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DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE Cedrela odorata L. EN EL ESTADO
DE CHIAPAS
Seydi Pérez Garcia, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2020
RESUMEN

Se realiz6 un andlisis de frecuencias alélicas en grupos de arboles (arboles superiores y no
superiores) de Cedrela odorata L. en la region norte y sur del estado de Chiapas. Ademas, se
evalud la diversidad y estructura genética en 63 arboles de cedro en tres regiones de Chiapas. Se
colectaron foliolos de hojas jovenes. La extraccion de ADN se llevo a cabo por el método de
Saghai-Maroof. Se seleccionaron ocho marcadores SSR para el andlisis molecular. En los
andlisis de arboles superiores y no superiores se encontraron 48 alelos totales. La frecuencia de
los 10 alelos mas comunes (> 0.4) vari6 de 0.471 a 0.958, el mayor numero de ellos en los
grupos de arboles no superiores. La diversidad genética en ambos grupos de arboles fue similar,
aunque existen diferencias entre regiones [arboles superiores He = 0.718 (norte) y 0.569 (sur) en
comparacion con los no superiores He = 0.674 (norte) y 0.553 (sur)]. Los grupos presentaron
valores positivos en los indices de fijacion (Fis = 0.359 y Fit = 0.418), sugiriendo un efecto de
endogamia y deficiencia de heterocigotos. El valor promedio de Fst (= 0.091) sugiere que existe
diferenciacion genética moderada entre los grupos de arboles superiores y los no superiores de
las diferentes regiones. El andlisis bayesiano identificd tres grupos genéticos de acuerdo a las
frecuencias alélicas de los arboles. EI Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) y el
dendrograma identificaron dos grupos genéticos, separando las poblaciones de la region norte y
sur. Para los estudios de diversidad genética en las tres regiones, fue ligeramente superior en la
region norte (He= 0.724) en comparacion con la region centro (He=0.694) y sur (He=0.615). Los
valores de indices de fijacion también fueron positivos (Fis=0.374 y Fi=0.406). En cuanto a la
estructura genética, el valor mas alto de Fs fue entre la region norte y sur (0.074), indicando
diferenciacion genética alta, comparado entre la region norte y centro (0.018). El analisis
bayesiano, el PCoA y el dendrograma identifico dos grupos genéticos. El analisis de varianza
molecular (AMOVA), sugiere que la mayor variacion genética se encuentra dentro de regiones
(93.94 %). Los parametros calculados sugieren que no hay reduccion de la diversidad genética al
realizar la seleccion de arboles superiores, al menos para estos marcadores. La regién mas
diversa fue la region norte.
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DIVERSITY AND GENETIC STRUCTURE OF Cedrela odorata L. IN THE STATE OF
CHIAPAS

Seydi Pérez Garcia, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2020

ABSTRACT

An allelic frequency analysis was performed on groups of trees (superior and non-superior trees)
of Cedrela odorata L. in the northern and southern region of the state of Chiapas. In addition,
diversity and genetic structure were evaluated in 63 cedar trees in three regions of Chiapas.
Leaflets of young leaves were collected. DNA extraction was carried out by the Saghai-Maroof
method. Eight SSR markers were selected for molecular analysis. In the analysis of superior and
non-superior trees, 48 total alleles were found. The frequency of the 10 most common alleles (>
0.4) varied from 0.471 to 0.958, the largest number of them in non-superior trees. The genetic
diversity in both groups of trees was similar, although there are differences between regions
[superior trees He = 0.718 (north) and 0.569 (south) compared to the non-superior ones He =
0.674 (north) and 0.553 (south)]. The groups presented positive values in the fixation rates (Fis =
0.359 and Fit = 0.418), suggesting an effect of inbreeding and heterozygous deficiency. The
average value of Fst (= 0.091) suggests that there is moderate genetic differentiation between the
superior and non-superior tree groups of the different regions. The Bayesian analysis identified
three genetic groups according to the allelic frequencies of the trees. The Principal Coordinate
Analysis (PCoA) and the dendrogram identified two genetic groups, separating populations from
the northern and southern regions. For studies of genetic diversity in the three regions, it was
slightly higher in the northern region (He = 0.724) compared to the central region (He = 0.694)
and south (He = 0.615). Fixation index values were also positive (Fis = 0.374 and Fit = 0.406).
Regarding the genetic structure, the highest Fs; value was between the northern and southern
regions (0.074), indicating high genetic differentiation, compared between the northern and
central regions (0.018). The Bayesian analysis, the PCoA and the dendrogram identified two
genetic groups. The analysis of molecular variance (AMOVA) suggests that the greatest genetic
variation is found within regions (93.94%). The calculated parameters suggest that there is no
reduction in genetic diversity when selecting higher trees, at least for the markers used. The most

diverse region was the northern region.

Keywords: diversity, genetic differentiation, heterozygosity, selection, spanish cedar.
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INTRODUCCION GENERAL

La diversidad genética en poblaciones naturales de diferentes especies forestales ha sido
afectada por la fragmentacion de habitat, cambio de uso de suelo por actividades antropogénicas,
como los es el establecimiento de cultivo agricolas o ganaderia extensiva y la deforestacion
excesiva (Cayuela, 2006; Covaleda et al., 2016). Lo anterior ha llevado a una reduccion del
tamafio efectivo de poblaciones, menor riqueza alélica, aumento en el aislamiento de las
poblaciones y depresion endogadmica (Cavers et al., 2003a; Lesher-Gordillo et al., 2018). Esta
situacion provoca una disminucién de vigor de los individuos y poblaciones, que se refleja en
menor supervivencia, crecimiento y reproduccion (Pico y Quintana, 2005). Ademas, se provoca
la ampliacion demogréfica de especies generalista y el descenso de las especialistas, con una
pérdida de organismos silvestres que dependen del habitat (Gurrutxaga y Lozano, 2006). La
sobreexplotacion de las especies siempre va dirigida a las de mayor demanda y valor econémico,
incluso con la tala ilegal de la madera (Caballero, 2010 y Ramirez-Garcia et al., 2008). Dentro de
ellas, la tala va dirigida a individuos fenotipicamente superiores, quedando los individuos con
caracteristicas inferiores, lo que genera la erosion genética por la seleccion disgénica en las
especies. Actualmente se han realizado proyectos con la finalidad de obtener germoplasmas en
cantidad y calidad en bosques y selva, ademas de ayudar a la conservacion in situ de los recursos

genéticos (Alia et al., 2003; Gutiérrez-Vazquez y Flores-Montafio, 2017).

Cedrela odorata L., conocida cominmente como cedro rojo, es la madera preciosa mas
preciada junto con Swietenia macrophylla King; tiene una demanda alta en la industria mexicana,
utilizada para varios articulos, aunque su uso mas importante es para fabricacion de chapa y
madera terciada con destino en diferentes paises (Galan et al., 2008; Pennington y Sarukhan,
2005). Su distribucion en México en el Pacifico, desde el sur de Sinaloa hasta Guerrero y la
Depresion central y Costa de Chiapas, mientras que en el Golfo, desde el sur de Tamaulipas hasta
la Peninsula de Yucatan (Patifio, 1997; Hernandez et al., 2018). Es una especie heliofila que llega
a medir de 20 a 35 m de altura y llega a tener un diametro a la altura del pecho de 1.7 m. Presenta
follaje caducifolio, de copa grande, redondeada, robusta y extendida; hojas alternas de 15 a 50

cm, compuestas por 10 a 22 foliolos opuestos o alternos; sus ramas son ascendentes, arqueadas y

1



gruesas (Salazar et al., 2000). Es un arbol de tronco recto, robusto, a veces con pequefios
contrafuertes. La corteza externa es fisurada, con costillas escamosas de color pardo grisaceo o
moreno rojizo; la interna es color rosado o pardo amarillento; su grosor es aproximado a los 20
mm (Conabio, 2013). Sus flores son monoicas; las flores masculinas y femeninas aparecen en la
misma inflorescencia, pero la especie es proterogina, abriendo las flores femeninas primero
(Cintron, 1990). Las inflorescencias se encuentran en paniculas terminales largas y sueltas de 15
a 30 cm, angostas tubulares con 5 pétalos, suavemente perfumadas con forma de céliz de copa,
color crema verdoso (Salazar et al., 2000; SIRE, 2012). Sus frutos son infrutescencias de hasta
30 cm de largo, cépsulas lefiosas, elipsoides, de color pardo verdoso 0 moreno con grupos de
lenticelas palidas, con olor a ajo. Cuando el fruto abre libera alrededor de 30 o 50 semillas
(Salazar et al., 2000). La semilla es de forma ovoide, comprimidas, planas, provistas de un ala
oscura, lisa y facilmente quebradiza, con la testa de color castafio; presenta un promedio de
94,965 semilla/kg, numero que varia dependiendo de los efectos genéticos y ambientales
(Espitia-Camacho et al., 2017).

El ciclo reproductivo de C. odorata depende del lugar de desarrollo y de las condiciones,
pudiendo diagnosticar la etapa fenoldgica en la que se encuentra y el tiempo que tarda. Los
arboles comienzan con la caida de hojas después que los frutos de la temporada anterior ya han
madurado, antes de que comience la floracion (Mariscal, 2014). El fruto en México se presenta
desde el mes de noviembre hasta marzo, en otros paises como Costa Rica se presenta desde
marzo a abril, el desarrollo tarda de 9 a 10 meses, durante la temporada de sequia. Los arboles
comienzan su reproduccién a una edad de 10 a 12 afios, la viabilidad de la semilla depende de la
calidad de ésta, llegando hasta un 90 % (Mariscal, 2014; Rojas, 2013). Esta semilla puede
almacenarse a temperaturas bajas hasta por 14 meses, con una capacidad de germinacion del
70%, y aunque la semilla no presenta latencia, en algunos casos son sumergidas en agua por 24 h
con el fin de eliminar inhibidores y tener un mejor porcentaje de germinacién (Barrance et al.,
2005; Rivera y Lowy, 2006). La germinacion comienza a partir de la primera semana hasta la
cuarta, con un porcentaje de 70 a 85 % (Mariscal, 2014; Rivera y Lowy, 2006) y en algunos
ensayos de progenie hasta 97 % (Marquez et al., 2005). El desarrollo inicial de las plantulas es
rapido siempre y cuando la humedad y la luz sean las dptimas. Las plantulas cultivadas a la

sombra se saturan fotosintéticamente a intensidades bajas y son tolerantes a la sombra, pero son



susceptibles a quemarse con el sol y a insectos cuando se mueven de lugar, pero las plantulas
cultivadas bajo sol requieren de una intensidad de luz alta para su mejor crecimiento (Cintron,
1990). Otra forma de propagacion es mediante enraizamiento de estacas con fitoreguladores
enraizantes. Sampayo-Maldonado et al. (2016) mencionan tener un mayor prendimiento con la
utilizacion de &cido naftalen-acético (ANA) a una concentracion de 400 ppm; en algunos llega a
una supervivencia de 75 % con una concentracion de 1500 ppm de acido indol-butirico (AIB),
ademés de una posicion apical de la estaca que favorece la supervivencia y enraizamiento. El
enraizamiento esta ligado a factores como el estado de madurez de la planta. En proyectos de
huertos semilleros asexuales su propagacion es por medio de injertos; en algunos casos el
porcentaje de prendimiento es bajo, debido principalmente a yemas inmaduras usadas en el
injerto (Callizaya-Cazarani, 2003). Otra forma de propagacion es mediante cultivo in vitro de
organos y tejidos para clonacion de arboles superiores. En algunos casos se promueve la
formacion de callos a partir de inflorescencias inmaduras (Daquinta et al., 2004; Pefia et al.,
2006); en otros casos se utilizan explantes tiernos de los brotes de estacas enraizadas o de injerto,
obteniendo un buen indice de brotacion y de enraizado a partir de los explantes (Gomez-Diaz et
al., 2007).

Actualmente, por la sobreexplotacion de las poblaciones de la especie, ésta se encuentra
con proteccion especial en la NOM-059 (SEMARNAT, 2010) y en la lista roja de la UICN como
vulnerable (2013). Considerando que el estado de Chiapas ha sufrido deforestacion de habitat
(Covaleda et al., 2016), se desconoce el estado genético de la especie actualmente. Los
marcadores moleculares son una alternativa, para ayudar a plantear estrategias de
aprovechamiento y conservacion de poblaciones, especies y recursos genéticos (Becerra y
Paredes, 2000; Oliveira et al., 2006).

En el area forestal, los marcadores moleculares ayudan a definir practicas de manejo
adecuadas para la especie dependiendo de su variabilidad genética. Por ejemplo, se pueden
establecer practicas silviculturales para prevenir la erosion de la diversidad genética de la
poblacion y promover el flujo de genes (De la Torre, 2013), para reducir la susceptibilidad a
enfermedades o factores bidticos o abidticos y a cambio ambientales. Los marcadores ayudan a
identificar variantes alélicas Unicas que pueden representar un reservorio de diversidad genética

para la especie en términos de adaptacion local y un amortiguador a futuro (Alfonso-Corrado et



al., 2014); ademas, son importantes en la seleccién y monitoreo de programas de mejoramiento
genético, por lo que es importante generar técnicas de extraccion de ADN gendmico (Teza et al.,
2012).

