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RESUMEN

Un total de 51 accesiones de Psychotria
acuminata, provenientes de 4 poblaciones en
Costa Rica, fueron evaluadas con |os marcadores
moleculares RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA) e ISSR (Inter-Simple Segquence
Repeat DNA). Con el uso de 16 decameros se ob-
tuvo 70 loci polimérficos 'y con 3 ISSRs 15 loci
polimérficos. Ambos tipos de imprimador fueron
capaces de determinar la diversidad genética en-
tre las 4 poblaciones. Los dendrogramas basados
en la distancia genética entre las poblaciones no
mostraron similitud entre los RAPDs y los
ISSRs; sin embargo, ambos métodos revelaron
una alta variabilidad genética entre las poblacio-
nes (G de 0,292 y 0,313 para los RAPDsy los
ISSRs, respectivamente). Estos niveles atos de
diversidad genética, entre las 4 poblaciones, no
pudieron ser explicados por los factores climati-
cos (r?=-0,302, P=0,560) ni por las distancias
geogréficas (r?=-0,183, P=0,768). Con los resul-
tados obtenidos se concluye que las poblaciones
de P. acuminata evaluadas presentan un impor-
tante nivel de diferenciacion genotipica. Como
consecuencia, seria posible utilizar la diversidad
genética de esta especie no solo en programas de
conservacion de la biodiversidad, sino también
para un mejor uso de sus recursos fitoquimicos.
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ABSTRACT

Genetic diversity and differentiation of
four populations of the medicinal plant
Psychotria acuminata in Costa Rica. Fifty-one
Psychotria acuminata accessions from 4 popula
tions in Costa Rica were evaluated for genetic
diversity using random amplified polymorphic
DNA (RAPD) primers and inter-simple sequence
repeat DNA (ISSR) primers. With the use of 16
10-mer primers, 70 polymorphic DNA loci were
produced. On the other hand, with the 3 different
ISSR primers, 15 polymorphic loci were generated.
Both primer types were able to determine the
genetic diversity among the 4 populations.
Dendrograms based on the genetic distances
among the 4 populations did not show similarities
between RAPDs and ISSRs. However, both
methods showed high genetic diversity among
populations based on their G4 (0.292 and 0.313,
respectively). Those high levels of genetic diversi-
ty, among the 4 populations, could be explained
neither by the climate factor (r=-0.302, P-value
0.560) nor by the geographic distance (r2=-0183,
P-value 0.768). From present data it is concluded
that the P. acuminata populations evaluated here
show an important level of genotype differentia-
tion. Asaconsequence, it may be possibleto utilize
the genetic diversity of the species not only for
biodiversity conservation programs, but also for
a better use of their phytochemical resources.
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INTRODUCCION

Psychotria acuminata, pertenece a la fa-
milia Rubiacea y se ubica en el género Psycho-
tria, el cual comprende aproximadamente 1650
especies de plantas a nivel mundia (Hamilton
1989). Las plantas de P. acuminata son arbustos
de entre 1-3 m de altura, muy ramificados, de ho-
jas glabras, las flores son pequefias, blancas o
amarillo palido y los frutos son lisos, hemiesféri-
cos 'y de color entre azul y parpura. Habitan en
bosques lluviosos siempre verdes, de tierras ba-
jas sobre las 2 vertientes, Pacificay Caribefia de
Costa Rica 'y pueden ser localizadas desde los 0
hasta los 1000 msnm (Burger 1993).

Psychotria acuminata es una planta medici-
nal gque se encuentra alin en estado no domestica
do. El interés medicina y comercia en esta planta
radica en la presencia de los alcaloides derivados
de isoquinolina emetina y cefalina en sus raices,
ademas de otros compuestos de interés cientifico
presentes en esta especie (Itoh et al. 1999, Solis et
al. 1993, Glinski et al. 1995, Teshima et al. 1990).
Estos alcal oides son utilizados como expectorantes
y eméticos en casos de envenenamiento y para el
tratamiento de la disenteria amébica causada por
Entamoeba histolitica (Skorupa'y Assis 1998, So-
lis et al. 1993, Yoshimatsu y Shimomura 1991).
Otros alcaloides encontrados son la Psychotrinay
su O-metil éter, los cuaes son inhibidores selecti-
vos de la transcriptasa reversa | del virus de lain-
munodeficiencia humana (VIH) (Tan et al. 1991).

El estudio de plantas medicinales i.e
Psychotria acuminata, es un objetivo prioritario
en zonas de alta diversidad biolégica como los
bosques tropicales de Costa Rica. Laimportancia
de las investigaciones sobre la variabilidad gené-
ticadelas especies, radicaen el impacto que pue-
den tener sus compuestos derivados, unavez que
éstas sean domesticadas y |os métodos de extrac-
cion estandarizados, y por contribuir a la preser-
vacion de los bosgues donde habitan.

