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RESUMEN

La perdida y fragmentacion de bosques es una realidad a la que se ha enfrentado El Salvador desde
tiempos historicos, en este caso, los bosques de pino-encino, bosque nuboso y bosques de encino
donde se encuentra Quercus skinneri Benth. y varios de los representantes del género Quercus
generalmente a una altura de méas de 1,000 m.s.n.m., estos han sido remplazados para la siembra
de café y para la construccion de viviendas, disminuyendo asi su habitat actual y haciendo posible
la disminucion de su diversidad genética. Con el objetivo de conocer la diversidad y estructura
genética de Q. skinneri Benth. se analizaron 37 secuencias de ADN extraido a partir de hojas de
arboles adultos, pertenecientes a 4 poblaciones diferentes, siendo este el primer estudio que utiliza
herramientas de secuenciacion en arboles de El Salvador. Se encontr6 diversidad genética alta en
todas las poblaciones (r= 0.00576 - 0.01241) (Hd= 0.866 — 1.00), el valor més alto se presento en
la poblacién del VVolcan de San Vicente. Las poblaciones se encuentran estructuradas en dos grupos
segun el indice de diferenciacion genética, los valores fueron significativos solo al comparar con
la poblacion de San Vicente (Fst= 0.657 — 0.680); las poblaciones de Las Cascadas de Don Juan,
Laguna de las Ninfas, y Cerro Verde conforman una sola poblacion genéticamente (Fst=-0.022 —
0.056) compartiendo la mayoria de sus haplotipos (h= 9), mientras que el otro grupo esta
conformado solamente por la poblacion del Volcan de San Vicente (h= 5), estos resultados
concuerdan con los valores obtenidos de flujo genético y aislamiento por distancia. Estos
resultados indican que Q. skinneri Benth. tiene la capacidad de mantener conexion reproductiva a
largas distancias por su reproduccion aneméfila, disminuyendo los efectos de la fragmentacion en
sus poblaciones, sin embargo, a distancias que exceden el alcance de dispersion de polen se logra

observar diferenciacion genética.



INTRODUCCION

El Salvador, al ser parte del istmo centroamericano, posee una ubicacion privilegiada desde el
punto de vista bioldgico, ya que, esta region se ve influenciada por la biota de Norte y Sur América,
esto, sumado a su posicion en el tropico y su accidentado relieve, permite que en el pais exista una
alta diversidad de formas de vida, las cuales se han visto presionadas a lo largo de la historia por
distintos grupos humanos, desde la época precolombina, hasta la actualidad. Esta alta presion
antrdpica causada por la elevada densidad poblacional ha llegado a tal grado que ha alterado el
98% de la cobertura vegetal originaria de El Salvador (Dull, 2008).

A nivel centroamericano, se consideran a los bosques de pino-encino como una de las areas
boscosas méas vulnerables, de los cuales, en época resiente y segun la Alianza para la Conservacion
de los Bosques de Pino-Encino de Mesoamérica (2008), solo queda un remanente del 26% del area
total que cubria histéricamente, y se pronostica que en 30 afios esta podria desaparecer en su
totalidad. Para EI Salvador se reportan dieciséis especies del género Quercus L., siendo estas en
su mayoria especies representantes de la vegetacion de tierra templada y fria, distribuyéndose en
alturas desde los 800 a los 2,700 m.s.n.m., (Muller, 1942). Lauer (1954) describe que el uso
desmedido e irresponsable de los recursos naturales ha diezmado los rangos de distribucion de
estas especies, principalmente al remplazarse la vegetacion originaria por cafetales, llegando al
punto de estar presente en menos del 4% del territorio nacional, segln el Inventario Nacional de

Bosques (Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales 2018)

Este alto grado de fragmentacion produce un impacto negativo en la diversidad genética de las
especies, lo que ocasiona una mayor vulnerabilidad a los constantes cambios abidticos y bioticos,
debido a que presentan una menor probabilidad de entrecruzamiento de individuos, aumento en la
homocigosis y disminuyendo la diversidad genética de las poblaciones, lo que a su vez disminuye
el potencial de adaptacién evolutiva (Frankham etal., 2012). Considerando esto, la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza recomienda la conservacion de la
biodiversidad en tres niveles: genética, de especies, y de diversidad ecosistémica (McNeely et al.
, 1990).

Enfocandose en la primera, se decidio estudiar la variabilidad y estructura genética de Quercus

skinneri Benth., determinando la diversidad haplotipica y nucleotidica, indices de fijacién, flujo



genetico, aislamiento por distancia y relaciones filogenéticas en las poblaciones de esta especie de
roble, la cual, se encuentra distribuida en El Salvador, encontrandose en 7 departamentos, entre
altitudes de 700 a 2,100 m.s.n.m. Para ello se recolectaron 40 muestras de tejido foliar
perteneciente a arboles adultos, de las cuales se purificd, amplificé y secuenci6 la region de ADN
ribosomal ITS2. Con estos datos se determinaron los indices de diversidad genética S, = y Hd
(ndmero de sitios segregantes, diversidad nucleotidica y diversidad haplotipica, respectivamente),
asi como la estructura genética mediante el Analisis de Varianza Molecular, Comparaciones por
pares de los indices Fst, Fstcoat D Y Da'y la representacion grafica de esta construyendo un mapa
de haplotipos y un arbol filogenético. A su vez, se puso a prueba la relacion entre distancia genética

y geogréafica mediante la prueba de Mantel.



OBJETIVOS
Objetivo general.

Determinar la variabilidad genética de cuatro poblaciones de Quercus skinneri Benth. ubicadas en
los departamentos de Ahuachapéan, Santa Ana, y San Vicente mediante el andlisis de la region
ITS2.

Objetivos especificos

1. Determinar la diversidad nucleotidica y haplotipica de las secuencias de la region 1TS2 de cuatro

poblaciones de Quercus skinneri Benth.

2. Determinar la estructura genética en las cuatro poblaciones de Quercus skinneri Benth.

mediante el analisis de los indices de diversidad genética.

3. Establecer relaciones filogenéticas de las secuencias del gen ITS2 pertenecientes a las cuatro

poblaciones en estudio de Quercus skinneri Benth.



MARCO TEORICO

Antecedentes

En los ultimos afios las herramientas moleculares han demostrado ser muy eficientes y eficaces
para responder un gran numero de preguntas en los ambitos de la taxonomia, filogenética,

conservacion y andlisis de variabilidad genética (Altamirano y Yanez, 2016).

Los estudios genéticos realizados en la region han ayudado a comprender el comportamiento de
los bosques de cara a la fragmentacion con el estudio de especies prioritarias para la conservacion
0 que poseen estrategias de reproduccion y de manejo especificas. En 2004 Alfonso-Corrado y
colaboradores llevaron a cabo un estudio de la diversidad genética de Quercus eduardi Trel. y Q.
potosina Trel., tanto a nivel poblacional como de conjuntos clonales, donde, por medio de
marcadores RAPDSs, encontrando una alta diversidad genética en las poblaciones, con
estructuracion poblacional baja, lo que concuerda con los valores de flujo genético altos
observados en ambas especies. Los autores comentan que esto es normal para especies que se
reproducen por medio de clones vegetativos, sin embargo, estas poblaciones mostraron diversidad
genética mayor que otras especies clonales, se atribuyd esta gran diversidad a las estrategias
reproductivas propias del género, asi como también, a la capacidad de estas especies de

reproducirse vegetativamente y su amplia distribucion por la Sierra Fria mexicana.

En cuanto a especies prioritarias para la conservacion, Paz (2012) estudié la variabilidad y
estructura genética de cuatro poblaciones de Q. humboldtii Bonpl. en los Andes colombianos, para
la elaboracion de estrategias de conservacion, ya que, esta es una especie endémica en estado
vulnerable. Los resultados mostraron que las poblaciones estudiadas presentan niveles bastante
similares de variabilidad genética que la autora determina como variacién genética intermedia, sin
embargo, si se encontré estructuracién poblacional, atribuyéndose a la fragmentacion del paisaje
ocurrida en tiempos recientes. La autora recomienda llevar a cabo programas de reforestacion local

si el objetivo es mantener las diferencias genéticas encontradas en los fragmentos.

Por su parte, Ortego et al. (2015) analizaron poblaciones periféricas de Q. segoviensis Liebm. en
Nicaragua, combinando la informacion obtenida a partir de microsatélites nucleares y el
modelamiento de nicho para conocer los factores que rigen la estructuracion de la variabilidad

genética de dichas poblaciones, haciendo una comparacién entre la estabilidad del habitat local, el



climay los datos genéticos. Ellos encontraron que la variabilidad genética de estas poblaciones se
ha visto afectada solamente por el aislamiento geografico y el bajo flujo genético entre las
poblaciones. Con respecto a la comparacién con el modelamiento de nichos, concluyeron que la
estabilidad del nicho y el clima presente y pasado no influye en la estructuracion genética de las

poblaciones.

