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LISTA DE ABREVIATURAS

A : Numero de alelos

ADN ; Acido desoxirribonucléico

AFC : Andlisis Factorial de Correspondencia

AR ; Media de numero de alelos

Ar : Numero total de alelos

CTAB : Bromuro de Cetil Trimetil Amonio

dNTP’s : Desoxinucleotidos trifosfatos

EDTA ; Acido Etileno Diamino Tetra acético

FD ; Factor de Dilucion

Fis : Coeficiente de endogamia

Fst ; indice de fijacion

H20 mili-Q Agua ultrapura: destilada, ultrafiltrada, autoclavada

Ho : Heterocigosidad observada

He : Heterocigosidad esperada

MgCl2 : Cloruro de Magnesio

NacCl : Cloruro de Sodio

Nm : NUumero de migrantes

PCR : Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Pb : Pares de bases

PIC : Contenido de informacion polimérfica

pH : Potencial de Hidrogeno

rpm : Revoluciones por minuto

Rst ; Estimador de diferenciacion especifica de microsatélites

SSR : Secuencias Simples Repetidas

TBE : Tris Borato EDTA

Tris Base : Tris Hidroximetil Amino Metano

Taq : Thermus aquaticus Enzima termoestable

UPGMA : Unweighted Pair-Group Method with the Arithmetic
Averaging

Vis/UV : Luz ultravioleta visible



RESUMEN

La especie Bertholletia excelsa “castafia” es un producto forestal no
maderable con gran potencial economico en la Amazonia peruana y una
alternativa para la extraccion forestal. El presente estudio pretende contribuir
al conocimiento genético de esta especie, a través del andlisis de su
variabilidad genética en poblaciones naturales del departamento de Madre
de Dios. Para lo cual se colectaron un total de 164 muestras de arboles de
castafia, las cuales fueron evaluadas con seis loci microsatélites. Todos los
loci microsatélites resultaron polimorficos, reportdndose un total de 47 alelos,
con una media de 7.83. En términos generales, las poblaciones muestreadas
presentan una amplia variabilidad genética intrapoblacional, siendo Valencia
y Pampa Hermosa as que presentaron la mayor riqueza alelica (Ar = 5.83) y
Pariamanu la menor (Ag = 5.17), la heterocigocidad observada y esperada
presentaron poca diferencia entre las poblaciones. Los resultados de AFC,
SAMOVA (98.06% de la variacion se encuentra dentro de las localidades y
solo 2.24% entre ellas) y distancia genética (Distancia promedio = 0.017),
mostraron que las siete localidades evaluadas presentan poca diferenciacion
genética entre ellas; es decir las poblaciones no estan aisladas, presentado
un elevado flujo genético demostrado en los resultados de Nm que variaron
del infinito a 6.26. Sin embargo los resultados globales de Fst (0.024), Rst
(0.045) muestran una débil diferenciacibn genética entre ellas. El
dendrograma elaborado en base a la distancia genética muestra que las
siete localidades se encuentran conformando cuatro agrupaciones de las
cuales Muymanu resulté ser la mas lejana. Los resultados obtenidos tanto a
nivel intrapoblacional como entre las poblaciones puede ser atribuidos a las
escasas barreras fisicas entre las localidades, y las pequenas
diferenciaciones entre algunas poblaciones y las relaciones genéticas entre
ellas, a la presencia de rios entre las agrupaciones que por un lado presenta
margenes inundables que son inadecuadas para plantas de tierra firme
como la castafia; y por el otro, los rios constituyen barreras insuperables
para dispersores como los roedores.



INTRODUCCION

Los marcadores moleculares de ADN constituyen la nueva generacion de
marcadores, que han tenido un gran impacto en el estudio de la genética de
animales y plantas (Azofeifa-Delgado, 2006). Su aplicacion para la
resolucion de problemas en la conservacion de recursos esta en desarrollo y
requiere una extensiva colaboracion entre los conservacionistas y los
bidlogos moleculares. En este sentido los marcadores moleculares son
valiosas herramientas para la evaluaciéon del estado de conservacion
genética de las especies, porque permite determinar la variabilidad genética,
el flujo de genes y otros parametros poblacionales. La importancia de estos
marcadores radica en que ofrecen la posibilidad de estudiar poblaciones de
organismos Yy seleccionar aquellos que presentan rasgos de interés para el
hombre (Karp et al., 1997). Este es el caso de la castaia que se encuentra

en poblaciones naturales en la Amazonia peruana y actualmente no existen
reportes en la literatura cientifica sobre su variabilidad genética.
Desconociéndose el estado de conservacién de estos pool genéticos que
son fundamentales para la supervivencia, futura evolucion, asi como una
fuente potencial para futuros planes de mejoramiento genético de la especie

(Kanashiro et al., 1997).



La Amazonia peruana presenta una extension de 756,866 km?2 y
constituye la décima parte de todos los bosque del mundo (Kalliola et al.,
1993). El departamento de Madre de Dios se encuentra ubicado en el sur-
oriente peruano, abarca tanto selva alta como selva baja y se caracteriza por
presentar un clima tropical calido y humedo. Este departamento esta
formado principalmente por llanuras aluviales con terrazas de tres hasta
cuatro niveles. De las cuales las mas bajas estan sometidas a inundaciones
anuales y son generalmente pantanosas (Lawrence et al., 2005). La
transicion entre selva alta y baja (ecotono) hace que esta regién posea una
gran biodiversidad de flora y fauna que abren potencialidades econémicas
diversas. Sin embargo, muchas de ellas impactan negativamente sobre el
ambiente.

Razon por la cual, diferentes instituciones amazdnicas vienen
investigando otras fuentes econémicas menos impactantes, promoviéndose
actividades econdmicas sostenibles como el cultivo de productos no
maderables entre otros; que generen por un lado un adecuado ingreso
econémico para la gente local y por el otro la preservacion de los
ecosistemas tropicales, con minima perturbacién del ecosistema natural
(Ramirez, 2006; Moegenburg y Levey, 2002; Zuidema y Boot, 2002;
Camargo et al.,, 1994). Una alternativa para evitar la deforestacién es la
“castafa” Bertholletia excelsa (Humboldt & Bonpland, 1808), especie con
potencial econémico en esta region de la amazonia peruana, debido primero
a que presenta frutos cuyas semillas poseen alto contenido de selenio
(ayuda a detener los procesos degenerativos de las células cancerigenas); y
segundo que posee un desarrollo agronémico y tecnolégico ya establecido
(Pastor, 2004; Thomson et al., 2008).

En el Peru esta especie presenta sus mayores poblaciones naturales
en la region de Madre de Dios, con una extensién aproximada de 2 500 000
hectareas, de las cuales 1 600 000 son aprovechadas como éareas de
recoleccion. Generando un gran potencial econémico (8 millones de délares
y 2,500 toneladas de castafia en promedio como exportacién anual). Por lo
cual esta actividad es de vital importancia para la regién, ya que alrededor



del 25% de la poblacién (aproximadamente 20.000 habitantes) dependen
directa e indirectamente de esta actividad (INRENA, 2003).

Por las bondades antes descritas, en los ultimos afios la region de
Madre de Dios ha presentado un acelerado crecimiento econémico. Que si
bien ha contribuido al mejoramiento en el nivel de vida de su poblacién, ha
causado una corriente migratoria hacia la zona, originando la creacion de
nuevos asentamientos humanos. Los cuales, ejercen una fuerte presion
sobre los recursos naturales del bosque, convirtiendo areas forestales en
nuevas areas de cultivos agropecuarios, causando con esto una inminente
deforestacién. Estudios forestales realizados en esta especie endémica
para la regidbn amazonica, muestran una constante disminucion en sus
poblaciones naturales debido a este problema (Motta, 2002; Wickens, 1995).

En ese sentido el presente estudio tuvo por objetivo utilizar los
marcadores moleculares microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats)
para la evaluacion de la variabilidad genética de la castafia en poblaciones
naturales de la region de Madre de Dios, en busca de generar informacion
gue sirva de base para futuros planes de conservacion y manejo sostenido,

asi como de mejoramiento genético de la especie.



OBJETIVOS

Objetivo general:

» Evaluar la variabilidad genética de Bertholletia excelsa “Castafia”
en siete localidades de la region de Madre de Dios utilizando

marcadores microsatélites.

Objetivos especificos:

> Determinar la variacion alélica (A, Ho, He, Fis, PIC, alelos nulos y
privados) de cada microsatélite utilizado.

> Determinar la variabilidad genética intrapoblacional (Na, Ho He Fis.
Ar, Ar) e interpoblacional (AFC, Fst, Rst, Nm, SAMOVA) de la
castafa de la region de Madre de Dios.

> Estimar la correlacion entre la distancia genética y la distancia
geogréfica (coeficiente de Pearson).

> Determinar las relaciones interpoblacionales entre las siete

localidades estudiadas (dendrograma UPGMA).

