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Resumen
Maguil Céspedes Castro

Diversidad genética del arbol de Caoba ( Swietenia macrophylla) (Meliaceae) en
cinco sitios sucesionales del Parque Nacional Santa Rosa

Tesis Biologia. -San José, C.R.:

M. E. Céspedes C.,2001
50h.;11 il.-51refs.

En este documento se presentan los resultados del estudio de la variabilidad
genética de Swielenia macrophylla (Meliaceae) en un gradiente sucesional. El trabajo
constituye una descripcion del proceso de recuperacitn del bosque seco desde el punto
de vista de la constitucién genética de los individuos reclutados durante las diferentes
etapas de sucesion. El aspecto mas importante del presente estudio es el de caracterizar
la diversidad genética de los individuos que van siendo reclutados en el proceso de

regeneracion natural del bosque seco

En cada sitio sucesional se realizd un censo en el cual se marcaron y se midieron
las plantulas y los adultos de esa especie denltro de cada parcela. Ademas, se buscaron
todos los adultos aislados ubicados enun radio de unos 500 metros alrededor de las
parcelas de estudio. Los aspectos de eslablecimiento considerados fueron: el tamafio de
los individuos, y la abundancia de individuos por parcela. Por dltimo se analizé la

diversidad genética ulilizando parametros genéticos lales como: heterocigosidad

El analisis genético se realizé mediante la técnica de microsatélites. De diez
cebadores probados cinco amplificaron con una buena resolucion e interpretabilidad, a
saber: Prindd, Prind9, Prin52, Prin59, Prin83. Se ulilizdé una muestra de 100 individuos
dentro de las parcelas y 15 arboles adullos en la periferia. De los datos obtenidos, se

concluyd que la estructura genética de la Caoba es diversa a pesar de los grandes
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efectos que han tenido la sobre explotacion y la degradacion del ambiente por la
creacion de paslizales y la ocurrencia de fuegos periddicos.

Los resultados de este trabajo sugierieron que existe un flujo genético extenso.
Este parecio ser causado por un movimiento efectivo de polen a mas de 500 metros.
Ademas, los datos indicaron que esta especie es predominantemente extgama, y que

posee mecanismos para evitar la autopolinizacion.

Pese a la gran diversidad genélica , los resultados de los censos indicaron que
muy pocos individuos llegan a la madurez. Es decir, la diversidad genética no ofrece
garantia para la recuperacion de grandes poblaciones de esta especie. Ademas, la
mayoria de los individuos encontrados estaban en estado de plantulas o estadios
juveniles tempranos. Esto, unido a la poca canlidad de individuos en edad reproductiva y
al riesgo de nuevos incendios, constituye una amenaza conslanle para la regeneracion
de esos sitios. Las practicas de control de fuego realizadas en el Parque Nacional Santa
Rosa, constituyen un ejemplo de como promover la recolonizacion natural, que es sin
lugar a dudas un medio economicamente viable y un ejemplo para la conservacion in

situ.

Se recomiendan estudios adicionales para determinar el aporte real del banco de
semillas al establecimiento de las poblaciones, que segun los datos y las observaciones
de campo, deben tener un impacto mayor del que hasta hora se les ha adjudicado por

otros investigadores.

aep
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Introduccidn 12

Antecedentes

Las Caobas, como cominmente se conoce a Swielenia macrophylla, S. humilis y
S. mahagoni (Meliaceae), han sido utilizadas desde la época de la colonia como uno de
los recursos maderables de mayor importancia en América Lalina (George,1992; Palifo,
1996; Snook, 1996). Su sobrexplotacién ha tenido gran impacto sobre las poblaciones
naturales de estas especies ( Navarro et al., 1996, Styles, 1976) y es el resultado
histarico del uso desmedido del recurso para suplir la demanda de los mercados
locales e internacionales (George, 1992; Mastranionio et al,, 2000). La necesidad de uso
de la tierra y la negligencia en su aprovechamiento, ha sido tradicionalmente acompanada
por un conocimiento incipiente sobre la ecologia y el valor intrinseco de las especies
afectadas, produciendo muchas veces una pérdida irremediable del recurso en cuestion
y un efecto negativo sobre ofras especies (Maxted ef al., 1997; Kriecher 1990; Hamrick et

al., 1990; Hall et al, 1994).

A pesar de ser una de las maderas mejor conocidas mundialmente  (Snook, 1996),

no es sino hasta la segunda mitad del siglo XX que empiezan a generarse trabajos que
buscan el establecimiento de plantaciones comerciales. Eventualmente, el fracaso
parcial de estos ensayos forestales ha puesto nuevamente sobre el lapete el problema
ds las poblaciones no naturales establecidas por los seres humanos (Frankel et al,
7895; Guarino et al, 71995). En este caso, ilustra los efectos negativos que enfrentan
muchas especies susceptibles al ataque de plagas y patogenos en condiciones de
piantacion (Grijma, 1973; Navarro, 1997; Newton, 1990; Newton et al, 1995 y

Schoonhoven, 1974).
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Las Caobas presentan una alta tasa de germinacién acompafada de una alta
mortalidad de plantulas, lo que limita la abundancia de individuos adultos, a unos pocos
por hectarea (Basgall, 1996; Patino, 1997). Ademas, en Mesoamérica, el uso de
lécnicas agricolas ancestrales como la roza ¥ quema, la deforestacion y la creacion de
pastizales permanentes, ha disminuido las posibilidades de recolonizacion de las
Caobas y/o ha actuado como un proceso selectivo no natural que ha acentuado la
grave erosion genetica que sufren estas especies en la region (Gillies et al., 1989 ).
Patifio et al. (1997) senalanron que la erosion genetica experimentada por las Caobas
en nuestra regibn(Centroamérica y el Caribe) esta ligada a tres factores principalmente:
la deforestacién, la fragmentacion y la disgenia (escogencia selectiva de los mejores
individuos de una poblacién para su corta. Por todo lo anterior, las tres especies del
género se encuentran incluidas en el apéndice |l de la lista de "CITES" (siglas en inglés
del Convenio sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y

Flora Silvestre),

Las Cacbas son especies nativas del neotrépico. Su distribucion abarca desde el
norte de México hasta Brasil y Argentina, incluyendo América Central y las islas del
Caribe (Patifio, 1997; George, 1992; 1998). De las tres especies, solo Swietenia
macrophylla todavia se exirae en buenas cantidades de paises como Brasil y Bolivia
( Vantomme 1991 ). Dada la importancia comercial de este género y la facilidad con
que es atacada por Hypsyla grandella en los tropicos del nuevo mundo, muchas
plantaciones se han establecido en el pacifico asiatico durante los Ultimos anos
( Myhew, 2000). Segun Guarino ef al. (1995),si no se implementa una estrategia el
desarrollo de plantaciones con muy pocos genotipos contribuye a largo plazo, al
empobrecimiento del acervo genético de las poblaciones que todavia sobreviven en

Centroameérica. Lo anterior es todavia mas inquietante si tomamos en cuenta que S.

