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Resumen

El género Swietenia Jacq., incluye a especies productoras de madera, como
Swietenia macrophylla, la cual es ampliamente explotada en Centroamérica
y México, con gran demanda en EUA y Europa, por lo cual sus poblaciones
se han reducido drasticamente y actualmente es catalogada como especie
amenazada de extincion local. Por tanto, es necesaria la generacion de
estudios relacionados con la genética de poblaciones, informacion que es
de gran utlidad para el planteamiento de estrategias de manejo y
conservacion. En este estudio se realizaron estimaciones de la variacion y
estructura genética, el tamano efectivo y el flujo genético de las poblaciones
de S. macrophylla en la Peninsula de Yucatan Sur de Veracruz, México. Se
colecté material foliar y de raices en un total 93 arboles en siete localidades.
Se usaron cinco microsatélites nucleares (SSRn) polimérficos. La variacion
genética se estimé mediante el nimero de alelos por locus, la heterocigosis
esperada y observada. La estructura genética se determind con el modelo
de mutacion de un paso SMM (Rsr) a través de un andlisis jerarquico de
varianza molecular (AMOVA). Los resultados indican valores intermedios de
variacion genética (Hg= 0.482) con los mayores y menores niveles de
variacion genética encontrados en las poblaciones del Tormento (TORS) de
Campeche (Hg= 0.551) y Pioneros (PIO3) de Quintana Roo (Hg= 0.416),
respectivamente. La diferenciacion genética fue moderada pero significativa
(Fsr =0.086: P= 0.005), por lo que el promedio del flujo genético (Nm=
2.657) fue alto. El analisis de UPGMA form6 dos grupos de acuerdo con su
distribucion geografica; el primero estuvo conformado por las poblaciones
de Punta Laguna (PL2) y Caobas (CA1) (Quintana Roo), y el segundo grupo
por el resto de las poblaciones. Con base en esta informacion se sugiere la
conservacion prioritaria de la poblacion de PIO3, ya que es la que presentd
los menores niveles de variacion genética y es la de mayor importancia
desde el punto de vista filogenetico, al ser la poblacion mas basal o
ancestral. Igualmente, las poblaciones de TOR5 y el RE4 presentaron la
mayor diversidad geneética y pueden ser las poblaciones representativas del
acervo genético de S. macrophylla en México.






Abstract

The genus Swietenia Jacq., includes species such as Swietenia
macrophylla, that are important sources of timber and which are widely
exploited in Central America and Mexico. The wood of this species is in high
demand in USA and Europe; this fact has led to drastic reductions of its
populations, thus, the species has been identified as being endangered, with
high risk of local extinctions. For all these reasons, it is necessary to
generate data related to population genetics of Swietenia macrophylla. This
information would be an invaluable tool to design strategies for the
successful management and conservation of the species. In the current
study we estimated the genetic variation and structure, effective population
size, and gene flow in populations of S. macrophylla in the Yucatan
Peninsula and southern Veracruz State in México. Foliar and root material
was collected from a total of 93 individual trees in seven localities. With the
use of five polymorphic nuclear microsatellites (SSRn), genetic variation was
estimated based on number of alleles per locus, and expected and observed
heterocigocity. Genetic structure was evaluated with one step mutation
model SMM (Rsr) and through the jerarquic molecular variance (AMOVA).
Results indicate intermediate values of genetic variation (Hg= 0.482) with the
highest (He= 0.551) and lowest (Hg= 0.416) values of genetic variation in El
Tormento (TOR5) from Campeche and Pioneros population (PIO3) in
Quintana Roo, respectively. Genetic differentiation values were moderate
but significant (Fsr =0.086: P= 0.005), with high gene flow (Nm= 2.657).
Results of UPGMA indicate two groups according to geographical
distribution; the first one with populations of Punta Laguna (PL2) and
Caobas (CA1) (both from Quintana Roo), and the second group with the
remaining populations. The information emanating from this study suggests
that conservation emphasis should be placed on population PI03 since it
presented the lowest values of genetic variation and the most ancestral
position of all evaluated populations. Likewise, populations TORS5 and RE4
presented the highest diversity and should be considered as the most
representative populations of the genetic pool of the studied populations of
Swietenia macrophylla in Mexico.

vi






Introduccion

México es uno de los paises con mayor biodiversidad del mundo, parte
de esta diversidad se encuentra en sus bosques que contienen a mas
del 40% de los recursos forestales (CONAFOR, Inventario Forestal
Nacional, 1994). Dentro de los recursos forestales contamos con
miembros de la familia Meliaceae, un grupo con una amplia distribucion
en América, Africa y Asia, con 50 géneros y 1000 especies (Navarro,
1999).

Las Meliaceae agrupan a los géneros Swietenia Jacq. y Cedrela P.
Browne, los cuales en Mesoamérica ocupan el primero y segundo lugar
respectivamente como los recursos forestales con mayor demanda en la
produccion de madera (Navarro, 1999; Navarro y Hernandez, 2004).

El género Swietenia incluye a tres especies: Swietenia mahogani Jacq.,
S. macrophylla King y S. humilis Zucc. Sin embargo, en México solo
encontramos a S. macrophylla y S. humilis, esta Gltima ampliamente
explotada en el pasado y debido a esto es catalogada en peligro de
extincion (CITES: Apéndice 11-2002). Actualmente, en Mesoamérica la
principal extraccion de madera de caoba es de la especie S.
macrophylla, con alta demanda en EUA y Europa (Patifio 1997). La
sobreexplotacion de S. macrophylla ha provocado que las poblaciones
en Mesoamérica continien disminuyendo y por consecuencia sea
clasificada como especie amenazada de extincion local (CITES:
Apéndice 11-2002). Por lo tanto, es fundamental realizar estudios sobre
el estatus genético de las poblaciones de S. macrophylla en México, en
especifico estimaciones de los niveles de variacién genética intra e inter
poblacional, que permitan identificar las poblaciones de mayor valor
genético para fines de conservacion y en futuros estudios de
mejoramiento genético (Novick et al., 2003).

Actualmente existen varios estudios sobre la variacion genética en
poblaciones de caoba en Mesoamérica y Brasil (Céspedes et al. 2003;
Lowe et al. 2003; Lemes et al. 2003; Gillies et al. 1999). Sin embargo, en
varios de estos estudios realizados con RAPD’s (Fragmentos
polimérficos de ADN Amplificados al Azar) se han incluido poblaciones
de México, como: El Naranjal y San Felipe (Quintana Roo) y Madrazo
(Campeche) en donde se encontré que el 80% de la variacion genética
se encuentra dentro de las poblaciones (Gillies et al. 1999). Sin
embargo, solo existe un estudio realizado con microsatélites nucleares
en poblaciones de Mesoamérica en donde incluyen una localidad de
México ubicada en Nueva Becal, Campeche. En este estudio reportan
un nivel de variacion genético relativamente alto (He= 0.681) en
comparacion con las otras poblaciones de Centroamérica (Hg =0.653)
(Novick et al. 2003). Por tanto, es de gran importancia realizar estudios
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de S. macrophylla en el Sur de México, donde existen poblaciones que
aun no han sido estudiadas genéticamente.

El presente estudio se enfoca en el analisis de los niveles de variacion y
estructura genética de las poblaciones mexicanas de caoba; se prueban
hipétesis relacionadas con los procesos que estan implicados en la
distribucion espacial y temporal de la variacidon genética de las
poblaciones. Finalmente la informacién obtenida permitira a futuro la
generacion de propuestas especificas de manejo y conservacion de las
poblaciones.



1. Antecedentes

1.1. ESTATUS DE LAS POBLACIONES DE Swietenia macrophylla
King

Swietenia macrophylla es una especie que tiene varios nombres
comunes, se conoce como “caoba” y “caoba hondurefia” en espaiol,
“mogno” en portugués y “mahogany” o “bigleaf mahogany” en inglés.
Esta especie junto con Cedrela odorata L., “cedro” son las especies mas
importantes de la familia Meliaceae desde el punto de vista econdmico,
debido a que en México y Centroamérica tienen un gran potencial
comercial en la industria maderera (Patifio, 1997).

