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1. INTRODUCCION

En el presente informe final, se dan a conocer las actividades de servicio, docencia e investigacion,
qgue durante el periodo de enero del 2009 a febrero del 2010 se llevaron a cabo dentro del
Herbario BIGU y el LENAP (Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia). Esto se realiza
con el fin de dar un seguimiento a las actividades que el estudiante propuso en su Plan de Trabajo
y asi mismo corroborar el cumplimiento de las actividades y objetivos establecidos para cada
actividad programada.

En las actividades de Servicio, se acumularon un total de 180 horas (65.5%), en las actividades de
Docencia se acumularon 105 horas (68%) y finalmente en las actividades de Investigacién se
acumularon 255 horas (79%)

2. CUADRO RESUMEN DE LAS ACTIVIDADES DE EDC

Cuadro 1. Resumen de las Actividades de EDC realizadas en el periodo de febrero del 2009 a
febrero del 2010 en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia-LENAP

PROGRAMA UNIVERSITARIO FECHA DE REALIZACION  HORAS EDC
ACUMULADAS
SERVICIO
Servicio en el Herbario BIGU. Febrero del 2009 40 horas
Limpieza de Bioterio. Marzo-mayo 2009 25 horas
Etiquetado e ingreso de abejas a la Marzo-mayo 2009 15 horas
base de datos de la coleccidn.
Extraccion de ADN. Marzo-mayo 2009 40 horas
Mantenimiento de colecciones Marzo-mayo 2009 25 horas
Dia de la biodiversidad Mayo del 2009 15 horas
HORAS ACUMULADAS 160 horas
DOCENCIA
Revision del Meliponario. Marzo-mayo 2009 35 horas
Discusion de Articulos Cientificos. Marzo-mayo 2009 15 horas
Gira de Campo Junio 2009 40 horas
ACTIVIDADES NO PLANIFICADAS
Expoabeja 2009 10 horas
HORAS ACUMULADAS 100 horas
INVESTIGACION
Realizacidon de protocolo Marzo 2009 20 horas
Extraccion de ADN Ago.-Sep. 2009 20 horas
Amplificaciéon de ADN Nov. 2009- Enero 2010 45 horas
Electroforesis Dic. 2009-enero 2010 35 horas



Analisis de Resultados Ene.-Feb. 2010 50 horas
Elaboracién del Informe Final Feb. 2010 60 horas
HORAS ACUMULADAS 230 horas

3. ACTIVIDADES DE SERVICIO

1. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Servicio en el Herbario BIGU

OBIJETIVOS: Contribuir a la preservacion y ordenamiento de la coleccion de plantas.

DESCRIPCION:

Montaje y etiquetado: Consistié en montar cada planta sobre un formato de papel Texcote. Luego
se le colocd su respectiva etiqueta tanto en la planta montada como a los duplicados que ésta
presentara.

Ingreso de plantas al cuaderno de registro: consistid en ingresar los datos de cada etiqueta por
planta montada al cuaderno de Registro. Esto con el fin de llevar un registro de la cantidad de
muestras que se encuentran dentro de la coleccién del Herbario.

Intercalado de plantas: Consistié en intercalar las muestras montadas (previamente registradas
tanto en el cuaderno como en la base de datos del Herbario) en sus respectivos armarios de
acuerdo a la distribucién de las familias de plantas.

RESULTADOS: Se registré un aumento en la cantidad de muestras reportadas para el Herbario
BIGU y por lo tanto se logré preservar cada muestra en un buen estado.

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: ninguna.

2. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Limpieza de Bioterio

OBIJETIVOS: Que el estudiante conserve el Bioterio de una forma limpia y ordenada.

DESCRIPCION: La limpieza se realiza 2 veces por semana y uno la realiza 1 vez al mes. Esta
consistid en la limpieza de las cajas donde se encuentran los ratones, en donde se les cambia la
viruta o cama, se lavan las pachas con agua y luego se les agrega agua limpia; por ultimo se limpia
el resto de Bioterio barriendo y trapeando el area de trabajo.

RESULTADOS: Se logré mantener la poblacion de ratones del LENAP en condiciones éptimas para
su mantenimiento.

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: ninguna.

3. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Etiquetado e ingreso de abejas a la base de datos de la coleccidn
OBIJETIVOS: Etiquetar, conservar y actualizar la base de datos de abejas.

DESCRIPCION: Consistié en colocar las etiquetas a los especimenes previamente montados;
posteriormente se ingresaron los datos de las etiquetas de cada espécimen en la base de datos
correspondiente.

RESULTADOS: Se logrd etiquetar y conservar las abejas colectadas, sin embargo el ingreso de
abejas a la base de datos de la coleccion lo realizé personal del LENAP capacitado para ello.
LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: Ninguna.



4. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Extraccién de ADN

OBIJETIVOS: Practicar las diferentes técnicas para la extraccion de ADN.

DESCRIPCION: Consistié en separar el material genético de las patas de las abejas que se
estudiaron, posteriormente el ADN extraido se amplificd y analizé por medio de técnicas de RAPD-
PCR (Randomly amplified polymorphic ADN)

RESULTADOS: Se logro practicar la técnica de RAPD-PCR (Randomly amplified polymorphic ADN),
utilizada en la extracciéon de ADN.

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: Ninguna.

5. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Diseccién de chinches

OBIJETIVOS: Aprender la técnica de diseccidn e identificar si éstas son positivas o negativas para
Tripanosoma cruzi

DESCRIPCION: Consistié en obtener una muestra de las heces de las chinches vivas o recién
muertas, posteriormente se colocé la muestra en un porta y cubreobjetos, la cual fue analizada en
el microscopio. La chinche fue colocada en frascos con etanol y glicerina, los cuales se etiquetaron
y se ingresaron al cuaderno de registros.

RESULTADOS: Se logré obtener muestras de heces que permitieron analizar si las muestras eran o
no positivas para Tripanosoma cruzi. Asi mismo se logré preservarlas en etanol con glicerina.
LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: ninguna.

6. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Dia de la Biodiversidad

OBIJETIVOS: Preparar y organizar actividades didacticas relacionadas con el Dia de la Biodiversidad,
para un grupo de estudiantes de colegio.