13



Introduccitn 14

humilis y S. macrophyffa se traslapan al menos en tres localidades: una en México, en el
Istmo de Tehuantepec, otra en Guatemala y la dUllima en Cosla Rica, produciendo
hibridos naturales entre ambas (Whitmore et al., 1997; Newton, 1993). Esta alta tasa de
hibridacion natural constituye otro aspecto a valorar en el estudio del género

(Schoonhoven, 1874).

La hibridacion entre las dos especies de Swietenia presenles en esta parte de
Costa Rica puede jugar un papel relevante en la bisqueda de individuos mas
resistentes al ataque de Hypsyla grandella (Styles el al., 1981). Navarro y sus
colaboradores (1996, 1997), entre otros, han estado realizando pruebas de resistencia y
desarrollo de diferentes genotipos de S. macrophylla provenientes de poblaciones que
sobreviven en Centroamerica y Panama. En particular, han venido trabajando en el
estudio y seleccion de individuos con genotipos mas resistenles. Entre sus
conclusiones destacan que la hibridacion entre las dos especies parece favorecer la

aparicion de individuos resistentes.

En los Gltimos afios la eslructura genética de las especies tropicales ha
comenzado a ser esludiada con especial interés, utilizando para ello aloenzimas como
marcadores genéticos. Buckley ef al. (1988), Hamrick ef al. (1989), Hall ef al. (1994) y
Rocha et al, (1996) han encontrado que, tanto los arboles como los arbustos,
frecuentemente presentan altos niveles de variacion genética, la cual es mayor dentro
de las poblaciones que entre poblaciones ( Heywood ef al.,, 1986; Hamrick ef al.,, 1989;
Pérez-Nasser el al., 1993 y Rocha, 1996). Por ejemplo, Hamrick et al. (1990, 1991)
estudiaron la estructura genética de 16 especies lefiosas en laisla de Barro Colorado,
Republica de Panama, y enconltraron que sitios separados por 1 0 2 kilometros

presentaban indices bajos de diversidad, Por otro lado, Buckley et al. (1988) esludio

14
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la variacion genética presente en dos poblacicnes silvestres de Nuez del Brasil
(Bertholletia excelsa) que se encontraban distanles una de la otra. Los resultados de
ese trabajo mostraron que existia mucha mayor variacion dentro de la poblacion que
entre las poblaciones, y que habia muy poca variacion entre poblaciones. Chase et al.
(1995) en un estudio de un total de 11 poblaciones de Cordia alliodora en
Centroamérica (desde Guatemala hasta Costa Rica), encontrd niveles de diferenciacion
genélica muy bajos entre las poblaciones. Rocha et al. (1996) en su trabajo realizado en
Cosla Rica con cinco poblaciones de Enterolobium cyclocarpum tambien tubo

resultados similares con poca variacion entre las poblaciones. Los resultados de los
estudios anteriores contrastan con los obtenidos por Hall et al. (1994 ) en su trabajo con
Pentaclethra macroloba en Costa Rica. En esa especie, la diferenciacion genética entre
poblaciones fue del 21.9 % del total de la variacion. Giles et al. (1999) compararon
poblaciones de Swietenia macrophylla de toda Mesoamérica y mostraron, de forma
sorprendente, que entre poblaciones existia una diversidad genélica que alcanzaba un
80% mientras que dentro de la poblacion &sta era muy baja. Eslos resultados son
alribuidos a una alla lasa de deforestacion y manipulacion selectiva desde periodos

precolombinos.
Para finalizar, el presente trabajo tubo como objetivo general, generar

informacion que pudiera ser utilizada en el desarrollo de estrategias de conservacion y

manejo del genero Swietenia ssp, tanto a nivel local como regional

15



Introduccidn 16

Objetivos Especificos
* Evaluar la diversidad Genélica de Swielenia macrophylla a través de diferentes
estadios sucesionales, en el Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste, Costa Rica.

» Valorar el grado de parentesco entre adultos y juveniles en el area de muestreo.

* Medir el aporte genico de los adultos al reclutamiento de nuevas generaciones en

los diferentes estadios sucesionales.

16



Materiales y Métodos 17

Materiales y Métodos

Caracteristicas generales

Swietenia humilis y Swietenia macrophylla son arboles que pueden alcanzar
hasta 40 metros de altura y 2 metros de diametro ( Whitmore, 1983) aunque es mas
frecuente observarlos con fustes mas pequefios debido a la alla explotacién ala cual
ha sido somelida desde tiempos de la congquista ( Holdrige et al., 1975). Segtn la
literatura S. humilis tiene una distribucion restringida a los bosques estacionales secos,
caducifolios, semicaducifolios y siempre verdes. En el caso de S, macrophylla ésla se
encuenira principalmente en bosques tropicales lluviosos muy humedos desde las
llanuras poco anegadas hasta los 700 msnm inclusive (Navarro C y Hernandez, 1996).
La alta tasa de hibridacion que se presenta entre S, huimilis y 5. macrophylla en las
areas de traslape ha dificultado su estudio y descripcion ( Pennington y Styles, 1975).

Las Swielenias poseen hojas compuestas imparipignadas de 5 a 6 foliolos aunque
pueden presentar mas ( Holdrige et al,, 1975). Las flores aunque parecen perfectas, son
pistiladas y estaminadas y estan presenies en el mismo individuo ( Pennington, 1881).
Los frutos, son cépsulas lefiosas dehiscentes que pueden alcanzar dimensiones entre
los diez y los veintidés cm de largo y de seis a diez cm de ancho. Las semillas son
samaras aladas dispersadas por el viento.