En cuanto a manejo forestal en la region mesoamericana, los arboles del género Quercus son
usualmente utilizados para la produccién de lefia, ya que, las personas prefieren su uso por el
especial sabor que le otorga a la comida. Gorgonio-Ramirez etal. (2017) compararon la
variabilidad genética entre poblaciones de Q. crassifolia Bonpl. con diferentes formas de
aprovechamiento, poblaciones en las que su madera se utiliza como lefia para aprovechamiento
local y poblaciones con manejo forestal en Sierra Juarez, Oaxaca. Los resultados mostraron que
tanto las poblaciones manejadas y no manejadas de Q. crassifolia Bonpl. poseen una alta
variabilidad genética y que no existe estructuracion poblacional significativa entre estas, sin
embargo, se pudo observar perdida de alelos en dos poblaciones recientemente colonizadas, esta
pérdida de alelos se adjudica a efectos de colonizacion como cuellos de botella o efecto fundador
causados por el aprovechamiento de lefia. Los autores sugieren que durante el corte y aclareos de
encinos se mantengan individuos grandes y medianos que puedan reproducirse y asi mantener la

salud genética de las poblaciones.

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion son novedosas, estas se aplican ampliamente

en estudios poblacionales en Europa, China y Japon.

Al ser organismos de vida larga, los arboles del género Quercus son utilizados como especies
modelo para comprender eventos climaticos, ecologicos y evolutivos que ocurrieron en el pasado.
Xu'y colaboradores (2015) estudiaron poblaciones de Q. glauca Thunb., especie que se distribuye
ampliamente en los bosques siempre verdes del subtropico del este de Asia, para comprender el
patrén de divergencia e historia demografica de esta especie en China y Japon, utilizando regiones
inter génicas espaciadoras del genoma cloroplastico y modelamiento de nicho ecoldgico.
Encontraron alta diferenciacion haplotipica, asi como, alta diversidad inter poblacional e intra
poblacional. Los autores sugieren que esta diferenciacion se debe a la limitada capacidad de

dispersion de las semillas de esta especie en tan amplio rango geografico.



Por su parte Romero Rangel (2006) estudio las especies del complejo Acutifoliae, dentro del cual
se encuentra Q. skinneri Benth, revisando muestras de México, Guatemala, Honduras y El
Salvador. Se concluy6 que Q. skinneri Benth. es una de las especies de robles mas polimorficas en
la region, variando especialmente el largo de los peciolos y el tamafio de sus bellotas.

Biologia del género Quercus

El género Quercus perteneciente a la familia Fagaceae, estd compuesto por arboles y arbustos
monoicos, con inflorescencias masculinas en amentos e inflorescencias femeninas lignificadas
producidas en las axilas de las hojas (Ducousso et al., 1993), caracterizados por la produccion de
bellotas, su reproduccion anemdfila, su longevidad, con especimenes de méas de 900 afios, y su
gran tamafio, algunas especies pueden medir hasta mas de 40 metros de altura (Rodriguez-Acosta
y Coombes 2020). Es considerado un clado monofilético (Manos etal., 1999) distribuido
ampliamente por Europa, Asia y América con alrededor de 600 especies representativas alrededor
del mundo, de las cuales, podemos encontrar alrededor de 160 especies solamente en México
(Rodriguez-Acosta y Coombes, 2020), pais considerado como el centro de distribucion del género
en el nuevo mundo (Nixon, 2006).

Son dominantes en diversos ecosistemas, como son para el continente americano el bosque
subtropical siempre verde, la sabana tropical y subtropical, el bosques de pino-roble, el bosque
tropical premontano, el bosque tropical montano y diversos tipos de bosques nubosos (Nixon
,2006).

Taxondmicamente los robles se dividen en 2 grupos, separados en tres secciones, los robles
blancos pertenecientes a la seccién Quercus o Leucobalanus, los robles rojos pertenecientes a la
seccion Lobatae, y los robles intermedios o dorados pertenecientes a la seccion Protobalanus
(Nixon, 1993). Estan distribuidos en toda Centroamérica, sin embargo, el nimero de especies
disminuye a medida nos acercamos a su distribucion mas austral, en Colombia, el cual, cuenta con
la presencia de una especie (Nixon, 2006). En El Salvador se encuentran reportadas 16 especies,

ninguna de estas endémicas (Berendsohn et al., 2009).



Ciclo de Vida

A diferencia de los robles nearticos que tienen una estacionalidad marcada, produciendo flores en
la primavera y bellotas en el otofio, la produccién de flores para los robles neotropicales,
especialmente los mesoamericanos, no se encuentra completamente estudiada y puede que varie
segun la especie, sin embargo, a modo general se da en la época seca de Octubre a Febrero,
mientras que la produccién de bellotas se da en la época lluviosa, de junio a septiembre (Nixon,
2006).

La primera produccién de bellotas de un arbol puede variar segln la especie, su esperanza de vida,
la densidad de arboles en su ecosistema, una menor densidad favorece la madurez temprana de los
arboles, y el sitio en el que se encuentran. Para los robles de vida larga el inicio de la actividad

reproductiva puede variar entre los 30 y 45 afios de edad (Ducousso et al., 1993).

Una estrategia reproductiva de los robles es su autoincompatibilidad, es decir, que es muy dificil
que un individuo se reproduzca con si mismo, esto se debe al control gamético del crecimiento del
tubo polinico en el estigma, sin embargo, es comun que se dé hibridacion entre arboles

pertenecientes a la misma seccion sistematica. (Ducousso et al., 1993)

El género Quercus L. es uno de los clados de angiospermas lefiosas de mayor importancia en el
hemisferio norte, tanto en términos de diversidad de especies y dominancia ecolégica como de
valor econdmico. A pesar de que muchas especies de robles son arboles excepcionalmente altos,
existe un buen nimero de especies de arbustos y arboles pequefios, especialmente en habitats secos
y en ambientes con condiciones edaficas adversas (Nixon, 2006).

Desde la perspectiva de la taxonomia y sistematica, varios aspectos del género son de interés, por
ejemplo, se considera que los robles poseen una capacidad excepcional para la hibridacion entre
especies. Esto se basa en la gran variabilidad observada en especies, a veces presente en individuos
aislado, pero en otros casos, en poblaciones completas, mostrando variabilidades morfoldgicas que
incluyen caracteristicas de mas de una especie reconocida (Nixon, 2006). A pesar de que las
especies de robles de México y Centroamérica no han sido estudiadas a tanta profundidad como
las especies europeas y estadounidenses, los robles neotropicales parecen exhibir patrones

similares de dispersion y variabilidad morfoldgica.



Quercus skinneri Benth.

Clasificacion taxondémica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Fagales
Familia Fagaceae
Género Quercus L.
Seccion Lobatae
Especie Quercus skinneri Benth.

Descripcion botanica.

Arbol de 7 a 40 metros de alto, corteza oscura y agrietada, ramillas de 1 a 4 mm de diametro,
glabras, rojizas obscuras 0 a veces mas claras, lustrosas, con lenticelas claras, por lo general
menores de de 1 mm, a veces hasta de 1.5 mm de largo; yemas ovoides con el apice obtuso, de 4-
7 mm de largo, con las escamas glabras, a veces con escasos tricomas en sus apices, de color
castafio; estipulas lineares, pubescentes, de 7-15 mm de largo por 1-2 mm de ancho, deciduas antes

de la madurez de las hojas Figura 1a (Romero Rangel, 2006).

Hoja.
Posee hojas maduras delgadas, a veces semicoriaceas, elipticas u ovadas, de 6 a 30 cm de largo

por 2.5 a 12 cm de ancho, apice atenuado, acuminado o agudo, aristado; base truncada, cordada u
obtusa, a veces en hojas jovenes se observa decurrente; margenes engrosados, planos o ligeramente
revolutos, con 10 a 13 dientes aristados distribuidos de cada lado en todo el margen de la lamina,
aristas de 5 a 10 mm de largo, nervaduras secundarias 9 a 15 en cada lado de la lamina de la hoja,
ascendentes, rectas y paralelas, pasando directamente hasta los dientes y terminando en una arista.
Haz opaco o algo lustroso, glabro, a veces con pocos tricomas fasciculados estipitados cortos y
tricomas glandulares sobre o cerca de la nervadura primaria; envés mas palido que el haz, glabro
0 con escasos tricomas fasciculados estipitados cortos y tricomas glandulares cerca de la nervadura

primaria y/o tricomas fasciculados estipitados largos en las axilas de las nervaduras, epidermis lisa



y papilosa; peciolos delgados, de 2.5-7 cm de largo por 1.5 mm de ancho, glabros o con algunos

tricomas fasciculados estipitados cortos (Figura 1) (Romero Rangel, 2006).

Flor.
Flores masculinas presentes en amentos de 7 cm de largo, con pocas flores 0 a veces hasta mas de

40, perianto sésil, muy pubescente, de 2-3 mm de diametro, anteras 4-6, glabras, elipsoidales,
filamentos de 1-2 mm de largo. Flores femeninas presentes en amentos de 5 mm de largo, con una

0 dos flores (Romero Rangel, 2006).

