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RESUMEN

Los impactos genéticos de la fragmentacion de las poblaciones dependen, entre
otros factores, del flujo de genes. Con un flujo restringido de genes, la fragmentacion
aumenta la probabilidad de homocigosis y la pérdida de la diversidad genética. Estas
poblaciones involucran algunas especies como el Quercus humboldtii (roble). Para
estimar los niveles de diversidad genética en 120 individuos de cuatro poblaciones
en el Macizo Colombiano (Andes Colombianos) se utilizaron seis cebadores de
marcadores RAPDs. Se obtuvo un total de 123 loci en todas las poblaciones,
122 de los cuales fueron polimorficos. La diversidad genética fue de 0,4583 y el
valor del estadistico de estructura genética (G,) fue de 0,1616 con un valor de
flujo genético de 2,58. Basados en los resultados, se indica que existe un grado
de estructuracion genética entre las poblaciones y que para el mantenimiento y
la conservacion del germoplasma se recomienda: Si el objetivo es conservar una
unidad panmictica, se requiere generar corredores biologicos; pero si se quiere
mantener la actual diferenciacion no habria necesidad de la creacion de los mismos
pero Si de planes de reforestacion locales.
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ABSTRACT

Genetics impacts of fragmentation in populations depend, among other
factors, of gene flow. With a restricted gene flow, fragmentation increases
the probability of homozygosity and the loss of genetic diversity. These
populations involve some species such as Quercus humboldtii (oak). To
measure the levels of genetic diversity in 120 samples from 4 different
populations in the Colombian Andean region (Macizo Colombiano), Six
primers of RAPDs markers were used. A total of 123 loci were obtained in
all the populations, 122 of them were found to be polimorphic. The genetic
diversity was of 0.4583 and the statistic value of genetic structure (G,) was
of 0.1616 with a genetic flow value of 2.58. Based on the results, it was
underlined that there is a level of genetic structuration among the populations
and for its sustenance and preservation of germplasm, it is reccomended: if
the objective is to keep a panmictic unit, it is required to generate biologic
corridors; but if it is required to maintain the current differentiation it wont
be necessary the creation of these corridors but the creation of plans of
local reforestation.

RESUMO

Os impactos genéticos da fragmentacao das populagGes dependem, entre
outros fatores, do fluxo de genes. Com um fluxo de genes restringido, a frag-
mentagado aumenta a probabilidade de homozigose e a perda da diversidade
genética. Estas populagées envolvem algumas espécies como 0 Quercus
humboldtii (carvalho). Para estimar os niveis de diversidade genética em 120
individuos de quatro populagées no Macizo Colombiano (Andes Colombia-
nos), se empregaram Seis primers marcadores RAPDs. Obteve-se um total
de 123 loci em todas as populagées, 122 das quais foram polimorficas. A
diversidade genética foi de 0,4583 e o valor do estatistico de estrutura ge-
netica (Gg,) foi de 0,1616 com um valor de fluxo genético de 2,58. Baseado
nos resultados sugere-se que existe um grau de estruturagdo genetica entre
as populagoes, e para manter e conservar 0 germoplasma recomenaa-se
conservar uma unidade panmitica, o qual requer a geracdo de corredores
biologicos ou pelo menos para manter a atual diferenciagdo, precisa-se de
planos de conservacao de dreas naturais locais.

INTRODUCCION

El Macizo Colombiano es una extensa region del sur occidente de Colombia
que por su ubicacion estratégica retine una serie de condiciones bioldgicas,
hidricas y geograficas que la hacen importante. En términos bioldgicos, es
una zona reconocida por la diversidad de ecosistemas y la gran diversidad a
nivel de especies representada en diferentes grupos biologicos. En términos
hidricos, en ella se encuentra la estrella hidrografica donde nacen rios tan
importantes como Magdalena, Cauca, Caqueta, Putumayo y Patia y por
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Gltimo, en términos geograficos, es precisamente en
esta zona donde la cordillera de los Andes después de
atravesar todo Surameérica se divide en tres ramales,
situacion que genera aislamiento y este a su vez
innumerables consecuencias bioldgicas. Por estas
razones, el Macizo Colombiano es una extensa zona
estratégica que necesita ser estudiada para garantizar
Su conservacion.