Existen diferentes tipos de marcadores moleculares que se han utilizado a lo largo de la
historia. Algunos de ellos incluyen a los RFLP’s (Fragmentos de Restriccion Polimdrficos), que
permiten estudiar ampliamente el genoma, tanto en secuencias codificantes y no codificantes, y
detectar con mayor precision cambios genéticos puntuales, pero esta técnica en muy laboriosa,
lenta y cara. Otra técnica son los RAPD’s (Fragmentos polimorficos de ADN Amplificados al
Azar), que utiliza iniciadores aleatorios de 10 pares de bases para la amplificacién del ADN y se
basa en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), son de herencia dominante y puede
detectar regiones de ADN altamente variable. Se utiliza en mapeo genético, identificacion de
razas, variacion genética de poblaciones emparentadas, entre otras. Pero la desventaja es que los
resultados pueden ser variables dependiendo de las condiciones del laboratorio, siendo
inconsistente en los datos; Los AFLP’s (Fragmentos Polimdrficos de ADN Amplificados) son
marcadores dominantes, se encuentran en todo el genoma y pueden identificar fragmentos
ligados a genes de interés comercial. Estos marcadores requieren ADN de alta calidad para el
proceso de amplificacion.; Los microsatélites (SSR) son repeticiones cortas en tandem de 1 a 6
pares de bases de nucledtidos. Son de gran importancia por sus ventajas, como su codominancia,
multialelismo y nivel elevado de heterocigosidad. No requieren mucha cantidad de ADN,
tampoco que sea de buena calidad para su amplificacion. Son utilizados en estudios de diversidad
genética, permiten discriminacion precisa de individuos emparentados (Araya et al., 2005;
Becerra y Paredes, 2000; Gonzalez, 2003).

Se han realizado algunos andlisis moleculares en el género Cedrela, como el estudio de
transferibilidad de 194 marcadores SSR para 4 especies de Cedrela con el objetivo de tener
mayores herramientas de monitoreo genético a consecuencia de la sobre explotacion en bosques
subtropicales en Argentina (Soldati et al., 2014). Gandara et al. (2014) desarrollaron y
caracterizaron marcadores microsatelites para C. fissilis, considerada en peligro de extincion por
fragmentacion de bosques. Todos los marcadores fueron polimdrficos presentando una moderada
diversidad genética y diferenciacion genética significativamente alta en las poblaciones. Cavers

et al. (2003a) realizaron una combinacion de marcadores AFLP y de cloroplasto, que permitio



evaluar el nivel y distribucién de diversidad genética de C. odorata en Costa Rica e identificar
poblaciones con dos ecotipos (humedo-seco) en funcion de las preferencias de habitat. Las
poblaciones de ecotipos secos presentaron nivel mayor de diversidad; la diversidad a nivel de
cloroplasto presenté una profunda diferenciacion. Cavers et al. (2003b) interpretaron la historia
de colonizacion de C. odorata en Mesoamérica a través del genoma del cloroplasto (cpDNA),
con muestras de 29 poblaciones de seis paises, concluyendo que los marcadores tipo cpDNA son
Optimos para el estudio de los patrones historicos de dispersién y colonizacion, ademas de
encontrar patrones de fragmentacion después de la ultima glaciacion, por lo que se infirid la
estructura filogeografica de la especie en Mesoamérica. Cavers et al. (2013) realizaron otro
estudio filogenético de Cedrela en el Neotrépico, con ayuda del espaciador transcrito interno
(ITS) de las regiones 18S y 26S flanqueantes, ademas de utilizar microsatelites nucleares y de
cloroplasto. Encontrando con ayuda de los ITS cuatro especies morfoldgicamente cripticas dentro
de C. odorata. Con los microsatélites se observo un flujo limitado de genes, ocasionado por
barrera de mar y montafias. Soldati et al. (2013), analizaron con marcadores SSR y AFLP los
patrones de distribucion de la diversidad de C. odorata, encontrando mayor diversidad en los loci
SSR que en AFLP, pero con los dos tipos de marcadores se concluyé que no hay diferenciacion
genética por un flujo de genes debido al tamafio limitado de su distribucion, pero fue posible
identificar cuatro poblaciones prioritarias para conservacion. Mariscal (2014) analizo la
variabilidad molecular en individuos de C. odorata utilizados en ensayos de progenie,
procedentes de Veracruz, Oaxaca, Tabasco, Campeche y el sur de Chiapas, utilizando cinco
marcadores SSR, de los cuales sélo tres fueron polimorficos; en ese estudio se encontrd cierto
grado de endogamia y un moderado grado de diferenciacion geneética, con una diversidad
genética baja. Aguirre (2017) analiz6 patrones de distribucion y estructura genética de C. odorata
en poblaciones de Colombia con SSR, obteniendo una diferenciacion genética baja, debido al
sistemas de polinizacion de la especie, aunque present0 alta diversidad genética, por lo que
recomendd estrategias de manejo para mantenerla. Lesher-Gordillo et al. (2018) analizaron la
diversidad genética de C. odorata con diez marcadores SSR en el estado de Tabasco, obteniendo
alta diferenciacion pero baja diversidad genética dentro de poblaciones, lo que indica una mayor
erosion genética en la actualidad. Paredes et al. (2019) evaluaron las diferencias genéticas de C.

odorata en sitios de Bolivia con ocho marcadores SSR, encontrando alta diversidad genética,



pero los indices de fijacion fueron positivos, sugiriendo un efecto de endogamia; los resultados
mostraron estructura genética, pero no coincidieron con los subgrupos que se distinguieron en el

muestreo.

De la Torre (2013) evalu6 la diferenciacion genética dentro y entre poblaciones del
neotropico con marcadores AFLP, encontrando altos niveles de diversidad genética, con
diferencias genéticas debido al aislamiento por distancia geogréfica. Kremer et al. (2005) analiz
la diversidad genética con AFLP en especies tropicales, entre ellas Cedrela odorata L., en
funcion de la frecuencia de homocigotos nulos e indice de fijacion. Navarro et al. (2002)
evaluaron la diversidad genética y diferenciacion con marcadores RAPD Yy rasgos cuantitativos
en poblaciones de varios paises de Mesoamérica, presentando una correlacion positiva entre
ellos, por lo que el grado de divergencia en los marcadores moleculares se puede usar para
predecir el grado de diferenciacion poblacional en rasgos cuantitativos. Tijerino-Lopez (2008)
determiné la variabilidad genética de cinco poblaciones utilizando la técnica RAPD en
Nicaragua, encontrando mayor diversidad genética dentro de poblaciones que entre poblaciones.
También se han realizado estudios de mejoramiento genético, como la construccion de vectores
para la trasformacion de cloroplastos que permitan en un futuro la introduccion de genes que den
resistencia al insecto barrenador de brotes Hypsipyla grandella Zeller. El vector de
transformacion plasmidica para cedro tiene como secuencia flanqueante de recombinacion la
region 16S-trnl y trnA-23S (Apolinar, 2011).

Como parte de la contribucion al estudio de la diversidad y estructura genética en la
especie, en el presente estudio se evaluaron y seleccionaron los marcadores microsatelites
polimorficos para el andlisis molecular de Cedrela odorata L. Se estimaron las frecuencias
alélicas y diferenciacion genética en grupos de arboles superiores y no superiores de Cedrela
odorata en dos regiones del estado de Chiapas con el objetivo de evaluar el efecto de la seleccién
de arboles con fines de mejoramiento genético sobre la diversidad genética, con respecto al grupo
de éarboles no seleccionados. Ademas, se evalud la diversidad y estructura genética de

poblaciones naturales de Cedrela odorata en tres regiones del estado de Chiapas.



CAPITULO I1. ANALISIS DE FRECUENCIAS ALELICAS EN GRUPOS DE ARBOLES
SUPERIORES Y NO SUPERIORES DE Cedrela odorata L. MEDIANTE
MICROSATELITES

RESUMEN

El cambio de uso de suelo y la seleccion disgenica han ocasionado una degradacién forestal y
fragmentacion de habitat, produciendo una pérdida de diversidad genética forestal y disminucién
del vigor de individuos, afectando negativamente la supervivencia, crecimiento y reproduccion.
En este estudio se evalud la riqueza alélica en grupos de arboles de Cedrela odorata L.
fenotipicamente superiores, en comparacion con arboles no superiores en el norte y sur de
Chiapas. Para determinar la riqueza alélica se emplearon ocho marcadores microsatélites
especificos para cedro. EI numero total de alelos fue 48, con tres alelos privados para el grupo de
arboles superiores en la region norte. La frecuencia de los 10 alelos mas comunes (> 0.4) vario de
0.471 a 0.958, el mayor numero de ellos en los grupos de arboles no superiores. La diversidad
genética en ambos grupos de arboles fue similar, aunque existen diferencias entre regiones
[arboles superiores He = 0.718 (norte) y 0.569 (sur) en comparacion con los no superiores He =
0.674 (norte) y 0.553 (sur)]. Los grupos presentaron valores positivos en los indices de fijacion
(Fis = 0.359 y Fit = 0.418), sugiriendo un efecto de endogamia y deficiencia de heterocigotos. El
valor promedio de Fst de 0.091 sugiere que existe diferenciacion genética moderada entre los
grupos de arboles superiores y los no superiores de las diferentes regiones. El anélisis bayesiano
identificd tres grupos genéticos de acuerdo a las frecuencias alélicas de los arboles. EI Analisis de
Coordenadas Principales (PCoA) y el dendrograma identificaron dos grupos genéticos, separando
las poblaciones de la region norte y sur. Los parametros de diversidad calculados sugieren que no
hay reduccion de la diversidad genética al realizar la seleccién de arboles superiores, al menos

para los marcadores utilizados.



INTRODUCCION

La seleccion y cambio de uso de suelo por actividades antropogénicas, como lo son el
establecimiento de cultivo agricolas, ganaderia extensiva, deforestacion excesiva y seleccion
disgénica, han ocasionado una degradacion forestal y fragmentacion de hébitat (Aravanopoulos,
2018; Cayuela, 2006; Covaleda et al., 2016). Lo anterior ha llevado a una reduccién del tamafio
efectivo de poblaciones, menor riqueza alélica, aumento en el aislamiento de las poblaciones y
depresion endogamica (Cavers et al., 2003; Lesher-Gordillo et al., 2018). Estos factores afectan
negativamente el vigor de los individuos y poblaciones, reflejado en una menor supervivencia,
crecimiento y reproducciéon (Gurrutxaga y Lozano, 2006; Picd y Quintana-Ascencio, 2005),
propiciando graves problemas de adaptacion de especies forestales por su largo ciclo de vida, en
comparacion con otras plantas (Eguiarte et al., 2013). La sobreexplotacion de las especies
siempre va dirigida a las de mayor demanda y valor econémico, incluso con la tala ilegal de la
madera (Caballero, 2010 y Ramirez-Garcia et al., 2008). Igualmente, la tala va dirigida a arboles
fenotipicamente superiores, quedando los arboles con caracteristicas inferiores, lo que genera

erosion genética por la seleccion disgénica en las especies.

Cedrela odorata L, conocida comunmente como cedro rojo, tiene una demanda alta en la
industria mexicana por su apreciada madera, que es utilizada para la fabricacion de varios
articulos de alto valor, aunque su uso mas importante es para la fabricacion de chapa y madera
terciada (Galan et al., 2008). Actualmente, por la sobreexplotacién de sus poblaciones naturales,
se encuentra con proteccion especial bajo la NOM-059 (SEMARNAT, 2010) y en la lista roja de

la UICN (2013) como especie vulnerable.

Los proyectos de seleccion de arboles superiores para programas de mejoramiento genético
forestal pretenden generar germoplasma de calidad y en cantidad suficiente, reteniendo la
diversidad genética y el potencial adaptativo al mismo tiempo (Loo, 2004). Ademas, buscan
mejorar la capacidad reproductiva de las principales especies y rescatar genotipos valiosos de
baja frecuencias en los bosques (Gutiérrez, 2003). Aunque existen estas premisas, no hay
estudios que evallen los niveles de diversidad genética de arboles seleccionados fenotipicamente
superiores en campo contra arboles no superiores o bien descartados por tener caracteristicas

fenotipicas no adecuadas a la industria de la madera.