Fruto.
Solitario o en pares, de maduracion bianual, pedinculo de 5 a 15 mm de longitud; clpula

hemisférica, de 20 a 45 mm de ancho, de 8 a 20 mm de alto, escamas de color castafio, pubescentes,
apices obtusos, adpresos; bellotas ovoides, de 15 a 50 mm de largo por 20 a 50 mm de didmetro,
de color castafio, incluidas un cuarto o menos de su largo en las ctpulas (Figura 1b) (Romero
Rangel, 2006).

Q. skinneri es una de las especies méas polimérficas de América Central, las caracteristicas que

pueden llevar a conclusiones erréneas son la longitud del peciolo y la forma y el tamafio del fruto
(Muller, 1942).

Wi
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Figura 1: Especimenes heborizados de Quercus skinneri Benth. a) Espécimen del Volcan de San

Vicente, alojada en el herbario US, se observan hojas y yemas. b) Espécimen del municipio de lzalco,

alojada en el herbario MHES, se observan hojas y frutos.

Distribucion.

Se distribuye desde el centro de México, pasando por Guatemala, Honduras y El Salvador. Habita

en bosques de encino, bosque tropical caducifolio y perennifolio, bosque mesofilo de montaria, y

bosque de pino encino, entre los 700 y 2200 m.s.n.m. (Muller, 1942; Romero Rangel, 2006). Para

El Salvador, se reporta en los departamentos de Ahuachapéan, Sonsonate, Cuscatlan, San Vicente
y Morazan (Berendsohn et al., 2012) (Figura 2).
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Genética de poblaciones

La genética de poblaciones estudia la variacion genética en las poblaciones y como esta cambia en
el tiempo, estd basada en las leyes mendelianas de la herencia, estudiando patrones de variacion o
estructura genética entre y dentro de grupos de individuos que se reproducen entre si. (Hartl y
Clark, 1997; Klug, William S., Cummings, Michael R., Spencer, 2006)

El estudio de la genética de poblaciones es de especial interés ya que, a medida se dan los cambios
en la estructura genética de las poblaciones se impulsan cambios evolutivos en estas (Hartl y Clark,
1997). Estos cambios se deben a diferentes razones como, la deriva genética, el flujo genético, y
la endogamia impulsados por la fragmentacion de habitats, aislamiento y la reduccion en el tamafio
de las poblaciones. (Ellstrand y Elam, 1993)

Variabilidad genética

La variabilidad genética se define como las variaciones heredables que ocurren en cada organismo,
entre los individuos de una poblacion y entre las poblaciones dentro de una especie. (Pifiero et al.,
2008a)

Esta variabilidad se deriva de mutaciones, que son la incorporacién permanente de errores al azar
en el ADN que resultan en diferencias en las secuencias ancestrales y descendientes de este y las
diferencias en las frecuencias de haplotipos que cambian ya sea por migracion, seleccion y por el
azar. (Hamilton, 2009; Frankham et al., 2012)

Variabilidad genética neutral y adaptativa

La variabilidad genética neutral se refiere a los cambios mutacionales en el genoma, los cuales, no
tienen efecto alguno en la eficacia bioldgica de una especie, estos ocurren al azar y no por seleccién
natural. La variabilidad genética neutral nos ayuda a dilucidar la conectividad del paisaje mediante
la medicion del flujo genético, migracion o dispersion.(Holderegger et al., 2006)

La variabilidad genética impulsada por la seleccion natural y que por lo tanto influye directamente
en la eficacia bioldgica de una especie se conoce como variabilidad genética adaptativa, al estudiar
genes adaptativos podemos evaluar como las poblaciones responden a los cambios climaticos ya

sea provocados por el hombre o por eventos naturales, su capacidad de resiliencia a plagas, pestes,
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enfermedades, a la competencia de especies invasoras, entender la forma, la velocidad y las causas

de la pérdida de diversidad genética, entre otras. (Pifiero et al., 2008a)

Deriva Genética

Se define como cambios al azar en las frecuencias haplotipicas causado por un tamafio poblacional
pequefio. La accion de la deriva genética en las poblaciones cobra importancia cuando los efectos
de la seleccion y flujo genético son pequefios y relativos al tamafio poblacional, esta puede causar
fluctuaciones sin ningun patron predecible en las frecuencias haplotipicas las cuales pueden
resultar en fijacion al azar o perdida de haplotipos. El efecto de la deriva genética puede ser
remontado por medio del estudio de la ancestria de poblaciones actuales, esto por medio de la
aplicacion de modelos coalescentes. (Hamilton, 2009)

Teoria de coalescencia

Es una coleccidén de modelos matematicos que tienen la finalidad de mostrar tiempos pasados en
las poblaciones, utilizando la divergencia genética presente en estas (Wakeley, 2008) y calculando
la probabilidad de posibles patrones geneal6gicos desde el presente hasta tiempos pasados
llegando a poder estimar el tiempo en que estas tuvieron un ancestro coman mas reciente (ACMR).
Cuando dos linajes se remontan en el tiempo a un solo linaje ancestral, se dice que es un evento

coalescente (Hamilton, 2009).

Estructura Poblacional

Una poblacion puede definirse como un grupo de individuos de la misma especie que habitan una
region geografica suficientemente cercana una de otra para que estos individuos se reproduzcan
entre si. Cuando esta proximidad geogréfica es alterada ya sea por causas antropogénicas o
naturales y el habitat se fragmenta, alterando la conectividad y el flujo de genes entre individuos,
entonces, es posible que se forme una estructura poblacional (Frankham et al., 2012), definida
como, el patron o la distribucion de la variabilidad genética dentro y entre poblaciones (Milgroom,
2015).
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Cddigo de barras de ADN.

El término “DNA barcoding”, (c6digo de barras de ADN, en espaifiol) fue acunado por Hebert
et al. (2003) para describir el uso de secuencias de ADN del gen citocromo C oxidasa (COl), como
identificadores similares a un codigo de barras para identificar especies bioldgicas, con la idea de
asegurar un sistema de identificacion confiable, barato y de facil uso, asi como una herramienta

para visualizar patrones de diversificacion y evolucion de la vida.

A pesar de su gran efectividad en otros grupos, el gen COI posee una limitada utilidad en la
identificacion de especies vegetales, ya que este presenta una baja variacion entre distintos grupos
de plantas (Chen et al. 2010). Como alternativa, el Consorcio para el codigo de barras de la vida
(CBOL por sus siglas en inglés), propuso el uso en conjunto de los genes rbcL y matK, los cuales
codifican la subunidad grande de la enzima RuBisCo y de la Maturasa K, respectivamente, que si
bien, son capaces de discriminar satisfactoriamente entre familias de plantas, poseen un 72% de
éxito en la discriminacion a nivel de especie (Janzen 2009; Li et al. 2015).

Con el fin de identificar si existe una mejor opcién para utilizar como codigo de barras, Chen et al.
(2010) comparé la eficacia de los genes psbA-trnH, matK, rbcL, rpoC1, ycf5, ITS e ITS2 como
cddigo de barras en 5905 especies, dividas en 1010 géneros, 219 familias y 7 filos. Este concluy6
que el gen ITS2 puede ser usado como marcador universal para plantas, ya que presentd la mayor
distancia intra e interespecifica, mayor porcentaje de éxito en la identificacion de especies y el
mayor porcentaje de amplificacion a nivel general. En afios posteriores el gen ITS2 ha sido
utilizado con éxito en la identificacion de especies medicinales de la familia Fabaceae y
Selaginellaceae (Gao etal. 2010; Gu etal. 2013), asi como en especies de problematica

clasificacion en las familias Orchidaceae y Solanaceae (Feng et al. 2015; Feng et al. 2016).
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METODOLOGIA

Descripcion del sitio de estudio

Para la presente investigacion se definieron cuatro poblaciones separadas entre si, basandose en
reportes historicos de la especie, la ubicacion de cada sitio de muestreo se muestra en la figura 3.

-90.000 -89.000 -88.000

14.000

-90.000 -89.000 -88.000
* Cascadas de Don Juan * Cerro Verde

* Laguna de las Ninfas * Volcan de San Vicente

Figura 3: Ubicacion geogréfica de la distribucion de los sitios de muestreo.

Parque Ecoturistico Las Cascadas de Don Juan, Ahuachapén.

Ubicado en el municipio de Concepcion de Ataco, en el departamento de Ahuachapén. Parte de la

finca “La Esperanza” posee un area de tres manzanas, con una altitud media de 900 m.s.n.m.
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Laguna de las Ninfas, Ahuachapan.

