
 
 

 

 

INSTITUTO TECNOLÓGICO DE COSTA RICA 

ESCUELA DE INGENIERÍA FORESTAL 

 

 

 

ESTRUCTURA GENÉTICA POBLACIONAL DE Sacoglottis 

holdridgei Cuatrec. (HUMIRIACEAE) MEDIANTE 

MARCADORES AFLP’s EN EL PARQUE NACIONAL ISLA 

DEL COCO, COSTA RICA 

 

 

 

TESIS PARA OPTAR POR EL TÍTULO DE INGENIERIA FORESTAL CON EL 

GRADO ACADÉMICO DE LICENCIATURA 

 

 

 

MONICA ARAYA SALAS 

 

 

CARTAGO, COSTA RICA 

 AGOSTO, 2019 

 

 



 
 

 

 

 

INSTITUTO TECNOLÓGICO DE COSTA RICA 

ESCUELA DE INGENIERÍA FORESTAL 

 

 

 

ESTRUCTURA GENÉTICA POBLACIONAL DE Sacoglottis 

holdridgei Cuatrec. (HUMIRIACEAE) MEDIANTE 

MARCADORES AFLP’s EN EL PARQUE NACIONAL ISLA 

DEL COCO, COSTA RICA 

 

 

TESIS PARA OPTAR POR EL TÍTULO DE INGENIERIA FORESTAL CON EL 

GRADO ACADÉMICO DE LICENCIATURA 

 

 

 

MONICA ARAYA SALAS 

 

 

CARTAGO, COSTA RICA 

 AGOSTO, 2019 

 



 

i 
 

ESTRUCTURA GENÉTICA POBLACIONAL DE Sacoglottis holdridgei Cuatrec. 

(HUMIRIACEAE) MEDIANTE MARCADORES AFLP’s EN EL PARQUE 

NACIONAL ISLA DEL COCO, COSTA RICA 

Mónica Araya-Salas* 

RESUMEN 

Sacoglottis holdridgei es la especie leñosa de mayor importancia en la ecología de los bosques 

del Parque Nacional Isla del Coco. A pesar de ser una especie endémica perteneciente a un 

ecosistema insular oceánico, no existen registros genéticos que evalúen su estado en el tiempo; 

lo cual, limita la capacidad de intervenir en su manejo y conservación a largo plazo. Por tanto, 

el objetivo principal de este estudio fue analizar la estructura de dos subpoblaciones naturales 

definidas por su rango altitudinal (P1=Bosque Pluvial Premontano/ P2=Bosque Nuboso), 

mediante la aplicación de la técnica de AFLP’s (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos 

Amplificados). Para ello, se colectó tejido foliar fresco de 70 individuos y se extrajo su ADN 

nuclear, mediante la combinación del protocolo CTAB y el protocolo DNeasy Plant Mini Kit 

de la casa comercial QIAGEN™. Las subpoblaciones fueron evaluadas con 12 combinaciones 

de imprimadores selectivos, de las cuales finalmente se seleccionaron siete (E-ATC/M-CAC, E-

AGG/M-CAG, E-ATC/M-CAG, E-ATC/M-CTT, E-ATC/M-CGG, E-ACG/M-CTA y E-AGC/M-

CTA), que permitieron el análisis de 122 fragmentos. Un 78,69% de los fragmentos resultaron 

polimórficos. La diversidad genética promedio fue de 0,201 (P1=0,205; P2=0,197). El análisis 

AMOVA mostró que la mayor variación genética se da dentro de subpoblaciones (97%). 

Asimismo, el análisis PCoA y el análisis de agrupamiento bayesiano, afirmaron la existencia de 

dos subpoblaciones relacionadas genéticamente que presentan una tendencia a una futura 

separación por la acción del tiempo y evolución. Se determinó que el grado de diferenciación 

genética entre poblaciones es escaso; lo cual indica que el flujo genético es de moderado a alto. 

Palabras clave: Estructura genética, Sacoglottis holdridgei, AFLP, Costa Rica. 
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POPULATION GENETIC STRUCTURE OF Sacoglottis holdridgei Cuatrec. 

(HUMIRIACEAE) THROUGH AFLP’s MARKERS IN THE COCOS ISLAND 

NATIONAL PARK, COSTA RICA 

ABSTRACT 

Sacoglottis holdridgei is the most important woody species in the ecology of the forests of Isla 

del Coco National Park. Despite being an endemic species belonging to an insular oceanic 

ecosystem, there are no genetic records that evaluate its status over time; which limits the ability 

to intervene in its management and long-term conservation. Therefore, the main objective of 

this study was to analyze the genetic structure in two natural subpopulations defined by their 

altitudinal range (P1 = Premontane Pluvial Forest / P2 = Cloud Forest), through the application 

of the AFLP’s technique (Polymorphisms in the Length of Amplified Fragments). To do this, 

fresh foliar tissue from 70 individuals was collected and its nuclear DNA extracted, by 

combining the CTAB protocol and the commercially available DNeasy Plant Mini Kit from 

QIAGEN ™. The populations were evaluated with 12 combinations of selective primers, from 

which seven were selected (E-ATC / M-CAC, E-AGG / M-CAG, E-ATC / M-CAG, E-ATC / M-CTT, 

E-ATC / M-CGG, E-ACG / M-CTA and E-AGC / M-CTA), these allowed the analysis of 122 

fragments. The 78,69% of the fragments were polymorphic. The average genetic diversity 

obtained was 0.201 (P1 = 0,205; P2 = 0,197). The AMOVA analysis showed that the greatest 

genetic variation occurs within subpopulations (97%). Likewise, the PCoA analysis and 

Bayesian grouping analysis, affirmed the existence of two genetically related subpopulations 

that present a tendency to a future separation by action of time and evolution. It was determined 

that the degree of genetic differentiation among populations is scarce; which indicates that the 

genetic flow is moderate to high. 

Key words: Genetic structure, Sacoglottis holdridgei, AFLP, Costa Rica. 

*Araya-Salas, M. (2019). Estructura genética poblacional de Sacoglottis holdridgei Cuatrec. 

(Humiriaceae) mediante marcadores AFLP’s en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica. 

(Tesis de Licenciatura). Escuela de Ingeniería Forestal, Instituto Tecnológico de Costa Rica, 

Cartago, Costa Rica. 56 p. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La Isla del Coco es un ecosistema insular, que cumple con la definición de “isla oceánica” 

propuesta por Alfred Russel Wallace en 1902 (Fernández-Palacios & Martin-Esquivel, 2001); 

reconocida por ser la única emersión de la placa tectónica Cocos (Rojas & Alvarado, 2012), y 

formada a partir de la erupción volcánica de un “hotspot” (punto caliente) perteneciente a la 

Dorsal Marina de Coco (Córtes, 2008; Malavassi, 1983; Montoya, 2007).  

Santamarta-Cerezal (2017), afirma que estos ecosistemas se caracterizan por poseer la 

capacidad de evolucionar de forma singular e independiente de los ecosistemas continentales; y 

que aspectos como el tamaño del área y el grado de aislamiento geográfico influyen y limitan el 

intercambio del flujo genético disponible (Carrillo & Granadilla, 2010; Esparza-Olguín, 2004; 

Fernández-Palacios et al., 2001; Montoya, 2007), fomentando la aparición de especies  

endémicas (Montoya, 2007; Traveset, 1999). Eso avala el alto porcentaje de endemismo vegetal 

presente en la isla (30%); en el que destacan las especies Sacoglottis holdridgei, Cecropia 

piettieri y Euterpe precatoria (UICN, 2017).   

En este tipo de especies, es de particular interés la vulnerabilidad que presentan ante 

perturbaciones externas, que contribuyen a la ocurrencia de consecuencias evolutivas como la 

erosión genética (Klug, Cummings & Spencer, 2006; Poulin, 2006).  Por tanto, para prevenir 

y/o reducir las probabilidades del deterioro genético irreversible es imperante conocer y 

determinar su estado en el tiempo; razón por la cual, diversos autores destacan la trascendencia 

del estudio de la diversidad y estructura genética de las especies (FAO, 2001; Lammi, Siikamäk 

& Mustajärvi, 1999), ya que funcionan como parámetro base en el proceso del planteamiento 

de estrategias de conservación y manejo de los recursos genéticos a largo plazo. Esto, debido a 

que determinan la proporción y distribución de la variación genética (frecuencias alélicas) 

dentro y entre poblaciones (Eguiarte, Aguirre, Scheinva, González & Souza, 2010). 