Los marcadores moleculares son una alternativa para evaluar diversidad genética y plantear
estrategias de aprovechamiento y conservacion de poblaciones, especies y recursos genéticos
(Becerra y Paredes, 2000; Oliveira et al., 2006). Uno de los marcadores empleados cominmente
para este tipo de analisis, son los microsatélites (SSR, por sus siglas en inglés, Simple Sequence
Repeats). Los microsatélites presentan ventajas sobre otros sistemas, como su codominancia,
multialelismo y su alta deteccion de heterocigosidad en varias especies, ademas de que no
requieren una cantidad elevada de ADN de alta calidad (pureza), como otros marcadores. Su alto
nivel de polimorfismos permite una discriminacion precisa entre individuos emparentados. Sus
principales desventajas son que requieren de largo tiempo para su desarrollo y de un presupuesto
alto para su disefio, ademas de que son especificos a la especie (Becerra y Paredes, 2000;
Gonzalez, 2003). Este tipo de marcadores ha sido ampliamente empleado en estudios de
diversidad genética (Soldati et al., 2013), flujo de genes entre poblaciones (Cavers et al., 2013),
cartografia de caracteristicas cuantitativas (Becerra y Paredes, 2000) y seguimiento de especies

en peligro de extincion (Gandara et al., 2014).

El estado de Chiapas ha sufrido una considerable pérdida de héabitat forestal (Covaleda et
al., 2016). Aunque se han iniciado proyectos de mejoramiento genético con el propoésito de
apoyar los programas de reforestacion y restauracion ecologica, se desconoce el efecto de la
seleccion fenotipica en la base genética de las especies de mayor valor para estos programas,
como el cedro rojo. El objetivo del estudio fue evaluar el estatus de las frecuencias alélicas de
arboles seleccionados fenotipicamente superiores para ensayos de procedencias, en comparacion
con los valores presentes en arboles no superiores (por sus defectos de forma o mal crecimiento),

en dos regiones del estado de Chiapas que estan aisladas entre si.



MATERIALES Y METODOS

Recolecta de material vegetal

La recolecta del material vegetal se realizé en 2017, en 61 arboles en dos grupos de arboles
y en dos regiones en el estado de Chiapas; 34 de ellos fueron superiores (AS), de los cuales 17
son de la parte norte y 17 de la parte sur del estado, y 27 arboles no superiores para mejoramiento
genético (AnS), de los cuales 10 son del norte y 17 del sur (Cuadro 1, Figura 1). Las
caracteristicas usadas como criterios de seleccion en los arboles superiores fueron rectitud del
fuste, tamafio (vigor), no bifurcaciones, fuste cilindrico, ramas (pocas y delgadas), y ausencia de

plagas.

Cuadro 1. Numero de arboles y localizacion geografica de los cuatro grupos de Cedrela odorata

L. muestreados en el estado de Chiapas.

Poblacion Arboles  Altitud Latitud N Longitud O
AS? 17 48 17° 38" 43.46" 92° 10" 29.53"
Norte
AnS 10 221 17° 22" 19.21" 91°48' 12.87"
S AS 17 33 15° 42" 37.08" 93°16' 42.71"
ur
ANS 17 23 15° 03" 54.54" 92° 31' 28.29"

LAS=arboles superiores; AnS= arboles no superiores. Datos del punto central.

Para obtener el ADN se recolectaron foliolos de hojas jovenes. Las muestras se
mantuvieron en fresco, con sus respectivas etiquetas y fueron enviadas al Laboratorio de ADN y
Genomica, en el Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del INIFAP, en Tepatitlan,
Jalisco y almacenadas a -80 °C. Posteriormente se liofilizaron con una presion de vacio de 0.35
Bar y una temperatura de -85 °C durante una semana. Una vez liofilizado el tejido foliar, se
pulverizé empleando el equipo Tissue Lyser Il (Qiagen, Hilden, Germany), y posteriormente se

extrajo el ADN gendmico total.
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Extraccion de ADN

La extraccion de ADN para Cedrela odorata L. se llevé a cabo por el método de Saghai-
Maroof et al. (1984) con la adicion del 1% de PVP (Polivinilpirrolidona) para la obtencion de
ADN genomico de alto peso molecular. El procedimiento de extraccion se describe a
continuacion: se agregaron 1000 pl del buffer de extraccién (Cuadro 2) previamente calentado
(65 °C) a los tubos con el tejido liofilizado, se realizé inversion manual de 5 minutos hasta tener
una mezcla homogénea de las muestras. Estas se colocaron en un horno a 65 °C en agitacion

constante por 45 minutos.

Transcurrido ese tiempo, las muestras se retiraron del horno y se dejaron enfriar durante 5
minutos aproximadamente a temperatura ambiente (TA). Se adicionaron 500 pl de
cloroformo/isoamil alcohol (24:1) moviendo suavemente los tubos por inversion durante 10 min
a TA. Luego, se colocaron los tubos en agitador por 10 min a TA y después inmediatamente en

una centrifuga por 10 min a 14000 rpm a TA.

La fase superior acuosa dentro del tubo se decant6 en un tubo nuevo de 2 mL y se repitio el
mismo procedimiento de lavado. Después de la segunda centrifugacion, la fase superior fue
transferida a un tubo nuevo de 1.5 mL que contenia 30 pl de RNasa (10 mg/mL) por medio de
una pipeta, teniendo especial cuidado de no absorber la interfase. Nuevamente las muestras se

mezclaron por inversion diez veces y se dejaron incubar por 30 minutos a 37 °C.

Para la precipitacion del ADN, pasado 30 min se agregé 800 pl de Isopropanol (-20 °C) a
todas las muestras, se taparon herméticamente y se realizo la inversion manual diez veces a cada
tubo (formacion de la hebra de ADN), después se centrifugaron por 10 min a 4500 rpm a TA. Se
decanto6 el Isopropanol, quedando solamente la pastilla en los tubos. Luego, se realizaron dos
lavados, el primero con 1000 pul de etanol al 75 % durante 5 min, desprendiendo la pastilla del
fondo del tubo para hacer mas eficiente el lavado, posteriormente se centrifugé a 4500 rpm por
10 min y se decant6 el etanol; el segundo lavado se realizo agregando 1000 pl de etanol absoluto
con el mismo procedimiento. Se dejé secar la pastilla de ADN hasta la evaporacién del etanol.
Finalmente, se resuspendio la pastilla en 100 ul de TE (1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M EDTA pH
8.0).
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Cuantificacion, pureza e integridad del ADN

La concentracion y pureza de las muestras de ADN se determinaron por espectrofotometria
(NanoDrop, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), con longitudes de onda de 260/280 nm.
La integridad del ADN se evaluo en geles de agarosa al 1% y se compar0 el patron de migracion
de las bandas con marcador lambda sin cortar (PROMEGA, Madison, WI, USA). Finalmente, la
funcionalidad de las muestras de ADN fue evaluada por medio de la amplificacién del marcador
molecular RbcL (gen de la subunidad grande de la ribulosa difosfato carboxilasa) que se
encuentra en las plantas como fijador de carbono en la fotosintesis de las plantas (Mufioz-Muga
et al., 2018).

Cuadro 2. Buffer de extraccion de ADN con el protocolo Saghai-Maroof et al. (1984).

Concentracion Inicial Concentracion Final 1 RXN
ddH20 650 ul

1M Tris-HCL 7.5 100 Mm 100 pl

5 M NaCl 700 Mm 140 pl
0.5MEDTA-8.0 50 mM 100 pl
CTAB2 1% 10 mg

14 M BME 140 mm 10 ul

PVP 1% 10 mg
Vol. final 1000 pl

Tris-HCI (Hidroximetil amino metano con acido clorhidrico), NaCl (Cloruro de sodio), EDTA (Acido
etilendiaminotetraacético), CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de amonio), BME (B-mercaptoetanol),
PVP (Polivinilpirrolidona) y dH20 (agua).

Para la primera evaluacion se utiliz6 el espectrofotémetro NanoDrop 2000® Thermo
Scientific, el cual permiti6 obtener a partir de 1 pl de muestra de ADN (ng/pl) la calidad por
medio del rango de absorbancia A260/280. Se tom6 como buena calidad los valores resultantes
de A260/280 entre 1.8 a 2.0, para tener la certeza de que no quedaron restos celulares o residuos
de soluciones empleadas en la extraccion. De acuerdo a cada concentracion por muestra se

ajustaron a una concentracion de 10 ng/ul y se conservaron a una temperatura de 4°C.
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En la segunda evaluacion la cantidad e integridad del ADN se verifico visualmente
mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con la solucion GelRed™ 0.001X,
donde se carg6 por pozo una muestra 5 pl de ADN genoémico y 3 pl de SGB (Sample Gel Buffer)
el cual se corrié en un buffer TBE (Solucion de trizma base, acido bdrico y EDTA) 1X por 50
minutos a 70 volts, con una referencia de marcador lambda sin cortar (PROMEGA, Madison,

WI, USA) y se visualizo6 con luz ultravioleta en un fotodocumentador.

Para comprobar la ausencia de los contaminantes y medir el rendimiento del ADN se
utilizo la técnica de PCR. Esta se desarrolla en tres pasos principales: desnaturalizacion, es la
etapa donde la doble cadena de ADN es calentada y separada a una temperatura de 95 °C durante
20 a 30 segundos, estas serviran como templado para la siguiente etapa; Hibridacion, en la cual
los primers se alinean al extremo 3’ del templado, el cual fue separado inicialmente e hibridan
con su secuencia complementaria, es importante que la temperatura de alineamiento (Tm) sea la
indicada para evitar dimeros, dando especificidad y complejo eficiente; generalmente se
encuentra entre 50 a 60 °C. Finalmente, la extensién, en la cual la Taq polimerasa actia en el
templado-primer y comienza la funcién catalitica agregando dNTP's a una gran velocidad para
generar la nueva cadena complementaria de ADN; la temperatura 6ptima para la reaccion es a 72
°C para que la enzima sea funcional. La PCR inicia normalmente de 30 a 35 ciclos para aumentar

el numero de copias de la secuencia de ADN blanco (Tamay et al., 2013).

La reaccion se realizo en un volumen final de 5 pul, con 2X de Taq polimerasa (RedTag®
ReadyMixTM PCR Reaction Mix, SIGMA-ALDRICH), 10 uM de cada iniciador y 20 ng de
DNA y H.O bidestilada, hasta alcanzar el volumen final. Las condiciones de amplificacion
fueron: un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 40 segundos, un paso de alineamiento a 55 °C durante 40
segundos y un paso de extension a 72 °C durante un minuto, para terminar con un paso de
extension final a 72 °C por 10 minutos. El producto se visualizd por medio de electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 1%, con marcador (PROMEGA, Madison, WI, USA) de peso
molecular de 100 bp.
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Criba (Seleccion de marcadores SSR)

Para la seleccion de los marcadores microsatelites se realizo una criba con 9 marcadores
generados para Cedrela odorata (Hernandez et al., 2008) y 10 marcadores generados para
Swietenia macrophylla King (Lemes et al., 2002), con el objetivo de visualizar su adaptacion y
polimorfismo en las muestras de cedro (Cuadro 3). Se utilizaron solo seis muestras de ADN para

los 19 marcadores, por causas de tiempo y de reactivos.

La reaccion de la PCR para los 19 marcadores se realizo en un volumen final de 10 pL, con
una concentracion final de 0.8X de Taq polimerasa (RedTag® ReadyMixTM PCR Reaction Mix,
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA), 0.4 uM de cada iniciador (Forward y Reverse)
(SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA), 20 ng de DNA y H20 bidestilada, hasta alcanzar el
volumen final. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: un paso inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
durante 40 s, un paso de alineamiento a la temperatura 55 °C durante 40 s y un paso de extension

a 72 °C durante 40 s, seguido de un paso de extension final a 72 °C por 5 minutos.

El producto se visualizé por medio de electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2 % a
una alimentacién de energia de 100 V por 40 minutos y por electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida 8 %, a un voltaje constante 250 V durante 2 h. Cada pocillo fue cargado con 3 pL.
de producto y se utilizé un marcador de peso molecular de 20 y 100 bp (PROMEGA, Madison,
WI, USA). Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata, de acuerdo con la metodologia
reportada por Sanguinetti et al. (1994). Las imagenes de los geles fueron visualizadas y
documentadas con el fotodocumentador KODAK Gel Logic 112 (Kodak, Rochester, NY, USA).

Se evaluaron gradientes de temperatura de alineamiento (Tm) de 50 a 62 °C para cuatro
marcadores no amplificados, con dos muestras por marcador y por Tm. En la preparacion de la
reaccion para la PCR se modifico la concentracion final de Cloruro de magnesio (MgCl2) a 2.5
mM con la finalidad de ayudar a la Taq polimerasa a pegar los dinucleotidos con mas eficiencia
en la PCR. El volumen final se llevo a 10 pL, con 2X de Taq polimerasa (RedTaq®
ReadyMixTM PCR Reaction Mix, SIGMA-ALDRICH), 10 uM de cada iniciador (Forward y
Reverse), 50 mM de MgClI2 y 20 ng de ADN y H>O bidestilada, hasta alcanzar el volumen final.
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El producto (3 pL) se cargd y visualizo en gel de agarosa al 3.5 %, con una alimentacion de

energia de 80 VOLTS por 1.50 h con una referencia de marcador de 100 bp.