Perteneciente al Area de Conservacion y Reserva de Bidsfera Apaneca-llamatepéc, ubicada al
norte de la ciudad de Apaneca, departamento de Ahuachapéan. Con una altitud méxima de 1605
m.s.n.m. se caracteriza por la presencia de ecosistemas de bosque nebuloso, cafetal y vegetacion
acuatica (Fundacion Socioecondmica y Restauracion Ambiental y Fondo de Inversion Natural de
El Salvador, 2016)

Parque Nacional Cerro Verde, Santa Ana.

Pertenece al Area de conservacion y reserva de Biosfera Apaneca-llamatepec se ubica entre los
municipios de Santa Ana y Chalchuapa, del departamento de Santa Ana, y Nahuizalco e lzalco,
del departamento de Sonsonate. Tiene una extension de 2,734.6 hectareas en un gradiente de altitud
entre 600- 2362 m.s.n.m. con presencia de cafetales y vegetacion de bosques nebulosos (Ministerio
de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2004)

Volcan de San Vicente, Finca Santa Margarita.

El volcan Chichontepec forma parte del arco volcanico de El Salvador, ubicado entre los
departamentos de La Paz y San Vicente, se encuentra a 50 km al este de San Salvador. Posee una
altitud maxima de 2180 m.s.n.m., sus laderas estan cubiertas en su mayoria por plantaciones de
café, encontrandose remantes boscosos en las zonas con mayor pendiente y cerca de su cima
(Major, et al. 2001).

Metodologia de campo.

Recolecta de muestras.

Los sitios de colecta se determinaron mediante reportes de muestras de herbario de los individuos
pertenecientes a la especie, asi también, se utilizaron datos de su distribucion altitudinal para la
eleccion de los sitios. La seleccion de los individuos se realizO mediante muestreo dirigido,
eligiendo arboles con un didmetro a la altura del pecho mayor a 10 cm, con altura aproximada
mayor a 6 m y una distancia minima de 10 m entre arbol. Se colectaron los primeros 12 arboles
encontrados que cumplieran con esta caracteristica en las poblaciones de La Laguna de Las Ninfas,
Cerro Verde y Volcan de San Vicente; para la poblacion de las Cascadas de Don Juan, debido a la

inaccesibilidad en la zona de muestreo, solo fue posible la colecta de 4 individuos.
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Se recolectaron hojas maduras, tomando cinco hojas de cada arbol, estas se limpiaron con etanol
70° para eliminar contaminantes ambientales, se colocaron en bolsas de papel y se introdujeron en
un desecador para deshidratar el material, con la finalidad de preservar las muestras para su
posterior uso (Fernandez et al., 2000). Se repitié este proceso para cada arbol muestreado,
anotando la altitud y coordenadas geogréaficas de cada espécimen. Ademas, se recolectd una rama
por cada espécimen para servir como material de referencia, este material se encuentra resguardado

en el Herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador. Estos pasos se muestran en la figura

:

Figura 4: a) Colecta de muestras en campo, b) Prensado de las muestras vegetales, ¢) Muestra
herborizada.

Metodologia de laboratorio.
Ubicacion del laboratorio.

El analisis molecular del material vegetal se realizdé en el Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular de la Escuela de Biologia en la Universidad de El Salvador.

17



Extraccion del ADN.

Para la extraccion del material genético se utilizé una modificacion del protocolo no comercial
propuesto por Fernandez et al. (2000), en el cudl, utilizando un mortero y pistilo, se pulveriza la
hoja previamente desecada, agregando nitrégeno liquido para lograr un mayor grado de ruptura de
las paredes celulares. Se agrega al material pulverizado el buffer de extraccion CTAB (figura 5-
a), la cual contiene Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), cloruro de sodio, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), tris(hidroximetil)aminometano (Tris), 2-mercaptoetanol
(BME) y polivinilpirrolidona (PVP), esta solucion ocasiona la lisis de las diferentes estructuras
celulares, liberando el material genético, ademas proporciona un medio que garantiza la
preservacion de la integridad del ADN. Posteriormente, utilizando isopropanol y etanol, se aislo y
purificd el ADN (figura 5-b), el cual fue resuspendido en agua ultra pura. Se crearon dos alicuotas
por cada muestra, utilizando una para los analisis moleculares y dejando una de reserva. El

protocolo completo se encuentra en el anexo 1.

Figura 5: a) Digestion del material vegetal pulverizado, b) Precipitacion del ADN, c) Realizacion de
electroforesis del ADN extraido.

Determinacion de la integridad del ADN.

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (figura 5-c), en las cuales se comparo el
tamarfio de las bandas de ADN, asi como la presencia de barridos, sub-bandas o restos de ADN
degradado, las imagenes de estos geles se muestran en el anexo 2. Este proceso se repitié con los
productos de PCR, para confirmar la amplificacion de una sola banda del tamafio correcto.
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Amplificacion de la region ITS2 por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).
Se utilizaron los cebadores F=ATGCGATACTTGGTGTGAAT; R=
TCCTCCGCTTATTGATATGC para la region ITS2 en plantas (Fazekas et al. 2012). Para la
preparacion de cada una de las 38 muestra, se utilizé la premezcla Promega GoTag® Master Mix,
la cual contiene los reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccién (dNTPs, cloruro de
magnesio, Taqg polimerasa y buffer de reaccion), a esta se le adicionaron los cebadores, el ADN y

agua ultrapura. Las concentraciones y cantidades de cada componente se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Concentracion y cantidades de los componentes necesarios por reaccion de 25uL

Componente Concentracién stock Concentracioén final Vol. por Rx
Promega GoTag®
_ 2X 1X 12.5 pL
Master Mix
Cebador Forward 10uM 0.2uM 0.5 puL
Cebador Reverse 10puM 0.2uM 0.5 uL
ADN 25X 3X 3puL
Agua ultrapura - - 8.5 uL

La PCR se realiz6 en un termociclador MultiGene Mini TC020-24, el tiempo de desnaturalizacion
inicial, asi como de los ciclos de desnaturalizacion y elongacion se programaron segun la hoja de
datos de la Master Mix Promega GoTaq®. La temperatura de alineamiento optima fue determinada
de forma experimental, basdndose en las temperaturas sugeridas por el fabricante de los cebadores,
para asegurar la no amplificacion de regiones no especificas del material genético. Se utilizaron
controles negativos, en los cuales se sustituyé el ADN por agua ultra pura, con el objetivo de
asegurar la ausencia de contaminacion por ADN ajeno a las muestras. La tabla 2 muestra detalles

de la programacion del termociclador.
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Tabla 2: Detalles de la programacion del termociclador para la PCR del gen ITS2.

Fase N de ciclos Temperatura Duracién
Desnaturalizacion/activaci 95°C ;
) 1 10 minutos
on

Desnaturalizacion 35¢ 95°C 1 minuto
Alineamiento 35¢C 59°C 30 segundos
Elongacion 35¢ 74°C 45 segundos

Elongacion final 1 74°C 7 minutos
Espera 1 4°C Indefinida

Secuenciacién de los productos de PCR.

Se transfirieron 20 pL de los productos de PCR a una placa de 96 pozos, asignando un pozo por
muestra, la placa fue sellada usando una tira de 8 tapas en cada columna. La placa fue enviada a
la empresa coreana Macrogen Inc., en la cual se realizé la purificacion de los productos de PCR,
posteriormente se utiliz6 el método secuenciacion por electroforesis capilar en el equipo analizador
ABI 3730XL (Applied Biosystems®). Los archivos resultantes con la informacion de las
secuencias correspondientes a un solo sentido de la cadena de ADN fueron descargados del portal

web de la empresa.

Procesamiento de las secuencias.

Los electroferogramas resultantes de la secuenciacién fueron analizados con el software
SnapGene® 5.3.1. (Figura 6), en este se recortaron las bases en los extremos de las secuencias con
una puntuacion de calidad menor a 40 en el grafico Phred, ya que a partir de esta puntuacién se
tiene una certeza del 99.99% en la identificacion de cada nucleotido (Ewing y Green 1998).
Posteriormente, se revisé la definicidn de cada pico de fluorescencia, cerciorandose de que estos
no estén entrelazados o presenten picos de menor tamafio, ya que ambos fendmenos representan
incertidumbre en la lectura de la secuencia (Marquez et al. 2014). Por cada electroferograma
procesado se exporto un archivo FASTA con las secuencias finales.

20



1 Anil_Roble_E02_ITS4.ab1 (344 bases) — [m] X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

[«=] 344 base:

ﬂ\
! = LA I
f I hm 0
] (" ‘ Al |

I | ‘ ‘ ‘ i ‘ « 1“ ’\” ‘#r L . ‘ Al
:‘_': Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data Show quality values ! ;

w:h Anil_Roble_H12_ITS4.ab1 (342 bases) - E X
Elle Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

[«=] 342 baseq

3 GG CTGC TTTGG GC C C:C: BT F GCCGCGGC T CG GG G C ( C ¥ e 6L 6T C AT L L CO RO

| \
\"‘h L‘

<
f_‘; Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data Show quality values I

Figura 6: Visualizacion de los electroferogramas resultantes de la secuenciacion por electroforesis
capilar en el software SnapGene®. a) Lectura de buena calidad, con valores >40 y picos bien definidos,

b) Lectura de mala calidad con valores <40 y presencia de ruido por picos de menor tamafio. Las flechas

negras sefialan los graficos de calidad Phred.

