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genéticos, diversidad genética.

RESUMEN

El hombre grande (Quassia amara) es un arbusto propio del sotobosque de los trépicos
himedos americanos, cuya parte til es la madera (tallo) que se extrae periddicamente, por
lo cual es considerado un producto no maderable del bosque. Esta planta ha sido explotada
en forma silvestre durante muchos afios, debido a sus propiedades medicinales y en la
actualidad, por sus propiedades como insecticida natural. Centroamérica es uno de los
sitios de dispersion natural y de utilizaciéon mas importante de la especie.

En investigaciones anteriores se estudi6 la variabilidad genética de la especie desde el
punto de vista morfolégico (Upegui, 1998), pero ain falta informacién al nivel del ADN.
Las técnicas moleculares podrian dar un conocimiento mas intenso y detallado de los
genotipos, que permitiria definir tacticas de conservacion 'y establecer programas de
aprovechamiento y mejoramiento genético mejor sustentados de la especie.

En esta investigacién se caracterizd morfolégica y molecularmente 17 genotipos
silvestres de Q. amara del area centroamericana, provenientes en su mayoria de Costa Rica,

pero también de Panamé, Nicaragua, Honduras, El Salvador y Guatemala.

Para la caracterizacion morfolégica se elabord una lista de 36 descriptores. Se hizo
énfasis en las caractersticas de la hoja, porque a diferencia de los otros drganos, estan
presente en las plantas silvestres en todas las épocas del afio. Se evaluaron 21 parémetros
de hoja, ocho de flor, ocho de fruto y tres de semilla. Solo en tres poblaciones se evaluaron
otros 6rganos ademas de hojas, por mostrar disponibilidad al momento de la visita, -

Con base en los datos morfolégicos, los genotipos se agruparon en dos grupos, y éstos a
su vez en dos subgrupos que guardan alguna relacién con su posicién geogrifica. El sub-
grupo Al est4 conformado principalmente por arboles de sitios ubicados en el Pacifico, y el
subgrupo A2 estd constituido en su mayoria por érboles de Honduras y El Salvador. Por
otra parte, el subgrupo Bl incluye individuos de diversos sitios, y el subgrupo B2 esti
formado principalmente por arboles de Talamanca, Costa Rica y de Parque Soberania y
Barro Colorado, Panama, la mayoria de ellos con influencia Atlantica. En todos los grupos
se encontraron arboles mezclados.

La caracteristica cualitativa que discrimind mis entre grupos fue el color del punto de
insercion del foliolo terminal. Los descriptores cuantitativos con mayor valor discriminante
fueron la longitud de los foliclos terminal e izquierdos 1 y 2 y las variables generadas a
partir de longitud y ancho de estos foliolos. Las variables candnicas discriminantes CAN1 y
CAN2 explicaron el 86% de la variabilidad total de las variables.



Para la caracterizacion molecular, se trabajé con 17 genotipos provenientes de los
mismos sitios de colecta que en la caracterizacién morfoldgica. Se utilizo Ia técnica PCR-
RAPD. Se encontré que de 503 primers o iniciadores analizados, 72 presentaron buena
amplificacién del ADN, el 17% mostro bandas polimérficas (de 1 hasta 11 bandas). Con
esta informacion se calcularon indices y matrices de distancia, dendogramas y analisis
bootstrap, entre los genotipos y entre los grupos formados.

No se encontré un patrén que relacione en forma definitiva, la afinidad genética de los
materiales evaluados, con la posicion geografica de la cual proceden. Esto confirma lo
indicado por Porter (1972) y Brown (1995), en el sentido de que es dificil determinar
claramente cual es la distribucion natural de Q. amara, por ser una especie utilizada desde
tiempos inmemoriales en casi todo el continente por sus propiedades medicinales. Sin
embargo, se observo que los genotipos de la zona Atlantica centroamericana y norte de
Costa Rica, tienden en términos generales, a agruparse juntos, al igual que los materiales
provenientes de la costa Pacifica de Centroamérica. De la misma manera, los genotipos de
Soberania y Barro Colorado, ambos de Panama, guardan una estrecha relacion genética con
el genotipo de Keékoldi (Talamanca, Costa Rica). Al respecto los resultados fueron
coincidentes con los encontrados con ¢l anélisis morfoldgico.

Se identificaron bandas polimorficas diferentes y comunes entre grupos. La mayor
distancia genética (0,66) se encontré entre los genotipos con influencia del Atlantico
(Subgrupo A2) con respecto a un genotipo del Pacifico (Subgrupo B2). La menor distancia
genética (0,20) se encontré entre los genotipos del subgrupo Al (sin zona geogréafica -
definida) y los del Subgrupo B1, con influencia del Pacifico.

Podria concluirse que en la agrupacion de los genotipos centroamericanos de Q. amara,
coinciden dos factores en forma simultinea: una separacion de los mismos segin el origen
Pacifico o Atlantico, y por otra parte, la influencia de dos posibles acerbos genéticos dentro
de la poblacion, uno procedente del Norte y representada principalmente por las
poblaciones de El Salado (Honduras), Chirilagua (El Salvador) y La Lupe (Nicaragua), y
otro conformado por poblaciones representadas tipicamente por Barro Colorado, Soberania
y Kékoéldi. En Costa Rica ambos acerbos podrian encontrarse mezclados geograficamente,
lo cual produce confusion al intentar definir una relacién entre la ubicacién geogrifica y
genetica de ciertos materiales. Estas hipétesis tendran que ser comprobadas incluyendo
otras procedencias en proximos estudios.



LOPEZ, Y. 1999. Morphological and Molecular Characterization of Central America’s
Quassia amara L.ex Blom. Thesis Mag. Sci. CATIE. Turrialba, Costa Rica.

Keywords: Quassia amara, (Juassia, Characterization, molecular markers, RAPD, genetic
resources, genetic diversity

SUMMARY

Quassia amara is a bush found at the understory of the American humid tropics, which
usable part is its wood (stem) that is periodically extracted and thus considered a non-
woody forest product. This plant has been exploited for many years due to its medical
properties and currently as a natural insecticide. Central America is one of Quassia
amara’s most important natural dissemination and utilization sites.

Prior investigations studied the species genetic variability from a morphological point of
view (Upegui, 1998), but there is still lack of information at DNA level. Molecular
techniques could provide a deeper and more detailed knowledge of the genotypes that
would allow to define conservation strategies and to establish better development and
genetic improvement programs.

Through this research, it was possible to conduct a morphological and molecular
characterization of 17 Q. amara wild genotypes from the Central American region, mainly
trom Costa Rica but also from Panama, Nicaragua, Honduras, El Salvador and Guatemala

For the species morphological characterization, a list of 36 descriptors was elaborated.
Emphasis was given to leave’s characteristics , contrary to other organs, they are present
in wild plants during the whole year. Twenty-one leaf parameters were evaluated, eight
corresponding to flowers, eight to the fruits and three to seeds. Only in three populations
other organs besides the leaves were evaluated because they were available at the time of
the visit. :

Base on morphological information, genotypes were grouped in two and these were also
divided into two subgroups keeping some relationship with their geographic location. The
Al subgroup was formed mainly by trees from the Pacific zone and the A2 subgroup was
constituted mainly by trees from Honduras and E] Salvador. On the other hand, the B1
subgroup included individuals from several sites and the B2 subgroup was composed
mainly by trees from Talamanca, Costa Rica and the Soberania Park and Barro Colorado,
Panama; most of them with Atlantic influence. Mixed trees were found in all the groups.

The most discriminative quality trait among the groups was the color of the terminal
foliole insertion point. The quantitative descriptors with highest discriminative value were
the terminal and 1 and 2 left leaflets’ length and the variables generated from the leaflets
length and width. The discriminant CAN1 and CAN2 canonic variables explained the 86%
of the variables total variability.

The molecular characterization was accomplished using 17 genotypes from the same
collecting sites used for the morphological characterization. The PCR-RAPD technique

xi



was employed. It was found that from 503 primers analyzed, 72 showed good DAN
amplification and 17% presented polymorphic bands (from 1 up to 11 bands). With this
data indexes and distance, dendograms and bootstrap analysis matrixes were estimated
between genotypes and groups.

It was not possible to find a paitern relating in a definite way the genetic affinity of
evaluated materials with their geographical location. This confirms the information
reported by Porter (1972) and Brown (1995), in the sense that it is difficult to clearly
determine the natural distribution of Q. amara as this is a species utilized since ancient
times in almost the whole continent due to its medical properties. However, it was
observed that genotypes from Central America’s Atlantic zone and north of Costa Rica,
tend, in general terms, to group together as do the materials from the Pacific coast of
Central America. Likewise, genotypes from Soberania and Barro Colorado, both from
Panama, keep a close genetic relationship with the Kékoldi (Talamanca, Costa Rica)
genotype. To this regard, the results coincided with those found for the morphological

analysis.

Different polymorphic bands as well as others common to all the groups were identified.
The biggest genetic distance (0,66) was found between the genotypes with Atlantic
influence (A2 Subgroup) and the Pacific genotypes (B2 Subgroup). The smallest genetic
distance (0,20) was found between the genotypes from the Al subgroup (without a defined
geographical zone) and the B1 Subgroup with Pacific influence.

It could be concluded that in grouping of Q. amara Central America’s genotypes two
factors coincide simultaneously: their division according to their Pacific or Atlantic origin
and also the influence of two possible genetic sources within the populations, one from the
north represented mainly by El Salado (Honduras), Chirilagua (EI Salvador) and La Lupe
(Nicaragua) populations and the other formed by the populations typically represented by
Barro Colorado, Soberania and Kékoldi. In Costa Rica both sources could be found
geographically and genetically mixed in certain materials. These hypotheses should have to
be validated including other provenances for fisture investigations.
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1. INTRODUCCION

El bosque tropical es muy rico en productos no maderables (PNMB) que incluyen desde
exudados (gomas, resinas, litex), hasta cafias, frutos, vegetales comestibles, hongos,
especias, carnes, animales de caza, mascotas y plantas de uso farmacéutico (Villalobos y
Ocampo, 1997). La explotacién indiscriminada de muchos de estos recursos, ha puesto en
peligro su existencia y ha causado una reduccion en la disponibilidad de algunos de ellos.
Para asegurar su sobrevivencia, la poblacién debe buscar alternativas de manejo sostenible
de los mismos, para lo cual uno de los primeros pasos es contar con suficiente informacién

que permita tomar decisiones acertadas con respecto a su manejo.

El hombre grande (Quassia amara) es un arbusto propio del sotobosque de los tropicos
himedos americanos, cuya parte util es la madera (ta]lo) que se extrae periodicamente.
Esta pIanta ha sido explotada en forma silvestre durante muchos afios debido a sus
propiedades medicinales y mas recientemente por sus propiedades como insecticida natural,

por lo que se le considera un producto no maderable del bosque (Standley, 1937).

La explotacion de esta especie tiende a incrementarse, y junto con el aumento en los
procesos de expansion de la poblacion y el deterioro general del medio ambiente, han
puesto en peligro los nichos naturales donde Ia planta se desarrolla, amenazando asi su

diversidad y las posibilidades futuras para llevar a cabo su explotacién a mayor escala.

Desde hace algunos afios, en el CATIE se han realizado investigaciones tendientes a
conocer mejor la especie (Villalobos, 1995; Leigue, 1997; Upegui, 1998). El proyecto
"Conservacion para el Desarrollo Sostenible en América Central", Olafo, ha realizado
investigaciones destinadas a evaluar el potencial de cuasia dentro de los sistemas
productivos de ciertas comunidades (Marmillod ef af. 1995).  Ademis se han realizado
estudios sobre la ecologia, manejo y composicion de la especie, asi como un inventario de

la poblacién de plantas existente en la reserva indigena Kékoldi en Talamanca, Costa Rica.
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En otras investigaciones realizadas en Costa Rica, se ha estudiado la extraccion y
comportamiento cromatografico de extractos de cuasia sobre la mosca blanca (Bemicia
tabaci) y sobre el pulgén verde (Myzus persicae Silz.), asi como la actividad farmacologica
Y gastrointestinal del extracto acuoso de la madera en ratas y ratones (Garcia ef al. 1997,
Badilla et al. 1998). También se han estudiado aspectos sobre la biologia reproductiva de Ia
planta, su calidad de semilla Yy su crecimiento (Leigue, 1997). Se han iniciado estudios
sobre el estado fitopatologico de las plantas en vivero vy en el bosque, y sobre las

propiedades biocidas de Q. amara (Badilla et af. 1998).

Un paso fundamental que requiere de més investigacion, es el conocimiento de la
variabilidad genética que presenta Q. amara, sobre todo en el area centroamencana, que es
uno de los sitios de dispersién natural y de utilizacién mdas importante. En anteriores
investigaciones se ha estudiado esta variabilidad desde el punto de vista morfoldgico
(Leigue, 1997; Upegui, 1998), pero ain no se han realizado estudios a mivel del ADN. En
ese sentido, las técnicas moleculares podrian dar un conocimiento mas intenso y detallado

de los genotipos, que lo que actualmente se obtiene usando caracteristicas morfologicas.

En esta investigaciéon se pretendié caracterizar morfolégica y molecularmente con
marcadores moleculares RAPDs, un grupo de genotipos silvestres del 4rea
centroamericana. Se buscod también, determinar la composicién genética de la poblacién

estudiada y la definicién de posibles grupos genéticos.

La informacién generada seri importante para establecer programas de aprovechamiento
y mejoramiento genético de la especie, y en la definicion de tacticas de conservacion, Esto
deberia redundar en una reduccién en la presion sobre el bosque y en una explotacion mas

racional de este valioso recurso vegetal.



1.1.Objetivos

General:
Estudiar la diversidad genética de materiales silvestres de Quassia amara provenientes

de Centroamérica, mediante su caracterizacién morfolégica y molecular con el uso de

marcadores moleculares RAPDs.
Especificos:

- Definir algunos descriptores morfologicos para caracterizar Quassia amara bajo
condiciones in situ .

- Caracterizar genotipos silvestres de diferentes localidades en Centro América usando la
lista de descriptores definida.

- Caracterizar molecularmente los mismos genotipos usando la técnica RAPD.

- Relacionar la distribucién geografica de los genotipos con su afinidad genética.

- Estudiar la estructura de la diversidad genética dentro y entre poblaciones.

1.2. HIPOTESIS

- Los descriptores seleccionados posibilitan una aceptable caracterizacion morfologica,
de genotipos de Q. amara.

- Los marcadores moleculares RAPD son eficientes para caracterizar molecularmente los
genotipos de Q. amara.

- Los descriptores morfoldgicos y los moleculares permiten conocer razonablemente bien
la estructura genética de las poblaciones de Q. amara y su relacion con la distribucion
geografica.

- Existe una relaciéon estrecha entre resultados de marcadores moleculares y los

morfolégicos.




2. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE Quassia amara L. ex Blom

Quassia amara L. ex Blom comtinmente conocida como "hombre grande", es una
especie no maderable originaria del tropico americano, en donde tiene alguna importancia
economica (Poveda, 1995). Es un recurso natural aprovechado desde tiempos ancestrales,
principalmente como medicina. Su utilidad como plaguicida natural se reconoce desde el
siglo XIX (Ocampo, 1995; Kent y Ammour, 1995; Standley, 1937; Grainge y Ahmed,
1988; Thomas, 1990; Villalobos y Ocampo, 1997).

2.1.1. Clasificacién taxonémica
La especie se clasifica de 1a siguiente manera:

Orden : Sapindales
Familia: Simaroubaceae
Subfamilia: Simaruboideae
Género: Quassia

Especie: amara

Nombre cientifico: Quassia amara
2.1.2. Descripciéa botinica

Es un arbusto de 3-6 metros de altura, aunque en algunos sitios es posible encontrar

especimenes de 8-10 metros.

De acuerdo con Standley, (1937); Standley y Steyermark, (1946); Nooteboom (1962);
Porter (1972); Holdridge y Poveda (1975); Céceres, er al. (1995); Brown (1995), Ling

(1995), y Ocampo ez al. {1997) Q. amara posee las siguientes caracteristicas:



2.1.2.1. Corteza y madera:

Corteza grisdcea, finamente fisurada verticalmente. La madera es blanca o amarillenta,
inodora con sabor amargo, ligera, ficil de cortar y resistente a los insectos. Rebrota
facilmente, savia incolora, muy amarga. El régimen luminico se relaciona positivamente

con el color y densidad de la madera.
2.1.2.2, Hojas

Imparipinadas, alternas, peciolo y raquis alados, foliolos sésiles, opuestas, acuminadas, 5
a 11 cm (longitud) y 4 a 7 cm (ancho), color verde intenso en el haz y verde claro en el

enves, cuando jovenes de color pardo rojizas, brotes rojizos.

2.1.2.3. Flor

Planta monoica, con flores perfectas y hermafroditas. Racimos que pueden ser axilares o
terminales, flores rojo brillante o rosa, conicas y alargadas, perfectas con cinco sépalos
libres, imbricadas. Un caliz de 2-3 mm de largo de segmentos ovados, obtusos, ciliados;
cinco pétalos de 2,5 a 4,5 cm, lineales lanceolados, glabros; diez estambres usualmente mas
grandes que la corola; gineceo de cinco carpelos apocarpos, un 6vulo por iéculo con
placentacion axial. La floracién ocurre entre setiembre y marzo, para esto requiere de la

exposicion a la luz (Brown, 1995; Ling, 1995).
2.1.2.4. Fruto,

Drupa apocarpica uniseminada con el recepticulo inflado. Generalmente cinco o
menos drupas ovoides negras, de 1-1,5 cm de longitud, sobre un recepticulo rojo ancho,
con las semillas suspendidas de la punta. Esto indica que el ovario es una sola unidad
untlocular, que se divide a causa del desarrollo del fruto y del crecimiento del receptaculo.
La fructificacion ocurre aproximadamente dos meses después de iniciada la floracion,

principalmente de noviembre a mayo.



2.1.2.5. Semilla

Pendulares, con testa membranosa, cotiledones plano-convexos, carnosos, radicula muy

corta y retraida.
2.1.3. Nombres comunes

O. amara es conocida también como: amargo, cuasia, cuasia de Caiena, cuasia amarga,
pau amarelo, pau quassia, quassia-wood, wewe gifi, cuasia de Surinam, hombre grande,
limongcillo, puesilde, bitter wood, palo quinina, guavito, quiniclu, guavito amarge, palo de
hombre, hombron, cuasia, guabo, jamaica bark, palo muneco, ruda, simaruba, Surinam

wood, crucete (Caceres ef al. 1995).

2.1.4. Distribucién geogrifica

Es dificil determinar claramente cual es la distribucién natural de Q. amara, porque ha
sido cultivada en muchas regiones indigenas por sus propiedades v usos. Segun diferentes
autores se encuentra distribuida desde el norte de Brasil, Argentina, Surinam, Guayana,
Venezuela, Colombia y Panama. También se informa su presencia en Centroamérica y en

el Sur de México (Cronquist, 1944; Porter, 1972; Brown, 1995) .

Para algunos paises es posible encontrar mayor informacion acerca de la distribucion y
usos de la especie como en Panama, Colombia y Costa Rica. En este altimo pais existe
mayor informacién disponible probablemente, porque esta especie ha sido objeto de varios
estudios desde hace algunos afios por parte del CATIE- Proyecto de Conservacion para el

Desarrollo Sostenible en América Central (Olafo).

En Panama se le puede encontrar en Ia zona del canal, Bocas del Toro, Colon, Chiriqui,
Veraguas, Coclé, Panam4 y Darién en el bosque seco Tropical (Croat, 1978). En el Norte
de Colombia se ha informado la presencia de {J. amara, en los departamentos de Atlantico,

Bolivar, Magdalena y Santander (Garcia, 1992).



2.14.1. Distribucién de Q. amara en Costa Rica

Segn Villalobos (1995), el principal condicionador de la distribucion natural de g.
amara en Costa Rica es la altitud, sin presentarse poblaciones importantes de cuasig por
encima de 500 msnm. Sin embargo, Brown (1995), menciona que en el Herbario Nacional
de Costa Rica y en el Jardin Boténico de Missouri, se informa que es posible encontrarta
desde el nivel del mar hasta los 900 m. La humedad del suelo durante el afio es ¢l segundo
factor en la distribucién de cuasia, pues no soporta periodos secos largos y solo puede
sobrevivir en el bosque seco tropical en condiciones de bosque de galeria, en cualquier
punto. Dentro de una poblacion que Ocupa un area geogréfica determinada, la especie se
agrupa a la vez en aglomerados, cuyo distanciamiento, forma, tamafio y densidad
dependeré de la disponibilidad de agua y luz, a través del tiempo, en cada uno de sus

puntos.

En estudios realizados por el proyecto CATIE-Olafo (1997), el principal parche de
cuasia en la region Atlantica estd ubicado en la reserva indigena Kekoldi, en Talamanca,
junto al poblado costero de Puerto Viejo, cerca de la frontera con Panami. En Ia
subvertiente Norte es factible encontrar cuasia en toda la llanura de San Carlos, que abarca

la regién por debajo de los 500 msnm desde e] rio Poco_sol hasta el rio Sarapiqui.

En el Pacifico Central y Sur, se encuentra cuasia en la zona de transicion en el Pacifico
seco y el lluvioso, en los sectores de Orotina y la Reserva Biologica Carara, cercana a la
costa; en esta ultima la presencia se restringe al sector de lomas en condiciones de bosque
secundario. Al norte de Carara, con bosques secundarios extensos, se encuentran
agrupaciones de arbustos, algunos de gran tamafio, aisladas entre si y con densidades y
dimensiones variadas (CATIE-Olafo, 1997). La localidad natural de cuasia, de mayor
altitud, segiin la informacién de los herbarios, esta cerca del cerro La Cangreja en Puriscal;
ahi se encuentran arbustos hasta unos 350 msnm. Entre esta region y el poblado de Parrita,
en el Pacifico Sur, se encuentran pequefios grupos aislados de arbustos, alin en dreas de

pastizal.



2.1.5. Usos de (). amara

A continuacion se describen los usos mas comunes de la planta.

2.1.5.1. Medicinal

Es muy conocido que muchas propiedades biolégicas interesantes de las Simaroubaceas
estan asociadas con sus principios amargos. Particularmente, en las tltimas décadas esta
familia de plantas ha recibido mayor atencién debido a la actividad anticancerigena que

presentan algunos cuasinoides (Grandolini, 1987).