El conocimiento de lavariabilidad genética
de plantas con uso medicinal, al igua que plantas
utilizadas con otros fines, permitiria realizar un
mejor aprovechamiento de |os recursos fitogenéti-
cos (Palevitch 1991). Skorupa y Assis (1998) re-
conocen laimportanciadelos estudios sobre lava-
riabilidad genética de poblaciones naturales y los

factores que influyen en la productividad de los
metabolitos de P. ipecacuanha, una especie rela-
cionada. Asi mismo, advierten sobrelafaltadein-
vestigaciones que permitirian determinar los ge-
notipos de plantas con mayor potencia para la
produccion de compuestos de interés, tales como
los alcal oides ya mencionados. En este sentido ya
se han realizado trabajos para determinar |os nive-
les de variacion genéticaen P. ipecacuanha (Mar-
tins et al. 2000, Skorupay Assis 1998).

Para determinar los niveles de variacion
genética entre organismos de una especie o entre
diferentes niveles taxondmicos, se puede utilizar
varios métodos de caracterizacion (Morell et al.
1995). L os marcadores moleculares generados por
los RAPD (Random Amplified Polymorphisms
DNA, en inglés) (Antoni 1997), y los generados
por los ISSR (Simple Sequence Repeats, en in-
glés), conocidos también como SSR, STR o mi-
crosatélites (Vogel y Scolnik 1997), presentan
ventgjas comparativas respecto a métodos tales
como RFLP (Restriction Fragment Lenght Poly-
morphisms, en inglés). Para la obtencion de los
RAPDs Yy los ISSRs no se requiere de un conoci-
miento previo delasecuenciadel ADN en estudio;
ninguno de los 2 métodos utiliza sondas radioacti-
vas;, son relativamente rapidos; emplean bajas
cantidadesde ADN y generan numerosos polimor-
fismos distinguibles (Karp y Edwards 1997).

Los RAPDs son fragmentos amplificados
con e uso de oligonucledtidos sintéticos cortos
(10 bases, decameros), con una secuencia a eato-
ria, que evaltian el ADN total por medio de la téc-
nica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) para la deteccion de polimorfismos. Por su
parte los ISSR utilizan, iguamente, la técnica
PCR; sin embargo, éstos tienen la capacidad de de-
tectar diferencias alin entre individuos muy cerca-
nos (Fang y Roose 1997). Los imprimadores del
método ISSR son oligonucledtidos compuestos de
una secuencia corta repetida, i.e. (GATA), y en -
gunas ocasi ones estos poseen entre 1-4 nucledtidos
anclados en uno de los extremos (ASSR). Tanto las
secuencias repetidas como los nucledtidos ancla-
dos son seleccionados aleatoriamente. Una carac-
teristica de este método es que debido ala natura-
leza de losimprimadores, estos solamente detectan
variaciones en regiones que coincidan con e im-
primador, las cuales son regiones no codificantes;
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muy abundantes en el genoma tanto de plantas
como de animales'y que ademés presentan una al-
tatasa de mutacion (Ciofi et al. 1998). Conocidas
las bondades de estos 2 tipos de marcador mole-
cular, el objetivo de este trabgjo fue determinar
los niveles de variacion y diferenciacién genética
de Psychotria acuminata de 4 localidades de Cos-
ta Rica por medio de RAPDsy de ISSRs.

MATERIALESY METODOS
Material vegetal

Se colect6 hojas de un total de 51 accesio-
nes de Psychotria acuminata, procedentes de 4
localidades de Costa Rica (Figura 1):

i La Cruz se ubica en la provincia de Gua-
nacaste, a N-NE del Volcan Orosi, cerca
de la Estacion de Pitilla 11° 01' 00" N y
85° 25' 00" O. Este es un bosgue de tran-
sicion entre seco del Pacifico y bosque hu-
medo del Atlantico, con una importante
influencia climéticadel Lago de Nicaragua.

OCEANOL
PACIFICO

NICARAGUA

Aqui se colect6 un total de 13 muestras.

Sarapiqui se ubica en la provincia de He-
redia. El sitio de colecta esta cerca de la
Estacion BiolégicalLa Selva10° 25' 52" N
y 84° 00" 13" O, en un pequefio bosque a
margen de un riachuelo y rodeado de
grandes areas cultivadas con pifia. Aqui se
colectd un total de 14 muestras.

Puriscal se ubicaen laprovinciade San Jo-
sé. El sitio de colecta esta en la localidad
de Santa Rosa de Puriscal, en la Reserva
Bioldgica La Cangreja. La zona compren-
de un bosque primario, en las faldas de la
fila de La Cangreja, en las margenes del
Rio Negro 9° 42' 52" N y 84° 23' 30" O.
Aqui se colectd un total de 12 muestras.