1.1.1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La caoba (S. macrophylla) se distribuye desde México hasta Brasil,
crece de forma natural en México (Sur de Tamaulipas, distribuida por el
litoral del Atlantico hasta la Peninsula de Yucatan) y en Centroamérica
desde Belice hasta Panama, principalmente Guatemala (Petén), Belice,
Honduras (La Mosquitia, Colén, Atlantida, Olancho), Nicaragua (La
Mosquitia), Costa Rica, en la zona Atlantica Norte (Los Chiles, Upala), la
zona pacifica: Guanacaste, Punta Arenas, Puriscal, Turrubares vy
Orotina; y en Panama (Darién, Azuero); y continta a través del noroeste
de Sudamérica por la periferia de la alta Amazonia en Colombia,
Venezuela, Ecuador y Perl hasta Bolivia y la Amazonia del Sur en
Brasil (Figura 1) (Navarro, 1999; Patifio, 1997)

1.1.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

La caoba es un arbol de aprox. 40 a 50 m de altura y 1.5 m de diametro
en el tronco, con corteza fisurada, hojas de color verde oscuro, hojas
paripinnadas, alternas, de 6 a 12 foliolos glabros, sin glandulas, raquis
sin crecimiento terminal, con tres o més pares de foliolos. Las flores son
de color pardo amarillento, pequenas, con olor agradable, en paniculas,
unisexuales y con vestigios bien desarrollados del sexo opuesto, es
decir, que son arboles monoicos, con flores femeninas y masculinas en
cada inflorescencia. Los frutos son capsulas ovoides a piriformes de 12
a 20 cm de largo, se abren en cinco valvulas de color café con semillas
café, color caoba o pardas y aladas (Figura 2) (Navarro, 1999).
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Figura 1. Distribucion de Swietenia macrophylla King, Swietenia
mahogani Jacq., Swietenia humilis Zucc. en Mesoamérica (Bauer vy
Francis, 1998).




Figura 2. Morfologia de Swietenia macrophylla King: a) rama con flor;
b) flor masculina; c) flor femenina; d) fruto; e) semilla (Pennington,
1981).

1.1.3. EPOCA DE FLORACION, FRUCTIFICACION Y AGENTES
POLINIZADORES

Patifio (1997) menciona que el periodo de floracion para Swietenia
macrophylla en Campeche y Quintana Roo es de abril a junio, mientras
que la produccion de semillas sucede de febrero a abril. En
Centroamérica, Patifio (1997), sefiala que la produccion de semillas
varia enormemente de acuerdo a las areas donde se distribuye esta
especie. Asi por ejemplo: en Panama su produccion se lleva a cabo en
noviembre, y en Costa Rica ocurre a finales de noviembre y principios
de diciembre; en Nicaragua en la Costa Atlantica sucede en enero y
febrero; en Honduras ocurre en febrero y marzo en las zonas altas (700
msnm); en el Petén Guatemala se colectan semillas en febrero y marzo,
asi como en la mayoria de las areas de Belice. Por tanto, es importante
mencionar que se ha encontrado una variacion en la fenologia entre
arboles dentro de las mismas areas de produccién de hasta un mes.



Styles y Khosla (1976), reportados por Patifio (1997), indican que las
Meliaceas estan fuertemente asociadas a la entomofilia, y que los
principales vectores son las abejas y mariposas nocturnas. Howard et al.
(1995), reportado por Patifio (1997), senalan para Swietenia,
especificamente para S. mahogani en estudios realizados en Florida
(EUA), la presencia de otros agentes polinizadores, tales como los trips
(Thysanoptera), encontrados entre el 12% y 50% de las flores
examinadas, principalmente estaminadas, en sitios de muestreo
separados entre 27 a 82 km. La mayoria de estos trips presentaban
polen de Swietenia en su cuerpo, esto fundamenta lo reportado, debido
a que se observaron moviéndose hacia dentro y fuera de los tubos
estaminales, entre este y el estigma, principalmente a través de una
hendidura lateral, lo que incrementa el contacto entre los trips, la antera
y el filo del estigma, provocando la polinizacién. En las selvas de dosel
continuo se esperaria que estos insectos vuelen distancias cortas vy,
entonces se podria estimar el flujo de genes mediante el
comportamiento de estos insectos.

Por otro lado, cuando el tamafo de los fragmentos de selva disminuye,
la separacion entre los fragmentos aumenta y, entonces el nimero de
eventos de polinizacion a larga distancia se ven favorecidos con la
influencia del viento. (Lowe et al. 2003). White et al. (1998) citado por
Lowe et al. (2003) supone que Swietenia es posible el flujo genético a
larga distancia en selvas fragmentadas, pero no es asi selvas continuas
o perturbadas.

1.1.4. PARAMETROS DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA
GENETICA

La variacion genética se refiere a la diversidad (el nUmero de variantes
y la frecuencia de cada alelo en la poblacion) o riqueza de variantes (el
namero de variantes o alelos) (Hartl and Clark, 1997). Estas variantes
en un conjunto dado de muestras (poblacion) crean el polimorfismo.
Entre los indices de diversidad genética mas comunes estan: la
heterocigosis esperada (Hg), la heterocigosis observada (Hp), el
porcentaje promedio de loci polimérficos (P), el promedio de nimero de
alelos por locus (A), numero efectivo de alelos (Ae) y la diversidad
genética (H) (Hartl and Clark, 1997).

La estructura genética de las poblaciones es una consecuencia de los
patrones de entrecruzamiento dentro de las poblaciones, de su historia
de vida y la magnitud del intercambio genético (Hart y Clark, 1997).
Para conocer como estd estructurada esta variacién genética entre
poblaciones de una especie determinada, se evaltan los genotipos de
los diferentes individuos que conforman las poblaciones con base en
diferentes indices o estimadores de Wright (1978): El indice de
6



endogamia (Fjs), diferenciacién genética (Fsr o Rsy) y diferenciacion
genética total (F7). Estos permiten comparar los efectos de la estructural
poblacional, en esencia determinan como se reparten la endogamia a
distintos niveles jerarquicos. El flujo genético (Nm) corresponde al
movimiento de alelos entre poblaciones, incluyendo todos los
movimientos de gametos o individuos y que determinan el cambio de la
distribucion espacial de los genes (Slatkin, 1994). Por tanto, existe una
relacion inversa entre el flujo genético y la estructura genética de las
poblaciones, donde a mayor flujo genético menor diferenciacion
genética entre poblaciones (Slatkin, 1994). Por su parte, el tamafo
efectivo de las poblaciones (Ne) corresponde al nimero de progenitores
encargados de la composicion genética de la siguiente generacién. En
lo referente a la conservacion, el tamafno efectivo (Ne) es uno de los
parametros fundamentales, porque nos indica el nimero minimo de
individuos que contribuyen en la adecuacién de las especies, lo que es
indispensable para mantener el acervo genético de éstas, asi como
delimitar zonas especificas de proteccion (Slatkin y Barton, 1989).

1.1.5. MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares son las herramientas mas eficientes y
precisas en los estudios de genética de poblaciones, pero es
indispensable utilizar los adecuados segun el estudio a realizar; si el
tema a tratar se enfoca en determinar genotipos y los niveles de
variacion genética, entonces podemos mencionar a las isoenzimas,
RFLP’s (Fragmentos de Restriccion Polimoérficos), RAPD's
(Fragmentos Polimorficos de ADN Amplificados al Azar), SSRn
(Microsatélites nucleares), AFLP’s (polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados), entre otros (Cuadro 1).

En el inicio, los marcadores moleculares mas utilizados eran las
isoenzimas, porque tenian bajos costos y eran eficientes para detectar
individuos heterocigotos, codominantes, pero también tenian grandes
desventajas porque las muestras utilizadas eran frescas, lo que
dificultaba su transporte de campo a laboratorio, ademas de que a nivel
polimérfico detectaban un numero pequeiio de regiones codificadas,
regiones limitadas del genoma, y esto acrecentaba mas la
subestimacion de la diversidad genética (Lowe et al., 2003, Brown et al.,
1989).



Cuadro 1. Marcadores moleculares utilizados en estudios de genética
de poblaciones (modificado de Outborg et al., 1999 y Ferreira-
Grattapaglia, 1998).