Para incursionar en el estudio de la genética de poblaciones, destaca el uso de marcadores 

genéticos moleculares como herramienta de análisis ampliamente recomendada debido a que, 

no están influenciados por el efecto del ambiente, son capaces de revelar variaciones directas en 

las secuencias de ADN e identifican, según el tipo de marcador utilizado, tanto individuos 
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dominantes como codominantes (Valadez & Kahl, 2000). En los últimos años, uno de los 

métodos más destacados es el de Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados  

(AFLP’s por sus siglas en inglés), ya que combina la eficacia del método de la Reacción en 

Cadena Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) con el de Polimorfismos en la Longitud de 

Fragmentos de Restricción (RFLP’s por sus siglas en inglés); permitiendo analizar grandes 

cantidades de fragmentos o polimorfismos en el ADN, sin requerir información previa de la 

secuencia que se está analizando (Weising, Nybom, Pfenninger, Wolff & Kahl, 2005). 

Con base en esto, y a pesar de que el Parque Nacional Isla de Coco es considerado un laboratorio 

natural para el estudio de la evolución de las especies y Patrimonio Mundial de la Humanidad 

(1997) (Trusty, Kesler & Delgado, 2006), no existen registros genéticos para ninguna de las 

especies vegetales que conforman sus bosques. De manera que, la única información disponible 

se limita a estudios de estructura y composición florística (Bonilla, 2017; Porras-Jiménez, 2012; 

Porras-Jiménez, Acosta-Vargas, Castillo-Ugalde & Quesada-Monge, 2014; Zamora, 2008).  

Sacoglottis holdridgei (Cuatracasas, 1964) conocida comúnmente como “Palo de Hierro” es la 

especie leñosa de mayor importancia en la isla, ya que “es la única especie con distribución 

espacial tanto vertical como horizontal continua” (Porras-Jiménez et al., 2014); y la que presenta 

los mayores porcentajes de abundancia y dominancia (Acosta-Vargas, 2016). S. holdridgei 

funciona como “especie de servicio” en el bosque nuboso, ya que domina el dosel y permite que 

las especies Cyathea alfonsiana (Porras-Jiménez et al., 2014) y Epidendrum insulanum Schltr 

Schltr (catalogada como “Casi Amenazada” por la UICN) (Bogarin, Warner, Gigot, & 

Savolainen, 2008), se desarrollen en el sotobosque. Estudios previos denotan cierto nivel de 

preocupación en cuanto su futuro, ya que las tasas de regeneración, mortalidad y reclutamiento 

presentan valores críticos con respecto a algunas de las especies de la familia Melastomataceae, 

con las cuales conviven en constante competencia; debido a que, podría escalar a un posible 

futuro cambio de estructura y composición florística (Acosta-Vargas, 2016; Bonilla, 2017). 

Teniendo en cuenta la importancia y peso ecológico de esta especie en el ecosistema, la presente 

investigación tiene como objetivo analizar la estructura genética poblacional de 

Sacoglottis holdridgei Cuatrec. (Humiriaceae) mediante marcadores moleculares AFLP’s en el 

Parque Nacional Isla del Coco. 

http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=15800046
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

El presente proyecto de investigación cuenta con el permiso de la Comisión Nacional para la 

Gestión de la Biodiversidad (CONAGEBIO), para el acceso de los recursos genéticos y 

bioquímicos de la biodiversidad costarricense en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica; 

mediante la resolución N° R-CM-ITCR-012-2018-0T de la Oficina Técnica.  

2.1 Área de estudio 

El Parque Nacional Isla del Coco (PNIC) es parte del Área de Conservación Marina Cocos 

(ACMC) y se ubica entre las coordenadas 05° 30’- 05° 34’N y 87° 01’- 87° 06’O, a 532 km de 

Cabo Blanco en el Océano Pacífico, al Oriente de Costa Rica (Porras-Jiménez, 2012). 

El PNIC posee clima tropical húmedo, con una temperatura promedio anual de 24,3 °C (IMN, 

2018) y una precipitación promedio anual de 7000 mm (SINAC, 2016). Se sitúa en la zona de 

vida Pluvial Premontano (bp-P) transición a basal (Bolaños & Watson, 1993). Su cobertura 

boscosa es en su mayoría de carácter pluvial premontano, con la presencia de un pequeño 

porcentaje de bosque nuboso (SINAC, 2016); y sus suelos son de origen exclusivamente 

volcánicos con pequeños depósitos de tipo aluvial (Malavassi, 1983). 

2.2 Muestreo  

Se seleccionaron dos subpoblaciones naturales de S. holdridgei; la primera con un rango 

altitudinal de los 0-300 msnm en el bosque pluvial Premontano y la segunda con un rango 

altitudinal aproximadamente de los 301-575 msnm en el bosque Nuboso.  

En cada subpoblación se eligieron 35 individuos (n=35) mediante un muestreo completamente 

aleatorio (Figura 1). Para ello, se creó una red de puntos aleatorios aplicando un área de 

amortiguación equivalente a 30 m en cada uno de los principales senderos del PNIC (Bahía 

Chatham, Bahía de Llanos de Palo de Hierro, Cerro Pelón, Presa del Río Genio y Cerro 

Yglesias). Se utilizó la capa de senderos del Parque “isladelcocosenderCRTM05.shp” del 

ATLAS Digital de Costa Rica (2014). De esta manera, los individuos de la Subpoblación 1 

(Bosque Pluvial Premontano) están definidos por la nomenclatura: Bahía Chatham (C), Bahía 
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de Llanos de Palo de Hierro (L), Cerro Pelón (Pp), Presa del Río Genio (Pr); y los de la 

Subpoblación 2 (Bosque Nuboso) por la nomenclatura: Cerro Pelón (P) y Cerro Yglesias (Y). 

 

Figura 1. Ubicación de los árboles S. holdridgei muestreados para el estudio de su estructura 

genética poblacional en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 

Se colectaron al menos ocho brotes jóvenes de tejido foliar fresco por individuo. Cada muestra 

fue empacada en bolsas herméticas tipo Ziploc debidamente rotuladas con su respectivo código 

(número de árbol y subpoblación) y transportadas con hielo, para posteriormente ser 

almacenadas a -50 °C. Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Genética Molecular 

Forestal del Centro de Investigación en Innovación Forestal (CIF), ubicado en la sede Central 

del Instituto Tecnológico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 

2.3 Extracción del ADN nuclear  

Para la extracción de ADN nuclear, se aplicó el protocolo de extracción CTAB (Lodhi, Ye, 

Weeden & Reish, 1994) en combinación con la química del DNeasy Plant Mini Kit de la casa 
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comercial QIAGEN™ (2016), mediante la utilización de columnas de la casa comercial Omega 

Bio-Tek® (Araya-Salas, 2018). 

Se colocó de cada muestra, 100 mg de tejido foliar fresco en tubos Eppendorf de 2 ml, 

previamente macerado con nitrógeno líquido. Se agregó 250 μl de tampón de extracción (Tris-

HCl 100 mM (pH 8,0); NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM, CTAB 2 %, Mercaptoetanol 0,2 % y PVP 

2 %) y se volvió a macerar el tejido manualmente con un pistilo, para después añadir 500 μl del 

mismo tampón de extracción e incubar a 65 °C durante 20 minutos. Una vez concluida la 

incubación, se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente y se agregó 750 μl de 

cloroformo octanol (24:1). Se mezclaron los componentes mediante inversión de los tubos 20 

veces. Después, se centrifugó a 6000 rpm por 15 minutos en una centrifuga modelo 5424 de la 

casa comercial Eppendorf y se transfirieron 400 μl del sobrenadante a una columna de retención 

de ADN (HiBind DNA Mini Column). Las columnas fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 

2 minutos, se descartó el sobrenadante y se reservó la columna.  

Se transfirió la columna a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y se añadió 15 μl de tampón de 

elusión AE del kit de extracción DNeasy Plant Mini Kit de la casa comercial QIAGEN® (2016). 

Se dejó reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente para posteriormente centrifugar a 

8000 rpm durante un minuto. Se añadieron 15 μl más del mismo de tampón de elusión, y se dejó 

reposar durante 10 minutos para centrifugar nuevamente a 8000 rpm durante un minuto. 

Finalmente, se desechó la columna y se agregó 4 μl de ARNasa al producto obtenido.  Las 

muestras debidamente rotuladas se almacenaron a -20 ºC. 

2.4 Electroforesis y cuantificación del ADN  

Se realizó un análisis electroforético, en gel de agarosa al 2% con tampón TAE 1X, a 100 voltios 

constantes durante 30 minutos.  Se utilizó una cámara ENDUROTM Gel XL (Labnet Intenational, 

Inc), en la cual se colocó 3 μl de tampón de carga 6X (New England BioLabs) junto con 5 μl 

del ADN extraído. En cada 100 ml de tampón TAE 1X con agarosa, se agregó un 1 μl de Gel 

Red. Para visualizar las bandas de ADN se utilizó un fotodocumentador Gel DocTM XR+ de la 

casa comercial BIO-RAD mediante el programa Quantity One 1-D Analysis v. 4.6.8. 
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Para evaluar la concentración de ADN en las bandas observadas en la electroforesis, se evaluó 

cada muestra a 260 nm en el espectrofotómetro NanoDropTM Lite, marca Thermo Fisher 

Scientific Inc., utilizando 1 μl de cada muestra. 