El uso medicinal de Q. amara es el mas comin y tradicional dado por comunidades
indigenas y la poblacién en general, en muchos sitios de Costa Rica, Honduras, El
Salvador, Nicaragua y Panam4 (Torres, 1994; Goniélez y Trabanino, 1994). Se usa como
un bafio de hojas contra el sarampién, también para enjuagues bucales después de la

extraccion de dientes.

En Surinam usan la corteza contra fiebres y parasitos. También es considerada como
tonico, estomdtico y aperitivo, recomendada para la diarrea, disenteria, dispepsia,
blenorragia, gas intestinal, dolores de estémago, anemia y desérdenes gastrointestinales. Es
ademas laxante, amebicida y antihelmintico. Es un excelente remedio en condiciones
dispépticas, para estimular la produccion de saliva y jugos gastricos y para aumentar el
apetito. Es un remedio popular contra carcinoma, debilidad, dispepsia, fiebre, hepatosis,
hiperglicemia, malaria, mordidas de serpientes y espasmos. También tiene propiedades

antileucémicas y antitumorales.

Esta especie ha sido usada también para la diabetes Mellitus (Holdridge y Poveda,
1975), problemas hepaticos, antiglicémico y antipirético. Es utilizada para regular la

presion sanguinea y contra la diabetes.



2.1.5.2. Insecticida

Debido a la presencia de los principios activos cuasina y neocuasina, Ia cuasia puede ser
utilizada como insecticida natural (Brown, 1995). Estos principios activos tienen efecto
insecticida sobre varias especies de homopteros, lepidopteros y coledpteros (Grainge y
Ahmed, 1988). En Nicaragua se considera a 0. amara como una especie de mucho interés

econdmico por sus propiedades como insecticida natural (Villalobos y Ocampo, 1997).

La efectividad insecticida de Q. amara fue demostrada en el control de afidos. El
extracto acuoso de la madera actta como veneno de contacto contra Aphis dabae, Bombix
mori, Chaitophorus populicola, Hoplocampa flava, Macrosiphum ambrosige y otros
(Grainge y Ahmed, 1988). En otras regiones, ademas de su uso como base de insecticidas
agricolas, se ha empleado en trampas domésticas de moscas. Loaiza er al. (1996),
utilizaron su extracto, 'principalmente contra Bemicia tabaci (mosca blanca), con lo que
causaron mortalidad de los adultos. Similarmente Cubillo ef al. (1997), en la biisqueda de
principios activos en plantas silvestres, obtuvieron que con los tratamientos con el extracto
acuoso de su corteza se lograba la muerte de adultos de B. Tabaci. Mancebo (1998) utilizé
el extracto de madera y de follaje para estudiar el efecto fagodisuasivo de larvas de
Hypsipyla grandella (Zeller) y encontré que a concentraciones de 0,32% vy 3,16%, las

larvas consumian muy poco tejido del hospedero, confirmando su potencial fagodisuasivo.

2.1.5.3. Madera

Los indigenas de Costa Rica comercializan trozos de tallo desde el siglo pasado, debido
a la demanda existente para diversos usos, practica que también es comun en otros paises.
La madera ha sido utilizada para la confeccién de copas y cajas para la proteccién de
alimentos y de ropa, pues se cree que no es atacada por los insectos por su contenido de

cuasinoides que le dan las propiedades amargas (Garcia, 1992; Pérez, 1990).
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2.2. CARACTERIZACION DE GERMOPLASMA
2.2.1. Generalidades

La caracterizacién de germoplasma consiste en la toma de datos, principalmente
cualitativos, que permiten describir y en consecuencia diferenciar accesiones de una misma
especie (Querol, 1992). El objetivo principal de la caracterizacidn es describir y dar a
conocer el valor del germoplasma. Hay otros objetivos fnés especificos como la
identificacién taxonémica correcta, la descripcion morfolégica, la evaluacion de caracteres
de valor agronémico, las estimaciones de Ia variabilidad fenotipica y las relaciones entre

caracteristicas (Sevilla y Holle, 1995).

La recoleccién de piantas silvestres para la preservacion del germoplasma de la mayoria
de los cultivos o plantas Gtiles al hombre, como los cereales, ha sido uno de los esfuerzos
mas grandes que el hombre ha realizado en los Gitimos afios, especialmente cuando se dio
Cuenta que algunos problemas del campo no pudieron solucionarse con las colecciones de
material mejorado, pues éste durante el proceso de domesticacion, seleccidn natural y con
mayor razén durante la seleccién artificial o dirigida con objetivos bien claros, perdio fa
mayoria de caracteristicas de rusticidad, tolerancia o resistencia a las enfermedades, amplia

adaptacion, etc. (Enriquez, 1991).

La caracterizacién del germoplasma es un proceso que se inicia con la coleccién o
introduccién de datos. La sistematizacién es un pre-requisito para que la informacién sobre

el germoplasma sea 1itil (Sevilla y Holle, 1995).

2.2.2. Caracterizacién morfolégica

La mayoria de las plantas con importancia econémica, tiemen sus patrones de
identificacion, caracterizacién y evaluacién., Para llegar a estos protocolos se ha realizado

estudios basicos de las caracteristicas en el sentido de conocer la variabilidad de los
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caracteres dentro y entre plantas; luego se han evaluado aquellas caracteristicas cualitativas

O cuantitativas que han resultado ser mas ttiles para la descripcion (Enriquez, 1966).

Teéricamente el nimero de datos que se pueden tomar durante la caracterizacion yla
evaluacion es infinito, pero una buena descripcién de las plantas no estd determinada por el
nimero de variables descritas sino por la utilidad préctica de éstas y su precision (Querol,
1992). En la practica, la toma de datos se limita a caracteristicas de importancia para el
mejoramiento o para la utilizacién de la planta, que sean de utilidad para conocer Ia

estructura poblacional de la especie (Querol, 1992},

Es importante también estimar el tamafio optimo de la muestra, es decir, el numero de
observaciones que se deben hacer dentro de una planta o de plantas del mismo clon o

cultivar para que el pardmetro represente la muestra del clon estudiado (Enriquez, 1966).

Los marcadores morfologicos - cuantitativos se consideran como el resultado de los
efectos combinados de muchos genes y el ambiente, por ejemplo altura de la planta,
nimero de pétalos, longitud de la mazorca. Para su evaluacion se requiere de una medida,
conteo o calificacion (Martinez, 1995). Los caracteres morfolégicos han sido muy usados
para la identificacion de especies, familias y géneros de plantas. Ademas, las
caracteristicas y su etnobotanica han sido el tema de numerosos estudios en genética de
poblaciones y agricultura, donde la resistencia a plagas y enfermedades y el rendimiento

han sido factores importantes (F alconer, 1981).

Los tipos de caracteres utilizados para caracterizar la diversidad genética son numerosos,
Tradicionalmente se ha utilizado las variaciones morfologica relacionadas especialmente
con el habito de crecimiento, tamafio, forma y color de la semilla. Esta variacién es mayor

-en las formas cultivadas que en las formas silvestres (Chicaiza, 1991).

En la mayoria de las plantas cultivadas, los organos mas importantes para la descripcién
morfolégica son aquellos que estin menos influenciados por el ambiente. Quizi los

drganos mas importantes son la flor y el fruto; les siguen en importancia, las hojas, tronco,
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ramas, raices y los tejidos celulares que muchas veces son muy dificiles de caracterizar

(Enriquez, 1991).

Los términos més usados en caracterizacion sistemética son el descriptor y el estado del
descriptor. El primero es un atributo o caracteristica observable en las introducciones de un
banco de germoplasma (Querol, 1992). Los estados del descriptor son los valores gue

puede tener un descriptor en un caso especifico.

Los descriptores permiten una discriminacion facil y répida entre fenotipos.
Generalmente son caracteres altamente heredables, pueden ser detectados a simple vista y

se expresan igualmente en todos los ambientes (IBPGRI, 1995).

Los descriptores muestran variaciones continuas, y en ocasiones son usados en un
sistema natural de clasificacién, atn cuando el ambiente o la relacién genotipo-ambiente

este afectando significativamente la expresion fenotipica (Sevilla y Holle, 1995).

El uso de los descriptores propicia un lenguaje comin de la informacién y fomenta el
intercambio més eficiente tanto de la informacién como del material genético (Rincén,

1991).

Segin Goodman y Paterniani (1969), existen tres vias para disminuir el efecto del
ambiente y la interaccion fenotipo-ambiente que son: a) el acceso al germoplasma en
ambientes controlados y usando valores medios; b) evaluacién del germoplasma en
ambientes controlados y definiendo la respuesta de fenotipos similares en cada ambiente

especifico; ¢) comparando solamente aquellos rasgos que no son afectados por el ambiente.

Las especies vegetales cuya calidad de producto es dependiente de la sintesis de
metabolitos secundarios, y no solamente de ia produccion de biomasa, requieren de la
definicién de las condiciones mas favorabies para ambos procesos. En el caso de cuasia,
los resultados de las investigaciones muestran marcadas diferencias entre grupes de

poblaciones y localidades; en cuanto a la abundancia de regeneracion dependiendo del
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ambiente y tipo de bosque (Ling, 19953), y a nivel de calidad las pruebas bioldgicas indican
diferencias de contenidos de principios activos entre partes de un mismo individuo que se

desarrollaron bajo diferentes condiciones de luz (Céceres ez al. 1995).

Estas diferencias y preferencias de ambiente dentro del bosque, permiten suponer que es
posible tener varias calidades de materia prima, asi como se puede seleccionar sitios

favorables al crecimiento con fines de aprovechamiento.

En la caracterizacion morfologica de Q. amara en poblaciones silvestres de
Centroamérica realizada por Upegui (1998), determiné que caracteristicas cuantitativas

como longitud y ancho de Ia hoja, asi como longitud del foliolo permitian diferenciar

poblaciones de esta especie.
- 2.2.3. Caracterizacién molecular

Las variables, los caracteres o parametros, que se han utilizado para observar y detectar
la variabilidad presente en los seres vivos, son numerosas. Los marcadores genéticos son
una clase de éstos y, con ellos, se espera que reflejen la variabilidad existente entre los

individuos o poblaciones de estudio.

La informacién genética de las plantas superiores se encuentra almacenada en la
secuencia del ADN de los cromosomas nucleares y los genomas de los organelos. Las
plantas son capaces de replicar su ADN con mucha rapidez y exactitud, pero durante este
proceso pueden ocurrir cambios en el ADN como resultado de inversiones, translocaciones,
delecciones y transposiciones, ademas de mutaciones (cambio de 1 & 2 nucleétidos).
Debido a la gran cantidad de ADN presente en las células de las plantas superiores, es casi

imposible encontrar dos Organismos con una misma secuencia de ADN (Chicaiza, 1991).

Las técnicas de biologia molecular y particularmente, el uso de los marcadores
moleculares, han permitido conocer y caracterizar el contenido genético de los Organismos,

asi como estimar la diversidad y las relaciones genéticas entre grupos de interés. En cuanto
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a los recursos genéticos, los marcadores moleculares han aportado informacion relevante en

areas clave de la conservacion in situ y ex situ (Karp et al. 1997).

En los dltimos afios se han desarrollado las estrategias generales para la deteccion de
polimorfismos moleculares como hibridizacién molecular, amplificacion enzimética y
secuenciacién de ADN. Un ejemplo de esto es la introduccion de la reaccion en cadena de
la polimerasa (Saiki er al. 1988), un método in vitro de amplificacion enzimatica de

segmentos especificos de ADN (Otero, 1997).

Un marcador molecular es definido por Walton (1993) como cualquier caracteristica
quimica o molecular medible que es heredada segin un modelo mendeliano simple. Para
Caetano-Anolles (1993), los marcadores moleculares son una serie de métodos de analisis
genético-moleculares que se basan en la deteccidn de polimorfismos en proteinas y ADN
cuyos principies y técnicas se han utilizado para resolver problemas especificos en genética
y ecologia de poblaciones, evolucidn de sistemas reproductivos, mapeo genético de
caracteres de interés agronomico, procesos de hibridacion e introgresion, determinacién de
patrones biogeograficos, resolucién e identificacion de relaciones ‘taxonémicas,

reconstruccion de filogenias y biologia de la conservacion (Otero, 1997).
Las principales técnicas moleculares para la caracterizacién molecular son:

- Las que analizan indirectamente el ADN a través de sus productos como las

isoenzimas y las proteinas.
- Las que analizan directamente el ADN como los RFLP, PCR, RAPD, AFLP

y SSR (microsatélites).

La seleccion del tipo de marcador a usar depende de los objetivos del estudio, de la

especie de interés, de la disponibilidad de recursos técnicos y financieros con que se cuente.
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Las ventajas de la caracterizacion del ADN son: a) no es influenciada por el medio-
ambiente; b) cualquier parte de la planta puede ser utilizada y en cualquier estado de
crecimiento; excepto para isonzimas c) el analisis es ilimitado; d) se requiere de pequefias
cantidades de tejido; e) el ADN es altamente estable; ) se detecta alto polimorfismo; y g)
estan distribuidos en todo el genoma (Poﬁell, 1992; Rao y Riley, 1994).

Con los marcadores moleculares es posible desarrollar trabajos de conservacion genética
y poblaciones mejoradas, evitando los obstaculos que se encuentran en los ensayos
cuantitativos, como los efectos ambientales, dificultades para calcular parametros de
diversidad genética, y la necesidad de varios afios de crecimiento antes de que muchas
pruebas sean evaluadas. Los marcadores genéticos o moleculares pueden ser probados al
azar sobre una amplia variedad de genes fincionales, v la variacién genética es medida por
el porcentaje de loci donde existen polimorfismos, y se espera que exista heterocigocidad

bajo el equilibrio de Hardey-Weinberg (Loveless, 1992).

El anilisis de marcadores moleculares es una herramienta importante en la
caracterizacion de recursos genéticos. Muchas técnicas son desarrolladas para un analisis
rapido y eficiente de nimeros grandes de muestras. Fl analisis por marcadores moleculares
tiene un papel importante, particularmente en el desarrollo de "core collections” y
monitoreo de cambios genéticos durante el mantenimiento de colecciones de Tecursos

genéticos vegetales (Andersen y Fairbanks, 1990).

El paso inicial para utilizar las técnicas de marcadores moleculares es contar con
cantidades adecuadas de ADN. Para el caso especifico de (. amara, Upegui (1998)
encontrd que el método de extraccion de ADN CTAB-minipreparaciones modificado de
Doyle y Doyle (1987) fue el mas eficiente en una evaluacién con diferentes genotipos.
Obtuvo entre 30 y 150 ng de ADN/ul, partiendo de 0,2 g de hojas frescas o congeladas.
Encontré que es maés eficiente la extraccion a partir de hojas jovenes que de hojas

intermedias o adultas.
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2.2.3.1. Anilisis PCR /RAPDs

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un procedimiento de amplificacion
enzimatica de un segmento especifico de ADN (Mullis y Faloona, 1987, Sambrook, et al
1989). La capacidad de PCR de amplificar secuencias especificas de nuclestidos millones
de veces, facilita el uso de ciertas tecnologfas para el anilisis del ADN. La amplificacién
con PCR involucra el uso de dos primers oligonucledtidos y ciclos repetidos de calor de
desnaturalizacion del ADN (Powell, 1992).

“El anélisis RAPD o "Random Amplified Polymorphic DNA (ADN Polimérfico
Amplificado al Azar) fue descrito por primera vez en 1990, en forma independiente por

Welsh y McClelland (1990) y Williams ef al. (1990).

RAPD (Williams ef al. 1990) es una modificacién de Ia técnica PCR. La modificacién
que dio origen a los RAPDs consistié en sustituir en la metodologia PCR el uso de un par
de “primers” cuidadosamente disefiados y largos, por un solo “primer” corto y por lo tanto

con la capacidad de unirse a muchos loci diferentes (Waugh y Powell, 1992).

La técnica PCR-RAPD es de gran utilidad en la obtencién de “fingerprintings
gendmicos de individuos, variedades y poblaciones; en el anilisis de estructuras ¥
diversidad genética en poblaciones naturales y para establecer relaciones filogenéticas, para
determinar el nivel de variabilidad dentro de géneros, caracterizar clones ¥ para construir
mapas de ligamiento genético (Phillips-Mora et al. 1995) también constituyen un eficiente
ensayo para polimorfismos, los cuales permiten una rapida identificacidn y aislamiento de
fragmentos de ADN especificos del cromosoma. Los polimorfismos producidos con esta

técnica se denominan marcadores RAPD.(Williams et al. 1990).

Como una consecuencia directa de la reaccion en cadena de la polimerasa, el analisis de
ADN se vuelve accesible a muchos investigadores. Este método no requiere previo

conocimiento de la secuencia de ADN para generar marcadores genéticos. Debido a la
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facilidad de obtener datos RAPD, el método ha sido empleado en cientos de estudios

(Wolfe y Liston, 1997). .

Al igual que los RFLP (polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién), la
técnica RAPD puede generar un nimero inmenso de marcadores, pero a diferencia de
aquella no requiere del desarrollo de sondas especificas para cada especie ni tampoco del

uso de sustancias radioactivas.

Comparado con los SSRs (microsatélites), no se requiere trabajo previo para elaborar los
"primers” o iniciadores, no requiere de personal especializado. Comparado con AFLP, no

se utiliza poliacrilamida para la elaboracion de geles, la cual es una sustancia muy téxica.

El probiema principal de los RAPDs es su falta de repetitividad entre laboratorios. Otra
desventaja es que es un marcador dominante. ‘También se informa de desviaciones de lo
esperado segin la herencia Mendeliana (esto puede ser causado por variacién no genética y

por los artefactos usados); asi como problemas en evaluacion de las homologias (Wolfe y

Liston, 1997).
2.2.3.2. Descripcion de la metodologia RAPD

La técnica RAPDs consiste en el uso de un oligonucledtido corto de secuencia arbitraria
para cebar (iniciar) la amplificacién de fragmentos de ADN por medio de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR): un oligonucledtido puede cebar la amplificacion a partir de
un molde genémico uniéndose a sitios especificos en las hebras opuestas del molde. Si
existen diferencias en una o ambas hebras donde deben insertarse los cebadores
(iniciadores), se da como resultado la no amplificacién de la banda (Wolfe y Liston, 1997,

Haines y Martin, 1995, Phillips-Mora ef al. 1995).

Para realizar el analisis RAPD se requiere de cinco elementos bésicos (Williams et al.

1990; Lowe ef al. 1996):
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a. ADN molde: Se obtiene mediante diversas metodologias que estin disponibles. El
método de extraccidn del ADN no es tan importante, aunque su vida depende de la
técnica de extraccion y de las condiciones de almacenamiento (Sambrook ef al. 1989;
Weising ef al. 1995). Las técnicas basadas en PCR no requieren preparaciones puras de
ADN (Edwards, et al. 1991) de manera que se pueden utilizar métodos de extraccion
relativamente rapidos y simples (Lowe ef al. 1996). Las concentraciones finales de
ADN son importantes, cantidades entre 5 y 500 ng usualmente proveen buenos
resultados, los patrones RAPD parecen ser afectados por concentraciones muy bajas de
ADN pero concentraciones altas pueden afectar también la repetitividad del bandeo
(Munthali, ef al. 1992). La concentracién éptima de ADN sugerida es de 10-50 ng por
50 ml de reaccion (Weising et al. 1995). '

b. Imiciador o blanco de Ia reaccion PCR ("primer”). Es un oligonucleétido, un
segmento corto formado por una cadena simple de nucledtidos (normalmente 10 en el
caso de RAPDs) con la propiedad de localizar y unirse a sitios complementarios del
ADN desnaturalizado. Para la mayoria de las plantas los “primers” pueden generar de

2-10 productos de amplificacion.

c. Desoxinucledtidos: se requieren concentraciones adecuadas de dATP, dGTP, dCTP ¥y

de dTTP para la sintesis de la cadena.

d. Solucién tampén (“Buffer”): Debe contener concentraciones Optimas de iones potasio

y magnesio y ser calibrada genéralmente aunpH de 8 4.

€. Taq-polimerasa: es una enzima ADN — polimerasa termoestable extraida de la bacteria
Thermus aquaticus. Esta enzima tiene la propiedad de restituir la doble cadena de ADN

mediante su sintesis a partir de un punto determinado por el “primer” o iniciador.

Durante el analisis RAPD se dan una serie de reacciones quimicas repetidas en forma

ciclica, cuya constitucion relativa al proceso global varia entre los ciclos iniciales, medios y
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finales (Ruano ef al. 1991). Cada ciclo esti compuesto de tres fases que son definidas por

cambios en la temperatura, as:

a. La desnaturalizacién del ADN o de los productos previamente sintetizados mediante la
incubacion a altas temperaturas (94°), seguidamente, las dos cadenas se separan y

permanecen libres en solucién hasta que la temperatura se reduce.

b. Cuando la temperatura se reduce (36°), ocurre la unién del “primer” a sitios

complementarios de la cadena disociada.

¢. La sintesis en una direccién especifica (de 5’2 3") y a partir del sitio de unién del
“primer”, de la doble cadena mediante Ia accion de la polimerasa y la presencia en la
solucidn de desoxinucledtidos libres y otros elementos minerales esenciales como el

magnesio y el potasio. Esta fase se produce a temperaturas Optimas para la tag

polimerasa, o sea 72°C.

La repeticion sucesiva de los tres pasos anteriores permite obtener fragmentos
amplificados a razén de microgramos, después de haber iniciado el proceso con cantidades

muy pequefias de ADN.

Los fragmentos pueden ser facilmente visualizados, realizando una electroforesis en gel
de agarosa y tifiendo los fragmentos con bromuro de etidio (Williams er al. 1990). Este
colorante se intercala en la cadena de ADN y produce una fluorescencia anaranjada al ser

expuesta a luz de 320 nm.
La eficiencia de la técnica de RAPD depende de los siguientes factores:

a. Numere de ciclos de amplificacién: se debe tener €n cuenta que en los primeros ciclos

el produeto se incrementa més riapidamente que en los ciclos finales.
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b. Cantidad de ADN inicial: las muestras con concentraciones relativamente altas de
ADN producen rendimientos mas bajos de amplificacion que las reacciones en que se
usan bajas concentraciones. '

c. Longitud del ADN: la eficiencia es inversamente proporcional a la longitud del ADN.

d. Temperatura: ¢l proceso est regulado por este factor.