Variable RFLP RAPD SSR AFLP
Corte Amplificacion Amplificacion Corte y
Amplificacion
Polimorfismo Moderado Moderado Alto Alto
No de Loci 1-3 1-10 1 Muchos
Expresion Codominante Dominante Codominante Dominante
genética
Deteccion Radioactividad Bromuro de Nitrato de Bromuro de
Etidio plata Etidio

Costo Intermedio Bajo Alto Alto

Actualmente, los microsatélites proporcionan mas informacion
molecular. Los microsatélites son regiones de secuencias simples
repetidas (de 1 a 6 pares de bases). Las series arregladas que se
repiten pueden ser mononucledtidos (T)n, dinucleétidos (AT)n,
trinucledtidos (TAA)n o tetranucledtidos (AAGG)n. Estos loci se
encuentran en regiones codificantes y no codificantes del ADN
(Freeland, 2005). En lo particular los marcadores microsatélites
nucleares (SSRn), son recomendables, debido a que son altamente
polimérficos, codominantes, se segregan de manera mendeliana
(Azofeifa-Delgado, 2006; Garcia de Ledn, 2001; Ferreira y Grattapaglia,
1998). Ademas, todo el desarrollo tedrico de la genética de poblaciones
puede ser aplicado para estas regiones. Los SSRn se utilizan para
definir la variacién y la estructura genética, el flujo genético, los niveles
de endogamia, el tamafo efectivo de las poblaciones, las tasas de
crecimiento de las poblaciones y para la delimitacion de taxa muy
cercanas o para el analisis de la estructura genética por debajo del nivel
de especie, como formas o variedades (Azofeida-Delgado, 2006; Novick
et al., 2003; Garcia de Leon, 2001; Ferreira y Grattapaglia, 1998).

1.1.6. UTILIZACION DE MARCADORES MOLECULARES EN EL
GENERO Swietenia Jacq.

Lo primero a realizar en un trabajo de investigacion con microsatélites
es la secuenciacion del genoma de la especie en estudio y luego
conocer las secuencias acompafantes o “flancos” de las secuencias
repetidas simples o motivos repetidos y entonces disefar los iniciadores
y, realizar ensayos para supervisar la reproducibilidad de los
microsatélites. Para el analisis de una nueva especie generalmente se
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tiene que volver a aislar y caracterizar nuevos marcadores, esto es lo
mas costoso y limitante del uso de los microsatélites (Azofeifa-Delgado,
2006; Ferreira y Grattapaglia, 1998). Por lo tanto, cuando no se cuenta
con los recursos se pueden utilizar marcadores de especies del mismo
género, como el caso de S. humilis y S. macrophylla (Céspedes et al.,
2003).

Los primeros microsatélites de caoba que se aislaron y caracterizaron
fueron en Swietenia humilis porque es una de las tres especies de
arboles tropicales maderables mas importantes y explotados del género.
A partir de la generacion de estos microsatélites, se lograron realizar
estudios sobre la diversidad genética en varias localidades de
Centroamérica. White y Powell (1997), aislaron y caracterizaron
microsatélites (SSRs) de S. humilis en poblaciones de las costas del
Pacifico de Honduras (Punta Ratén en Choluteca). Se obtuvieron 10 loci
polimérficos y un promedio de alelos de 9.7. La heterocigocidad
observada fue de 0.415, la estructura genética (Fsy) de 0.036, y el flujo
genético (Nm) mayor que 1. White y Powell (1997) consideran que la
baja estructura genética se pudo deber a un extenso flujo de genes
entre arboles debido a las condiciones de viento entre fragmentos
aislados de selva o a la polinizacion con arboles vecinos (60%) en
bloques grandes de selva.

White et al. (1999), reportaron la variacion genética de S. humilis
mediante el uso de SSRn, en poblaciones del Pacifico en Honduras
(region Punta Ratén). Identificaron 112 alelos totales, con una
moderadamente alta variacion genética (Hg= 0.548), la mayoria de la
variacion fue dentro de las poblaciones, una pequena diferenciacion
genética (Rsr= 0.032), un flujo genético (Nm= 8.9) alto entre los sitios,
posiblemente debido a la estructura de los arboles que se encuentran en
una selva continua. El nivel de endogamia (F;s= 0.223) dentro de las
poblaciones fue significativamente alta.

Por otra parte, Gillies et al. (1999) realizaron estudios de diversidad
genética de S. macrophylla mediante RAPD's, en Mesoamérica,
incluyendo poblaciones del sureste de México (El Naranjal y San Felipe
en Quintana Roo y Madrazo en Campeche). La diversidad genética (Hg)
fue alta (0.450), con 80 % de la misma dentro de las poblaciones y
23.9% entre poblaciones. Gillies et al. (1999) indican que el mayor grado
de diferenciacion poblacional esta relacionado con la disminuciéon del
flujo genético, ya que sugieren que la polinizacién es realizada por
insectos del género Thrips, los cuales no pueden moverse a grandes
distancias.

Lemes et al. (2002) también aislaron y caracterizaron microstélites

(SSRn) pero en S. macrophylla, en el Sur de la region amazénica de

Brasil. Se obtuvieron 10 loci que mostraron herencia mendeliana, y un
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promedio de 15.8 alelos por locus, un valor promedio de Hg de 0.84 y Hp
de 0.73. La probabilidad de exclusién de paternidad (la compatibilidad
de la composicion genética de un descendiente con la de los padres
hipotéticos) fue muy alta de 99.99% para el total de loci, es decir, de
cada 100 falsos padres que se analizaron solo un caso se tomaria como
si fuera compatible, es decir, un padre verdadero.

Lowe et al. (2003) reportaron estudios de variacion y estructura genética
de S. macrophylla mediante AFLPs y SSRn. El estudio se realizd en la
region norte de Costa Rica. Se identificaron 18 alelos, con la mayor
diversidad genética representada dentro de las poblaciones (61.7%), y
con un 38.3% de la variacion genética entre poblaciones, por lo que
obtuvieron un valor promedio de diferenciacion genética alta (Fs=
0.383; P < 0.001). Estos autores sugieren que esta estructuracion
genética tan marcada se puede deber a una dispersion limitada de las
semillas o polen, por efecto de la variacion ambiental que existe en los
diferentes parches o fragmentos estudiados.

Céspedes et al. (2003) realizaron un estudio de variacion y
diferenciacion genética en S. macrophylla inferidas con SSRn en el
Parque Nacional de Santa Rosa, en el noroeste de Costa Rica. El
estudio reporté de 14 a 20 alelos, heterocigosis esperada (Hg) de 0.47-
0.54, y poca estructura genética (Fsr= 0.063), alto flujo genético (Nm =
3.71) entre los sitios y un indice de endogamia bajo (F;s= 0.015).

Otro estudio realizado en S. macrophylla es el de Lemes et al. (2003),
quienes analizaron la variacion y estructura genética con SSRn en la
parte baja de la selva de la Amazonia en Brasil. Obtuvieron en promedio
18 alelos por locus; niveles de variacién genética (Hg) de 0.781 vy
estructura genética (Fsr) de 0.097, lo cual sugiere una moderada
diferenciacion genética entre las poblaciones. Estos resultados sugieren
que debido a las condiciones geograficas de distribucion continua de
estas poblaciones y a las escasas barreras topograficas existentes entre
ellas, existe un alto flujo genético. Ademas, sugieren que durante el
Pleistoceno las condiciones climaticas en estas selvas fueron estables
manteniendo la diversidad.

Novick et al. (2003), identificaron la variacion y estructura genética de
S. macrophylla inferidas por SSRn, en regiones de Mesoamérica.
Reportan 13 alelos, un promedio de variacién genética (Hg) de 0.66. En
particular para la localidad de Nueva Becal, Campeche, en México, se
obtuvo un valor de Hg alto (0.681) en comparacién con poblaciones
centroamericanas donde el valor fue menor (Hg= 0.559). La estructura
genética fue moderada entre las poblaciones 6= 0.109, y el coeficiente
de endogamia (f= 0.149) fue alto. Los autores sugieren que estos
resultados indican una considerable variacion genética dentro de las
poblaciones y una moderada diferenciacion genética, debido a la
10



biogeografia de la region, los agentes polinizadores y los diversos
mecanismos de dispersion.

1.1.7. LA BIOLOGIA DE LA CONSERVACION

Para la conservacion de Swietenia macrophylla es necesario tener
conocimiento de los factores que permitan su manejo sostenible, como
todas sus interrelaciones entre especies vegetales, animales y el
ambiente en el cual se desarrollan, asi como resaltar sus caracteristicas
de adaptacion, variabilidad, y principalmente factores que estan
involucrados en la biologia reproductiva de la especie, esto con la
finalidad de hacer posible su regeneracion, adaptacién y variabilidad. La
conservacion in situ y ex situ involucra la conservacion tanto de
comunidades naturales, como de especies de interés, tomando en
cuenta principalmente la diversidad genética que contienen.