DESCRIPCION: Consistié en preparar y organizar actividades didacticas sobre la polinizacién. En
dicha actividad se dieron trifoliares (Anexo 4) que contenian una breve explicacién sobre los temas
centrales de la polinizacidn, asi mismo se dio una charla informativa de 5-10 minutos de duracién.
RESULTADOS: Se logrd preparar y organizar bien la actividad, asi mismo se logré impartir la
informacién con el material preparado.

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: Ninguna.

4. ACTIVIDADES DE DOCENCIA

1. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Revision del Meliponario

OBIJETIVOS: Prestar los servicios que requiere el Meliponario para su mejor cuidado.
DESCRIPCION:

Dar de comer a las abejas: Consistid en preparar una solucidon de agua con azlcar las cuales se
colocaron en cada colmena.

Revisidon de la actividad de la colmena: Consistié en chequear que actividad presenta la colmena (si
tiene guardian, y hacer el conteo de la entrada y salida de las abejas a la colmena) bajo las
condiciones ambientales presentes.

RESULTADOS: Se preservd la poblacion de abejas de cada una de las colmenas que se encuentran

en el meliponario.
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LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: ninguna.

2. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Discusion de Articulos cientificos

OBIJETIVOS: Mantener actualizado al grupo de investigacion.

DESCRIPCION: La discusién de articulos cientificos consisti6 en leer previamente articulos
relacionados con los temas establecidos por el grupo de Biologia Molecular. Luego éstos fueron
discutidos por el grupo de investigacién.

RESULTADOS: Se logré mantener al grupo de investigacion actualizado en cuanto a las técnicas
moleculares que se utilizan en estudios moleculares que se realizan actualmente.

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: Dificil organizaciéon dentro del grupo de
investigacion.

5. ACTIVIDADES NO PLANIFICADAS

1. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Expo-abeja 2009

OBIJETIVOS: Apoyar en la organizacidn y exposicion de la actividad Expoabeja 2009.

DESCRIPCION: Consistié en preparar el material didactico para llevar a cabo la exposicién de los
meliponicultores. Asi mismo se les impartio una breve informacidn sobre las abejas (Meliponas) y
los productos que se comercializan.

RESULTADOS: Se logré organizar de manera ordenada a los expositores, asi mismo se contd con el
material didactico suficiente para la realizacién de dicha actividad.

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: ninguna.

2. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Gira de Campo

OBIJETIVOS: Apoyar a investigadoras del LENAP en la colecta, etiquetado y montado de abejas, en
los departamentos de Totonicapany Huehuetenango.

DESCRIPCION: Consistié en la participacién, durante 4 dias, en la gira de campo realizada en
Huehuetenango y Totonicapan. La cual consistid en la recoleccidén de abejas en diferentes sitios de
colecta (Anexo 4). Posteriormente, los especimenes colectados eran montados con alfileres
entomoldgicos y etiquetados con su respectiva informacion.

RESULTADOS: Se logré apoyar a las investigadoras del LENAP, en la colecta de abejas, asi mismo se
logro etiquetar y montar todos los especimenes colectados durante la gira de campo.
LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: Ninguna.

6. ACTIVIDADES DE INVESTIGACION

1. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Extraccion de ADN

OBIJETIVOS: Extraer el ADN de las patas de las abejas que se estan estudiando, asi mismo
enriquecer la coleccién de ADN de abejas.

DESCRIPCION:

Extraccion de ADN de Abejas:




Extraccidn de patas: Consistid en la extraer las patas traseras de las abejas con ayuda de una pinza
estéril, procurando obtener la mayor cantidad de musculo.

Extraccidn de ADN de las patas: Consistid en separar el material genético de las patas de las abejas
gue se estan estudiando, utilizando el método de extraccidn salina (Dodecil Sulfato de Sodio).
RESULTADOS: Se logré extraer ADN de las patas de 40 abejas, utilizando la técnica de extraccion
salina (Dodecil Sulfato de Sodio).

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: Ninguna.

2. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Amplificacién de ADN

OBIJETIVOS: Obtener segmentos de ADN amplificados por medio de la técnica de PCR
DESCRIPCION: Consistié en hacer una mezcla de: 25 ng de ADN genémico, 2.0 mM MgCl,, 10 nM
Tris, pH 8.0, 50 mM KCI, 0.1mM para cada trifosfato desoxirribonucleotido (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), 0.4 uM de cebador o iniciador (Operdn tecnoldgico Alameda, AL, USA) y una unidad de Taq
polimerasa. La mezcla se incubd en un termociclador modelo PTC-100 y se programo para que
éste llevara a cabo 40 ciclos, cada ciclo consistié de una fase de desnaturalizacion (30 segundos a
35°C) y una fase de extensidn (1 minuto a 72°C). Una ultima fase se realiza al final de los 40 ciclos
(7 minutos a 72°C). (Solérzano E.O. 2005.)

RESULTADOS: Se logrd trabajar 9 amplificaciones, con tres cebadores, en las cuales se obtuvieron
segmentos de ADN sintetizados a partir del ADN gendmico extraido de las patas por medio de la
técnica de PCR.

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: No salié a la primera debido a contaminacién, por
lo que se tuvo que realizar repeticiones.

3. NOMBRE DE LA ACTIVIDAD: Electroforesis

OBIJETIVOS: Visualizar los productos de la PCR

DESCRIPCION: Consistié en la separacién de los productos de reaccién de la mezcla que se realizé
en la amplificacién de ADN. Estos se colocaron en geles de 1.2% de agarosa que contienen 10
ug/ml de bromuro de etidio inmerso en una solucién amortiguadora de TBE (90mM Tris-borato,
1mM EDTA, pH 8.0). Las bandas de ADN fueron visualizadas en un transiluminador, con luz UV y
luego, los geles revelados fueron fotografiados. (Waldschmidt et al. 2002)

RESULTADOS: Se observaron y registraron los productos de la PCR (las bandas de ADN,
visualizadas con luz UV). Sin embargo en algunos geles no se logrd visualizar ningun producto de la
PCR y en otros presentaban bandas ajenas al ADN de las abejas (Contaminacion que provenia de
los reactivos). (Anexo 5)

LIMITACIONES O DIFICULTADES PRESENTADAS: Ninguna.
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Anexo 1: Extraccion de ADN de las patas de abejas.
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Anexo 4: Colectando abejas en la gira de Campo, en los Cuchumatanes, Huehuetenango.