Alineamiento de las secuencias

Una vez obtenidas las secuencias consenso, se procedié a realizar un alineamiento multiple de
secuencias (MSA por sus siglas en inglés) con el fin de poder analizar las secuencias en conjunto,
este proceso se realizd mediante la implementacion del algoritmo MUSCLE, incluido en el
software MEGA-X 10.2.2. Posterior al alineamiento, se eliminaron los huecos generados por un
solo par de bases y se recortaron los extremos de todas las secuencias, para hacer coincidir su

tamanfo.
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Analisis estadistico.

Analisis de diversidad genética.

Se utilizo el software DnaSP v6.12.03. (Rozas y Rozas, 2018) para calcular los diferentes indices

utilizados en la medicion de la variacion genética, mediante el analisis de secuencias, siendo estos:

Diversidad nucleotidica

Nei & Li (1979) definen la diversidad nucleotidica en un grupo de secuencias como el nimero
promedio de sitios nucleotidicos diferentes entre dos secuencias elegidas al azar. Se calcula

mediante formula:
7= n/(n-1) ) XiXjPij
]

n=n0mero de secuencias

7= Diversidad nucleotidica

Xi= Frecuencia de la secuencia it
Xj= Frecuencia de la secuencia jin

Pij= Diferencias nucleotidicas en cada sitio entre las secuencias i Y ji

El valor de 7 suele encontrarse entre 0.005 — 0.020, este puede variar dependiendo de factores

como el locus o la especie estudiada (Frankham et al., 2010).

Diversidad y frecuencia haplotipica

Los haplotipos son conjuntos de variaciones genéticas que se encuentran en una region definida
del mismo cromosoma y que se heredan juntas en una poblacion. A partir de los haplotipos
encontrados, se gener6 una matriz de frecuencias haplotipicas, en la cual, se agrupo cada haplotipo
segun su presencia y frecuencia en cada poblacién, asimismo, se calculo la diversidad haplotipica
(también conocida como diversidad de genes) y que se define como, la probabilidad de que dos
haplotipos muestreados al azar sean diferentes (Nei, 1987; citado en Goodall-Copestake et al.,

2012). Se calcul6 mediante la formula:
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n

- n—1 Pi
h= Diversidad haplotipica
n= ndmero de individuos en la muestra

pi= La frecuencia del haplotipo ix en la muestra

Este indice toma valores entre 0 y 1, cuando este valor se aproxima a 1, se dice que las poblaciones
tienen alta diversidad genética. Su interpretacion esta relacionada al sistema de apareamiento,

historia de vida e historia demogréafica de cada poblacién (Frankham et al., 2010).

Estructura genética.

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Esta prueba determina la existencia de una estructuracién poblacional (cuando el porcentaje de
variacion entre las poblaciones es mayor al porcentaje de variacion dentro de las poblaciones)
utilizando los estadisticos phi (&), analogos a los estadisticos F de Wright, los cuales son
calculados utilizando las frecuencias haplotipicas y el nimero de mutaciones entre haplotipos.
Estos nos muestran el grado de diferenciacion entre las divisiones de las poblaciones asociadas
con diferentes niveles jerarquicos definidos a priori: dentro de las poblaciones (®st), entre
poblaciones dentro de los grupos (®sc) y entre los grupos (Pcr) a través de un procedimiento de
permutaciones no paramétricas (Excoffier et al., 1992). Se utiliz6 el software Arlequin v3.5.2.2

para la realizacion de esta prueba (Excoffier et al., 2017).

Comparacion por pares de los indices de distancias genéticas.

El indice Fst puede ser entendido como la perdida de heterocigosidad en un locus a causa de la
existencia de una estructuracion genetica (Nei y Genetics, 1973), relacionandose de la siguiente

forma

Hr=promedio de la heterocigosis esperada en la poblacion total.

Hs=promedio de la heterocigosis esperada dentro de la subpoblacion.
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El valor de este indice es proporcional al grado de diferenciacion entre las poblaciones, tomando
el valor de 0 al no existir diferencia entre las poblaciones (Hr=Hs) y de 1 cuando cada poblacion
es totalmente diferente (Hs =0) (Pifiero et al. 2008b). Si bien la ecuacion anterior facilita la
comprension del indice, se suele utilizar la ecuacion propuesta por Weir & Cockerham (1984) para

su célculo, la cual estipula

_
P o)

2 . . AT .
Op=varianza en la frecuencia alélica entre las poblaciones
p(1-p) = varianza en el estado alélico para un alelo escogido al azar de la poblacion total.
De este modo, puede ser interpretado como la proporcion de diversidad genética en la poblacion

entera.

Por su parte Slatkin (1995) propuso el uso del Fst coalescente, el cual es un descriptor la reduccion
relativa en el tiempo de divergencia en un par de alelos o secuencias tomadas de una misma
subpoblacion versus las tomadas de la poblacién total, este equivale a

.ttt Fg
STooal ™ _(1_Fsr)

Donde t=tiempo medio de divergencia al ancestro comin de un par de alelos de la meta poblacion
total, to= tiempo medio de divergencia al ancestro comun de un par de alelos de la misma

subpoblacion.

Esta medida es especialmente (til ya que provee un indice con una probabilidad alta de describir
el patrén de la diferenciacion genética de sitios polimérficos neutrales con bajos indices de
mutacion (Whitlock, 2011).

El nimero promedio de diferencias entre poblaciones de Nei sin procesar (D) y neto (Da) permiten
el célculo de distancias genéticas utilizando Unicamente los datos de las secuencias nucleotidicas,

se calculan mediante las formulas:
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k Ky
D= m,= Z uz X1 X; By
|: J:

k= numero de haplotipos poblacion 1.
k1= nimero de haplotipos poblacion 2.
Xj1= Frecuencia del haplotipo it en la poblacion 1

Pij= Diferencias entre los haplotipos iw Y ji

m+Tr,

D= my,- >

m1=Diversidad nucleotidica poblacién 1.
m2=Diversidad nucleotidica poblacion 2.

Ambos indices se fueron calculados con el software Arlequin v3.5.2.2, siendo presentados en

formato de matriz, comparando cada sitio de muestreo.

Flujo genético

Definido como el intercambio de genes efectivo entre poblaciones (Hedrick, 2011). Se calcul6
utilizando el programa Arlequin v3.5.2.2, a partir del valor de Fsr definidos por Weir and
Cockerham (1984), tomando las suposiciones del modelo de islas, donde un namero finito de islas
0 subpoblaciones de tamafio N intercambian una fraccion m de migrantes cada generacion entre
cualquiera de las subpoblaciones y que el ratio de mutacidn u es insignificante al compararse con
m (Wright, 1949). El flujo genético se representa como M, definido como el nimero absoluto de
migrantes que comparten las poblaciones, se calcula mediante la formula:

1- Fg

M=
2F 4

Tedricamente se dice que para que una poblacion no llegue a fijacion debe llegar 1 migrante por

generacion, 6sea que, cuando M => 1 se cumple con el pardmetro de intercambio de genes para
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que la poblacion no llegue a fijacion y no actué la deriva genética, mientras que, cuando M <1 la

poblacién puede llegar a fijarse y diferenciarse por la accion de la deriva genética (Mitton, 2013).

Aislamiento por distancia

Se realizé la prueba de Mantel utilizando el programa Arlequin v3.5.2.2., esta permite comprobar
el supuesto de aislamiento por distancia descrito por Wright (1943), donde las poblaciones con un
rango de dispersion pequefio son méas similares genéticamente que aquellas poblaciones que se
encuentran mas alejadas, por lo que se espera una correlacion entre la distancia genética y la
distancia geogréafica (Meirmans, 2012). Se utilizaron dos matrices de distancia, siendo estas los
valores Fsty el indicé D de Nei, ambos calculados con anterioridad. Se utilizo el software
Geographic Distance Matrix Generator v1.2.3. (Ersts), en el cual se introdujeron coordenadas de
los distintos puntos de muestreo y con ellas el programa produjo una matriz de distancias

geograficas.

Mapa de haplotipos

Es una representacion gréfica de las diferencias existentes en los haplotipos, a través del
agrupamiento de las secuencias de ADN en un mismo veértice, el tamafio del vértice es proporcional
al niUmero de secuencias que se encuentran en su interior. Los haplotipos divergentes estan
conectados entre si mediante bordes que muestran las diferencias mutacionales que los separan de

otros vértices (Phillips et al., 2019).