De manera mas especifica, es importante desarrollar estrategias
adecuadas de manejo de recursos genéticos de la caoba en el contexto
de la biologia (ecologia de la regeneracién) y de las presiones
comerciales sobre la especie. La conservacion deberia de implicar la
preservacion de germoplasma a través de los arboles plantados, asi
como estrategias de recoleccion de semillas para el establecimiento ex
situ de los bancos de semillas que deben de seguir el mismo principio
para la conservacion in situ (Lemes et al., 2003).

Es fundamental tomar en cuenta que la caoba tiene pobre germinacion
de semillas y no tiene un adecuado establecimiento de plantas de
semillero dentro de selvas tanto naturales como con disturbios,
posiblemente debido a la carencia de luz y al sobre traslape con otros
arboles (Navarro, 1999). Las mejores condiciones para el
establecimiento de plantas de semillero de caoba estan en grandes
bloques desforestados, condiciones de apertura, por ejemplo después
de huracanes o incendios forestales, por lo que las semillas pueden ser
dispersadas a grandes distancias de los arboles a los alrededores de la
selva. Se argumenta que la caoba ha evolucionado para ser adaptada
para regenerarse y propagarse bajo tales condiciones de habitat
dinamicos dentro del arrase de los huracanes en las selvas de
Centroamérica (Lowe et al. 2003).

Es importante conservar areas protegidas y conocer la diversidad
genética que poseen, de igual forma estudiar las poblaciones no
protegidas para determinar si hay acervos genéticos que deban ser
conservados y asegurar el mantenimiento de estos sitios de
conservacion (Navarro, 1999).
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2. Hipotesis

Las poblaciones naturales de Swietenia macrophylla King de la
Peninsula de Yucatan y Sur de Veracruz presentan niveles bajos de
variacion genética y fuerte diferenciacion genética debido a la
deforestacion y tala selectiva.

3. Objetivos
3.1. OBJETIVO GENERAL:

Generar informacion sobre la variacion genética intra e interpoblacional,
el tamano efectivo y las rutas del flujo genético de las poblaciones de
Swietenia macrophylla en la Peninsula de Yucatan y Sur de Veracruz,
Meéxico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Analizar los niveles de variacion y estructura genética de las
poblaciones de Swietenia macrophylla en la Peninsula de Yucatan y Sur
de Veracruz.

Realizar estimaciones del flujo genético y su relacion con la distribucion
geografica de la especie.

Determinar el tamafio efectivo y las relaciones genéticas de las
poblaciones en estudio.
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4. Materiales y Métodos

4.1. SITIOS DE COLECTA

Los sitios de colecta de S. macrophylla, se seleccionaron de acuerdo a
Pennington y Sarukan (1968) y Arguelles (1999) para la Peninsula de
Yucatan y comunidades de Veracruz, con base en la accesibilidad y la
representacion regional de la especie. Se seleccionaron 7 localidades; 3
en el estado de Quintana Roo: Punta Laguna (selva mediana
subcaducifolia), El Ejido Caobas (selva alta perennifolia) y, Pioneros
(selva mediana subcaducifolia); 3 en el estado de Campeche: Nueva
Becal (selva alta perennifolia), EI Tormento (selva alta perennifolia) y El
Remate (selva mediana subcaducifolia); y 1 en el Sur de Veracruz
(Sayula de Aleman con selva mediana subcaducifolia). Se tomaron
datos de la ubicacion geografica de las poblaciones con el uso de un
GPS, con el que se generé un mapa de distribucion de las poblaciones
de estudio (Figura 1).

Cuadro 2. Coordenadas geograficas de las poblaciones muestreadas
de Swietenia macrophylla King

Estado Poblacién Latitud (N) Longitud (O) Altitud

Campeche El Remate (RE4) 20°32'6.00"N 90°22'23.00"0 8 m
Campeche EI Tormento (TOR5) 18°36'24.00"N 90°45'55.00"0O 88 m

Campeche Nueva Becal (NB7) 18°37'41.00"N 89°12'33.00"0 232 m
Quintana

Roo Punta Laguna (PL2) 20°30'54.00"N 87°42'51.00"0 18 m

Quintana

Roo Ejido Caobas (CA1) 18°18'0.00"N 89°20'60.00"0 251 m

Quintana

Roo Pioneros (P103) 17°53'5.00"N  89°10'44.00"0 71 m
Sayula de Aleman

Veracruz  (SAY6) 17°52'562.44"N  94°57'0.69"0  70m
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Mapa de Distribucion Actual de Bosques
Naturales con Caoba (Swietenia
macrophyila) en Mesoamérica
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Figura 3. Ubicacion geografica de las poblaciones naturales de S.
macrophylla King en estudio, distribuidas en la Peninsula de Yucatan y
Sur de Veracruz.
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4.2. TRABAJO DE CAMPO

El material bioldégico que se colectd fueron hojas y raices. Se colectaron
hojas en las localidades que fue accesible obtenerlas y raices en
localidades en donde no se tuvo acceso a las ramas. Todo el material se
colectd de arboles adultos con una distancia minima entre arboles de
100 m. El tamafo de muestra colectado fue de 15 a 20 individuos por
poblacion dependiendo del tamafo censal de las poblaciones. El
material, hojas y raices, se coloc6 en neveras con hielo para su traslado
al laboratorio, se lavaron con alcohol al 70% y agua destilada, luego se
secaron y colocaron en bolsas de plastico debidamente etiquetadas
para almacenarlas a -80° C para su posterior utilizacién en la extraccion
de ADN.

4.3. EXTRACCION DE ADN

El ADN total fue extraido de raices y hojas de acuerdo a la técnica de
extraccién Mini-prep CTAB modificado por Vazquez-Lobo (1996).
Debido a los compuestos quimicos (como polisacaridos),
particularmente de las raices, se requirié tratar las muestras en el buffer
CTAB 2X (Tris-HCI 100mM pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, CTAB 2% y
b-ME 0.3%) por 5 dias, con la finalidad de que los componentes del
buffer lograran actuar, romper y desintegrar los compuestos de las
raices (polisacaridos y proteinas) y liberar el ADN. Aproximadamente un
gramo de hojas y/o raices se molieron en un mortero, con nitrégeno
liquido hasta pulverizarlo, y seguidamente se adicioné 1.5 ml de buffer
CTAB 2X para continuar moliendo y asegurar que se rompieran las
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paredes celulares y extraer el ADN contenido. Esta solucion se recupero
en un tubo eppendorf de 1.5 ml para centrifugarlo a 10 000 rpm durante
8 min a 15 °C. Luego se eliminé el sobrenadante y se le adicioné por
segunda vez 500 ml de buffer de CTAB 2X y se homogeneiz6 para una
mejor reaccion en toda la muestra. El siguiente paso consistio en
colocar las muestras en bafio Maria a 60 °C durante 10 min,
posteriormente se les agregoé cloroformo: octanol 24:1 e igualmente se
homogeneizé para centrifugarlas a 7 000 rpm durante 15 min a 15 °C
hasta que el sobrenadante quedara transparente, repitiendo las veces
que fuera necesario Posteriormente, se trasladd el sobrenadante a
tubos eppendorf nuevos y se precipité con 500 ml de isopropanol frio y
se dejo reposar de 12 a 30 h a -20 °C, es decir hasta el siguiente dia. El
siguiente paso fue centrifugarlo a 9 000 rpm durante 5 min a 15 °C y
luego se elimind el sobrenadante, conservando el pellet (donde esta el
ADN), vy se le adicioné 1 ml de etanol frio al 70% para limpiar el pellet y
se centrifugd a 7 000 rpm durante 5 min a 15 °C. A continuacion, se
elimind el sobrenadante conservando el pellet y se colocd a secar hasta
que se evaporé todo el alcohol, aprox. 2:30 h en una campana de flujo
laminar. Por ultimo, se resuspendié con 200 y/ de agua y luego se
colocé a -20 °C, uno o dos dias para que se disolviera.