10



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

Muchos avances en genética molecular han incrementado el impacto de la
genética de poblaciones en las ciencias biologicas. Uno de los mas
importantes ha sido, el desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), tecnologia utilizada para multiplicar (sintetizar) in vitro fragmentos
especificos de ADN con la finalidad de detectar una secuencia o gen de
interés en el genoma del individuo en estudio. Asimismo, el descubrimiento
de loci microsatélites muy variables y finalmente, la rutina de
secuenciamiento de ADN en laboratorios, nos ayuda a responder preguntas
biolégicas de evolucién, poblaciones y conservacibn mas eficientemente
(Sunnucks, 2000).

1.1 Marcadores moleculares

La genética molecular tiene un importante rol en muchos aspectos de
la conservacion, tales como la caracterizaciéon de la diversidad
fitogenética. Con el desarrollo de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) numerosas técnicas han sido y estan siendo
desarrolladas para la deteccién, caracterizacion y evaluacion de la
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1.2

diversidad genética. Como son los marcadores moleculares que
funcionan como sefaladores de diferentes regiones del genoma. La
secuencia nucleotidica y la funcién de los marcadores moleculares
por lo general son desconocidas; pero cuando su comportamiento se
ajusta a las leyes béasicas de la herencia mendeliana, este es definido
como marcador genético. Los marcadores del ADN se basan
fundamentalmente en el andlisis de las diferencias en pequefias

secuencias del ADN entre individuos.

Dichos marcadores son completamente independientes de las
condiciones externas. Ademas, los marcadores moleculares pueden
ser analizados en distintos tejidos y en diferentes estadios de
desarrollo de la planta. Un marcador molecular monomorfico es
invariable en todos los organimos estudiados, pero cuando presenta
diferencias en el peso molecular, actividad enzimatica, estructura, o
sitios de restriccion, se dice que es polimérfico. Este tipo de
marcadores, especialmente en el caso de los isoenzimas y los
marcadores de ADN, han demostrado niveles de polimorfismo
considerables y han sido de gran utilidad para los estudios de

identificacion de plantas y animales.

Hoy en dia, los marcadores agronémicos, morfolégicos y moleculares
se utilizan conjuntamente para conseguir una evaluacion completa de
los recursos genéticos. (Azofeifa-Delgado, 2006; Ferreira y
Grattapaglia, 1998)

Microsatélites
Microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) (Simple
Sequence Repeat) o STRs (Short Tandem Repeat), son regiones de

secuencias pequefias (2 a 10 pares de bases) repetidas, arregladas
en serie, distribuidas azarosamente en todo el ADN. Son abundantes,
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neutros y poseen una alta tasa de mutacién que los hace muy
polimorficos. La tasa de mutacién en los microsatélites ha sido
estimada en un rango que oscila entre 10°y 10®° mutaciones por
gameto (Araguren-Méndez et al., 2005). El polimorfismo en la longitud
del fragmento amplificado refleja la existencia de variaciones en el
ndamero de veces que se encuentra repetido el motivo que origina el
microsatélite. Esta caracteristica es una de las diferencias mas
importantes entre los microsatélites y otros marcadores como las
isoenzimas, polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP), amplificacién aleatoria del ADN polimorfico
(RAPD) y polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP). También son codominantes, es decir que en cada locus un
individuo podria presentar uno o més alelos, dependiendo del nimero
de juegos de cromosomas que posea. Por ejemplo, los humanos
somos diploides, es decir, poseemos dos juegos completos de
cromosomas Yy por lo tanto para un locus microsatélite podemos
presentar un alelo (si ambos progenitores nos transmitieron alelos de
la misma secuencia y tamafio) o dos alelos (si cada progenitor nos
hereddé un alelo de tamafio diferente). Cada SSR examina una sola
porcion del genoma y por lo tanto se requiere de varios de ellos para
hacer una estimacion valida. Su desarrollo es muy laborioso debido a
que deben identificarse y secuenciarse regiones genomicas
concretas. Sin embargo, una vez obtenidos la metodologia del
analisis por SSRs es relativamente sencilla. Ademas, el analisis
requiere solamente una cantidad escasa de ADN (Azofeifa-Delgado,
2006; Karp et al., 1997).

1.2.1 Constituciéon

Un microsatélite esta tipicamente conformado por un motivo
repetitivo, en el cual se encuentra contenido la secuencia repetida
(por ejemplo: AGAGAGAGAGAGAG), y dos regiones flanqueantes,

las cuales se encuentran a ambos lados del motivo repetitivo. Sin
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embargo en algunos casos, puede haber dos motivos repetitivos o
mas dentro de un microsatélite. ( por ejemplo: CTCTCTCTGTGTGT).
Para que un microsatélite sea considerado atili como marcador
molecular, toda la variacion de la secuencia o polimorfismo debe
hallarse dentro del motivo repetitivo, y por el contrario, las regiones
flanqueantes deben estar altamente conservadas al punto de no
presentar ninguna variacion de secuencia (Hancook, 1999).

Partiendo de esta premisa se disefian primers o iniciadores (también
llamados cebadores) es decir, fragmentos de ADN que tienen la
misma secuencia que los extremos de las regiones flanquentes para
poder amplificar (0o producir un alto numero de copias) un
microsatélite a través de una PCR.

Los fragmentos producidos son separados de acuerdo a su longitud
en pares de bases a través de una electroforesis en gel de agarosa.
Partiendo de la hipétesis de que en un microsatélite sélo varia el
namero de repeticiones dentro del motivo repetitivo; fragmentos que
tienen el mismo tamafio, tienen la misma secuencia, de manera que
todos los fragmentos de un mismo tamafio representarian un alelo

(Figura 1) (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

REGION MICROSATELITE

*

e AGAGAGAGAGAGAGAGAGAG s
e TCTCTCTCTCTCTCTCTCT C e

Amplificacidn de los
fragmentos

Separacidn de los
fragmentos

l 1.2 3 4 5 Individuos
= — g Alelo A
— — — | 4— Alclo B
— — &— Aleclo C

Figura 1.- Representacion grafica de la regién microsatélite

Campo eléctrico
+
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1.2.2 Clasificacion

Los microsatélites se clasifican de acuerdo al niUmero de nucle6tidos
gue posea el motivo de repeticibn como: mono, di, tri, tetra, penta o
hexanucleotido.

La clasificacién también incluye el patrén de orden de los motivos:

. Puro o perfecto: Un solo motivo repetido “n” veces en
serie. Ejemplo: (AC)g

. Puro interrumpido: Un solo motivo repetido “n” veces,
donde se intercalan nucleétidos entre las distintas
repeticiones. Ejemplo: (CA),AA(CA)12

. Compuestos: Dos o0 mas motivos repetidos en serie.
Ejemplo: (GT)(TG)10
. Compuestos interrumpidos: Al menos uno de sus

motivos presenta nucleotidos intercalados.
Ejemplo: (CT)4(GT).CTAT(GT)15

. Complejos: Combinaciones entre cualquiera de las
clases anteriores, sin ningun patrén de orden definido.
Ejemplo: (ACC)g+TG+(GA)12+(TTA)s+tGC+(TTA)4

1.2.3 Utilizacion

En los Ultimos afos los microsatélites han sido la herramienta mas
utilizada para estudiar distintos aspectos de interés, como son el éxito
reproductivo, la estructura social y el parentesco entre individuos. Los
usos mas frecuentes corresponden a la estimacién de la diversidad
genética intra e inter poblacional, sea en especies cultivadas o
silvestres, en el desarrollo de mapas de ligamiento, para estudio de
las relaciones filogenéticos entre especies, también como herramienta
para determinar la mejor estrategia de conservacion de recursos

genéticos por ejemplo en la formacion de colecciones nucleares, en la
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identificacion de duplicados, entre otros. Son la principal herramienta
utilizada en microorganismos, plantas y animales para:
caracterizacion de germoplasma identificacion de genotipos,
determinaciéon de pureza, andlisis de diversidad genética,
mejoramiento genético, aislamiento y caracterizacion de genes
especificos para usar en transformacién genética y construccion de

mapas de ligamiento (Azofeifa-Delgado, 2006; Borrell et al., 2002).

Debido a su alto grado de variabilidad las secuencias de
microsatélites son especialmente adecuadas para distinguir genotipos
bastante relacionados. Son por lo tanto, favorables para estudios
poblacionales y la identificacion de variedades (Karp et al., 2001).
Como en el té japonés (Ohsako, et al., 2008), el arroz (Arnao, et al.
2007), el pino salgarefio (Jiménez, et al., 2005) y el eucalipto ( Jones
et al., 2001).