Golfito se ubica en la provincia de Punta-
renasy €l sitio de colecta esta en €l Refu-
gio de Fauna Silvestre Golfito, en la mar-
gen de un rio en el bosgque a08° 33' 00" N
y 83° 06' 00" O. Aqui se colecté un total
de 12 muestras.

MAR
CARIBE

4 ) PANAMAL

Fig. 1. Ubicacion geogréfica de los sitios de colecta de P. acuminata en Costa Rica. 1-La Cruz, Guanacaste; 2-Sarapiqui,

Heredia; 3-Puriscal, San José; y 4-Golfito, Puntarenas.
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Extraccion de ADN

El material vegetal fue colectado e inme-
diatamente almacenado y transportado en nitré-
geno liquido hasta €l Laboratorio de Biotecnolo-
gia de Plantas del Centro de Investigaciones
Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica,
donde fue almacenado a-20°C. Unavez en € la-
boratorio €l tejido foliar fue liofilizado. La ex-
traccion de ADN se realizé siguiendo la metodo-
logia descrita por Agwanda et al. (1997). Parala
extraccion de ADN se utilizd aproximadamente
100 mg de tejido foliar liofilizado, el cua fue
macerado en un mortero con laayudade siliceen
polvo. Al procedimiento reportado por Agwanda
et al. (1997), se le adicion6 un paso de elimina-
cién de proteinas utilizando paraello fenol:cloro-
formo:isoamil acohol (25:24:1). La cuantifica-
ciény calidad del ADN se determind con un es-
pectrofotémetro de luz UV a 260 nm y 280 nm.
La concentracion final de las muestras se estan-
dariz6 a 25 ng pl.

Reacciones PCR

L as reacciones de amplificacién se prepa-
raron de acuerdo con Williams et al. (1990) en
voluimenes fijos de 25 pl, conteniendo Tris-HCI
10 mM pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM,
dNTPs0,1 uM, imprimador 0,5 uM, 5 ng pl-* de
ADN y 1,25 unidades de Tag ADN polimerasa
(Promega Co. Ltd.). Los decameros empleados
fueron todos los de la serie OPC (Operon
Technologies Inc. Alameda, CA). También se
evalud 4 ISSRs (Inter-Simple Sequence Re-
peats), identificados como #827 (AC),G, #834
(AG),CTT, #841 (GA),CTC y #857 (AC)CTG;
las secuencias de estos imprimadores fueron to-
madas de Nagaoka y Ogihara (1997) y los oli-
gos elaborados en el Centro de Investigaciones
en Biologia Celular y Molecular de la Univer-
sidad de Costa Rica. Las condiciones de amplifica-
cion empleadas, en e termociclador (GeneAmp®
9700 de Perkin Elmer), para todas las reaccio-
nes con los imprimadores OPC, fueron: una
pre-desnaturalizacion a 94°C por 5 min, segui-
da de 45 ciclos a 94°C por 1 min. (desnaturali-
zacion); luego 36°C por 1 min. (hibridacion) y

72°C por 1 min. (extension). También se reali-
z0 una extension final a 72°C por 5 min. Cuan-
do se trabajo con los ISSR, se utilizé una tem-
peratura de 58°C por 1:30 min. en la etapa de
hibridacién, el resto del procedimiento fue
igual a descrito para los decameros. Los pro-
ductos de amplificacion fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% con un
buffer de TBE y fueron visualizados con bro-
muro de etidio (0,55 pug mi-1) en un transilumi-
nador de luz UV. El marcador de peso molecu-
lar utilizado fue Lambda DNA/EcoR | + Hind
I11'y los geles fueron fotografiados con una pe-
licula Polaroid 667.

Andlisis de datos

Los loci encontrados fueron registrados
en una matriz binaria de datos como presente
(1) y ausente (0). La matriz de distancias gené-
ticas entre poblaciones se estim6 con base en
Nei (1978). La matriz de distancias genéticas
fue analizada por el método unweighted pair-
group using arithmetic averages (UPGMA)
modificado del procedimiento NEIGHBOR de
PHYLIP Version 3.5. El coeficiente de diferen-
ciacion genética entre poblaciones (Gy) se cal-
cul6 como describe Nei (1973). La matriz de
distancias genéticas, los dendrogramas y el
coeficiente de diversidad genética fueron esti-
mados utilizando el programa de computadora
PopGene 32, version 1.31 (° University of Al-
berta and Center for International Forestry Re-
search) para marcadores dominantes.