Quercus humboldtii (roble), pertenece a la familia de las
Fagaceas, su polinizacion es 100% por el viento y sus
semillas son dispersadas por roedores, la gravedad o
aves como el pajaro carpintero [1]. El roble, presenta
una amplia distribucion en la zona andina, donde
dominan las vertientes internas de las tres cordilleras
entre los 1.600 y los 3.000 m.s.n.m [2,3,4,5,6,7,8].
Se desarrolla a una temperatura entre 10 y 17 °C, con
una precipitacion de 1.300 a 3.000 mm/ano. Su amplia
distribucion altitudinal trae como consecuencia que
la especie muestre evidentes cambios morfoldgicos.
Esta gran variabilidad morfologica es responsable
de que en el pasado se hayan descrito 7 especies
del género Quercus en Colombia (Q. humboldtii H &
B; Q. tolimensis H & B; Q. almaguerensis H & B; Q.
lindenii De Candolle; Eritrobalanus (Quercus) duqueana
Schwartz; Q. colombiana Cuatrecasas y Q. boyacensis
Cuatrecasas). Sin embargo, Miller [9] en la revision
del género Quercus reconoce para Colombia solo
la especie Quercus humboldtii, agrupando en ésta
las anteriormente descritas. Posteriormente, esta
agrupacion fue ratificada por estudios morfologicos y
moleculares [10].

Q. humboldtii, es una especie endémica de Colombiay
esta catalogada en el libro rojo de plantas maderables de
Colombia, como vulnerable (VU) [11]; esta categoria se
asigna porque la especie tiene una extension nacional
inferior a 20.000 km2, un area de ocupacion inferior
a 2.000 Km., una poblacion de individuos maduros
menor a 1000, esta presente Gnicamente en 10
localidades y presenta una reduccion obvia (observada,
estimada, inferida o sospechada) en los Gltimos 10
anos o de tres generaciones, mayor al 50%. En nuestro
estudio realizado en los municipios de Almaguer y la
Vega, considerada una localidad tipo, en razon a la
determinacion del Q. almaguerensis encontrado en esta
region del Macizo colombiano, se realizo un censo en
nueve (9) veredas dentro de las cuales se encontraron
cuatro (4) poblaciones de roble y se evidencio la

fragmentacion de su habitat por la deforestacion para
la utilizacion de la madera y las actividades agricolas
de sus pobladores.

El conocimiento de la cantidad y distribucion de la
variacion genética dentro y entre poblaciones es
fundamental para la conservacion de los recursos
genéticos por varias razones: primero, el cambio del
medio ambiente es un proceso continuo y se espera
que especies con una alta diversidad genética, puedan
adaptarse mejor a las condiciones adversas y segundo,
conociendo la diversidad genética de las especies, se
pueden realizar procesos de repoblamiento antes que
desaparezcan. De otro lado, la diversidad genética
esta en funcion de la distancia geografica, es decir,
las poblaciones ampliamente separadas, estaran
mas diferenciadas que las poblaciones mas cercanas
geograficamente y en poblaciones fragmentadas,
la diversidad genética serd menor dentro de los
fragmentos, como se ha demostrado en varias especies
tropicales [12]. Existen otros factores que inciden en
el comportamiento genético de las especies, como por
ejemplo: el sistema reproductivo que controla como los
gametos se unen para formar la progenie, la dispersion
de esta progenie, la variacion en el conjunto de genes,
la organizacion de esta variacion en genotipos, la
distribucion espacial de estos genotipos, eventos al azar,
y el proceso de crecimiento, mortalidad y reemplazo que
van a originar poblaciones futuras [1,13].

Los marcadores RAPD (Polimorfismo de ADN
amplificados al azar) [14], han sido utilizados para
conocer la diversidad genética de las especies, porque
pueden originar informacion de un gran numero de
loci. Estudios anteriores en otras poblaciones de Q.
humboldtii en areas protegidas utilizando esta técnica
molecular han revelado niveles de diversidad y estructura
genética similares o superiores a otras especies de roble
de climas templados [15]. Fernandez y Sork [16,17],
utilizando marcadores microsatélites, encontraron que
como consecuencia de la fragmentacion de los bosques
de roble se altera el flujo de polen, razon por la cual se
puede ver afectada la diversidad genética al cabo de
pocas generaciones.

En el presente estudio, marcadores genéticos RAPDSs,
se utilizaron para determinar la variabilidad y la
estructura genética de cuatro poblaciones naturales
de Q. humboldtii ubicados en la region del Macizo
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Colombiano. Los resultados pueden ser utilizados para
proveer algunas recomendaciones en la elaboracion de
estrategias de conservacion y cultivo en esta especie.

METODO

La region de estudio comprende nueve veredas de la
region del Macizo Colombiano: La Zanja, Dominguillo,
Guambial, Rifonada, Buenavista, El Jordan, Julian,
Ledezma y Chorrillos donde se encontraron cuatro
poblaciones de Q. humboldtii en bosques fragmentados,
ubicados en las veredas de la Rifonada, Buenavista, la
Zanja y el Jordan.