Las principales areas en que se estan aplicando los marcadores
microsatélites en arboles forestales incluyen estudios de diversidad
genética en poblaciones naturales y mejoradas, particularmente en
especies con bajos niveles de variacion de isoenzimas, flujo de
genes, dispersion de poélen o semillas y sistemas de cruzamiento.
Como estos parametros son importantes para la conservacion de los
recursos genéticos forestales, los microsatélites se estan utilizando
para vigilar los efectos genéticos de los sistemas de ordenacion
forestal y de la fragmentacion del bosque. En los programas de
domesticacion, pueden emplearse los microsatélites para la
identificacion del germoplasma y para ayudar a la construccién de
mapas de ligamiento genético, con el objetivo final de lograr una
seleccion asistida por marcadores.
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1.2.4 Modelos de evoluciéon

Muy poco se sabe sobre los mecanismos de evolucion de estos
marcadores. Tres modelos son discutidos: IAM (Infinite Allele Model)
(Kimura y Crow, 1964) o modelo de alelo infinito que considera que
las mutaciones en las secuencias de microsatélites resulta en la
pérdida o ganancia de una o mas unidades de repeticion de forma
gue cada mutacion resulta en un nuevo alelo de forma aleatoria, las
estadisticas de F estan basadas en este modelo. SMM (Stepwise
Mutation Model) o modelo de mutacién gradual en pasos, en el que
una mutaciéon en un determinado alelo se da por la ganancia o
pérdida de una unidad de repeticion cada vez. Los alelos de igual o
de tamafios préximos son genéticamente mas proximos entre si. Este
modelo es mas adecuado para microsatélites. El indice de
diferenciacién genética Rst (Slatkin, 1994) estd basado en este
modelo. Finalmente TPM (Two Phase Model), o modelo de dos fases,
basado en la teoria de coalescencia y asume diferentes procesos
mutacionales e historia demografica en la estimacion de la varianza
en el nimero de repeticiones de un microsatélite. Este modelo es una
extension del modelo SMM, entonces asume no solamente que las
mutaciones de mayores magnitudes pueden ocurrir sino que también
pueden ser originadas a partir de uno o muchos pasos mutacionales
(Estoup et al., 2002). Sin embargo, ninguno de estos modelos parece
encajar perfectamente con todos los microsatélites,
consecuentemente, los estimadores de diferenciacion (estadisticos F)
y los estimadores de diferenciacion especifica de microsatélites
(estadisticos R) son reportados en estudios usando marcadores
microsatélites (Balloux y Lugon-Moulini, 2002).

17



1.3

1.2.5 Alelos nulos

Algunos factores pueden disminuir el poder y la sensibilidad de los
microsatélites como marcadores de eleccion o pueden ser fuente de
error que disminuya su utilidad en los estudios genéticos, en estos
casos se habla de alelos nulos. Un alelo nulo es cuando un alelo no
puede ser amplificado, debido generalmente a mutaciones en las
secuencias que flanquean la region microsatélite, las cuales sirven
como sitio de unién a los partidores disefiados para producir la
amplificacion por PCR. De esta forma, un genotipo heterocigoto
puede ser registrado errGneamente como un individuo homocigoto al

no amplificar uno de sus dos alelos (Pemberton et al., 1995).

Estructura genética de poblaciones.

Las poblaciones naturales pueden estar definidas como un grupo de
individuos que comparte un mismo pool de genes. La estructura
genética de una poblacién natural es la consecuencia de los rasgos
de vida, los cuales estan determinados por los procesos asociados al
nacimiento, muerte y dispersién, incluyendo el sistema de
reproduccion (Slatkin, 1994). Estos procesos son considerados como
factores intrinsecos, sin embargo, también pueden estar influenciados
por la naturaleza fisica de los habitats (factores extrinsecos), como la
presencia de insectos polinizadores, animales dispersores de
semillas, barreras naturales, distancia geografica, etc. Es por eso que
en muchas poblaciones naturales se espera que haya una gran
estructuraciéon genética debido a las barreras de dispersion que
previenen los cruces aleatorios, asi como también en otras
poblaciones no existe una estructura genética debido a un flujo

genético continuo.
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1.4

Factores que determinan la estructuracion geneética.

1.4.1 Deriva Genética

La deriva genética ocurre en poblaciones relativamente pequefias
donde algunos alelos pueden cambiar su frecuencia simplemente
debido al azar. La mayoria de los organismos son diploides, es decir,
tienen dos ejemplares de cada gen. Los gametos de estos
organismos portan solo uno de los dos ejemplares (alelos) de cada
gen. El que un gameto lleve un alelo u otro es una cuestion de azar,
por lo que la formacion de gametos y su consiguiente unién para
formar los cigotos de la siguiente generacién solo puede describirse
como un proceso probabilistico. En cada generacion esperamos una
fluctuacion al azar de las frecuencias alélicas en las poblaciones. Si
en algin momento durante esta conducta fluctuante uno de los alelos
no llega a transmitirse a la siguiente generacion, entonces este alelo
se habra perdido para siempre. El resultado de la deriva suele ser la
pérdida de variabilidad genética, siendo un proceso que contrarresta
la entrada de variabilidad genética por mutaciones. Es necesario
mencionar que la deriva genética tiende a formar una poblacién
homocigética, es decir, tiende a eliminar los genotipos heterocigoticos
(Galtier et al., 2000).

1.4.2 Seleccién natural

Es la fuerza creativa que lleva al proceso de adaptaciéon de los
organismos al compaginar cambios en su entorno fisico y biolégico.
La seleccion natural resulta en una “descendencia con modificacion”,
mientras el genotipo provee la parte heredable, la seleccién actia
sobre el fenotipo (forma visible), esto incluye el desarrollo, morfologia
y comportamiento. La idea de la seleccidn natural como un proceso

fundamental de los cambios evolutivos fue iniciada por Charles
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Darwin y Alfred Russel Wallace (Ayala y Kiger, 1984) e implica que las
poblaciones naturales estén constituidas por un pool genético con
algunas variantes poco frecuentes (Futuyma, 1986). El entorno es
crucial para la seleccion natural, dado que sus limites son los que
determinan que caracteres son los beneficiosos y dentro de ello, los
cambios tanto en espacio como tiempo traen consigo modificaciones

en los caracteres de los organismos.

1.4.3 Mutaciéon

Ocasionalmente pueden llegar a producirse errores en la replicacion
del ADN, estos cambios son denominados mutaciones. Una mutacion
es un cambio estable y heredable en el material genético. Las
mutaciones alteran la secuencia del ADN y por tanto introducen
nuevas variantes. Muchas de éstas variantes pueden ser eliminadas,
pero ocasionalmente algunas de éstas variantes pueden tener éxito e
incorporarse en todos los individuos de la especie. La mutacion es un
factor que aumenta la diversidad genética. Una alta tasa de mutacion
implica un mayor potencial de adaptacién en el caso de un cambio
ambiental, pues permite explorar mas variantes genéticas,
aumentando la probabilidad de obtener la variante adecuada
necesaria para adaptarse al ambiente. A su vez, una alta tasa de
mutacion aumenta el numero de mutaciones perjudiciales o
deletéreas de los individuos, haciéndolos menos adaptados, y
aumentando la probabilidad de extincion de la especie. Las
mutaciones no tienen ninguna direccién respecto a la adaptacion, son
como un cambio al azar. Este cambio puede producir una falta de
significado, y por eso la mayoria de las mutaciones son deletéreas.

Pero a veces, ciertos cambios pueden introducir nuevos significados,

permitiendo nuevas funciones. (Araguren-Méndez et al., 2005).
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1.4.4 Flujo genético

El flujo genético se define como la transferencia de material genético
entre poblaciones dado por el movimiento de individuos o de sus
gametos (Avise y Hamrick, 1996). El impacto del flujo de genes esta
determinado por la capacidad de dispersion de la especie, asi como
por barreras geogréficas, distancias y estructura poblacional (Orell et
al., 1999). El flujo génico es un componente principal de la estructura
poblacional porque determina hasta que punto cada poblacion local
de una especie es una unidad evolutiva independiente. Si existe una
gran cantidad de flujo génico entre poblaciones locales, entonces
todas las poblaciones evolucionan juntas; pero si hay poco flujo
genético cada poblacion evoluciona en forma casi independiente
(Slatkin, 1994).

Caracteristicas de la castafia Bertholletia excelsa

1.5.1 Ubicacion sistematica

Reino : Plantae

Filo : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Lecythidales

Familia : Lecythidaceae

Género ; Bertholletia

Especie : B. excelsa (Hunb. & Bonpl.)

1.5.2 Descripcion taxondmica
Bertholletia excelsa pertenece a una familia pantropical de arboles

(Lecythidaceae) que incluye aproximadamente 200 especies en los
Neotropicos (Mori, 1992).
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Es uno de los arboles méas grandes de la amazonia, de 30 a 50 m de
altura y una copa de 10 a 20 m de diametro, fuste recto, cilindrico,
desprovisto de ramas hasta la copa, la corteza es oscura y hendida.
(Kainer et al., 1998). Hojas deciduas, de tomento suave y lamina
cartdceo-coriacea, con 25 a 35 cm de longitud y 8 a 12 cm de ancho,
oblongas o eliptico-oblongas, base aguda, apice obtuso-redondeado y

ligeramente acuminado, margenes ondulados. Se encuentran

dispuestas alternativamente en las ramas (Figura 2) (Corvera y Arcos,
2006).