¢. Calidad de la Taq: con las diferentes Taq es posible obtener separacion de fragmentos

de diferente peso molecular.

Los ejemplos en Ia literatura en que se ha utilizado RAPDs, son abundantes y se han
dado en plantas tanto de clima templado como tropical. A continuacién se presentan

algunos de ellos.

La técnica RAPD fue utilizada para estudiar relaciones genéticas entre 9 procedencias
europeas de abeto (Picea abies). Estas fueron separadas en dos grupos: uno de procedencia
Nordica y la otra Alpina (Scheepers, ef al. 1997). En otro estudio sobre la identificacion de
clones de otra especie de abeto (Picea sitchensis) en Gran Bretaiia, se encontrd que los
marcadores RAPDs fueron Gtiles para detectar la variabilidad y la identificacién de clones
del abeto Sitka. Se identificaron 57 clones utilizando 6. primers y un minimo de 4 fue
requerido para distinguir todos los clones. La variacion dentro de clones parecid ser mas

alta que la variabilidad dentro de poblaciones naturales (Van de Ven y McNicol, 1995).

En un estudio comparativo de la diversidad genética de tres grupos principales de cacao
(Teobroma cacao) se encontrd que caracteristicas morfologicas y secuencias RAPD
separaron los materiales en dos grupos, el grupo Criollo y el Forastero; el tercer grupo era

el Trinitario, que representan hibridos de los dos anteriores (N'Goran, et al. 1994).

Para realizar la caracterizaciéon morfoagrondmica y molecular de la coleccién de jicama
(Pachirrizus tubersous) del CATIE, se utiliz6 la técnica RAPDs. Esta técnica permitio
clasificar los genotipos en tres grupos genéticos y detectar posibles duplicados y errores de

etiquetado de las introducciones en la coleccién, asi como definir la ubicacion correcta de
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los materiales. Se encontré correlacién entre la caracterizacién morfoagronomica y la

molecular (Tapia, 1998).

También en CATIE se estudié la diversidad genética de seis procedencias de caoba
(Swietenia macrophilla King) de Centroamérica y México, utilizando marcadores RAPDs y
variables cuantitativas (Vasquez, 1998). Las procedencias estudiadas se asociaron en dos
grupos basicos, uno conformado por las familias de Panami y ¢l otro por el resto de las
procedencias de Centroamérica y México, lo que sugiere que ambos grupos tienen un
origen y/o evolucion diferente. Los genotipos de Costa Rica formaron también un grupo
que se separ$ del resto de Centroamérica. El estudio cuantitativo mostrd la existencia de
una alta variabilidad genética dentro y entre procedencias. Las variables largo de raiz y la
relacion “materia seca aérea/materia seca de raiz” mostraron indices bajos de heredabilidad,

e€n tanto que para las otras variables fueron moderados.

2.3.RELACION ENTRE LA CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR '

La diversidad genética de un cultivo se puede estudiar por medio de técnicas
moleculares y también por los rasgos morfologicos. La diversidad molecular no considera
las interacciones genotipo por medio ambiente; por lo tanto, estas dos técnicas se

complementan una con la otra (Taba, 1991}).

La mayoria de los sistematicos reconocen que los enfoques morfoldgicos y moleculares
tienen cada uno distintas ventajas. La ventaja mas grande de los datos moleculares es la
extension de la base de datos, debido a que toda la informacién heredable de un organismo
esta codificada en el ADN. La base de datos morfologicos con una base genética es un
subconjunto muy reducido de la informacién molecular, FEn principio, ni los métodos
moleculares ni los morfolégicos son limitados por la escala filogenética en su aplicacion.
En la practica, caracteres morfologicos son compartidos entre grupos mayores de
organismos (eucariotas versus bacterias, por ejemplo). Al contrario, las biomoléculas

proveen un registro filogenético a partir de un tiempo muy reciente al origen de la vida en
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la tierra, debido al tamafio y diversidad en las proporciones de los cambios de diferentes

porciones del genoma (Hillis, 1987).

La variacién morfolégica no puede indicar claramente el nivel de variacién genética
desde que hay dificultad para distinguir la variacién resultante de diferencias en un locus

versus muchos loci (Brown, 1978).

Las técnicas de sistematica morfologica v molecular tienen distintas ventajas para la
reconstruccion filogenética. Las técnicas morfologicas son aplicables para muchos estudios
de material fosil y de museo, y para una gran cantidad de organismos de la tierra que son
estudiados principalmente o exclusivamente a partir de informacién morfoloégica. Por otro
lado, el potencial de una base de datos moleculares es increiblemente extenso y cuando es
completamente utilizado, provee un registro detallado de la historia de ia vida. Los
estudios que combinan estos dos enfoques pueden maximizar el contenido de la
informacion y la utiidad. Es importante seleccionar los métodos de anélisis que sean tan
libres de conjeturas como sea posible y que sean amigables con la combinacién de datos.
Esto requiere métodos independientes de construccion de red de trabajo y de arboles
arraigados. Las combinaciones de estudios moleculares y morfoldgicos proveerian una

vision verdaderamente comprensiva de la evolucion bidtica (Hillis, 1987).

Las estimaciones de similitud genética (o distancia) entre poblaciones o especies de
plantas pueden basarse en marcadores genéticos bioquimicos o morfoldgicos,
caracterfsticas cuantitativas o analisis de pedrigree. Aunque los tres tipos de estimacion
pueden ser usados para inferir relaciones genéticas, la correspondencia entre ellas es a
veces baja y nunca perfecta, principalmente debido a las desviaciones de las muestras y a la
falta de fenotipos para diferenciar genotipos precisamente.  Estimaciones de similitud
genctica que requiere datos de pedigree detallados usualmente no se obtienen para

poblaciones naturales o para especies de polinizacién cruzada (Cox, ef al. 1985).

Existen mvestigaciones en que se ha correlacionado caracteres morfologicos con

moleculares. Autrique ef al. (1996) obtuvieron una correlacion moderada entre RFLPs
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basados en distancias genéticas y distancias basadas en caracteres morfologicos en trigo.
Schut et al. (1997) utilizando RFLP y AFLP en avena encontraron relaciones de baja a
moderada entre estos marcadores y los caracteres morfologicos. Tapia (1998), realizé una
caracterizacion molecular de Pachirrizus tuberosus y simultaneamente evalud 70 caracteres
morfoldgicos cualitativos y cuantitativos. Establecié que la mejor relacion entre los

parametros se deba entre los resultados moleculares y los caracteres cualitativos.

Para comparar las matrices de datos moleculares y morfologicos, se calculan las
distancias genéticas o coeficientes de similitud por cualquier algoritmo, puede ser Jaccard o
Nei (Nei, 1973). Los datos morfologicos deben ser estandarizados para cada caracteristica
y ejecutar una transformacion de rangos o un analisis de componentes. Una vez obtenidas
las matrices de ambos tipos de caracteres se comparan con el comando MXCOMP el
software NTSYS-pc o mediante el estadistico Mantel. También puede ser usando el

procedimiento bootstrap (Efron y Tibshirani, 1993).
2.4. ANALISIS ESTADISTICO
2.4,1. Tamaifio de la muestra

Un método de muestreo que permita recolectar la maxima variabilidad genética con el
menor nimero de muestras, requiere de informacion cuantitativa sobre la distribucion de la
variabilidad entre las poblaciones de una especie o entre los individuos de una misma

poblacién (Okada, 1991).

Para definir los mejores caracteres para evaluar determinados genotipos, se debe estimar
el niimero de observaciones que se deben hacer de una planta o de una poblaciéon. Para esto
se deben hacer estudios previos en los que se represente la mayor variabilidad posible de Ia
especie; asi se puede garantizar que la muestra no cambie sensiblemente de poblacion a

poblacion (Enriquez, 1991).
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El tamafio de la muestra para caracterizar depende de la varianza de la poblacion, el
nivel de heterocigocidad y las frecuencias alélicas de loci polimérficos. La varianza de la
poblacién generalmente es desconocida. Se supone que en poblaciones nativas la varianza
" es considerable; evidencia de ello es que generalmente la variancia fenotipica es grande

(Sevilla y Holle, 1995).

Segin Mateucct y Colma (1982), cuanto mayor sea el nimero de unidades muestrales,
mas precisa sera la estimacion de la variable considerada. Sin embargo, dado el costo de
muestreo, es necesario Ilegar a un compromiso, tal que el esfuerzo invertido sea equivalente

a la cantidad y a la calidad de la informacién recuperada.
2.4.2. Analisis de conglomerados.

Una muestra por conglomerados es una muestra aleatoria en la cual cada unidad de
muestreo es una coleccién, o conglomerado, de elementos (Scheaffer, ef al. 1987, Cochran,

1954).

El anélisis de conglomerados es una técnica para agrupar "n" individuos en grupos o
conglomerados, utilizando mediciones realizadas en "p" variables. Al iniciar un analisis de
conglomerados normalmente no sabemos cuantos grupos hay o qué caracteristicas tiene
cada grupo. Normalmente en cada individuo se miden diversas variables, de modo que los

datos forman una matriz (Hernandez, 1998).

Una muestra por conglomerados en dos etapas se obtiene seleccionando primero una
muestra aleatoria de conglomerados y posteriormente una muestra aleatoria de los

elementos de cada conglomerado muestreado (Scheaffer, et al. 1987).

Scheaffer ez al. (1987) el problema de la seleccion de tamafios de muestra es mucho mas
dificil en el muestreo por conglomerados en dos etapas que en una etapa. Se debe

seleccionar los valores para n y todas la m;; ademas, la mejor seleccién de estos valores
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depende de dos fuentes de variacion, la que existe entre los conglomerados y la que se
encuentra entre los elementos dentro de conglomerados. El principio general es asignar los
recursos de la muestra a la componente con la variacién mds grande. Esto es, si las
mediciones en los conglomerados son homogéneas, pero las medias de éstos varfan
grandemente de un conglomerado a otro, se muestran muchos conglomerados con pocas
mediciones de cada uno. Sin embargo, si las mediciones en conglomerados varian
grandemente, pero las medias de éstos son homogéneas, se muestrean pocos

conglomerados y muchas mediciones de cada uno.

El agrupamiento se hace con base a una medida de distancia o disimilitud, o
equivalentemente, con base a una medida de similitud. Estas técnicas son descriptivas y no
requieren supuestos en cuamto a distribucion estadistica, mimero de grupos real, o

estructura de grupos en la poblacién (Hemdndez, 1998).
2.4.3. Valor discriminante de los caracteres

Convencionalmente, ¢l término "discriminacién" (introducido por R.A. Fisher) se refiere
a técnicas estadisticas que' tratan de determinar en qué grado las caracteristicas asociadas a
varios objetos o individuos permiten decidir si pertenecen a uno de varios grupos
conocidos. Para lograr este propésito, el analisis discriminante utiliza datos de clertas
variables medidas u observadas en cada objeto o individuo y construye a partir de ellas
nuevas variables [lamadas "discriminantes" que permiten separar lo mas que se pueda a los

grupos conocidos de antemano (Hernandez, 1998).

Los objetivos del analisis discriminante pueden ser descriptivos o decisionales. Los
descriptivos se persiguen cuando se desea una representaciéon del conjunto de
observaciones que permita verificar si se estd en presencia de grupos bien diferenciados,
cuando se pretende encontrar la variable o conjunto de variables que mejor discriminan a
los grupos preestablecidos de observaciones. Los decisionales se persiguen cuando se trata

de reclasificar ciertas observaciones del conjunto inicial I y cuando se tiene por finalidad
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clasificar nuevas observaciones (observaciones que no estaban presentes en el conjunto [

inicial) en uno de los grupos existentes (Judez, 1989).

El valor discriminante o indice "D" de un descriptor cuantitativo, es el nimero de
diferencias significativas detectadas por la prueba de Duncan, expresadas como una
fraccion del nimero total de posibles comparaciones dentro de un grupo de clones. La
comparacion permitira seleccionar los descriptores con mayor valor discriminante. El valor
indice "D" para caracteres cualitativos se basa en el ntimero de pares de taxa que un cierto
descriptor pueda separar y sobre la cantidad de informacidn que este descriptor comparta
con otros descriptores del mismo estudio. La comparacion de valores "D" entre un grupo
de descriptores permitira seleccionar aquellos con mayor valor discriminante. En general la
magnitud de "D" expresa la rhayor 0 menor relacion entre clones de un grupo con relacién a
un determinado carécter, entre mayor sea la relacién de los clones de un grupo, menor sera

el valor de "D" (Engels, 1983).
2.4.4. Asociacién entre variables

El analisis de regresion multiple (ARM) sirve para medir la relacién entre un conjunto
de variables predictoras (independientes) y una variable respuesta o dependiente

(Hernandez, 1998).

El analisis de correlacién candnica (ACC) es una extension natural del analisis de
correlacién miitiple, motivada por la necesidad de estudiar fendmenos que no pueden
representarse por una sola variable dependiente. Es decir, al ACC es una técnica para

analizar la relacidn entre dos conjuntos de variables (Hernéndez, 1998).

En general, el ARM determina la combinacién lineal de las variables independientes X
que mejor explica la variabilidad en 1a variable dependiente Y; el ACC busca en primer
lugar, dos combinacienes lineales o sumas ponderadas [lamadas variables candnicas: una

formada con las "p" variables dependientes y otra con las "m" variables independientes,



27

tales que la correlacion lineal entre ellas (lamada correlacién canénica) sea lo mas grande

posible (Hernandez, 1998).

Segiin el mismo autor, el ACC continia extrayendo hasta un méximo de M pares de
variables canonicas y correlaciones, donde M=min (p, m). Los pares de variables
candnicas se construyen de manera que ninguna de ellas esté correlacionada con ninguna de
las variables candnicas de los otros pares candnicos y, ademas, las variables candnicas de

cada par tengan correlacién maxima entre si.

Segn Hohenboken (1985), la correlacion fenotipica (rf) entre dos caracteres es la
extension a la cual los individuos que estén por encima del promedio de un caracter tiende a
estar por encima, debajo o cercano al promedio del otro caricter, y la correlacion genética
(r2) es una medida de la magnitud a la cual los mismos genes o genes estrechamente

ligados causan variacién simultanea en dos caracteres diferentes.

Las relaciones genéticas entre individuos y poblaciones pueden ser. medidas por
similitud por algiin nimero de caracteres cuantitativos, donde los caracteres son pardmetros
agronémicos de la planta tales como duracién del estado de crecimiento, produccién de
granos o tamafio de inflorescencia. Esto asume que las diferencias entre los caracteres de
los genotipos reflejan la diversidad genética de los genotipos. Las relaciones genéticas
entre un gran numero de cultivares puede resumirse usando analisis cluster para ubicar
genotipos similares en grupos fenotipicos.  El analisis multivariado de caracteres
cuantitativos ha sido utilizado previamente para medir relaciones genéticas dentro de

especies de cereales como cebada, trigo y arroz (Souza y Sorrells, 1991a).

El analisis cluster puede ser usado para identificar cultivares con adaptacion similar, que
puede ser (til para muestrear en estudios subsecuentes y seleccion parental en programas de
mejoramiento. Para probar estas aplicaciones en avena (Avena sp), las relaciones entre 70
cultivares actuales y antiguos de Norteamérica y accesiones de germoplasma de 13

- caracteres cuantitativos fueron medidas usando anélisis cluster. El cual produjo cuatro
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grandes grupos que generalmente correspondieron a la latitud de origen o adaptacién con

diferencias significativas entre grupos para todos los caracteres (Souza y Sorrells, 1991a).

Souza y Sorrells, (1991b) estudiaron caracteristicas cualitativas de poblaciones
cultivadas de avena (dvema sativa y A. bizantina) en diferentes épocas del afio,

determinaron mediante analisis cluster que son grupos genéticamente divergentes.
2.4.5, Anailisis de datos moleculares

Segin Martinez (1995), los métodos y procedimientos estadisticos disponibles para el
analisis de los resultados provenientes de ensayos biotecnologicos se pueden agrupar en las

siguientes categorias:

1. Aquelios que tienen como propésito evaluar la variabilidad, clasificacién, estructura y

composicion genética de las poblaciones.

2. Los desarrollados para la construccion de mapas cromosémicos o gendmicos, cuando se

utilizan marcadores genéticos moleculares, y

3. Los denominados QTL (Quantitative Trait Loci), los cuales son loci asociados con
caracteres cuantitativos de importancia econdmica, como el rendimiento que proveen al
fitomejorador de una herramienta molecular 4gil, precisa y oportuna de seleccion
indirecta por los caracteres cuantitativos de interés envueltos en el programa de

fitomejoramiento.

En biologia molecular los resultados obtenidos con estas nuevas técnicas son un
conjunto de bandas coloreadas que deben ser cuantificadas y analizadas estadisticamente
para determinar diferencias entre los individuos y/o poblaciones en estudio (Gillies et al.

1997).
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Segin Karp et al. (1997), el anilisis de relaciones genéticas entre muestras empieza con la
construccion de una matriz especificando el caracter-estado de cada marcador para cada
muestra. Una muestra usualmente serd el ADN de un individuo, pero podria consistir de
ADN mezclado a partir de un mimero de individuos (ej. para representar una accesion o
taxén). El estado de los marcadores significa que pueden ser binarios, como es la presencia
o ausencia de bandas RAPD o sitios de restriccion (como lo revelado por RFLPs y técnicas
relacionadas), o de multiestado, como es la posicién particular de los nucledtidos (A, T, C o

() en una secuencia de ADN.

Los métodos estadisticos mas utilizados formalmente son distancias genéticas, indice de

similitud, dendogramas y coordenadas principales (Martinez, 1995).
2.4. 5.1. Distancia genética

La distancia genética es una medida que expresa la divergencia entre dos poblaciones,
razas o colectas, divergencia atribuible éxciusivamente a genes o conjuntos de los mismos.
La distancia genstica puede estimarse como el mimero de diferencias dividido entre el total
de comparaciones. Esto bajo el supuesto de que hay un gran nimero de loci marcados
aleatoriamente por los RAPDs distribuidos a lo largo del genoma, de tal forma que la
proporcion de diferencias encontradas para estos loci serd una buena medida de las

diferencias entre los genomas (Otero, 1997).

2.4. 5.2. Indice de similitud

Los indices o coeficientes de similitud son medidas de semejanza entre individuos y
poblaciones, algunos de ellos estin relacionados con las distancias, mediante funciones
algebraicas. Es decir, bajo ciertas circunstancias, es posible calcular distancias euclidianas

a partir de los indices de similitud (Martinez, 1995),

Los indices de similitud de caracteres expresados de forma binaria se conocen Como
coeficientes de asociacion, y sus matrices, como matrices de asociacién, Estos coeficientes

expresan la concordancia entre cada par de unidades experimentales: unidades de
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organizacién taxonémica {(OTU), genotipos, individuos de una poblacion etc. para una serie

de caracteres de 2 6 mas estados (Cornide y Coto s. f).

Los indicadores de asociacion pueden ser de tres tipos; los mas usados en trabajos con
marcadores moleculares son los que resaitan la doble presencia y en especial los de Nei y

Li (1979) y Jaccard (1908).
2.4. 5.3. Dendogramas

Los dendogramas se construyen a partir de una matriz p x p de distancias o de
coeficientes de similitud. Las p (p-1)/2 posibles distancias o similitudes obtenidas de p
poblaciones se condensan en el dendograma, lo cual facilita v simplifica las inferencias de

semejanza o disimilitud entre los diferentes grupos y subgrupos de poblaciones en estudio

(Martinez, 1995).

Los dendogramas pueden ser obtemdos mediante métodos de matriz de distancia o cluster
analisis. Las distanéias entre OTUs estan basadas sobre la total similitud entre pares de
OTUs. También se pueden utilizar métodos de parsimonia y el objetivo es proveer patrones
filogenéticos. Aqui un criterio especifico es definido por comparaciones alternativas
filogenéticas. Se usan algoritmos especificos para computar los arboles que estan en

maxima concordancia con este criterio (Tapia, 1998).

Otra manera es con un meétodo de maxima probabilidad usando métodos estadisticos
estandares para un modelo probabiiistico de evolucién. Con este método todos los posibles

arboles han de ser evaluados, lo que significa qﬁe todo el conjunto de datos debe ser

manejado {Weising, ef al. 1995)
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2.4. 5.4. Bootstrap

Los datos obtenidos a partir de analisis moleculares, como secuencias de ADN 0
patrones de bandas (fingerprints), son usados como base para clasificar individuos en una
poblacién o para hacer inferencias evolutivas o filogenéticas. Los dendogramas son
construidos con base en log grados de similitud entre individuos. Los limites de confianza
para las agrupaciones producidas mediante dendogramas, sin embargo, no son
generalmente faciles para computar procedimientos estadisticos usuales (Yap y Nelson,

1996).

El método de Felsenstein (1985) consiste en el muestreo repetido con reemplazo de los
caracteres en una matriz de OTUs (unidades taxonomicas operativas) X caracteres, para

crear numerosas matrices bootstrap del mismo tamafio como la matriz original.

La frecuencia con la cual un grupo particular aparece entre todos los dendogramas

construidos proveen una indicacion del grado de fuerza para ese grupo (Felsenstein, 1985).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrollé en dos fases. La primera, denominada fase de
campo, consisti6 en la caracterizacion morfoidgica de plantas de Quassia amara
pertenecientes a poblaciones silvestres de Centroamerica. La segunda fase, denominada de
laboratorio, se desarrollé en el laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de
Biotecnologia del CATIE, Turrialba, Costa Rica. Aqui se analizaron hojas de las mismas

plantas estudiadas en el campo, utilizando marcadores moleculares RAPD.

Los sitios de colecta se identificaron con base en literatura donde se describe la
ubicacion de algunas poblaciones silvestres de (). amara en Centroamérica (Villalobos,
1995; Brown, 1995; Upegui, 1998). También se consideré la experiencia previa del
Proyecto del CATIE "Conservacion para el desarrollo sostenible de América Central,
Olafo", e informacién suministrada por los lugarefios en las areas visitadas. Este fue el
caso de Buenos Aires de Osa en Costa Rica, Penonomé en Panam4 y Chirilagua en El

Salvador.