Se realiz6 una PCR con Tm de 48°C y una a 50°C para los 10 marcadores de S.
macrophylla para observar cuél era la mejor Tm para la amplificacién del producto, ademas se
aumento la concentracion final de Cloruro de magnesio (MgCl2) a 3.5 mM.

Finalmente se seleccionaron ocho marcadores SSR de los 19, con base en su polimorfismo,
facilidad de amplificacién y lectura de los amplicones. Se determinaron los tamafios de los
fragmentos, se realiz6 una matriz de base de datos codominantes en un archivo de Excel

Microsoft Office.
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Cuadro 3. Marcadores SSR empleados en la criba genética del analisis de diversidad genética de
Cedrela odorata L. en Chiapas.

Tamarno
L ocUs _ esperado m Nl’Jm(_e,ro de
SSR Motivo Secuencias de marcadores (5'-3 ) del C) accesion de
producto GenBank
(bp)
Ced02 (GA)20 FTTTGCTTTGAGAAACCTTGT 130-170 55 EF413962
R:AACTTTCGAATTGGTTAAGG
Ced18 (GA)23 F:CAAAGACCAAGATTTGATGC 130-150 52 EF413963
R:ACTATGGGTGGCACAACTAC
Ced4l (TC)18 F-TCATTCTTGGATCCTGCTAT 120-160 52 EF413964
R:GTGGGAAAGATTGTGAAGAA
Ced44 (TG)14(AG)17 F:ACTCCATTAACTGCCATGAA 180-240 55 EF413965
R:ATTTTCATTCCCTTTTAGCC
Ced54 G(S%?C)Slj)(SA C) F:GATCTCACCCACTTGAAAAA 120-160 55 EF413966
R:GCTCATATTTGAGAGGCATT
Ced6la (TG)10 F.CAATCAAACCAAAAATGGAT 240-270 55 EF413967

R:GCAAATTAACCAGAAAAACG
Ceds5 (GA)7(CA)14 F:GAGTGAGAAGAAGAATCGTGATAGC 160-200 55 EF413968
R:GAGGTTCGATCAGGTCTTGG

Ced95 (CT)17(AC)13 F:ATTTTCATTCCCTTTTAGCC 190-250 55 EF413969
R:TTATCATCTCCCTCACTCCA

Ced131 (CT)16 F:CTCGTAATAATCCCATTCCA 80-120 55 EF413970
R:GGAGATATTTTTGGGGTTTT

sm0l  (AG) 19 F:GCGCGATTGATTGACTTC 261295 48 AF428115
R:GCGCTTAGCATTATTCTCC

sm22  (AG) 18 F:-TCTGCTACAGAGCTGGATGC 119-161 50 AF428116
R:GTATGCTCGAAGAAGTCGTTG

sm31  (AG)31 F:.CTTCTAATGTTCTGATGCCTG 80-138 48 AF428117
R:AGCAACTCGTGAGGAATTTAC

sm32  (AG) 20 F:CACCTTATGTACACACACACAG 146-184 50 AF428118
R:GAAGGAGACACCAGCAATC

sm34  (AG) 19 F:GCACTCAAGGTACACTATGAT 40-96 48 AF428119
R:TACGTGTGAATGCGTCTAT

sm40  (AG) 19 F:-TGCTACTGTCAAGAGTGTAT 120-146 50 AF428120
R:GACAAACATGTACCACAAG

sm45  (AG) 21 F:CCTTATGTTCACCACACAGTA 140-178 50 AF428121
R:GAGACACCAGCAATCCAG

sm46  (AG) 20 F:GCAGTACTCGCCTATCTTCA 190226 48 AF428122
R:TGAGAACTGCAGAATCCTTT

sm47  (AG) 24 F:GCCATTGGTCTCAATCTTAC 114-150 48 AF428123
R:GGAAGAGTCTTAGAACACAG 16

sm51  (AG) 22 F:GCAATTTCCAGAAGAAACC 138-182 50 AF428124

R:CTGTAGGCGATAACAATCAG
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Figura 1. Puntos de recoleccién de las 61 muestras de Cedrela odorata L. del estado de Chiapas; a) Grupos del norte (27 arboles), con

17 arboles superiores (tridngulos rojos) y 10 no superiores (tridngulos azules); b) grupos del sur (34 arboles): 17 arboles

superiores (triangulos rojos) y 17 no superiores (triangulos azules).
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Analisis molecular

Los parametros de diversidad genética calculados fueron porcentaje de loci polimdrficos
(%P), namero promedio de alelos por locus (Na), numero efectivo de alelos (Ne),
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) y los indices de Wright (1951).
Ademas, se realizd un andlisis de coordenadas principales (PCoA) para los cuatro grupos
evaluados, con el proposito de observar la distribucion de los arboles de cada grupo de acuerdo
con las distancias genéticas de Nei. Todos los andlisis fueron realizados con el software GenAlEx
6.5 (Peakall y Smouse 2012).

Para determinar la variacidn genética existente dentro y entre regiones y a nivel de grupos
AS y AnS, se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) con el programa Arlequin ver.
3.5 (Escoffier y Lischer, 2010). Con la matriz de distancias genéticas de los cuatro grupos, se
gener6 un dendrograma (Nei, 1972) por el método de neighbor-joining, en el programa MEGA
5.2 (Tamura et al., 2011).

La estructura genética de los cuatro grupos se determind con el software STRUCTURE
2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Se utiliz6 un enfoque sistemético de agrupamiento bayesiano de los
arboles, aplicando el método de Cadena de Marcov Monte Carlo (MCMC). El proceso MCMC se
inicid asignando aleatoriamente arboles a un nimero determinado de grupos K = 1 hasta K = 9.
Los arboles se fueron asignando a cada grupo genético, con base en las estimaciones de
frecuencia. Para este proceso se realizaron 10 réplicas independientes, cada una con 200,000
pasos de MCMC, tras analizarlos 100,000 veces, presentando un modelo de ancestria de mezcla
(asumiendo que los arboles pueden tener un origen mixto) y frecuencias alélicas correlacionadas.
El valor mas probable de K fue determinado usando el método de Evanno et al. (2005) con el
programa STRUCTURE HARVESTER en linea (http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/).
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RESULTADOS

Calidad de ADN
La calidad y concentracion de los individuos de C. odorata fueron verificadas para seguir

con el andlisis molecular. Las concentraciones variaron desde 40 ng/ pl hasta 1000 ng/ ul. Los
resultados de calidad de ADN no fueron buenos en todas las muestras con relacion a los
indicadores de absorbancia 260/280. La verificacion de ADN se realizd en electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1 % mostrando bandas discretas, en algunos casos con arrastre de
contaminantes (Figura 2), por lo que se llevo a cabo el anélisis de funcionalidad de ADN con una
PCR del gen RBCL para corroborar que el ADN no tuviera inhibidores por fenoles y lograra su

amplificacion (Figura 3).
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Figura 2. Verificacion de la integridad del ADN extraido de muestras de individuos de Cedrela
odorata L. del estado de Chiapas, mediante electroforesis en gel de agarosa 1 %. Los
carriles indicados con nimeros contienen 10 ng de ADN en cada muestra 'y 100 ng de
Lambda sin cortar (PROMEGA, Madison, WI, USA), en el carril de referencia

indicado A.
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Figura 3. Funcionalidad del ADN extraido de muestras de individuos de Cedrela odorata L. del
estado de Chiapas, mediante PCR con el gen RbcL vy visualizado en electroforesis en
gel de agarosa 2 %. Los carriles indicados con niimeros contienen 3 ul de producto
para cada muestra, en el primer carril 5 pl del marcador (PROMEGA, Madison, WI,
USA) de peso molecular de 100 bp.

Criba genética

Para hacer la seleccion de marcadores polimorficos que serian empleados en el estudio de
diversidad, se realizé una criba inicial en geles de agarosa al 2 % (Figura 4) y acrilamida al 8 %
(Figura 5) con 6 muestras tomadas al azar en 9 pares de marcadores desarrollados por Hernandez
et al. (2008) y 10 por Lemes et al. (2002). Después se realizaron gradientes de Tm para los
primers no amplificados y se visualizaron en geles de agarosa al 3 % y geles de acrilamida al 8
%. Algunos marcadores amplificaron y otros no. Los geles de acrilamida discriminaron mejor la

separacién de las bandas de ADN, en comparacion con los de agarosa.
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Figura 4. Criba genética inicial para la seleccion de cebadores en el analisis de diversidad en
arboles de Cedrela odorata L. del estado de Chiapas, en geles de agarosa 2 %. En el
primer carril se encuentra el marcador de 100 pb (PROMEGA, Madison, WI, USA) y
en los siguientes seis carriles, el producto de PCR de cada muestra, indicada con el
numero del individuo muestreado. Los colores corresponden a un lugar de recolecta de
la muestra.
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Figura 5. Criba genética inicial para la seleccion de cebadores en el analisis de diversidad en
arboles de Cedrela odorata L. del estado de Chiapas en geles de agarosa 2 %. En el
primer carril se encuentra el marcador de 100 pb (PROMEGA, Madison, WI, USA) y
en los siguientes seis carriles, el producto de PCR de cada muestra, indicada con el
namero del individuo muestreado.
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Los marcadores seleccionados por su polimorfismo y con base en los resultados de
estandarizacion fueron Ced02, Ced44, Ced54, Ced6la, Ced65, Ced131, Sm40 y Sm51. La
temperatura de alineamiento en la PCR fue diferente en cada marcador (Cuadro 4). El resto de
los marcadores mostraron un patron de bandas monomérficas o no presentaron amplificacion

para los individuos analizados; por lo tanto, fueron descartados del estudio.

Diversidad genética

Los cuatro grupos presentaron 100 % de polimorfismo; el nimero de alelos por locus (Na)
para los grupos AS del norte y sur fue de 5.375 y 4.750, y para los grupos AnS del norte y sur fue
4.625 y 3.500, respectivamente. EI numero efectivo de alelos (Ne) para los AS del norte y sur fue
de 3.856 y 2.674, mientras que para los AnS del norte y sur fue 3.456 y 2.464. La heterocigosidad
observada (Ho) fue de 0.495 y 0.383 para los grupos de AS del norte y sur, y para los grupos AnS
del norte y sur fue 0.400 y 0.340, respectivamente. El valor promedio de la heterocigosidad
esperada (He) fue de 0.629. Los AS del norte y sur presentaron valores de 0.718 y 0.569,

mientras que los AnS del norte y sur tuvieron valores de 0.674 y 0.553 (Cuadro 5).

El mayor nimero de alelos privados (NP) se presenté en el grupo AS del norte (3), mientras
que el grupo AS del sur no presentd N (Cuadro 6). EI NP entre arboles superiores (ambas
regiones) y los no superiores (ambas regiones) fue igual (3). De los 10 alelos con mayor
frecuencia (> 40%), cinco alelos se detectaron en el grupo AnS del sur, dos en AS del norte y dos
del sur, mientras que el grupo AnS del norte Unicamente presentd un alelo con mayor frecuencia
con respecto a las demés (Figura 6). Las frecuencias alélicas de todos los alelos en cada locus

fueron diferentes en cada grupo de arboles (Figura 7).
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Cuadro 4. Caracteristicas de los marcadores SSR seleccionados para andlisis de frecuencias alélicas de 61 individuos de Cedrela

odorata L. en el estado de Chiapas.

Marcador? Secuencia de cebadores Alelos Tamafo Ta?“aﬁo Tm’
observados esperado (pb?) obtenido (pb)  (°C)
Ced02 F.TTTGCTTTGAGAAACCTTGT 10 130-170 136-162 55
R:AACTTTCGAATTGGTTAAGG
Ced44  F.:ACTCCATTAACTGCCATGAA 8 180-240 180-210 55
R:ATTTTCATTCCCTTTTAGCC
Ced54  F:GATCTCACCCACTTGAAAAA 6 120-160 180-210 55
R:GCTCATATTTGAGAGGCATT
Ced131 F:.CTCGTAATAATCCCATTCCA 6 80-120 176-200 55
R:GGAGATATTTTTGGGGTTTT
Ced6la F:CAATCAAACCAAAAATGGAT 5 240-270 180-220 55
R:GCAAATTAACCAGAAAAACG
Ced65 F.:GAGTGAGAAGAAGAATCGTGATAGC 5 160-200 250-270 55
R:GAGGTTCGATCAGGTCTTGG
Sm51  F:GCAATTTCCAGAAGAAACC 4 138-182 140-144 50
R:CTGTAGGCGATAACAATCAG
Sm40  FTGCTACTGTCAAGAGTGTAT 3 120-146 80-110 48

R:GACAAACATGTACCACAAG
1Ced: marcadores especificos para Cedrela odorata (Hernandez et al., 2008). Sm: marcadores especificos para Swietenia

macrophylla (Lemes et al., 2002); 2pb: pares.
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Cuadro 5. Parametros de diversidad genética en cuatro grupos de arboles de Cedrela odorata L.

del estado de Chiapas.