Anexo 5: Gel de Electroforesis que muestra las bandas de ADN amplificado
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RESUMEN DE INVESTIGACION

Estudio de la Estructuracion Genética de Melipona beecheii en Guatemala
Raquel Lima, Elizabeth Solérzano
Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia, LENAP

Las abejas sin aguijon son insectos de importancia ecoldgica y econdmica, por su rol de
polinizadores y su uso en la meliponicultura. Debido a la gran variedad en tamafio y color que
presentan en su rango de distribucidn natural, el objetivo del presente estudio fue identificar si
ésta variacidn esta relacionada con una estructuracidon genética entre los individuos de Melipona
beecheii que se distribuyen en Guatemala, utilizando la técnica de Amplificacién Aleatoria de ADN
Polimérfico (RAPD-PCR). Los analisis mostraron que si existe una diferencia significativa entre las
frecuencias fenotipicas presentadas entre los individuos de las diferentes localidades, sin embargo
no se encontré correlacion entre distancias genéticas y fisicas, es decir, la distancia fisica no
influye en la distancia genética entre localidades. Asi mismo se encontrd que los individuos de
Melipona beecheii en las diferentes regiones estudiadas, posiblemente no estan presentando
estructuracion genética, sin embargo se pudo establecer que las variaciones fenotipicas
encontradas a lo largo de su distribuciéon son producto del ambiente y no de una estructuracion
genética.

PALABRAS CLAVE: Estructuracién genética, Melipona beecheii, variaciones fenotipicas, distancia
genética, Amplificacién Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD-PCR).
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1. TITULO
Estudio de la Estructuracion Genética de Melipona beecheii en Guatemala
2. INTRODUCCION

Las abejas sin aguijon pertenecen al Orden Hymenoptera, Familia Apidae, Subfamilia Apineae,
tribu Meliponinae. Dentro de las abejas sin aguijon se encuentran las del género Melipona, las
cuales se encuentran distribuidas desde México hasta Costa Rica. Estudios realizados por Yurrita y
Enriquez (2005), establecen que en Guatemala, la especie Melipona beecheii se encuentra
distribuida en 17 diferentes municipios pertenecientes a 10 de los 22 departamentos, sin embargo
son estudios preliminares, ya que aun no se conoce con exactitud su distribuciéon en Guatemala.

Se ha visto que el tamafo y coloracidn de dichas abejas varia tanto en su rango de distribucién
natural como dentro del rango de distribucién en Guatemala (Quezada, 2005). Estas variaciones se
estudiaron utilizando la técnica de la Amplificacidn Aleatoria de ADN Polimdrfico (RAPD-PCR); con
el fin de establecer si éstas estdn relacionadas con una estructuracién genética en Melipona
beecheii. Los andlisis de los datos permitieron establecer que si existe una diferencia significativa
entre las frecuencias fenotipicas entre los individuos de las diferentes regiones. No se encontré
correlacién entre las distancias genéticas y las distancias fisicas; asi mismo se pudo identificar que
los individuos de Melipona beecheii posiblemente no estan presentando estructuracién genética
en su rango de distribucidon en Guatemala y su cambio fenotipico a lo largo de su distribucion es
producto del ambiente y no de una estructuracion genética.

3. RESUMEN

Las abejas sin aguijon son insectos de importancia ecoldgica y econdmica, por su rol de
polinizadores y meliponicultura. Debido a la gran variedad en tamafio y color que presentan en su
distribucién, el objetivo del presente estudio fue identificar si existe una estructuracion genética
entre los individuos de Melipona beecheii que se distribuyen en Guatemala, utilizando la técnica
de RAPD-PCR. Los andlisis mostraron que si existe una diferencia significativa entre las frecuencias
fenotipicas presentadas entre los individuos de las diferentes localidades, no se encontré
correlacién entre distancias genéticas y fisicas. Asi mismo se encontré que los individuos de
Melipona beecheii en las diferentes regiones, posiblemente no estan presentando estructuracion
genética, sin embargo se pudo establecer que las variaciones fenotipicas encontradas a lo largo de
su distribucién son producto del ambiente y no de una estructuracion genética.
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4. REFERENTE TEORICO
Generalidades de las abejas sin aguijon (meliponas).

Las abejas sin aguijon pertenecen al Orden Hymenoptera, Familia Apidae, Subfamilia Apineae,
tribu Meliponinae. Estas son consideradas como abejas sociales y su distribucidn se restringe a las
regiones tropicales del planeta. Actualmente, hay 50 géneros de abejas sin aguijon, reportadas y
distribuidas en todo el planeta; en donde 30 géneros se encuentran en el continente americano.
Uno de los géneros endémicos de dicho continente, es el género Melipona el cual se cree que es
un grupo relativamente nuevo de origen norteamericano. (Quezada, 2005; Yurrita y Enriquez,
2005)

Anatémicamente, la caracteristica distintiva de este grupo de insectos, es la ausencia de un
aguijon funcional y esto se debe a que tanto las obreras como las reinas poseen vestigios de lo que
en el pasado fue un aguijon. Otras de las caracteristicas que las distinguen es la gran reduccién de
la venacién de las alas anteriores. (Quezada, 2005)

Importancia de las abejas sin aguijon

Estas abejas juegan un papel importante dentro de los ecosistemas debido a que un 30-40% de las
plantas con flores son visitadas por éstas abejas, por lo que también presentan un gran impacto en
la polinizacién. Debido a ello, su conservacién es muy importante, ya que al conservarlas, se
estara manteniendo y conservando la mayoria de los bosques y cultivos (Quezada 2005; Jean-Prost
etal. 2007).

En Guatemala se lleva a cabo la crianza artesanal de meliponas, con el fin de comercializar la miel
que producen o bien utilizar dicha miel terapéuticamente. Debido a ello se consideran
importantes econdmicamente. (Yurrita y Enriquez, 2005). Dentro de las abejas sin aguijon de
mayor importancia en Guatemala, se encuentra las del género Melipona dentro del cual se
encuentra la especie M. beecheii. (De la Rua. Et al. 2007).