Se seleccionaron cuarenta arboles de cada poblacion,
los cuales fueron marcados con placas de aluminio,
Se corto una hoja joven de cada arbol y se enfrio en un
contenedor de nitrégeno liquido para transportarlas al
laboratorio, donde se realizaron los estudios genéticos.

Aislamiento de ADN: EI ADN total fue extraido de cada
individuo macerando la muestra det tejido en nitrdgeno
liquido, siguiendo las instrucciones del Kit de Quiagen
(Dneasy plant Mini Kit, cat No.69104) para la extraccion
de ADN de plantas, con la cual se obtuvo el ADN
observado en un gel al 0,8% de agarosa, tefiido con
bromuro de etidio, luego se llevo a una concentracion
final de 5 ng/ul para la reaccion de PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) y se guardd a—80 °C para el
analisis posterior de variabilidad genética.

Técnica RAPDs: Las reacciones de PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) se llevaron a cabo utilizando
6 cebadores reportados como polimorficos para Q.
humboldtii [15], con las siguientes condiciones: un
volumen final de 25 ul con 2,5 ul de buffer para PCR
10X que contenia 2mM de MgCl,, 0,25 mM de dNTPs,
0,8 uM de cebador, 1 U de Taq polimerasay 5 ul de ADN.

La PCR se realiz en un termociclador PTC-100
(MJ Research Inc) siguiendo el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos,
alineamiento a 38°C durante 30 segundos, extension
a 72°C durante 1 minuto, seguido por 40 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, una
extension final a 72°C por 5 minutos, seguido por un
enfriamiento a 4°C.

Los productos de la amplificacion fueron ubicados
en geles de agarosa al 1,5% tenidos con bromuro de
etidio y para determinar el tamario de los loci se utilizo
un marcador de peso molecular Generuler DNA ladder
Mix de Fermentas. Los geles fueron visualizados en un
transiluminador con luz ultravioleta y fotografiados para
su lectura posterior.

Analisis de los datos

A partir de los geles, se realizo una matriz de presencia
(1) y ausencia (0), con la cual se calculd la diversidad
genética en términos de Indice de Shannon, estructura
genética en términos de GST, identidad genética
y distancia genética de Nei [18], con el método
UPGMA, estructura poblacional en términos de 0,
diversidad genética [19], analisis multidimensional de
correspondencia multiple (AMC), utilizando para ello el
programa TFPGA [20].

Para complementar los analisis de estructura genética
se realizaron analisis de agrupamiento a partir de
matrices de similitud. Con la matriz de datos presencia/
ausencia se calculo el indice de similitud desarrollado
por Dice [21] y adaptado por Nei y Li, [22], para datos
moleculares. Las matrices y los dendrogramas de
similitud fueron calculados utilizando los programas
Tools for population genetic analyses (TFPGA) 1.3. [20].

RESULTADOS

Con los seis cebadores evaluados se obtuvo 122 loci
con un rango de tamanos entre 300 a 3000 pb y un
nimero promedio de bandas por cebador de 20,5. El
porcentaje promedio de loci polimorficos para las cuatro
poblaciones de Q. humboldtii fue de 99,18% (Cuadro 1).
La diversidad genética total para todos los loci

Cuadro 1. Cebadores utilizados y namero de loci producidos en Quercus
humboldtii (n1=40)

Bandas Bandas polimérficas
Cebadores totales (Criterio del 95%)
X20 20 20 (100%)
01 24 24 (100%)
V12 21 21 (100%)
R7 36 36 (100%)
AK10 18 17 (94.4%)
Q17 4 4 (100%)
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Cuadro 2. Variabilidad genética dentro de las poblaciones de Q.
humboldtii en la region del Macizo Colombiano, detectada por andlisis
de marcadores RAPD.

.. |Indice de | Heterocigocidad esperada
Pablacion | o 2nnon (Nei 1978)
Zanja 0,3776 0,1876
Mina 0,3824 0,1856
Buenavista | 0,3861 0,1787
Rifionada 0,3876 0,1962
Total 0,4583 0,2042

Cuadro 3. Valores de distancia genética no sesgada de Nei (1978), entre
parejas para las cuatro poblaciones de roble.

Poblacion | Zanja | Mina | Buenavista | Rifionada
Zan]a *kkk*k

Mina 0,0398 | ***x*

Buenavista | 0,0449 | 0,0333 | *****

Rinonada 0,0355 | 0,0355 | 0,0338 Forwwx

considerando como una sola unidad panmictica a las
cuatro poblaciones fue de 0,4583. Para cada poblacion,
los valores de diversidad genética oscilaron entre
0,3876 para la poblacion de la Rinonada, y 0,3776
para la poblacion de la Zanja (Cuadro 2). Se observa
que la diversidad genética total es mayor que el rango
en que esta la diversidad por poblacion. Esto puede
ser un indicador de estructura poblacional, es decir a
pesar de que los valores de diversidad por poblacion
son similares, existen diferencias en las frecuencias de
los alelos de los loci estudiados.