Region grupos N %P Na Ne Ho He NP
Norte AS! 17 100 5375 3856  0.495 0.718 3
AnS 10 100 4625 3459  0.400 0.674 2
AS 17 100 4750 2.674  0.383 0.569 0
Sur AnS 17 100 3.750 2464  0.340 0.553 1
Promedio 100 4625 3113  0.405 0.629
Acervo* 100 6 3.679 0412 0.693

IAS: arboles superiores; AnS: arboles no superiores; N: Namero de arboles; %P: Porcentaje de

polimorfismo; Na: Numero de alelos promedio por locus, Ne: Numero de alelos efectivos, Ho:

Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada, N°: Nimero de alelos privados. * Acervo, se

asume que no existe estructura poblacional y que existe una sola poblacion panmictica.

Cuadro 6. Frecuencias alélicas de alelos privados obtenidos en los cuatro grupos de arboles de

Cedrela odorata L. muestreados en el estado de Chiapas.

Poblacién Locus Alelo (pb) Frecuencia (%)
AS! del norte Ced54 180 0.059
AS del norte Ced131 84 0.029
AS del norte Smb51 122 0.031
AnS del norte Ced02 140 0.100
AnS del norte Ced02 166 0.050
AnS del sur Ced02 136 0.118

IAS: arboles superiores; AnS: arboles no superiores; pb: pares de bases.
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Figura 6. Alelos con mayor frecuencia alélica promedio en cuatro grupos de arboles (AS_N:

estado de Chiapas.

arboles superiores del norte; AnS_N: arboles no superiores del norte; AS_S: arboles

superiores del sur; AnS_S: arboles no superiores del sur) de Cedrela odorata L. del

El nimero total de alelos (Na) detectado con los ocho marcadores fue de 48, con un valor

promedio de seis alelos por locus. EI marcador Ced02 presenté el valor mas alto, con 11 alelos,

mientras que el marcador Sm40 presentd el valor mas bajo, 3 alelos Unicamente. El valor

promedio del indice de fijacion Fis fue de 0.359, el valor de Fi: fue 0.418 y el valor promedio de

diferenciacion genética Fs: fue de 0.091. EI nmero de migrantes (Nm) por generacion inferido a

partir de los datos de los ocho loci analizados fue de 3 (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Estimacion promedio de los indices de fijacion (estadisticos de Wright) y el nimero de

migrantes (Nm) basados en ocho loci polimorficos de Cedrela odorata L. del estado de

Chiapas.

Cebador Na! Fis Fit Fst Nm
Ced02 11 0.492 0.562 0.136 1.587
Ced44 8 0.258 0.344 0.116 1.900
Ced54 6 0.487 0.515 0.055 4.276

Ced131 6 -0.039 0.086 0.121 1.821
Ced6la 5 0.385 0.417 0.051 4.666
Ced65 5 0.151 0.190 0.046 5.191
Sm51 4 0.529 0.576 0.098 2.289
Sm40 3 0.611 0.651 0.103 2.179
Promedio 6 0.359 0.418 0.091 2.989

INa: Numero promedio de alelos por locus; Fis: Coeficiente de endogamia dentro de los
grupos de arboles; Fit: Coeficiente de endogamia total; Fs:: Coeficiente de diferenciacion; Nm:

NUmero de migrantes.
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Figura 7. Frecuencias alélicas de 48 alelos en ocho loci polimorficos en cuatro grupos (AS_N: arboles superiores del norte; AnS_N:

arboles no superiores del norte; AS_S: arboles superiores del sur; AnS_S: arboles no superiores del sur) de Cedrela odorata
L. del estado de Chiapas.
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Estructura genética

Analisis de Coordenadas Principales, Diferenciacion Genética y Varianza Molecular
(AMOVA)

Existe una diferenciacion entre los grupos de arboles de C. odorata al graficar las primeras
dos coordenadas de la matriz de distancias geneticas de Nei, las que explican 80% de la varianza
(Figura 8). El coeficiente de Fst de Wright (1951) indica una diferenciacion entre los grupos. Sélo
en el norte no se presento diferenciacion genética entre los dos grupos fenotipicos de arboles (Fst
=0.033 Cuadro 8). La mayor parte de la variacion se encontré dentro de los grupos, segun el
AMOVA (V = 92.16%) con un coeficiente de diferenciacion Fs=0.106. Entre grupos dentro de

regiones 3.74 %, y entre regiones sélo un 4.10 % de la variacién (Cuadro 9).
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Figura 8. Variabilidad genética de las dos primeras coordenadas de las distancias genéticas en
cuatro grupos de arboles (AS_N: arboles superiores y AnS_N: no superiores del norte;

AS_S: arboles superiores y AnS_S: no superiores del sur) de Cedrela odorata L. del
estado de Chiapas.
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Cuadro 8. Diferenciacion genética entre grupos de arboles de Cedrela odorata L. del estado de

Chiapas.
Grupo de arboles AS N AnS N AS S AnS S
AnS N 0.033 0.000
AS S 0.067 0.063 0.000
AnS_S 0.080 0.078 0.062 0.000

AS_N: arboles superiores del norte; AnS_N: arboles no superiores del norte; AS_S: arboles
superiores del sur; AnS_S: arboles no superiores del sur.

Cuadro 9. Analisis de varianza molecular y estimador de diferenciacion genética de dos grupos

de arboles de Cedrela odorata L. en dos regiones de Chiapas.

Gradosde Sumade Componentes Porcentaje

Factores Libertad cuadrados de varianza de variacion *
Entre regiones 1 15.233 0.148 4.10 0.057
Entre grupos, dentro de regiones 2 12.225 0.128 3.74 0.052
Dentro de grupos 118 275.247 2.333 92.16 0.106
Total 121 302.705 2.609 100.00

Analisis de Distancia Genetica de Nei (1972)
El dendrograma generado a partir de las distancias genéticas de Nei, representadas
graficamente mediante el método neighbor-joining, reflejé un nivel de agrupamiento entre las

regiones, pero no entre los grupos de fenotipos superiores vs. no superiores (Figura 9).

Anélisis de Asignacion de Individuos

El andlisis bayesiano de la asignacién de arboles (asumiendo un modelo de
entrecruzamiento y que los arboles de ambos grupos derivan de un ancestro comdan), mostro que
el nimero mas probable de grupos genéticos es K = 3 (Figura 10). Cada arbol fue asignado a uno
de los grupos geneéticos. La proporcion de color en cada grupo de arboles representa la fraccion
de ancestria con respecto a cada grupo genético (Figura 11). El grupo AS del sur se relaciona con

el grupo uno, con un coeficiente de ancestria 0.506; los grupos AS y AnS del norte se relacionan
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con el grupo dos, con un coeficiente de ancestria de 0.602 y 0.593, y el grupo AnS del sur con el
grupo 3 con 0.768 (Cuadro 10).

AS N

AnS N

AS S

AnS 8

0.14 0.12 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 9. Dendrograma basado en distancias genéticas (Nei, 1972) entre grupos de arboles de
Cedrela odorata L. del estado de Chiapas. (AS_N: arboles superiores del norte;
AnS_N: arboles no superiores del norte; AS_S: arboles superiores del sur; AnS_S:

arboles no superiores del sur).
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Figura 10. Punto de inflexién para asignacion de grupos en K= 3, del analisis de estructura de
arboles de Cedrela odorata L. del estado de Chiapas por el método Evanno et al.

(2005).

Cuadro 10. Coeficientes de ancestria (Q) estimada para los cuatro grupos fenotipicos de arboles

de Cedrela odorata L. del estado de Chiapas.

Grupos Genéticos

Grupo Fenotipico 1 2 3
Arboles superiores 0.371 0.602 0.027
Norte
Arboles no superiores 0.364 0.593 0.043
S Arboles superiores 0.506 0.291 0.203
ur i
Arboles no superiores 0.092 0.14 0.768
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genéticos. a) Grupo genético uno; b) Grupo genético dos; ¢) Grupo genético tres.
Eje X: nimero de arbol y grupo fenotipico al que pertenece; Eje Y: coeficiente de

Figura 11. Asignacion de arboles de Cedrela odorata L. del estado de Chiapas por grupos
coancestria de cada arbol.



DISCUSIONES

Diversidad genética

La riqueza alélica encontrada en los arboles seleccionados fenotipicamente superiores en
bosques naturales de Chiapas es similar a los valores del grupo de arboles no superiores.
Gutiérrez (2003) menciona que, al seleccionar &rboles superiores para un proyecto de
mejoramiento genético, se debe asegurar una base genética amplia y que represente la mayor
variedad genética existente. Aravanopoulos (2018) menciona que, al seleccionar germoplasma
con rasgos cuantitativos importantes economicamente, podrian resultar con una base genética
restringida para las generaciones siguientes, debilitando la adaptacion local. En este estudio se
observo que los valores de diversidad genética promedio para el grupo de arboles superiores son
ligeramente mayores que en los arboles no superiores. Ademas, los grupos de arboles del norte de
Chiapas presentaron valores ligeramente mayores de diversidad genética (He= 0.718 y 0.674),
que los del sur (He=0.569 y 0.553). Estas diferencias de diversidad pueden deberse a la mayor
fragmentacion de habitat que se ha ocasionado en la region sur de Chiapas, por el uso extensivo
de la tierra para ganaderia, agricultura, cultivos como pastizal y palma africana. Ademas, la
degradacion forestal por establecimiento de cafetales o extraccion de madera, en comparacion
con las otras regiones que aun conservan mas de 50 % de su cobertura forestal (Covaleda et al.,
2016). Las poblaciones del norte probablemente tengan mayor oportunidad de flujo de genes con

poblaciones de los estados colindantes.

Estudios comparativos de valores de diversidad genética en poblaciones naturales con
manejo y sin manejo de Pinus brutia Ten., empleando marcadores RAPDs, detectaron un
incremento en la homocigosidad (6%) respecto a las poblaciones naturales, concluyendo que este
incremento fue el resultado de un efecto de endogamia (Lise et al., 2007). White et al. (1999) al
evaluar la variacion genética en poblaciones fragmentadas de Swietenia humilis Zucc., en
comparacion con otra poblacién de mayor tamafio (control) en Honduras, encontraron mayor
numero de alelos en la poblacion control, asi como una relacion entre la perdida de alelos de baja

frecuencia y el tamafio de las poblaciones fragmentadas.

Siete de los diez alelos mas comunes se encontraron en mayor frecuencia en los grupos de

arboles no superiores, cinco en el sur y dos en el norte, lo cual puede tener un impacto negativo a
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largo plazo en los grupos de arboles superiores, en la herencia de estos alelos hacia generaciones
subsecuentes por perdida de diversidad genética (Aravanopoulos, 2018). A largo plazo, las
frecuencias alélicas en los arboles superiores deben monitorearse, para saber el efecto de la
seleccidn inicial en los niveles de riqueza alélica. Las diferencias de frecuencias alélicas entre
arboles superiores y no superiores pueden deberse al balance entre la deriva genética que se ha

provocado al seleccionar y el flujo genético entre los arboles (Eguiarte et al., 2013).

El valor promedio de diversidad en el presente estudio fue de He= 0.629, valor superior al
registrado por Lesher-Gordillo et al. (2018) en poblaciones naturales del estado de Tabasco,
México, con una He de 0.261 utilizando 9 marcadores microsatélites. Paredes et al. (2019)
evalud las diferencias genéticas de C. odorata en sitios de Bolivia con ocho marcadores SSR y
encontrd alta diversidad genética (He= 0.83 a 0.89), pero indices de fijacion positivos, sugiriendo
un efecto de endogamia. Soldati et al. (2013) al analizar con marcadores SSR y AFLP los
patrones de distribucion de la diversidad de C. odorata, encontraron mayor diversidad en los loci
SSR que en AFLP, pero con los dos tipos de marcadores concluyeron que no habia
diferenciacion genética por un flujo de genes debido al tamafio limitado de su distribucién. En
ese estudio se identificaron cuatro poblaciones prioritarias para conservacion. Por otra parte,
estudios de diversidad genética con marcadores SSR en otras Meliaceae como Swietenia
macrophylla, encontraron valores de He= 0.780 en la Amazonia Brasilefia (Lemes et al., 2003),
al igual que en Mesoamérica He= 0.660 (Novick et al., 2003) con 10 marcadores, mientras que
en Costa Rica los valores de diversidad fueron més bajos He= 0.310 (Lowe et al., 2003).
Gandara et al. (2014) desarrollaron y caracterizaron marcadores microsatélites para C. fissilis
Vell, que se encuentra en peligro de extincién por fragmentacién de bosques. Todos los
marcadores fueron polimérficos, con diversidad genética de He = 0.64 a 0.70 y diferenciacion
genética significativamente alta entre las poblaciones. Las diferencias encontradas entre estos
estudios pueden deberse a la historia evolutiva de la especie en los diferentes lugares de
investigacion, ya que juega un papel importante en el nivel y distribucion de la diversidad

genética (Hamrick et al., 1992).

