INSTITUTO DE INVESTIGACIONES DE LA FOLIA, .
AMAZONIA PERUANA | Amazonica

CARACTERIZACION GENETICA DE LOS MORFOTIPOS DE AGUAJE Mauritia flexuosa L. F.
(ARECACEAE) Y ANALISIS DE LA VARIABILIDAD DE TRES POBLACIONES NATURALES EN
LA AMAZONIA PERUANA

Frank ASPAJO', Angel RODRIGUEZ', Mike CORAZON-GUIVIN', Luis Freitas’, Dennis DEL-
CASTILLO? Diana CASTRO? Mildred GARCIA', Jean-Francois RENNO®, Carmen GARCIA-DAVILA’

1 Becario pregrado. IAP-INCAGRO-LBGM. Iquitos, Perd.

2 Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana-IIAP, Laboratorio de Biologia y Genética Molecular (LBGM). Apartado 784.
Iquitos, Perd. cdavilal9@yahoo.com

3 Institut de Researche pour le Développement-IRD. Montpellier, France.

4 Universidad Nacional de la Amazonia Peruana-UNAP.

RESUMEN

La variabilidad genética del aguaje Mauritia flexuosa L. f. fue evaluada segun los morfotipos del fruto (amarillo,
colory shambo); y del &rbol (normal, enano y distico); asi como entre tres poblaciones naturales del aguaje amarillo
de las localidades de Aucayo, Jenaro Herrera y Parinari en la Amazonia peruana; usando el marcador molecular
DALP (Amplificacion Directa de Polimorfismo de Longitud). Los resultados del andlisis factorial de
correspondencia (AFC) no muestran diferenciaciones genéticas entre los morfotipos del fruto, lo que es
corroborado por los bajos promedios del indice de fijacion (F, = 0.04) y de la distancia genética (D = 0.008).
Asimismo, los resultados de AFC entre los morfotipos del tronco, no muestran diferenciacion clara entre ellos.
Pero, los promedios de indice de fijacion (F, = 0,23) y distancia genética (D = 0,27) indican una mayor
diferenciacion genética que la encontrada entre los morfotipos del fruto. Estos resultados obtenidos al nivel de
nuestros analisis podrian indicar que estos morfotipos son Gnicamente variaciones fenotipicas que no son marcadas
en el genotipo. Los resultados de los analisis genéticos poblacionales (promedios F, = 0. 45 y distancia genética =
0.68 y AFC) mostraron que las tres poblaciones de aguaje se encuentran bien diferenciadas, pudiendo esto ser
atribuido a las grandes distancias geograficas que combinadas a la existencia de rios entre las poblaciones podrian
estar actuando como barreras naturales que restringen el flujo de genes entre ellas.

PALABRAS CLAVE: Mauritia flexuosa L. f., DALP, caracterizacion molecular, morfotipos, variabilidad genética
poblacional.

GENETIC CHARACTERIZATION OF THE OF AGUAJE Mauritia flexuosa L. F. (ARECACEAE),
MORPHOTYPES, AND ANALYSIS OF GENETIC VARIATION OF THREE NATURAL
POPULATIONS IN THE PERUVIAN AMAZON

ABSTRACT

The genetic variability of aguaje Mauritia flexuosa L. f. morphotypes was evaluated according to fruit (yellow,
color and Shambo) and tree (normal, dwarf and couplet), and three natural populations of yellow aguaje (Aucayo,
Jenaro Herrera and Parinari locations) in the Peruvian Amazon, using DALP molecular marker (Direct
Amplification of Length Polymorphism). The results of correspondence factor analysis (AFC) show no genetic
differentiation between morphotypes of the fruit, which is corroborated by the low average fixation index (average
F, = 0.04) and genetic distance (average D = 0.008). Similarly, the results of AFC between the morphotypes of the
trunk, show no clear differentiation between them. But the average fixation index (average Fst = 0.23) and genetic
distance (average D = 0.27) indicate greater genetic differentiation found among morphotypes of the fruit. These
results obtained at the level of our analysis may indicate that these morphotypes are only phenotypic variations that
are not marked on the genotype. The results of population genetic analysis (average Fst = 0. 45 and genetic distance
=0.68, and AFC) showed that the three populations the aguaje are well differentiated, this can be attributed to the
large geographical distances combined with the existence of rivers among populations could be acting as natural
barriers restricting gene flow between them..