2.5 Protocolo AFLP’s (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados) 

El ADN extraído se procesó con base en la metodología propuesta por Vos et al. (1995) con 

algunas modificaciones. El protocolo fue previamente validado en un estudio anterior de 

investigación estudiantil realizado por Araya-Salas (2018), para la especie S. holdridgei.  

2.5.1 Digestión y Ligación del ADN  

Para llevar a cabo la restricción del ADN se estandarizaron las muestras a una concentración de 

50 ng/μl en un volumen final de 20 μl. Se utilizaron las enzimas EcoRI-HF y MseI (ambas de 

la marca New England BioLabs). En un tubo de 0.5 ml se agregó 10 μl de cada muestra de ADN, 

tampón CutSmart a 1X (New England BioLabs) y enzima MseI a 5 U. Se incubaron las muestras 

a 37 °C durante 2 horas en un termociclador Mastercycler Epgradient de la casa comercial 

Eppendorff, y seguidamente se desactivó la enzima por calor a 65°C durante 15 minutos. 

Posteriormente, se agregó la enzima EcoRI a 10 U y se volvió a incubar durante 2 horas a 37 

°C, para después desactivar de igual manera esa enzima a 65 °C durante 15 minutos.  

Antes de realizar la ligación, se linearizaron los adaptadores EcoRI y MseI a 65 °C durante 15 

minutos en un termociclador Mastercycler Epgradient de la casa comercial Eppendorf e 

inmediatamente se colocaron en una gradilla fría durante 5 minutos. La reacción de ligación se 

llevó a cabo en un volumen final de 20 μl, se colocaron en un tubo de 0.5 ml 10 μl del ADN 

digerido; ADN T4 ligasa a 0,01 U/μl (Thermo Scientific), tampón T4 ligasa a 1X (Thermo 

Scientific), adaptador EcoRI a 0,5 μM, adaptador MseI a 5 μM y ATP a 0,06 mM. Se incubó a 

16 °C durante 2 horas y 30 minutos. Finalmente, los productos fueron almacenados a -20 °C. 

2.5.3 Amplificación Pre-Selectiva  

Se llevó a cabo la PCR para los imprimadores preselectivos, a partir de los productos ligados, 

en un volumen final de 50 μl. Primeramente, se linearizaron los imprimadores M-C y E-A a 95 

°C durante 5 minutos. La reacción consistió en 5 μl de ADN ligado y diluido 1:10, tampón PCR 
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Go Taq Flexi a 1X (Promega), MgCl2 a 3 mM, dNTPs a 0,2 mM, imprimador M-C a 0,2 μM, 

imprimador E-A a 0,2 μM y 1U de Taq polimerasa Go Taq Flexi (Promega). La reacción se 

incubó en el termociclador Mastercycler Epgradient de la casa comercial Eppendorf durante 1 

hora y 10 minutos. El perfil térmico utilizado, se presenta a continuación en el Cuadro 1. 

Cuadro 1. Perfil térmico de la reacción de Amplificación Pre-Selectiva del protocolo AFLP 

para la especie S. holdridgei en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclo 

Desnaturalización inicial 72 2 1 

Desnaturalización 94 0,5  

20 Hibridación 56 0,5 

Extensión 72 2 

Extensión final 72 5 1 

Almacenamiento 4 ∞ - 

Fuente: Araya-Salas (2018). 

La amplificación preselectiva se evaluó por medio de un análisis electroforético a 100 voltios 

constantes durante 30 minutos, en un gel de agarosa al 2%, con tampón TAE 1X. Se agregó a 

100 ml de agarosa, 1 μl de Gel Red y 5 μl del producto pre-amplificado mezclado con 3 μl de 

tampón de carga 6X (New England BioLabs). Una vez verificado el barrido de ADN, se diluyó 

el producto obtenido en el PCR de la amplificación pre-selectiva en una proporción de 1:20.  

2.5.4 Amplificación Selectiva 

Anterior a este estudio, se realizó un tamizaje de imprimadores en el cual se evaluaron 72 

combinaciones de imprimadores; obteniendo amplificación en 18 de ellas (Araya-Salas, 2018). 

Los imprimadores selectivos utilizados para la enzima EcoRI fueron: AAG, AAC, ACC, ACT, 

AGC, AGG y ATC. Y los imprimadores para la enzima MseI fueron: CAC, CAA, CAG, CTT, 

CAT, CGG, CTA, CTC y CTG. De esta manera, en la presente investigación se evaluaron 12 de 

esas 18 combinaciones, debido a que mostraron una mejor amplificación. Las 12 combinaciones 

evaluadas en las dos subpoblaciones fueron: E-ATC/M-CAC, E-AGG/M-CAG, E-ATC/M-CAG, E-

ATC/M-CTT, E-ATC/M-CGG, E-ACG/M-CTA, E-ATC/M-CAA, E-AGC/M-CTT, E-AGG/M-CTC, 

E-ATC/M-CAT, E-ACG/M-CGG y E-AGC/M-CTA.  
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Primeramente, los imprimadores se linearizaron a 95 °C durante 5 minutos y se colocaron en 

una gradilla fría por 5 minutos. La reacción se realizó en un volumen final de 20 ul y estuvo 

constituida por 5 μl de ADN preamplificado y diluido a 1:20, concentraciones finales de tampón 

PCR a 1X (Promega), MgCl2 a 1 mM, dNTPs a 0,2 mM, imprimadores selectivos EcoRI-NNN 

a 10 μM, y MseI-NNN a 10 μM, y Taq polimerasa Go Taq Flexi (Promega) a 1U. Las muestras 

se incubaron durante 2 horas y 45 minutos en un termociclador Mastercycler Epgradient de la 

casa comercial Eppendorf. El perfil térmico usado se muestra a continuación. 

Cuadro 2. Perfil térmico de la reacción de Amplificación Selectiva del protocolo AFLP’s para 

la especie S. holdridgei en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclo 

Desnaturalización inicial 94 2 1 

Desnaturalización 94 0,5 

15 Hibridación 66 0,5 

Extensión 72 2 

Desnaturalización 94 0,5 

23 Hibridación 56 0,5 

Extensión 72 2 

Extensión final 60 30 1 

Almacenamiento 10 ∞ - 

Fuente: Araya-Salas (2018).  

Los fragmentos del PCR selectivos se visualizaron con el analizador de fragmentos QIAxcel de 

la casa comercial QIAGEN® en el Laboratorio de Genética Molecular Forestal del Centro de 

Investigación en Innovación Forestal (CIF), del ITCR. 

2.6 Análisis de datos 

De los 70 individuos muestreados, cinco individuos pertenecientes a cada una de las 

subpoblaciones (P1=L7, L79, L80, L85, Pp37 / P2=P51, P52, P62, P73, P74) no amplificaron 

para ninguna de las combinaciones probadas, por lo cual, los análisis se hicieron con un total de 

60 individuos. A su vez, de las 12 combinaciones de imprimadores selectivos evaluadas, se 



 

9 
 

escogieron siete combinaciones para el análisis final; ya que fueron las que generaron una mayor 

cantidad de bandas y presentaron mejor resolución. Mediante la construcción de una matriz 

binaria de presencia (1) /ausencia (0), se determinó la totalidad de las bandas presentes para 

cada combinación de imprimadores selectivos EcoRI-NNN/MseI-NNN, en un rango de tamaño 

molecular de entre 200 y 700 pares de bases (pb). Para ello, se utilizó un umbral de detección 

intermedio para la magnitud de intensidad de la fluorescencia; que es el umbral definido por 

defecto en el programa QIAxcel Screen Gel v.1.5 y recomendado según el fabricante, debido a 

que este programa adapta este parámetro a cada una de las muestra detectando la señal más alta 

y el múltiplo del nivel de ruido estimado en el electroferograma (QIAGEN, 2016); descartando 

los fragmentos de baja intensidad considerados como “ruido” y se evita la posibilidad de ignorar 

algún pico importante para el marcador al subir el umbral (Araya-Valverde, Murillo-Gamboa, 

Aguilar & Rocha, 2005; Crespillo, Luque, Paredes & Barrio, 2012). 

Se utilizó el programa GenAlEx v.6.503 (Peakall & Smouse, 2012), para evaluar la diversidad 

genética poblacional mediante el cálculo de las frecuencias de los fragmentos reportados por 

locus, el porcentaje de fragmentos polimórficos y el índice de diversidad haplotípica (h) (Nei, 

1987).  Mediante un Análisis Molecular de Varianza (AMOVA) (Escoffier, Smouse & Quattro, 

1992), se evaluó la estructura genética inter e intra poblacional utilizando la matriz de distancias 

genéticas de Nei (1978), con 999 permutaciones. Y se determinó el coeficiente de diferenciación 

genética (FST), con el programa AFLP.surv v.1.0 (Vakemans, 2001). 