Género Melipona
El género Melipona, se caracteriza por que son abejas con dimensiones corporales de alrededor de
un centimetro, son robustas y presentan mucha pilosidad en el cuerpo. Las alas anteriores son

cortas y no rebasan la longitud total del cuerpo. Son las Unicas abejas que producen numerosas
reinas pequefias en celdas. (Quezada, 2005; Nates-Parra 1995).
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Melipona beecheii

Taxonomia

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Hymenoptera
Familia: Apidae
Subfamilia: Meliponinae
Género: Melipona

Especie: Melipona beecheii
Biologia

Son abejas sociales, se caracterizan por establecer sus colonias en huecos de arboles,
construyendo el nido con una mezcla de cera y propdleos, conocida como cerumen. Estas abejas
son de mayor importancia en Guatemala por la produccién de miel. Este producto presenta
cualidades medicinales y nutricionales por lo que es comercializado por los meliponicultores.
(Yurrita y Enriquez, 2005)

Distribucion

M. beecheii presenta un rango de distribucidn natural desde el sur de México hasta Costa Rica. (De
la Rua. Et al. 2007). En Guatemala, estudios realizados por Yurrita y Enriquez (2005), muestran
gue éstas abejas se encuentran distribuidas en 17 municipios pertenecientes a los departamentos
de Jutiapa, Retalhuleu, Quiché, Chiquimula, Zacapa, El Progreso, Guatemala, Santa Rosa, Alta
Verapaz e Izabal. Sin embargo son estudios preliminares, ya que aun no se conoce con exactitud su
distribucién en Guatemala.

Se ha visto que los miembros de M. beecheii presentan un gradiente de tamafo y coloracidn a lo
largo de su rango de distribucién, en donde las abejas de coloraciéon clara y pequefias se
encuentran distribuidas en la peninsula de Yucatan y gradualmente las abejas mas oscuras y de un
mayor tamafio se encuentran distribuidas en toda Centro América hasta Costa Rica (Quezada,
2005).

Estructuracion genética
La Estructuracién genética es el cambio en la variabilidad genética entre individuos de una misma
especie. Esta puede ser causada por el aislamiento de las mismas como consecuencia de cambios

biogeograficos y cambios en la composicién del paisaje, entre otros (Héglund, 2009).
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Para Astorga & Ortiz (2006), la estructuracién genética va a corresponder al menor nivel de
diversidad biolégica, lo cual considera como punto critico para lograr que una especie se adapte y
evolucione.

Técnicas moleculares utilizadas para los estudios genéticos de poblaciones.

Actualmente los estudios genéticos de poblaciones utilizan técnicas moleculares para determinar
la variacién genética existente entre individuos de una misma especie o de diferentes especies.
Entre las técnicas mas utilizadas estan las aloenzimas, RFLP, minisatélites, métodos basados en
PCR como: microsatélites, AFLP, RAPDs, secuenciacion de ADN (Héglund, 2009). En este estudio se
utilizé la técnica de RAPDs-PCR.

Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta técnica se basa en la copia de un pequefio fragmento de ADN que es multiplicado por medio
de la enzima polimerasa y cebadores (no mayores de 10 pb en RAPD-PCR) de secuencia
complementaria al ADN que se estd estudiando. La multiplicacién del ADN ocurre mediante la
repeticién de los ciclos que constan de tres fases: Desnaturalizacion del ADN por calentamiento
del mismo a 95°C; enlace de los cebadores o fragmentos iniciadores al ADN, por el enfriamiento de
la temperatura (Fase templado); y sintesis de ADN, por medio de la enzima polimerasa (Fase de
polimerizacién). Debido a que en cada ciclo de PCR se duplica todo el ADN, en pocas horas, se
pueden obtener mds de mil millones de copias de un solo fragmento. (Solérzano, 2005;
Landaverde, 2004).

Técnica de RAPD-PCR (Amplificacidon Aleatoria de ADN Polimorfico)

Esta técnica utiliza cebadores de aproximadamente 10 pares de bases (para organismos
eucarioticos) en secuencia aleatoria (oligonucleétidos). Debido a su tamafio, las probabilidades de
gue el cebador se una en distintos puntos del genoma es mayor. Esto hace que las regiones entre
cada punto de unién (cebador+ADN) sean amplificadas por la enzima polimerasa, dando lugar a
un fragmento con un peso molecular determinado. Los fragmentos amplificados, son analizados
por electroforesis en gel, y con ello se puede detectar polimorfismo entre individuos de una
misma especie (Soldrzano, 2005; Landaverde, 2004).

Estudios moleculares del género Melipona

Las variaciones morfolégicas presentes entre las especies del género Melipona, han sido punto de
estudio para los anadlisis moleculares. Estos andlisis se realizan con diferentes tipos de marcadores
moleculares los cuales son utilizados para establecer la variabilidad entre poblaciones de especies
emparentadas. Dichos estudios utilizan las técnicas de PCR (Técnica de Reaccién en Cadena de la

Polimerasa), RAPD-PCR (Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico), RFLP (polimorfismos en la
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longitud de los fragmentos de restriccion) entre otras (Waldschmidt et al. 2002; De la Rua et al.
2007)

Entre los estudios realizados con dicho género esta el realizado por De la Rua y col. (2007) en el
cual se realizé un analisis RFLP de secuencias del ADN y fragmentos de ITS2 ribosomales en dos
abejas sociales Neotropicales, Melipona beecheii y Melipona yucatanica, dicho estudio establecié
a partir de los marcadores moleculares utilizados que si existe una diferencia entre las dos
poblaciones de ambas especies, logrando distinguir tres patrones diferentes (Nco-1, Nco-2 y Nco-
3) dentro de Melipona beecheii desde México hasta Costa Rica. Dichos autores no pudieron
aclarar si estas diferencias tanto morfoldgicas como moleculares, se debian a la seleccién o a la
deriva de las poblaciones. Sin embargo sostuvieron que una reducciéon de flujo de genes entre las
poblaciones podria haber favorecido dicha diferenciacion.

Estudios realizados en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia-Lenap

En Guatemala, en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia (LENAP), se han realizado
diversos estudios moleculares sobre la estructuracién poblacional de Triatominos. Entre dichos
estudios estd el realizado por Solérzano (2005), en donde determiné las Diferencias Genéticas de
Poblaciones Centroamericanas de Triatoma dimidiata (Hemiptera; Reduviidae)(Latreille 1811) por
medio de ITS 2, el realizado por Landaverde (2004), en donde compard poblaciones silvestres y
domésticas de Triatoma dimidiata (Latreille, 1811) de México y Centroamérica por medio de la
técnica RAPD-PCR; el realizado por Calderdn (2002), en donde determind la Variabilidad Genética
de Triatoma dimidiata (Latreille 1811) en tres poblaciones silvestres del Atlantico y tres
poblaciones domésticas del Pacifico de Guatemala utilizando la técnica de RAPD; sin embargo aln
no se tiene suficiente informacion de estudios moleculares realizados con abejas, en especial con
las abejas de Melipona beecheii.