Datos climaticos y distancias geogr aficas

Con €l fin de determinar larelacion existen-
te entre la variabilidad genética de las 4 poblacio-
nes de Psychotria acuminata y las variables clima
ticas de los sitios donde se ubican las poblaciones,
se procedié a colectar |os datos de promedio anual
de: precipitacion, precipitaciones maximasy mini-
mas, temperatura, temperaturas maximas y mini-
mas, temperaturas promedio en las épocas de ma-
yor y menor precipitacion, temperaturas maximas
y minimas en [os meses de mayor y menor precipi-
tacion, promedio anual de la humedad relativa y
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humedad relativa en las épocas de mayor y me-
nor precipitacion. El cuadro 1 muestra los datos
para algunas de las variables consideradas en es-
te andlisis. También, con e fin de evaluar la co-
rrelacion entre la separacion fisica y las distan-
cias genéticas de las poblaciones de P. acuminata
se elaboré una matriz de distancias geogréficas,
utilizando las distancias geogréficas lineales en-
tre las 4 poblaciones.

Para evitar unainfluencia mayor de algu-
na de las variables climaticas (i.e. precipita-
cion) (Cuadro 1) con respecto alas otras varia-
bles, se estandariz6 los datos para las 4 pobla-
ciones. Los datos geogréficos no requirieron es-
tandarizacién por tratarse de una sola variable.
La estandarizacion de los datos, las distancias
euclidianas, y los dendrogramas, fueron realiza-
dos utilizando €l programa de computadora
SY STAT version 9, © SPSS Inc., 1998. Con los
datos climaticos estandarizados y con las dis-
tancias geogréficas, se produjo una matriz para

cada variable, considerando las 4 poblacionesy
con cada una de éstas se elabord un dendrograma
por el método de UPGMA.

RESULTADOS
Amplificaciones

Un total de 20 decamerosy 4 ISSRs fue-
ron evaluados para todas las 51 accesiones. Se
excluyé 3 decameros 'y 1 de secuencia repetida
debido a que no se presentaron amplificaciones
o los productos de amplificacién fueron ambi-
guos. Un patron tipico de los RAPDs se obser-
vaen lafigura 2. Con los decdmeros se obtuvo
un total de 70 loci polimorficos (95%) y 4 mo-
nomorficos, el nimero de loci por imprimador
fue de 1-10 con 5 en promedio. El gran nimero
de polimorfismos observado, produjo una canti-
dad elevada de diferentes patrones de bandas, a

Cuadro 1. Condiciones climéticas y altura sobre el nivel del mar de los sitios de colecta de muestras de Psychotria acuminata.

Sitio Prec. anual Temp. max. Temp. min. Temp. prom. Hum. prom. msnm
Puriscal 2524,6 254 16 20,7 85 % 400
Sarapiqui 4171,25 30,75 21,64 26,2 95% 50
Guanacaste 2687,52 31,06 21,19 26,13 90% 700
Golfito 4831,5 315 21,3 26,4 nd 50

nd = no hubo datos

Partlarsl 15 ]
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Fig. 2. Productos de amplificacion de las 4 poblaciones de P. acuminata con el imprimador OPC-20. M=marcador de peso
molecular Lamda DNA/EcoR | + Hind I11.
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través de todas las accesiones evaluadas con ca-
daimprimador del método RAPD (Cuadro 2). El
nimero de patrones fue menor cuando se uso
ISSRs (Cuadro 3). Un gemplo de un patron
usando €l método ISSR es mostrado en la (Figu-
ra 3). Con este método se obtuvo 15 loci poli-
morficos (83%) y 3 monomorficos, el nimero de
loci por imprimador fue de 4-9 con un promedio
de 6 (Cuadro 3). Con el uso de ambos marcado-
res el tamario de los fragmentos amplificados va-
ri6 entre 100-2000 pb.

AGRONOMIA COSTARRICENSE

Relacién entre poblaciones

El dendrograma construido con los datos
generados por los RAPDs, muestra la formacion
de 2 grupos; Sarapiqui-Puriscal y Golfito-Guana
caste (Figura 4). En la matriz de distancias gené-
ticas (Cuadro 4) se puede observar que las pobla-
ciones que registran una menor distancia genéti-
cason Sarapiqui y Puriscal (0,136), por otro lado
las poblaciones con la mayor distancia genética
son Sarapiqui y Guanacaste (0,262), Golfito se