El mayor nimero de alelos privados (NP) se encontré en los AS del norte (3). Esto puede
ser un reservorio para la especie en adaptacion local a cambios ambientales y amortiguador de

plagas o enfermedades a fututo (Romero et al., 2003).
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Estructura genética

Los indices de fijacion de Wright fueron positivos (Fis= 0.359 y Fit = 0.418), lo cual indica
un exceso en la frecuencia de homocigotos. Estos valores pueden ser ocasionados por tres
factores: altos niveles de endogamia, la estructura y subestructura de los grupos y el nimero
limitado de arboles en el estudio, dando como resultado el bajo nimero de alelos obtenidos
(Romero et al., 2003). Las poblaciones naturales de esta especie se encuentran relativamente
fragmentadas, lo que la ha colocado en la categoria de proteccién especial por la NOM-059
(SEMARNAT, 2010). La perdida de la cantidad de habitat, disminuye la densidad regional de las
especies. Esta tendencia aumenta el riesgo de que alcance un umbral por debajo del cual son
viables (Santos y Telleria, 2006).

Los arboles superiores no presentaron diferenciacion genética con los arboles no superiores,
pero si hubo una diferenciacion entre los grupos del norte con los del sur, ya que hay un flujo
genético limitado entre las dos regiones. Estos resultados tienen un valor practico en la
planificacién de recoleccion de germoplasma para reproduccién y conservacion de genes (White
et al., 2007). Se registraron tres migrantes por generacion (Nm). Hartl y Clark (2007), mencionan
que al menos un migrante por generacion puede evitar la diferenciacion de las poblaciones (en

nuestro caso grupos de arboles) por el efecto de la deriva genética.

El AMOVA reflejo que la mayor parte de la variacion se encontrd dentro de los grupos (V=
92.16 %). Hamrick y Godt (1996) menciona que las especies forestales con areas de distribucion
geografica amplia, apareamiento aleatorio y dispersion de semillas por el viento o animales,
tienen mas variacion genética dentro de las poblaciones, pero menos variacion entre las

poblaciones.

Los resultados del analisis de estructura genética mostraron tres grupos genéticos
ancestrales en los 61 arboles evaluados. Los tres grupos genéticos generados presentaron valores
intermedios de ancestria mixta. En el grupo genético uno se encuentran el grupo de arboles
superiores de la region sur, en el grupo 2 los dos grupos de arboles de la region norte, y en el
grupo tres el grupo de arboles no superiores del sur (Figura 1). Estos resultados de estructura
coinciden con el PCoA generado por las distancias geneticas de Nei. Por otro lado, el

dendrograma refleja dos grupos principales, dividiendo los grupos del norte y del sur,
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enfatizando la diferenciacion geografica regional de las poblaciones naturales de la especie. Los
grupos generados con los arboles superiores, que se encuentran en la etapa inicial de evaluacion
en ensayos de procedencias-progenies permitiran verificar si esa diferenciacion se manifiesta
también en caracteristicas de valor adaptativo y podrian servir al mismo tiempo como un

reservorio de la variacion genética de la especie en el estado de Chiapas.

CONCLUSIONES

El nivel de diversidad genética encontrado en los cuatro grupos de arboles de Cedrela
odorata en el estado de Chiapas es alto comparado al reportado por otros autores. Con los
marcadores evaluados no se detectd pérdida de diversidad genética al seleccionar arboles
superiores para un programa de mejoramiento genético, en comparacion con los arboles no
superiores.

No existe diferenciacion genética entre los arboles superiores y los no superiores, pero si
una diferenciacion geogréafica entre los grupos de arboles del norte y del sur. Se encontrd
estructura genética, con tres grupos genéticos ancestrales representados en los arboles

muestreados.
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CAPITULO IIl. DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE Cedrela odorata L. EN
EL ESTADO DE CHIAPAS MEDIANTE MICROSATELITES

RESUMEN

La distribucion natural de Cedrela odorata L. en México, especie forestal de gran valor
econdmico y considerada como una de las maderas tropicales preciosas mas apreciadas, ha
disminuido considerablemente por la extraccion excesiva de madera Se encuentra en la NOM-
059 sujeta a proteccion especial y en la lista de la UICN, como especie vulnerable. Esta
disminucion ha ocasionado la pérdida de diversidad genética y la aparicion de endogamia en
poblaciones naturales de la especie. El objetivo del presente estudio fue evaluar la diversidad
genética de C. odorata L. en tres regiones del estado de Chiapas (horte=25, centro=13 y sur=25).
Se emplearon ocho marcadores microsatélites de la familia Meliaceae. EI nimero total de alelos
encontrado fue 48, con cuatro alelos privados para la region norte, y solamente uno en las
regiones centro y sur. La diversidad genética fue ligeramente superior en la region norte (He=
0.724) en comparacion con la region centro (He=0.694) y sur (He=0.615). Los valores de los
indices de fijacion fueron positivos (Fis=0.374 y Fit=0.406) indicando la presencia de endogamia
y deficiencia de heterocigotos. El valor méas alto de Fst fue entre la region norte y sur (0.074),
indicando diferenciacion genética alta, comparado con diferenciacion entre la region norte y
centro (0.018). El analisis bayesiano identificd dos grupos genéticos, asignando cada arbol a un
grupo, con respecto al coeficiente de ancestria. Esto concuerda con los resultados del
dendrograma y el analisis de coordenadas principales (PCoA). El anélisis de varianza molecular
(AMOVA), sugiere que la mayor variacion genética se encuentra dentro de regiones (93.94 %).
La diversidad genética identificada en el presente estudio es superior a los resultados reportados
en otros estudios. La region con mayor diversidad fue la del norte. El flujo genético fue bajo

entre la regién del norte y sur, coincidiendo con los valores altos de diferenciacién genética.
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INTRODUCCION

La diversidad genética en especies forestales es la base de los procesos de adaptacion a
diferentes condiciones ambientales a las que se enfrentan las poblaciones naturales (Alia et al.,
2003). La diversidad puede ser afectada por la fragmentacion del habitat y cambio de uso de
suelo por actividades antropogénicas (Cayuela, 2006; Covaleda et al., 2016). Esta situacion
puede originar una reduccion del tamafio poblacional, ocasionando cambios en la estructura
genética entre poblaciones, ademas de la consecuente disminucion de la riqueza alélica,
homocigosidad, depresion endogamica y mayor expresion de alelos no favorables (Lesher-
Gordillo et al., 2018; Piotti, 2009). Todos estos fendmenos tienen un efecto negativo en la
produccidn de semillas, incluyendo una menor viabilidad, capacidad reproductiva, supervivencia,
y crecimiento (Pico y Quintana, 2005; Quiroz-Vézquez et al., 2017). Adicionalmente, ocurre la
ampliacion demogréafica de especies generalistas y el descenso de las especialistas, y la pérdida

de especies silvestres que dependen del habitat (Gurrutxaga y Lozano, 2006).

Cedrela odorata L., conocida como cedro rojo, es considerada como una de las maderas
tropicales mas apreciadas, con una demanda alta en la industria forestal. Es utilizada para la
fabricacion de varios articulos, construcciones de uso exterior por su resistencia a termitas y a la
pudricién por contacto con el suelo (Cintron, 1990), ademas de usos medicinales y artesanales
(Galan et al., 2008; Pennington y Sarukhan, 2005). Su distribucién natural en México incluye la
region del Golfo, que abarca desde el sur de Tamaulipas, sureste de San Luis Potosi hasta la
peninsula de Yucatan. En el Pacifico, desde Sinaloa hasta Guerrero, y en el norte y sur de
Chiapas (Herndndez et al., 2018; Patifio, 1997). Actualmente hay una reduccion del nicho
ecoldgico de la especie en México, ocasionada principalmente por la extraccion excesiva de la
madera y en ocasiones hasta ilegal (Hernandez et al., 2018), razén por la cual ha sido clasificada
como especie con régimen de proteccién especial (NOM-059, SEMARNAT, 2010) y como

especie vulnerable en la lista roja de la UICN (2013).

El estado de Chiapas ha sufrido cambios de uso de suelo por la deforestacion de los
bosques secundarios templados, principalmente para establecimiento de parcelas agricolas de
subsistencia (milpa) en la region de los Altos; deforestacidon de la vegetacion secundaria de la
selva alta perennifolia por ganaderia extensiva en la region de la Selva Maya y en la region
Soconusco, y degradacion forestal de bosques en la Sierra Madre (Covaleda et al., 2016). Ante
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estos escenarios de cambio de uso de suelo y destruccién del habitat natural del cedro rojo, es

importante conocer el estatus que guarda el acervo genético de esta importante especie.

Los marcadores moleculares representan una alternativa en el desarrollo de estrategias de
aprovechamiento y conservacion de especies, poblaciones y ecosistemas (Becerra y Paredes,
2000; Oliveira et al., 2006;). Una clase de marcadores frecuentemente utilizados para estudios de
diversidad genética, son los microsatélites 0 SSR (Simple Sequence Repeats, por sus siglas en
inglés). Estos marcadores se encuentran en secuencias codificantes y no codificantes en todo el
genoma (Aranguren-Méndez et al., 2005; Oliveira, 2006). Son marcadores que generan datos
codominantes, multialélicos y para su implementacion, no es necesario trabajar con ADN de alta
calidad, ademas de que requieren cantidades minimas de ADN comparados con otros sistemas, y
son altamente reproducibles (Romero, 2009). Sus principales desventajas son que requieren de
largo tiempo para su desarrollo y de un presupuesto alto para su disefio, ademas de que son

especie-especificos (Becerra y Paredes, 2000; Gonzalez, 2003).

Los microsatélites han sido desarrollados para varias especies y en algunos casos se ha
demostrado su transferibilidad entre especies del mismo género y/o familia (Gallo et al., 2006).
Tienen un amplio espectro de aplicaciones, desde los estudios de diversidad genética (Soldati et
al., 2013), paternidad (Aranguren-Méndez et al., 2005), flujo de genes entre poblaciones (Cavers
et al., 2013; Gallo et al., 2006), cartografia de caracteristicas cuantitativas (Becerra y Paredes,
2000), hasta la supervision y monitoreo de especies en peligro de extincion (Gandara et al.,
2014).

El objetivo del presente estudio fue estimar la diversidad y estructura genética de cedro
rojo en tres regiones del estado de Chiapas, empleando marcadores microsatélites, para sugerir
una estrategia adecuada de obtencion y uso de germoplasmas y conservacion de los recursos

genéticos de la especie en el estado, de acuerdo a los valores de diversidad y flujo genético.
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MATERIALES Y METODOS
Analisis de datos

En el estudio se incluyeron muestras de 63 arboles, 25 recolectados de la region norte, 13
del centro (el namero de arboles fue menor debido al reducido tamafio de poblaciones, lo cual no
permitié la recoleccion del mismo numero de muestras) y 25 del sur (Figura 12). El

procesamiento de las muestras fue el mismo del capitulo 11, al igual que los primers utilizados.

Los tamafios de las bandas fueron estimados con base en los fragmentos de tamafio
conocido de los marcadores de referencia. Los datos fueron procesados con el software GenAlEx
6.5 (Peakall et al., 2012) y se calcularon los parametros de diversidad siguientes para las tres
regiones: porcentaje de loci polimdrficos (%P), nimero promedio de alelos por locus (Na),
numero efectivo de alelos (Ne), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) y
los indices de Wright (1951). Ademas, se realiz6 un analisis de coordenadas principales (PCoA)

para las tres regiones con el coeficiente de similaridad de Nei (1972).

Con la matriz de distancias genéticas de Nei (1972) se elabor6 un dendrograma por el
método de Neighbour-Joining, implementado en el programa MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011).
El andlisis de varianza molecular (AMOVA) se us6 para estimar la variacion genética existente
dentro y entre regiones. Los resultados fueron obtenidos con ayuda del programa Arlequin 3.5
(Escoffier et al., 2010).

La estructura genética se determin6 con el software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al.,
2000), utilizando un enfoque sistematico de agrupamiento bayesiano, y aplicando el método de
Cadenas de Marcov-Monte Carlo (MCMC). ElI proceso MCMC se inici6 asignando
aleatoriamente los arboles a un nimero determinado de grupos K = 1 hasta K = 6. Los arboles se
fueron asignando a cada grupo, con base en las estimaciones de frecuencia. Para este proceso se
realizaron 10 réplicas independientes, cada una con 200,000 pasos de MCMC, tras analizarlos
100,000 veces, con un modelo de ancestria de mezclas y frecuencias alélicas correlacionadas. El
valor mas probable de K fue determinado por el método de Evanno et al., (2005) implementado
en el programa STRUCTURE HARVESTER en linea
(http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/).
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Figura 12. Puntos de recoleccion de 63 muestras de Cedrela odorata L. en tres regiones del
estado de Chiapas. Los triangulos de color verde oscuro indican los arboles
muestreados de la region norte; los verde claro de la region centro y los rojos de la

region sur.