El mapa de haplotipos se generd en el programa de POpART, utilizando el método Median Joining
Network (Bandelt et al., 1999). Este método cumple con la probabilidad de parsimonia, asi como
su precision y compatibilidad al realizar las uniones entre nodos o Vértices, también, es
recomendable su uso cuando hay una distancia relativa entre los haplotipos en donde puede haber

haplotipos perdidos. (Cassens et al., 2005)

Mapa filogenético

La finalidad de un mapa filogenético es mostrar la historia evolutiva del taxdn en estudio (Pefia,
2014), en este caso se utilizd el programa PhyML (Lemoine etal., 2019) disponible en
(http://www.phylogeny.fr/index.cgi), el método matematico utilizado para generar el arbol

filogenético fue descrito anteriormente.
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RESULTADOS

Extraccion y amplificacion del ADN de las muestras.

Durante la fase de campo se recolectd un total de 40 muestras, se logro la extraccion de ADN
gendémico de calidad y la amplificacion del gen ITS2 en el 100% de estas. EI fragmento ITS2

presento un tamafio de ~350 pb de bases.

Procesamiento y alineamiento de las secuencias.

Las secuencias crudas presentaron un tamafio promedio de 346 pb, se eliminaron tres muestras,
una del sitio de muestreo Laguna de las Ninfas y dos del sitio de muestro Volcan de San Vicente,
ya que no cumplieron el estandar de calidad. Se recorté un promedio de 18 pb en cada extremo de
las secuencias, ya que estos presentaron una baja calidad de lectura. Se realizé un alineamiento

multiple de secuencias y se obtuvo un tamafio final de 308 pb para las secuencias a analizar.

Indices de la diversidad genética.

Los valores de diversidad nucleotidica oscilan entre 0.0057 y 0.0124, correspondiendo a los sitios
de muestreo Cerro Verde y Volcan de San Vicente respectivamente. La diversidad haplotipica fue
alta para todas las poblaciones, llegando al maximo posible en el sitio Cascadas de don Juan, donde
cada muestra presenta un haplotipo diferente para cada individuo de la muestra, los resultados

completos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Distribucion de las secuencias segun sitio de muestreo e indicies de diversidad genética.

Sitio de muestreo n S n h Hd

Cascadas de Don Juan 4 4 0.00649 4 1.000
Laguna de las Ninfas 11 7 0.00685 7 0.872
Cerro Verde 12 5 0.00576 7 0.909
Volcan de San Vicente 10 10 0.01241 5 0.866
Total 37 17 0.01494 14 0.920

n=nlmero de secuencias, S= sitos segregantes, m=diversidad nucleotidica, h=numero de haplotipos,

Hd=diversidad haplotipica.
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Estructura genética.

Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA)

El andlisis de varianza molecular indica la existencia de estructuracion genética, ya que, el
porcentaje de variacion entre las poblaciones (56.77%) es mayor que el porcentaje de variacion
dentro de las poblaciones (43.23%). La tabla 4 muestra la suma de cuadrados, los componentes de
variacion y el p valor.

Tabla 4: Comparacion del porcentaje de variacion entre poblaciones y adentro de las poblaciones, con sus grados
de significancia.

Fuente de Variacion Suma de cuadrados Componentes de variacion Porcentaje de variacion P-valor
Entre poblaciones 84.631 1.51969 56.77470 0.001
Dentro de las 80.991 1.15701 43.22530 0.001
poblaciones
Total 165.622 2.67670

Comparacion por pares de los indices de distancias genéticas.

Al comparar los valores Fst entre sitios de muestreo, se observa un valor Fsr bajo entre las
Cascadas de Don Juan, la Laguna de las Ninfas y el Cerro Verde, indicando que, entre estas
poblaciones, la diferenciacion genética es baja y que ninguna de estas presenta fijacion. En cambio,
las comparaciones de los valores Fst de la poblacion de San Vicente con el resto de poblaciones
muestran valores Fst altos, mostrando una diferenciacién clara de las poblaciones de occidente
con la poblacion de San Vicente. El grado de diferenciacion y su significancia estadistica se
presentan en la figura 7(a). De manera similar, los valores de Fsrcoar muestran una tendencia
similar, denotando un tiempo relativo de coalescencia mayor en las comparaciones de la poblacion
del Volcéan de San Vicente con las poblaciones de occidente, estas Ultimas muestran un tiempo
relativo de coalescencia nulo, comportandose como una sola poblacion, la matriz grafica se

presenta en la figura 7(b).

28



cC
LN

0.018 0
LN
cv cv
0 0 0.059 0
cv
cc SV
0.018 0
X
E— | B |
-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1 0.0 05 1.0 15 2.0

Figura 7: a) Representacion grafica del FST por pares de poblaciones, b) Representacion grafica
de FST coalescente por pares de poblacién. CC= Cascadas de Don Juan, LN= Laguna de las Ninfas,
CV= Cerro Verde. SV= San Vicente. a) y b) El color azul del grafico representa un valor alto de Fsry
Fstcoal, respectivamente. a) Las X en los cuadros indican que el p-valor fue no significativo para esa

poblacion.

La figura 8 muestra una matriz compuesta, calculada con el namero promedio de diferencias entre
poblaciones de Nei. En la diagonal central se muestra la variabilidad dentro de las poblaciones,
siendo las poblaciones del Volcan de San Vicente y de la Laguna de las Ninfas las que poseen
mayor diversidad, el triangulo superior muestra la variabilidad entre las poblaciones. La poblacion
del Volcan de San Vicente aporta nuevamente el mayor porcentaje de variabilidad, seguida por la
Laguna de las Ninfas. En el tridngulo inferior se muestran las distancias de Nei (D), confirmando
una vez mas el mismo patrdn visto con anterioridad, la poblacion del volcan de San Vicente esta
mas distanciada del resto de poblaciones, y las poblaciones de occidente presentan un

distanciamiento despreciable.
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Figura 8: Representacion gréafica de las distancias de Nei netas entre poblaciones (en verde), dentro
de las poblaciones (en rojo) y la Distancia de Nei (en azul). CC= Cascadas de Don Juan, LN= Laguna
de las Ninfas, CV= Cerro Verde. SV= San Vicente.

Flujo genético.

Las poblaciones del occidente del pais muestran un mayor nimero de migrantes entre ellas que
con la poblacidn del volcan de San Vicente, como puede observarse en la tabla 5. Debido a la baja
diferenciacion genética entre la poblacion de las Cascadas de Don Juan'y el Cerro Verde, las cuales

presentaron un valor Fst negativo, no fue posible calcular un nimero exacto de migrantes.
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Tabla 5: Valores FST y nimero de migrantes (M) entre poblaciones.

Poblaciones

Cascadas de don Juan
Cascadas de don Juan
Cascadas de don Juan
Laguna de las Ninfas
Laguna de las Ninfas

Cerro Verde

Laguna de las Ninfas
Cerro Verde
Volcéan San Vicente
Cerro Verde
Volcan San Vicente

Volcéan San Vicente

Aislamiento por distancia

Fst
0.02
-0.02
0.66
0.06
0.66
0.68

M
27.26
Indefinido
0.26
8.34
0.26
0.23

Los gréficos resultantes muestran una fuerte correlacion entre las matrices de distancias genéticas

(valores Fsty promedio diferencias 7 entre las poblaciones) y la matriz de distancia geografica,

con valores R?= 0.98 para los valores Fst y R?>=0.96 para los valores 7, en ambos se observo

significancia estadistica. La figura 9 muestra los graficos de la prueba.
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Figura 9: Graficas de la prueba de Mantel. a) Relacion entre los indices de fijacion Fsr y la distancia

geogréafica. b) Relacion entre la Distancia de Nei D y la distancia geografica.

Mapa de haplotipos

El mapa de haplotipos evidencia la estructuracion genetica de las poblaciones estudiadas. En el
lado izquierdo del mapa se muestran los nueve haplotipos pertenecientes a las poblaciones del
occidente del pais, con un alto grado de interconexion y similitud, teniendo en promedio un salto
mutacional de diferencia entre ellos. Las poblaciones de la Laguna de las Ninfas y el Cerro Verde
presentaron cada una dos haplotipos privados, la poblacion de las Cascadas de don Juan Comparte
sus haplotipos con las poblaciones anteriormente mencionadas, el mapa también sugiere la
existencia de tres haplotipos no muestreados, los cuales ayudan a explicar la interrelacion de estas
poblaciones. El lado derecho del mapa muestra los 5 haplotipos pertenecientes al Volcan de San
Vicente, siendo estos exclusivos de esta poblacion en su totalidad, el haplotipo 13 muestra un
distanciamiento notable al resto, presentando en 6 mutaciones respecto al haplotipo 12. EI mapa
de haplotipos se muestra en la figura 10. La composicion y frecuencia de los haplotipos se muestra

en los anexos 3y 4.

Cascadas
Laguna

Cerro Verde

ceoe

San Vicente

Figura 10: Mapa de los haplotipos identificados, los cortes perpendiculares en la unién de vértices
representan el nimero de saltos mutacionales entre estos, los vértices negros representan haplotipos no

muestreados, se especifica el tamafio relativo de los nodos y el color en el que se representa cada poblacion.
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Arbol filogenético.