Cuadro 2. Secuencias de los decameros (RAPD), con el nimero total de loci, e nimero de polimorfismos y € nimero de

patrones producidos.
I mprimador Secuencia NUmero de Numero de Numero de
5 -3) loci polimorfismos patrones
OPC 01 TTCGAGCCAG 5 5 8
OPC 02 GTGAGGCGTC 10 10 34
OPC 04 CCGCATCTAC 3 3 4
OPC 05 GATGACCGCC 7 6 12
OPC 06 GAACGGACTC 1 1 2
OPC 07 GTCCCGACGA 2 2
OPC 08 TGGACCGGTG 5 4 11
OPC 10 TGTCTGGGTG 4 4 12
OPC 11 AAAGCTGCGG 5 4 7
OPC 12 TGTCATCCCC 4 4
OPC 14 TGCGTGCTTG 5 5 11
OPC 15 GACGGATCAG 5 5 10
OPC 16 CACACTCCAG 3 2 4
OPC 18 TGAGTGGGTG 4 4 9
OPC 19 GTTGCCAGCC 4 4 5
OPC 20 ACTTCGCCAC 7 7 14
Tota 74 70 151
Promedio 4,62 4,38 9,44

Cuadro 3. Secuenciadelosimprimadores usados parael andlisis con los SSRs, el nimero total de bandas, el nimero de polimor-

fismosy el nimero de patrones producidos.

Imprimador Secuencia NUmero de Numero de Numero de
(5 -3) loci polimorfismos patrones
827 (AC)gG 9 7 16
841 (GA)gCTC 5 4 6
857 (AC)CTG 4 4
Total 18 15 26
Promedio 6,0 5 8,67
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Fig. 3. Productos de amplificacién en las 4 poblaciones de P. acuminata con el imprimador |SSR-827. M=marcador de peso
molecular Lamda DNA/EcoR | + Hind I11.
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Fig. 4. Dendrograma generado con las distancias genéticas de Nei (1978), obtenidas a partir de RAPDs. Método UPGMA
modificado del procedimiento NEIGHBOR de PHYLIP Versién 3.5

Cuadro 4. Matriz de distancias genéticas de |os datos generados por los RAPDs (Nei 1978).

Poblaciones Sarapiqui Golfito Guanacaste Puriscal
Sarapiqui 0,0

Galfito 0,177 0,0

Guanacaste 0,262 0,155 0,0

Puriscal 0,136 0,167 0,208 0,0
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mantiene en una distancia intermedia respecto a
las otras poblaciones.

La matriz de distancias genéticas abteni-
da con la informacién generada por los ISSRs
(Cuadro 5) produjo un dendrograma que mues-
tra, igualmente, la formacion de 2 grupos; Sara-
piqui-Guanacaste y Golfito-Puriscal (Figura 5).
Sin embargo, estos grupos tienen una composi-
cion diferente a la que se obtuvo en el dendro-
grama elaborado con los datos generados por los
RAPDs (Figura4). En lamatriz de distancias ge-
néticas generada con los | SSRs se puede obser-
var que las poblaciones que registran una menor
distancia genética son Sarapiqui y Guanacaste
(0,065), las poblaciones con mayor distancia ge-
nética son Guanacaste y Golfito (0,192) y Puris-
cal mantiene una distancia intermedia con res-
pecto a las otras poblaciones (Cuadro 5).

La determinacion del coeficiente de dife-
renciacion genética entre poblaciones (G), per-
mitio establecer, con la informacién generada
con los RAPDs, un valor de la G, de 0,292
mientras que la G proveniente de los ISSRs fue
de 0,313.

Relacion variabilidad genéticay clima

Con el fin de determinar larelacion exis-
tente entre la variabilidad genética de las 4 po-
blaciones de Psychotria acuminata evaluadas
en este estudio y los factores climéticos: preci-
pitacion, temperaturay humedad relativa de los
sitios donde se ubican las poblaciones, se pro-
cedi6 a elaborar una matriz de distancias eucli-
dianas (datos no mostrados) y con ésta un den-
drograma (Figura 6).

Cuadro 5. Matriz de distancias genéticas de los datos generados por los ISSRs (Nei 1978).

Poblaciones Sarapiqui Golfito Guanacaste Puriscal
Sarapiqui 0,0
Golfito 0,111
Guanacaste 0,065 0,192 0,0
Puriscal 0,168 0,130 0,096 0,0
Sarapiqui
1
Guanacaste
— 13
Galfito
2
Puriscal
| | | | |
0,20 0,16 0,12 0,08 0,04 0

Distancias genéticas

Fig. 5.

Dendrograma generado con las distancias genéticas de Nei (1978), obtenidas a partir de ISSRs. Método UPGMA

modificado del procedimiento NEIGHBOR de PHYLIP Version 3.5
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Puriscal
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Guanacaste

Sarapiqui

Golfito

10 15

Distancias Euclidianas

Fig. 6.
de las 4 localidades.