Se generó un diagrama de barras, utilizando el programa de agrupamiento bayesiano 

STRUCTURE v.2.3.4. (Pritchard, Stephens & Donnelly, 2000) para verificar si verdaderamente 

existe una estructura poblacional definida, asignando probabilísticamente los individuos 

muestreados a grupos genéticos (K) que oscilan de entre 1 y 10. Los análisis se llevaron a cabo 

bajo un modelo mixto con frecuencias alélicas correlacionadas, considerando 100 iteraciones 

por K. El valor de Δ Κ (Evanno, Regnaut & Goudet, 2005) se procesó con el programa Structure 

Harvester (Earl & vonHoldt, 2012). Con la matriz de distancias genéticas linearizadas, se realizó 

un Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) para obtener una visualización espacial de la 

estructura poblacional usando GenAlEx; además, de un dendrograma NJ (Neighbour Joining) 

(Saitou & Nei, 1987) con el programa SplitsTree v.5.0.12. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Diversidad genética 

Para el total de los 60 individuos analizados mediante el uso de siete combinaciones de 

imprimadores selectivos, se obtuvieron 122 fragmentos con un tamaño que varió de entre 200 y 

700 pares de bases (pb), de los cuales 78,69 % resultaron ser de tipo polimórfico (Cuadro 4). Se 

determinó, que los imprimadores selectivos analizados revelaron en promedio 17,43 bandas por 

locus.  

Del total de bandas diferentes obtenidas en ambas subpoblaciones, 96 de ellas resultaron ser 

polimórficas en la Subpoblación 1 y 96 en la Subpoblación 2; con un promedio de 13,71 bandas 

por locus, respectivamente. Detectando tan solo una única banda monomórfica por subpoblación 

(Cuadro 3).  

Las combinaciones de imprimadores selectivos que presentaron el mayor número de bandas 

fueron E-AGC/M-CTA, E-ATC/M-CAC y E-ACG/M-CTA. Asimismo, se revelaron un total de 

25 bandas únicas en cada una de las subpoblaciones muestreadas; destacando que, la 

combinación que presentó el mayor número de bandas únicas fue E-ATC/M-CTT con un total 

de siete bandas presentes en la Subpoblación 1 y seis en la Subpoblación 2. En contraste, la 

combinación E-ATC/M-CAC no mostró presencia de bandas únicas en la Subpoblación 2 

(Cuadro 3).  

A continuación, en el Cuadro 3 se presenta el perfil de polimorfismos presentados para cada una 

de las combinaciones de imprimadores selectivos probadas en cada una de las subpoblaciones 

analizadas. 
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Cuadro 3. Grado de polimorfismo detectado con siete combinaciones de imprimadores 

selectivos analizados en dos subpoblaciones naturales de S. holdridgei en el Parque Nacional 

de Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 

Combinación de 

imprimador 

Bandas diferentes 

totales 

Bandas 

polimórficas 

Bandas 

monomórficas 

Bandas 

únicas 

Subpoblación 1         

E-ATC/M-CAC 18 18 0 5 

E-AGG/M-CAG 12 12 0 1 

E-ATC/M-CAG 12 12 0 4 

E-ATC/M-CTT 15 15 0 7 

E-ATC/M-CGG 9 9 0 2 

E-ACG/M-CTA 17 17 0 4 

E-AGC/M-CTA 14 13 1 2 

Promedio 13,86 13,71 0,11 3,88 

Total 97 96 1 25 

Subpoblación 2         

E-ATC/M-CAC 13 13 0 0 

E-AGG/M-CAG 15 15 0 4 

E-ATC/M-CAG 14 14 0 6 

E-ATC/M-CTT 14 14 0 6 

E-ATC/M-CGG 9 9 0 2 

E-ACG/M-CTA 14 13 1 1 

E-AGC/M-CTA 18 18 0 6 

Promedio 13,87 13,71 0,11 3,88 

Total 97 96 1 25 

Subpoblación 1, Bosque Pluvial Premontano; Subpoblación 2, Bosque Nuboso.  

Se determinó un valor promedio de 0,201 para la diversidad genética poblacional de S. 

holdridgei. Este parámetro fue muy similar para ambas subpoblaciones; destacando que, aunque 

la Subpoblación 2 es la que muestra el valor más alto de diversidad alélica (h=0,205) (Cuadro 

4), ambas subpoblaciones presentan la misma cantidad de bandas diferentes y fragmentos 

polimórficos (Cuadro 3). 
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Cuadro 4. Parámetros estadísticos de diversidad genética fundamentada en 122 fragmentos 

analizados en dos subpoblaciones de S. holdridgei en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa 

Rica, 2019. 

Subpoblación NDB PFP (%) h DE (h) 

1 97 78,69 0,197 0,015 

2 97 78,69 0,205 0,016 

Promedio 97 78,69 0,201 0,010 

NDB, número de bandas diferentes; PFP, porcentaje de fragmentos polimórficos; h, Índice de diversidad 

haplotípica, DE, desviación estándar. 

3.2 Estructura genética 

3.2.1 AMOVA y Coeficiente de Diferenciación Genética 

Para determinar la variación genética dentro y entre subpoblaciones, se hizo una comparación 

de los individuos pertenecientes a ambas subpoblaciones utilizando los resultados jerárquicos 

del AMOVA. De esta manera, se tiene que la mayor variación genética se concentra dentro de 

las subpoblaciones (97%) (Cuadro 5).  

Cuadro 5. Análisis Molecular de Varianza (AMOVA) basado en marcadores AFLP’s en dos 

subpoblaciones de S. holdridgei en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 

Análisis  GL SS MS Est. Var. V (%) 

Entre subpoblaciones 1 4,828 4,828 0,077 3 

Dentro de subpoblaciones 58 146,774 2,531 2,531 97 

Total 59 151,602  2,607 100 

GL, grados de libertad; SS, suma de la desviación al cuadrado; MS, media de la desviación al cuadrado; Est. Var, 

Estadístico de Varianza; V (%), porcentaje de la varianza total. 

La estimación de la diferenciación genética mediante el coeficiente de diferenciación genética 

(FST) fue de 0,076 con una significancia de 0,001; mientras que con el coeficiente de correlación 

φPT (medida de conectividad entre poblaciones) fue de 0,029 con una significancia de 0,001. 

Asimismo, se determinó que la distancia genética de Nei (1978) entre subpoblaciones 

corresponde a un promedio de 2,5 %, encontrando un porcentaje de similitud de 97,5 %. 
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3.2.2 Análisis de agrupamiento 

Con el fin de visualizar y comprender la relación genética existente entre los individuos de 

ambas subpoblaciones de S. holdridgei, se ejecutaron tres diferentes métodos de agrupamiento 

con un modelo estadístico de análisis distinto cada uno. De esta manera, el análisis de 

agrupamiento bayesiano realizado con el programa STRUCTURE identificó que un modelo de 

dos poblaciones fue capaz de capturar mejor la variación de los datos respecto a la estructura 

genética de S. holdridgei; ya que existe un pico muy pronunciado para ΔK=2 (Figura 2). 

 

Figura 2. Identificación del ΔK más probable calculado con el programa Structure Harvester 

en la especie S. holdridgei en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 

Asimismo, en el Apéndice 1 se puede observar la asignación de probabilidades para las 60 

muestras en cada grupo inferido por el programa STRUCTURE para el número de poblaciones 

de K=2 a K=5, confirmando las poblaciones K más probables y representativas (Figura 2); en 

donde cada individuo se ve representado por una línea vertical. La longitud determinada por 

cada color indica la probabilidad que tiene el individuo de pertenecer a cada población. De esta 

manera, los datos reflejan, una alta probabilidad de la presencia de una población con poca 
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estructura, compuesta por dos subpoblaciones que apenas comienzan a mostrar signos de 

divergencia en la especie (K=2).  

Por otra parte, se diseñó un dendrograma NJ (Figura 3), en el cual se puede observar la 

disposición espacial de los individuos. Se denotan dos subconjuntos o ramas diferenciables 

principales en los que se entremezclan los individuos de ambas subpoblaciones sin distinción 

clara entre las subpoblaciones definidas propiamente para el muestreo, ni entre sitios de colecta; 

lo que concuerda con el grado de similitud presente, debido a la estrecha cercanía genética 

mostrada entre los individuos de cada conjunto. Asimismo, se puede notar que algunos 

individuos (Y46, Y42, P53, P55, L9, L27, L31, L32 y C2) destacan del conjunto, al mostrar una 

mayor distancia genética. 

 

Figura 3. Dendrograma NJ basado con siete combinaciones de imprimadores selectivos 

AFLP´s, en dos subpoblaciones naturales de S. holdridgei en el Parque Nacional Isla del Coco, 

Costa Rica, 2019. 