Para confirmar lo anterior, se hizo un analisis de
estructura poblacional, estimando el valor de valor de 6
como 0,1373 + 0,0202. Debido a que el error estandar
es bajo se espera que los valores de 0 por parejas
oscilen alrededor de este valor. Considerando las cuatro
poblaciones, el valor estimado del G, fue de 0,1616,
y el nimero estimado del flujo de génico fue de 2,58.
Estos valores intermedios indican que efectivamente
existe un grado significativo de estructuracion y por lo
tanto, no se pueden considerar las cuatro poblaciones
como una sola unidad poblacional (Cuadro 3).

Se construyd un dendrograma con el método UPGMA,
basado sobre la distancia genética de Nei (Figura
1), en el cual se reporta una mayor similitud entre
las poblaciones de Mina y Buenavista, quedando
organizadas en un mismo grupo y estas dos a su vez,

Figura 1: arbol de distancia de Nei, 1978, basado en el método UPGMA
para las cuatro poblaciones de Quercus humboldltii.
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Se separan de la poblacion de la rinonada en un nuevo
nodo y en el ultimo nodo aparece la poblacion de la
Zanja mas diferenciada. Esta diferencia posiblemente
se debe a que la poblacion de la Zanja esta mas aislada
geograficamente de las demas poblaciones.

El analisis multidimensional de correspondencia
multiple, muestra las relaciones existentes entre los
individuos de las diferentes poblaciones (Figura 2).

Claramente se observa que los individuos de la Zanjay de
Buenavista, se separan del resto de las poblaciones, con
poca superposicion de individuos, lo cual también soporta
la subdivision poblacional mencionada anteriormente.

Figura 2. Vision multidimensional de las relaciones entre los individuos de
las cuatro poblaciones de Quercus humboldtii producidas por el andlisis
de correspondencia multiple a partir de 123 loci polimarficos. Los colores
rojo, morado, verde y azul corresponden a las poblaciones de la Zanja,
Buenavista, Mina y la Rifionada, respectivamente.
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DISCUSION

Variacidn genética. Las cuatro poblaciones, muestran
niveles similares de variacion genética con un rango
muy estrecho de variacion (Cuadro 2).

Las plantas de la poblacion de la Rifionada, exhibieron los
mas altos niveles de variacion genética (1=0,3876), en
contraste, Ia poblacion de la Zanja, presenta los menores
niveles de diversidad (1=0,3776). Estos resultados
indican que la diversidad genética de los bosques
fragmentados tropicales de roble, es menor que la de
bosques continuos. (Ho=0,813, ®=0,015). [16].

Palacio, 2005 [15] en trabajos de diversidad genética
en tres poblaciones de robles, también encontro
estimaciones de diversidad genética menores que
la reportada para bosques continuos (H=0,5379) y
valores de estructura genética similares a los estimados
en esta investigacion (©ST=0,205).

Se considera que existe un grado intermedio de
estructuracion genética entre las cuatro poblaciones de
roble encontradas en la region de Macizo Colombiano,
esto se confirma con el flujo de genes de 2,58 el cual, a
largo plazo seguramente podria aumentar la deriva genética
0 procesos de autopolinizacion entre los individuos. En
futuros estudios se podria analizar las caracteristicas
reproductivas de las pablaciones, como por ejemplo el
grado de autopolinizacion y el nimero de donadores de
polen, ya que estos cambios afectan directamente a las
oportunidades de apareamiento entre los individuos.

En el presente estudio, se utilizaron marcadores
genéticos RAPDs, para determinar la variabilidad
genética y la estructura genética de cuatro poblaciones
naturales de Q. humboldtii ubicados en la region del
Macizo Colombiano para la elaboracion de estrategias
de conservacion y cultivo para esta especie. Segun
los resultados de investigacion se debe tener en
cuenta que el repoblamiento debe ser local, debido a la
diferenciacion genética existente entre las poblaciones.
Los valores de diferenciacion encontrados parecen
indicar que esta separacion es relativamente reciente
ocasionada posiblemente por la fragmentacion del
habitat (figura 3), por lo tanto, segun este estudio si
el objetivo es conservar una unidad panmictica se
requiere generar corredores biologicos, pero si se quiere
mantener la actual diferenciacion no habria necesidad

de la creacion de los mismos pero si de planes de
reforestacion locales.

Figura 3. Observacion de la fragmentacion del habitat, encontrada en la
vereda de Buenavista, en la Region del Macizo Colombiano, Colombia
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