4.4. CUANTIFICACION DEL ADN

El ADN se cuantificd mediante un espectrofotometro
(Spectrophotometer Beckman). Se tomaron 2 pl de muestra y se
diluyeron en 1000 ml de agua destilada estéril, se homogeneizd
ligeramente y se midié en lecturas de longitud de onda de 260 nm para
determinar la concentracién de ADN en las muestras.

Se utilizo la siguiente férmula para calcular la concentracion de ADN:

Concentracion del ADN (ug/ul)= OD ,6q X (factor de dilucién) x 50 pg/ml
1000

OD ,60: densidad optica a 260 nm

Factor de dilucion: 250

El valor obtenido se multiplicé por 1000 y se obtuvieron las unidades en
ng/ul. Posteriormente se ajustdé con la concentracion para 20 ng/pl,
mediante la siguiente férmula:

CiVi=GC V, Vi=GCy V,
Cq
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4.5. MARCADORES MOLECULARES: MICROSATELITES
NUCLEARES (SSRn)

En este estudio se seleccionaron 5 microsatélites polimérficos, uno
desarrollado por Lemes et al. (2002): sm01 y, cuatro por White and
Powell (1997): mac83, mac49, mac52 y mac59 (Cuadro 3). Los
microsatélites seleccionados son tanto simples (un solo motivo repetido
n veces en serie) como compuestos (dos o mas motivos repetidos en
serie), y estan conformados por mononucleétidos, dinucleotidos vy
trinucléotidos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Secuencias de oligonucleotidos, motivos repetidos, numero
de alelos, y tamafo de fragmentos para cinco microsatélites (Lemes et
al., 2002; White and Powell, 1997).

Locus Secuencia Secuencia de primer (5'-3") Tamano de
repetida los
fragmentos
(bp)
mac49 (GT)27 AGGGTCTTTGTTGATGAATACC 105-151
ATCATCGCCGTTGATACATT
mac52  (A)10 (AC)11 GCGATGAATGTTGTACACCG 234-252

AGCAGCCCGGTACTAGCATGT

mac59 (AAT)5 TGGAGTAAAGTCGAGGGCTG 197-212
(CAT)3 GGCTGGATATGGCACTTGTT
mac83 (CT)10 CCTGAAAGCTTAATGGCCAC 165-175
(AC)14 TCAGCCTTTGAGGGATGAAC
SmO1 (AG)19 GCGCGATTGATTGACTTC 261-295
GCGCTTAGCATTATTCTCC

18



4.6. AMPLIFICACION MEDIANTE PCR

La PCR se utilizd para amplificar a los microsatélites. Se prepar6 una
mezcla de reaccién para la PCR (Mix) de 20 ul, cuyos componentes
fueron: 3.3 pl de buffer de PCR 10X (200 mM Tris —HCI, pH 8.4, 500 mM
KCI; Invitrogen), 1.6 pl de 0.2 mM dNTPs, Invitrogen; 0.8 ul de 10 uM de
la solucion de los primers forward y reverse; 10.55 ul de agua destilada
fria estéril; 0.75 pl de 50 mM de MgCl;, Invitrogen; 0.2 pl de 5 U Taq de
ADN polimerasa; y 2 pl de 20 ng de ADN para un volumen final de 20 pl
de la Mix o reaccion. Las condiciones de PCR para todos los oligos
fueron: la desnaturalizacién a 94 °C por 5 min, seguidamente 45 ciclos
de 5 s a 94 °C, alineamiento de 10 segundos a 55°Cy35sa72°C, yel
paso de elongacion final de 5 min a 72 °C (modificado de Céspedes et
al., 2003).

4.7. PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Este paso Unicamente se hiso para verificar la amplificacién, en el cual
los productos amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 1% y
se corrieron en camaras de electroforesis horizontales (Horizon 11 14,
Life Technologies). Para la preparacion de estos geles, se utilizé 1g de
agarosa diluida en 50 ml de buffer TBE 10X (0.89 M Tris, 0.89 M acido
bérico, 1 mM de EDTA), se colocé en el microondas por 1' 30".
Seguidamente se colocé en el molde y antes de que solidificara se le
adicionaron 3 pl de bromuro de etidio. A continuaciéon se colocé en la
camara de electroforesis y se cargaron 3 ul de las muestras de PCR
mezcladas con 2 pl de colorante, vertidas en los pozos formados por
los peines. Se corri6 aprox. 17 min a 121 volts. Finalmente se
observaron los fragmentos amplificados en un transiluminador de UV.

4.8. GELES DE POLIACRILAMIDA

La separacion de los fragmentos amplificados se llevd a cabo por medio
de geles de poliacrilamida al 6% (7 M Urea). Para esto se prepararon
utilizando un cristal grande de 51 x 33 y uno pequefio de 46 x 33, estos
fueron lavados con agua y detergente, luego con alcohol al 70% y en
seguida con agua destilada, para finalmente dejarlos secar por aprox. 30
min. A continuacién se le adicion6 1 ml de repelente (RAIN) al cristal
grande con la ayuda de un papel (kleenex), se distribuyé de forma
homogénea por una de sus caras, esto para que no se pegue al cristal
pequefo. De forma similar se le agreg6 al cristal pequeio una solucion
de 3 ul de Bind Silane diluidos en 1ml de agua destilada para que se
adhiera el gel de poliacrilamida, y por ultimo se pusieron ambos cristales
a secar, aprox. 30 min. Posteriormente al cristal grande se le
acomodaron tres separadores, dos a los lados y uno abajo, y en seguida
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se colocd encima el cristal pequefio, ya bien alineados en la orilla se le
puso cinta aislante y pinzas para evitar la salida del gel antes de que
polimerice.

Se agregd lentamente la acrilamida (75 ml de acrilamida al 6%, 290 pl
de Persulfato de Amonio al 10%, y 90 ul de TEMED) verificando que no
formara burbujas, y finalmente se dejé polimerizar aprox. 1 h.
Posteriormente se le quitaron las pinzas, las cintas aislantes, el
separador colocado abajo, y se lavd con agua para limpiar los residuos
de acrilamida. Seguidamente se colocd en el equipo de electroforesis
vertical llenado con buffer TBE 10X, previamente se realizé una corrida
de 30 min con el peine colocado, y enseguida se fueron colocando 5 pl
de muestras de PCR mezcladas con colorante, las cuales fueron
previamente desnaturalizadas. Estas muestras fueron corridas con un
marcador de 10 pb (10 pb ladder, Invitrogen), mediante las siguientes
condiciones de corrida: 2500Volts, 0.42 Ampers y 54 Watts, y el tiempo
de corrida fue de aprox. 2:30 h, determinado segun el primer.

4.9. TINCION CON NITRATO DE PLATA

La visualizacién de los fragmentos se hizo por medio de la técnica de
tincién con nitrato de plata. Para esto al término de la corrida se quitaron
los cristales de la camara de electroforesis y se limpiaron de cualquier
residuo con agua destilada, enseguida se despegaron los dos cristales e
inmediatamente el cristal pequefio que contenia al gel, fue colocado en
acido acético al 10 % frio durante 20 min en agitacion 90 rpm.
Posteriormente recibio tres lavados con agua destilada fria (2 min cada
lavado), y seguidamente se coloco en la solucion de nitrato de plata fria
mas formaldehido al 37% durante 30 min en agitacién 90 rpm,
posteriormente se lavd en agua destilada fria por aprox. 5 segundos,
para finalmente colocarlo en una solucién de carbonato de sodio més
formaldehido al 37 % fria para revelarlo, el cual consistié primero en
agregarle la mitad de esta solucion y lavarlo hasta que empiecen
aparecer las bandas, enseguida se desecha y se le adiciona la otra
mitad de dicha solucion para terminar de tefirlo. Para detener la tincion
se le agregd acido acético al 10% dejandolo por 3 min, y por ultimo se
deja en agua destilada fria por aprox. 15 min (modificado de Echt et al.,
1998).

4.10. LECTURA DE DATOS

En los geles de poliacrilamida se observaron diferentes bandas dentro

del tamafo esperado del microsatélite, se identific6 como homaocigos al

individuo que presentaba una banda y como heterécigos al individuo

que presentaba dos bandas. Los individuos homocigos muestran un
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alelo idéntico que viene de los padres. Los individuos heterécigos
muestran dos alelos diferentes, cada uno de cada padre. Para leer estas
bandas se utiliza un transiluminador de luz blanca, donde se busca
determinar el tamano de alelos observando el patron de bandas
mediante un marcador de 10 pb. Posteriormente se registraron los
resultados en una matriz de datos.