Con el mismo objetivo, se realizó un Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) para mostrar 

la diferenciación genética espacial existente dentro y entre las subpoblaciones analizadas 
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(Figura 4). Se pude observar un patrón consistente con los análisis anteriores, ya que en los 

cuadrantes tres y cuatro se muestra una mezcla de los individuos de ambas subpoblaciones 

formando un conjunto sin diferencias significativas entre las distancias genéticas y mezclados 

sin distinción de la subpoblación a la que pertenecen. Mientras que en el cuadrante uno y dos, 

se denota una clara separación entre algunos de los individuos del bosque nuboso y pluvial 

premontano, respectivamente. 

 

Figura 4. Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) con base en la distancia genética de 

Nei de 60 individuos de dos subpoblaciones naturales de S. holdridgei en el Parque Nacional 

Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 
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4. DISCUSIÓN 

4.1 Diversidad genética 

De los 60 individuos analizados, se generaron 122 fragmentos totales a partir del uso de siete 

combinaciones de imprimadores selectivos; que proporcionaron un promedio de 17,43 bandas 

por locus. Aunque, según Acuña et al. (2005) el método AFLP’s permite que por cada 

combinación de imprimadores probado se amplifique un promedio de entre 40 y 100 fragmentos 

de ADN aproximadamente. Eso ha sido demostrado, debido a que esta técnica ha sido 

ampliamente utilizada en especies leñosas del Neotrópico. En Costa Rica, por ejemplo, para la 

especie Dalbergia retusa, se obtuvo un promedio de 44,8 fragmentos mediante el uso de cinco 

combinaciones de imprimadores (Chavarría-Lines, 2006) y en la especie Dipteryx panamensis 

se obtuvo un promedio de 40 fragmentos por cada combinación de imprimadores selectivos 

(Meza, 2010). En Nicaragua para Calycophyllum candidissimum se reportó un promedio de 

75,33 fragmentos (Dávila, Affenzeller, Tribsch, Díaz & Comes, 2017). Asimismo, en Cedrella 

odorata se detectó con tres combinaciones de imprimadores un promedio de 86 bandas (De la 

Torre, 2013) y en la especie endémica chilena Gomortega keule un total de 52 fragmentos por 

combinación (Delaveau et al., 2013). Basándose en esos resultados se podría suponer que, al 

aplicar una mayor cantidad de combinación de imprimadores, se aumente el número de bandas 

por locus; aunque es probable que no todas resulten ser de tipo polimórfico. Se debe tener en 

cuenta que se fue muy estricto a la hora de descartar los imprimadores que presentaron datos 

faltantes; por lo cual no se cumplió esa teoría.  

Una posible razón para la existencia de estos valores podría relacionarse con las dificultades 

presentadas durante el proceso de recolecta, almacenamiento y transporte del material vegetal. 

Ya que un hecho reconocido, es que un manejo inadecuado de las muestras proporciona efectos 

negativos en la calidad e integridad del ADN; ya que se podrían liberar contaminantes que 

pueden llegar a intervenir y dificultar la acción de los reactivos utilizados durante las reacciones 

de PCR (Barra, Salazar, Beltran & Sagredo, 2012). Debido a que el material, estuvo expuesto a 

periodos irregulares de congelación/descongelación, se pudo fomentar la sintetización de 

metabolitos secundarios y la aparición de cristales en el interior de la célula, que rompen y 
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degradan la estructura celular (Velázquez, Martínez & Romero, 2014), fragmentando el ADN y 

comprometiendo el rendimiento en algunas de las muestras. Esto, se relaciona con la alta 

sensibilidad que presentan los marcadores moleculares AFLPs con respecto a su requerimiento 

de ADN de alta calidad y pureza, ya que involucran enzimas de restricción (Serrato-Díaz & 

Ramos-Ortiz, 2014; Solano-Flórez, Márquez-Cardona & Schuler, 2009). Relacionado a esto, es 

de considerar la probabilidad de que ocurriera una digestión parcial del ADN en algunas de las 

muestras, afectando la reproducibilidad de las bandas (Dowling, 1996).  

En el caso de las combinaciones E-ATC/M-CAA, E-AGG/M-CTC, E-AGC/M-CTT, E-ACG/M-

CGG y E-ATC/M-CAT que no presentaron señales de amplificación para la mayoría de los 

individuos (datos faltantes), podría ser que posibles mutaciones en esos individuos generan 

cambios en la región flanqueaste del ADN (Callen et al., 1993); lo cual es común también en 

marcadores microsatélites, aunque se tenía evidencia de que esas combinaciones ya habían 

resultado funcionales para la especie (Araya-Salas, 2018).  

Otra razón, podría deberse a inconvenientes presentados durante la electroforesis; ya que se ha 

demostrado que en el análisis por electroforesis capilar es común que factores como, 

fluctuaciones bruscas en el voltaje durante el análisis, las condiciones de corrida e incluso 

inconsistencias propias del equipo, provoquen que los patrones de los picos resulten poco 

consistentes (Crespillo et al., 2012); por lo cual se dificulta su evaluación y se condiciona la 

cantidad de fragmentos definidos reportados en algunas de las muestras. 

Debido a que los AFLPs son marcadores dominantes, en donde es imposible diferenciar los 

genotipos homocigotos de los heterocigotos del fragmento de ADN analizado (Backeljau, 

1995), el sistema termina clasificándose por defecto como dominante recesivo (Simpson, 1997). 

Con relación a ello, el grado de ploidía tiene un efecto directo en la variación genética observada 

(Valdés-Infante & Rodríguez, 2003); ya que con este tipo de marcadores es probable que se 

subestimen los valores resultantes en la diversidad genética a la hora de realizar el análisis de 

“presencia/ausencia”, debido a que se puede llegar a encubrir la presencia de fragmentos en los 

locus (De Vicente, López & Fulton, 2004); por lo cual es muy importante tener  en cuenta que 

la mayoría de los programas estadísticos utilizados para los análisis genéticos están diseñados 

especialmente para especies diploides. Por tanto, al desconocer la ploidía de la especie se utilizó 
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un enfoque conservador al utilizar el índice de diversidad haplotípica (h) (Nei, 1987); que es 

una de las formas existentes de cuantificación de la variabilidad genética, en la cual se considera 

la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar en una población sean distintos (Peakall 

& Smouse, 2006). Ese cálculo de diversidad es equivalente al índice de heterocigosidad 

esperada (He) para datos diploides (Rojo Arreola, 2005), aplicado con marcadores codominantes 

como los microsatélites (Barahona-Padilla, 2014); por lo que, esa probabilidad se define en 

función de las frecuencias alélicas de la misma forma; pero esta se puede aplicar a cualquier 

organismo (haploide, diploide o poliploide) (Moreno, 2010).  

En este estudio se obtuvo una diversidad genética promedio (h) igual a 0,201; destacando que 

el bosque pluvial premontano fue la subpoblación que presentó mayor diversidad (0,205) 

(Cuadro 4). Estos valores son considerados como moderados según datos reportados para 

poblaciones endémicas en ecosistemas insulares oceánicos, que por lo general tienen valores 

menores en comparación con las poblaciones de continente (Frankham, 1997; Montoya 2007); 

por causa de las barreras obvias de polinización y dispersión a las que están expuestas.  

Estudios realizados con aloenzimas para la heterocigosidad esperada en las Islas Canarias, 

reportan un promedio de 0,186 (especies reportan valores desde 0,047 hasta 0,456) (Francisco-

Ortega, Santos‐ Guerra, Kim & Crawford, 2000); aunque para especies endémicas en islas 

oceánicas del Pacífico, DeJoode & Wendel (1992) se reportó un valor de 0,064. En contraparte, 

si se compara con datos reportados para especies del Neotrópico se tiene que los presentes 

valores se catalogan por debajo de la media de especies continentales; lo cual destaca la 

fragilidad de los ecosistemas endémicos insulares. En especies tropicales continentales se han 

reportado valores bajos de heterocigosidad esperada, muy similar a lo obtenido en la especie en 

estudio; por ejemplo, en la especie Sideroxylon capiri se detectó un rango de 0,204 a 0,249 

(Villalobos-Barrantes, García, Lowe & Albertazzi, 2015). En las especies continentales 

Vochysia ferruginea y Lonchocarpus costarrisensis se reportaron valores de heterocigosidad de 

0,30 y 0,24 (rango entre poblaciones de 0,19-0,28), respectivamente (Cavers, Navarro, Hopkins, 

Ennos & Lowe, 2005; Navarro et al., 2005). Además, en un estudio recopilatorio con 

marcadores RAPD para especies endémicas de sitios continentales e insulares se reporta un 

valor igual a 0,20 (Nybom, 2004).   
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En el caso particular de las islas oceánicas, el grado de variabilidad presente en las poblaciones 

se ve determinado principalmente por factores como el área total, la edad de la isla, el estado de 

aislamiento geográfico (Poulin, 2006; Sosa, Batista, González-Pérez & Bouza; 2002) y las 

condiciones ecológicas y geomorfológicas que la definen (Stuessy, Takayama, López-

Sepúlveda & Crawford, 2014). Con base en esos estudios, los valores de diversidad 

anteriormente mencionados pueden explicarse con varias hipótesis, ya que la Isla del Coco 

cumple con todos los factores necesarios para la creación de un ecosistema muy restrictivo en 

términos de intercambio de flujo genético. 