En los bosques estacionales tanto S. humilis como S. macrophylfa pierden las
nojas al principio de la estacion seca, durante los meses de enero a marzo, Laapertura
de los frutos en el bosque seco esta asociada con la caida de las hojas mientras que los
nuevos retofios y las flores coinciden con la apertura de los Gltimos frutos, al final de la
=stacion seca ( observacion personal). Esto concuerda con la gran variabilidad

fznologica observada en esta especie (Navarro C. y Hernandez, 1996).

17
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Fuera de su distribuciéon natural se las encuentra en plantaciones principalmente
en algunas islas del Pacifico tales como las Islas Fiji, Salomén, Samoa, asi como en el

sur este de Asia ( Mayhew, 1999),

Sitios de muestreo

El area de estudio de las poblaciones de S. macrophylla comprendio cinco
parcelas que se localizaron al noroeste del pais en la provincia de Guanacasle. Dentro
del Parque Nacional Santa Rosa, Area de Conservacion Guanacaste (10° 45'a 11" 00N
y 85°30' a 85" 45' Q) (figura1). De acuerdo con la clasificacién de zonas de vida de
Holdridge (1967) estaregion perienecs al Bosque tropical seco, El parque esla
compuesto de un mosaico de bosque de diferentes edades asl como pastizales
abandonados (Harishorn 1983; Janzen 1986; Gerhardt 1993). El bosque tropical seco
es uno de los ecosistemas mas amenazados, y queda en pie solamente cerca del 1% del
area original ( Janzen 1988; Sader y Joyce 1988; Sinchez 1996,).

El clima es estacional muy caracteristico de esta zona de vida con una estacion
seca que comienza a finales de Noviembre vy se extiende hasta mediados de Mayo. La
precipitacién anual oscila entre los 800 y los 2600 mm, con un promedio anual de
1423.4mm. La temperatura promedio es de 25.7 °C, con una humedad relativa del 81 por

ciento ( Rojas 2001).

Descripcion de las parcelas

La seleccion de las parcelas se realizé con informacion sobre los ultimos fuegos en
'2 Zona y por comunicacion personal de los mismos guardaparques. Cada parcela midio

zproximadamente 4960 melros cuadrados. Eslas parcelas presentaron etapas de



Materiales y Métodos 19

sucesion diferentes acompafiadas por una composicion floristica caracteristica del

bosque seco, la cual varié segin el estadio de sucesion de cada sitio (cuadro 1)

Recoleccion de las muestras

La muestra estuvo compuesta por 100 individuos extraidos de cinco sitios. La
extension total y el estadio sucesional de esos sitios se describio en el cuadro numero 1.
Se recoleclaron hojas y brotes nuevos de 20 individuos de cada una de las cinco
parcelas. Ademas, se incluyeron tejidos de un total de 15 arboles adultos en areas
aledanas principalmente de las parcelas denominadas Jenny | y Jenny Il. El material
obtenido fue colocado en bolsas plasticas con cierre en las cuales se incluyeron
aproximadamente 20 g. de Silica gel para deshidratar los tejidos garanlizando la
preservacion del ADN. Una vez en el laboratorio, las muestras fueron almacenadas en
polsas de papel debidamente etiquetadas y colocadas en un lugar oscuro y seco hasta

&l momento de su procesamiento.

Buffer de extraccion del ADN

Se exlrajo el ADN de las hojas y los brotes nuevos, de S. macrophyfla utilizando
un protocolo modificado del propuesto por Karp et al. (1998) y Lohdi ef al. (1994). Para
zllo se tomaron aproximadamente 250 mg de tejidos foliares y/o brotes nuevos se
pulverizaron en nitrégeno liquido y se colocaron en tubos Ependorf de 1.5 mi. Al tejido
pulverizado se le agregaron 600_| de un litro de extraccion compuesto por Tris-HCl y
EDTA en concenlraciones de 0.1 M y ph 8.0, NaCl 1M, CTAB y PVP al 2% y finalmente

cmercaptoetanol al 1% en una relacion de 24 volimenes de octancl y 1 de mercapto.

19



Materiales y Métodos 20

Método de extraccién de ADN

1. Se maceraron unos 250 miligramos de muestra en nitrogeno liquido y se pasaron
a tubos eppendorf de 1.5 ml. Se guardaron a 5 'C, hasta el siguiente paso.

2. Se precalentd el buffer de extraccion a 30 C y se agregh 600ul a cada muestra
procediéndose a homogeneizar por agitacion. Las muestras luego fueron
incubadas a 60 por 40 minutos, Las muestras se agitaron cada 10 minutos
para asegurar una digestion homogénea.

3. Alfinal de la digestion, las muestras fueron centrifugadas por espacio de 10
minutos a 12000 revoluciones por minuto y a una temperatura de 10°C.

4. El sobrenadante fue trasvasado a unnuevo ependorf de 1.5 mly se agrego 1
volumen de cloroformo octanol ( 24-1) agitando suavemente hasta generar una
emulsion.

5. Se realizd una nueva centrifugacion en las mismas condiciones que la anterior y
de nuevo se trasvaso el sobrenadante a otro ependorf.Se agregaron 1/10
volimenes de NaAC 3 molar ph 5.2, en conjunto con 0,6 volimenes de
isopropanol frio.

6. Se dejo reposar unas 10a 20 horas a una temperatura de =12,

7. El precipitado se lavd con ETOH 70% dos veces sequidas y finalmente,
después de dejarlo secar por espacio de 10 a 15 minulos se resuspendio el

producto en 100 ml de buffer TE 1M.

