupo III estaba formado por poblaciones de Sayaxché y Fray.
La diferenciacion genética entre las poblaciones fue positivamente relacionada tanto con la distancia
geografica (15.1%) como con la distancia genética (89.3%,), segiin determinaron las pruebas de
Mantel, siendo la distancia genética mas influyente que la geografica. No se encontr6 ninguna
estructura de base geografica clara ni signos de aislamiento por distancia, y se cree que la estructura

actual de la poblacion de D. stevensonii esta mas influida por las actividades humanas.

12.3 Conservacion

El objetivo de los esfuerzos de conservacion es desarrollar un plan para preservar la diversidad
genética existente y garantizar la supervivencia de una especie en peligro a largo plazo (Forest et al.,
2007). Actualmente, D. stevensonii tiene un nivel moderado de diversidad genética, un grado modesto
de deficiencia de heterocigosidad, una diferenciacion genética baja y un tamafio de poblacion pequeiio.
Esta situacion se debe en gran medida a las excesivas actividades humanas, sobre todo a la tala
excesiva. El gobierno guatemalteco ha tomado varias medidas para abordar este problema, entre ellas
la promocion de D. stevensonii a la lista de especies amenazadas por el Consejo Nacional de Areas
Protegidas y la prohibicion de su explotacion, asi como el reservas nacionales para la conservacion in
situ, como la reserva nacional de la Laguna de Lachud. A pesar de estos esfuerzos, el tamafio de la
poblacion de D. stevensonii sigue disminuyendo debido a la tala ilegal. Para evitar la pérdida de
diversidad genética y aumentar la variabilidad genética mediante cruces, se considera que la mejor

solucion son las estrategias de conservacion ex situ que tengan un impacto significativo.
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12.4 Establecimiento in vitro

En cuanto a las condiciones de propagacion in vitro, la concentracion 6ptima de BAP para la induccion
de brotes (2,5 mgL-1) cae dentro del rango reportado para otras especies del género Dalbergia
(Kiondo, Feyissa, Ndakidemi, & Seth, 2014; Manikandan, Bhuvaneswari, Ramya, & Ramasubbu,
2017). Para el uso de ANA, se encontré que una dosis de 2,5 y 3 es similar a la reportada para el
establecimiento in vitro de Dalbergia retusa en otros estudios (Valverde Cerdas & Alvarado Guzman,
2004). Dosis de 0.5 y 1.0 mgL-1 de IBA han sido reportadas exitosas para especies de Dalbergia
(Aamir Ali, 2012), y una dosis de 1.0 mgL-1 fue identificada como 6ptima para el establecimiento de
D. melanoxylom (Kiondo et al., 2014). Sin embargo, los resultados muestran una mayor eficacia
cuando se utiliza ANA en combinacién con BAP.

En cuanto al uso de sorbitol para la conservacion in vitro a largo plazo, una concentracion del 4% es
coherente con los informes para otras especies, tanto latifoliadas como herbaceas (Ciobanu &
Constantinovici, 2013; Skalova et al., 2013). No obstante, en otros informes se han mencionado
concentraciones inferiores, como el 2 % (El-Bahr et al., 2016), pero con un periodo de evaluacién
limitado a 10 semanas. En cambio, este estudio amplio el periodo de evaluacion hasta 20 semanas. La
longitud de las plantas in vitro expuestas a sorbitol muestra una disminucion del crecimiento
proporcional a la concentracion utilizada (Millan-Orozco et al., 2011). Para la conservacion in vitro
del germoplasma nativo de D. stevensonii en Guatemala se recomienda un medio MS basal
suplementado con 4% de sorbitol, que asegure al menos 80% de supervivencia de las plantas durante
20 semanas. Después de ese periodo, es recomendable trasplantar a un nuevo medio con las mismas

caracteristicas para continuar con el proceso de conservacion.
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13 Conclusiones

Se ha demostrado que la diversidad genética de D. stevensonii es de nivel medio, con valores de
heterocigosidad observada y esperada de 0,32 y 0,37 respectivamente. Aunque estos valores son
menores que los de otras especies arboreas tropicales y endémicas, la diversidad genética de D.
stevensonii es incluso menor que la de algunas especies endémicas de arboles raros. La fragmentacion
y disminucion de las poblaciones de D. stevensonii debido a la tala extensiva, ha llevado a una
disminucion en la diversidad genética, lo que aumenta la importancia de la conservacion y proteccion

de estas poblaciones en el futuro.