KEYWORDS: Mauritia flexuosa L. f., DALP, molecular characterization, morphotypes, population genetic
variability.
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INTRODUCCION

El aguaje Mauritia flexuosa L. f. (Linneo, 1781) es
una palmera considerada promisoria para el desarrollo
sostenido de la Amazonia peruana debido a que posee
un elevado potencial econémico en los mercados
nutracéutico, farmacéutico y alimenticio. También
cumple una importante funcién ecoldgica y provee
servicios ambientales al mitigar el cambio climatico
secuestrando altos niveles de carbono y proveer
alimento a muchas especias de animales en bosques
primarios (Kalliola, 1993; INRENA 2000;
PRONATURALEZA, 2005; del Castillo et al., 2006;
Delgado et al., 2007). Sin embargo, a pesar de poseer
estas cualidades, este recurso no estd siendo
aprovechado de forma sostenible. La
sobreexplotacion (consumo en lquitos de
aproximadamente 20 t fruto/dia) y latala del arbol para
colectar sus frutos esta ocasionando el declinio de sus
poblaciones naturales que podrian inducir problemas
de erosidn genética, ademas de un fuerte impacto en la
economia de los pobladores que usan este recurso
como fuente de ingresos (Bejarano & Piana, 2002;
PRONATURALEZA, 2005).

Existe una necesidad de producir informacion
relevante sobre esta especie, que pueda servir de base
la para formulacion de planes de uso sostenido. Hasta
el momento la literatura reporta estudios sobre su
biologia, ecologia y agroforesteria (Balick, 1979;
Storti, 1993; De Paula, 2001; Bejarano & Piana, 2002;
PRONATURALEZA, 2005; del Castillo et al., 2006;
Delgado et al., 2007); existiendo escasos estudios
moleculares referidos principalmente a establecer las
relaciones filogenéticas del aguaje dentro de la familia
Arecaceae (Pintaud et al., 2007) y a la basqueda de
marcadores relacionados al sexo (Rengifo, 2008).

En este sentido, el presente trabajo pretende
generar informacién sobre la caracterizacion
molecular de los morfotipos del fruto (color, amarillo
y shambo) y del arbol (enano normal y distico) del
aguaje; asi como también sobre la variabilidad
genética entre tres poblaciones naturales del aguaje
amarillo. Evaluados mediante marcadores
moleculares DALP (Amplificacion Directa de
Polimorfismo de Longitud) que generan informacion
sobre la variabilidad global del genoma.

MATERIALES Y METODOS
COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO

Se colectaron un total de 89 muestras de tejido
foliar de plantas de aguaje, 30 de las cuales fueron
utilizadas para el estudio de caracterizacion molecular
de los morfotipos amarillo, color y shambo; y 29
muestras en la caracterizacion genética de los
morfotipos del arbol (normal, enano y distico). Las 30
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restantes, procedentes de tres poblaciones naturales:
Parinari (rio Marafion, UTM 9490154, 18M 556280),
Aucayo (rio Amazonas, UTM 9574726, 18M 707998)
y Jenaro Herrera (rio Ucayali, UTM 9457318, 18M
647688), fueron utilizadas en el estudio de la
variabilidad genética poblacional de aguaje amarillo
(Figural).

EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL ADN GENOMICO

ElI ADN gendmico fue obtenido a partir de 100 mg
de tejido foliar mediante el protocolo de extraccién
CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Para la amplificacion
del ADN via DALP-PCR, se utilizaron ocho
marcadores, formados a partir de combinaciones de un
primer reverso (fijo) con cada uno de los ocho primers
selectivos (Tabla 1). Las reacciones de amplificacién
se prepararon en volimenes finales de 25 l,
conteniendo 2 pul ADN molde (100 ng/ul), 0,375 pl
Taq polimerasa (5 U/ul), 5 ul Buffer (5X), 0,75 pl
dNTPs (10 mM), 3,1 pl MgCl, (25 mM), 2 pl de cada
primer (10 mM) y agua ultrapura. Las condiciones de
temperatura del PCR fueron: denaturacion inicial de
95 °C x 1 min., seguidos de 29 ciclos consistentes de
denaturacion a 95 °C x 30 seg., hibridacion [51 °C
(DALPO06) y 45.7 °C (DALPO07)] x 30 seg., extensién a
72 °C x 30 seg. La amplificacién fue verificada
inicialmente en geles de agarosa 2% tefiidos con
bromuro de etidio (1 1/ 50 ml de gel), y el andlisis de la
variabilidad genética se realiz6 sobre la base de los
padrones de bandas observadas en geles de
poliacrilamida 6% tefiidos mediante el método Rabat
(Sambrook & Russell, 1991).