El arbol filogenético obtenido (figura 11) confirma el patron observado en el mapa de haplotipos,
separando a los haplotipos en dos ramas. En la superior, se muestran las secuencias de cuatro de
los cinco haplotipos presentes en el Volcan de San Vicente (Haplotipos 10, 12, 13 y 14), mientras
que en la rama inferior se muestran las secuencias de los haplotipos pertenecientes a las
poblaciones del occidente del pais (Haplotipos del 1 al 9) y del haplotipo 11 de San Vicente. El
largo de las ramas nos muestra como las diferencias dentro de la poblacion de San Vicente es

mayor al resto de poblaciones, confirmando lo observado en la figura 8.
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Figura 11: Arbol filogenético de los individuos muestreados realizado con el método de maxima

parsimonia y el modelo de mutacién HKY85, los corchetes indican los haplotipos a los cuales pertenecen

las secuencias, los nimeros en verde muestran el porcentaje de confiablidad en la colocacion de cada rama.
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DISCUSION

indices de diversidad genética.

Diversidad nucleotidica y haplotipica.

Los valores de diversidad nucleotidica de la region 1TS2 en Quercus skinneri Benth. variaron
considerablemente entre las diferentes poblaciones. La poblacién del Cerro Verde presento el valor
mas bajo de diversidad nucleotidica, lo que podria explicarse por el alto grado de intervencién
humana en el sitio, declarado como turicentro del Instituto Salvadorefio de Turismo en el afio 1955,
siendo este el Unico sitio de muestreo con estas caracteristicas (Ministerio de Medio Ambiente y
Recursos Naturales, 2004). Las intervenciones antropogénicas en la estructura y composicion del
paisaje pueden afectar negativamente la diversidad genética de una poblacion como lo demuestra
Soares et al. (2019).

Los haplotipos presentes en las Cascadas de don Juan estan presentes en las poblaciones del Cerro
Verde y de la Laguna de las Ninfas, por lo que cobra sentido el valor medio de diversidad

nucleotidica que presenta esta poblacion.

La mayor diversidad nucleotidica se encontrd en la poblacion del volcan de San Vicente, que, a
pesar de ser la poblacion mas aislada, presenta un valor de n=0.0124, aproximadamente el doble
que la media del resto de poblaciones, teniendo también las secuencias mas disimiles entre si (ver
figura 7). Aclarando que la region ITS2 es una region neutral, por lo que no es posible realizar
analisis demogréaficos a partir de esta, sin embargo, la alta diversidad presente en esta poblacion
podria ser explicada mediante el fenomeno conocido como “sobre dominancia asociativa”, el cual
permite el mantenimiento de una alta diversidad genética en poblaciones pequefias y/o
fragmentada (Pamilo et al., 1998) en contradiccién de la deriva génica. Estudios realizados por
Schou et al. (2017) y Fraser (2017) encontraron que la dominancia asociativa es especialmente
efectiva manteniendo la diversidad genética cuando las poblaciones pasan por un evento de cuello

de botella, para luego recuperar su tamario rapidamente.

Dicha observacion es compatible con las condiciones especificas del volcan de San Vicente, el
cual ha sido afectado por erupciones propias y de volcanes vecinos, como la erupcion de la caldera
Ilopango en el afio 431 e.c. (Major et al., 2001); ya que, a pesar de estas condiciones reducirian la

35



poblacion de Q. skinneri presente en el sitio, estas podrian mantener su diversidad genética por
medio de la dominancia asociativa, y la identidad de sus haplotipos como consecuencia del

aislamiento geogréfico al que se somete esta poblacion.

A nivel general, el valor de diversidad nucleotidica fue de n=0.0149, siendo éste mayor a los
presentes en Q. ilex L. y Q. coccifera L. para la misma region genética (Simeone et al., 2013),
estos presentaron valores de n=0.01022 y n=0.00595, respectivamente. En este, los autores
analizaron un arbol por sitio, ubicando los sitios en un amplio rango geografico, incluyendo a
Italia; Croacia, Marruecos, Espafia e Israel para Q. ilex L. y a Italia, Croacia, Turquia, Portugal e

Israel para Q. coccifera L.

Estructura genética.

El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) confirma, con un valor p de 0.001, la existencia de
una estructuracién genética, indicando que el 56.77% de la variacion en Q. skinneri Benth. se debe

a diferencias entre las poblaciones.

Las comparaciones por pares de los valores de Fst, mostraron una diferenciacion genética
significativa entre la poblacion de San Vicente con las del occidente del pais, reportando valores
altos (entre 0.657 y 0.680), distanciando asi a esta poblacion del resto. Datos similares de
diferenciacion fueron reportados para poblaciones de Q. gilva Blume. distribuidas en Japon y
Taiwén, con valores Fst de 0.668 y 0.780, respectivamente, los autores consideran que estos

valores representan una alta diferenciacion entre las dos poblaciones (Sugiura et al., 2015).

Por el contrario, las poblaciones de las Cascadas de don Juan, Laguna de la Ninfas y Cerro Verde
presentan valores Fst bastante bajos entre si (de -0.022 a 0.056), denotando la ausencia de una
diferenciacion genética importante entre estas. Estos valores bajos se asemejan a los observados
en poblaciones de otras especies del género con una distribucidn geogréafica continua, como en Q.
liaotungensis Camus. (Fst=0.033), Q. variabilis Blume. (Fst=0.063), Q. robur L. (Fst=0.080) y
Q. mongdlica Fisch. (Fst=0.077) (Shi et al., 2017; Guo et al., 2021).

En el caso del género Quercus, cuyo principal método de dispersion es aneméfilo, se entiende
como migrantes o migracion al flujo de genes mediado por la dispersién del polen entre

poblaciones diferentes, en donde, los padres logran reproducirse efectivamente (Ashley, 2021).
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Varios estudios han demostrado que en poblaciones fragmentadas de tamafio reducido e incluso
en poblaciones de bosques continuos los mecanismos reproductivos en este género favorecen la
fertilizacion por polen de individuos pertenecientes de afuera de sus fragmentos y no de individuos
vecinos (Craft y Ashley 2010; Ortego et al. 2014).

La estructuracion observada en este estudio coincide con los valores de flujo genético observados
(tabla 5), tomando, para las poblaciones del occidente del pais, valores entre 8.34 y 27.26. Estos
son aun mayores que los valores reportados en Q. potosina (3.76), Q. crassifolia (6.7) Q.
Liaotungensis (11.2); estudios que fueron realizados en poblaciones continuas donde se identificd
alta conectividad por flujo genético (Alfonso-Corrado et al., 2004; Gorgonio-Ramirez et al., 2017;
Guo etal., 2021), por lo tanto, la poblacion de occidente de Q. skinneri presenta un
comportamiento similar a los estudios previamente mencionados. Debido a esto, se considera que
las poblaciones de las Cascadas de Don Juan, Laguna de las Ninfas y Cerro Verde, forman una

sola poblacion desde el punto de vista genético.

El andlisis de Fst coalescentes confirma lo anteriormente dicho, ya que, nos muestra como el
tiempo relativo de coalescencia entre la poblacion del volcan de San Vicente y las poblaciones de
occidente es mas de 30 veces mayor con respecto a los tiempos relativos de coalescencia entre las
poblaciones del occidente del pais. Esto nos indica la existencia de divergencia genética entre la
poblacion de San Vicente con el resto de poblaciones del pais, debido a la separacion de estas
poblaciones en un tiempo remoto, y a la vez confirma que las tres poblaciones del occidente del
pais se comportan como una sola poblacion. Lo anterior podria deberse a la falta de conectividad
que tiene este volcan con otras elevaciones de importancia, en las que se den las condiciones
adecuadas para la presencia de Q. skinneri, siendo las elevaciones méas cercanas el volcan de San
Salvador, ubicado a 47 km al occidente, y la cordillera Tecapa - Chinameca, ubicada a 40 km al

oriente.

Buschbom et al. (2011) determino que en poblaciones fragmentadas de Q. robur, al menos el 35%
de los arboles fueron fecundados por polen proveniente de otros fragmentos, ubicados a 80 km de
distancia. Un estudio similar, identifico la dispersion de polen a una distancia de 30 km en Q. ilex
(Hampe et al., 2013). Esta forma de dispersion a larga distancia propicia el flujo genético entre
poblaciones, ayudando a mantener la interconectividad en las poblaciones fragmentadas y por lo

tanto, su integridad genética (Ashley et al., 2015). Una de las caracteristicas mas distintivas de Q.
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skinneri Benth., es que posee bellotas de gran tamarfio, lo que, al igual que con otras especies de
robles con bellotas grandes, limita la dispersion de estas a pocos metros de distancia (Alfonso-
Corrado et al. 2004), por lo que en esta especie, el polen toma mayor importancia en la dispersion
del material genético (Dow y Ashley, 1998). Esto concuerda con la homogeneidad y flujo genético
observado en las poblaciones de occidente, no obstante, los datos reflejan un flujo genético nulo
entre las poblaciones de occidente con la poblacion de San Vicente, por lo que, la distancia
geogréfica entre estas parece limitar la eficacia en sus estrategias reproductivas. La prueba de
Mantel indica una alta correlacion entre las distancias genéticas y la distancia geografica entre las
poblaciones de Q. skinneri Benth, incluidas en este estudio (R?= 0.98 para los valores Fst y

R?=0.96 para los valores 7).