Figura 2.- Arboles de Bertholletia excelsa “castafia” de la region de

Madre de Dios.

La especie posee inflorescencias espiciformes, axilar o en paniculas
terminales, de pocas ramas, erectas. Las flores son zigomorfas, con
dos o tres sépalos y seis pétalos amarillos, ovario infero, tetralocular o
tentacular, l6culos generalmente con cuatro o seis Ovulos. Los

estambres estan fusionados en su base que se prolonga hacia un
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lado formando una ligula. La combinacion de pétalos blancos y el
amarillo esta restringido al margen interno y apéndices de la ligula,
atrae polinizadores por diferentes combinaciones atractivos
secundarios (color y olor) y primarios (polen y néctar) (Mori, 1995 y
1992).

El fruto es una capsula de tipo pixidio incompleto, llamado “coco”. Es
esférico o ligeramente achatado, con cascara dura y lefiosa, el apice
del fruto con una regién diferenciada, en cuyo centro se encuentra un
orificio de 1 cm. de diametro, correspondiendo al opérculo, epicarpio
lenticelado, verrucoso, pardo oscuro, mesocarpio duro, lefioso,
semillas en nimero de 10 a 25, angulares, con dos lados planos y
uno céncavo, de 3 a 5 cm. de largo y 4 a 10 gr. de peso, cubierta
rugosa, dura y lefiosa, testa delgada y de color marrén, la almendra o
semilla es blanca comestible. El fruto pesa entre 500 y 1 500 gr y
contiene entre 15 y 24 castafias o semillas ( Figura 3, A, B, C) (Peres
y Baider, 1997b).

Figura 3.- A) Fruto cerrado; B) Fruto abierto; C) Semillas de castafia
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1.5.3 Distribucidén

Es una especie originaria del sur-este amazonico, distribuida en la
cuenca amazonica en Bolivia, Brasil, Colombia, Perl, Venezuela,
Guyana y Surinam. (Wickens, 1995) (Figura 3). La poblacion de
castafia se presenta en densidades muy variantes. A gran escala, los
arboles de castafia se encuentran en manchas o manchales. Los

arboles se distribuyen al azar (Peres y Baider, 1997).

Figura 3.- Distribucion de castafia Bertholletia excelsa en el mundo.

1.5.4 Ecologia

La castafia se desarrolla bien en regiones de clima célido y humedo.
La temperatura media anual varia de 24.3 a 27.2° C. (Wickens, 1995).
La precipitacion total anual varia entre 1400 y 2800 mm. La humedad
relativa anual media se sitla en el rango de 79 a 86%. Prospera en
terrenos no inundados (terra firme), ricos en materia organica (Kainer
et al., 1998; Mori, 1992). En las areas de castafiales nativos, los
suelos son arcillosos o arcillo-arenosos, con pH entre 45 y 6.0
(Corvera y Arcos, 2006).

Generalmente, se necesitan 15 meses para que las semillas
maduren; consecuentemente, los frutos caen principalmente en enero

y febrero, durante la estacién lluviosa. La dispersion primaria para la
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castafia ocurre por el efecto de la gravedad, los frutos caen al suelo
del bosque sin sufrir un dafio mayor por el impacto de la caida al estar
completamente cerrados. Como los frutos son numerosos y contienen
una gran cantidad de semillas, deben contar con una apertura asistida
del fruto. Las semillas son dispersadas por roedores, principalmente
por especies de agouti (Dasyprocta spp.) y por ardillas (Sciurus
spadiceus) que son capaces de romper eficientemente el pericarpo
del fruto, ocasionalmente monos capuchinos marrones (Cebus apella)

(Motta, 2002; Peres et al., 1997a). La parte comestible es el hipocdtilo

porque los cotiledones estan atrofiados. Los animales comen y
destruyen muchas de las semillas, algunas de las cuales son
enterradas intactas para su posterior consumo. Los agoutis entierran
tres a siete semillas por cada semilla comida. La mayoria de frutos
caen a 12 m aproximadamente de la base del arbol. Esto puede
agregarse a los 10-15 m de distancia que las semillas son enterradas.
Las semillas pueden ser extendidas en una segunda dispersion
cuando las semillas son desenterradas por predadores de semillas y
enterradas aun mas lejos. Se ha observado en algunos casos que las
semillas son dispersas hasta 100 m, de esta manera se propaga B.
excelsa. El éxito germinativo parece depender de las condiciones de
humedad del lugar donde fueron enterradas, estas semillas pueden
permanecer viables por varios afios. En raras ocasiones las semillas
pueden ser encontradas germinando dentro del fruto intacto en el
suelo. (Zuidema y Boot, 2002; Mori, 1995)

B. excelsa tiene flores zigomorfas, los estambres al estar fusionados
en su base se prolongan hacia un lado formando un andréforo o
capuchdn que selecciona la entrada del polinizador, ya que solo
abejas robustas son capaces de sacar el néctar. Los polinizadores de
B. excelsa son abejas de los géneros Bombus, Centris, Epicharis,
Eulaema, y Xylocopa (Abejas euglosinas). Estas abejas entran a las
flores para extraer néctar de la ligula; al mismo tiempo, las abejas se
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impregnan del polen sobre la cabeza y la espalda, el cual es
depositado sobre los estigmas de flores visitadas subsecuentemente.
Para efectuar la fertilizacion, se necesita la transferencia de polen de
un arbol a otro ya que esta especie tiene poca autocompatibilidad
(Motta, 2002; Mori, 1995) Estas abejas son capaces de localizar
comida y fragancias y usar recursos lejos de su lugar de reproduccion
debido a su excepcional capacidad de vuelo. Estas caracteristicas
aseguran la polinizacién cruzada de muchas especies. Las euglosinas
mas grandes pueden volar distancias considerables de hasta 23 km.,
desde el suelo sobre lagos y colinas empinadas sugiriendo que los

paisajes montafiosos no obstruyen el movimiento de las abejas.

(Tonhasca et al., 2002; Dressler, 1982; Janzen, 1971).

La cosecha de la nuez del Brasil se obtiene casi exclusivamente de
rodales naturales en el bosque, lo cual explica el creciente interés en
B.excelsa como especie clave para la conservacién y el desarrollo.
(Mori, 1992)

1.5.5 Utilizaciéon

Las semillas proveen alimentacion de buena calidad. Su alto
contenido de acido linoléico puede contribuir al equilibrio de acido
lipidico esencial. Tiene alto contenido protéico y oleoso, contiene
aproximadamente 14% de proteina, 67% de grasa digerible y 11% de
carbohidratos ademas de calcio, fésforo, potasio, vitamina B y la rara
vitamina excelsina. El aceite es rico en acidos grasos no saturados y
tiene sabor suave y agradable, pudiendo ser usado en ensaladas y
sofreidos. (Chunhieng et al., 2004; Wickens, 1995; Elias y Bressani,
1960). Sin embargo, el mayor beneficio de la castafia es que es
especialmente rica en selenio, conocido por sus capacidades
antioxidantes y antirradicalarias. El consumo de 2 castafias diarias
incrementa el estado de selenio y ayuda al funcionamiento del
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sistema inmunolégico. (Thomson et al., 2008) Las semillas se pueden
usar para cocinar y para hacer jabones y la cdpsula de la semilla se
utiliza para elaborar artesanias (Wickens, 1995). La madera es
excelente, pero los arboles que alin quedan son considerados mas

valiosos vivos como una fuente de nueces.
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2.1

2.2

CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

Area de trabajo

El trabajo se ejecutd en el Laboratorio de Biologia y Genética
Molecular (LBGM) del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana (llIAP) ubicado en la Estacion Biolégica de Quistococha,
Carretera Iquitos-Nauta km 4.5, Iquitos, en el distrito de San Juan,
Loreto — Pera.

Lugares de muestreo
La colecta se realiz6 en el departamento de Madre de Dios en siete

localidades: Muymanu, Manuripe, Piedras, Pariamarca, Pariamanu,

Pampa Hermosa y Valencia (Figura 4) (Tabla 1).
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UBICACION ESPACIAL DEL DEPARTAMENTO DE MADRE DE DIOS

coLomBiA

ECUADOR

L

] Ll el degiamontoda Wi 0 Dios
2 Livka amazonia crers s2oigico

- e MuyTATE

CHILE

LEYENDA

R ® Arboles

/\/ Red hidrografica
[]Limite departamental

@D Piedras

@ Valencia

@D Pampa Hermosa
@ Manuripe

@ Muymanu

@D Pariamanu
 Pariamarca

Figura 4.- Mapa de ubicacién de las siete localidades de Bertholletia
excelsa “castafia” del departamento Madre de Dios.
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Tabla 1. Localidades, nimero de individuos y ubicacién geografica (grados)
latitud y longitud de siete localidades de Bertholletia excelsa
“castafia” en el departamento de Madre de Dios.