ANALISIS DE DATOS

El polimorfismo entre las muestras fue analizado
mediante la observacion de la presencia o ausencia de
las bandas entre los individuos. A partir del cual se
realiz6 una matriz binaria en base a la presencia (1) y
ausencia (0) de las bandas diferenciales
(polimdrficas). El genotipo para cada uno de los
individuos fue establecido a partir de la combinacién
de los perfiles de bandas generadas por cada uno de los
primers DALP. Las diferencias genéticas fueron
establecidas mediante el Anélisis Factorial de
Correspondencia (AFC), el indice de fijacion F, de
Weir & Cockerham (1984). La distancia genética (D)
fue calculada mediante laformulaD =-LN (1 - F,) de
Reynolds et al. (1983). Estos analisis fueron
realizados con ayuda del software GENETIX version
4.05 (Belkhir et al., 2004), los arboles genéticos
utilizados para estableces las relaciones entre los
morfotipos y entre las poblaciones dentro del
morfotipo amarillo fueron generados con el software
PHYLIP version 3.5 (Felsenstein, 1993) y
visualizados con el software TREVIEW (Page, 1996).
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Figura 1. Mapa de ubicacién geogréfica de las poblaciones naturales de aguaje
Mauritia flexuosa estudiados en la Amazonia peruana: Aucayo (rio Amazonas),
Jenaro Herrera (rio Ucayali) y Parinari (rio Marafion).

Tabla 1. Marcadores DALP (Desmarais, et al., 1998) utilizados en el andlisis de
los morfotipos y poblaciones de aguaje Mauritia flexuosa.

;'FZ&EFES PRIMERS SECUENCIA
Primer reverso DALP R TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC
DALP 221 GTTTTCCCAGTCACGACGC
DALP 231 GTTTTCCCAGTCACGACAGC
DALP 232 GTTTTCCCAGTCACGACGAC
Primers DALP 233 GTTTTCCCAGTCACGACACG

selectivos DALP 234 GTTTTCCCAGTCACGACCAG
DALP 235 GTTTTCCCAGTCACGACCAC
DALP 241 GTTTTCCCAGTCACGACTCAG
DALP 242 GTTTTCCCAGTCACGACCTAG
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RESULTADOS Y DISCUSION
CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS MORFOTIPOS

De los ocho marcadores DALP utilizados para el
estudio de morfotipos, solo dos (DALP06 y DALPQ7)
resultaron informativos. En el caso de morfotipos del
fruto, encontramos elevados niveles de polimorfismo
(variacion genética) entre los individuos, que fue
independiente de las variaciones observadas en el
color del fruto. Los resultados obtenidos con el
analisis Factorial de Correspondencia (AFC)
muestran una fuerte sobreposicion entre estos
morfotipos (Figura 2), lo que es corroborado por los
promedios de F, (0.04) y distancia (D = 0.008) entre
los morfotipos (Tabla 2A). Los resultados de AFC
(Figura 3) no mostraron una estructuracion genética
clara entre los morfotipos del tronco (distico, normal y
enano). Pero los promedios del indice de fijacion (F,=
0.23) y distancia genética (D = 0,27), muestran una
mayor diferenciacion genética entre los morfotipos
del tronco, que lo encontrado entre los morfotipos del
fruto. El morfotipo distico presento una mayor
diferenciacion genética con los morfotipos normal y
enano (Tabla 2B); en tanto que estos dos uUltimos
presentan una diferenciacion genética mucho menor
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cuando son comparados entre si (F,=0.13, D =0.14).
La ausencia de diferencia genética observada entre los
morfotipos se podria explicar por la segregacion
genética de los caracteres dentro de un mismo
genoma. En consecuencia son variaciones fenotipicas
que no son marcadas en el genotipo al nivel de
nuestros analisis. Otra hipotesis seria que un mismo
genotipo se expresa de manera diferente a varias
condiciones edéficas, topoldgicas o bidticas
(plasticidad fenotipica).

La alta variabilidad genotipica entre individuos
dentro de una misma poblacion (por ejemplo la
poblacion de Aucayo, de donde provienen las
muestras de los morfotipos del fruto) es mantenida por
el complejo sistema de reproduccion sexual de esta
especie (poligamo, dioico o poligamo dioico), el cual
facilita la recombinacion genética: (Cavalcante,
1991). Ademas la accion del viento (Raven et al.,
1996) y de los insectos en la dispersion del polen;
combinada a la dispersion de las semillas por los
ungulados, roedores, monos, aves, quelonios y peces
(Hiraoka, 1999); va facilitar la reproduccion entre
individuos genéticamente diferentes, promoviendo la
variabilidad intrapoblacional y atenuando la
variabilidad entre poblaciones vecinas.
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Figura 2. Representacion grafica de los resultados del Analisis Factorial de Correspondencia
(AFC), inferidos en funcidn a los genotipos encontrados para los tres morfotipos del fruto de
aguaje Mauritia flexuosa. Los puntos estéan distribuidos sobre un plano factorial bidimensional.
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Tabla 2. Estimacion de los indices de Fijacion (F,) y Distancias genéticas (D) para los diferentes morfotipos
de Mauritia flexuosa: A) morfotipos del fruto, B) morfotipos del tronco.