De esta manera, se tiene que la Isla se encuentra a más de 500 km de distancia de la masa 

continental, por lo que el océano es una barrera que imposibilita la dispersión y polinización 

externa, actuando como un aislante del contacto con otras poblaciones; lo cual se traduce en un 

flujo genético que se da de forma exclusivamente interna (Maki, 2001). Sumado a ello, el factor 

de área disponible (23,85 km2) provoca una reducida y discontinua distribución espacial de las 

poblaciones; lo que según Frankham (1997) posibilita futuras extinciones, ya que la 

probabilidad de autocruzamiento es mayor, provocando que la diversidad genética disminuya.  

En relación con estas restricciones y para comprender los valores presentados, debe considerarse 

como factor clave la colonización de la especie. Puede catalogarse como un evento “raro de 

dispersión a larga distancia” que tuvo la capacidad de intervenir en el bioma existente, de tal 

manera que se pudieran crear los patrones biogeográficos y endémicos actuales que identifican 

a la Isla del Coco (Le Roux et al., 2014). Este evento se considera como “raro”, ya que una 

característica de las especies insulares es que pueden llegar a perder la capacidad de dispersión 

que poseían los individuos que actuaron como ancestros colonizadores (Fernández-Palacios et 

al., 2001). En estos casos si se sigue la “Ley de Baker” (1955) (Stebbins, 1957), que establece 

que la población cero está por lo general compuesta por unos pocos individuos que contienen 

un flujo genético restringido y que con el paso del tiempo es común que llegue a borrarse su 

huella genética original, dando paso a efectos evolutivos de gran impacto, como mutación, 

recombinación, deriva genética y selección natural (Stuessy et al., 2014).  Con base en esta 

teoría, se debe considerar la posibilidad de que los agentes colonizadores pudieron tratarse de 

individuos pertenecientes a otras especies del género Sacoglottis que pudieron adaptarse y dar 

https://ezproxy.itcr.ac.cr:2081/doi/10.1111/mec.13060#mec13060-bib-0101
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producto a un evento de especiación que resultó en la especie tratada actualmente. Aunque a su 

vez, según la tasa de crecimiento anual (3,1 ± 1,1 mm/año) (Bonilla, 2017); los individuos L9 

(90 cm) y L31 (75 cm) podrían ser parte de este proceso; destacando que este último es también 

el individuo que presentó la mayor cantidad de fragmentos polimórficos (41). 

Aunque se desconoce en qué año se dio este evento, se han planteado varias teorías que podrían 

explicar este fenómeno. Montoya (2016) describe que el proceso de dispersión pudo comenzar 

por causa de la influencia de las corrientes marinas existentes en dirección oeste, antes del cierre 

del Istmo de Panamá durante la época de finales del Plioceno y el periodo del Pleistoceno. En 

esas épocas, ríos de gran magnitud como el Magdalena y el Orinoco desembocaban en un sitio 

común transportando semillas naturalmente hacia la isla. Otra teoría propuesta, es después del 

cierre del Istmo, donde el evento pudo darse gracias a la presencia de la Contracorriente 

Ecuatorial Norte (CCEN), ya que la isla es considerada como la primera área poco profunda que 

toca esta corriente (Córtes, 2016). Además, de otras cuatro corrientes superficiales que pudieron 

intervenir en el proceso; arrastrando material genético (ACMC, 2007).   

Ambas ideas tienen mérito, ya que la flora vascular de la isla presenta muchas similitudes con 

las especies encontradas en Centroamérica y en el noreste de Sudamérica; en especial las de la 

provincia fitogeográfica de la Guyana-Amazónica (Montoya, 2016). Esta relación tiene sentido, 

ya que el género Sacoglottis cuenta con 10 especies diferentes, distribuidas en la región 

Neotrópical, desde la selva Atlántica de Río de Janeiro hasta Costa Rica (Cuatrecasas, 1961); a 

excepción de S. gabonensis (endémica) que se desarrolla fuera de América en la costa oeste de 

África. Se ha reportado la aparición de fósiles del mismo género que datan desde el Mioceno 

temprano en las regiones neotropicales mencionadas anteriormente (Pérez-Consuegra et al., 

2018). De hecho, una característica morfológica común presente en todas las especies del 

género, es que sus semillas son tipo drupas con un exocarpo carnoso y un endocarpo leñoso que 

presenta cavidades resiníferas (Antunes-Carvalho & Sousa de Holanda, 2018), que brindan la 

capacidad de flotar y viajar por años a través de las corrientes (Cuatrecasas, 1961). Por tanto, 

no es improbable la posibilidad de que S. holdridgei sea una especie derivada que se adaptó a 

las condiciones del ecosistema. 
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Otra característica presente en el género son las flores hermafroditas completas (Giordano, 

2009); aunque en S. holdridgei se desconoce su estado de compatibilidad. Según Ward, Dick, 

Grivel & Lowe (2005), las especies del Neotrópico son normalmente autoincompatibles; en el 

caso de ecosistemas insulares se ha reportado que un rasgo distintivo de sus especies es la 

capacidad de ser autocompatibles en comparación con las especies de continente; ya que pasan 

por filtros de colonización (Grossenbacher et al., 2017); que son básicamente las características 

ecológicas y ambientales propias del hábitat que funcionan como factores selectivos a los que 

los individuos colonizadores tienen que superar y adaptarse (Longo-Sánchez & Blanco, 2009). 

En este sentido, si se sigue la teoría de autocompatibilidad y se liga con la pequeña cantidad de 

individuos que funcionaron como los ancestros de las subpoblaciones, existe una gran 

probabilidad de que los individuos posean un alto grado de parentesco; lo cual puede influir en 

la disminución de la base genética de la especie; condicionando su existencia a largo plazo 

(Kress & Beach, 1994), y llegar hasta posibles casos de autogamia (Bawa, 1974). Ello se explica 

con el patrón continuo de floración que se da durante la mayor parte del año (Acosta-Vargas, 

2016), debido a que los polinizadores tienen mayor probabilidad de visitar un mismo árbol una 

y otra vez por la alta abundancia de flores. Como se puede observar en la Figura 3, los individuos 

de ambas subpoblaciones se encuentran agrupados en un solo grupo, lo cual indica una distancia 

genética reducida; a excepción de unos pocos individuos de la Subpoblación 2; indicativo claro 

de la baja diversidad encontrada.  

Otros factores que podrían contribuir a la pérdida del “pool” genético, podrían ser la presencia 

de especies invasoras introducidas en el ecosistema y la influencia del cambio climático. En 

cuanto al primer punto, diversos estudios (ACMIC, 2007; Acosta-Vargas, 2016; Sierra, 2001) 

han reportado la amenaza presentada por la fauna introducida en específico para esta especie; 

por acciones como, la agresiva depredación de semillas a causa de las ratas, la eliminación de 

la regeneración por parte de herbívoros como los venados y la modificación del sotobosque 

debido a la erosión ocasionada por los cerdos. En el caso de la flora introducida Acosta-Vargas 

(2016) & Bonilla (2017), destacan la presión que imponen las especies de la familia 

Melastomataceae sobre la especie; ya que crean un estado de competencia persistente que podría 

llegar a escalar a un futuro cambio en la estructura y composición florística del Parque. A su 
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vez, el cambio climático podría afectar de forma más agresiva evolutivamente (extinción), ya 

que las especies continentales se mueven hacia arriba o hacia latitudes más bajas con el aumento 

de temperatura; en cambio, en especies insulares el aislamiento impide la adaptabilidad a estas 

condiciones (Fernández-Palacios et al., 2001), dificultando el proceso de adaptación. De hecho, 

se ha reportado que la corriente del niño transporta aguas más cálidas de lo normal, lo que podría 

crear modificaciones en el ecosistema del bosque nuboso (ACMC, 2007); lo cual pondría en 

peligro no solo a S. holdridgei, sino a las demás especies mencionadas anteriormente que 

dependen de su estabilidad en el ecosistema. Finalmente, es de considerar que aunque la isla es 

relativamente joven (2,2 a 1,5 millones de años) (Rojas & Alvarado, 2012); con el aumento de 

su edad la estructura geológica puede verse afectada a causa del cambio de su entorno físico a 

consecuencia de eventos como, hundimientos, erosión continua y vulcanismos; lo cual, genera 

presión sobre el estado de la diversidad genética de las especies (Stuessy, 2007). 