4.11. FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS

Para estimar la variacién genética se utilizaron las frecuencias
genotipicas, las cuales son patrones de frecuencia de genotipos dados
en una poblacién debido por ejemplo al apareamiento al azar. También
se utilizaron las frecuencias alélicas por locus Unico en una poblacion,
las cuales son la medida de la presencia de varios alelos dados en una
poblacién. Se calcularon las frecuencias alélicas de varios loci y de
diferentes individuos o poblaciones, mediante el programa Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005).

4.12.’ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA Y ESTRUCTURA
GENETICA

Los niveles de diversidad genética o variacion genética intrapoblacional
fueron calculados con el modelo de mutacion de un solo paso (SMM),
mediante los parametros: el nimero de alelos por locus (A), alelos
efectivos (Ae), diversidad genética (H), heterocigosis observada (Hp) y
heterocigosis esperada (Hg) (Hartl and Clark, 1989), utilizando el
Software de Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005), y por ultimo el tamafo
efectivo (Ne) se calculd de acuerdo a la férmula de Slatkin y Barton
(1989): Ne = 2rtNm.

La estructura genética entre poblaciones fue estimada mediante los
estadisticos de F de Wright (1978): el indice de endogamia (Fs), la
diferenciacion genética (Fsr) y la diferenciacion genética total (Fi7), a
través de un andlisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA,
Excoffier et al., 2005). Estos estadisticos se calcularon tanto con el
modelo de alelos infinitos IAM (Fsr) (Kimura y Crow, 1964) como con el
modelo de mutaciones de un paso SMM (RST) (Otha y kimura, 1973)
desarrollado para microsatélites. El flujo genético (Nm) se estimé
indirectamente a partir de la Fsr siguiendo la férmula Nm = 1/4 (1/ Fsr—
1) (Crow y Aoki, 1984). Para la obtencion de los parametros vy
estadisticos estimados se us6 el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al.,
2005).
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4.13. RELACIONES GENETICAS

Se construyé un filograma (UPGMA; Analisis Jerarquico de
Conglomerados) con base en las distancias genéticas de Golstein (6p2),
basadas en el modelo de mutaciones de un paso (SMM; Golstein et al.,
1995). La robustez de la topologia fue evaluada con el algoritmo de
remuestreos bootstrap, con un total de 1000 replicaciones (Felsenstein,
1985). El andlisis y la reconstruccion del filograma se realizé con el
programa Poptrdos.exe conocido como NJBAFD (Takezaki, 2001).

4.14. PATRONES DE AISLAMIENTO POR DISTANCIA

Para el andlisis de aislamiento por distancia (relacién entre las
distancias geograficas y genéticas) se realizé una prueba de Mantel
(Mantel, 1967) con 1000 permutaciones usando los programas TFPGA
(Miller, 1997) y Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005).
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5. Resultados

5.1. RIQUEZA ALELICA

Se presentaron de dos a 10 alelos por locus y entre 16 y 21 alelos por
poblacién con un total de 28 alelos (Cuadro 4 y 5). Se observé mas de
un alelo en cada locus examinado, y la mayoria de los alelos se
presentaron en mas de una poblaciéon (Cuadro 4). Ademas todos los
alelos presentaron frecuencias mas altas al 3%.

Para el locus mac83 se encontraron cinco alelos que no habian sido
reportados para la especie (161,177, 179,181 y 187) y para el locus
sm01 solo se encontré un nuevo alelo (258) (Figura 4, 5y 6).

Figura 4. Gel de poliacrilamida con los patrones de bandas de las
poblaciones de Nueva Becal y el Tormento para el microsatélite mac52.
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Figura 7. Gel de poliacrilamida con los patrones de bandas de la
poblacién de Punta Laguna para el microsatélite sm01.

El promedio de alelos por locus (A) varié entre poblaciones de 3.4 a 4.4,
con un promedio para los cinco loci de 3.82 (Cuadro 5). Sin embargo, la
variacion en el promedio del nimero de alelos efectivos (Ae) fue
ligeramente mas pequefio entre 2.4 y 3.1.

5.2. DIVERSIDAD GENETICA Y EQUILIBRIO DE HARDY WEINBERG

La diversidad genética vario ligeramente entre las poblaciones (Cuadro
5). El promedio de heterocigosis esperada (Hg) para todos los loci en las
siete poblaciones fue de 0.482, el promedio de heterocigosis observada
(Ho) de 0.341, (Cuadro 5).

El promedio de heterocigosis esperada (Hg) fue generalmente mas alto
que el promedio de heterocigosis observada (Hp), y solamente la
poblacion RE4 mostré un valor ligeramente mayor para ambos
estimadores (Cuadro 5). Por tanto, el promedio de endogamia para
todos los loci fue moderadamente alto (Fs= 0.318) con niveles
significativos (P> 0.005) (Cuadro 10). Estos resultados indican
tendencia a una deficiencia de heterocigosis, lo que sugiere que en
promedio las poblaciones presentan valores importantes de endogamia.
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Cuadro 4. Frecuencias alélicas de cinco microsatélites para siete
poblaciones de Swietenia macrophylla King de la Peninsula de Yucatan

y sur de Veracruz, México.

Frecuencias

Alelo
(pb) Poblaciones
Locus 1 mac49 CA1 PL2 P103 RE4 TOR5 SAY6 NB9
1 105 0.031 0.038 0.083 0286 0.2 0.033
2 107 0.031 0.038 0.125 0.036 0.367 0.273  0.033
3 111 0625 0346 0.083 0.25 0.136  0.467
4 113 0.042 0.036 0.033 0.045
5 131 0.042 0.033 0.045
Locus 2 mac52
1 234 0.115 0.033
2 236 0.344 0615 0208 0.179 0.533 0.455 0.6
3 238 0.188 0.033 0.033
4 248 0.188 0.192 0.5 0.071 0.033 0.227 0.2
5 250 0.031 0.125 0.393 0.4 0.045 0.067
Locus 3 mac83 CA1 PL2 PIO3 RE4 TOR5 SAY6 NB9
1 161 0.036
2 165 0.188 0.154 0.125 0.429 0.133 0.182 0.133
3 177 0594 0.615 0.542 0.5 0.533 0.818 0.733
4 179  0.094 0.333 0.033
5 181 0.1
6 187 0.036
Locus 4 mac59
1 218 0.036
2 221 0.75 0.615 1 0.964 1 1 0.933
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Locus 5 sm01

1

2

10

258
261
265
270
272
273
277
279
285

289

0.031

0.219

0.531

0.063

0.094

0.063

0.115
0.038

0.269

0.308
0.077
0.038
0.077

0.077

0.042

0.542

0.083
0.125

0.042

0.321

0.071

0.286

0.286

0.036

0.033
0.1
0.067

0.367

0.133
0.067

0.100

0.045
0.045

0.182

0.318

0.182

0.227

0.033

0.2

0.033

0.5

0.067

0.033

0.133
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Cuadro 5. Diversidad genética de siete poblaciones de Swietenia
macrophylla King (Meliaceae).

No. de

Poblaciéon n alelos A Ae Ho He
0.255 0.473

CA1 16 17 3.6 (1.625) 2930 (0.210) (0.250)
0.167 0.455

PL2 13 17 3.6(2.417) 3.022 (0.129) (0.277)
0.355 0.416

P103 12 16 3.4(1.855) 2593 (0.282) (0.231)
0.497 0.546

RE4 14 20 4.000 (1.414) 3.177 (0.255) (0.250)
0.294 0.551

TOR5 15 21 4.4(2.332) 3.063 (0.242) (0.289)
0.463 0.470

SAY6 11 16 3.4(1.855) 2725 (0.321) (0.288)
0.358 0.461

NB7 15 21 4.4(1.960) 2.434 (0.265) (0.245)

PRO-

MEDIO

TOTAL 18.286 3.829 2.849 0.341 0.482

n, nimero de muestras; A, promedio de alelos por locus; Ae, alelos
efectivos; Hp, heterocigosis observada; Hg hetorocigosis esperada;
(en paréntesis la desviacion estandar).