20
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Cebadores utilizados

El proceso de caracterizacién del ADN de las muestras mediante microsatélites
se realizd con la ayuda de diez iniciadores desarrollados en trabajos previos de White y
Powell {1997). De los diez cebadores iniciales, mac44 mac49,macd2 macs9 y macg3
amplificaron satisfactoriamente. Las caracteristicas de estos 5 cebadores se muestran

en el cuadro No.2,
Reaccion en cadena de la Polimerasa ( PCRs) y revelado

La amplificacion selectiva de los microsatélites de ADN se realizd en un
Rapidcycler de ldaho Technology con capacidad para 54 muestras por cada corrida.
Cada reaccidn se realizo en un tubo Eppendorf con un volumen total de 20ul que
contenfa 3.3ul de cuyo buffer para PCR 10X (50uM Tris-HCI ph 8.3, 2,5 mg/ml de BSA y
10 uM MgCls), 2 ul (0.3 unidades) de Tag Polimeraza, (Promega), 2.6 ul (0.32 mM) de
dNTPs, 2ul de AND patron y 9.7 ul de agua desionizada y autoclavada, Se
adicionaron 1.6 pl (0.4 uM) de los cebadores, tanto a favor como contracorriente. Las
condiciones de la reaccion fueron las siguientes: un minuto a 94°¢ | seguido de 30 ciclos
de 5segundos a 94°°, 10 segundos a 55° y 35 segundosa72’®.  Lafase de extension
final durd cuatro minutos a una temperatura de 72°°,

El producto de la reaccion se corrio en geles de Polycrilamida y se revelaron
utilizando tincion de plata (Promega). Los diferentes alelos de cada locus fueron
identificados de una forma arbitraria, donde al mas anodal de los alelos se |e asigno &l

numero *1” y asi sucesivamente con el resto.
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Analisis de los datos

La diversidad genética de cada sitio se cuantificé calculando diferentes indices de
diversidad, Entre los indices utilizados estaban: niimero de alelos por locus, numero
efectivo de alelos por locus, heterocigosidad observada (H.), y la heterocigosidad
esperada(H.) seglin el modelo de equilibrio Hardy-Weinberg para cada locus y el
promedio para todos los loci. El nivel de significancia de las frecuencias alélicas entre las
localidades fue estimada mediante pruebas de exactitud. Este andlisis se realizd
utilizando el programa POPGENE 1.31. Ademads, la diferenciacion genética se
determind mediante un modelo de alelos infinitos Fy ( Weir & Cockerham 1984). El
grado de relacion entre localidades basado en las distancias genéticas de Nei, se
representd enun arbol utilizando UPGMA. Se probd la solidez de los agrupamientos

para el arbol mediante mil simulaciones realizadas en POPGENE 1.31
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Resultados

En este trabajo se encontraron niveles significativos de diversidad genética en
todos los sitios. Para los cinco microsatélites que amplificaron se identificaron 21 alelos
en 89 de los 96 individuos estudiados (Cuadro 2). Los niveles de variacion fueron
también altos para cada estadio sucesional analizado; donde se encontraron entre 14 y

21 alelos en los sitios estudiados (figura 2).

Se observé mas de un alelo en cada uno de los cinco loci examinados, de ellos
casl todos los alelos se encontraban presentes en mas de un sitio. Ademas, todos los
alelos esluvieron presentes con una frecuencia mayor al 1%. Destaca el hecho de que
los dos estadios sucesionales mas recientes contienen un alto nimero de alelos (21),

mientras que el Bosque Maduro presentd el menor nimero de alelos (14).

Existia heterocigosidad en las frecuencias alélicas entre los sitios (cuadro 3). Por
ejemplo, los alelos 6 del locus MAC49 y 2 del locus MAC 83 se encontraban unicamente
en Jenny |. Ademas para los loci MAC49 y MAC 52, el alelo mas frecuente variaba de un
sitio a ofro. Para los loci , MAC 59, MAC 83 y MAC 44 el alelo mas frecuente fue el

mismo en todos los sitios.

Con base en los resullados se observé un descenso en el nimero de alelos
encontrados en cada sitio conforme la edad del estadio sucesional aumentaba. Enlos
esladios mas jovenes, Jenny | y Jenny Il, se encontraron mas alelos (21 y 18 alelos
respectivamente) que los encontrados en el bosque maduro (14 alelos). En los otros
dos sitios intermedios se observd la misma tendencia, mientras que el sitio mas viejo, en

este caso Principe, mostrd menos alelos que Las Mesas ( Figura 2 y Cuadro 3)
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Los resultados del anélisis de la diversidad genélica se muestran en &l cuadro 4.
Se encontrd que el numero promedio de los alelos por locus varid entre 2.8 y4.0. Sin
embargo, la variacion del nimero efectivo de alelos en promedio es pequefio con un
ambilo entre 2.22 y 2.70. De forma parecida, la heterocigosidad esperada estuvo entre
0.45y 0.58. Uno de los locus, mac49 no calzd dentro del equilibrio Hardy —Weimberg en
tres de los sitios. Esta desviacién podria resultar del nimero relativamente pequefio de la

mueslra en relacion con él numero de genolipos polenciales.

La diferenciacion genética entre los 5 silios fue calculada ulilizando el estimador
de distancias de Nei (Nei 1997). En general, el sitio conocido como Principe fue
genélicamente él mas distante de todos. Las distancias genéticas enltre los sitios variaron
de 0.1805 a 0.0272. Las distancias geograficas no estuvieron correlacionadas con las
distancias genéticas debido a que los dos estadios sucesionales tempranos, Jenny | y
Jenny ll, eran adyacentes uno del olro y presentaban una distancia genetica de 0.08889.
De forma parecida se enconlré que otros dos sitios adyacenltes ( Principe y Bosque
Maduro) tuvieron una distancia de 0.1656 siendo esta la segunda distancia mas alta. En
contraste, 2 sitios también adyacentes, Las Mesas y Bosque Maduro presentaron la
segunda distancia genética mas baja (0.0309). El Fy4 promedio de todos los loci fue
solamente de 0.0631, indicando una débil diferenciacion genética y por ende un flujo
génico significativo entre los sitios (cuadro §). El rango de variacion de los valores de Fy
para cada uno de los locus fue también bajo, con niveles significativos de intercambio

genélico entre los sitios.

Adicionalmente, el promedio F fue también bajo, indicando que la estructura entre
Ios sitios (por autopolinizacion o efecto Wahlunt) no fue significativa (Cuadro 5). Sin

embargo, algunos loci presentaron allos valores de Fi, indicande ya sea deficiencia o
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exceso de heterocigolos. Una vez mas, estos valores podrian ser el resultado de un
tamarnio de muestra relativamente pequefio en relacidn con el nimero potencial de

genclipos.

Las distancias genéticas entre los 5 sitios en Santa Rosa fueron representadas
en el arbol filogenético de la figura 4. Dos sitios , Jenny | y las Mesas, con edades
similares desde el Ultimo disturbio presentaron simililudes en cuanto a la composicion de
gspecies. Dos sitios, Jenny |l y las Mesas con edades parecidas desde el dltimo
disturbio son los sitios mas cercanos. Eslos sitios también comparten una composicion y

estructura parecida.