MORFOTIPOS Fot D
(A) Morfotipos del Fruto
Amarillo - Color 0.00000 0.00000
Amarillo - Shambo 0.00782 0.00795
Color - Shambo 0.00000 0.00000
Promedio 0.00261 0.00265
(B) Morfotipos del arbol Morfotipos
Enano - Normal 0.13102 0.14044
Enano - Distico 0.24205 0.27714
Normal - Distico 0.32520 0.39333
Promedio 0.23276 0.27030
100 - o
o |
O
[ |
Em O =
700 g 00 700 1400
[ [ ] Fi1
2 o finercia = 21.04%)
[ |
A
700 4
s
A
1400 |
F(2
(lnercia = 17.60)

Figura 3. Representacion gréfica de los resultados del Andlisis Factorial de Correspondencia
(AFC), inferidos en funcidn a los genotipos encontrados para los tres morfotipos del arbol de
aguaje Mauritia flexuosa. Los puntos estan distribuidos sobre un plano factorial bidimensional.
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RELACIONES FILOGEOGRAFICAS ENTRE LAS
POBLACIONES

Elanalisis filogeografico entre las tres poblaciones
naturales de aguaje amarillo evaluados mediante el
marcador molecular DALP06 muestran elevados
niveles de variabilidad genética dentro y entre las
poblaciones. En total se encontraron 25 genotipos
diferentes. Asimismo, los resultados obtenidos en el
AFC (Figura4) y el dendrograma UPGMA (Figura 5),
muestran tres poblaciones bien estructuradas sin
sobreposicion entre ellas. Esto es reforzado por la
ausencia de genotipos compartidos entre las
poblaciones, y puede ser explicado por las grandes
distancias geogréficas y la existencia de los rios que
estarian actuando como barreras naturales,
restringiendo el flujo de genes entre las poblaciones.
Los resultados ademas indican que la poblacién de
Aucayo presenta una mayor distancia genética
respecto a las otras poblaciones (Aucayo - J. Herrera =
0.66130, Aucayo - Parinari = 1.13434) y que las
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poblaciones de Jenaro Herrera y Parinari son las mas
cercanas genética (distancia = 0.21052) y
geograficamente (98.37 km). Estas observaciones son
corroboradas también por los resultados de F, (Tabla
3), donde se observa que las poblaciones de Jenaro
Herrera y Parinari presentan el indice de fijacion mas
bajo (F,=0.20962).

Estos altos niveles de variabilidad genética
encontrados dentro de las poblaciones, eran los
esperados tratandose de poblaciones naturales de una
especie que posee una diversidad de estrategias
reproductivas (poligamo, dioico o poligamo dioico y
xen6gamo) y una amplia gama de agentes
polinizadores y dispersores de semillas que
contribuyen al mantenimiento de la diversidad
genética, disminuyendo las posibilidades de erosién
genética dentro de las poblaciones (Cavalcante, 1991;
Storti, 1993; Raven et al., 1996; Goulding, 1989;
Hiraoka, 1999).
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Figura 4. Representacion gréfica de los resultados del Andlisis Factorial de Correspondencia
(AFC), inferidos en funcién a los genotipos encontrados para las tres poblaciones naturales de
aguaje Mauritia flexuosa estudiadas en la Amazonia peruana. Los puntos estan distribuidos
sobre un plano factorial bidimensional.
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Figura 5. Dendrograma de similitud (UPGMA) generado con la distancia genética de Reynolds
et al. (1983) para las tres poblaciones naturales de aguaje Mauritia flexuosa estudiadas en la
Amazonia peruana. Los nimeros en los nudos de las ramas representan valores de Bootstrap

para 1000 repeticiones.

Tabla 3. Estimacion de los indices de fijacion (F,), distancia genética y distancia geogréfica entre las tres
poblaciones naturales de aguaje Mauritia flexuosa estudiadas en la Amazonia peruana.

(Reynolds et al, 1969 | GEOGRAFICA (k)
Aucayo - J. Herrera 0.48 0,6613*** 131,49
Aucayo - Parinari 0.68 1,1343*** 174,94
J. Herrera - Parinari 0,21 0,2343*** 98,37

*** Significativo a P < 0.001 (0.1%)
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