_ Numero de Ubicacidon geogréfica (grados)
Localidades _
individuos Latitud Longitud
Piedras 22 75° 24’ 8” 12° 8 30”
Valencia 32 74°52' 43" 12027’ 8”
Pampa Hermosa 23 75° 8 52” 12° 20’ 33”
Manuripe 26 75° 13’ 6” 11°54’ 13~
Muymanu 12 75° 18’ 49" 11°41’ 31~
Pariamanu 21 75° 31’ 33” 12029’ 12"
Pariamarca 28 75° 30’ 24” 12°19’'0”

2.3 Colectay conservacion del material biolégico

Se colectaron muestras biologicas de 164 individuos (arboles) de
Bertholletia excelsa “castafia”. De cada arbol se colectaron tres hojas
y se cortd aproximadamente un tercio de la parte apical de cada hoja.
Este material foliar fue conservado hasta su uso en el laboratorio
dentro de tubos tipo falcén de 50 ml conteniendo piedras secantes
(drierite: sulfato de calcio anhidro). El material biolégico fue aislado de
las piedras secantes en sobres de 15 x 15 cm de papel de aluminio.
Los tubos fueron rotulados con el nimero de muestra, lugar de

colecta, fecha y nombre del colector. (Palacios et al., 2004).

2.4  Extraccion de ADN usando el método CTAB (Bromuro de Cetil
Trimetil Amonio)

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de tejido foliar mediante el

protocolo modificado de extraccion CTAB (Doyle & Doyle, 1987)

descrito a continuacion:
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2.5

2.6.

100mg de muestra fue triturada y mezclada en 1ml del buffer CTAB
(CTAB 2%, NaCl 1M, EDTA 0.1M pH 8, Tris Base 0.2M), y 10ul de
Proteinasa K (0.1mg/ml) en un tubo de 2 ml; el triturado fue macerado
en bafio Maria (60 °C x 24 horas). La separacion del material gendmico
del resto de tejidos no digeridos fue realizado adicionando 1ml de
cloroformo al tubo de 2 ml ya mencionado y centrifugando a 8 000rpm x
5 minutos. Quedd un sobrenadante el cual fue recolectado y separado
en un tubo de 1.5 ml. El ADN del sobrenadante fue precipitado con
isopropanol frio por 2 horas a -20 °C, seguida de una centrifugacion a
13 000rpm x 15 minutos. Se obtuvo un pellet de ADN total que fue
lavado dos veces con etanol al 70% a 13 000 rpm x 15 minutos. El
pellet debié ser secado por aproximadamente 5 horas y finalmente
resuspendido en 30 pl de agua ultrapura.

Determinacion de la calidad y concentracion del ADN extraido

La calidad y concentracion del ADN extraido fue evaluado mediante el
método espectrofotométrico de Maniatis (1989), utilizando un
espectrofotometro UV/Vis; la absorbancia se midi6 utlizando las
longitudes de onda de 260 y 280nm. La calidad del ADN extraido fue
evaluada en un rango de aceptacion entre: 1.7 — 2.2 (AzeolA2s0) Y la
concentracion del ADN extraido se determind con la formula: [Azso X

FD x 50ug/ul] en este caso el FD (Factor de Dilucién) fue igual a 100.

Verificacion del ADN extraido

La verificacion del ADN extraido se realiz6 mediante la observacion de
bandas de ADN (electroforesis) en geles de agarosa al 0.8%, tefidos
con bromuro de etidio (10mg/ml). La migracién del ADN se realiz6 en
una camara electroforética horizontal a 100 voltios durante 30 minutos,
la visualizacion de los geles y el registro de los mismos fue realizado

en un fotodocumentador de luz UV (Ver Anexo 1).
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2.7 Amplificacibon de ADN via PCR utilizando marcadores
microsatélites
La técnica SSR-PCR fue realizada en una mezcla que contenia 1ul de
ADN molde (tomado del ADN extraido), 5 U/ul de Taq polimerasa, 5X
de Buffer, 25mM de MgCl,, 10mM de dNTPs, 10uM de primer (SSR) y
se complet6 a 10yl con agua ultrapura (Ver Anexo 2A). Las
condiciones de temperatura fueron: una desnaturalizacion inicial a
96°C x 2min., seguida de 35 ciclos consistentes en: desnaturalizacion
(94°C x 1 min.), hibridacion (56.8°C x 1 min.), elongacion (72°C x 1
min.). Seguida de una extension final a 72°C x 10 min. (Ver Anexo
2B). Los primers utilizados son indicados en la tabla 2.
Tabla 2. Nombre, color, motivo de repeticion, secuencia y tamafio en pb
(pares de bases) de primers de microsatélites desarrollados por
Reis y colaboradores en el 2008 para Bertholletia excelsa
“castana”.
. Rango del
Motivo de . . ~
Locus L Color Secuencia de primers tamafo de
repeticion
alelos
(AG)13 F: CTACCTACAGGTCCGTGCCA
Bex03 6FAM (Azul) 92-106
R: CGTATTTCGTGTCAAACTCT
(CT)as _ F: GCATTCTCTCATTTTCGCTTG
Bex22 NED (Amarillo) 118-136
R: CCCTAGCAATCGTCGTCTTC
F: TTCCAGGCATTTTGTTACAG
Bex01 (AG)2, HEX (Verde) 210-248
R: CAAGAGCGCAGGAGAAGATT
(CTaz F: TATTCCATGGTCCTCCGT
Bex09 6FAM (Azul) 98 - 138
R: AGTCAATCATCTTCAAGAGT
F: TGGAACGGTCACTTGAGACA
Bexao (CT=(CAss  \ep (Amarillo) 130- 170
R: CCCTCTCTCCTTCGCTTTTT
(CTio F: TGCATGCTATGTTTCATTGCT
Bex37 HEX (Verde) 176 - 204

R: CACGCAACCTCACAGTCTTG

F = Forward (hacia delante), R = Reverse (reverso)
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2.8

2.9

Visualizacion de los productos de amplificacién

El éxito de la amplificacion de los productos de PCR fue verificado
preliminarmente por electroforesis en geles de agarosa 2% tefiidos
con bromuro de etidio (10mg/ml) y corridos en camaras
electroforéticas horizontales. La migracion de los productos
amplificados se realizé a 100 voltios durante 30 minutos y el registro
del gel se realiz6 mediante un foto documentador con luz UV (Ver
Anexo 2C).

Analisis y lectura de microsatélites

Los productos de amplificacion fueron desnaturalizados y separados
mediante electroforesis capilar utilizando un analizador genético
(Applied Biosystems) 3130. Se tom6 1ul del producto de PCR, junto
con 8.6yl de Formamida y 0.4pl de GeneScan 500 ROX (marcador de
peso rojo). Los alelos de los microsatélites fueron visualizados,
usando el software Peak Scanner version 1.0
(https://products.appliedbiosystems.com) (Ver Anexo 3 y 4) y
registrados en una planilla (Ver Anexo 5).

2.10 Analisis genético de datos

Analisis genatico de datos

Variacion alélica: Variabilidad Variabilidad
porlocus Intrapoblacional interpoblacional

[ [ [

-A - Na - AFC

- Ho - Ho - Fst

- He - He - Rst

-Fis -Fis -Nm

- PIC - Ar - SAMOVA

- alelos nulos - Ar

- alelos privados
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2.10.1 \Variacion alélicay variabilidad intrapoblacional

La diversidad genética se analizd, desde el punto de vista de la
variedad alélica, mediante el calculo del nimero medio y total de
alelos por locus y por poblacion, alelos privados (alelos encontrados
en una sola poblacién), y a nivel de la proporcion de los diferentes
genotipos dentro de las poblaciones, mediante la heterocigosidad
esperada (He) y heterocigosidad observadas (Ho) por locus vy
heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad observada (Ho)

medias por poblacion.

La deficiencia o exceso de heterocigotos promedio en cada locus y en
cada poblacién se basa en la idea de que la subdivision de una
poblacién lleva consigo un efecto similar a la endogamia; y por tanto,
es posible medir este efecto en términos de la reduccién en la

proporcion de genotipos heterocigéticos, es decir, en términos de H.