Geograficamente los sitios mas cercanos deberian compartir los arboles que
contribuyen con semillas en estos sitios, resultando en una composicion alélica similar.
Sin embargo, Principe estaba también al lado del Bosque maduro pero en el
dendrograma presentd menor cercania con este que las Mesas. Adicionalmente
Principe se encontraba en tal posicion geografica respecto de Las Mesas y bosque seco
que hace que los vientos que corren durante la época de liberacion de frutos sean
predominantemente paralelos a éslas teniendo esto un efecto en el grupo de arboles que
aportan semillas y cuyo efecto puede explicar su posicion alejada en el dendrograma

respecto de las Mesas y Bosque Maduro.

Del analisis de los adultos encontrados, tanto dentro como en areas aledanas a
las parcelas en estudio, se obtuvieron diferencias no solo en cuanto a la cantidad de
alelos encontrados respecto de los presentes en los juveniles, sino también algunos

otros alelos que no estaban presentes en las poblaciones estudiadas.
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Distribucion de tamaiios y nimero de individuos

Las distribuciones de individuecs por parcela demuestraron que existe un
decrecimiento en la abundancia y tamafio de los individuos dentro de las parcelas ( figura
5). Siendo el estadio sucesional (Jenny 1) més reciente el que poseia la mayor cantidad
de individuos con tamafios que oscilaban entre menos de un metro y los S melros
mientras que los lres estadios sucesionales intermedios presentaron un numero parecido
de individuos, pero las frecuencias de tamarios son diferentes, siendo los estadios con
mas afios en regeneracion los que poseian individuos con alluras mayores. Por su parte
en el Bosque maduro habia una distribucion de tamarios claramente sesgada con algunos
individuos de menos de dos metros y tan solo 1 de mas de 10 metros, Cabe agregar que
la mayoria de los individuos marcados en el sitio de bosgue himedo murieron durante el

desarrollo de este estudio.

El analisis de los adultos en edad reproductiva que se encuentraban tanlo dentro
como en las cercanias de las parcelas reveld que éstos no establecian la diversidad
alélica encontrada en cada sitio (cuadro 5). Los datos mostraron que hay menos alelos
en los arboles en edad reproductiva que en las plantulas y arboles jovenes recolectados
en las parcelas. Por ejemplo, para el locus mac49 se identificaron seis alelos en la Jenny
I; mientras que los arboles adultos solamente presentaron 3. Adicionalmente se
encontrd que 2 de los alelos encontrados en los adultos no se encuentraban en los

juveniles de las 5 parcelas.
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Discusion

Variacion Genética

La estructura genetica de arboles tropicales ha sido objeto de estudio en trabajos
resientes ( Buckley ef al., 1988, Hamrick, 1993; Rocha y Lobo, 1996; Rosetto ef al., 1999).
Estos trabajos han encontrado un alto grado de variacion genética, en arboles y arbustos,
mucha de la cual, se encuentra dentro de las poblaciones y/o sitios. Como resultado de lo
anterior la diferenciacion genética entre poblaciones es poca. Tal es el caso de los
estudios realizados por chase et al. (1995) en su trabajo sobre la variacion genética de
Cordia alliodora en 11 poblaciones ubicadas desde Guatemala hasta Costa Rica. En
contraste, Hall et al. (1994a) reporté que para Pentaclethra macroloba en las llanuras del
atlantico de Costa Rica, la diferenciacion genética encontrada entre poblaciones fue del

21 .9% del total de |la variacion genética

Los resultados presentados aqui, indican que existen niveles significativos de
variacion genética en todos los silios, a pesar del alto grado de degradacion del habitat
experimentado en la zona. Sobre todo, se encontrd que todos los loci examinados fueron
polimorficos para el total de los sitios. Adicionalmente, se encontraron 21 alelos entre los
cinco loci, para un promedio de 4.2 alelos por locus, con hasta 20 alelos en un solo sitio
(Cuadro 3 ). De los resultados se desprende que la mayoria de la variacion se encuentra

dentro de los sitios, lo cual refleja una buena dispersion alélica.

En ofras especies de meliaceas, los niveles de diferenciacion genética han sido
objeto de estudio. Por ejemplo, Hall et al. (1994d) realizaron su trabajo en diversidad

genética y tasas de exocruzamiento de nueve poblaciones de Carapa guianensis en

-



Resultados 28

Costa Rica. Ellos determinaron que la variacion entre las poblaciones correspondia
solamente al 4.6%, a pesar de que estas poblaciones se encontraban aisladas con
distancias de hasta 70 km. De forma parecida, Doligez y Joly (1997 a, 18997 b) reportaron
bajos niveles de diferenciacion genética entre los parches de Carapa procera en la
Guyana francesa, Adicionalmente, Giles et al. (1999) desarrollaron un trabajo sobre la
diversidad genética de poblaciones Mesoamericanas de Swietenia macrophylla utilizando
RAPDs como marcadores genéticos y encontraron que el 80% de la variacion se mantuvo
dentro de las poblaciones. Basados en estos hallazgos, ellos propusieron que S.
macrophylla es una especie gue tiende predominantemente al exocruzamiento. La
diferenciacion genélica entre las localidades estudiadas aqui es baja, y apoya lo
propuesto por Giles ef al. (1999), el cual indica que S, macrophylla experimenta un flujo
génico extensivo. Se concluye entonces que, S. macrophyila es una especie en la cual se
da el exocruzamienio de forma substancial lo cual contribuye de forma directa a

experimentar un extensivo flujo génico.

Otros autores han esludiado lo niveles de variacion genélica de especies
relacionadas. Se lienen los trabajos realizados en Swietenia humilis (White y Powell
1987, White, Boshier, y Powell 1999) en los cuales se determinaron los niveles de
diversidad genética dentro de poblaciones fragmentadas en Choluteca, Honduras. Como
resultado de eslos trabajos de concluyé que los allos niveles de diversidad genética
observada son tipicos de especies que presentan un altisimo exocruzamiento. Ademas
eslos autores, reportaron que la mayoria de la variacion fue encontrada dentro de los
fragmentos, concluyendo indirectamente que existe un flujo génico significativo entre
fragmentos. Sin embargo, ellos propusieron que uno de los efectos iniciales de la

fragmentacion es la pérdida de alelos con frecuencias bajas en los bosques continuos.
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Algo que sin duda puede tener un efeclo pero que desgraciadamente escapd a los

resultados del presente estudio.