El dendrograma generado a partir de los
datos climéticos revelala mayor afinidad clima-
tica entre los sitios de Sarapiqui y Golfito, a es-
te grupo se une por afinidad Guanacaste y final-
mente Puriscal. Al comparar este dendrograma
con el generado a partir de la matriz de distan-
cias genéticas de los RAPDs (Figura 4), se pue-
de notar una clara diferencia, donde el grupo de
mayor afinidad climatica Sarapiqui y Golfito no
corresponde con el grupo de menor distancia ge-
nética Sarapiqui y Puriscal. La evaluacion de
ambas matrices confirma la falta de correlacion
entre los 2 dendrogramas (r?=-0,302) (P=0,560).

Comparando €l dendrograma de distancias
genéticas generado con los |SSRs (Figura 5) con
el dendrograma para los datos climéticos, se
puede apreciar, a igual que con el método de
RAPDs, que no existe semejanza entre ellos 'y

Dendrograma generado a partir de los datos climéticos: temperatura, humedad relativa'y precipitacion para cada una

la correlacion entre ambas matrices no es signi-
ficativa (r?=-0,350) (P=0,563). En este caso €l
grupo de menor distancia genética esta forma-
do por las poblaciones de Sarapiqui y Guana-
caste, lo cual no concuerda con los sitios clima-
ticos mas afines.

Relacion distancias genéticas y geogr aficas

Con d fin de correlacionar las separacio-
nesfisicasy las distancias genéticas de las pobla-
ciones de P. acuminata, se elaboré una matriz
utilizando las distancias geogréficas lineales en-
tre las 4 poblaciones (Cuadro 6).

Al comparar € dendrograma de distancias
genéticas delos RAPDs (Figura4) y el producido
con las distancias geogréficas (Figura 7), se ob-
serva que las poblaciones con menor separacion

Cuadro 6. Matriz de distancias euclidianas basada en las distancias geogréficas lineales entre los sitios donde se ubican las

poblaciones.

Sitios Puriscal Golfito Sarapiqui Guanacaste
Puriscal 0,0

Golfito 191687,7 0,0

Sarapiqui 90024,3 230541,7 0,0

Guanacaste 182651,2 372888,3 167582,7 0,0
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fisica coinciden con las poblaciones de menor
distancia genética (Sarapiqui y Puriscal); sin em-
bargo las poblaciones de Guanacaste y Golfito
poseen la segunda menor distancia genética pero,
la distancia geogréfica entre ambas poblaciones
eslamayor de todas. La correlacion entre ambas
matrices, a pesar de alguna similitud no es signi-
ficativa (r’=-0,648) (P=0,237).

El dendrograma de | as distancias genéticas
de los ISSRs presenta alguna similitud con el
dendrograma de distancias geogréficas. La ma-
yor distanciageografica, como se menciond ante-
riormente, es entre las poblaciones de Guanacas-
tey Golfito, lo cual coincide con lamayor distan-
Cia genética para este caso; sin embargo, la me-
nor distancia genética se registro entre 2 pobla
ciones con una distancia geografica intermedia.
Lacorrelacion entre ambas matrices esigua men-
te no significativa (r’=-0,183) (P=0,768).

DISCUSION
Amplificaciones
El uso de marcadores moleculares, como
losRAPDsY |0s|SSRs, para caracterizar especies

vegetales, que no se puede o resulta dificil sepa-
rar mediante el uso de marcadores morfol 6gicos,

Dendrograma generado a partir de las distancias geogréficas entre las 4 localidades.

ha resultado una herramienta muy Util por su fa
cilidad de uso, repetitibilidad, ausencia de ele-
mentos radiactivos durante el andlisis y la gran
cantidad de polimorfismos que se obtiene, en
comparacion con RFLPs o isoenzimas (Irwin et
al. 1998). En este estudio, la fidelidad de los
marcadores utilizados se comprobd a no encon-
trar variaciones en el andlisis de los loci prove-
nientes de PCRs y extracciones de ADN repeti-
das, datos que son coincidentes con lo reportado
por Prevost y Wilkinson (1999), Anthony et al.
(2001), Irwin et al. (1998) y Colettaet al. (1998).

Estas caracteristicas hacen quelos RAPDs
sean actualmente usados de manera mas comun
por los fitomejoradores de plantas para identifi-
car lavariacion genética de variedades silvestres,
variedades comercialesy accesiones de una espe-
cie determinada (Anthony et al. 2001, Morell et
al. 1995, Forapani et al. 1999). En adicion alas
bondades de estos marcadores, ya mencionadas,
su desempefio como generadores de gran canti-
dad de polimorfismos, en este trabajo, ha sido
muy aceptable. Mas ain, en € caso de los
RAPDs fue posible identificar una cantidad res-
petable de loci considerados como muy informa-
tivos (Cuadro 2). Nuevamente, estos datos son
concordantes con lo reportado por Irwin et al.
(1998), Coletta-Filho et al. (1998), Anthony et al.
(2001), Le Corre et al. (1997).