Se colectaron muestras de 17 sitios en diferentes paises: Guatemala, Honduras, El

Salvador, Costa Rica y Panam4, en los sitios indicados en la Figura 1 y el Cuadro 1.
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FIGURA 1. Ubicacién geografica de los sitios de muestreo para la caracterizacion
morfolégica y molecular de genotipos silvestres de Quassia amara.
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Ubicacién geogrifica de los sitios de colecta para Ia caracterizaciéon
morfologica y molecular de las poblaciones silvestres de (. amara en
Centroamérica.

...... 00°15"
Honduras | Coldn Limon 60-90 85°45" 15°45'
Nicaragua | Rio SanJuan | El Castiilo - 84°25'50™ | 11°07'30"
Costa Rica | Limén Baja Talamanca | Kékoldi 160-200 | 82049 09°38'
Costa Rica : Guanacaste | Caiias 80 85 °07" 19°28"
Costa Rica | Alajuela San Carlos 130 84°13720" | 10°47"10°
Costa Rica |Puntarenas |Aguirre — [Malapalo 50 83°54'33" 9°18'6"
Costa Rica | Guanacaste | La Cruz 310 85°27° 11°02"
Costa Rica | San José | Turrubares 180 | 8431 | 948
Costa Rica | San José Turrubares - 84° 11°
Costa Rica | Alajuela Los Chiles 50 84°46* 16°59*
Costa Rica | Alajuela Upala 80 85°03' 10°50°
Costa Rica |Puntarenas |Qsa - 83028 2°10"
Panami Coclé Penonomé 350 80°20° 8°30"
Panami Panami Panama 130 79°40° 9°5'
Panami Panama Panam 200 79°51" 09°09'
El Salvador | San Miguel | Chirilagua 470 88°03" 13°17
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3.1. FASE DE CAMPO

3.1.2. Material experimental

El material experimental para el estudio morfolégico se obtuvo a partir de arbustos

silvestres de (J. ammara, a los cuales se les colectd hojas adultas, asi como flores, frutos y

semillas, cuando hubo disponibilidad de ellos. Para los estudios moleculares se colect6 a

partir de los mismos arbustos, hojas jovenes y de edad intermedia, lo cual se describird en

la seccion respectiva.

3.1.3. Colecta del material experimental

Segtin la cantidad de arbustos presentes en el sitio, se utilizaron tres sistemas diferentes

de colecta:

a)

b)

Poblacién grande con mas de 50 arbustos silvestres: este fue el caso de Kékoldi,
La Chachalaca, La Pacifica, Matapalo, Santa Cecilia, Barro Colorado, El Salado,
San Antonio Cabrera y Chirilagua. Aqui se hizo el muestreo por conglomerados
(Upegui, 1998} que consistié en seleccionaf cuatro puntos muestrales con tres
arbustos cada uno. Al llegar a cada punto muestral se traz6 un rumbo al azar para
seleccionar el segundo y el tercer arbusto, en total doce arbustos por sitio. En
todos los casos, las plantas muestreadas debian tener un tronco con 5 cm de

didmetro como minime.

Poblacién constituida por menos de 50 arbustos silvestres: este fue el caso del
parque Soberania y Penonomé en Panama y Surtubal de Turrubares en Costa Rica.
Aqui no fue posible realizar la técnica de muestreo planteada anteriormente. Se
buscaron los arbustos que cumplieran con las caracteristicas deseadas y que fueran

representativos de toda el irea.

Sitios con menos de 10 arbustos: este fue el caso de Buenos Aires (Costa Rica).

En este sitio, solamente se encontré una planta muy joven proveniente de las
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cercanias del rio Volcan. Se colectd hojas jovenes de esta planta por ser un

ejemplar que representaria la poblacién de la zona Sur de Costa Rica.
3.1.4. Datos de pasaporte

En cada sitio visitado se tomd la siguiente informacién general:
L. Ubicacidon del sitio de colecta
L1. Pais
I.2. Provincia o departamento
L3. Cantén o municipio
I.4. Distrito
L5. Pueblo o Ciudad mas cercana
L6. Distancia al pueblo o ciudad mas cercana
L7. Sitio exacto
1.8. Longitud
1.9, Latitud.

II. Condiciones ambientales

IL1. Precipitacion media anual (mm)

I1.2. Temperatura media anual (°C) ,

IL.3. Topografia: a) plana, b) ondulada, c) quebrada, d) colinada, e) .
fuertemente socavada, f) montafiosa, g) otra.

11.4. Vegetacion predominante: a) bosque, b) bosque secundario, ¢) tacotal,
d) cacao abandonado, €) cacao, f) huerto, g) potrero, h) otro.

IL3. Descripcion general del sitio (Tamafio, densidad de plantas, nivel de
sombrio, etc.)

I1.6. Aspectos fenologicos de los arbustos:

11.7. Presencia de floracion

I1.8. Presencia de fructificacién
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3.1.5. Seleccién de los descriptores morfoldgicos

Como paso previo se determind cuales de las caracteristicas morfoldgicas de hojas,
flores, frutos y semillas de Q. amara, podrian ser utilizadas como descriptores. Para esto se
elaboré una lista de posibles descriptores basada en la observacion de materiales de plantas
con diferente procedencia, asi también, con base en la literatura disponible (Villalobos,
1995; Brown, 1995; Upegui, 1998). Se puso énfasis en los parametros de hojas, porque a
diferencia de ios otros érganos, las hojas siempre estan presentes en las plantas silvestres.

Por el contrario, las flores, frutos y semillas tienen un comportamiento estacional.

El procedimiento seguido para determinar cuales descriptores evaluar fue el siguiente: se
colectd hojas, flores y frutos, se hizo una observacion general de estos oOrganos para
detectar algunas caracteristicas que podrian presentar variacion entre individuos y enire
poblaciones. Se elabord el listado de los descriptores y varios modelos de cuadro de
recoleccion de datos, hasta obtener uno que permitio colectar los datos y su posterior
procesamlento De las observaciones preliminares y comparaciones entre los descriptores
evaluados en las poblaciones de Kékoldi y San Antomo se decidié no seguir evaluando

algunos de ellos, porque las mediciones eran muy variables o no presentaban variacién.

Los materiales utilizados para la toma de datos fizeron- cinta métrica, brajula, altimetro,
clinometro, vernier, vara para cortar hojas y/o ramas, prensa de herbario, regla graduada,
transportador (para medir angulos), etiquetas, lapiz, tabla de colores de Munseil y cuaderno

de apuntes.
3.1.6. Evaluacién de los descriptores morfologicos
3.1.6.1. Hojas

De cada planta se selecciond diez hojas maduras, cada una de ellas con cinco foliolos.
En todos los casos, las hojas fiseron seleccionadas tratando de que representaran las

diferentes partes del arbusto.
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En el campo se evaluaron los siguientes descriptores: longitud de la hoja, ancho de la
hoja y éngulo de insercién de los foliolos. A diferencia de los otros parametros, estas
variables se evaluaron in situ, porque podian suffir variacion si las hojas se transportaban a
otro sitio. Luego de su evaluacion, el material se envolvio en papel periddico y se colocd
en bolsas plasticas debidamente rotuladas, para continuar con la determinacion de los otros
parametros en forma posterior. Esto se hizo asi, porque Ia mediciéon de muchas de las
variables requeria de un tiempo muy prolongado que hacia imposible que dicha evaluacion

se pudiera completar a nivel de campo.

En el laboratorio se midieron los siguientes descriptores: longitud y ancho del peciolo,
longitud y ancho del raquis, longitud y ancho de los foliolos, color del haz y del envés del
foliolo terminal, color del punto de insercién del foliolo terminal, ancho de la base y

longitud del apice del foliolo terminal.

A partir de algunos parametros de hoja, se generaron otros descriptores como fueron la

relacién "longitud x ancho” y "longitud/ancho"” de los diferentes foliolos.

3.1.6.2, Flor

Esta caracterizacion solo fue posible realizarla en: San Antonio, Kékoldi, La Pacifica,
Matapalo y Chirilagua, que fueron los Gnicos sitios que tuvieron floracidn al momento de la

visita.

Los parametros evaluados fueron: longitud del pedicelo, ancho de la base de la corola,
longitud y ancho de los pétalos, color de la parte media de los pétalos, cantidad de

estambres, longitud de los estambres y longitud del gineceo.

Para la caracterizacion de la flor, en el arbusto se escogieron cinco inflorescencias al
azar, de éstas se tomaron tres flores desarrolladas (abiertas), las de mayor tamafio y que no

estuvieran deterioradas. Para la mayoria de los sitios, estos parametros fueron medidos in
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situ. En algunas ocasiones fireron medidos en el laboratorio, debido a la falta de tiempo

para hacerlo en el campo.
3.1.6.3. Fruto

Esta caracterizacion sélo fue posible realizarla en los siguientes sitios: San Antonio, El

Salado, Kékoldi y Chirilagua .

Se denomind fruto al conjunto formado por el receptaculo con las drupas incrustadas en
€l. Se consideraron drupas maduras a aquellas que presentaban mesocarpo de consistencia

suave y de color amarillo.

Para la caracterizacion de los frutos, se escogié al azar cinco infrutescencias en el
arbusto, de éstas se tomo tres frutos maduros en los que se midio el pedanculo, 1a forma de
la base del recepticulo, la forma de imbricacién de la drupa en el receptaculo y el color del
receptaculo. Las evaluaciones fueron realizadas en el sitio de colecta, excepto la longitud y
ancho de la drupa central o la mas desarrollada, que fueron medidos ex situ, en la oficina o

en el laboratorio.
3.1.6.4. Semilla

Solo se encontr6 semillas en El Salado, Kéksldi y Chirilagua. La caracterizacién de las
semillas se hizo en el laboratorio. Se evalué un maximo de 15 semillas por planta, para lo
cual se selecciond frutos maduros, con la ayuda de un bisturi, se extrajo el exocarpo vy el
mesocarpo, hasta obtener la semilla limpia. A continuacién se procedié a tomar las

medidas antes escritas. En cada caso se midié la longitud, ancho y forma de la semillas.
3.1.7. Elaboracién del formulario de evaluacién

Con base en la informacién de pasaporte y en los parametros de evaluacién que debian

ser tomados, se elaboré un formulario para simplificar el proceso de toma de informacién.
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3.1.8. Anilisis estadistico

En la Figura 2 se presenta el diagrama del proceso de analisis realizado para la

caracterizacion morfoldgica, a partir de la recoleccion de los datos.
3.1.8.1. Matriz de similitud, distancia y estructura taxonémica

La estimacién de la semejanza entre cada par de individuos se obtuvo mediante el
metodo de coeficientes de distancia, estimado por el Programa SAS version 6,12 y Ia

distancia de Gower (1967). La formula utilizada fue:

Sij = Zsi,-/n

Donde:
n = numero de caracteres cualitativos

Sy =coeficiente de asociacion entre dos variables

La estructura taxonémica de las poblaciones se estudio mediante el agrupamiento

jerarquico de Ward (1963) con el software SAS version 6,12.
3.1.8.2. Determinacién del valor discriminante

La seleccion del namero de grupos de individuos (agrupamiento) se hizo con base en los
criterios de Pseudo F y Pseudo t, mediante el procedimiento CLUSTER del software SAS,

version 6,12.

El valor discriminante para los valores cuantitativos se determiné a través del indice "D"
de Engels (1983) utilizando las medias de los grupos en las comparaciones multiples de

Duncan.
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(Base de datos, Excel)
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FIGURA 2. Diagrama de flujo para el anilisis de datos obtenidos mediante Ia
caracterizacion morfolégica de Quassia amara. (Tapia, 1998).
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k-1 k
z 2 17
i=1 =i+l
D=
N (N-1)12
Donde ;

N =numero total de caracteristicas.
k =ntimero de estados de la caracteristica
n; =namero de individuos que presentan un estado de la caracteristica

n; = numero de individuos que presentan otro estado de la cardcteristica.

Para recalcular los valores de Dw se utiliz¢ la formula siguiente (Engels, 1983):

D'w = Dw(l-r?

Donde:

D’w = promedio de los D (valor discriminante) correspondientes a cada grupo

r? = coeficiente de correlacidn al cuadrado entre el caracter en estudio v el mas
discriminante. |

El valor discriminante para caracteres cualitativos se estimé con base en el analisis de
frecuencias y las estadisticas de Cramer (V), coeficiente de Contingencia (P) (Fienberg,

1977) y Chi cuadrado (A%) (Cochran, 1954), obtenido con el paquete SAS, version 6,12.

3.1.8.3. Tamaiio de muestra

Con base en los descriptores definidos y los datos obtenidos en esta investigacion, se

determino el tamafio de muestra para niimero de plantas por sitio, para cada descriptor de

cada 6rgano evaluado.

Partiendo de la variable cuantitativa mas discriminante (Longitud de la hoja) para la
separacion de grupos obtenido del analisis discriminante, se utilizd la formula de Scheaffer
et al. (1987) para determinar el nimero adecuado de hojas por planta (m) y el nimero de
plantas por sitio (n). Para esto se utilizd la siguiente formula para seleccion de tamafio de

muestra para conglomerado en dos etapas (Scheaffer, er a/. 1987):



w
m =
c*s
Donde
m  : namero de hojas por planta
o’ : componente de varianza estimada para hojas
o’s : componente de varianza estimada entre plantas

Se realizo el analisis de variahza, usando el procedimiento proc GLM de SAS version
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6.12.
Fuente de Variacion Grados de Libertad CM E(CM)
Entre plantas p-1 CMb G’y + Moy
Deniro de plantas P(w-1) CMw O
Total p(w-1)

CM-CM,,

M
1
I — (6° b + o°w/m)
vV

Donde:
n : namero de plantas

V(u) : varianza anivel de hojas
o’Ww  : varianza estimada dentro de cada planta
o’b  : varianza estimada entre plantas



3.2. FASE DE LABORATORIO

3.2.1. Material experimental

Para la caracterizacidon molecular se utiliz6 un arbusto por sitio. Se incluyeron dos
testigos que fueron repeticiones de los genotipos de Chirilagua (El Salvador) y del Parque
Soberania (Panama). FEstos testigos consistieron de dos muestras de ADN que fueron
aisladas a partir del mismo arbusto, a Ioé cuales se les determind su concentracion de ADN

por separado. En el analisis PCR v en los anlisis estadisticos fueron consideradas como

genotipos diferentes.

1. De cada arbusto se colectd6 5-10 hojas jovenes e intermedias. Las hojas se

envolvieron en papel toalla y luego en bolsas plasticas debidamente rotuladas.

2. Los paquetes fueron transportados en un recipiente con hielo, en los casos en que fue
posible llevar las muestras al laboratorio en el mismo dia que se realizd la colecta.
En caso contrario, las hojas fiieron mantenidas en un recipiente con hielo durante el
tiempo que se necesito para hacer la bolectaj no mas de cinco dias. En los casos en
que no era posible transportarlas ni mantenerlas con hielo, se transportaron secas.
Para ésto se les coloco Sg de silica gel en la bolsa, evitando que las hojas tuvieran

contacto con ella.

3. En el laboratorio, las hojas se organizaron de nuevo, se limpiaron con papel toalla
limpio y hiimedo v se envolvieron nuevamente en papel v bolsas plasticas rotuladas.
Inmediatamente fueron colocadas en un congelador a -20 °C para su conservacion.
Algunas hojas fueron almacenadas con silica gel, aquellas que fueron colectadas y

no fue posible almacenar inmediatamente en el congelador.
3.2.2. Aislamiento y determinacién de la concentracion de ADN.

El aislamiento de ADN se llevo a cabo en todos los casos, utilizando el método CTAB

minipreparaciones modificado de Doyle y Doyle (1987), el cual se resume en el Apéndice
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1. En este método se partié de una muestra de 0,2 g de hoja que se macera con nitrogeno
liquido. La muestra se coloca en un tubo Eppendorf en donde, mediante diferentes
sustancias y centrifugaciones, se rompen las estructuras celulares y se eliminan las

impurezas hasta obtener un ADN suficientemente limpio.

En algunos casos en que se dificulté la extraccion con el método CTAB
minipreparaciones, se aplicaron otros procedimientos como el protocolo para cacao usado
en el laboratorio de Biclogia Molecular de la Unidad de Biotecnologia del Centro CATIE
(Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza). Esto se hizo para los
genotipos de El Salado, Penonomé, Turrubares, usando como testigos un genotipo de cacao
y uno de caocba. Ademaés se hizo una prueba de un genotipo de El Salvador, con el método
del Xantogenato. Dado que no se obtuvo un resultado satisfactorio, se realizaron nuevas

extracciones con el método CTAB-minipreparaciones variando el pH de 7,5, 8,0y 8,5.

Para cuantificar el ADN se utilizé6 geles de agarosa (Apéndiée 2). En un bloque
comparador se colocé 1 pl de bromofenol (Apéndice 3°), ﬁlés 17 pl de TE (Apéndice 4) y
finalmente se colocd 2 pl de la solucion de madre de ADN. Con una micropipeta de 160 ul
se tomo los 20 pl de esta solucion y se coloco en los pozos del gel de agarosa, en la camara
de electroforesis. Se dej¢ migrar durante 45 minutos, a 150 voltios,l luego el gel ﬁse
colocado en la solucién de bromuro de etidio para la tincion del ADN. Después de una
hora, el gel fue colocado en una bandeja con agua para eliminar el exceso de colorantes, se
procedio a la visualizacién del ADN en la cdmara de luz ultravioleta y a tomar la fotografia.
En ésta se procedi6 a leer y a estimar las cantidades extraidas de ADN de cada genotipo,

mediante la comparacion de las bandas con muestras de concentracion conocida.

3.2.3. Procedimiento RAPDs.

.....

concentracién de ADN que producia la mejor amplificacién. Esta determinacion se hizo
mediante pruebas electroforéticas. Para ésto se evaluo diferentes diluciones de ADN hasta

Hegar a obtener la mejor amplificacién. Para la mayoria de los genotipos fue necesario
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disminuir las concentraciones de las diluciones de trabajo, hasta una cuarta parte de la
concentracion inicial. Para los genotipos de La Lupe, La Pacifica, Buenos Aires,

Penonomé y Chirilagua se disminuyé diez a quince veces su concentracion inicial.

El volumen final de la reaccion de PCR fue de 25 pl, conteniendo las siguientes
concentraciones y molaridades: 10 ng de ADN genémico, 150 M de cada dinucledtido
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 3,5 mM de MgCl,, 12 mM de Tris HCI (pH 8,3), 12 mM de
KCl, 1,0 uM de "primer" y 3 unidades de Taq Stoffel Fragment (Perkin Elmer).

Para cada muestra, se coloc en sendos tubos Eppendorf de 200 pl: 10 pl de la solucién
maestra (Apéndice 4) y 5 ul de cada uno de los siguientes ingredientes: taq polimerasa,

“primer”y el ADN respectivo.

Para la amplificacion del ADN se utilizaron "primers" de diferentes casas comerciales
como Operon Technology INC. y de University of British Columbia (UBC). Los "primers"
fueron diluidos hasta obtener una solucién madre de 25uM, para lo que se considerd su

peso molecular y el contenido del tubo provisto por la casa comercial.

De la serie Operon, se evaluaron las series: OPA, OPB, OPC, OPD, OPE, OFF y
algunos OPH, cada una constituida por 20 "primers”. De la serie de UBC, se evaluaron las
series: 101-200, 201-300, 601-700 y 701-800. También se evaluaron otros "primers” tales
como: el 17, N20, X9, X16 M4, J19 y L18.

Se hizo pruebas para determinar cual concentracion de "primer” producia la mejor
amplificacidn. Para esto se parti6 de los tubos iniciales. Se hizo el calculo del peso
molecular de cada “primer”, dependiendo de la presentacién coniercial. Se le agregé TE
para hacer la solucion madre, a partir de ésta se hizo diluciones para obtener diferentes
concentraciones, segin se deseaba probar. 0,6; 0,7 y 1,0 uM en el volumen final de

reaccion,
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La evaluacion para determinar si los “primers” producian polimorfismos de interés se
hizo de la siguiente manera. Se evaludé cada "primer” a la concentracién previamente
seleccionada, usando dos genotipos (de El Salado y de Parque Soberania), los cuales fueron
seleccionados por proceder de sitios distantes. Cuando no se detectaban polimorfismos, se
repetia la evaluacion usando otros cinco genotipos {San Antonio, Kékoldi, La Chachalaca,
Matapalo y Chirilagua) que representaban las diferentes procedencias geograficas bajo
estudio Si aun no era factible identificar polimorfismos, se eliminaba el “primer”. Si se
detectaba al menos un polimorfismo de interés, se evaluaba toda la poblacion con este
"primer”. Para ahorrar tiempo; en cierto momento se decidio eliminar la seleccién inicial

con dos genotipos, evaluando los “primers” directamente con el grupo de cinco.

La amplificacién del ADN se realizd en un Termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR
System 9600. El programa utilizado fue:

¢ Un ciclo inicial de desnaturalizacion del ADN de 3 minutos a 94 °C.
e 45 ciclos compuestos cada uno por la siguiente secuencia;
* 30 segundos a 94 °C (desnaturalizacion)
45 segundos a 36°C (unidn del iniciador a los sitios complementarios de la
cadena disociada de ADN)
- o 2 minutos a 72°C (sintesis de la cadena en una direccién especifica)

¢ Un ciclo final de 4 minutos a 72°C.
3.2.4. Visualizacién de los productos de la amplificaciéon

Luego del procedimiento RAPD, se procedié a realizar la electroforesis en gel de
agarosa a 1,8%. Se colocd 25 pl de la reaccion PCR en cada pozo del gel en la camara de
electroforesis, se dejé migrar aproximadamente durante dos horas a 150 voltios. Al
finalizar la migracion del ADN se coloco el gel en una cubeta con solucién de bromuro de
etidio por una hora y a continuacion se colocd en agua limpia para eliminar el exceso de

colorante.
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Los patrones de bandas fueron observados en la cimara de iz ultravioleta UV 320, Se
tomaron las respectivas fotografias para realizar la calificaciéon de las bandas polimorficas
segun los "primers” seleccionados. A la banda presente se le asigné un uno (1) y un cero

{0) cuando no estuvo presente.
3.2.5. Analisis estadistico de los datos moleculares

En la Figura 3 se muestran los analisis estadisticos realizados en esta fase a partir de la

recoleccion de datos.
3.2.5.1. Matriz de similitud y distancias genéticas

Para obtener la matriz de similitud y distancias se utilizé el algoritmo de Nei y Li (1978)

y el software PopGene (Yeh et al. 1997).