Actualmente, un grupo de investigadoras del Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia
(LENAP), estd llevando a cabo el estudio de la Comparacion de la estructuracién genética intra e
interespecifica en tres especies del género Melipona en Guatemala y paralelo a éste, se ésta
realizando el presente estudio sobre la Estructuracién genética de Melipona beecheii en su rango
de distribucién en Guatemala.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las abejas del género Melipona pertenecen al grupo de abejas sin aguijén y su distribucion se
restringe a las regiones tropicales del planeta. Se ha visto que éstas abejas varian en tamafio y
coloracién a lo largo de su rango de distribucion y asi mismo se ha observado que dentro del rango
de distribucién en Guatemala, éstas abejas cumplen con dichas variaciones, en especial las abejas
de M. beecheii. Dichas variaciones pueden o no estar relacionadas con una estructuracion genética,
y con el presente estudio se pretende evaluar si existe estructuracién genética de Melipona
beecheii dentro del rango en el cual se encuentra distribuida en Guatemala.

6. JUSTIFICACION

Las abejas del género Melipona juegan un papel importante dentro de los ecosistemas ya que un
30-40% de las plantas con flores son visitadas por éstas abejas. Estos insectos presentan un gran
impacto en la polinizacion por lo que su conservacidon es muy importante para el mantenimiento y
conservacion de los bosques y cultivos (Quezada 2005; Jean-Prost et al. 2007). Asi mismo son de
importancia econdmica en algunas comunidades guatemaltecas, debido a que la miel que
producen es comercializada (Yurrita y Enriquez, 2005).

En Guatemala, existe poca investigacion cientifica acerca de las especies de Melipona, por lo que
se ha iniciado el estudio sistematico de las especies de dicho género. El presente estudio tiene
como objetivo principal el evaluar si existe o no estructuracién genética en Melipona beecheii
dentro del rango en el cual se encuentra distribuida en Guatemala, asi mismo establecer si existe
correlacién entre las distancias genéticas de los especimenes colectados y la distancia geografica
entre los puntos de colecta.

7. OBIJETIVOS

e Determinar si existe o no estructuraciéon genética entre los especimenes de Melipona
beecheii que se distribuyen en Guatemala.

e Establecer si existe correlacion entre las distancias genéticas de los especimenes
colectados y la distancia geografica entre los puntos de colecta.

8. HIPOTESIS

Existe estructuracién genética en Melipona beecheii dentro de su rango de distribucién en
Guatemala.
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9. METODOLOGIA

Se extrajo el ADN de 3 patas de cada uno de los especimenes de Melipona beecheii utilizando el
método de extraccion salina (Dodecil Sulfato de Sodio), posteriormente el ADN se amplifico
utilizando la técnica de la Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD’S). EI ADN
amplificado se corrié por electroforesis en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, los
cuales fueron revelados en un transiluminador a una longitud de onda de luz UV de 256 nm. Los
geles fueron fotografiados, y las fotografias digitales se analizaron en el programa Gene Profiler
version 4.1.

10.DISENO

10.1 POBLACION

Abejas de la especie Melipona beecheii colectadas en las cinco regiones Biogeograficas de
Guatemala.

Cuadro 1. Agrupamiento Regional de los especimenes colectados por localidad, basado en sus
caracteristicas ecolégicas.

Localidades Agrupacion Regional
hlta?"uferapaz Tierras Bajas de Peten (1)
Petén

Chigquimula

Santa Rosa Trifinio (2)
Jutiapa

Retalhuleu

Escuintla Costa Sur (3)
Solola Altiplano (4)
Quiché Triangulo |xil (5)

Fuente: Comunicacion Personal: Licda. Gabriela Armas

10.2 MUESTRA

Se colectaron 5 especimenes por colmena, de los cuales se analizd solamente 1 espécimen. Esto se
debe a que las abejas son haplodiploides (en donde los machos proceden de huevos haploides y
las hembras de huevos diploides) y monoandricas (un solo macho se aparea con la hembra), por lo
gue genéticamente no encontrariamos variaciones entre los individuos de la misma colmena
(Waldschmidt et al. 2002).

10.3 TECNICAS A USAR EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION

Colecta: la colecta de los especimenes se llevd a cabo con redes entomoldgicas.
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Extraccidn de ADN: consistid en extraer tres patas de cada abeja, con ayuda de una pinza estéril,

las patas se colocaron en un tubo de micro centrifuga con etanol al 95% vy se centrifugaron para
tratar de remover la mayor cantidad posible de polen de las patas de la abeja. Posteriormente, se
espero a que el etanol se evaporara del tubo de micro centrifuga, para que las patas quedaran lo
mas secas posible (se colocaron en una secadora por poco tiempo en algunas ocasiones).

Una vez secas las patas, se colocaron en un nuevo tubo de microcentrifuga con un pistilo, y con
ayuda de una pinza, se introdujo el tubo en un contenedor de nitrégeno liquido, lentamente y con
cuidado para evitar que al momento del contacto con el nitrégeno liquido, las patas o el pistilo
pudieran ser expulsados vigorosamente; una vez frio el tubo se procedié a macerar rapidamente
las patitas, agarrando el tubo con ayuda de una toalla de papel para no lastimar la mano con el frio,
el congelamiento facilité la maceracién. Luego al macerado se la agregdé 100 ul de buffer de
extraccién y esto se mezcld con la ayuda de un pistilo. Luego se centrifugd momentaneamente
para homogenizar todo al fondo del tubo de ensayo y se incubd la muestra a 65° C durante 15-30
minutos. Posteriormente, se le agregd 14 ul de K-Acetato 8M frio para una concentracion final de
1M y se mezcld e incubd en hielo durante 15 minutos. Esto se centrifugd en frio 10 minutos a
maxima velocidad (a 14,000 rpm). Luego se hicieron alicuotas de 200 pl de etanol frio al 95%. Y se
transfirid el sobrenadante para cada muestra al tubo con etanol frio al 95%, en ese momento se
observd la formacién de una sustancia blanquecina como un halo, el cual corresponde a los
fragmentos de ADN.