41



RESULTADOS

Diversidad genética

Las tres regiones presentaron un porcentaje de polimorfismo de 100. EI nimero promedio
de alelos por locus (Na) fue de 5.333, variando de Na=5.750 en la region norte hasta Na=5.000
en la region sur. El valor promedio del nimero efectivo de alelos (Ne) fue de 3.592, el valor
méaximo fue para la region norte (Ne=4.104) y el valor minimo se encontr6 en la region sur
(Ne=2.932). La heterocigosidad observada (Ho) promedio fue de 0.430, fluctuando de 0.472 para
la region norte a 0.390 en la regidn sur. La heterocigosidad esperada (He) promedio fue de 0.678,
el méximo valor se detectd en la region norte (He= 0.724) mientras que la region sur presento el
menor valor (He=0.615). El mayor nimero de alelos privados (N”) se presento en la region norte

con cuatro (Cuadro 11).

Cuadro 11. Parametros de diversidad genética de Cedrela odorata L. en tres regiones del estado

de Chiapas.
Regién N %P Na Ne Ho He NP
Norte 25 100 5.750 4.104 0.472 0.724 4
Centro 13 100 5.250 3.739 0.427 0.694 1
Sur 25 100 5.000 2.932 0.390 0.615 1
Promedio 100 5.333 3.592 0.430 0.678
Acervo* 100 6.000 3.903 0.431 0.714

N: Numero de individuos; %P: Porcentaje de polimorfismo; Na: Numero de alelos promedio por locus,
Ne: Numero de alelos efectivos, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada, N:
NUmero de alelos privados. *Acervo, se asume que no existe estructura poblacional y que existe una sola

poblacion panmictica.

Empleando ocho marcadores polimorficos, se identificaron 48 alelos (Na), con un valor
promedio de seis alelos por locus. Se encontraron diferencias en el numero de alelos
identificados por cada marcador (Cuadro 12). EI marcador Ced02 presenté el valor mas alto, con

11 alelos mientras que el marcador Sm40 presento el valor mas bajo, con 3 alelos Unicamente.
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Los valores de Ho y He fueron diferentes para cada locus. El valor promedio del indice de
fijacion Fis fue de 0.374, el valor de Fi: fue 0.409 y el valor promedio de diferenciacion genética
Fst fue de 0.051. El nimero de migrantes (Nm) por generacion inferido a partir de los datos de

los ocho loci analizados fue de 7.226 (Cuadro 12).

Cuadro 12. Estimacién promedio de diversidad genética, indices de fijacion de Wright (1951) y
namero de migrantes (Nm) basados en ocho loci polimdérficos de Cedrela odorata L.

en tres regiones del estado de Chiapas.

Marcador Na Fis Fit Fst Ne | Ho He Nm

Ced02 11 0483 0531 0093 5083 1740 0.382 0.738 2.432
Ced44 8 0220 0.276 0.071 4591 1725 0.605 0.776  3.265
Ced54 6 0.509 0530 0.044 4102 1508 0369 0.751  5.422
Ced131 6 0.193 0.266 0.091 3520 1309 0528 0.654 2501
Ced6la 5 0224 0238 0.018 3.019 1238 0512 0.660 13.924
Ced65 5 0.244 0260 0.022 3.790 1435 0553 0.731 11.303
Smb51 4 0.541 0549 0017 1987 0867 0.226 0.493 12.817
Sm40 3 0.574 059 0.051 2640 1024 0.264 0.618 4.615

6

Promedio 0374 0406 0.051 3592 135 0430 0.678 7.226

Na: No. promedio de alelos por locus; Fis: Coeficiente de endogamia dentro de las regiones; Fi:: Coeficiente
de endogamia total; Fs: Coeficiente de diferenciacion; Ne: Numero de alelos efectivos; I: indice de Shannon;

Ho: Heterocigosidad observada; He: Heterocigosidad esperada; Nm: No. de migrantes.

Estructura genética

Analisis de Coordenadas Principales

La matriz de distancias geneticas de Nei, entre los arboles de C. odorata, fue representada
en un grafico de dos dimensiones para medir disimilitud genética (Nei y Li 1979) entre los
arboles en cada region. La distribucion infiere que hay una diferenciacion entre la region del sur,
con respecto a la del norte y centro (Figura 13). El valor acumulativo de los tres primeros

componentes explico solamente 25.94 % de la varianza acumulada.
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Figura 13. Analisis de Coordenadas Principales (PcoA). Representacion visual de las dos
primeras coordenadas, a partir de las distancias genéticas de Nei (1972). EI nUmero
1 representa los arboles de Cedrela odorata L de la regién norte, el 2 region centro

y el 3 de la region sur, del estado de Chiapas.

Analisis de Diferenciacién Genética
El coeficiente de Fst de Wright (1951) entre la region norte y centro fue de 0.018. Las

regiones norte y sur presentaron el valor de diferenciacion mas alto (0.074), mientras que la

region centro y sur presentan un valor de 0.058.

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

El AMOVA se llevo a cabo considerando tres regiones estudiadas del estado de Chiapas,
calculando la variacion molecular atribuible a la diferenciacion entre y dentro de las regiones. La
division de la variacion (Cuadro 13) indica que la mayor parte de la variacion se encuentra dentro

de las regiones (93.94 %) con un coeficiente de diferenciacion Fs de 0.061 y en menor

proporcion, entre regiones (6.06 %).
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Cuadro 13. Analisis de varianza molecular y estimador de diferenciacion genética de arboles de

Cedrela odorata L., en tres regiones del estado de Chiapas.

Grados de Sumade Componentes % de
Factores Fst
Libertad cuadrados de varianza variacion
Entre regiones 2 19.12 0.14 6.06 0.045
Dentro de regiones 175 379.35 2.17 93.94 0.061
Total 177 398.47 2.31 100.00

AMOVA: Anélisis de varianza molecular, Fs. Coeficiente de diferenciacion genetica.

Anélisis de Distancia Genetica de Nei (1972)

El dendrograma generado a partir de las distancias genéticas de Nei (1972), representadas
graficamente mediante el método Neighbor-joining reflejé dos grupos principales (Figura 14). El
grupo | presenta en mayor proporcion arboles de la region norte, seguidos por los del sur y en
menos proporcidn, por arboles de la region centro. En contraste, el grupo Il presenta en mayor
proporcién arboles de la region sur, seguidos de arboles de la region norte y finalmente, por

arboles de la region centro.

Analisis de Asignacion de Individuos

El andlisis bayesiano de la asignacion de los arboles, al comparar las probabilidades, indicd
que el nimero mas probable de grupos genéticos fue de K= 2 (Figura 15), asumiendo un modelo
de entrecruzamiento y que los arboles de las tres regiones derivan de un ancestro comdn. Cada
arbol fue asignado a uno de los grupos genéticos. La proporcion de color en cada region
representa la fraccion de ancestria con respecto a cada grupo genético correspondiente (Figura
16). La region norte pertenece al grupo genético dos con un coeficiente de ancestria de 0.864, al
igual que la region centro con un valor de 0.674 y la region sur corresponde al grupo uno, con un

coeficiente de ancestria de 0.690 (Cuadro 14).
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Figura 14. Dendrograma basado en distancias genéticas (Nei, 1972) para arboles de Cedrela odorata L. en tres regiones del

estado de Chiapas. Las regiones estan representadas por el color del triangulo.

46



Delta K=mean (IL”(K)I)/sd(L(K))

Delta K

[ o]

]
| ]
Ln
[
=
7 n

Figura 15. Punto de inflexion para asignaciéon de grupos en K= 2, del analisis de estructura de
arboles de Cedrela odorata L. en tres regiones del estado de Chiapas, mediante el

método Evanno et al. (2005).

Cuadro 14. Coeficientes de ancestria (Q) estimada para arboles Cedrela odorata L. en tres

regiones del estado de Chiapas.

Grupos Genéticos

Regidn

1 2
Norte 0.136 0.864
Centro 0.326 0.674
Sur 0.690 0.310
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Figura 16. Asignacion de arboles de Cedrela odorata L., en tres regiones del estado de Chiapas por grupos genéticos. a) Grupo

genético I; b) Grupo genético Il. Eje X: nimero de arbol y la region a la que pertenece (Reg_N: Region Norte, Reg_C:

Regidn Centro y Reg_S: Regidn Sur); Eje Y: valor del coeficiente de ancestria de cada arbol.

48



DISCUSIONES

Diversidad genética

La diversidad genética encontrada en arboles de C. odorata de tres regiones de Chiapas fue
de He= 0.678. Este valor es menor al encontrado en poblaciones de la misma especie en Bolivia
(He= 0.83 a 0.89) utilizando siete marcadores SSR en 81 arboles de cedro en tres sitios (Paredes
et al., 2019). Hernandez et al. (2008) analizaron 30 familias de cedro rojo, con seis poblaciones
procedentes del norte y seis del centro de Mesoamérica, empleando nueve marcadores SSR.
Reportaron un valor promedio de He= 0.865, sin encontrar diferencias de este valor entre ambas
regiones (norte= 0.870 y centro= 0.860). En el presente estudio, en un rea menor, se detectaron
diferencias en los valores de He para las regiones analizadas (norte= 0.722, centro=0.694 y sur=
0.607). Las diferencias en el valor de diversidad genética pueden deberse a la mayor
fragmentacion de habitat que se ha ocasionado en la region sur de Chiapas, por el uso de suelo
para ganaderia, agricultura, cultivos como pastizal y palma africana. Ademas, la degradacién
forestal por establecimiento de cafetales o extraccion de madera, en comparacion con las otras

regiones que aun conservan mas de 50 % de su cobertura forestal (Covaleda et al., 2016).

De la Torre (2013) realiz6 un estudio de diversidad genética en Perld empleando
marcadores AFLP en 601 arboles, con un resultado menor de He= 0.325, al igual que Tijerino-
Lopez (2008) en Nicaragua utilizando RAPD en 92 arboles de cedro (He= 0.311). Becerra y
Paredes (2000) mencionan que los microsatélites son mas variables (polimorficos) que los
AFLP’s, RAPD’s, RFLP’s e isoenzimas. Esto se confirma con el estudio de Soldati et al. (2013),
quienes analizaron el uso de marcadores SSR y AFLP para determinar patrones de distribucién
de la diversidad de C. odorata, encontrando mayor diversidad en los loci SSR que en AFLP. Las
discrepancias encontradas en los diferentes estudios pueden deberse a la biologia e historia de la
especie, al marcador utilizado y a la distribucion geogréafica de las poblaciones en cada estudio
(Hamrick et al., 1992). Alfonso-Corrado et al. (2014) recomiendan analizar también plantaciones
forestales manejadas y compararlas con las poblaciones naturales de la especie para entender
mejor el efecto e impacto genético del manejo forestal. La regidn norte present6 el mayor nimero
de alelos privados (NP=4). Estos alelos pueden ser funcionales en adaptacion a disturbios

ambientales y amortiguador de plagas o enfermedades a futuro (Yanchuk et al., 2008).
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Estructura genética

A nivel de loci se encontraron deficiencias de heterocigotos, de acuerdo a los indices de
Wright (Fis= 0.374 y Fir= 0.406) en las tres regiones analizadas. Estos valores sugieren presencia
de endogamia en las tres regiones. Estos valores pueden ser influenciados por el nimero limitado
de arboles en el estudio (Romero et al., 2003) o por efecto de las fuerzas evolutivas como deriva
genética, seleccion y un limitado flujo de genes (Eguiarte et al., 2013; Pifiero et al., 2008). Lo
anterior puede ocasionar un efecto negativo en la capacidad reproductiva, supervivencia,

crecimiento y reproduccion (Pico y Quintana, 2005; Quiroz-Vazquez et al., 2017).

El valor de Fs (0.051) infiere una diferenciacion genética moderada entre las tres regiones.
Estos resultados son contrastantes con los reportados por Lesher-Gordillo et al. (2018) para
poblaciones de Tabasco, en donde obtuvieron un valor de Fst= 0.419, indicando la presencia de
una alta diferenciacion genética. En el estudio de Lesher-Gordillo et al. (2008) el valor de Nm fue
bajo (0.797), factor que contribuyo al valor de la diferenciacion genética reportada. Patifio et al.
(2008) mencionan que cuando el Nm es menor a 1, se puede decir que la deriva genética actla
independientemente en cada una de las poblaciones. En el presente estudio, el valor de Nm fue de
7.226, el cual indica un flujo de migrantes altos entre las regiones analizadas, contribuyendo a
que haya s6lo valores moderados de diferenciacion genética entre las tres regiones. Eguiarte et al.
(2013) mencionan que cuando Nm es mayor a 1 en cada generacion, es suficiente para debilitar la

diferenciacion genética, ya que entre mayor sea el flujo, mas parecidas seran las poblaciones.