La mayoria de las especies de los bosques lropicales investigadas hasta ahora
manifiestan exocruzamiento con un extensivo flujo génico (Ashton, 1969, Bawa et al,
1985; Hamrick y Murawski, 1991, Hamrick et al., 1991, Hall et al, 1994a, 1994b, 1996,
Doligez y Joly, 1997a). Estudios en isoenzimas han permitido dilucidar los sistemas de
apareamiento de estas especies y por lo tanto también respaldan la predominancia de los
sisternas de exocruzamiento en los arboles del Bosque Tropical lluvioso (O'Malley y
Bawa, 1987, O'Malley et al., 1988; Murawski et al., 1990, Hamrick y Murawski, 1991,
1992, 1994, Hall et al., 1994a, 1994b, 1996; Doligez y Joly, 1997, Tim et al.,1998).
Doligez y Joly (1997) recientemente han revisado las tasas de exocruzamiento
reportadas para 28 especies de arboles en poblaciones naturales. Ellos encontraron que
para 20 de eslas especies el eslimado de las tasas de exocruzamiento fue 0.80. Giles et
al. (1999) alega que los niveles de diferenciacion genética que ellos encontraron en sus
resultados concuerda con la idea de que S. macrophylla es una especie que presenta
predominantemente exocruzamiento. Por todo lo anterior es claro que esta especie es
predominantemente exégama, y posee mecanismos para evitar la autopolinizacion de
manera efectiva y aungue estudios posteriores son necesarios para precisar tales
mecanismos se concluye que los mismos existen y juegan un papel preponderante en la

biologia de la S. macrophylia.

Los arboles en edad reproductiva ubicados tanto dentro como en la vecindad de
las parcelas en sucesion no determinan la rigueza alélica encontrada. Lo anterior por
cuanto se encontrd una mayor cantidad de alelos en las plantulas y juveniles que en los

adultos reproductivamente aclivos (Cuadro 3y 5 ). James et al., 1998 y Rocha et al.
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(2001) indican que existe una diferencia en las frecuencias alélicas de los arboles que
contribuyen con polen y aquellos que producen las semillas. Seglin los resultados los
aportes realizados por arboles fuera de los linderos de los sitios sin duda son
importantes y contribuyen de manera significativa. Ademas pese a no poder determinar
los posibles donadores se puede concluir que estos se encuentran fuera de los rangos en
que los adultos censados fueron encontrados, con distancias que superan los 500

meftros.

Aungue no se realizaron estudios comparalivos entre individuos aislados y
poblaciones en bosque continuo durante este estudio. Trabajos realizados en el bosque
seco de Costa Rica, encontraron que existe una diferencia en el vigor de la progenie
(Cascanle, 1999, Rocha y Aguilar, 2001). Indicando que el vigores menor en la progenie
de individuos aislados que en la de individuos en bosques continuos. Aducen los autores
que eslo esta ligado directamente a los genotipos aportados en el polen. Es clara
entonces la importancia de eslos arboles aislados de S. macrophylla en el proceso de
regeneracion, al acluar como trampas de polen. Captando |a variabilidad existente en el

area,

El impacto de la corta selectiva en la variacion genética de los arboles de
bosques tropicales ha sido estudiado por otros autores ( Snook, 1996;Doligez vy Joly
1997b; Hall ef al., 1994). Hall et al. (1994) menciona gue la lala selectiva de Carapa
Gufanensis en Costa Rica no ha reducido la variacion genética, Ellos proponen que la
alta densidad y sincronia a la hora de la floracion contribuyen a promover el
exocruzamiento, lo cual permite mantener altos niveles de variacién genética dentro de
las poblaciones. En contraste, Doligez y Joly (1997b) reportan que las tasas de

exocruzamiento estimado para Carapa procera en parches talados en la Guyana
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Francesa son mas bajas que en parches donde no ha habido disturbio, y proponen que
el decrecimiento en la densidad probablemente no es la tnica causa del detrimento de
las tasas de exocruzamienlo en los lugares en que a ocurrido disturbio. Por su parte
Rocha y Aguilar (2001) realizaron trabajos tendientes a esclarecer la dinamica en las
tasas de exocruzamiento en su trabajo comparativo de E. ciclocarpum en parches de
bosque continuo y arboles aislados. Ellos, no obtuvieron diferencias significativas en las
tasas de exocruzamiento de E. ciclocarpum pero encontraron un efecto negativo en el
vigor de la progenie de arboles aislados asi como otros efectos colaterales. Resultados
muy similares fueron obtenidos por Cascante(1999) en S. saman donde tampoco hubo
diferencias significativas en las tasas de exocruzamiento de tratamientos en bosque
continuo e individuos aislados. Adicionalmente Giles et al. (1999) atribuyen los bajos
niveles de diferenciacion encontrados en S. macrophylfa a un extensivo flujo génico y
argumentan que una alla diferenciacion en poblaciones podria ser suscitada por
disturbios importantes. Donde cambios en los comportamientos de insectos
polinizadores pueden derivar en un flujo genético limitado. Por lo tanto, se concluye que
a pesar de enconlrar una alta variabilidad genética de S. macrophylla en los sitios en
sucesion esta no es garantia de sobrevivencia y recuperacion perse. Y se considera
importante tomar en cuenta otros factores tales como flujo génico, densidad de
individuos en edad reproductiva, agentes polinizadores, movimlento de polen y
dispersion de semillas para comprender mejor el fendmeno de repoblacién en 5.

macrophylla.