Se agitd suavemente y se incubd en hielo durante 10 minutos, luego se centrifugd 20 minutos en
frio a mdxima velocidad (14,000 rpm). Después de esto se observd la formacion de un precipitado
blanquecino, en el cual se encuentra el ADN aislado. Luego se descartd el sobrenadante y el
precipitado se lavé en 100 pl de etanol al 70% y después en etanol al 95%. Este precipitado se dejé
secar por 12 horas y luego se disuelvié en 50 pl de TE estéril con 1U ARNasa. La muestra se
almacend a -20°C

Amplificacién de ADN: se hizo una mezcla de 25 pl que consiste de: 25 ng de ADN gendmico, 2.0
mM MgCl,, 10 nM Tris, pH 8.0, 50 mM KCl, 0.1mM para cada trifosfato desoxirribonucleotido
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0.4 uM de cebador o iniciador (Operdn tecnoldgico Alameda, AL, USA) y
una unidad de Taq polimerasa. La mezcla fue incubada en un termociclador modelo PTC-100 y

fue programado para que llevara a cabo 40 ciclos, cada ciclo consisti6 de una fase de
desnaturalizacién (30 segundos a 35°C) y una fase de extension (1 minuto a 72°C). Una ultima fase
se realiza al final de los 40 ciclos (7 minutos a 72°C).

Electroforesis: consistid en la separacion de los productos de reaccién de la mezcla que se realizd
en la amplificacién de ADN. Estos fueron colocados en geles de 1.2% de agarosa que contienen 10
pug/ml de bromuro de etidio inmerso en una solucién buffer de TBE (90mM Tris-borato, 1mM
EDTA, pH 8.0). Las bandas de ADN fueron visualizadas bajo la luz UV y luego, los geles revelados
fueron fotografiados. (Waldschmidt et al. 2002)
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11.TECNICAS A USAR EN EL PROCESO DE INVESTIGACION
11.1 RECOLECCION DE DATOS

Los datos fueron recolectados a partir del andlisis que se les realizaron a las bandas presentes en
los geles revelados con luz UV. Esto se realizé con el Programa Gene Profiler versién 4.1, a partir
de estos se construyé una matriz de presencia, ausencia de bandas, que posteriormente se
convirtié en una matriz de 1 para presencia y 0 para ausencia de banda.

11.2 ANALISIS DE DATOS

Para los andlisis moleculares solo se utilizd un espécimen por colmena, esto se debe a que las
abejas son haplodiploides (en donde los machos proceden de huevos haploides y las hembras de
huevos diploides) y monodndricas (un solo macho se aparea con la hembra), por lo que
genéticamente no encontrariamos variaciones entre los individuos de la misma colmena
(Waldschmidt et al. 2002).

Los geles fotografiados, se analizaron en el programa Gene Profiler versién 4.1, y a partir de estos
se construyd una matriz de presencia, ausencia de bandas, que posteriormente se convirtié en una
matriz de 1 para presencia y 0 para ausencia de banda.

Los datos de esta matriz fueron analizados como frecuencias fenotipicas, las cuales fueron
evaluadas estadisticamente mediante la prueba de exactitud de Fisher para saber si existian
diferencias significativas entre las frecuencias fenotipicas entre los sitios de colecta, este proceso
se desarrolld utilizando el paquete de computo TFPGA (Herramientas para el anadlisis genético de
poblaciones); con este paquete también se calcularon las distancias genéticas; y se realizo la
prueba de Mantel para calcular la correlacién lineal entre dos matrices de proximidad (distancias
genéticas y fisicas).

12.RESULTADOS

Con el Programa Gene Profiler versién 4.1, se obtuvieron un total de 15 loci para el Cebador
OPA16 (5'-AGCCAGCGAA-3') y 9 Loci para el Cebador OPLO5 (5'-ACGCAGGCAC-3'), de los cuales se
generd una matriz de presencia (1)-ausencia (0) para cada locus (Anexo la-b ). A partir de esta
matriz se realizaron las siguientes pruebas estadisticas:

Prueba exacta de Fisher

Con programa TFPGA se realizd la prueba exacta de Fisher para los dos cebadores utilizados
(OPA16, OPLOS5). El cebador OPA16, presentd un p = 0.0364, y el cebador OPLO5 presentd un p =
0.6225 (Tabla 1, Anexo 1), para un a=0.05 (Raymond & Rousset. 1995). Esto muestra que los loci
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identificados por el primer cebador (OPA16), muestran una diferencia significativa entre las
frecuencias fenotipicas entre los sitios de colecta, mientras que los loci para el segundo cebador
(OPLO5) no muestran diferencias significativas entre dichas frecuencias.

Tabla 1: Valores de p utilizando |la Prueba de Exactitud de Fisher para cada cebador
OPA16 OPLO5
Valor de p 0.0364 0.6225

Fuente: Datos experimentales obtenidos del programa TFPGA

Las diferencias en las frecuencias fenotipicas entre los sitios de colecta, encontradas con el
cebador OPA16 son estadisticamente mas representativas con respecto al cebador OPLOS. Esto se
debe a que el cebador OPA16 presentd mayor polimorfismo con respecto al cebador OPLOS.
(Anexo 2-3).

Distancias genéticas

Para obtener las distancias genéticas entre las diferentes localidades de Meliponas, se utilizé el
programa TFPGA para ambos cebadores. Y se obtuvo que para el Cebador OPA16, la mayor
distancia genética de Roger's (1972) encontrada fue de 0.2289 (Matriz 1), entre las Regiones 4-5,
individuos pertenecientes a las Regiones Biogeogrdficas del Altiplano y Tridngulo Ixil
respectivamente (Anexo 5).

Matriz 1: Matriz de Distancias Genéticas del cebador OPA16, basado en los cdlculos de Roger
(1972)

Poblacion 1 2 3 4 5
1 ko

2 0.1039 ***

3 0.1696 0.1093 ***

4 0.0856 0.1895 0.1609 ***

5 0.1904 0.1204 0.1151 0.2289 ***

Fuente: Datos experimentales obtenidos del programa TFPGA

Los valores de distancia genética van desde 0 a 1, en donde los valores mds cercanos a 1
determinan la lejania evolutiva entre grupos de individuos. Con respecto al segundo cebador,
OPLO5, se obtuvo que la mayor distancia genética de Roger's, (1972) encontrada fue de 0.2742
(Matriz 2), entre las regiones 1-4, individuos pertenecientes a las Regiones Biogeograficas de Las
Tierras Bajas del Norte y El Altiplano respectivamente.
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En ambas matrices, la poblacidn 4, que pertenece al Altiplano, es la que mas difiere de las demds

poblaciones, sin embargo la matriz 2 no genera datos estadisticamente confiables debido a que la

prueba de Fisher no presentd una diferencia significativa para ese cebador.