Se identifico que las poblaciones de D. stevensonii tienen un flujo genético relativamente alto y una
diversidad genética moderada. La mayor parte de la variacion genética se encuentra dentro de las
poblaciones y la diferenciacion genética entre poblaciones estd influenciada por el flujo genético y la
deriva genética. Sin embargo, la fragmentacion de las poblaciones debido a acciones humanas puede
afectar la diversidad genética. El analisis de los 12 marcadores SSR indica un flujo genético global de
2.89. La diferenciacion genética entre las poblaciones es moderada y se encuentra relacionada tanto
con la distancia geografica como con la distancia genética, siendo la distancia genética mas influyente.
La estructura de la poblacion de D. stevensonii esta influenciada mas por acciones humanas que por

la ubicacion geografica.

Se determind que la concentracion 6ptima de BAP para la induccion de brotes en una coleccion nicleo
in vitro de D. stevensonii es 2.5 mgL-1 y la dosis ideal de IBA es 1.0 mgL-1. Ademas, la combinacion
de BAP y ANA demostré mayor eficiencia. Para la conservacion in vitro a largo plazo, se recomienda
el uso de un medio MS basal con un suplemento del 4% de sorbitol, lo que asegura una sobrevivencia
de al menos el 85% de las plantas durante 20 semanas. Después de este tiempo, se aconseja el
trasplante a un nuevo medio con las mismas caracteristicas para continuar con el proceso de

conservacion.
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15 Vinculacion

La vinculacion se realizo 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, entidades que ha mostrado interés en el manejo y aprovechamiento sostenible de D.

stevensonii con fines de exportacion.

16 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual
Los resultados de investigacion se difundieron principalmente por medio de un manuscrito cientifico.
Adicionalmente, se dinfundié informacion por el portal web del instituto de investigaciones y por las

redes sociales del laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la FAUSAC.

17 Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS

Este estudio es el primero en su area, ya que se diagnostica la situacién genética de una especie de
interés bioldgico y comercial. Al trabajar con poblaciones silvestres D. stevensonii en la Franja
Transversal Norte y 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 sirve como base para la elaboracion de un plan de manejo, mejora genética y

aprovechamiento sostenible de la especie en Guatemala.

18 Orden de pago final

Categoria Registro de | Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
/auxiliar) (Si/ No) s
José¢ Alejandro Ruiz Chutan | Investigador 20101034 Si OLW% ‘
L

49



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigacion —DIGI-

19 Declaracion del coordinador(a) del proyecto de investigacion

El coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20,
deja constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha
cumplido a satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer
efectivo el pago correspondiente.

José Alejandro Ruiz Chutan

Coordinador del proyecto de investigacion

Fecha: 28/02/2023

20

Aval del director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de

investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto Diversidad genética de Dalbergia stevensonii
en la Franja Tranversal del Norte y Petén: bases para su conservacion y mejoramiento en mi calidad
de Coordinador del Insituto de Investigaciones Agricolas y Ambientales, mismo que ha sido
revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a lo planificado.

Vo.Bo. Carlos Lopez Blicaro & 74 I\ ‘—//
Director del Insituto de Investigaciones Agricolas y Firma
Ambientales

Facultad de Agronomia

Fecha: 28/03/2022
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21 Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. M.Sc. Andrea Rodas Moran Coordinador
del Programa Universitario de Investigacion en

Recursos Naturales y Ambiente

Firma

Fecha: 28/02/2022

Vo.Bo. Ing. Agr. Julio Rufino Salazar

Nombre Coordinador General de Programas

Universitarios de Investigacion

Fecha: 28/02/2022
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