Nos encontramos con el hecho que la poblacion de San Vicente es una poblacion pequefia,
reproductivamente aislada de la poblacién de occidente y que se ha mantenido genéticamente
aislada de esta por un tiempo significativo, como demuestran los valores de Fst coalescentes. Con
esto, podemos suponer que se han dado las condiciones adecuadas para que la deriva genética
tenga un efecto significativo en la estructura genética de esta poblacion, mediante la fijacion de
nuevos haplotipos. Lo anteriormente explicado puede observarse de forma gréfica en el mapa de
haplotipos y arbol filogenético (figuras 8 y 9), donde la poblacién de San Vicente se separa
claramente del resto, dado que todos sus haplotipos son privados, demostrando que ha transcurrido

el tiempo suficiente para que las mutaciones hayan llegado a fijarse.

De igual forma podemos observar que el haplotipo 11 (individuo SV2) guarda mayor similitud
genética con el haplotipo 7, presente en la Laguna de las Ninfas, que con los demas haplotipos del
Volcéan de San Vicente, esto evidencia la existencia de un flujo de genes en el pasado entre estas

poblaciones, 0, que ambas poblaciones descienden de una misma poblacién ancestral.

Considerando el origen septentrional del género, la riqueza de la seccion Lobatae en la region
mesoamericana, y la distribucion actual de Q. skinneri, como se muestra en la figura 2, tiene
sentido suponer que las poblaciones de este estudio se originaron en la Sierra Madre de Chiapas,
al noroeste del pais, y que la estructuracion genética observada puede ser explicada por la
interconexion de la zona occidental con la Sierra Madre de Chiapas, y el aislamiento geogréafico

del VVolcan de San Vicente con respecto a esta, ademas, de la destruccion de bosques primarios en
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nuestro territorio, causando una mayor fragmentacion en los robledales propios de EI Salvador
(Lauer, 1954; Major et al., 2004; Dull, 2008)
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CONCLUSIONES

El valor total de diversidad genética en la region ITS2 de las poblaciones de Quercus skinneri
Benth. analizadas en el presente estudio fue mayor al reportado para las especies de distribucion
templada Q. ilex L. y Q. coccifera L. A nivel local, la poblacion presente en el volcadn de San
Vicente mostro ser la poblacion con el valor de diversidad genética mas alto y el mayor numero

de haplotipos privados.

Las poblaciones Cascadas de Don Juan, Laguna de las Ninfas, y Cerro Verde, ubicadas al occidente
del pais, se comportan como una sola poblacion desde el punto de vista genético, existiendo una
conectividad reproductiva entre ellas. Esto puede explicarse por la polinizacién anemofila a larga

distancia que presenta el género, y la cercania geogréafica entre las poblaciones.

La diferenciacion genética de la poblacion de San Vicente, con respeto a las poblaciones de
occidente, esté relacionada directamente con su distanciamiento geogréafico, como muestra la
prueba de Mantel, el cual impide la conectividad reproductiva entre estas poblaciones. Sin
embargo, se puede observar la existencia de haplotipos cercanos entre las poblaciones del VVolcan
de San Vicente y La Laguna de las Ninfas, lo que podria indicar que, en tiempos pasados, pudo
haber existido conectividad entre estas poblaciones, o, en su defecto, que ambas poblaciones

descienden de una misma poblacion ancestral.

Desde el punto de vista filogenético, individuos de Q. skinneri Benth. estudiados se dividen en dos
grupos. Esto se corresponde con la estructuracion genética inferida de los indices Fst. Fst coal, Da
y con lo observado en el mapa de haplotipos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de la region ITS2 para el estudio de diversidad y estructura genética en
especies vegetales, ya que evidencia patrones a escala intraespecifica en poblaciones distribuidas
en un espacio geografico reducido.

Los valores reportados en este estudio representan Gnicamente a individuos adultos, por lo que se
recomienda realizar estudios genéticos que incluyan plantulas para poder determinar el flujo

genético actual y el estado genético de las futuras generaciones.

Adicionar el uso de marcadores moleculares no neutrales, que permitan la realizacion de analisis
para conocer la historia demogréafica de las poblaciones, asi como, si estas estan sometidas a

diferentes presiones adaptativas.

Realizar un estudio mas amplio en el que se incluyan poblaciones de la zona oriental del pais, que
puedan dar una explicacién mas completa al patron genético observado en este estudio, y que,

ademas, incluya el analisis morfoldgico y fenologico de la especie.

En la actualidad, se considera que la conservacion de la diversidad biologica inicia desde el
componente genético, por lo que, la poblacion de Quercus skinneri Benth. presente en el volcan
de San Vicente es de importancia prioritaria para la conservacion de la especie, ya que no sélo
contiene la mayor diversidad genética observada en este estudio, sino que también, es Unica para

esta poblacion.

Debido al poco conocimiento del género Quercus en nuestro pais, la gran variabilidad morfol6gica
que presenta Q. skinneri Benth., asi como, otras especies cercanamente emparentadas del grupo
Acutifoliae a lo largo de su distribucion y los complejos patrones evolutivos que caracterizan al
género; es importante considerar la posibilidad que la diferenciacion genética de la poblacion del
Volcan de San Vicente sea evidencia de la existencia de otra especie de este grupo en El Salvador,
por lo que se recomienda llevar a cabo estudios genéticos con el objetivo de diferenciar e identificar

las especies presentes en El Salvador.
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ANEXOS.

Anexo 1: Protocolo de extraccion

1)
2)

3)
4)
5)

6)
7)
8)
9)

Colocar 50 mg de tejido seco pulverizado en un tubo para microcentrifuga de 2 ml.
Agregar 1 ml de buffer de extraccion al tubo, mezclar con vortex e incubar a 60°C

durante 30 minutos.

Agregar 700 pl de CI (24:1), mezclar hasta emulsionar.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos.

Retirar ~650 ul del sobrenadante, colocar en un nuevo tubo y agregar 500 ul de Cl,
mezclar hasta emulsionar.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos.

Retirar ~550p1 del sobrenadante y colocar en un nuevo tubo de 1.5ml.

Agregar 1 volumen de isopropanol, mezclar y centrifugar a 8,000 rpm durante 5 minutos.

Enjuagar con etanol 70° dos veces y dejar secar por 1 hora.

10) Re suspender en 50-200ul de agua ultra pura.

Anexo 2: Electroforesis de comprobacion de calidad en gel de agarosa.

a)

T — — —— — — — —

=

Electroforesis para la comprobacion de la calidad del ADN gendmico extraido de las

muestras foliares. b) Electroforesis de productos de PCR de la region ITS2.
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Anexo 3: Posicionamiento y cambios en la secuencia de los 14 haplotipos detectados a nivel

general.

Sitios polimérficos, gen ITS2

Ndmero de par de base 22 46 60 67 71 89 92 121 124 154 155 158 159 189 192 207 225

Haplotipo 1 T G A G G A C G G A T G A C G G A

Haplotipo 2 . . . . . G . . . . . . . . . . G

Haplotipo 3 . . . . . G . . . . . . . . . A G

Haplotipo 4 . . G . . G . . . . . . . . . . G

Haplotipo 5 . . . . . G

Haplotipo 6 . . G . . G A

Haplotipo 7 . . G . . G . . . G @ A

Haplotipo 8 . . . . . G A G

Haplotipo 9 A

Haplotipo 10 C G A A G C A G

Haplotipo 11 G G @ A

Haplotipo 12 c G G C A G

Haplotipo 13 c A . A A G T G C A G A A

Haplotipo 14 c . . . A G A A G C A G

Anexo 4: Frecuencia de haplotipos por sitio de muestreo.
Frecuencia haplotipica por sitio de muestreo
Sitio de muestreo Ly Lagupa i s Cerro Verde VOICE_‘” tls S Total
Juan Ninfas Vicente

Haplotipo 1 1 1 2 - 4
Haplotipo 2 1 2 3 - 6
Haplotipo 3 1 1 1 - 3
Haplotipo 4 1 4 2 - 7
Haplotipo 5 - 1 1 - 2
Haplotipo 6 - 1 = - 1
Haplotipo 7 - 1 - 1
Haplotipo 8 - - 2 - 2
Haplotipo 9 - - 1 - 1
Haplotipo 10 - - - 3 3
Haplotipo 11 - - - 1 1
Haplotipo 12 - - - 2 2
Haplotipo 13 - - - 2 2
Haplotipo 14 - - - 2 2
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