El coeficiente de endogamia (Fis) mide la reduccion en la
heterocigosidad de un individuo debido a la existencia de cruzamientos
no al azar dentro de su subpoblaciébn. Para evitar confusiones

llamaremos a este coeficiente de endogamia Fis. Por tanto,

I:IS: HS_HI = He_Ho
HS He

Donde: Hs = He= Heterocigosidad esperada

H, = H, = Heterocigosidad observada
Asimismo, se evaluaron las desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg, comparando los valores de F;s de los datos observados
con valores en los que los alelos fueron permutados 1000 veces al
azar entre los individuos. Se utilizaron los programas GenAlex
version 6 (Peakall and Smouse 2005) y Genetix version 4.05.2
(Belkhir et al., 2004).
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2.10.1.1 Contenido de informacién polimorfica (PIC-

Polymorphism Information Content)

Es usado para medir la informatividad de un marcador genético en
estudios de vinculo. Como una medida de polimorfismo de un
marcador, PIC depende solo del nimero de alelos y la frecuencia de
cada alelo en un locus. Su valor varia de 0 (monomorfico) a 1
(altamente polimérfico con muchos alelos de frecuencias semejantes).
(Tabla 3) (Guo y Elston, 1999). Siendo p;la frecuencia del alelo i-
ésimo. El valor promedio de PIC para el total de loci representa la
diversidad genética total (Ht) (Barcaccia et al., 2003).

PIC=1-% p? - % (2- pi pf)

Tabla 3. Clasificacion de Valores de PIC (Tomado de Botstein et al.

1980)
PIC>0.5 Altamente informativo
0.5>PIC >0.25 Razonablemente informativo
PIC < 0.25 Ligeramente informativo

El PIC se obtuvo colocando la frecuencia absoluta de cada alelo en la
siguiente pagina: http://www.genomics.liv.ac.uk/animal/pic.html

2.10.1.2 Frecuencia de alelos nulos

La frecuencia de alelos nulos es un indicador importante de la
garantia de los resultados del analisis de microsatélites, sobre todo en
estudios genéticos de una poblacion. Dicha frecuencia es calculada
mediante un algoritmo iterativo basado en las frecuencias esperadas
y observadas de los genotipos analizados. La existencia de un “alelo
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nulo” ocurre cuando un oligonucleétido como los usados y definidos
en el presente trabajo no puede hibridar con el ADN, probablemente
como consecuencia de la presencia de mutaciones puntuales, de
forma que no sea detectable cuando la heterocigosidad esperada (He)
es inferior o igual a la heterocigosidad observada (H.), la frecuencia
de alelos nulos es entonces negativa o cero (Tabla 4). En este caso,
se puede concluir que el analisis realizado refleja realmente la
variabilidad de la poblacion. En caso contrario, la presencia de alelos
nulos disminuye la heterocigosidad esperada y en consecuencia
resulta en una sobreestimacion del nivel de homocigosidad
(Pemberton et al. 1995). La probabilidad de existencia de alelos nulos
se estimd mediante el programa Cervus 2.0 (1998) de acuerdo a
Brookfield (1996).

r:!He_Hol
1+He

Tabla 4. Clasificacién de las frecuencias de alelos nulos (Tomado
de Chapuis y Estoup, 2007)

r< 0.05 Insignificante
0.05< r< 0.20 Moderada
r>0.20 Alta

2.10.2 Variabilidad interpoblacional

2.10.2.1 Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC)
El Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) es un tipo de analisis

particularmente bien adaptado para describir las asociaciones entre

variables cualitativas de un conjunto de individuos, analiza tablas de
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contingencia cruzando las modalidades de las variables. Su objetivo
principal es generar una representacion grafica de los individuos en
un espacio de dos o tres dimensiones en funcion de sus proximidades
(Gazel, 1999).

El Analisis Factorial de Correspondencia analiza una matriz con
ambos alelos por cada locus informativo, para el tratamiento de datos
en el Software Genetix version 4.05.2 (Belkhir et al., 2004). En este
trabajo se realiz6 un andlisis factorial de correspondencia para
determinar las diferencias genéticas existentes entre siete grupos de
la especie Bertholletia excelsa.

2.10.2.2 indice de fijacion (Fst)

El efecto de la subdivision de la poblaciébn se mide por un parametro
denominado "indice de fijacion" (simbolizado por Fst), que es la
reduccion promedio en la heterocigosidad de una subpoblacion debido
a la deriva genética por azar. El indice de fijacion (Fst) indica el
grado de diferenciacién entre los grupos analizados, tomados de dos
en dos, explicando los cambios en los perfiles debido a la subdivision
poblacional y deriva genética, para ello utilizamos el estimador de
Weir & Cockerham (1984) y Weir (1990):

Donde:
A= Componente de la variacion entre los grupos.
Bi= Componente de la variacion dentro de cada grupo

Los valores del Fst varian entre 0 y 1. Cuando Fsr = 0, los diferentes
grupos se comportan como uno solo indicando que no existe
divergencia genética entre ellos. Cuando el Fst = 1, la estructuraciéon

es maxima lo que sugiere que las grupos estan fijados (Tabla 5). Se
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establece el siguiente criterio para clasificar el grado de diferenciacion

entre grupos:

Tabla 5. Clasificacion de Valores de Fst (Tomado de Hartl & Clark,

1997)
0.00 - 0.05 Diferenciacion genética pequefia
0.05-0.15 Diferenciacion genética moderada
0.15-0.25 Diferenciacion genética alta
Fst>0.25 Diferenciacién genética muy alta

Para la significancia (P) de la diferencia entre poblaciones multilocus,
se compara el estimador del Fsr real con 1000 estimadores de Fsr
obtenidos en situaciones donde no hay estructuracién, rompiendo la
hipotética estructuracion real de manera artificial por permutaciones
de los individuos en el conjunto de las poblaciones. Se considera que
la diferencia es significativa cuando el Fst es mayor a 95 % (P<0.05)
en relacién a los Fst de las 1000 permutaciones sin estructuracion.
Los indices de fijacién fueron calculados con ayuda del Software
Genetix version 4.05.2 (Belkhir et al., 2004).

2.10.2.3 Estimador de diferenciacion especifica de microsatélites (Rst)

Es un analogo al Fst e independiente del indice de mutacion. La
mutacién es poco importante cuando los niveles de flujo génico son
altos. Debido a que los microsatélites parecen seguir el modelo SMM,
Slatkin mostro:

RST:!S—SW)
S

Donde S y Sw son los promedios al cuadrado de la diferencia de los
tamafos de alelos entre los pares de alelos dentro de las poblaciones
y entre los pares de poblaciones (Balloux y Lugon-Moulini, 2002;
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Michalakis y Excoffier, 1996). El Rst se estim6 con ayuda del software
RsrCalc version 2.2 (Goodman, 1997). Este software calcula el Rho,

gue es un estimador no sesgado del Rst de Slatkin.

2.10.2.4 Numero de migrantes (Nm)

Se estima el factor Nm en conjunto como numero efectivo de

migrantes por generacion:

Nm =[(1/Fst) - 1]
4

Valores de Nm >1 indican un flujo genético suficiente para impedir
una diferenciacion sustancial por deriva genética. Si existe una gran
cantidad de flujo génico entre poblaciones locales, entonces todas las
poblaciones evolucionan juntas; pero si hay poco flujo génico cada
poblacion evoluciona en forma casi independiente. El nimero de
migrantes se calculé con la ayuda del software Genetix version 4.05.2
(Belkhir et al., 2004) para el caso del Fsr y el software RsrCalc

version 2.2 (Goodman, 1997) para el Rsr.

2.10.2.5 Analisis Espacial de Varianza Molecular (SAMOVA)

El SAMOVA (Dupanloup et al., 2002) utiliza el Andlisis de Varianza
Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) e informacién geogréfica, e
involucra la definicién de grupos de poblaciones sin la necesidad de

una delimitacion a priori maximizando la diferenciacion entre
localidades. La significancia de la varianza de componentes de ¢t

(entre grupos), dsc (entre poblaciones dentro de grupos) y ¢sr (dentro

de poblaciones) fue probada por 1000 permutaciones para cada nivel
jerarquico. Se realizaron dos (k=2), tres (k=3), cuatro (k=4) y cinco
(k=5) grupos.
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2.11 Correlacion entre las distancias geograficas y genéticas

La distancia genética refleja la diferenciacion a nivel de frecuencias
génicas expresada en el nimero de sustituciones alélicas por locus
gue se han dado en la evolucién separada de dos poblaciones,
grupos o especies. Se dice que hay una sustitucion alélica cuando un
alelo es reemplazado por otro diferente, o cuando un grupo de alelos

es reemplazado por un grupo diferente.

Las relaciones entre las distancias genéticas (Fst/ 1-Fst) (Rousset,
1997) y geogréficas (Km) fueron determinadas a partir del coeficiente
de correlacion de PEARSON, calculado en el software Microsoft
Excel 2007. Los grados de libertad son 19 (g.l. = n - 2) y el valor
critico de p al 95% es 0.433 obtenido de la tabla en el website.

http://www.gifted.uconn.edu/siegle/research/correlation/corrchrt.ntm

2.12 Relaciones interpoblacionales

Para elaborar el dendrograma, el célculo se realiz6 con los programas
Seqgboot, Gendist, Neighbor y Consense del paquete de inferencia
filogenética Phylip version 3.69 (Felsenstein, 1993).