4.2 Estructura y diferenciación genética 

El análisis AMOVA mostró que la especie presenta un comportamiento muy particular en 

cuanto a la variación interpoblacional; ya que según Hamrick, Godt & Sherman (1992) el 

parámetro medio de variación interpoblacional para especies leñosas se da en un rango de entre 

10 y 15%; y la diferenciación genética entre estas subpoblaciones fue de tan solo 3% (Cuadro 

5). Algunos casos con resultados dentro de ese rango se dieron en especies como, Dalbergia 

retusa con un 8% de variación interpoblacional (Chavarria-Lines, 2006), Cedrela liolloi con un 

15% y Cedrela Balansae con un 5% (Zelener et al., 2012). Asimismo, en Terminalia amazonia 

se detectó un 5,6% utilizando marcadores moleculares RAPD (Pitcher, Shore & Kellman, 2003).  

El valor del coeficiente de diferenciación genética interpoblacional (FST) fue de 0,076; mientras 

su análogo (ΦPT) fue de 0,029. Se tiene que el primer valor, es el más confiable debido a que 

Lynch & Milligan (1994) lo desarrollaron para el programa AFLPsurv, para calcular un 

coeficiente FST  adaptado para datos binarios, dado que el coeficiente FST se calcula generalmente  

para datos codominantes. Ambos valores son similares y se consideraron bajos, ya que un valor 

menor a 0,15 indica que el grado de diferenciación genética es significativamente escaso (Sosa 

et al., 2002). Lo cual, indica que el flujo genético entre subpoblaciones es de moderado a alto. 

https://ezproxy.itcr.ac.cr:2081/doi/10.1111/boj.12088#boj12088-bib-0097
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Algunos casos comparables, son los reportes en Swietenia macrophylla con un FST de 0,095 

(Trujillo-Sierra, Delgado-Valerio, Ramírez-Morillo, Rebolledo-Camacho & Pérez-Nasser, 

2013), Dalbergia retusa con un valor de FST de 0,076 (Chavarria-Lines, 2006) y en Terminalia 

amazonia un 0,038 (Pitcher et al., 2003). 

Se ha reportado que las especies endémicas con reproducción exógama normalmente cumplen 

un patrón en el que la mayor variación genética se da dentro de poblaciones (Esparza-Olguín, 

2004). En este caso, los valores FST  junto con los resultados en el Apéndice 1, demuestran que 

lo más probable es que la especie este definida como una sola población (metapoblación) con 

poca estructura, compuesta por dos subpoblaciones o “demes” que evolutivamente comparten 

información genotípica significativa y que apenas comienzan a mostrar signos de divergencia 

que podría tener relación con su ubicación geográfica, y que todavía conservan altas tasas de 

flujo génico entre ellas. Esto concuerda con la hipótesis inicial planteada, en la que se esperaba 

que hubiera algún tipo de diferenciación entre subpoblaciones debido a las diferencias 

fenotípicas presentadas por las subpoblaciones según el rango altitudinal; ya que, por ejemplo, 

en el bosque nuboso los árboles presentan menor altura, hojas más gruesas y pequeñas y menor 

dominancia apical que en el bosque pluvial premontano. Esas características morfológicas 

pueden deberse meramente a factores ambientales y no genéticos. 

Según Frankham (1997) la estructura genética interpoblacional es el resultado de la distribución 

geográfica y el espacio de subpoblaciones entre las cuales existen diferencias genéticas. A su 

vez, Sosa et al. (2002) apoya que esta diferenciación se debe también a aspectos como la 

capacidad de migración o la existencia de barreras geográficas y ecológicas. Por lo que, el flujo 

genético tiende a darse de forma más fluida dentro de las islas, en comparación con el flujo 

genético entre islas (Maki, 2001). Con relación a lo descrito anteriormente, se debe tener en 

cuenta que las subpoblaciones muestreadas están distribuidas geográficamente de forma 

continua, y que su definición se dio por el hecho particular de la diferencia presentada por tipo 

de bosque al que pertenecen los individuos (fenotipo) que están descritos por su rango 

altitudinal.  
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4.3 Análisis de agrupamiento 

El dendrograma realizado (Figura 3), muestra que las subpoblaciones muestreadas tienden a 

separarse en dos subgrupos, cuyos individuos se entremezclan sin una definición clara en la 

distribución espacial por subpoblación, ni por sitios de colecta. Al no haber diferencias 

significativas entre subpoblaciones, se podría decir que el pool genético de la especie se debe a 

unos pocos ancestros comunes que se destacan en la zona de Llanos de Palo de Hierro en el 

bosque pluvial premontano, esto dada la relación presentada entre la distancia genética y la 

distribución espacial de las subpoblaciones. Lo cual, apoya la hipótesis del alto grado de 

emparentamiento discutido anteriormente, a partir del índice de similitud.  

En el análisis preliminar de Coordenadas Principales (PCoA) aplicado, se observan resultados 

similares y se tiene que los primeros componentes corresponden a 11,96 % y 8,18% de la 

variación genética total. En la Figura 4, se observa de forma similar al dendrograma una 

concentración de los individuos de ambas subpoblaciones; notando en particular la separación 

de una fracción de los individuos en los cuadrantes uno y dos, que corresponden con individuos 

de la Subpoblación 2 (bosque nuboso) y de la Subpoblación 1 (pluvial premontano).  

El análisis de agrupamiento bayesiano (Apéndice 1), concuerda con los resultados discutidos 

anteriormente, ya que se determinó que existe una gran probabilidad de que la especie esté 

representada por dos subpoblaciones en las cuales no hay una total separación genética entre los 

individuos, ya que existe un amplio intercambio genético entre ambas subpoblaciones. Aunque 

al tratarse de una especie relativamente joven, es de esperarse que con el tiempo (millones de 

años) se cumpla una tendencia hacia la separación; como se puede corroborar en la Figura 4. De 

esta manera, los datos sugieren que los moderados niveles de diversidad presentados pueden 

explicarse por la alta similitud de los individuos y la forma de agrupación en la que están 

dispuestos; lo cual implica que exista una alta probabilidad de parentesco.  

Los individuos que presentaron mayores distancias genéticas respecto al conjunto principal 

pudieron proceder de distintos bancos de semillas. Para explicar esta separación genética, se 

planteó la teoría de que la colonización de la especie pudo deberse a más de un evento 

migratorio; basándose en la historia geológica reportada por Castillo et al. (1988). Se especula 
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que los primeros ancestros pudieron llegar a la isla en la primera etapa de formación (2.2-1.97 

Ma) en donde se integró el escudo volcánico y se edificaron las rocas más antiguas, que en este 

caso darían forma a lo que hoy se conoce como Cerro Yglesias. Y la siguiente o siguientes 

dispersiones pudieron darse en etapas posteriores, durante la formación de la caldera (erupciones 

piroclásticas) (1,96-1,92 Ma) que ahora se considera el noreste de la isla alrededor de la Bahía 

Wafer o cuando los flujos de lava fisúrales se desplazaron hacia el sudoeste (1,91-1,51 Ma).  

Se debe comprender que en poblaciones naturales el equilibrio del flujo genético se mantiene 

por la influencia que ejercen los dispersores de semillas y polen; ya que esa dinámica define la 

estructura genética de las especies en el ecosistema (Meza, 2010). Esto porque los sistemas de 

cruzamiento influyen directamente en la proporción de variabilidad genética de las poblaciones 

(Hamrick & Godt, 1990).  

Con relación a esto, se tiene que S. holdridgei se caracteriza por tener una alta capacidad de 

producción de semillas, con un sistema de dispersión interno poco eficiente. Ya que las semillas 

son de tipo barócoro (Trusty et al., 2006), por lo que los individuos poseen una alta 

predisposición a establecerse en el sitio de caída y es común encontrarlas bajo el dosel a pocos 

metros del árbol progenitor; provocando un alto impacto en la estructura genética local de las 

poblaciones (Willson, 1993). Es muy probable que gran parte de la regeneración esté 

correlacionada genéticamente (medios hermanos o hermanos completos). Asimismo, el patrón 

de dispersión también se ve influenciado por la alta tasa de precipitación anual (5000-7000 mm) 

(Montoya, 2007), ya que permite el transporte lento y discontinuo de las semillas por las laderas 

y los causes de las diferentes cuencas, desplazándose hacia zonas planas. Este patrón, explica la 

baja diversidad presentada para el bosque nuboso; ya que es de esperarse que se generen sectores 

con individuos ínfimamente relacionados (consanguinidad), por causa de la incapacidad de las 

semillas de trasladarse a grandes distancias, lo que permite que exista una elevada similitud 

genética entre los individuos (Nason, 2002) (Figura 4).  Además, recientemente también se ha 

reportado que los cerdos tienen una participación mínima en el proceso, ya que fueron 

introducidos recientemente en el año 1793 (Sierra, 2001); y generan un patrón de dispersión 

invariable, centrándose principalmente en las zonas que recubren el bosque pluvial premontano, 

debido a que estos mamíferos frecuentan poco los sitios de mayor altura (bosque nuboso). 
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En cuanto al sistema de polinización de la especie, se desconoce si existe más de un protagonista 

que influya en el proceso. Hasta la fecha, solo se ha reportado al ave endémica conocida 

comúnmente como “Pinzón de Cocos” (Pinaroloxias inornata) (Stiles & Skutch, 2007). Según 

estudios previos, esa ave es capaz de alimentarse del néctar de al menos 29 especies de flores 

(Werner & Sherry, 1987) en la Isla del Coco; lo que es congruente con los hábitos alimenticios 

presentados para varias especies de Pinzones de las Islas Galápagos (Grant & Grant, 2002), que 

se vieron influenciados por una radiación adaptativa que afinó estas habilidades. De hecho, se 

ha reportado que por presiones ecológicas como la escasez de alimentos y el alcance de altas 

densidades poblacionales de esta ave; las especies pueden ampliar su nicho de alimentación, 

especializándose en la alimentación por néctar (Traveset et al., 2015). 