Matriz 2: Matriz de Distancias Genéticas del cebador OP605, basado en los calculos de

Roger (1972)

Poblacion 1 2 3 4 5
1 * ko

2 0.1694  ***

3 0.1957 0.1340  ***

4 0.2742 0.1305 0.0786 ***

5 0.1473 0.09820 0.0627 0.1413 ***

Fuente: Datos experimentales obtenidos del programa TFPGA

Prueba de Mantel

Los valores del coeficiente de correlacién van desde -1 a 1, en donde valores muy cercanos a cero

muestran que no existen correlacién entre las variables que se estan evaluando (Alvarez, 2007), La

prueba de Mantel realizada, presentd un r=0.0790, lo cual indica que no existe una correlacién

entre las distancias genéticas y las fisicas.

Figura 1: Prueba de Mantel que muestra un coeficiente de correlaciéon de 0.0790.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos del programa TFPGA

La prueba de Mantel realizada mostré que no existe una correlacion entre las distancias genéticas

y las distancias fisicas de las diferentes localidades, éstas ultimas no pueden considerarse como

una barrera que impida el flujo genético entre los individuos de cada Regidn establecida.
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13.DISCUSION DE RESULTADOS

La distribucion actual de la mayoria de los organismos, es producto de una serie de procesos
geoldgicos a través del tiempo, ésta historia geoldgica podria ser una razén que explique el
aislamiento que han sufrido algunas de las agrupaciones de individuos de Melipona beecheii; sin
embargo se sabe que en la actualidad, su distribucion se ve influenciada por la actividad
meliponicultora que se practica en Guatemala desde la época de los Mayas.

Este intercambio no estaria provocando un aislamiento, sino al contrario, estaria favoreciendo el
intercambio genético entre las diferentes regiones. Sin embargo los resultados demuestran que
tres regiones (Altiplano, Trifinio y Tierras Bajas del Norte), presentan distancias genéticas que
podrian estar asociadas a una estructuracién genética. Existe la posibilidad de que éstas distancias
estén siendo sobreestimadas, produciendo lo que es conocido como efecto Wahlund (fenémeno
producido entre subpoblaciones aisladas genéticamente que poseen un origen comun, pero sus
frecuencias alélicas difieren) (Santacruz Et al.) producido por la “ausencia” de individuos de las
localidades intermedias. Sin embargo, la estrecha distancia geografica entre el Altiplano con el
Trifinio, descarta la idea de éste fendmeno, mientras que para las Regiones del Altiplano con las
Tierras bajas del Norte (cuya distancia geografica es mayor) se esperaria que presentara este
fendmeno, sin embargo se tienen individuos de las localidades intermedias, y no muestran
diferencia alguna con los individuos del Altiplano y las Tierras bajas del norte.

Este comportamiento no muestra un patrén claro del comportamiento genético entre las
localidades que determine con certeza si se estd dando o no estructuracidon genética entre las
diferentes poblaciones. Ademads se sabe que en la actualidad existe un movimiento pasivo de
colmenas desde Santa Rosa a Retalhuleu (Regiones Altiplano-Trifinio) (Comunicacidn personal:
Licda. Eunice Enriquez, Lcda. Gabriela Armas) y no se esperaria encontrar una mayor distancia
genética, sin embargo son las localidades cuya distancia genética es mayor.

Debido a ello, se tomardn en cuenta aspectos como la vegetaciéon, actividad antropogénica,
deforestacion, entre otros para determinar qué otros factores posiblemente estén influyendo en
éstas distancias.

Como ya se menciond anteriormente, los individuos del Altiplano con El Trifinio (Anexo 4);
presentaron la mayor distancia genética (Matriz 1); ambas localidades, se caracterizan por tener
una vegetacién de encinares y pinares, selvas bajas caducifolias y algunos remanentes de selva
mediana siempre verde de tierras templadas, debido a ello, la cobertura vegetal no podria
considerarse como una barrera fisica, sin embargo al disminuir la escala biogeogréfica y
enfocarnos en una escala del paisaje, la Regidn del Altiplano presenta un 2.73% de la poblacidn
Total de Guatemala (INE,2002) mientras que la region de Trifinio presenta un 8.83% (INE,2002) de
la poblacién Total. La diferencia en el tamafio demografico influye en la fragmentacion del paisaje
gue actualmente se estd dando en Guatemala debido a la agricultura, ganaderia y deforestacion,

como consecuencia de las necesidades antropogénicas de cada regién. En el anexo 6 se puede
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observar que para la Region del Altiplano, existe una mayor cobertura de cultivos de campo
pequefio (60%) y areas con 20-59% de cultivos; mientras que para la Region El Trifinio, ademas de
presentar Cobertura de cultivos de campo pequefio (60%) y areas con 20-59% de cultivos,
presenta areas de cobertura de pasto y bosque. (INE, 2008). Con ello se puede observar que la
Regidn del Trifinio tiene mayor influencia antropogénica con respecto a la Regidn del Altiplano por
lo que esto podria estar influenciando en el aislamiento de las abejas, provocando distancias
genéticas mayores.

En cuanto a Las Tierras Bajas del Norte- El Trifinio presentaron la segunda distancia genética
mayor (Matriz 1), como se menciond anteriormente, el Trifinio presenta una vegetacién de
encinares y pinares, selvas bajas caducifolias y algunos remanentes de selva mediana siempre
verde de tierras templadas; mientras que las Tierras Bajas del Norte se caracterizan por presentar
vegetacién de selvas subdeciduas y medianas siempre verdes. Esta diferencia entre el tipo de
vegetacién en éstas dos Regiones, podria conformar la primera barrera fisica que dificulte el
desplazamiento de las abejas, aumentando un aislamiento entre ellas. Al disminuir la escala
biogeografica y enfocarnos en una escala del paisaje, la regién de Trifinio presenta un 8.83%
(INE,2002) de la poblacién total, mientras que la Region de las Tierras Bajas del Norte, presenta un
10.17% (INE,2002) de la poblacién Total, lo cual indicaria que por su cantidad de habitantes, la
fragmentacion sea mayor, sin embargo el area que presenta ésta region es mucho mayor con
respecto a las otras dos regiones, disminuyendo la fragmentacién.