5.3. ESTRUCTURA GENETICA

El promedio de Fsrde 0.086, indica un nivel moderado de diferenciacion
genética entre las poblaciones, con un 8.6% de la variacion distribuida
entre poblaciones (Cuadro 6 y 7). El valor promedio de la diferenciacion

genética total fue alta (F;r= 0.377, P< 0.05) (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Resultados de AMOVA para siete poblaciones de Swietenia
macrophylla King

Suma de Componentes Porcentaje de

Fuente de variacion d.f. cuadrados de varianza variaciéon
Entre poblaciones 6 27.134 0.117 8.641
Entre individuos
dentro de
poblaciones 89 130.461 0.393 29.059
Dentro de individuos 96 75.000 0.841 62.300
Total 191 232.596 1.351

Cuadro 7. Estadisticos F de Wright, Flujo genético (Nm) estructura
genética (Fsr) y tamano efectivo (Ne) a partir de Nm de cinco loci
polimérficos.

Estadisticos

Fis Fsr Fir Nm Ne

PROMEDIO 0.318 0.086 0.377 2.657 16.694

Con respecto al flujo genético se obtuvieron valores superiores a un
migrante por generacién entre pares de poblaciones con un valor
promedio de 2.657 (Cuadro 7 y 8). Estos resultados indican que el flujo
génico entre las poblaciones es alto, y corroboran la poca diferenciacion
genética obtenida. El promedio del tamafo efectivo (Ne) de las
poblaciones fue de 16.694 (Cuadro 7).
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Cuadro 8. Flujo genético entre pares de poblaciones, M (M= Nm)

CA1 PL2 PIO3 RE4 TORS SAY6 NB7
CA1
PL2 6.34559
PIO3 Inf 9.09971

RE4 8.22767 4.21909 3.83451

TOR5  18.73068 279.90467 18.67091 4.73086

SAY6  6.55489 9.97272 10.25139  4.34567 54.43976

NB7 inf 6.61234 47.93508 6.25865 38.63014 8.50263

Inf= Infinito

5.4. AISLAMIENTO POR DISTANCIA

A pesar de que existe un valor de correlacion importante entre las
distancias geogréficas y distancias genéticas entre pares de
poblaciones, este no fue estadisticamente significativo (= 0.341; P=
0.162; Figura 7), lo cual indica que la distribuciéon de la variacién
genética no se asocia de manera importante con la distribucion
geogréafica de las poblaciones de S. macrophyila.

5.5. RELACIONES GENETICAS

El andlisis de UPGMA mostré un agrupamiento de acuerdo con la
localizacion geografica de las poblaciones, asi CA1 y PL2 se agruparon
a mayor distancia genética como representativas de la regiéon de
Quintana Roo. Sin embargo, la poblacién de PIO3 que también se ubica
en el estado de Quintana Roo se agrup6 en la base del segundo grupo.
Por lo que el segundo grupo esta conformado por tres subgrupos, el
primero incluye a la poblacién de PIO3, el segundo a las poblaciones de
NB7 y el TOR5 (Campeche) y el tercer subgrupo incluye a las
poblaciones SAY6 y el RE4 que se ubican en la regién del Golfo de
México (Figura 8.).
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Figura 8. Andlisis de aislamiento por distancia entre pares de
poblaciones de Swietenia macrophylla King estudiadas.
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Figura 9. Relaciones genéticas de las poblaciones de S. macrophylla,
obtenidas con las distancias genéticas de Golstein (du?), con base al
método de UPGMA. Los nimeros son los valores de Bootstrap basados
en 1000 replicaciones (Felsenstein, 1985).
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6. Discusion
6.1. VARIACION Y ESTRUCTURA GENETICA

El estudio demostré6 que las poblaciones de Swietenia macrophylla
distribuidas en la Peninsula de Yucatan y sur de Veracruz contienen
niveles de variacién genética relativamente bajos (He= 0.482) en
comparacion con otras poblaciones estudiadas en la Amazonia (Hg=
0.781, Lemes et al., 2003, H= 0.84; Lemes et al., 2002) y Mesoamérica
(Hg= 0.657; Roth-Novick et al. 2003). Sin embargo, estudios reportados
por Gillies et al. (1999) en Mesoamérica (Hg= 0.450) y Céspedes et al.
(2003) en Costa Rica (Hg= 0.470-0.540) reportan valores similares (ver
Cuadro 11). Las poblaciones que presentaron la mayor diversidad
genética fueron TOR5 (He= 0.551) y RE4 (He= 0.546), ubicadas en el
estado de Campeche. Posiblemente esta alta diversidad genética se ha
mantenido porque las poblaciones todavia se ubican dentro de
fragmentos de selvas que no han sido intensamente desforestados,
cuentan con la proteccion y regulacién de un buen manejo forestal
(SEMARNAT, 2006). En contraste, las poblaciones menos diversas
genéticamente fueron PIO3 (He= 0.416) y PL2 (He= 0.455) del estado
de Quintana Roo. La poblacién de PIO3 se ubica geograficamente entre
las regiones Silvituc-Calakmul y Rio Hondo, las cuales son regiones
establecidas para la conservacion de la biodiversidad (SEMARNAT,
2006). A pesar de que PIO3 se localiza en una zona conservada en
bajos inundables, es wuna poblacién con escasos individuos
(representadas por aprox. 10 individuos en 2, 500 m2), y esta delimita
con la region de mayor actividad forestal ejidal, especificamente en
Felipe Carrillo Puerto y Othén P. Blanco conocido como Pioneros donde
se realiza el 78% del manejo forestal del estado Quintana Roo
(SEMARNAT, 2006). La poblacién de PL2 por su parte, se encuentra en
un area perturbada y se distribuye en la zona mas nortefia y aislada de
la especie en el estado de Quintana Roo, y estd también conformada
por escasos individuos. Estas caracteristicas ecoldgicas del habitat en
donde se distribuyen estas dos poblaciones podrian estar asociadas a la
pérdida de diversidad genética que presentan.

En cuanto a los niveles de endogamia, estos fueron altos (F;s= 0.318),
superiores a los reportados por Novick et al. (2003) para Mesoamérica
(Fis= 0.149). White et al. (1999) indican que el tamafno pequefio de las
poblaciones y su fragmentacién estdn asociados a la pérdida de
diversidad genética (especificamente la pérdida de alelos de menor
frecuencia), lo cual aumenta el déficit de heterocigosis con el
consecuente aumento de los niveles de endogamia. Lemes (2000) y
Lowe et al. (2003) sefalan que estos niveles de endogamia también se
pueden deber a que los arboles de una poblaciéon tienden a florecer
simultaneamente. Asimismo, y con relacién al manejo forestal, Lowe et
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al. (2003) recomienda estudios mas detallados sobre la intensidad de la
extraccion para predecir comparaciones entre la intensidad de los
disturbios y los niveles de diversidad (pre y postimpacto). Finalmente,
los analisis de SSRn indican que en la mayoria de las poblaciones de S.
macrophylla distribuidas en México, la diversidad genética se encuentra
dentro de las poblaciones (62.3%), y presentan una moderada
estructura genética (Fsr= 0.086). Este resultado es similar al que
reporta Lemes et al. (2002) para las poblaciones de la Amazonia (Fsr=
0.097), y diferente a Novick et al. (2003), para algunas localidades de
Mesoamérica, en donde la estructura genética fue moderada entre las
poblaciones (Fsr= 0.109) (Cuadro 9). En general, se infiere que la
pérdida de diversidad genética se puede deber a barreras geograficas
histéricas, las cuales han aislado las poblaciones originando procesos
de endogamia y de deriva génica. Lo anterior, aunado a la destruccion
de las selvas por huracanes, incendios y por la deforestacion excesiva
que se ha presentado en esta region (Argulelles, 1999).

6.2. FLUJO GENETICO Y AISLAMIENTO POR DISTANCIA

El flujo genético en promedio fue alto (Nm = 2.657), lo cual esta
relacionado con la baja diferenciacion genética encontrada entre las
poblaciones. White and Powell (1997) suponen que las condiciones de
mucho viento incrementan el flujo de genes entre poblaciones
fragmentadas y aisladas de esta especie, ya que los agentes
polinizadores (insectos, abejas, trips y polillas) no pueden hacerlo
porque vuelan a distancias cortas y necesitan de bloques grandes de
selva con dosel continuo. Probablemente este también es el caso para
la Peninsula de Yucatan, ya que las pocas selvas estan fragmentadas
debido a la tala selectiva. Gilles et al. (1999), también sugieren que al
aumentar la distancia geografica frecuentemente resulta en un
incremento en el aislamiento entre las poblaciones y por tanto reduce el
flujo genético, pero de igual forma puede ocurrir que haya un
considerable flujo de genes que esté dando una homogeneidad genética
espacial dentro de un area. Para este estudio no se present6é un patron
de aislamiento por distancia significativo, por lo que de acuerdo a Gillies
et al. (1999), se presenta una homogeneidad genética entre las
poblaciones.