Para calcular el coeficiente de similitud se utilizo la siguiente formula:

2a

22+ b + ¢

donde:

S = coeficiente de similitud

a = mmmero de bandas presente en ambos genotipos
b = niimero de bandas presente solo en ¢l genotipo 1
¢ = mamero de bandas presentes en el genotipo 2

La definicion de similitud excluye los fragmentos que estin ausentes en ambos
genotipos, debido a que la doble ausencia no puede ser atribuida a una causa comin. La
matriz de similitud fue analizada por el método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Arithmetic Averages), con el software PopGene (Yeh ef al. 1997).
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RECOLECCION DE DATOS
MOLECULARES

A 4

Prucbas de X*
(Software Popgene)

MATRIZ DE SIMILITUD
(Nei, 1978)

\ 4

MATRIZ DE DISTANCIAS
(Nei, 1978)

BOOTSTRAP
(WinBoot, 1996}

ANALISIS DE
CONGLOMERADOS
(UPGMA, Nei)

Y

INTERPRETACION DE RESULTADOS

FIGURA 3. Diagrama de flujo para el anilisis de datos moleculares generados
mediante la metodologia RAPDs en Ia caracterizacion molecular de
Quassia amara. (Tapia, 1998).
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La variacion genética entre y dentro de grupos se analiz6 con la formula de Nei (1978),
la cual toma en consideracion un factor de correccién produciende un resultado insesgado
de la medida de identidad y de distancia genética corregido para cuando se trabaja con
poblaciones pequefias. El dendograma de clasificacion de los grupos genéticos esta basado
en el indice de similitud de Nei (1978) con el método UPGMA modificado por Neighbord
con el procedimiento de Philip Version 3,5 del software PopGene 1.32 (©University of

Alberta and Center For International Forestry Research).

Después de calcular el coeficiente de similitud se calculo la distancia que es una funcién

decreciente de la similitud.
Se utilizé la signiente formula: Dy = 1 - §
3.2.5.2. " Bootstrap"

La base de datos moleculares fue transformada al formato que sugieren Yap y Nelson
(1996) para procesar los datos en el programa pard analisis bootstrap con el programa
computacional WinBoot (1996). El nimero de muestras con el cual se calculé el valor
promedio para las distancias fue de 2,000. En el cual se obtuvo un dendograma que aportd
la fuerza de los brazos de las agrupaciones obtenidas en el dendograma del programa

PopGene (Yeh er al. 1997).

Para identificar las bandas polimorficas que mas aportan para la diferenciaciéon de los
genotipos se utilizé las pruebas de A% obtenidas en el analisis por grupos en el segundo

dendograma, utilizando el software Popgene. Se utilizO el mismo programa para

determinar los marcadores moleculares discriminantes entre genotipos y entre los grupos

evaluados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

-

4.1. FASE DE CAMPO

4.1.1. Sitios de colecta

En esta fase se hizo el muestreo en 11 sitios, los cuales se indican en la Figura 1 de
materiales y métodos. La mayoria de los sitios estin ubicados en Costa Rica, debido a la
facilidad para llevar a cabo las colectas en este pais y por la mayor disponibilidad de
informacion sobre la distribucién y ubicacion geogrifica de poblaciones silvestres de 0.

amara, producto de estudios realizados anteriormente.
A continuacion se describe cada una de las poblaciones muestreadas.

San Antonio (Guatemala): La poblacion de San Antonio (Guatemala) esta ubicada en
un bosque seco, con una temperatura promedioc y una precipitacion anual de
aproximadamente 25-28°C y 1300 mm, respectivamente. La topografia es quebrada, con
lomas acentuadas. En los puntos de muestreo se encontré pocos arbustos cerca de una
quebrada. Esta poblacion ya habia sido estudiada en forma anterior por Upegui (1998).

Para llegar al sitio, se conté con el apoyo de personas del proyecto Olafo en Guatemala.

El Salado (Honduras): La poblacion de El Salado (Honduras) corresponde una parte a
bosque secundario y de galeria, una gran parte a potreros, con muchas plantas cortadas en
su eje principal y con muchos rebrotes. Se encuentran también plantas adultas con muchos
rebrotes a la orilla de los rios que pasan por la zona. Al momento de la colecta en mayo,
todas los arbustos muestreados presentaban hojas nuevas, solamente se encontrd una planta
con escasa fructificacién. En los demas arbustos del area muestreada no se encontraron
signos de floracion o fructificacion. La topografia del area es quebrada. La temperatura
oscila entre 26-30°C. Esta poblacion al igual que la de San Antonio, ya estaba siendo
objeto de estudio por parte del Proyecto Olafo. El guia en este sitio fue el Ing. Oscar
Castillo de dicho proyecto.
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Chirilagua (El Salvador): La colecta se hizo en las propiedades de la Cooperativa de la
Reforma Agraria La Marafionera (CORALAMA), Cantén Tierra Blanca, municipio de
Chirilagua. Depto. de San Miguel, El Salvador. La Zona de vida es Bosque humedo
Subtropical, con biotemperatura de 24°C (Mapa Ecologico de El Salvador, MAG, Febrero,
1978). El permiso de entrar a colectar al sitio se obtuvo con el Sr. José Manuel Rodriguez,
encargado de la Cooperativa. La poblacion de Q. amara se encuentra en un reducto de
bosque secundario al pie de una montafia, la zona es quebrada. Hay una poblacion de mas
de 50 arbustos. Las plantas se encuentran en pendientes y areas planas cerca de quebradas,
por las que en época lluviosa, seguramente coire agua. Algunas plantas se encuentran en
claros entre arbustos, estas plantas presentan varios rebrotes vy poca altura; otros arbustos
con pocos rebrotes, se encuentran bajo arboles grandes. Al momento de la colecta, la
mayoria de los arbustos presentaba fructificacion. Esta poblacion fue seleccionada por ser

la Unica a la que se tenia acceso en comparacion con otros sitios identificados. No parece

ser una poblacidén muy antigua.

Santa Cecilia (La Cruz, Costa Rica): pertenece al cantén de La Cruz de Guanacaste,
en la finca de la empresa Guanaranja. Se eligié esta poblacion porque habia sido
previamente identificada por Villalobos (1995) v era un sttio accesible. La poblacion se
encuentra a la orilla del rio Mena. En el sitio hay muchas plantas pequefias a nivel de
sotobosque. Las plantas adultas presentan muchos rebrotes, signo de su explotacién en esa

zona, el tipo de vegetacion es un bosque de galeria.

La Chachalaca (Bocas de San Carlos, Costa Rica): Se encuentra en la finca La
Chachalaca, cerca del rio San Juan, frontera con Nicaragua. Alli hay un conglomerado de
mas de 50 arbustos dentro del bosque primario. Los arbustos son altos, con uno, dos o tres
ejes principales, se encuentran muy pocos arbustos con rebrotes. Debido a que se
encuentran bajo el dosel de arboles muy altos, los arbustos de 0. arrara no reciben mucha
luz directa, por lo que fue dificil encontrar arbustos con suficiente floracion y fructificacion
para realizar la evaluacion de éstos organos. Esta poblacion incluyé porque esta siendo

objeto también de un estudio fenologico por parte del proyecto Olafo. Es una poblacién
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antigua. La precipitacién media anual del sitio se estima en 3000 mm en un periodo de 8 a

11 meses al afio. Se clasifica como Bosque Hamedo Tropical (Holdridge, 1967).

La Pacifica (Cafias, Costa Rica): Se encuentra en la hacienda La Pacifica, reserva
privada con fines turisticos y de explotacion ganadera. Corresponde al bosque de galeria del
rio Corobici. La poblacion se encuentra desde la orilla del cauce hasta areas de potrero o
charral (Villalobos, 1995). La zona de vida de este sitio es bosque seco tropical. La
temperatura media anual es de 26°C. La precipitacién media anual 1693 mm. Esta finca es

un drea estacionalmente seca, con seis meses de sequedad. Es una poblacion relativamente

nueva (Brown, 1995).

Surtubal (Turrubares, Costa Rica): La poblacion de Surtubal corresponde a un
bosque de galeria. Es un reducto a la orilla de la carretera. Es posible encontrar pocas
plantas en una area de unos 500 m?, Al momento de la colecta se encontraron plantas con
hojas nuevas. No habia floracién ni fructificacion. Aparentemente los arbustos son muy
jovenes vy su altura es relativamente baja. Las plantas se encuentran en un claro con
incidencia de luz. Aparentemente, es una poblacion muy reciente en este sitio. Se

selecciond el sitio porque representa una de las poblaciones de la zona Pacifica.

Kékoldi (Talamanca, Costa Rica): Corresponde 2 un area disturbada, con abundante
luz. La Reserva indigena Kékoldi se clasifica como bosque tropical humedo caliente. La
temperatura promedio anual es de 26°C y la precipitacién media anual de 2,000-3,000 mm
(Ling, 1995). Las plantas de este sitio son adultas con muchos rebrotes. Al momento de la
colecta, los arbustos se encontraban en floracion y fructificacion. La mayoria de las plantas
muestreadas presentaban hojas nuevas, muy grandes y con 7 foliolos. Esta es una
poblacion muy antigua en esa zona. Se selecciond este sitio por representar a la zona

Atlantica de Costa Rica.

Matapalo (Aguirre, Costa Rica): El area corresponde a un bosque del pacifico
himedo. La precipitacién media anual es de 4006 mm. La temperatura media anuai es de

27.6°C. La zona de vida es de bosque tropical humedo. Esta a la orilla de un ric que
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desemboca en el mar. Es posible encontrar plantas adultas, con tres 0 mds rebrotes. Esta
poblacién esta siendo actualmente evaluada fenologicamente por el proyecto Olafo, ademas

que posee un buen acceso. Esta area no ha sido perturbada en 40 afios o mas (Brown,

1995).

Isla Barro Colorado (Panama): La isla de Barro Colorado esta ubicada en la cuenca
del Canal de Panama. Cuenta con 1500 ha cubiertas de bosque tropical y una fauna casi
intacta. Se encuentra entre 200-300 msnm con precipitacion promedio anual de 2548 mm y
temperatura promedio de 27°C. La zona de vida es de bosque tropical himedo. La
poblacién de (. amara esta ubicada en un area quebrada. Se encontré muchas plantas
jovenes dispersas a lo largo del sendero hacia el area denominada el "Plot". Para la
caracterizacion no se enconird muchas plantas con el diametro de tronco mimimo para el
estudio, por lo que solamente se evaluaron algunas de ellas. Esta poblacién se considera
que representa a la zona Atlantica. Fl area del "Plot" es de crecimiento antiguo, y puede no

haber sido perturbado significativamente por cinco siglos (Brown, 1995).

Parque Seberania (Panama): La poblacion de Q. amara aqui es totalmente silvestre, y
posiblemente poco disturbada. La persona guia hacia el bosque fue Alberto Jiménez
(INRENARE). La poblacion se encuentra en el sector del oleoducto. Se pasa por el rio
Frijol, luego el rio Frijolito v queda a 1 Km a mano izquierda. Se encontraron pocas
plantas a la orilla de la carretera. El sitio queda muy cerca del area del canal de Panam4, y

relativamente cercana a la Isla de Barro Colorado.

Penonomé (Panama): se colectd material vegetal de este sitio para la caracterizacion
molecular. Esta es una poblacion pequeiia, en un bosque secundario. Al momento de la
colecta, la fructificacion habia pasado recientemente. Las plantas presentaban pocas hojas
adultas y tenian brotes foliares nuevos. Las plantas son de poca altura y tienen rebrotes, es
evidente que esta poblacién es utilizada por las personas de la zona. El material colectado

se tom¢ en representacion de zona Pacifica.
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Ademas de los sitios descritos, en el anilisis molecular se incluyeron dos genotipos
individuales que corresponden a Buenos Aires (Osa, Costa Rica) y a San Pablo
(Turrubares, Costa Rica). En estos casos, la muestra estuvo conformada por un solo
arbusto que en el caso de Buenos Aires, la poblacion silvestre se encuentra en las margenes
del rio Volcan, segiin la persona entrevistada. En el caso de San Pablo Turrubares, el

arbusto proviene de una poblacion silvestre de unos 20 arboles.

En el caso de La Lupe (Rio San Juan, Nicaragua), solamente se utilizo material vegetal
colectado por Upegui (1998) para la caracterizacion molecular. Se estima una precipitacion
anual de 3000 mm distribuidos en un periodo de ocho a once meses al afio. Se clasifica
como un bosque hiimedo tropical. El suelo es quebrado. Este sitio presenta cobertura de

bosque primario selectivamente intervenido.

En Canalete (Upala, Costa Rica) y San Enulio (Los Chiles, Costa Rica) solamente se
colectd material vegetal para la caracterizacién molecular, En Canalete la precipitacion
promedio anual es de 2500 mm y en San Emilio, es de 2885 mm. En ambos sitios se tienen

tres meses secos. La zona de vida es Bosque Himedo Tropical.

Como puede notarse en la informacioén mencionada existe una amplia variacion de tipo
climatico y geografico entre los sitios. Nueve pueden asumirse como afectados por las
condiciones del Pacifico, estos son San Antonio (Guatemala), Chirilagua (El Salvador), La
Pacifica (Cafias, Costa Rica.), Surtubal y San Pablo (Turrubares, C.R.) estos afectados por
el Pacifico Seco; Matapalo (Aguirre, C.R.), Buenos Aires (Osa, C.R) y probablemente
Penonomé (Panama), afectados por el Pacifico lluvioso. Cuatro sitios estan afectados por
la condicion del Atlantico: El Salado (Honduras), Kékoldi (Talamanca, C.R.), Isla Barro
Colorado y Parque Soberania (Panama); y cuatro por el Centro Norte de Costa Rica: La
Lupe (Nicaragua), La Chachalaca (Bocas de San Carlos, C.R), San Emilio (Los Chiles, C.
R)) y Canalete (Upala, C. R.) .

En cuanto a la altitud (Cuadro 1) se puede indicar que las poblaciones evaluadas se

encuentran entre los 50 (Matapalo, Aguirre CR.) y los 650 msnm (San Antonio,
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Guatemala). Esta Gltima altitud llama la atencién pues segtn Villalobos (1995), Q. amara
comunmente se encuentra a alturas por debajo de los 500 msnm, en Costa Rica. Esto
podria deberse a que se trata de una poblacion establecida y no silvestre. Aunque Brown

(1995) menciona que existen muestras de Nicaragua encontradas entre los 600-900 msnm.

Aunque hubiera sido ideal tener una representacion mas amplia de sitios de colecta en
Nicaragua, Honduras, El Salvador y Guatemala, esto no fue posible debido principalmente
a las limitaciones econdmicas y de tiempo que con frecuencia se tienen para este tipo de
investigaciones. También es importante tener presente que el dificil acceso a los sitios en

donde normalmente se encuentra . amara en forma silvestre, hace mas dificil las colectas

y las encarece.

Se.tratc’) de conseguir también muestras de Q. amara procedente de jardines botanicos en
otros paises latinoamericanos como México, Colombia, Venezuela, Ecuador, etc., lo cual
permitiria comparar el acerbo mesoamericano con el de otras regiones, pero los resuitados
fueron infructuosos. Se enviaron fotos de diferentes partes de la planta para facilitar su
reconocimiento, pero a pesar de esto, las muestras recibidas (de Venezuela y de Ecuador),

correspondieron a otras especies.
4.1.2. Descriptores morfologicos

En forma inicial se determinaron 44 posibles descriptores de (. amara, a saber 21
parametros de hoja, nueve de flor, diez de fruto y cuatro de semilla. En la determinacién de
estos descriptores se puso énfasis en los parametros de hoja, porque a diferencia de los
otros organos, las hojas siempre estan presentes en las plantas silvestres. Por el contrario,

las flores, frutos y semillas tienen un comportamiento estacional.

En la mayoria de las plantas cuitivadas, los 6rganos méas importantes para la descripcion
morfologica son aquellos que estin menos influenciados por el ambiente. Segiin Enriquez,
(1991) los organos ideales son la flor y el fiuto y les siguen en importancia, las hojas,

tronco, ramas, raices y los tejidos celulares que muchas veces son muy dificiles: de

caracterizar.
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Aunque se ha indicado que la floracion ocurre entre los meses de setiembre y marzo y
que este fendmeno requiere de la exposicton a 1a luz (Ling, 1995), lo cierto es que atin no se
conoce con exactitud la fenologia de 0. amara en los diversos ambientes Ven que se
encuentra creciendo. FEsta desinformacion hace dificil la planificacion de colectas
tendientes a evaluar todos los 6rganos de la planta. Ya se han iniciado esfuerzos por parte
del Proyecto Olafo del CATIE para tratar de establecer mejor la fenologia de la planta en
diferentes condiciones ecologicas.  También seria oportuno establecer bancos de
germoplasma en donde se pueda evaluar la fenologia y otras caracterisiticas de las plantas

bajo condiciones similares de clima y suelo.

Se determino el nivel de variacién de los 44 parametros inicialmente definidos y se
encontrd qué muchos de ellos no aportaban informacion relevante por lo que fueron
eliminados. Este fue el caso para los siguientes descriptores de hoja: ancho del peciolo,
ancho del raquis, longitud del apice del foliolo terminal v ancho de la base del apice del
foliolo terminal. Para la flor se eliminé el color distal y proximal del pétalo y se incluyo el
color de la parte media del pétalo. Para el fruto, se eliminé el color de la drupa madura y de

la drupa inmadura. Para la semilla, el color.

A continuacion se daran detalles de los parametros finalmente seleccionados para la
caracterizacion morfologica de Q. amara, asi como particularidades para la medicion de

dichas variables.

El formulario de evaluacién que se disefio para llevar a cabo las evaluaciones resultd
muy util y practico, pues en gran medida facilito el proceso de toma y organizacion de la

informacién. Dicho formulario se muestra en el Apéndice 5.
4.1.2.1. Descriptores de 1a hoja

Los descriptores que se seleccionaron para la hoja, se muestran en forma gréfica en la
Figura 4. En el Apéndice 6 se presenta una descripcion més detallada de cada uno de ellos.

La mayoria corresponde a la longitud y ancho de las diferentes estructuras que componen la

hoja tales como el peciolo, raquis y foliolos.
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Para uniformizar la evaluacion de las hojas, resulté de mucha importancia seleccionar
solamente aquellas con cinco foliolos, pues fue evidente que a pesar de que este tipo de
hojas es la mas frecuente, con cierta regularidad aparecen hojas con otras cantidades como -
tres, cuatro, seis y siete foliolos, variantes que pueden ser observadas en la Figura 5. Es
importante indicar que en el caso de la poblacién de Kékoldi, muchas de las hojas nuevas
que se producian luego de la fructificacion, ademés de ser de mayor tamafio tenian siete
foliolos. Este fenomeno deberia ser estudiado mejor y relacionado con las condiciones

climaticas.
4.1.2.2. Descriptores de la flor

Los descriptores seleccionados para la evaluacién de la flor se presentan en forma
grafica en la Figura 7. Para una mejor comprension sobre la toma de los datos respectivoé,
se presenta en el Apéndice 7 una descripcién detallada de cada uno de ellos. No fue posible
evaluar los descriptores de flor en todos los sitios, debido a que al momento de la visita, ya

habia pasado la floracion.
4.1.2.3. Descriptores del fruto y de Ia semilla.

En la Figura 8 se presentan los descriptores seleccionados para la caracteﬁzaci(’)n del
fruto. Al igual que para flor, no fue posible evaluar estos descriptores en todos los sitios.
El color de la drupa madura e inmadura no fue evaluado porque se decidid que se
evaluarian s6lo frutos con semillas bien desarrolladas, los cuales se distinguen por ser

negruzcos y por poseer una pulpa amarilla que se deshace ficilmente con la mano.

A partir de los frutos seleccionados se extrajeron las semillas para hacer la evaluacion de
los datos respectivos, como son longitud, ancho medio y forma de la semilla (Apéndice 7).
Dado que sélo se present6 un color de la semilla que fue 2.5 GY 8/4 (Munsell, 1963), se

elimino este parametro.
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Foliolo terminal

Foliolo izquierdo 1

o

14

Foliolo izquierdo 2

Descriptores de hoja:

1. Longitud de la hoja
2. Ancho de la hoja
3. Longitud del peciolo

4. Ancho en la mitad del peciolo

5. Ancho en la cuarta parte superior del peciolo
6. Longitud del raquis

7. Ancho en la mitad del raquis

8. Anchoen la cuarta parte del raquis :
9. Longitud del foliolo terminal '
10. Ancho maximo del foliolo terminal :
11. Longitud del apice del foliolo terminal
12. Ancho de la base del pice del foliolo terminal —
13. Longitud del foliolo izquierdo 1

14. Ancho maximo del foliolo izquierdo 1

15. Angulo del Insercion del foliolo Izquierdo 1

16. Longitud del foliolo izquierdo 2

17. Ancho maximo del foliolo izquierdo 2

18. Angulo de insercién del foliolo izquierdo 2

19. Color del punto de insercién del foliolo terminal

20. Color del haz del foliolo terminal

21. Color del envés dei folioto terminal

FIGURA 4. Descriptores de la hoja de Quassia amara.




FIGURA 5. Hojas de Quassia amara con diferente nimero de foliolos: A:
B: cuatro foliolos; C: cinco foliolos (comiin);
raquis; E: seis foliolos; F: siete foliolos.

tres foliolos

D: cinco foliolos y dos
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Descriptores:

1. Longitud del pedicelo

2. Ancho de la base de la corola

3. Longitud de los pétalos

4, Ancho a la mitad del pétalo

5. Color del extremo proximal del pétalo
6. Color del extremo distal del pétalo

7. Namero de estambres

8. Longitud de los estambres

9. Longitud del gineceo

FIGURA 6. Descriptores de la flor de Quassia amara.
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Descriptores del fruto:

1. Longitud del gje central 6. Longitud de la drupa

2. Longitud del pedinculo 7. Ancho maximo de la drupa
3. Forma de la base del receptaculo 8. Forma de la drupa

4. Forma de imbricacion de la drupa en el receptaculo 9. Color de Ia drupa madura
5. Color del receptaculo 10. Color de la drupa inmadura

FIGURA 7. Descriptores del fruto de Quassia amara.
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4.1.3. Material Vegetal

En el Cuadro 2 se anota el tipo de material vegetal evaluado para cada sitio de colecta,

asi como el mimero de érganos estudiados por planta. Debido a que no existia suficiente

“informacién previa para definir el tamafio méas adecuado de muestra para cada parametro,
se optd por definir inicialmente uno que se ajustara a las posibilidades del ensayo y del

investigador. Con el objeto de contar con mayores elementos de juicio para futuras

investigaciones, se utilizé la informacién recolectada para definir el tamaiio de muestra mas

adecuado para cada una de las variables evaluadas, tal como se indicara mas adelante.