Las condiciones de las tres regiones, coinciden con lo establecido por Hoglund (2009), en donde el
humano es el principal causante de la fragmentacién, que es un proceso que contribuye al
aislamiento entre poblaciones, asi como a la creacidn de barreras que impiden un flujo genético
entre ellas, esto puede aplicarse a las abejas debido a que son vulnerables a la perturbacién. Cabe
mencionar que la pérdida de los ecosistemas como consecuencia de la alta deforestacién en
Guatemala (2% anual), es la principal causa de las divisiones de las poblaciones de diferentes
organismos. Esto trae como consecuencia alteraciones en la topografia, microclimas y gradientes
ambientales a diferentes escalas (CONAP, 20060).

En cuanto a las Tierras Bajas del Norte con el Altiplano, son las agrupaciones que presentaron
menor distancia genética, de 0.0856 a pesar que geograficamente son regiones distantes. Lo
mismo ocurre entre las demas agrupaciones de individuos (Regiones del Triangulo Ixil, y Costa Sur)
gue a pesar de que muestran un vegetacién muy diferenciada, ésta diferencia en la vegetacién no
ha hecho que los individuos de dichas regiones tengan distancias genéticas grandes, sino que
presentan distancias pequefias, es decir, no presentan mayor variacion genética entre ellas, sin
embargo se desconoce algun intercambio de colmenas entre estas regiones (Comunicacion
personal: Licda. Eunice Enriquez).

En base a lo anterior, no se puede establecer con claridad si los individuos de Melipona beecheii
realmente estén presentando estructuracién genética entre las regiones o simplemente las

variaciones fenotipicas encontradas a lo largo de su distribuciéon, sean en su mayoria producto del
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ambiente (como diferencia en cobertura vegetal influenciada por la actividad antropogénica) y no
un cambio en su estructura genética.

14.CONCLUSIONES

e Los individuos de Melipona beecheii posiblemente no estan presentando estructuracién
genética en su rango de distribucién en Guatemala.

e Diferencias en la cobertura vegetal (influenciada en su mayoria por la actividad
antropogénica) puedan estar influenciando en la expresidn fenotipica de las abejas y no en
su estructura genética.

e No se encontré correlacion entre las distancias genéticas y fisicas de los individuos de las 5
regiones Biogeograficas estudiadas.

e Las Regiones que presentaron mayor distancia genética son del Altiplano, Trifinio y Las
Tierras Bajas del Norte, con una distancia genética de 0.2289 (Altiplano-Trifinio) y 0.1904
(Trifinio-Tierras Bajas del Norte).

e Las dos regiones que presentaron menor distancia genética son el Altiplano y las Tierras
Bajas del Norte, con una distancia genética de 0.0856.

15.RECOMENDACIONES

e Utilizar mds cebadores polimérficos con el fin de tener mas puntos de comparacién que
puedan fundamentar los fendmenos genéticos que estén ocurriendo dentro de los
individuos de Melipona beecheii.

e Aspectos como la fragmentacion de los paisajes, consecuencia de la deforestacion,
aumento demografico, y la cobertura agropecuaria, deben ser considerados en estudios
posteriores, como barreras ante el flujo genético entre los individuos de diferentes
localidades.

e Extender el muestreo con abejas silvestres y no solo de colmenas, en cada una de las
localidades en las que se distribuye Melipona beecheii.

e Determinar en futuros estudios la dindmica poblacional de individuos de abejas silvestres y
colmenas.
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17.ANEXOS

Anexo 1a: Matriz de presencia (1)-ausencia (0) para cada locus utilizando el cebador OPA16 (5'-

AGCCAGCGAA-3)
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Individuo Poblacion
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5510
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1
1
1
2
3
3
3
3
3
3
4
4
5
5
6
7
8
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
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5649
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5710
5735
5796
5807
6012

6120
6402

6533
6540
6554
6560
6564
6585
6598
6605
6611

6619

10
10
10
11

6878
6918

6930
6958
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11
11
11
12
12
12
11

6980
6988
7107
7117
7122
7131
7138

Fuente: Datos experimentales obtenidos del Programa Gene Profiler version 4.0

Anexo 1b: Matriz de presencia (1)-ausencia (0) para cada locus utilizando el cebador OPLO5 (5'-

ACGCAGGCAC-3')
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6605
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6930 2 1 1 1 o0 1 1 O 0 1
6012 3 1 0 o0 1 1 O O 0 O
6120 3 1 0 o0 1 1 O O 0 O
6402 4 1 0 o0 1 1 O O 0 O
6407 4 o o o 1 1 0 O o0 o
6958 5 1 1 o0 1 1 1 O O O
6980 5 1 0 o0 1 1 O O 0 O
6988 5 1 0 o0 1 1 1 O O O
7107 5 1 0 o0 1 1 1 O O O
7117 5 1 o0 o0 1 1 1 O O O
7122 5 1 o0 o0 1 1 1 O O O
7131 5 1 o0 o0 1 1 1 O O O
7138 5 1 0 0 1 1 O O 0 O

Fuente: Datos experimentales obtenidos del Programa Gene Profiler version 4.0

Anexo 2: Gel Ideal generado para el Cebador OPA16, con 15 loci identificados en base a su peso
molecular. (eje X: individuos, eje Y: peso molecular).
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Fuente: Datos experimentales obtenidos del Programa Gene Profiler version 4.1
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Anexo 3: Gel Ideal generado para el Cebador OPLO5, con 9 loci identificados en base a su peso

molecular. (Eje X: individuos, Eje Y: peso molecular).
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Fuente: Datos experimentales obtenidos del programa Gene Profiler version 4.1
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Anexo 4: Mapa con las 5 Regiones Biogeograficas estudiadas. Azul: Tierras Bajas del Norte
(Agrupacion 1); Amarillo: Tridangulo Ixil (Agrupacion 2); Rojo: Costa Sur (Agrupacion 3); Verde:
Altiplano (Agrupacion 4); y Anaranjado: El Trifinio (Jutiapa, Chiquimula y Santa Rosa) (Agrupacién
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Anexo 5.: Mapa de la Cobertura Vegetal segln su uso. A: 60% cultivos de campo grande, B.
60% cultivos de campo pequefio; C. 20-59% de cultivos; D. menos del 20% de cultivos, en su
mayoria son pastos o bosques; y E. horticultura.
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