Por tanto, se denota que este sistema se da de forma más fluida, ya que se ha reportado que las 

especies polinizadas por aves llegan a tener una mayor conectividad funcional entre 

poblaciones, lo que promueve el flujo de genes y restringe la divergencia adaptativa local 

(Kramer, Fant & Ashley, 2011). Además, esta ave se encuentra distribuida en todos los pisos 

altitudinales presentes en la isla (Werner & Sherry, 1987); y se sabe que este tipo de 

polinizadores son capaces de recorrer distancias relativamente grandes. Esta afirmación, puede 

justificarse al comprender que el ave tuvo que desplazarse más de 800 km desde las Islas 

Galápagos en su migración hasta la Isla del Coco en su fase de colonización (Dalrymple & Cox, 

1968). Lo cual explicaría, los datos presentados en la Figura 3. No obstante, es de considerar 

que la densidad poblacional de S. holdridgei es alta y que su distribución espacial está restringida 

al área de la isla. Por lo cual, al haber una floración extensa durante la mayor parte del año, es 

probable que el mismo polinizador visite más de una vez el mismo individuo; y se presenten 

autopolinizaciones y por consiguiente autofecundaciones; que podría promover la endogamia 

(Nason, 2002). También se ha reportado que un factor limitante en el proceso de polinización 

puede llegar a ser la territorialidad de las aves (Parra, Vargas & Eguiarte, 1993); ya que existen 

casos en que llegan a visitar las flores con el único objetivo de alimentarse sin llevar a cabo la 

acción de polinización (Torices, 2014), por lo cual el ciclo de polinización no siempre es exitoso. 
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4.4 Implicaciones para la conservación  

A pesar de que el Parque Nacional Isla del Coco (PNIC) es un ecosistema protegido, considerado 

Patrimonio de la Humidad desde 1997 (UNESCO) y declarado humedal de importancia 

internacional para la Convención RAMSAR desde 1998 (Trusty et al., 2006); no ha pasado 

invicto ante las repercusiones de la intrusión humana. Desde continuas intervenciones por parte 

de embarcaciones balleneras y piratas en busca de refugio, hasta intentos infructuosos de 

colonización por búsqueda de tesoros, que dejaron como resultado extensas áreas deforestadas 

en las bahías (Bolívar, Rivinsky & Wo Ching, 2000; Porras-Jiménez et al., 2014) e 

introducciones accidentales y no accidentales de especies invasoras de flora (5 especies) y fauna 

(6 especies) (UICN, 2017). Hasta la fecha, estas intervenciones continúan acarreando problemas 

que implican un alto impacto en el desarrollo de la ecología de los bosques; aunque se desconoce 

ese nivel de impacto.  

Se ha detallado en diversos estudios que el disturbio humano juega un papel fundamental en la 

perdida de diversidad, en especial cuando se trata de la introducción de especies exóticas; por 

su capacidad de desatar cambios radicales en la abundancia e integridad del “pool” genético de 

las especies nativas, logrando crear hasta una extinción local (Sans, Caño & Green, 2008). 

En este punto, es indispensable diseñar estrategias de intervención para la conservación de las 

especies que presentan algún grado de amenaza. Para ello, un aspecto clave es conocer la 

distribución de la variabilidad genética en las poblaciones (Hamrick, Godt, Murawski & 

Loveless, 1991); ya que este parámetro se considera el pilar principal que marca el éxito 

biológico y la capacidad de adaptación de las especies a las condiciones ambientales y evolutivas 

a las que están expuestas (corto y largo plazo) (Holsinger & Gottilieb, 1991). De esta manera, 

los datos reportados en este estudio mediante la aplicación de la metodología AFLP’s son de 

gran importancia para la comprensión del estado actual de la especie respecto a la estructura y 

diversidad genética conformada por las subpoblaciones analizadas de S. holdridgei. Se tiene que 

la mayor variación genética se da dentro de las subpoblaciones o “demes”, difiriendo 

genéticamente en tan solo un 3%, lo cual indica que la especie presenta poca estructura genética; 

con una diversidad genética promedio moderada (0,201), considerando que se trata de una 

especie endémica insular.  
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En este sentido, también es prioritario evaluar las relaciones ecológicas presentes entre S. 

holdridgei y el efecto de las especies introducidas sobre ella; con el propósito de fortalecer la 

base informativa acumulada y crear un perfil sólido para la toma de decisiones respecto a la 

conservación de las especies. Hasta la fecha en el PNIC los recursos investigativos se concentran 

principalmente en los campos de biología marina, geología marina, oceanografía (Córtes, 2008), 

y estudios básicos de estructura y composición florística (Bonilla, 2017; Porras-Jiménez, 2012; 

Porras-Jiménez et al., 2014; Trysty et al., 2006; entre otros).  Por lo tanto, es común y altamente 

probable que la resolución de los Planes de Manejo propuestos por el SINAC, basen sus 

estrategias de conservación y manejo, en el aspecto de la dinámica de poblaciones, sin 

contemplar la importancia del recurso genético en el mantenimiento de las especies a largo 

plazo.  Por lo cual, este estudio es de gran peso en el futuro conservativo de las especies 

pertenecientes al PNIC. 
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5. CONCLUSIONES 

La cantidad de fragmentos totales (122) obtenidos con la aplicación de la técnica AFLP es 

relativamente baja en comparación con los resultados obtenidos para otras especies forestales; 

no obstante, brindaron información suficiente para detectar de forma eficiente los niveles de 

variación genética presentes en la especie. 

Al aumentar la cantidad de combinaciones de imprimadores selectivos, se podría reducir el 

grado de cercanía presentado por los individuos muestreados en el diagrama PCoA, bajo los 

datos de distancia genética obtenidos. 

El índice de diversidad genética determinado para ambas subpoblaciones es bajo (h=0,201) en 

comparación con resultados esperados para especies forestales tropicales con sistemas 

exogámicos. 

La variación genética intrapoblacional mostrada (97%), se encuentra dentro del rango normal 

para especies endémicas pertenecientes a ecosistemas insulares. 

Los sistemas de agrupamiento utilizados, definieron dos subpoblaciones o “demes” relacionadas 

genéticamente, con tendencia a una potencial separación por acción del tiempo y la evolución. 

La presente caracterización genotípica de la especie no es concluyente en cuanto a determinar 

si las variaciones fenotípicas encontradas en el campo se deban al factor genético o ambiental, 

y en qué proporción se manifiesta cada uno.  

Los protocolos estandarizados para la extracción de ADN y análisis AFLP para la especie S. 

holdridgei pueden emplearse como metodología de apoyo en futuros estudios genéticos y de 

conservación. 
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6. RECOMENDACIONES 

Optimizar las técnicas de colecta, almacenamiento y transporte del material vegetal para obtener 

ADN de mayor calidad y aumentar el éxito de la amplificación de los fragmentos de ADN.  

Para efecto de estudios posteriores, se recomienda probar las combinaciones de imprimadores 

funcionales faltantes (6) seleccionados en el estudio “Evaluación de marcadores moleculares 

AFLPs en Sacoglottis holdridgei Cuatrec. (Humiriaceae) en el Parque Nacional Isla del Coco, 

Costa Rica”, con el fin de obtener mayor cantidad de perfiles de amplificación. 

Trabajar en la síntesis de imprimadores para la detección de marcadores moleculares como los 

microsatélites; para realizar comparaciones respecto a los valores de diversidad genética e 

indagar a profundidad acerca del comportamiento del flujo genético de la especie. 

Realizar estadísticos que correlacionen datos fenotípicos y genéticos, con el fin de obtener 

resultados más concluyentes acerca del estado de la especie en el tiempo; de manera que se 

puedan estructurar estrategias de manejo y conservación más competentes. 

Realizar estudios de la misma índole, en otras especies del genero Sacoglottis para poder 

comparar y establecer el grado de diferenciación y relaciones filogenéticas entre ellas. 
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8. APÉNDICES 
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Apéndice 1. Diagrama de barras realizado para la probabilidad de agrupamiento poblacional (K) calculada con el programa STRUCTURE en la especie S. 

holdridgei en el Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica, 2019. 
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