La reduccién de habitad continuos en muchos parches aislados espacialmente
representan un factor significativo a la sobré vivencia en periodos de tiempo relativamente
grandes en muchas especies de plantas (Saunder, Hobbs y Margules, 1991; Young Boyle y

Brown, 1996; Nason, Aldrich and Hamrick, 1997). Se ha propuesto gue el aislamiento

31



Resultados a2

reproductivo es una consecuencia importante en la fragmentacion del bosque y puede
tener un efecto directo en la biota de parches remanentes (Saunder, Hobbs y Margules,
1991). Ademas, El aislamiento reproductivo esta frecuentemente asociado con la reduccion
en los tamarios de las poblaciones de plantas en turno, pudiendo resultar en una perdida
drastica de variabilidad genética debido a deriva, reduccién del flujo génico, incremento en
la auto polinizacién y depresién por endogamia (Templeton, Shaw, Routman y Davis, 1990;
Young, Boyle y Brown, 1996). Sin embargo, White, Boshier, y Powell(1999) argumentan que
existen altos niveles de flujo génico en las poblaciones fragmentadas de S. humilis que ellos
estudiaron en Honduras. Conclusiones similares pueden ser inferidas para S. macrophylla en
base a los trabajos desarrollados por Giles et al. (1999). Los resultados obtenidos en este
trabajo no solo concuerdan con lo propuesto por estos autores sino que también ilustran el
enorme potencial de regeneracion de importantes especies maderables que han sufrido

episodios de sobre explotacién y degradacion del habitat.

Conservacion de los recursos genéticos.

Hace cerca de 30 afios que el Parque Nacional Santa Rosa fue establecido. Las
tierras protegidas no eran mas que un mosaico de plantaciones, pastizales y parches de
bosque a menudo somelidos a episodios de sobre explotacion que incluian fuegos
estacidonales y cuyo resultado era una alta degradacién del ecosistema. Anle estas
practicas el reclutamiento de nuevos individuos de S. macrophyfla y en general de
cualquier especie de arbol, practicamente se paralizo en muchos sectores de lo que hoy
es el parque (Janzen 1986). A pesar de todo esto, los resultados obtenidos indican que
todavia existe un buen nivel de variabilidad genética en las plantulas y arboles jovenes
de S. macrophylla que se estan incorporando en diferentes estadios sucesionales. Los

resultados también indican, que los pocos adultos dejados en los campos, junto con
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algunos juveniles que no fueron talados en el pasado, son ahora una muestra viviente
de la diversidad genética que estuvo presente en el area. Porlo tanto estos arboles

sirven como un elemental reservorio para la recolonizacion de los pastizales

abandonados.

Tipicamente, se ha pensado que la dispersion de semillas esta mucho mas
limitada que la dispersidon de polen (Hamilton 1999). Para Swielenia, existe informacion
que sugiere que existen altos niveles de flujo genico entre fragmentos de bosque (White,
Boshiery Powel 1999) y /o poblaciones (Guilles et al., 1999). En general muchos
autores proponen gue la dispersion de semillas es limitada (Janzen 1988, Poveda 1976,
White ef al., 1999). Por ejemplo, White, Boshier y Powell (1999) subrayan que la
dispersion de semillas en Swietenia humilis es restringida. Indican los autores, que la
mayoria de las semillas son dispersadas a no mas de 50 metros. Adicionalmente,
Hammond (1995) reporté una alta depredacion de semillas durante los dos meses
siguientes a la dispersion, estos estudios indican que el ataque de vertebrados constituye
98.4% de la pérdida total de semillas. Sin embargo, el presente trabajo nos hace pensar
que la dispersion semillas es mas importante de lo que se supone y que a pesar del alto
nivel de predacion de semillas seguidas a la dispersion, deberia ser considerado para
comprender mejor los altos niveles de diversidad genética reportados aqui. Por otro lado
se propone que los pastizales abandonados proveen una situacion ideal para el estudio
de la dispersion de semillas y su contribucién al flujo génico. Eso podria también ilustrar
el impacto negativo que ha tenido el fuego sobre el establecimiento de plantulas después
de gue los pastizales fueran abandonados y su efecto ulterior en el restablecimiento de

la diversidad genética.
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Al hablar de la diversidad genética de los sitios propiamente. Esta disminuye
conforme aumenta la edad de los sitios. Es posible que estos estén ligados a los
periodos en los cuales nuevos individuos reproductivamente activos fueron reclutados
Aportando més alelos conforme fueron incorporandose nuevos individuos a los periodos
reproductivos, Por otro lado los resultados pueden deberse a un efecto de sitio. También
esta disminucidon en puede deberse simplemente al efecto de la seleccién natural donde
se obtiene una mortalidad diferenciada sobre ciertos genotipos en condiciones
particulares. Esto Gltimo basado en la mortalidad ocurrida en Bosque Maduro donde
todas las plantulas menores de un metro murieron ( observacion personal ) en un solo
evento disminuyendo drasticamente la poblacién de dicho sitio. Debido a la ambigledad
que existe, son necesarios estudios ulteriores para dilucidar cuales son las causas reales
de esta caida en las frecuencias y esclarecer el porque de la disminucion de las

frecuencias alélicas.

Los resultados de este estudic muestran que existe una poblacion de S macrophylfa en
proceso de recuperacién.Se ha encontrado una variabilidad genética aceptable, como lo
indican los indicadores de diversidad utilizados. Por ello, se considera que |a estrategia
utilizada por las auloridades del Parque Nacional Santa Rosa es una opcion de bajo coslo
y efecliva para acelerar la regeneracion natural después del abandono de pastizales.
Ademas, los resultados oblenidos sugieren que este manejo también es efeclivo para
conservacion in situ de la diversidad genetica de S, macrophyfla. Sin embargo, se debe
estar consiente de la fragilidad del proceso y la susceplibilidad de los estadios en

sucesion a nuevos disturbios causados por los fuegos.
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Aunque pareciera que no es necesario conectar fragmentos de bosque para mantener la
variabilidad genética de S. macrophylla. La realidad es que no conocemos cuanto de la
variabilidad genética presente antes de la colonizacion se ha perdido. Por lo tanto, estos
resultados justifican la realizacién de un esfuerzo mayor para garantizar que el proceso
de erosion génica no siga ccurriendo. Sin embargo, dadas las limitaciones para la
compra de lierras destinadas a la conservacion, es necesario involucrar mas activamente
a los finqueros para que estos brinden un manejo diferente de sus fincas. Entre las
practicas que pueden recomendarse esta el mantener individuos de esla especie en
cercas vivas, donde puedan promover la visitacién por parte de sus polinizadores y con
ello el flujo génico. Para que lo anterior mantenga la rigurosidad cientifica necesaria, es
imprescindible el desarrollo de estudios que documenten la dindmica de los polinizadores

y los niveles de flujo génico que puedan ocurrir en estos ambientes.
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Cuadre 1 Sitios sucesionales, Gltima intervencion y
extension del estadio en hectareas Parque Nacional
Santa Rosa, Guanacaste, Costa Rica.2001