El coeficiente de diferenciacion genética por regiones fue variado, presentando una
diferenciacion genética alta significativa (p=0.001) entre las regiones norte y sur (Fs= 0.070),
mientras que las regiones norte y centro presentaron diferenciacion baja (Fs= 0.018). Esto puede
deberse al movimiento de material vegetal por accién del hombre en generaciones anteriores o
por la distribucion espacial en la que se encuentre el material vegetal. Estos factores pueden
influenciar la abundancia o falta de flujo genético (Magallan et al., 2009). La diferenciacion
genetica alta entre la region sur con la region norte y centro, también puede deberse a que la
region sur, que se encuentra en la llanura costera del pacifico, se encuentra dividida de las otras
dos regiones por una cadena montafiosa, que presenta vegetacion de selva perennifolia, bosque
de encino y bosque mesofilo de montafia (INEGI, 2014; Covaleda et al., 2016) que impiden el

libre flujo de genes entre ellas. Estos resultados concuerdan con el analisis de componentes
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principales, donde los arboles del norte y centro se agrupan entre ellos, pero se separan de los de
la region del sur. Es importante definir estas agrupaciones, porque como White et al. (2007)
mencionan, mantener la estructura genética en las poblaciones tiene un valor préctico al

planificar las recolecciones de semillas para reproduccion y conservacion de genes.

La mayor proporcion de la variacion genética obtenida del andlisis de varianza molecular
(AMOVA) se encontr6 dentro de las regiones (V= 93.9 %). Las especies lefiosas con
apareamiento aleatorio, polinizadas por el viento y de sucesion tardia, tienen niveles de variacion

maés altos dentro de las poblaciones (Hamrick y Godt, 1996).

El analisis bayesiano de asignacion de individuos de estructura genética, identificO dos
grupos genéticos en las tres regiones de Chiapas, que muestran valores intermedios de ancestria,
coincidiendo con el valor de estructura genética moderada. Sin embargo, en el Grupo |
(representado por el color rojo), se ubicaron la mayoria de los arboles de la region sur (83%),
mientras que en el Grupo Il (representado por el color verde), se agruparon los arboles de la
region norte y centro. Esta metodologia es méas precisa, ya que realiza simulaciones de que un
individuo pertenezca 0 no a un grupo genético y, ademas, no es necesario el nimero ni
distribucion de las poblaciones en el estudio para inferir los procesos de migracién (Pifiero et al.,
2008). El dendrograma y analisis de componentes principales (PcoA) generados por las
distancias genéticas de Nei, concuerdan con la identificacion de dos grupos genéticos por el

analisis bayesiano.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se evaluo la diversidad y diferenciacion genética en 63 individuos de
Cedrela odorata L. en tres regiones de Chiapas. La region del norte de Chiapas presentd una
mayor diversidad genética. Estos resultados son de importancia para programacion de recolectas
futuras y proyecto de conservacion de los recursos genéticos de la especie, por la fragmentacion
causada actualmente en su nicho ecoldgico. La diferenciacion genética entre la region norte y sur
fue moderada, lo que sugiere un flujo limitado de genes, pero suficiente para evitar la
diferenciacion entre ellas. Segun los valores de Fis y Fit, las regiones presentaron una deficiencia
de heterocigotos (endogamia), lo que puede afectar la capacidad reproductiva o vigor de
individuos en las siguientes generaciones. El andlisis bayesiano en asignacion de individuos
generd dos grupos genéticos, al igual que el dendrograma y el PCoA, encontrando estructura
genética. Se sugiere el aumento del tamafio de muestra en estudios posteriores para tener una

mayor precision en los resultados y reducir las posibilidades de sesgos.
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DISCUSION GENERAL

Diversidad genética

La diversidad genética juega muchos papeles en el comportamiento de las especies y
estructura de ecosistemas (Pérez et al., 2013). Permite a la especie adaptarse a cambios en su
entorno, tanto naturales como antropogénicos. En especies con baja diversidad genética aumenta
el riesgo de extincion (Tammone, 2016), mas en el entorno de presion antropocéntrica que
actualmente existe. Gutiérrez (2003) menciona que, al seleccionar individuos con caracteristicas
fenotipicas superiores para un proyecto de mejoramiento genético, debe asegurarse una base
genética amplia y representar la mayor diversidad genética existente, con el objetivo de tener una
capacidad de superar desafios ambientales. En algunos casos una base genética amplia en plantas
y la variacion del medio ambiente influyen sobre el nivel de ataque de ciertas plagas (Smith et
al., 2011). Los resultados obtenidos en las frecuencias alélicas entre grupos de arboles superiores
seleccionados para iniciar un programa de mejoramiento génico y los no superiores fueron
similares. Aravanopoulos (2018) menciona que al seleccionar germoplasma con rasgos
cuantitativos importantes econémicamente, podrian resultar con una base genética restringida
para las generaciones siguientes, debilitando la adaptacion local. En este estudio se observé que
los valores de diversidad genética promedio para el grupo de arboles superiores son ligeramente

mayores que el de los arboles no superiores.

Siete de los diez alelos mas comunes se encontraron en mayor frecuencia en los grupos de
arboles no superiores, cinco en el sur y dos en el norte, esto puede tener un impacto negativo a
largo plazo en los grupos de arboles superiores, en la herencia de estos alelos hacia generaciones
subsecuentes por perdida de diversidad genética (Aravanopoulos, 2018). A largo plazo, las
frecuencias alélicas en los arboles superiores deben monitorearse, para saber el efecto de la
seleccion inicial en los niveles de riqueza alélica. Las diferencias de frecuencias alélicas entre
arboles superiores y no superiores pueden deberse al balance entre la deriva genética que se ha
provocado al seleccionar y el flujo genético entre los arboles (Eguiarte et al., 2013). Las
diferencias de frecuencias entre grupos se adjudican a factores de evolucién, como la deriva
genetica, flujo de genes o seleccion (White et al., 2007). Un pequefio cambio genético de plantas

puede tener grandes consecuencias en las interacciones de especies y el flujo de energia en un
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ecosistema (Bailey et al., 2006). El mayor nimero de alelos privados (NP) se encontrd en los
arboles superiores del norte (N°= 3). Esto puede ser un reservorio para la especie en adaptacion
local a cambios ambientales y amortiguador del ataque de plagas o enfermedades a fututo
(Romero et al., 2003).

La diversidad genética encontrada en arboles de Cedrela odorata de tres regiones de
Chiapas fue de He= 0.678. Este valor fue menor al encontrado en poblaciones de Bolivia (He=
0.83 a 0.89) utilizando siete marcadores SSR en 81 arboles de cedro en tres sitios (Paredes et al.
2019). Herndndez et al. (2008), analizaron 30 familias de cedro rojo, con seis poblaciones
procedentes del norte y seis del centro de Mesoamérica, empleando nueve marcadores SSR. Los
autores reportaron un valor promedio de He= 0.865, sin encontrar diferencias de este valor entre
ambas regiones (norte= 0.870 y centro= 0.860). En el presente estudio, en un area menor, se
detectaron diferencias en los valores de He para las tres regiones analizadas (norte= 0.722,
centro=0.694 y sur= 0.607). Estas diferencias de valores pueden deberse a la mayor
fragmentacion de hébitat que se ha ocasionado en la regidn sur de Chiapas, por el uso excesivo
de suelo para ganaderia, agricultura, cultivos como pastizal y palma africana. Ademas, la
degradacion forestal por establecimiento de cafetales o extraccion de madera, en comparacion
con las otras regiones que aun conservan mas de 50 % de su cobertura forestal (Covaleda et al.,
2016). La region norte presento el mayor ndimero de alelos privados (N°=4). Estos alelos pueden
ser funcionales en adaptacion a disturbios ambientales incluidos de plagas como el barrenador de
yemas o bien a enfermedades que surgen en el futuro (Yanchuk et al., 2008). Las poblaciones del
norte probablemente tengan mayor oportunidad de flujo de genes con poblaciones de los estados

colindantes.

Estructura genética

Los valores en los indices de Wright (Fis y Fit) en los dos andlisis de cedro fueron positivos,
lo que sugiere presencia de endogamia. Puede ser influenciado por los siguientes factores: por el
namero limitado de arboles en el estudio (Romero et al., 2003) o por efecto de las fuerzas
evolutivas como deriva genética, seleccion y el flujo de genes limitado dentro de regiones,
ocasionando emparentamiento entre individuos (Eguiarte et al., 2013; Pifiero et al., 2008). Esto

pueden ocasionar un efecto negativo en la capacidad reproductiva, supervivencia, y crecimiento
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de los arboles en las siguientes generaciones (Pico y Quintana, 2005; Quiroz-Vazquez et al.,
2017). Ademas, las poblaciones naturales de esta especie se encuentran relativamente
fragmentadas, actualmente en la categoria de proteccion especial (SEMARNAT, 2010). Ademas,
la composicion de edades ha cambiado a arboles mas juveniles, lo que limita la produccion de
polen en una poblacion). La pérdida de la superficie de habitat disminuye la densidad regional de
las especies. Esta tendencia aumenta el riesgo de que alcance un umbral por debajo del cual ya no

sean viables (Santos y Telleria, 2006).

El valor de Fst promedio sugiere una diferenciacion genética moderada entre regiones.
Esto concuerda con el valor de Nm obtenido en el estudio. Patifio et al. (2008) indican que cuando
el Nm es menor a 1, se puede decir que la deriva genética actla independientemente en cada una
de las poblaciones. Eguiarte et al. (2013) mencionan que cuando Nm es mayor a 1 en cada
generacion es suficiente para debilitar la diferenciacion genética, ya que entre mayor sea el flujo,
mas parecidas seran las poblaciones. El coeficiente de diferenciacién genética por regiones fue
variado, presentando una diferenciacion genética alta significativa (p=0.001) entre las regiones
norte y sur (Fs= 0.070), mientras que entre la region norte y centro la diferenciacion fue baja
(Fst= 0.018). Esto puede deberse, al movimiento de material vegetal por accién del hombre en
generaciones anteriores o por la distribucion espacial en la que se encuentre el material vegetal.

Estos factores pueden influenciar la abundancia o falta de flujo genético (Magallan et al., 2009).

La mayor proporcion de la variacion genética con ayuda del andlisis de varianza
molecular (AMOVA) en los dos estudios analizados, se encontr6 dentro de las regiones. Las
especies lefiosas con apareamiento aleatorio, polinizadas por el viento y de sucesion tardia,
experimentan niveles de variacion mas altos dentro de las poblaciones (Hamrick y Godt, 1996).
El andlisis bayesiano de asignacion de individuos de estructura genética, en los grupos de arboles
superiores y los no superiores identifico tres grupos genéticos. En este primer analisis agrupa los
grupos de AS y AnS del norte en un mismo grupo genético, mientras que los Grupos AS y AnS
del sur fueron separados en dos diferentes grupos genéticos. En el analisis de las tres regiones
identifico dos grupos genéticos. Separando los arboles de la region sur (un grupo genéetico) de los
del norte y centro. White et al. (2007) mencionan que mantener estructura genética en las
poblaciones, tiene un valor practico al planificar las colecciones de semillas para reproduccion y

conservacion de genes.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se evaluaron grupos de &rboles superiores con los no superiores de Cedrela odorata L. del
norte y sur del estado de Chiapas (cuatro grupos). Se encontré un nivel elevado de diversidad
genética comparado al reportado por otros autores. Con los marcadores evaluados no se detect6
pérdida de diversidad genética al seleccionar arboles superiores para un programa de
mejoramiento genético, en comparacion con los arboles no superiores.

No existio diferenciacion genética entre los arboles superiores y los no superiores, pero si
una diferenciacion geogréfica entre los grupos de arboles del norte y del sur. Se encontr6
estructura genética, con tres grupos genéticos ancestrales representados en los arboles
muestreados.

Posteriormente se evalué la diversidad y diferenciacion genética en 63 individuos de
Cedrela odorata L. en tres regiones de Chiapas. La region del norte de Chiapas presentd una
mayor diversidad genética. Estos resultados son de importancia para definir la estrategia de
recolectas futuras de germoplasma y proyectos de conservacion de los recursos genéticos de la
especie, por la fragmentacion causada actualmente en su nicho ecoldgico.

La diferenciacién genética entre la region norte y sur fue moderada, asociada a un flujo
limitado de genes entre ellas. De acuerdo con los valores de Fis y Fit, las regiones presentaron una
deficiencia de heterocigotos (endogamia), lo cual puede afectar la capacidad reproductiva y vigor
de individuos en las siguientes generaciones. El analisis bayesiano en asignacion de individuos
generd dos grupos genéticos, al igual que el dendrograma y el PCoA, mostrando una estructura

genética regional en los individuos muestreados.
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