CUADRO 2. Fecha de colecta y material vegetal evaluado de (. amara en cada
sitio de muestreo.

San Antonio | Febrero | 12 10 | 18 | 40 | 25 51 0
El Salado Mayo 12 10 - - 7 9 10
Kékoldi Febrero 12 10 16 63 20 48 47
La Pacifica Abrii 12 i0 - - - - -
La Abril 12 10 - - - - -
Chachalaca

Matapalo Abril 12 10 - - - - -
Santa Cecilia | Abril 12 10 - - - - -
Surtubal Marzo 4 10 - - - - -
Parque Marzo 5 i0 - - - - -
Soberania

isla Barro Marzo 6 10 - - - - -
Colorado

Chirilagua Mayo 12 10 2 6 36 79 100
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4.1.4. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

4.1.4.1. Agrupamiento de los individuos segtin los datos morfolégicos

A partir de las variables cuantitativas de hoja y usando el método de Gower (1962) del
programa estadistico SAS, se obtuvieron cuatro grupos de individuos. Las relaciones entre
la totalidad de pares de individuos fueron observadas mediante la distancia ponderada de la
combinacién de coeficientes de distancia para los caracteres cuantitativos. La distribucién

en los grupos de las plantas evaluadas se indica en el Cuadro 3.

CUADRO 3. Distribucién por grupe de individuos de (). amara segin analisis de
varianza minima de Ward.

San Antonic

41 El Salado 1

6l Kékeldi 8

62 L.a Pacifica

63 La Chachalaca

64 Matapalo

66 Santa Cecilia

69 Surtubal

72 Parque 5
Soberania

73 Barro Colorado 5

81 Chirilagna

El algoritmo multivariado del anélisis cluster de varianza minima de Ward (1963), actud
sobre la matriz de distancia. En cada grupo se tiene predominancia de la mayoria de los

individuos de uno o dos sitios.

Se encuentran individuos de algunos sitios que se agrupan en dos o tres grupos como los

de Chirilagua, Surtubal, Matapalo, Kékaéldi y El Salado. Asi, en el grupo uno se agrupan
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materiales de los sitios: La Pacifica (12 individuos), Chirilagua (9), Santa Cecilia (8),
Matapalo (3} y Surtubal (2). En el grupo dos, se encuentran individuos de: El Salado (10 y
Chirilagua (3), ademas un individuo de Matapalo. En el grupo 3, se ubican los individuos
de La Chachalaca (12), Matapalo (8), Kékoldi (4), Santa Cecilia (2), Surtubal, un individuo
de El Salado y uno de Barro Colorado. En Iz agrupacion niimero cuatro se encuentran
materiales de San Antonio (12), Kékoldi (8), Parque Soberania (5) y Barro Colorado (5).
Lo anterior denota que no existe un patron geografico caracteristico definido para estos

materiales.
4.1.4.2. Estructura de los agrupamientos

La estructura taxondmica obtenida por la matriz de distancia con el agrupamiento
jerarquico de Ward (1963), se representa graficamente por medio del fenograma de la
Figura 8, lo que permite observar la relacion en grado de disimilitud entre los individuos.

Se observan dos grandes grupos (A y B) que a su Vez se subdividen en dos subgrupos.

El sub-grupo Al esté conformado principalmente por la mayoria de los arboles de La
Pacfifica, Matapalo, Santa Cecilia, Surtubal y Chirilagua, todos ellos ubicadés en sitios con
influencia de las condiciones del Pacifico. EI sub-grupo A2 esta constituido
mayoritariamente por arbustos de El Salado (costa atlantica de Honduras), y algunos

individuos de Chirilagua (El Salvador).

El sub-grupo B1 incluye individuos principalmente de la Chachalaca, Matapalo y otros
de diversos sitios. El subgrupo B2 est4 formado por genotipos de San Antonio, Kékoldi,
Parque Soberania, Barro Colorado y algunos de Fl Salado. La agrupacion de los materiales
de este grupo indica una relacién entre los individuos provenientes de areas con influencia
- del Atlantico. Se establece una estrecha relacion entre los genotipos de Kékoldi y los

provenientes de Barro Colorado y Parque Soberania en Panama,
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CONTINUACION: FIGURA 8.



4.1.5. Valor discriminante de los caracteres para separar grupos

4.1.5.1. Caracteres cualitativos
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Se apalizaron los caracteres cualitativos correspondientes a hoja, debido a que no se

obtuvo suficientes datos para los caracteres de los otros érganos de la especie en estudio.

En el Cuadro 4 se presentan los estados de los descriptores evaluados en esta fase y en el

Cuadro 5 los que presentaron mayor frecuencia y mayor porcentaje en la hoja. Puede

observarse que en La Pacifica, La Chachalaca y Surtubal, el 100 por ciento de las hojas

evaluadas presentaron la misma coloracion, en tanto que en los otros sitios se encontré toda

una gama de coloraciones.

CUADRO 4. Estados de los descriptores cualitativos seleccionados para hoja en la
caracterizacion de Q. amara.

Color Cédigo

Color Codigo

IV “Coi(;r Cadigo

2.5GY3/4 : 352304

2.5GY6/4 : 352604

5RP3/4 : 102406

5GY4/4 : 354404

2.3GY3/4 354414

SRP3/8 : 104306

SGY4/6 : 354414

5GY4/4 1354484

SRP3/10 : 104326

5GY5/4 : 354604

5GY5/4 : 354494

5RP4/8104356.

7.5GY3/2 : 354806

SGY6/4 1 354504

SRP5/10 : 104367

7.5GY3/4 : 355734

5GY6/8 : 354514

2.5R4/4 : 104386

7.5GY 4/2 : 356304

5GY3/4 : 354604

2.5R4/6 : 104465

7.5GY4/4 - 356314

7.5GY4/4 : 356304

SR4/8 : 102466

7.5(3Y4/6 ; 356353

7.5GY4/6 : 56354:

S5R5/4 : 104526

356404 : 2.5G4/2

7.5GY5/4 : 356406:

SR5/6 : 104848

2.5GY5/4 ; 356406

7.5GY6/4:356426

SR5/8 : 105175

5GY5/4 13611332,

7.5GY6/8 : 356504

5Ro6/4 : 105536

7.5GY3/10 : 356604:

5R6/6 : 105986

7.5GY4/8 : 356608: -

5R3/4 : 167106

5R3/6 : 108306
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CUADRO 5. Caracteristicas cualitativas de hoja por sitio con mayor frecuencia y
porcentaje en poblaciones silvestres de Quassia amara.

San Antonio Color del haz del foliolo terminal 5G4/2 75.8
Color del envés del foliolo terminal 5GY5/4 108 920.0

Color del punto de insercién del foliolo terminal SR4/6 25 20.8

Ei Salado Color del haz del foliolo terminal 7.5GY4/6 72 60.0
Color del envés det foliolo terminal 7.5GY6/8 100 83.0

Color del punto de insercion del foliolo terminai 5RP3/8 91 75.8

Kékoldi Color del haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 77 658
Color del envés del foliolo terminal 7.5GY5/4 20 684

Color del punto de insercién del foliolo terminal 2.5R4/6 40 342

La Pacifica Color del haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 119 100
Color del envés del foliolo terminal 7.5GY4/6 119 100

Color del punto de insercién del foliolo terminal 5RP3/10 119 100

La Chachalaca Color del haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 120 100
Color del envés del foliolo terminal 7.5GY4/6 120 100

Color dei punto de insercion del foliolo terminal 5R4/6 90 75.0

Matapalo (M) Color del haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 90 75.0
Color del envés del foliolo terminal 7.5GY5/4 70 58.3

Color del punto de insercidn del foliolo terminal 5RP3/8 50 41.7

Santa Cecilia (8C) Color del haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 110 100
Color del envés del  foliolo terminal 7.5GY4/6 110 100

Coalor del punto de insercién del foliolo terminal SRP3/10 110 100

Surtubal (Su) Color del haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 40 100
Color del envés del foliolo terminal 7.5GY4/6 40 100

Color del punto de insercion del foliolo terminal SRP3/10 40 100

Parque Soberania (So) Color del haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 34 773
Color del envés del foliolo terminal 7.5GYe/4 34 77.3

Color dei punto de insercion del foliolo termrinal 2.5R4/4 34 77.3

Barro Colorade (BC)  Color dei haz del foliolo terminal 7.5GY3/4 39 66.1
Color del envés del foliolo terminal 7.5GY5/4 49 83.1

Color del punto de insercion del foliolo terminat SRP4/8 29 492

Chirilagua (Chi) Color del haz del foliolo terminal - 7.5GY3/4 90 75.0
: Color del envés del foliolo terminal 7.5GY4/6 90 75.0
Color del punto de insercion del foliolo terminal 5RP3/10 90 75.0




70

En la caracterizacién morfologica de hoja, tres caracteres cualitativos fueron evaluados,
los cuales presentaron alta significancia (p<0.05) en la separacion de los grupos, aunque al
hacer las observaciones en el campo no es posible diferenciar las poblaciones de los
diferentes sitios, tomando estas caracteristicas. En el Cuadro 6 se observa que la
caracteristica de color del punto de insercion del foliolo terminal, tiene el mayor valor de
Chi ? (203,82, a= 95% ), indicando que entre las tres variables cualitativas para hoja, fue
ésta la variable que mas aportd para la separacién de los grupos, aunque esto no fue
evidente en las observaciones en el campo, ya que esta coloracion se encuentra muy

marcada cuando las hojas son muy jovenes pero se pierde cuando las hojas van madurando.

Cuadro 6. Andlisis de los caracteres cualitativos de la hoja de Quassia amara.

- Color punto insercién foliolo terminal = 203,82
' Color del envés del foliolo terminal 19185
i Color del haz del foliole terminal 14304

La caracteristica que mas discrimind fue el color del punto de insercion del foliclo
terminal con un nivel de confianza del 95%. Aunque esto no es evidente en el campo, pues
esta coloracion se encuentra muy marcada cuando las hojas son muy jovenes perdiéndose

cuando llegan a adultas.
4.1.5.2. Caracteres cuantitativos
En el Cuadro 7 se observan los descriptores cuantitativos con mayor valor discriminante,

observandose que las caracteristicas "longitud de los foliolos" y las variables generadas a

partir de longitud y ancho son los que permiten diferenciar entre los grupos.
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Se encontrd que seis caracteristicas son las mas discriminantes, con valor de uno (1,0),
es decir que son muy diferentes entre los individuos en estudio. Estos fueron longitud del
foliolo terminal, longitud del foliolo izquierdo 1, longitud del foliolo izquierdo 2, LxA del
foliolo terminal, LxA del foliolo izquierdo 1 y LxA del foliolo izquierdo 2. Dentro de los
caracteres cuantitativos para recalcular los valores de "D", la longitud de la hoja se
consideré como primer caracter con mayor poder discriminante (0,8333) para separar los
grupos. Una vez recalculados los D'w=Dw(1-r*) sobre la base del caracter con mayor valor
discriminante (0,8333), la relacion L/A del foliolo izquierdo 2 se eligié como el segundo
carécter con mayor poder discriminante (0,83329), seguido de ancho de la hoja, L/A foliolo
izquierdo 1, L/A foliolo terminal, con valores de 0,83159; 0,83146 y 0,83101

respectivamente.

Las caracteristicas que menos aportaron a la formacién de grupos fueron LxA de la hoja
(0,03009), ancho del foliolo terminal (0,11212), longitud del peciolo de la hoja (0,21789) y
ancho del foliolo izquierdo 2 (0,44445). '

Las caracteristicas con menor valor discriminante fueron: la relacion LxA de la hoja

(0,030092) y ancho del foliolo terminal (0,11212).

Al considerar la longitud de la hoja como la caracteristica con el mas alto valor
discriminante para calcular el "Dws" recalculados, se puede decir que a nivel de campo,
esta no es una caracteristica que identifique poblaciones, porque es posible encontrar en una
misma planta, hojas muy pequefias y hojas muy grandes. Segun lo observado, las hojas

producidas después de la floracion y fructificacion eran mas grandes.

4.1.5.3. Analisis discriminante canonico

En el analisis discriminante candnico, la variable con mayor valor discriminante es la
relacion LxA del foliolo izquierdo 2 (0,9), le siguen en orden descendente, longitud del
foliolo izquierdo 1 (0,89), LxA de hoja (0,884), ancho del foliolo izquierdo 2 (0,869), largo
del foliolo izquierdo 2 (0,865), longitud de la hoja (0,859), longitud del foliolo terminal.
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Tapia (1998) encontrd que la relacion L/A de la raiz de Pachirrizus tuberosus era el
caracter con mayor valor discriminante. La Figura 9 representa la ubicacion espacial de los
individuos de acuerdo a las ecuaciones construidas a partir del coeficiente de Gower (1967)
mediante el anilisis discriminante canonico. La variable canonica CAN 1 explica el 62%
de la variabilidad total mientras que la variable canénica 2 explica el 24% de la variabilidad
(Cuadro 8). Puede observarse que existe combinacién de individuos de los diferentes

grupos, lo que indica que comparten caracteristicas entre si.

Cuadro 8. Variables canonicas CAN1 y CAN2 de la separacién de grupos
en la caracterizacién morfolégica de Quassia amara.

B CANT | o il L CAND
LxA foliglo izquierdo 2 {0,9) L/A del foliolo izquierdo 2 (0,624)

Longitud del foliolo izquierdo 1 (0.89)
LxA delahoja (0,884)

Ancho del foliolo izquierdo 2 ((0,869)
Longitud del foliolo terminal (0,858)

En los materiales silvestres de (). amara, no fue posible obtener una clasificacion
marcada de materiales con base en las caracteristicas morfologicas. Serad necesario evaluar

otras caracteristicas de flor, fruto y semilla para detectar descriptores que permitan separar

los grupos.

El hecho de no haber encontrado grupos perfectamente definidos con sus caracteristicas
propias ya sea por condiciones climaticas, geograficas, sitio de origen y dispersion, apoya
la opinion de Porter, 1972 y Brown, 1995 de que es dificil determinar claramente cual es la
distribucién natural de Q. amara, porque ha sido cultivada en muchas regiones indigenas

por sus propiedades y usos.
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4.1.6, Tamaiio de muestra
4.1.6.1. Hoja

En el Cuadro 9 se presenta el nimero de plantas por sitio para la evaiuacion de

caracteristicas cuantitativas de hoja.

Con un nivel de confianza del 90% es posible evaluar las poblaciones silvestres de .
amara tomando datos de cinco plantas por sitio de muestreo con el 90% de confianza,

ampliando el rango hasta el 95%, se recomienda evaluar 19 arbustos por sitio.

Cuadro 9. Nimero de piantas por sitio de muestreo para la caracterizacion
morfolégica de poblaciones silvestres de Quassia amara.

Longitud del foliolo terminal 5

Longitud del foliolo izquierdo 1 4 15
Longitud del foliolo izquicrdo 2 4 16
Longitud de Ia hoja 4 13
Ancho del foliolo terminal 7 27
Ancho del foliolo izquierdo 1 7 27
Angulo de insercion del foliolo 1 1 3

Ancho del foliolo izquierdo 2 6 24
Angulo de insercion del foliole 2 1 3

Ancho de [a hoja : 6 24
Longitud del peciolo 4 14
Longitud del raquis 4 13

En el Cuadro 10 se presentan las caracteristicas cuantitativas y el tamafio de muestra
para nimero de hojas por arbusto por sitio. Se encontré que con un nivel de confianza del
90%, el niimero de hojas por planta @ muestrear es de dos; con el 95% de confianza, el

nimero adecuado es de 8 hojas por arbusto.



76

Cuadro 10. Namero de hojas por arbusto por sitio para la caracterizacién de Q.
amara. 95%

Longitud de! foliolo terminal 2 8
Longitud del foliolo izquierdo 1 3 12
Longitud del foliolo izqaierdo 2 3 12
Longitud de lahoja 3 10
Ancho det foliolo terminal 2 8
Ancho del foliolo izquierdo 1 3 12
Angulo de insercion del foliolo 1 4 12
Anche del foliolo izquierdo 2 3 12
Angulo de insercion del foliolo 2 4 12
Ancho de Ia hoja 3 12
Longitud del peciolo 3 11
Longitud del raquis 3 10
4.1.6.2. Flor

En el Cuadro 11 se muestra el nimero de flores por planta para la evaluacion de flores
por planta por sitio en poblaciones de (. amara. Se obtuvo que el nimero de flores por
arbusto es de tres, con el 90% de confianza y doce flores por arbusto para un 95 % de

confianza.

Cuadro 11. Nitmero de flores por planta por sitio para la caracterizacién de
poblaciones silvestres de Q. amara

e Tlores por arbust

Longitud del pedicelo
Ancho de la base de la corola
Longitud del pétalo

Ancho del pétalo

Longitud de los estambres
Longitud det gineceo

Wb W b W L




4.1.6.3. Fruto

En el Cuadro 12 se presenta el nimero de frutos por arbusto. Con el 90% de confianza,

se recomienda evaluar 4 frutos y con el 95% de confianza, 12.

Cuadro 12. Numero de frutos por planta por sitio para la caracterizacion de
poblaciones silvestres de 0. amara

CARACTERISTICA Nitmero de frutos por arbusto.
Longitud del eje central 3
Forma de la base 3
Forma de imbricacion de la drupa 3
Longitud de la dropa 4
Ancho de la drupa 3

4.1.6.4. Semilla

En el Cuadro 13 se muestra el nimero de semillas para la caracterizacion morfolégica de
poblaciones silvestres de (). amara. Con un nivel de confianza del 90% se recomienda

evaluar seis semillas; con el 95%, 21.

Cuadro 13. Nimero de semillas por arbusto y nimero de arbustos por sitio,
para la caracterizacion de poblaciones silvestres de Q. amara.

Longitud de 1a semilla
Ancho de la semilla

De acuerdo a los resultados en la determinacion del tamafio de muestra, con un nivel de
confianza del 90% se necesitan cinco arbustos por sitio y tres hojas, tres flores, tres frutos y
seis semillas, segtin las caracteristicas evaluadas. Para un 95% de nivel de confianza, se

recomienda evaluar 19 arbustos con ocho hojas, 12 flores, 12 frutos y 21 semillas.
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4.2 FASE DE LABORATORIO

4.2.1. Extracciones de ADN

Para el aislamiento del ADN se utilizd el método CTAB-minipreparaciones (Doyle y
Doyle, 1987), por cuanto habia sido identificado por Upegui (1998) como el mas eficiente
para las extracciones en (). amara. Este método ademas, tiene la venfaja de obtener en
forma rapida y sencilla, altos rendimientos de ADN, partiendo de cantidades pequefias de
material vegetal. El procedimiento se puede realizar en un solo dia y es eficiente en una
gran cantidad de organismos. En el CATIE se ha usado con éxito en la extraccion de
jicama (Pachyrhizus spp.), caoba (Swietenia spp.), café (Coffea spp.), insectos adultos,

larvas, etc.

Con ese método se obtuvo suficiente ADN de los genotipos provenientes de La
Chachalaca, Matapalo, Canalete, Santa Cecilia, San Emilio, Kékoldi, Surtubal, Turrubares,
Barro Colorado y Soberania. En todos estos casos se uso hojas jovenes congeladas, pues se

determiné experimentalmente, que se obtenia un resultado similar usando hojas congeladas

como frescas.

Se encontrd que en el caso de los genotipos de San Antonio, Chirilagua, La Lupe, El
Salado, Buenos Aires, Penonomé y La Pacifica, a pesar de que se utilizé un procedimiento
1déntico, el rendimiento de ADN obtenido fue muy bajo o nulo en algunos experimentos.
Esto confirma lo observado en el laboratorio de biologia molecular del CATIE, en el
sentido de que dentro de una determinada especte de planta, existen genotipos que tienen
dificultades con el método de extraccion que es eficiente para el resto. También se da el
caso de que un método de extraccion que es eficiente para muchos organismos, no funciona
para una especie determinada. Tal es el caso de CTAB-minipreparaciones en cacao. En
ambas situaciones el problema se podria originar por la presencia dé ciertas sustancias que

inhiben el funcionamiento o reaccionan con alguno de los reactivos usados en la extraccion.

Para los genotipos que mostraron problemas en las extracciones se siguieron tres
estrategias: evaluar otros métodos de extraccion, evaluar diferentes pH del buffer de

extraccion y variar la edad de las hojas usadas.
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a) Evaluacion de métodos de extraccion. Se obtuvieron los siguientes resultados:

I. Método de extracciom para cacao (utilizado en el laboratoric de Biologia
Molecular de 1a Unidad de Biotecnologia) se uso para los genotipos de El Salado,
Penonomé y Turrubares. Se incluyeron dos genotipos testigo (cacac y caoba). No
se logro obtener ADN excepto para los testigos. Esto coincide con lo obtenido por

Upegui (1998), al hacer extracciones a partir de material proveniente de Kékoldi.

II. Método del Xantogenato: se evalué para un genotipo de El Salvador, pero no se

logré aislar ADN. Con este método Upegui (1998), obtuvo un maximo de 53

ng/ml usando hojas jovenes congeladas provenientes de Kékoldi.

b) Variacion del pH del buffer de extraccién. Normalmente el pH del buffer de
extraccion en el método CTAB no se regula, pues se estima que esta cercano a 8,0.
Para eliminar cualquier posible efecto de este factor sobre el éxito en las extracciones,
se evaluaron tres pH diferentes {7,5; 8,0 v 8,5) con algunos de los genotipos de duficil
extraccion, como son: Penonomé, Turrubares y La Chachalaca. Con el pH 8,5 se
obtuvo un leve incremento en el rendimiento de ADN. Upegui (1998) al evaluar esos
mismos valores de pH, encontré que tampoco habia un efecto significativo sobre el

rendimiento del ADN obtenido.

¢) Edad de Ia hoja. Cuando se utilizaron hojas de edad intermedia en los genotipos de
La Chachalaca, Penonomé y Chirilagua, se obtuvo mayor rendimiento de ADN en
comparacion con el uso de hojas jovenes. Este resultado es contrario a lo observado
por Upegui (1998), quien encontré que la mejor edad para las extracciones era
cuando las hojas jovenes. La disimilitud en estos resuitados puede deberse a que la

edad ideal de la hoja depende del genotipo usado.