Las relaciones entre las especies y/o grupos en estudio del género
Bertholletia fueron estimados elaborando un dendrograma UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with the Arithmetic Averaging)
usando el programa Gendist (Phylip version 3.69) a partir de la
distancia de Rousset. Cada grupo fue tratado como una unidad
taxonémica operacional y el soporte estadistico fue obtenido de 1000
muestras de bootstrap. Los valores en los dendrogramas indican el
porcentaje de ocurrencia que los demas cluster (grupos) unidos entre
si presentan en la estructuracion mostrada. La visualizacién de los
dendrogramas fue posible mediante el programa Treeview (Page,
1996).
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3.1

CAPITULO 3
RESULTADOS

Variaciéon alélica

En un total de 164 individuos de Bertholletia excelsa “castafia”
analizados, se identificaron 47 alelos en seis marcadores
microsatélites evaluados (Figura 7). Con una media de 7.8 alelos por
locus. La mayor diversidad alélica fue encontrada en el locus Bex37
(11 alelos), y la mas baja en el locus Bex03 (4 alelos).

Los valores de heterocigosidad esperada (He) variaron de 0.542 en el
locus Bex01l a 0.771 en el locus Bex09. En tanto que la
heterocigosidad observada (H,) vari6 de 0.518 en el locus Bex01l a
0.744 en el locus Bex37. La media de la He y Ho fueron 0.688 y
0.680, respectivamente. Coeficientes de endogamia (Fis) negativos
fueron observados en los loci Bex22, Bex30 y Bex37 indicando un
exceso de heterocigotos para estos loci. La media del contenido de
informacién polimérfica (PIC) fue de 0.650; el mayor indice fue de
0.731 en Bex09 y el menor 0.518 en Bex01 (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros generales de la diversidad genética obtenidos
para cada uno de los seis loci microsatélites analizados en
los ejemplares de Bertholletia excelsa “castafia” del
departamento de Madre de Dios.

LOCUS A Ho He Fis PIC
Bex03 4 0.701 0.717 0.023 ns 0.664
Bex22 9 0.713 0.703 -0.015 ns 0.667
Bex01 7 0.518 0.542 0.045 ns 0.518
Bex09 6 0.713 0.771 0.075 ns 0.731
Bex30 10 0.689 0.680 -0.013 ns 0.650
Bex37 11 0.744 0.715 -0.041 ns 0.672

Media 7.83 0.680 0.688 0.012 ns 0.650

Abreviaturas: Numero de alelos (A), heterocigosidad esperada (He) y observada
(H,), coeficiente de endogamia (F;s), contenido de informacion polimérfica (PIC). Los
valores medios para cada uno de los indices también son presentados. ns = no
significativo.

En la distribucién de las frecuencias alélicas, de los 47 alelos
encontrados, 22 presentaron frecuencias menores a 0.05, 23
estuvieron entre 0.05 y 0.5; y 2 fueron mayores a 0.5. El alelo 218
(Bex01) fue el que presentd mayor frecuencia (0.6585); en tanto que
los alelos 151 y 163 (Bex22), 176 (Bex30), 204 y 218 (Bex37)
presentaron la menor frecuencia (0.0030). Los pesos de los alelos
variaron de 88 a 218 pb. La menor diferencia entre el peso mas alto y
el mas bajo fue de 14 pb en el locus Bex03 y la diferencia mas grande
fue de 46 pb en el locus Bex30. El locus Bex03 presentd una mayor
uniformidad en las frecuencias de sus alelos, en tanto que en el locus
Bex01 se observo la predominancia de un alelo (218) sobre los otros
(Figura 7).
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La frecuencia de alelos nulos para los seis loci microsatélites
analizados variaron de -0.0273 (Bex37) a 0.0072 (Bex03). Estas
frecuencias son consideradas insignificantes segun la clasificacion
Chapuis y Estoup 2007 (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencia de alelos nulos encontrados en seis loci
microsatélites de Bertholletia excelsa “castafa”
proveniente de siete localidades del departamento de
Madre de Dios.

Locus Frecuencia alelos nulos
Bex03 0.0072 (insignificante)
Bex22 -0.0098 (insignificante)
Bex01 0.0115 (insignificante)
Bex09 0.0388 (insignificante)
Bex30 -0.0156 (insignificante)
Bex37 -0.0273 (insignificante)

Se identificaron cinco alelos privados, (alelos Unicos para una
localidad), en tres de las siete localidades, uno en Muymanu, uno en
Pariamanu, y tres en Manuripe (Tabla 8).

Tabla 8. Alelos privados (en pb) y sus respectivas frecuencias (valores
entre paréntesis) observados en seis loci microsatélites de
Bertholletia excelsa “castafia” proveniente de siete localidades
del departamento de Madre de Dios.

LOCUS TOTAL
LOCALIDADES Bex22 Bex30 Bex37
Manuripe 151 (0.019) 3
163 (0.019)
218 (0.019)

Muymanu 204  (0.042) 1
Pariamanu 176 (0.024)

TOTAL 2 1 2 5
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3.2

Variabilidad genética dentro de cada localidad

Valencia y Pampa Hermosa fueron las localidades que presentaron el
mayor numero total de alelos (Ar=35), y por consiguiente la mayor
rigueza alélica (Ar=5.83), entre las siete localidades analizadas
(Tabla 9). Mientras que Pariamanu presentd los indices mas bajos
(Ar=31 y Agr=5.17). Todas las localidades presentaron bajos
coeficientes de endogamia (F;s), los cuales no fueron significativos y
variaron entre -0.079 (Manuripe) y 0.061 (Pariamarca). Tanto la
heterocigosidad observada como esperada presentaron poca
diferencia entre las localidades.

Tabla 9. indices genéticos obtenidos a partir de seis loci microsatélites de

Bertholletia excelsa “castafia” proveniente de siete localidades del
departamento de Madre de Dios (Elaborada en base a los datos del
Anexo 8).

Localidades n At Ar Media Fis
Ho He

Piedras 22 34 5.67 0.652 0.655 0.029 ns
Valencia 32 35 5.83 0.703 0.662 -0.046 ns
Pampa Hermosa 23 35 5.83 0.696 0.683 0.004 ns
Manuripe 26 34 5.67 0.699 0.636 -0.079ns
Muymanu 12 33 5.50 0.694 0.690 0.037ns
Pariamanu 21 31 5.17 0.675 0.673 0.022ns
Pariamarca 28 34 5.67 0.643 0.672 0.061ns

Abreviaturas: Numero de individuos (n), nimero total de alelos (At), media de nimero de
alelos o riqueza alélica (Ar), media de heterocigosidad observada (H,) y esperada (He) y
coeficiente de endogamia (Fs). ns = no significativo.
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3.3

Variabilidad genética entre localidades

Los resultados del andlisis factorial de correspondencia (AFC)
muestra que los grupos no estan claramente diferenciados a nivel
genético presentando una fuerte sobreposicion entre ellos (Figura 8,
A, By C). Los valores de inercia para los ejes 1, 2 y 3 explican el
34.48%, 21.55% y 18,78% de la variacion respectivamente. Sin
embargo, las figuras A y B muestran que la localidad de Muymanu
presenta una diferenciacion insipiente con relaciéon a las demas
localidades. Asimismo, la figura C, muestra que los individuos de la
localidad Pampa Hermosa presentan esta misma tendencia cuando

observados en estos ejes.

A
<
] X
8 . i ¢ Piedras
£-3000 2000 1000 mValencia
:1:3 I 4 Pampa Hermosa
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FC 01 (inercia 34,48% )
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Figura 8. Proyeccion grafica de los resultados del AFC para los ejes
A)1y2;B)1ly3;C)2y 3encontrados en los individuos de

Bertholletia excelsa

“castana”’

proveniente de siete

localidades del departamento de Madre de Dios.
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Las localidades con mayor diferenciacién genética segun los valores
del indice de fijacion (Fst = 0.038, ***p<0.001) y el estimador de
diferenciacion especifica de microsatélites (Rst = 0.112, **p<0.01)
fueron Muymanu y Pariamanu. Mientras que las localidades mas
relacionadas para ambos indices fueron Valencia y Manuripe
(Fst=0.000; Rst = 0.000), aunque estos valores no fueron
significativos. Ademas el indice de fijacion (Fsrt) sefialé que los pares
de localidades Piedras-Valencia, Piedras-Manuripe, Pariamanu-
Pariamarca no presentan diferenciacion genética entre ellos (0.000)
(Tabla 10).