LARA et al.: Variabilidad y diferenciacién genética en Psychotria acuminata 39

Relacién entre poblaciones

En términos de capacidad para determinar
la variabilidad genética entre las 4 poblaciones
costarricenses de Psychotria acuminata, se reali-
z6 3 tipos de evaluacion: matrices de distancias
genéticas, dendrogramas y un andlisis de la pro-
porcion de lavariabilidad (Gy).

L as matrices mostraron la distancia gené-
tica que existe entre las 4 poblaciones. Los den-
drogramas, basados en las matrices de datos, se-
fialan una alta variabilidad genética entre las po-
blaciones y permiten la agrupacion de las mis-
mas. Por su parte la G indico laproporcion dela
diferenciacion genética entre las poblaciones. La
G, determinada tanto con los RAPDs como por
los ISSRs fue en promedio 30,3%; este resultado
indica niveles muy altos de diferenciacion gené-
ticaentre los 4 grupos en evaluacién, si se consi-
dera que en promedio la diversidad entre pobla-
ciones de plantas es de un 22,4% (G4=0,224)
(Hamrick y Godt 1989).

En el caso del presente trabgjo, la G, pro-
medio para RAPDs e ISSRs fue de 30,3%, pro-
veniente de una G4=0,292 paralos RAPDsy una
G4=0,313 paralos I SSRs. L os resultados obteni-
dos para cada marcador, pueden ser explicados si
se toma en cuenta que las diferencias genéticas
detectadas por los RAPDs provienen de variacio-
nes en cualquier region del ADN. Donde losim-
primadores encuentren una secuencia comple-
mentaria; esto incluye regiones codificantes y
no-codificantes. Por esta caracteristica de los
RAPDs, el panorama bajo el que se evallan las
variaciones del ADN es mas amplio que el de las
isoenzimas, ya que los patrones generados por
las isoenzimas son mas representativos de regio-
nes conservadas del genoma. Por otro lado, los
ISSRs contrario alas isoenzimas, evallan las re-
giones no-codificantes del ADN también deno-
minadas microsatélites. Estas regiones estan con-
formadas por secuencias repetidas de nucleoti-
dos, las cuales presentan diferencias longitudina-
les y de combinaciones de nucledtidos. Por ser
regiones altamente repetitivas, estén expuestas a
errores frecuentes de replicacion, 1o que las hace
més polimorficas. Bgjo éstas consideraciones,
una G4=30,3% en esta especie, es un indicativo

de unaaltavariabilidad genética entre las pobla-
ciones en estudio. Un dato adicional que corro-
bora esta observacién acerca de la variabilidad
genética de las poblaciones de Psychotria
acuminata de este estudio, es el hecho de que
Baway Beach (1983), hayan caracterizado a P.
acuminata como una especie autbgama, ya que
Hamrick y Godt (1989) indican que las especies
autégamas poseen valores altos de variabilidad
genética entre las poblaciones.

Si se observalos dendrogramas de distan-
cia genética, no es muy claro por qué los 2 gru-
pos generados con el uso de RAPDs son diferen-
tes de los 2 grupos generados con 10s ISSRs. Lo
que si es claro es que con los polimorfismos ge-
nerados por ambos marcadores, fue posible de-
mostrar en ambos casos, la variabilidad genética
presente entre las poblaciones.

Relacion variabilidad genéticay clima

Con la determinacion de la variabilidad
genética entre las poblaciones en estudio, se ini-
Ci6 un proceso de busgueda de parametros que
permitieran explicar la variabilidad genética ob-
servada. Existen trabajos en los cuales larelacion
genotipo-ambiente ha podido explicar, en un alto
porcentgje, la variabilidad genética observada
Muchos autores argumentan que la formacion de
ecotipos en especies de plantas, ocurre por la
adaptacion de las poblaciones a condiciones am-
bientales distintasalas originales. Asi, €l estable-
cimiento de un grupo de plantas a distintas altu-
ras, condiciones climéticas o de suelo, depende
de la capacidad que tenga éste grupo para adap-
tarse a nuevo ambiente. En este trabajo, bajo las
condiciones ambientales estudiadas, no fue posi-
ble establecer unarelacion entre ladiversidad ge-
néticay el climade los sitios donde se ubican las
poblaciones. Las correlaciones de las distancias
genéticas, generadas por los RAPDsy los ISSRs,
con los datos de clima de las diferentes pobl acio-
nes, fueron negativas, 1o que indica que lavaria-
bilidad genética obtenida no se puede explicar
por efecto de las condiciones climaticas. Posible-
mente, si el estudio se hubiera realizado para
evaluar una caracteristica morfolégica, la in-
fluencia de uno o varios de los factores climéticos
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evaluados hubiese mostrado una correlacion posi-
tiva alta, debido a un mayor efecto ambiental o de
adaptabilidad (Nevo et al. 1986, Paevitch 1991,
Vargas et al. 2001).