Con base en los resultados anteriores, se decidi¢ finalmente que para aquellos genotipos
que tenian dificultad para extraerles el ADN, se continuaria usando el método CTAB-
minipreparaciones con hojas de edad intermedia. Se fue acumulando entonces el ADN .
obtenido en sucesivas extracciones, hasta que se alcanzd una cantidad que se considerd

aceptable. Una vez que se completd este proceso, se estimo la cantidad de ADN para todos
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los genotipos. Se obtuvo que para la mayoria delos genotipos la concentracién fue cercana

a los 100 ng/ul.
4.2.2, Caracterizacion molecular

Se analizaron 503 primers, de los cuales 72 presentaron buena amplificacion y de éstos
el 17% mostrd bandas polimérficas. En el Cuadro 14 se indican estos "primers”, la
secuencia de nucledtidos que los conforman, la concentracion a la cual fueron usados v el

numero de bandas polimodrficas obtenidas con ellos.

La concentracion del primer en el volumen final de reaccion, fue en todos los casos de
1,0 pM excepto para el UBC 173, en el que se usd una concentracion de 0,7 uM, después

de determinarse experimentalmente que amplificaba mejor a esta concentracién.

El nimero de bandas polimérficas detectadas, por "primer”, estuvo entre una (UBC-220
y OPC-19) y once (UBC-284 y OPE-15). Algunos "primers”, como el N-20, I-7, L-18, X-
9, X 16, J-19, a pesar de su buena amplificacion y presencia de varias bandas, no mostraron
ninguna banda polimérfica. En las Figuras 10 y 11, se presentan ejemplos de las

amplificaciones obtenidas con dos de los "primers” polimorficos.
D 2 p

A partir de los "primers” seleccionados se generaron 142 bandas polimérficas. Después
de determinar que 13 de estas bandas repetian informacién, se procedié a eliminarlas,
realizando la caracterizacion de los 19 genotipos de Q. amara con sélo 129 bandas. Esta
eliminacion era necesaria para poder aplicar el programa de compufo PopGene, para el

analisis de los datos moleculares.
4.2.3. Definicion de grupes genéticos

En el dendograma UPGMA obtenido con el paquete computacional Popgene (Yeh ef al.
1996) de la Figura 12 se muestra la clasificacion obtenida para los 19 genotipos de O.

amara evaluados en la presente investigacion. Se puede observar que los genotipos se

agregan en dos grandes grupos C y D.



SE BA Ca Su So BC Pe <Chi Chi 123pb

SE: San Emilio; BA: Buenos Aires; Ca: Canalete; Su: Surtubal; So:
Soberania; BC: Barro Celorado: Pe: Penonomé; Chi: Chirilagua,
Escalera de 123 pb

—»: Polimorfismos.

FIGURA 10. Ejemplo de una amplificacion -de ADN y
polimorfismos de los genotipos de Quassia amara con la
técnica RAPDs y el "primer"” OPB-06; .0 pyM

123pb SE BA Ca Su Se¢ BC Pe Chi Chi

SE: San Emilio; BA: Buenos Aires; Ca: Canaiete: Su: Surtubal;
So: Soberania; BC: Bamo Coiorado; Pe: Penonomé; Chi:
Chirilagua. Escalera de 123 pb

—: Polimorfismos.

FIGURA 11. Ejemplo de una amplificacién de ADN de
Quassia amara con la técnica RAPDs y el "primer".

OPE 01; 0,1 pM.

31
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CUADRO 14. Lista de "primers" polimérficos identificados para la caracterizacién
molecular de Q. amara, utilizando marcadores RAPDs.

LUBC-173

CAG GCG GCT T

2.UBC-220  GTC GAT GTC G
3.UBC-272  AGC GGG CCA A 1,0 2
4. UBC-283 CGG CCACCGT 1,0 6
5. UBC-284 CAG GCG CAC A 10 11
6. OPB-06 TGC TCT GCCC C 1,0 10
7.0PC01 TTC GAG CCA G Lo 3
8. OPC-06 GAA CGG ACT C 1,0 3
9. OPC-11 AAA GCT GCG G 1,0 2
10 OPC-18 TGA GTG GGT G 1,0 6
11. OPC-19 GTT GCC AGC C 1,0 1
12. OPD-13 GGG GTG ACG A 1,0 3
13. OPD-18 GAG AGC CAA C 1,0 4
14.0PE-01  CCC AAG GTCC 1.0 7
15. OPE-02 GGT GCG GGA A 1,0 7
16. OPE-14 TGC GGC TGA G 1,0 3
17. OPE-15 ACG CAC AAC C 1,0 11
18. OPE-16 GGT GAC TGT G 1,0 4
19. OPE-18 GGA CTG CAG A 1,0 8
20. OPE-19 ACG GCGTAT G 1,0 9
21. OPE-20 AAC GGT GAC C 1,0 7
22. OPF-06 GGG AAT TCG G 1,0 6
23. OPH-13 GAC GCC ACA C 1,0 7
129

Grupe C: Formado por los materiales de San Antonio (Guafernala), La Chachalaca
(Bocas de San Carlos, C.R.) y Matapalo (Aguirre, C.R.), los cuales conforman a su vez
lo que podria Ilamarse sub-grupo C1, y por los genotipos de Parque Soberania
(Panama), Barro Colorado (Panama4), Santa Cecilia (La Cruz, CR.), San Emilio (Los
Chiles, CR.), Canalete (Upala, CR) y Kékoldi (Talamanca, C.R.), los cuales

conformarian el sub-grupo C2.
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Grupo D: Aqui aparecen los genotipos de El Salado (Honduras), Buenos Aires (Osa,
C.R.), La Lupe (Nicaragua), Chirilagua (El Salvador), La Pacifica {(Cafias, C.R.), San
Pablo (Turrubares, C. R.), los cuales conforman el subgrupo D1, y el material de

Surtubal (Turrubares) que conformaria el subgrupo D2.

Como puede ser apreciado también en la Figura 12, los dos genotipos que se usaron
como testigos (Soberania y Chirilagua) se agruparon en forma idéntica a su similar, lo que

confirma que las condiciones experimentales fireron adecuadas.

De acuerdo con los resultados anteriores, no se encontré un patrén que relacione en
forma definitiva, la afinidad genética de los genotipos evaluados, con la posicion geografica
de la cual proceden (Figura 1). Esto confirma lo indicado por Porter (1972) y Brown
(1995), en el sentido de que es dificil determinar claramente cual es la distribucidon natural
de (). amara. Esto por cuanto la especie ha sido utilizada como medicamento desde
tiempos inmemoriales y en muy diferentes regiones del continente americano. Es posible
que desde estas épocas, se haya dado en el continente americano, un trasiego importante de
la planta, con el objeto de tener al alcance de los indigenas, el remedio para los momentos

inciertos en que se requiriera su uso.

Esto no quiere decir que no pueda existir sitios en los cuales la planta ha permanecido al
estado silvestre por mucho tiempo desarrollando tipos genéticos particulares. Seria de
interés entonces, tratar de descifrar un poco el comportamiento de aquellos genotipos que
podrian estar en esa situacion. Este es el caso de poblaciones como las de Barro Colorado

en Panama, Kékoldi en Costa Rica, etc.

En el agrupamiento mostrado en la Figura 13 se puede concluir que el grupo C esta
principalmente conformado por genotipos representativos de la zona Atlantica y de la zona
norte de Costa Rica, regiones que se caracterizan por condiciones de alta precipitacion y
porque no existe una estacién seca marcada. Por su parte, el grupo D esta formado por
materiales provenientes de la costa Pacifica de Centroamérica, con precipitaciones maés

reducidas y una estacion seca marcada.
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Al analizar con mas detalle el sub-grupo C2, se observa que los genotipos de Soberania
y Barro Coiorado, ambos de Panam4, guardan una estrecha relacién genética con el
genotipo de Kékoldi, el cual tiene su origen en el area de Talamanca, Costa Rica. No es de
extrafiar esta afinidad considerando la relativa cercania que tienen estos materiales, y el
hecho de que en los tres casos se trata de poblaciones silvestres cuyo origen es muy antiguo

(Brown, 1995).

También existe gran relacion genética entre esos tres materiales y aquellos procedentes
de Ia zona norte de Costa Rica fronteriza con Nicaragua, como son: Santa Cecilia, en la

Cruz, San Emilio en Los Chiles y Canalete en Upala. A pesar de que las condiciones

ambientales en estos sitios se asemejan a las de la zona Atlantica, en este caso no se podria -

desechar la posibilidad de que dichos genotipos hayan sido introducidos en el pasado a

estas areas, desde el Atlantico.

Por otra parte, es interesante observar que los genotipos panamefios mencionados no
guardan una relacién genética estrecha con el otro material proveniente de ese pais, como

es el de Penonome, el cual proviene de una zona afectada por el ¢lima pacifico.

La situacion del Sub-grupo C1 es més confusa pues esta conformado por un genotipo de
Guatemala, el cual aparentemente no es autdctono sino que fue introducido al pais no hace
muchos afios, por un genotipo obtenido cerca del Rio San Juan en la zona norte de Costa
Rica hmitrofe con Nicaragua por lo que deberia formar parte del sub-grupo C2, y por un
genotipo de Matapalo, poblacion ubicada en Dominical, Pacifico Central de Costa Rica, y
que seria por lo tanto mas afin con el Grupo D. Este comportamiento se podria explicar
como el producto de la introduccidén de material procedente de otras areas, o incluso se

podria pensar en posibles hibridizaciones entre materiales con diferente origen.

En el sub-grupo D1 se agrupan en general, los genotipos del Norte de Centroamérica,
como son El Salado (Honduras), Chirilagua (El Salvador) y La Lupe (Nicaragua). También
forman parte de este grupo otros genotipos afectados por las condiciones pacificas como

son: Buenos Aires, La Pacifica y San Pablo de Turrubares {Costa Rica) y Penonomé
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(Panama). El Grupo D2 esta conformado por un tnico genotipo proveniente de Surtubal.
En este caso se trata de una poblacion relativamente joven, por lo que probablemente fue
introducida a la zona desde un sitio desconocido, por lo que es dificil sacar conclusiones
sobre su origen. Es importante resaltar el hecho de que el genotipo de El Salado

(Honduras) proviene de un 4rea con influencia Atlantica.

Podria concluirse que en la agrupacion de los genotipos centroamericanos de Q. amara,
estan coincidiendo dos factores en forma simultanea: por un lado se da una separacion de
los mismos segun el origen Pacifico o Atlantico que tengan, y por otra parte, se da la
influencia de dos posibles acerbos genéticos dentro de la poblacién, uno procedente del
norte y representada por las poblaciones de E! Salado (Honduras), Chirilagua (E! Salvador)
y La Lupe (Nicaragua), y otro conformado por poblaciones ;‘epresentadas tipicamente por

Barro Colorado, Soberania (ambos de Panama) y Kékoldi (Talamanca, Costa Rica).

En Costa Rica ambos acerbos podrian encontrarse mezclados geogréficamente, lo que
produce confusion al tratar de definir una relacién entre la ubicacion geografica v genética
de esos genotipos. Desdichadamente y a pesar de los esfuerzos que se hicieron, no se contd
en el andlisis con material de Sur América y Meéxico, ni con mis genotipos
mesoamericanos, lo cual hubiera podido sustentar mejor esta hipétests. Se recomienda

ampliar en futuras investigaciones los materiales evaluados para poder dilucidar mejor este

aspecto.

La presencia de dos acervos genéticos en América ha sido encontrada también en otras
especies de plantas, como por ejemplo en caoba y en frijol. Vasquez (1998) al estudiar ia
diversidad genética de seis procedencias de caoba (Swietenia macrophilla King) de
Centroamérica y México, utilizando marcadores RAPDs y variables cuantitativas, encontrd
que éétas se asociaron en dos grupos basicos, uno conformado por las familias de Panama y
el otro por el resto de las procedencias de Centroamérica y México, lo que sugiere que
ambos grupos tienen un origen y/o evolucién diferente. Los genotipos de Costa Rica
formaron también un grupo que se separé del resto de Centroamérica. A otra escala, en

frijol (Phaseolus vulgaris), Nienhuis, et al (1992), encontraron una separacién de
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germoplasma de frijol comin en dos grupos de diversidad genéticamente distintos, el de

mesoameérica y el grupo andino.

La definicion de dos grupos genéticos dentro de la poblacién mesoamericana de O.
amara, podria ser de mucha utilidad al momento de emprender un programa de
mejoramiento genético de la especie basado en cruzamientos que exploten el vigor hibrido

de los materiales.

Mediante el analisis bootstrap se encontré que la agrupacion de los genotipos de
Chirilagua (El Salvador) con un valor de 100% es una agrupacion fuerte o bien
conformada, al igual que los genotipos del Parque Soberania, lo cual es obvio por tratarse
del mismo genotipo. Le sigue en orden, con un 92.4% la agrupacion de los genotipos de
Panama, con excepcion de Penonomé que se agrupa con los materiales del Pacifico.

Aungque los brazos que separan a los dos grandes grupos, C y D son bajos {25% y 55 %).

Con base en Ia informacién sobre el agrupamiento en cuatro grupos se corrié en Popgen
un analisis para determinar qué tan fuertes eran esos agrupamientos. El analisis de los
cuatro grupos evaluados como poblaciones, determind la frecuencia de loci polimorficos
por poblacion (Cuadro 13), usando el paquete estadistico Popgene basado en la distancia
genctica de Net (1978) con el método UPGMA modificado por Neighbord, con el

procedimiento de Philip version 3.5.

Al analizar las relaciones genéticas entre los grupos formados por los genotipos
individualmente, se observa que no hay diferencia ni distancia genética entre los genotipos
agrupados en los grupos C1 y D2 Los sitios clasificados como GRUPQ C1 son San
Antonio, La Chachalaca y Matapalo, el GRUPO C2 Soberania, Barro Colorado, Santa
Cecilia, Canalete, San Emilio y Kékoldi, en el GRUPO D1 se agrup6 a El Salado, Buenos
Aires, La Lupe, Chirilagua, San Pablo, Penonomé y Surtubal. En el GRUPO D2 se

encuentra solamente a Surtubal.
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9.46 10.27 Sub grupo D1
15.30 Sub grupo C2
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FIGURA 13. Dendograma UPGMA (1000 replicaciones) de los cuatro grupes de
genotipos de Q. amara. basado en la Distancia genética de Nei (1978)

En el Cuadro 15 se presenta el nimero de loci polimérfico v la frecuencia en porcentaje

para cada grupo formado.

CUADRO 15. Nimero de loci polimérficos y frecuencia en porcentaje por grupo
de genotipos de (). amara.

C2 82 63.6
bi 113 89.1
b2 0 0.0

El mayor nmimero de loci polimérficos se presento en el grupo D1, con una frecuencia
del 89.1%, mientras que el menor nimero se presentd en el grupo C1. Es importante acotar
que en el grupo D2 solamente se agrupa un genotipo (Surtubal, C.R.) por lo que el nimero

de loci polimorficos vy la frecuencia es cero (Cuadro 15).

El Cuadro 16 presenta el ndmero de loci polimorficos comunes (debajo de la diagonal) y

diferentes (sobre la diagonal} para los grupos formados.
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CUADRO 16. Loci polimérficos comunes (debajo diagonal) y loci diferentes (sobre la
diagonal) entre agrupaciones de genotipos de Quassia amara.

C2 115 HEE 11 28
b1 102 118 Fhok 3
D2 ' 106 101 126 FEE

El mayor nimero de loci polimérficos comunes se presentd entre los grupos D1 (con
influencia del Pacifico) y D2 (Surtubal) con 126 loci. Esto reafirma la influencia de la
procedencia del Pacifico, porque Surtubal se localiza en el Pacifico, a pesar de encontrarse
separado de los demds genotipos, los que comparten menor niimero de loci son los grupos
C2 (con influencia del Atlantico) y D2 (Surtubal) que comparten 101 loci. En cuanto al
nimero de loci diferentes, se encontré que entre los grupos C2 y D2, 28 loci son diferentes

y entre los grupos C2 y D1, 11 loci son diferentes.

En el Cuadro 17 se presenta la identidad genética (sobre la diagonal) v la distancia
genética (debajo de la diagonal) entre los grupos C1, C2, D1 y D2. Para esto se utilizé el
programa estadistico Popgene usando las medidas de identidad y distancias genéticas de

Nei (1978).

CUADRO 17. Medidas de distancia genética (debajo de la diagonal) e identidad
genética (sobre la diagonal) para los cuatro grupos de la clasificacion
obtenida para los genotipos de Quassia amara.

C1 woees 7873 0.8142

C2 0.2392 o 0.6886 0.5125
D1 0.2055 0.3730 axn 0.6665
D2 0.4122 06685 0.4058 FAAk

Los grupos C2Z con D2 son los més distantes genéticamente (0,66). Los grupos mas

cercanos son los C1 y D1 (0,20), también Al con D1 se encuentran genéticamente cerca (0,
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23), en estos grupos se encuentran materiales de diferentes procedencias, comprobandose
una estrecha variabilidad genética en las poblaciones de esta especie. Esto se explica
porque los materiales del grupo C2 tienen influencia del Atlantico, en cambio el genotipo

agrupado en D2 tiene influencia del Pacifico.

Segun el nimero de bandas polimorficas obtenidas, el coeficiente de variacion de esta
evaluacion es menor al 10% (Nienhuis, ef a/. 1995). La varianza de la muestra en la
estimacion de la relaciones genéticas ocurre cuando un sub-grupo al azar de bandas o
marcadores no es igual al valor obtenido de todas las posibles bandas. Numeros altos de
bandas al azar proveen una distribucion mas uniforme y reducen la varianza de estimacién
de las relaciones genéticas debida a la sobre o sub estimacion de ciertas regiones del

genoma (Tivang ef al. 1994).

La base de la diversidad genética es la variacion de las secuencias. Los marcadores
RAPD muestrean y revelan la variacion de las secuencias por la amplificacién diferencial
de fragmentos de ADN (Nienhuis, ef al. 1995). Asi la diversidad genética dentro de grupos
fue de 0.1918 4 0.0079. La diversidad genética total promedio fue de 0.3983+0.0106

Segin el analisis de diversidad genética de Nei (1987), de las 129 bandas polimérficas,
15 bandas polimérficas aportan mucha informacion en la conformacion de los grupos y 14

no aportan para la caracterizacion, en el calculo de la diversidad genética total (Ht= 0.518)

(Apéndice 7).

La menor distancia genética (0,20) se encontré entre el los materiales del sub-grupo C1

(sin zona geografica definida) y los del Sub-grupo D1, con influencia del Pacifico.

Pruebas de Chi’

En la prueba de Chi’ se procedi6 a conocer el aporte de cada uno de las 129 bandas
polimoérficas, en la clasificacién para la formacion de dos grupos con dos sub-grupos cada

uno,. 48 de ellas presentan efecto significativo, correspondiendo a los "primers" QPB-06,
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OPC-01, OPC-06, OPC-11, OPC-18, OPC-19, OPD-18, OPE-15, OPD-13, OPE-18, OPE-
19, OPF-06, OPE-01, OPE-02 OPE-20, OPH-13, UBC-173, UBC-272, UBC-283, UBC-

284. En consecuencia 81 bandas no tuvieron mayor aporte en la formacién de los grupos.

Se denota cierta relacion entre los resultados de los agrupamientos obtenidos en la
caracterizacion morfologica y la caracterizacion molecular de los genotipos estudiados. En
tanto que se vislumbra la existencia de dos acerbos genéticos, uno del Norte de
Centroamérica y otro proveniente del Sur, también se puede presumir la estrecha relacion
entre los materiales provenientes de la costa Pacifica, asi como la relacion entre los

materiales provenientes de la costa Atlantica de Centroamérica.
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5. CONCLUSIONES

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

1. Algunas caracteristicas morfolégicas de la hoja permitieron discriminar entre grupos
de genotipos, como son el color del punto de insercién del foliolo terminal, la
longitud de los foliolos laterales y terminales y la relaciéon "longitud x ancho” de los

foliclos.

2. Las caracteristicas con menor valor discriminante fueron: la relacién Longitud x

Ancho de la hoja y el ancho del foliolo terminal.

3. No se encontr6 una relacion definitiva entre la distribucion geografica y la afinidad

genética de los materiales evaluados.

4. Los genotipos centroamericanos de (. amara tienden a agruparse en dos grupos: los

del Pacifico y los del Atlantico.

5. Se estableci6 una estrecha relacion entre los genotipos de Kékaidi (Talamanca) y los

provenientes de Barro Colorado y Parqu.e Soberania (Panama).

6. No todas las plantas de una misma procedencia se agruparon en el mismo grupo, lo
que denota que existe una segregacion importante para las caracteristicas estudiadas.
Esto confirma o indicado por Porter (1972) y Brown (1995), en el sentido de que es
dificil determinar claramente cual es la distribucion natural de Q. amara, ya que su
amplia utilizacion desde tiempos inmemoriales ha causado que la planta se haya

difundido a muchos sitios.
CARACTERIZACION MOLECULAR

1. El método CTAB minipreparaciones fue efectivo para la obtencién de ADN de Q.

amara.



a3

La metodologia RAPD:s fue eficaz para lograr la caracterizacién de los genotipos de

(. amara estudiados. Esta metodologia permitié obtener 129 marcadores.

Al igual que en el analisis morfologico, no se encontré un patron que relacione en
forma definitiva, la afinidad genética de los genotipos evaluados, con la posicion
geografica de la cual proceden. Esto se relaciona con la dificultad ya mencionada de

distinguir los individuos silvestres de los introducidos por el hombre.

A pesar de lo anterior, se observé que los genotipos del Norte de Centroamérica
(Honduras, El Salvador y Nicaragua) tendian a agruparse, al igual que los que
proceden del sur de esta region, representados principalmente por Barro Colorado y
Soberania en Panama y Kékoldi en Costa Rica. Esto sugiere la posibilidad de que en

la region estén presentes dos acerbos genéticos provenientes del Norte y del Sur del

continente,

Se observé la tendencia de los genotipos del Atlantico y del Norte de Costa Rica a
formar un solo grupo, en contraposicion a otro grupo formado por genotipos
procedentes del Pacifico, esto puede ser el resultado de su evolucion en ambientes

diferentes.