Sitio Ultima Nimero
intervencion de
En aiios Hectireas
Bosque maduro 100-500 10.22
El Principe 20 11.49
Las Mesas 15 11.83
Jenny 11 9 6. 65
Jenny | 6 9.58

Cuadro 2: Secuencias de los cebadores , repeticiones principales, nimero de alelos y
producto de los loci de los 5 microsatelites®

Locus Secuencias Repetidas  Iniciador (5- 37) Tamaiio del
Sragmenio

MAC4  (AC)13 TCCCTTCCAGCTTFTTCCTG 184-196
TGGCCCTTTCTCGATGTC

MAC49  (GT)27 AGGGTCTTTGTTGATGAATACC 105-151
ATCATCGCCGTTGATACATT

MAC52  (A)10{AC)11 GCGATGAATGTTGTACACCG 134-252
AGCAGCCCGGTACTAGCATGT

MACS9  (AAT)S(CATY TGGAGTAAAGTCGAGGGCTG 197-212
GGCTGGATATGGCACTTGTT
TCAGCCTTTGAGGGATGAAC

* Tomado de G. White and W. Pawel, 1997.
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Cuadro 3 Frecuencia alélica de loci polimérficos de 5. macrophylla enlos
cinco sitios de muestreo, Parque Nacional Santa Rosa, Guanacaste, Costa Rica

Poblacién
B

Locus Jennyl  Jenmy !l  LosMesas  Principe it
Mac49
| SO DS 18 19 20 19 19
| s 04722 0.4474 03750 0.1842 0.5000
1 RIS 0.0833 0.1842 0.1750 0.342] 0.0000
= 0.0278 0.0526 .1250 0.3158 0.0000
i 0.0278 0.0263 0.0250 0.0000 0.0000
5 TR 0.3056 0.2895 0.3000 0.1579 0.5000
Diiiisniion 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
mac39
Dicvasiviainsti 20 20 16 17 16
R D.7000 0.7250 0.8125 0.6471 0.7188
T e 0.1250 0.0750 0.0625 0.1176 0.1250
o S 0.1750 0.2000 0.1250 0.2353 0.1563
maci3
Mg 20 19 18 17 17
Liniiciina 0. 7000 0.8684 0.6944 0.6471 0.7059
I 0.0750 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Dvessareesis 0.2250 0.1316 0.3056 0.3529 0.2941
mac44
L ccenin 20 17 13 17 18
 —— 0.7250 0.8529 0.6944 0.6471 0.6389
o S e 0.0300 0.0000 0.0000 0.0000. 0.0000
% R o 0.2250 0.1471 0.3036 0.3529 0.3611
mac32
[ A P 20 20 20 17 19
Lsinaninns 0.5750 0.0750 0.2750 02750 0.2368
i 0.1250 0.4500 0.2750 0.5000 0.3421
S e 0.0750 0.2500 0.2250 0.2000 0.2632
B e 0.0750 0.1750 0.1000 0.0000 0.0526
Dk 0.0000 0.0250 0.0000 0.0250 0.0000

Driasas 0.1500 0.0250 0.1250 0.0000 0.1053




Cuadro 4; Numero promedio de alelos (MNa), promedio del nimero efectivo de alelos por locus (Ne)
promedio de Ja heterosigocidad observada (Ho) y Promedio de Nei de la heterocigesidad esperada (He)

para cinco poblaciones de Swietenia macrophylla en el Parque Nacional Santa Rosa, Santa Rosa, Guanacaste,
Costa Rica. Desviacion estindar entre paréntesis *

Sitio Na Ne Ho He
Jenny | 4.00 2.22 0.50 0.53
*(1.41) {0.59) (0.33) (0.11)
Jenny 11 3.60 227 0.45 0.47
(1.82) (1.11) (0.34) (0.23)
Las Mesas 340 2.70 0.52 0.54
(1.52) (1.44) (0.34) (0.21)
Principe 3.00 222 0.58 0.54
(1.007 (1.45) {0.25) (0.09)
Bosque Maduro 2.80 2.24 0.49 (.51
(1.30) (0.93) (0.34) (0.14)

Cuadro 5 Estimacion de una via de Nei de las distancias Genéticas
en cinco parcelas para §. macrophyila, Parque Nacional Santa Rosa,
Guanacaste , Costa Rica

Poblacién  Jenny 1 Jenny II Principe Mesas Bos.

Mad.
Jenny1I ...
Jenny 11 0.0889
Principe 0.0426 0.0272

Las Mesas 0.1805 0.1074 0.0507 ...
Bos, Maduro  0.0476 1.0394 00309 01656 ...
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Cuadro 6 Frecuencias alélicas de Adultos de 8 macrophylla divididos en 2

areas: la primera corresponde a Jenny 1y Jenny 1T y la segunda corresponde a las
Mesas, Principe y Bosque Maduro. Parque Macional Santa Rosa, Guanacaste, Cosla

Rica,
Mac59 Mac83 Macdd Maed9 Mac52
Areal Alelos
A 0.1000 0.6500 0.6000 0.3000 D111
B 0.8500 0.3500 0.2000 0.2500 0111
C 00,2000 0.2500 04444
D 0.0500 0.2000 0.2778
E 0.0536
Aren I1 Alelos
A 0.6667 0.5833 0.5000
B 0.5000 0.3333 0.2300 00,2500 06000
C 0.0833 0.1667 0.1667 03000
D 0.2500 0.0833
E 0.1667 0, 1000
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Figura 1 Mapa de |a distribucién y nombre de los sitios; mostrando en el recuadro su
localizacion en el pais.
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Figura 2 Numero de alelos de S. macrophylla vs estadio sucesional para cada uno de
los loci, Parque Nacional, Santa Rosa.
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Figura 3 Numero de alelos totales de S. macrophylla en cada sitio, Parque Nacional Santa
Rosa.
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Figura4 Dendrograma de S. macrophylla mostrando Ias relacion mas
posible segun los datos obtenidos de los 5 loci, Parque Nacional Santa Rosa.
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Figura 5 Distribucién, abundancia y tamaio S. macrophyila en los 5 sitios , Parque Nacional Santa
Rosa, 2001
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