Relacion distancias genéticas 'y geogr aficas

Las distancias genéticas obtenidas en la
meatriz respectiva (Cuadros 4 y 5) indican la va
riabilidad existente entre las 4 poblaciones objeti-
vo de este estudio. Como €l origen de dichavaria
bilidad es desconocido y no pudo ser explicado
por los factores climéticos asociados a cada una
de las regiones donde se encuentran las poblacio-
nes en estudio, se procedi6 a realizar un andlisis
de correlacion entre | as distancias genéticas entre
poblacionesy las distancias geogréficas. Este mé-
todo ha sido utilizado por diferentes investigado-
res (Rochay Lobo 1996, Murillo y Rocha 1999).
En el presente trabajo, las correlaciones arrojaron
un resultado negativo para ambos andlisis
(RAPDs e ISSRs), lo que indica que estadistica
mente no hay relacion entre las variables evalua-
das. Sin embargo, los dendrogramas construidos
con las distancias geogréficas entre las poblacio-
nes, mostraron algunarelacion entre ambos facto-
res, lamentablemente no se obtuvo concordancia
entre los resultados. En teoria, lainformacién ob-
tenida de larelacion entre las distancias genética
y geografica, lo que indica es unarelacion direc-
tamente proporcional, donde entre més corta es
ladistancia geografica entre 2 grupos menor sera
la variabilidad genética; en contraste, entre ma-
yor es la distancia geogréfica mayor sera la dis-
tancia genética. En algunos casos estaregla se ha
cumplido. Rocha y Lobo (1996) en su trabgjo
con Enterolobium cyclocarpum encontraron que
poblaciones muy distantes genéticamente, tam-
bién fueron distantes geograficamente; de lamis-
ma manera, algunas poblaciones muy cercanas
geograficamente también fueron cercanas genéti-
camente. Sin embargo, esta relacion se aparté de
lo esperado cuando 2 poblaciones muy cercanas
genéticamente no resultaron tan cercanas geogréa-
ficamente. Contrario aesto, Le Correet al. (1997)
encontraron unacorrelacion positivaentrelasdis-
tancias genéticas y geogréficas en un trabajo rea-
lizado con Quercus petrea.

Nuestras observaciones respecto a la va-
riabilidad genética de P. acuminata en 4 pobla-
ciones de Costa Rica, indican que realmente las
4 poblaciones en estudio son genéticamente di-
ferentes, esto se pudo determinar con el uso de
los marcadores moleculares RAPD e ISSR. La
variacion genética encontrada no se pudo expli-
car con base en correlaciones entre | as distancias
genéticas y variaciones climaticas o las distan-
cias geogréficas. Sin embargo, la aplicacion del
indice de diferenciacion genética entre poblacio-
nes (Gg) permitio evidenciar que un 30,3% del
total de la variabilidad observada se da entre las
poblaciones, 1o que implica que el restante
69,7% de la variacion genética ocurre dentro de
cada poblacién.

La determinacion de la variabilidad gené-
tica entre las poblaciones estudiadas tiene dife-
rentes implicaciones, una con respecto a la con-
servacion de la variabilidad genética de ésta es-
pecie, donde los estudios realizados, permitan
detener o prevenir la destruccion de la naturaleza
y otra de orden préctico, que debe ser considera-
daalahoradeiniciar la utilizacion de esta plan-
ta con fines medicinales. Pues a ser los indivi-
duos de las 4 poblaciones diferentes, tanto €l tipo
como la concentracion de los alcaloides podria
variar. Por tal motivo, el estudio que redliza el
Centro de Investigacién en Productos Naturales
de la Universidad de Costa Rica, sobre los prin-
cipios quimicos de las plantas de estas 4 pobla
ciones, es de vital importancia para determinar la
relacion entre la cantidad, tipo y calidad de estos
principios quimicos con la estructura genética de
las 4 poblaciones estudiadas. Asi como para ge-
nerar informacion en este campo, pues tal y co-
mo lo indican Shorupay Assis (1998), no existen
muchas técnicas relacionadas con la potencial
variabilidad genética de poblaciones naturales y
los factores ambientales que influencian la pro-
ductividad de los metabolitos durante €l cultivo.

El presente trabagjo representa un avance
tecnoldgico de gran importancia para la conser-
vacion y uso de Psychotria acuminata, y se espe-
ra que los resultados obtenidos sirvan para evitar
algunos de los problemas que demanda una po-
blacion humana en crecimiento, tal y como lo
menciona Trewavas (2001).
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