6.3. RELACIONES GENETICAS

A pesar de que en este estudio no se presentd un patréon de aislamiento

por distancia de manera significativa, si se observa una relacion

importante de las relaciones genéticas de las poblaciones con su

distribucion geogréfica: La poblacion de CA1 y la de PL2 forman un

primer grupo claramente definido, las cuales se distribuyen en el estado
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de Quintana Roo, presentan niveles intermedios de variacién genética y
comparten el mayor numero de alelos.

Cuadro 9. Estudios de estructura y variacion genética de Swietenia
macrophylla inferidas con SSRn, AFLP's y RAPD's.

Localidad/ A Ho He Fis Rst/Fst  Nm  Referencia

Region
Costa Rica 20 0.450- 0.470- 0.015 0.063 3.710 Céspedes
0.580 0.540 et al.
(2003)
Sur del 184 0.750 0.781 0.132 0.097 - Lemes et
Amazonas al. (2003)
Costa Rica - 0.335 0.447 0.24 0.383 0.791 Lowe et al.
(2003)
Mesoamérica 13 0.559 0.657 0.149 0.109 - Roth-
Novick et
al. (2003)
Sur del 15.8 0.730 0.840 - - - Lemes et
Amazonas al. (2002)
Mesoamérica - - 0.450 - - - Gillies et
al. (1999)
Honduras 7.9 0.472- 0.548 0.223 - 8.9 White et
0.490 al. (1999)
Honduras 9.7 0.415 0546 0.217 0.036 4.926 White and
Powell
(1997)
Sureste de 3.8 0341 0.482 0.318 0.086 2.657 Presente
México estudio

A, promedio de numero de alelos por locus; Ae, alelos efectivos; Ho,
heterocigosis observada; Hg, hetorocigosis esperada, Fs, endogamia;
Rst/Fsr, diferenciacion genética; Nm, flujo genético.

El segundo grupo esta conformado por tres subgrupos; en la base se
encuentra el primer subgrupo representado por la poblacion de PIO3
distribuida en Quintana Roo. Esta poblacién es la que presentd los mas
bajos niveles de diversidad genética (He== 0.416), pero comparte alelos
con el resto de las poblaciones. El segundo subgrupo conformado por
las poblaciones de TOR5 y NB7 distribuidas en el estado de Campeche
y el tercer subgrupo incluye a las poblaciones de RE4 y SAY6 que se
ubican en la region del Golfo de México. No obstante que la mayor
diversidad genética se encuentra representada en las poblaciones de
RE4 y TORS, estas comparten mas alelos con las poblaciones de SAY6
35



y NB7 respectivamente, por lo que su asociaciéon genética se debe mas
a la distribucién geogréfica de las poblaciones que a la cantidad de
variacion genética encontrada. Las poblaciones de TOR5 y NB7 (con
aprox. 10 individuos en 1, 250 m %) se ubican en la region protegida de
Silvituc-Calakmul (20,475 km?), esta region incluye a una de las
mayores extensiones de selvas tropicales del pais, asi como parte de la
selva maya en México (CONABIO, 2008), la cual contiene a las selvas
tropicales y subtropicales casi intactas. La poblacién de RE4 se
encuentra Iocallzada en la region protegida de los Petenes en Ria
Celestun (2,113 km ) en los Petenes 282 858 ha, y en Ria Celestun 81
482 ha (INEGI 2007). Como es una de las poblaciones que en el
flograma se ubica en una de las ramas de mas reciente origen,
podemos inferir que las variantes alélicas que la conforman junto con la
localidad de SAY6 (Veracruz), probablemente sean de un origen
reciente, por lo que estas poblaciones fragmentadas y con tamanos
poblacionales pequefos probablemente se encuentren en proceso de
expansion o colonizacion. En contraste, el primer subgrupo (PIO3) que
de acuerdo con la topologia del filograma obtenido, es el que se
encuentra en la parte mas basal, indica que pudo haber divergido mas
atrds en el tiempo. Entonces es posible que las poblaciones que
contienen las variantes alélicas mas ancestrales sean las poblaciones
de PIO3, CA1y PL2 distribuidas en el estado de Quintana Roo, a partir
de las cuales se dio la dispersién a la parte norte de Mesoamérica.

6.4. RECOMENDACIONES PARA LA CONSERVACION

Los resultados obtenidos en este estudio ilustran la importancia que la
genética de poblaciones tiene para la conservacion de estas
poblaciones. Uno de los parametros de mayor importancia que se
utilizan como criterios de seleccidon de poblaciones para la conservacion
es el tamano efectivo de las poblaciones (Ne), el cual para este estudio
en promedio fue de 16.694. Aunque en la literatura no se reportan
estimaciones del Ne de otras poblaciones de S. macrophylla, se ha
considerado que el tamano efectivo de las poblaciones en Mesoamérica
es mas pequefio que el de las poblaciones de Sudamérica, debido
fundamentalmente al efecto que las glaciaciones del Pleistoceno
tuvieron sobre esta regiéon (Novick et al. 2003). Estos eventos pudieron
haber influido en la fragmentacion y en el asilamiento geografico de las
poblaciones que actualmente observamos. Por tanto, las poblaciones
que se consideran prioritarias para su conservacion son: PIO3, que es
la poblacion que contiene la menor diversidad genética, pero es la de
mayor importancia desde el punto de vista filogenético, al ser la
poblacién mas basal u ancestral. Las poblaciones RE4 y TOR5 que
contienen los niveles mas altos de heterocigosis y la mayor diversidad
alélica, por lo que pueden ser poblaciones representativas del pool
genético de S. macrophylla para México.
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7. Conclusiones

Se encontraron niveles de variacién genética relativamente menores a
las obtenidas en otras poblaciones de Centroamérica, y las poblaciones
de mayor diversidad genética son las que se distribuyen en reservas o
zonas con un adecuado manejo forestal. Esto indica que la pérdida de
diversidad genética podria estar fuertemente influenciada por la
deforestacion, incendios o huracanes.

Se present6 una asociacion importante entre la distancia genética y la
distancia geografica aunque no fue significativa estadisticamente.

El flujo genético de las poblaciones fue alto, por lo que la estructura
genética fue baja. Los altos niveles de Nm obtenidos, posiblemente
estan asociado con la dispersion de polen por el viento.

Las relaciones genéticas encontradas apoyan la hipétesis de que las
poblaciones mexicanas se originaron de Mesoamérica, presentandose
los alelos ancestrales en la regiéon mas surefia de México (Quintana
Roo), y los alelos mas recientes en las poblaciones distribuidas mas al
norte de México (Campeche).

Las poblaciones prioritarias para su conservaciéon son, PIO3 (Quintana
Roo) que es la que present6 los menores niveles de variacion genética,
y las poblaciones TORS5 y RE4, con los mayores niveles de diversidad
genética, las cuales pueden ser poblaciones representativas del pool
genético de S. macrophylla King en México.
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8. Perspectivas

La informacién generada en este estudio es de gran importancia por la
generacion de conocimiento sobre la diversidad genética y de
conservacion de la caoba en la Peninsula de Yucatan y Sur de
Veracruz. Estos datos permiten generar nuevos programas orientados a
designar areas importantes para la conservaciéon de las poblaciones
naturales de caoba, de igual forma se podra recolectar y seleccionar
germoplasma de alta calidad genética para planes de reforestacién o
para incrementar su valor comercial. Asimismo, estos datos se pueden
comparar a otras especies similares de arboles tropicales.

Para que las bases genéticas y planes de conservacién de la caoba
sean mas solidas, se podrian incluir mas poblaciones naturales del Sur
de México y utilizar otros marcadores moleculares que nos proporcionen
mas informacion sobre la variacion genética de este importante recurso
maderable.
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