En Costa Rica ambos acerbos podrian encontrarse mezclados geograficamente, lo
que produce confusion al tratar de definir una relacién entre la ubicacion geografica

y genética de éstos.

Por lo general, los resultados de los agrupamientos obtenidos en la caracterizacién
molecular estan relacionados con los resultados de la caracterizacion morfologica de

los genotipos.
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6. RECOMENDACIONES

Completar la caracterizacién de los materiales en lo que respecta a flores, fiutos y
semillas, con el objetivo de determinar si existen otros descriptores que los utilizados en

el presente estudio, capaces de separar grupos genéticos.

Establecer un banco de germoplasma de materiales de Q. amara que permita evaluar los
materiales en forma genética, fenologica y agrondmica bajo condiciones uniformes de

clima, suelo y edad de la planta.

Intentar definir con mayor profundidad ef origen de las poblaciones y el tiempo en que

han permanecido en el sitio, usando para esto diferentes fuentes de informacion.

Ampliar la caracterizacion del sitio Surtubal de Turrubares (Costa Rica) el cual se
separo en la evaluacion molecular, para detectar posibles diferencias de la poblacién de

este sitio con respecto a las demas.

Incluir en un nuevo estudio molecular, genotipos de otras procedencias fuera del area
centroamericana, asi como reforzar los materiales de esta drea, para determinar con
mayor precision la posible existencia de grupos genéticos del Atlantico y Pacifico v del

Norte y Sur del continente americano.
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APENDICE 1
METODO CTAB-MINIPREPARACIONES PARA EXTRAER ADN DE LAS MUESTRAS
DE Quassia amara. ( Doyle y Doyle, 1987, Modificado por Harris, 1996)

1. Macerar muy bien 0,2 g de hojas en un mortero con Nitrogeno liquido. Colocar el polvo
en un ependorf de 1,5 mi y agregar 100 pl de buffer 2XCTAB. Macerar fuertemente
con un pistilo.

2. Adicionar 900 pl de buffer y luego 2 pl de mercaptoetanol (en camara de gases). Cerrar
la tapa, agitar con el vortex hasta uniformizar.

3. Incubar en bafio Maria a 65°C por 30 minutos. Dejar enfriar 4 minutos.

4. Adicionar 400 pl de una solucion 24:1 de cloroformo-isoamyl alcohol a T° ambiente

(camara de gases) y mezclar fuertemente con el vortex. Microcentrifugar a 13 000 rpm
por 5 minutos.

5. Transferir cuidadosamente el sobrenadante a un tubo limpio y repita el paso anterior.

6. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio con ayuda de una micropipeta def I ml
Llenar el tubo con isopropanol (-20°C) y mezclar ligeramente para precipitar el ADN.
Dejar reposar 60 minutos en el congelador.

7. Centrifugar a 13 000 rpm por 5 minutos. Eliminar el alcohol.

8. Adicionar 1 000 pl de buffer de lavado (76% etanol y 10 mM de acetato de amonio) y

dejar reposar por 20 minutos a T° ambiente.
9. Eliminar el buffer de lavado invirtiendo el tubo y dejar secar al aire.
10. Agregar 100 pl de TE (0.5 M, pH 7.4 y oscuridad) y resuspender agitando levemente.
11. La muestras se precipitan en etanol absoluto (1 mi) y se dejan a -20°C toda la noche.
12. Centrifugar a 10 000 rpm, 3 minutos, dejar secar a temperatura ambiente.
13. Preparar una solucion de RNAsa a 10ug/ul y agregar 300 pi por tubo, se inocula a
temperatura ambiente por 30 minutos.
14. Precipitar nuevamente con etanol (1 mi), mantener a -20°C toda la noche.

Centrifugar y secar todas las muestras, paso No. 12 al secarse agregar 100 pul de TE.
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APENDICE 2

METODOLOGIA PARA LA CUANTIFICACION DE ADN CON
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

Preparar suficiente "buffer" TBE 0,5X para la cdmara de electroforesis y para el gel.
Preparar 100 - 200 mi de una solucion de agarosa al 0,8% en TBE 0,5X. Calentar hasta
que la agarosa se disuelva.

Cuando la solucidn se haya enfriado lo suficiente como para ser sostenida en la mano,
vaciarla en la cubeta de electroforesis.

Por cada muestra colocar en sendos tubos Eppendorf los siguientes ingredientes:

1 ul ADN + 17 pl TE + 2 ul "loading buffer" Bpb=20p L.

Preparar el marcador de pesos moleculares (Fago Lambda/Hind) adicionando en un
Eppendorf’

I plFago Lambda/Hind III (50 pg/ ul) + 17 pl TE + 2 ul buffer" Bpb.

Agitar cada muestra con un vortex y colocarlas en los pozos del gel con ayuda de una
micropipeta. Ubicar estratégicamente el marcador de pesos moleculares.

Lienar la camara de electroforesis con aproximadamente 1,5 L de "buffer " TBE 0,5X
hasta 0,3 cm por encima del gel.

Cerrar la cimara de electroforesis, colocar adecuadamente los cables y poner a
funcionar hasta que las bandas muestren un adecuado nivel de avance
(aproximﬁdamente 1 hora).

Al finalizar la electroforesis colocar el gel en una solucién de bromuro de etidio durante
30 - 60 minutos.

Lavar el exceso de solucion transfiriendo el gel a una bandeja con agua destilada en
donde permanece 15 minutos.

Con una lampara ultravioleta observar el resultado de electroforesis y obtener la
fotografia del gel.

Determinar la concentracién de ADN comparando la intensidad de las bandas del

marcador de peso molecular con las bandas obtenidas por las muestras.
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APENDICE 3

SOLUCION TAMPON TE. (Sambrook, ef al. 1989).

REACTIVO AL e 0 CONCENTRACION
EDTA0,5M I mM
TRIS-HCL 1 M 10 mM
AGUA DESTILADA '

APENDICE 4.
PREPARACION DE SOLUCION MAESTRA (MASTER MIX)
1. Descongelar, centrifugar y mezclar en un tubo Eppendorf los oligonucleétidos {10mM)

en partes equitativas (320 pl/nucledtido). Agitar suavemente.

2. Enun tubo limpio y preferiblemente autoclavado adicionar los siguientes reactivos:

Oligonucledtidos (10mM) 180 ui
-MgCl; (25mM) 210 ul

Bufter de reaccion Stoffel (10X) 180ul

Agua pH 8 30 pd

Para cada reaccion se utiliza:

Concentracion Volumen
Oligonuciedtidos ; 3
dCTP 0,3 Mm
dATP 0,3 mM
dTTP 0,3 mM
dGTP 0,3 mM
MgCl, 3,5 mM 3,5 ul
Buffer reaccion Stoffel: 3l
Tris (H00mM) 12 mM
KC1 {100 mM) 12 mM

Agua pHS 0,5 ul
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APENDICE 5
FORMULARIO PARA LA TOMA DE DATOS PARA LA CARACTERIZACION
MORFOLOGICA DE QUASSIA AMARA L. ex. BLOM.
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FECHA

COLECTOR

LUGAR DE MUESTREQ

ALTITUD (msnm)

VEGETACICN

TOPOGRAFIA

Epoca de floracién (MMAA)

Epoca de fructificacion (MMAA)

'Distarncia desde a’rbb

Biametro 1 tronco a 30 cm (mm)

Altura total (cm)

Diametro 2 tronco a 30 cm (mm)

HOJA

18 ]9 [Ho [

120

Largo de Ia T
hoja (mm)

Ancho de la
hoja {(mm)

Largo del
peciolo (mm)

Ancho 1/2 del
peciolo(mm)

Ancho 3/4 del
peciolo (mm)

Largo del
raquis (mm)

Ancho 1/2 del
raquis {mm)

Ancho 3/4 del
raquis {mm)

Largo foliolo
terminal (mm)

Ancho foliolo
terminal (mm)

Largo del apice
(mm)

Ancho base
apice {mm)

Largo foliolo
izqu1 (mm)

Ancho foliolo
izqu1 (mm)

Angulo inser-
cion peciolulo

Largo foliolo
izqu2 (mm)

ancho foliolo
izqu2 (mm)

Angulo inser-
| Cion peciolulo

Color haz del
foliolo terminal

Color enveés
foliolo terminal

Color punto de




insercion 1 || [ 1 | l | | l l I l ;
FLOR . d - to e ds g i g g g e qo s e S B
Largo de!
pedicelo {mm)
Ancha base
corola (mm)
Largo pétalo
{mm)

Ancho del
pétalo (mm)
Color distat
pétalo

Color proximal
pétalo
Nimero de
estambres
Largo estam-
bres (mm)
Largo del

| gineceg (mm)
FRUTO 4 |2 3 14 .5 (6. 17. |8
targo del gje
central (mm)
Largo ped(n-
cufo (mm)
Forma base
receptaculo
Forma imbrica-
¢ién drupa
Color del
receptaculo
Largo drupa
madura {(mm)
Ancho drupa
madura (mm)
Forma drupa
madura

Color drupa
madura

Color drupa
inmadura EEIETE s BN
SEMILEA SoobFinigem g o nle T iye T
Largo semilla
(mm)

Ancho semilla
(mm)

Forma de la
semilla
Colorde la
semilla

OBSERVACIONES
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APENDICE 6

DESCRIPCION DE LOS CARACTERES MORFOLOGICOS SELECCIONADOS
PARA LA CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE POBLACIONES
SILVESTRES DE QUASSIA AMARA.

A. HOJA: en todos los casos se utilizaron diez hojas adultas, con cinco foliolos cada una.

I Longitud de la hoja: medida en mm. Desde la base del peciolo al 4pice del foliolo
terminal. |

2. Ancho de la hoja: medida en mm. Desde el apice del foliolo izquierde "1" (superior,
visto en el haz) al 4pice del foliolo derecho "1" de la hoja.

Longitad del peciolo: medido en mm. Desde el punto de insercion de la hoja en el tallo

'LJJ

al punto de insercién del primer par de foliolos (inferiores).

4. Anche en la mitad del peciolo: en mm. Medido en Ia mitad del peciolo.

5. Ancho en la cuarta parte del peciolo: en mm. En la cuarta parte superior del peciolo.

6. Lengitud del raquis: en mm. Desde el punto de insercién del primer par de foliolos
(inferiores) al punto de insercion del foliol.o terminal.

7. Anche en la mitad del raquis: en mm. Medida transversal a la mitad del raquis.

8. Ancho en la cuarta parte del raquis: en mm. Medida transversal en la cuarta parte
superior del raquis.

9. Longitud del foliolo terminal: en mm. Desde el punto de insercion en el raquis al
épice.

10. Ancho del foliolo terminal: en su ancho maximo (mm).

11. Longitud del dpice del foliolo terminal: en mm, desde la base del apice hasta su parte
terminal.

12. Ancho de la base del dpice del foliolo terminal: en mm. Medido eﬁ linea transversal a
partir del inicio de la curvatura de la lamina foliar del foliolo terminal.

13. Longitud del foliolo izquierdo 1: en mm. Desde el punto de insercion en el raquis al
apice; al lado izquierdo de la hoja vista en el haz.

14. Ancho del foliolo izquierdo 1: en mm. Medido en su ancho maximo.
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15. Angule de insercién del foliolo izquierdo 1: medido entre la vena principal del foliolo
y el eje del raquis.

16. Lorigitud del foliolo izquierde 2: en mm. En uno del primer par de foliolos
(inferiores, vista la hoja en el haz), desde el punto de insercidn en el raquis al 4pice.

17. Ancho del foliolo izquierdo 2: en mm. En su ancho maximo.

18. Angulo de insercién del foliolo izquierdo 2: medido entre la vena principal del foliolo
y fa del peciolo.

19. Color del punto de insercién del foliole terminal en el raguis: observado en el haz,
utilizando la tabla de colores de Munsell.

20. Color del haz del foliolo terminal: en el centro de la lamina foliar, utilizando la tabla
de colores de Munsell.

21. Color del envés del foliolo terminal: igual que en el anterior.

B. FLOR ADULTA: (ires flores de cada una de cinco inflorescencias, tomadas en la parte

proximal de cada inflorescencia).

1. Longitud del pedicelo: en mm. Desde el punto de insercion en el eje floral a la base de
la flor.
2. Ancho de Ia base de la corola: medicion en mm del diametro de la base.

3. Longitud de los pétalos: en mm, desde el punto de unién con el caliz al extremo distal.

+

Ancho de los pétales: en mm, en el punto medio de la longitud (se midio un pétalo de
cada flor). | _

Color del extremo proximal de los pétalos: igual que en el antertor.

Color del extreme distal de los pétalos: se utilizé la tabla de colores de Munsell.

Numero de estambres: se cont6 el nimero de estambres por flor.

=N

Longitud de los estambres: en mm, desde el punto de insercion en la base de los
pétalos a la antera, utilizando una regla.
9. Longitud del gineceo: en mm, desde la base del gineceo hasta el estigma, utilizando

una regla.
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Después de la evaluacion preliminar para tamafio minimo de muestra se decidié evaluar
solamente €l color en la parte media de los pétalos, por lo que se elimind las caracteristicas
5y 6, se tomd como namero 5: color medio del pétalo.

C. FRUTO MADURO: {Quince drupas)

1. Longitud del eje central: en mm, desde el punto de insercién en el tallo al extremo

distal.
2. Longitud del pedinculo: en mm, desde el punto de insercion en el eje central a la base
del fruto,
3. Forma de Ia base del recepticulo: hundida (1), aplanada (2), inflada (3), puntiaguda
“)
1: hundida 2: aplanada 3: inflada 4. puntiaguda

4. Forma de imbricacién de Ia drupa en el recepticulo: muy protuberante (1),

protuberante (2), poco protuberante (2). (ver anexo 2)

1: Muy protuberante 2: Protuberante 3: Poco protuberante

5. Color del recepticulo: utilizando la tabla de colores de Munsell.
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6. Longitud de la drupa: en mm, desde el punto de insercion en el receptaculo hasta
el extremo distal.
7. Anche de la drupa : promedio de dos mediciones en perpendicular.

8. Forma de la drupa: esferoide (1), elipsoide (2), ovada (3).

1. esferoide 2: elipsoide ‘ 3: ovada

9. Color de la drupa madura: utilizando la tabla de colores de Munsell.

10. Color de la drupa inmadura: igual que el anterior.

Las mediciones se hicieron en drupas maduras, razén por la cual se elimind la

caracteristica No. 10 (color de la drupa inmadura) en el anélisis.
D. SEMILLA: (en quince semillas).

1. Longitud: en mm, desde el punto de insercion en el receptaculo al extremo distal, se
utilizé un vernier |
2. Ancho: promedio de dos mediciones, se utilizé un vernier.

3. Forma: igual que para drupa.
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ile

Cuadro de diversidad genética de las poblaciones de Quassia amara. Popgene (1997).

Locus Sample Size Ht Hs Gst Nm*

B1 19 04583 01220 07338 0.1814
B2 19 0.2010 0.1750 01294 33650
B3 19 03217 0.1925 0.4016 0.7449
B4 19 0.3805 63044 0.1999 2.0018
BS 19 0.4305 03223 02512 1.4908
Be 19 04219 00828 (.8038 0.1221
B7 19 02765 02460 0.1104 4.02838
B8 19 0.1840 0.1432 0.2213 1.7593
B9 19 02527 0.2182 01367 3.1587
BIO 19 04678 0.1974 0.5780 0.3630
Bl11 19 04732 0.1958 0.5862 0.3529
Bi12 19 04972 0.3243 0.3477 0.9378
B13 19 03533 ©0.0302. 0.9157 0.0460
Bi4 19 064703 01522 06764 0.2393
B15 19 02063 0.1920 00691 6.7409
Bl6 19 0.2374 02128 0.1036 4.3272
B17 18 04017 03481 0.1335 32447
Bi18 18 0.4984 0.2464 0.5056 (.4839
B19 18 04371 02167 0.5043 0.4915
B20 19 02993 0.2317 0(.2258 1.7139
B21 19 04981 0.2970 04036 0.7388
B22 19 03528 02211 03733 0.8393
B23 19 0.1750 0.1187 03219 1.0532
B24 19 04893 01036 0.7884 0.1342
B25 17 04729 0.1244 0.7369 0.1785
B26 17 0.2938 (.2256 (.2322 1.6335
B27 19 04379 03136 02839 1.2609
B28 19 04238 00956 0.7743 0.1457
B29 19 04539 0.1577 0.6526 0.2662
B30 19 03293 02003 03917 0.7766
B31 19 03532 03066 0.1319 3.2898
B3z 19 04754 0.1800 0.6213 0.3047
B33 19 04219 00828 0.8038 0.1221
B34 19 064766 03582 0.2484 1.5130
B35 19 0.3840 03180 0.1718 2.4099
B36 19 03821 0.3130 0.1810 2.2628
B37 19 03169 02599 0.1799 22797
B38 19 04760 02252 (.5269 0.4489
B39 19 02527 02182 0.1367 3.1587
B40 19 04036 0.2426 03991 0.7528
B41 19 0.4998 03061 03876 0.7901
B4z 19 0.2627 0.1176 0.5524 0.4051
B43 19 04652 0.1984 05736 0.3717
B44 19 0.1767 0.1673 0.0331 8.9083
B45 19 0.0937 0.0924 00640 7.3180
B46 18 0.4865 0.2594 04668 0.5711
B47 18 €.4771 03100 03503 0.9275
B48 18 04723 (.1880 0.6020 0.3306
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B49
B50
B51
B52
B33
B34
B55
B36
B57
B538
B59
Bo0
Bol
B62
B63
Bo4
B65
B66
B67
B68
B6Y
B70
B71
B72
B73
B74
B75
B76
B77
B78
B79
B8O
B81
Bg2
BE3
B84
B85
B36
BR7
B8S
B39
B9
B9l
BS2
BI93
B9
B9S
B9
B97
BIS
B9
B10O
B101
B102

18
18
18
18
19
19
19
19
18
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

<19

19
19
19
19
19
19
19
i9
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
14

(.4762
0.4059
0.3455
0.472%
0.4988
0.3906
0.4902
0.4748
0.3468
0.4812
0.4640
0.4684
0.3333
.4910
0.3528
0.4979
0.4812
0.3461
0.3821
0.3594
0.4981
0.4583
0.4640
0.4978
0.4516
0.2844
0.43G5
0.4899
0.2057
0.4411
0.1750
0.2953
0.4831
0.4807
0.4893
0.4993
0.4993
0.2593
0.3835
0.5000
0.4999
0.4902
0.0992
0.4478
0.4970
0.4305
0.3821
0.4995
0.3066
0.4729
0.4964

19 04835
19 04167
19 0.4993

0.1845
0.3387
0.2464
0.1244
0.2931
0.0302
0.2707
0.2128
0.2916
0.1187
0.1958
0.1563
0.0654
0.3600
02211
0.2910
0.1187
0.2065
0.3130
0.2505
0.2970
0.1220
0.1958
0.0580
0.1176
0.1478
0.3223
0.2256
0.1244
0.1473
0.1187
0.2707
0.2048
0.1577
(11036
0.2470
0.2470
0.1187
0.2494
0.0000
0.2494
0.2707
0.0828
0.1143
6.2380
0.3223
0.3130
0.0302
0.1756
.1244
0.1892
0.2459
0.0749
0.2922

0.6076
0.1656
0.2867
0.7369
0.4125
0.9227
0.4478
0.5518
0.1593
0.7534
0.5780
0.6662
0.8037
0.2667
0.3733
0.4156
0.7534
0.4033
0.1810
(.3031
0.4036
0.7338
0.5780
0.8835
06.7397
0.4804
0.2512
0.5396
0.3951
0.6650
0.3219
0.0834
0.5761
0.6719
0.7884
0.5052
0.5632
0.5423
0.3496
1.0000
0.5010
0.4478
0.1658
0.7448
0.5211
0.2512
0.1810
0.9395
04273
0.7369
0.6189
0.4831
0.8202
0.4149

0.3229
2.5197
1.2438
0.1785
0.7122
0.0419
0.6166
0.4062
2.6380
0.1637
0.3651
0.2506
0.1221
1.3745
0.8393
0.7032
0.1637
0.7397
2.2628
1.1496
0.7388
0.1814
0.3651
0.0660
0.1759
0.5408
1.4908
0.4267
0.7656
0.2519
1.0532
5.4955
0.3680
0.2441
0.1342
0.4896
0.4896
0.4220
0.9301
0.0000
0.4979
0.6166
2.5166
0.1713
0.4596
1.4908
2.2628
0.0322
0.6701
0.1785
0.3079
0.5350
0.1096
0.7051
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B103 19 04657 0.1785 06168 03106
BI04 19 04893 0.1036 07884 0.1342
BI0S 19 03393 00580 08290 0.1031
B106 18 04107 00654 08407 0.0948
B107 18 04675 03640 02214 17583
BI108 18 04926 00923 08127 0.1152

| B109 17 02038 02256 02322 16535

¥ B110 19 04875 0.1999 0.5899 0.3476
Bl11 19 03982 03202 0.1733 23854

'R B112 19 04073 00645 08415 00942
B113 19 04062 00580 08572 0.0833
Bl14 19 02627 0.1176 05524 04051
BI5 . 19 04945 00828 08326 0.1005
BL16 19 02188 01250 04286 0.6667
B117 19 04219 00828 08038 0.1221
B118 19 03726 02362 03659 0.8664
B119 19 04902 0.1486 0.6969 0.2175
B120 19 04703 0.1522 0.6764 02393
Bl21 19 03280 01892 04247 06772
B122 19 03583 0.0302 09157 0.0460
B123 19 04411 01478 0.6650 02519
B124 19 03071 02343 02372 16083
B125 19 03444 02750 02015 19812
BI126 19 00318 00302 00492 96555
B127 19 04638 0.1530 0.6701 02462
BI28 19 03493 02931 0.1610 2.6060
B129 19 04062 0.0580 08572 0.0833
Mean 19 03982 01918 0.5183 04647
St. Dev 0.0106 0.0079

* Nm = estimado del flujo de genes de Gst o Ges. Ejemplo: Nm = 0.5(1 - Gst)/Gst;
Ver McDermott and McDonald, Ann. Rev. Phytopathol. 31:353-373 (1993).

Fl nimero de loci polimérficos es: 129

El porcentaje de loci polimérficos es: 100.00

R
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