Tabla 10. indices de Fsr (arriba de la diagonal) y Rsr (debajo de la
diagonal) calculados a partir de seis loci microsatélites de
Bertholletia excelsa “castafia” proveniente de siete
localidades del departamento de Madre de Dios.

Pi Vale Pampa Manu Muy Panu Paca

Pi - 0.000ns  0.025**  0.000ns 0.020* 0.020*  0.007ns

Vale | 0.005 ns - 0.018* 0.000ns 0.021*  0.029**  0.011*

Pampa | 0.046* 0.012ns - 0.020** 0.021* 0.025** 0.014*

Manu | 0.021ns 0.000ns  0.012ns - 0.021* 0.027**  0.009ns

Muy 0.056*  0.076**  0.069 **  0.058** - 0.038***  0.025*

Panu | 0.059*  0.046**  0.056**  0.075***  0.112* - 0.000ns
Paca | 0.008ns 0.003ns  0.026* 0.022* 0.055*  0.006ns -

Abreviaturas: Pi = Piedras, Vale = Valencia, Pampa = Pampa Hermosa, Manu = Manuripe,
Muy = Muymanu, Panu = Pariamanu, Paca = Pariamarca. *** p < 0.001; **p <0.01; *p< 0.05;
ns = no significativo.

Los indices globales de Fst variaron de 0.016 en Bex03 a 0.047 en
Bex37, con una media de 0.024. Mientras que los valores de Rst
variaron de 0.001 en Bex01 a 0.116 en Bex37, con una media de
0.045 (Tabla 11).
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Tabla 11. Promedios del indice de fijacion (Fst) y el estimador de
diferenciacién especifica de microsatélites (Rst) para cada
uno de los seis loci microsatélites de Bertholletia excelsa
“castafia” proveniente de siete localidades del
departamento de Madre de Dios.

LOCUS Fst Rst
Bex03 0.016 0.066
Bex22 0.021 0.057
Bex01 0.022 0.001
Bex09 0.018 0.007
Bex30 0.019 0.024
Bex37 0.047 0.116
Media 0.024 0.045

El flujo genético, determinado por el nimero de migrantes (Nm) por
generacion, calculado en base a los valores de Fsr vario de 6.26
(Muymanu-Pariamanu) al infinito (Piedras-Valencia, Piedras-
Manuripe, Lago Valencia-Manuripe y Pariamanu-Pariamarca). EI Nm
basado en el Rsr vario6 de 1.97 (Muymanu-Pariamanu) al infinito
(Valencia-Manuripe) indicando un elevado intercambio de genes entre
las localidades (Tabla 12).

Tabla 12. Numero de migrantes (Nm) por generacién obtenidos de
seis loci de Bertholletia excelsa “castafia” proveniente de
siete localidades del departamento de Madre de Dios.
Arriba de la diagonal, basado en el Fsr y debajo de la
diagonal, basado en el Rgr.

Pi Vale Pampa  Manu Muy Panu Paca

Pi - 0 9.77 0 1198 12.14 35.99

Vale 47.24 - 13.95 0 11.68 8.23 23.31

Pampa 5.13 20.31 - 12.05 11.80 9.58 18.43

Manu 11.64 0 20.94 - 11.86 9.13 28.22

Muy 4.23 3.06 3.39 4.04 - 6.26 9.65
Panu 3.96 5.16 4.23 3.08 1.97 - 0
Paca 32.30 86.93 9.46 10.90 4.31 38.34 -

Abreviaturas: Pi = Piedras, Vale = Valencia, Pampa = Pampa Hermosa, Manu=
Manuripe, Muy = Muymanu, Panu = Pariamanu, Paca = Pariamarca. Infinito ().
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El Andlisis Espacial de Varianza Molecular (SAMOVA) mostré que las
localidades presentan poca diferenciacion genética entre ellas, con
bajos porcentajes de diferenciacion entre las agrupaciones obtenidas.
Variando de 1.33% en k=2 a 2.24% en k=4 (Tabla 13).

Tabla 13. Andlisis espacial de varianza molecular (SAMOVA) de seis
loci microsatélites de Bertholletia excelsa “castafa”
proveniente de siete localidades del departamento de
Madre de Dios.

Fuente de | Varianza de Porcentaje de

o A1 e Valor de P
variacion componentes variacion

k = 2 grupos (Piedras, Valencia, Pampa Hermosa, Manuripe, Pariamanu,
Pariamarca) y (Muymanu)

ber 1 0.028 1.33 0.141 + 0.011
bsc 5 0.025 1.19 0.000 + 0.000
bst 321 2.039 97.48 0.000 + 0.000

k = 3 grupos (Piedras, Valencia, Manuripe, Muymanu), (Pariamanu,
Pariamarca) y (Pampa Hermosa)

ber 2 0.036 1.73 0.013 + 0.004
bsc 4 0.005 0.24 0.000 + 0.000
bst 321 2.039 98.03 0.000 + 0.000

k = 4 grupos (Piedras, Valencia, Manuripe), (Pariamanu, Pariamarca),
(Pampa Hermosa) y (Muymanu)

ber 3 0.047 2.24 0.005 + 0.002
bsc 3 -0.006 -0.29 0.000 + 0.000
bst 321 2.039 98.06 0.000 + 0.000

k = 5 grupos (Piedras, Valencia, Manuripe), (Pariamanu), (Pariamarca),
(Pampa Hermosa) y (Muymanu)

ber 4 0.043 2.06 0.024 + 0.005
bsc 2 -0.005 -0.26 0.000 + 0.000
bst 321 2.039 98.2 0.000 + 0.000

Significado: ¢cr (entre grupos); $sc (entre poblaciones dentro de grupos); ¢t (dentro
de poblaciones).
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3.4

3.5

Distancia genética entre poblaciones

Los valores de la distancia genética de Rousset variaron de 0.0399
entre Muymanu y Pariamanu y 0.000 entre los pares Piedras-Valencia,
Piedras-Manuripe, Valencia-Manuripe, Pariamanu-Pariamarca. Siendo
las localidades mas distantes geograficamente Muymanu y Valencia
(96.00 km.) y las mas cercanas Pariamanu y Pariamarca (18.76 km.)
(Tabla 14).

Tabla 14. Valores de distancia genética de Rousset (arriba de la
diagonal) y distancias geogréficas en kildmetros (debajo
de la diagonal) de seis loci microsatélites de Bertholletia
excelsa “castafia” proveniente de siete localidades del
departamento de Madre de Dios.

Pi Vale Pampa  Manu Muy Panu Paca

Pi - 0.0000 0.0256 0.0000 0.0209 0.0206 0.0070

Vale 66.27 - 0.0179 0.0000 0.0214  0.0304 0.0107

Pampa | 35.39 31.61 - 0.0208 0.0212  0.0261 0.0136

Manu 32.89 70.72 48.78 - 0.0211 0.0274 0.0089

Muy 50.27 96.00 73.65 25.38 - 0.0399 0.0259

Panu 40.20 70.36  44.09 72.17 90.26 - 0.0000
Paca 22.33 69.89 39.17 55.15 71.76 18.76 -

Abreviaturas: Pi = Piedras, Vale = Valencia, Pampa = Pampa Hermosa, Manu=
Manuripe, Muy = Muymanu, Panu = Pariamanu, Paca = Pariamarca.

Correlacion entre las distancias genéticas y geograficas

Los valores de distancia genética (Fsr / 1-Fst) no mostraron
correlacion (r = 0.3821; no significativo) con los valores de distancia
geogréfica (Km) entre las siete localidades de Bertholletia excelsa

“castafia” estudiadas (Figura 9).
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Figura 9. Representacion grafica del andlisis de correlacion entre la
distancia geogréafica (Km) y la distancia genética (Fst/1-
Fst) de Bertholletia excelsa “castafia” proveniente de siete
localidades del departamento de Madre de Dios.
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3.6

Relaciones interpoblacionales

El dendrograma (Figura 10) basado en la distancia de Rousset
(1997) mostrd la conformacién de cuatro grupos principales. Dos
agrupaciones mixtas cercanamente relacionadas (bootstrap 68): la
primera conformada por Piedras, Manuripe y Valencia (grupo A) y la
segunda por Pariamanu y Pariamarca (grupo B). Las dos
agrupaciones restantes Pampa Hermosa (grupo C) y Muymanu
(grupo D), no forman agrupaciones mixtas y estdn mas relacionadas
entre si (bootstrap 100). De todas las agrupaciones obtenidas
Muymanu fue la que presentd la mayor distancia con relacion a las

demas.

Muyrmanu

Pampa Hermosa

Piedras
Manuripe
Valencia

Pariamanu

Pariamarca

Grupo B

0.01

Figura 10. Dendrograma construido a partir de las Distancias de
Rousset (1997) segun el criterio de agrupamiento
UPGMA. Los numeros en los nudos corresponden a los
valores de bootstrap obtenidos con 1000 réplicas.
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CAPITULO 4
DISCUSION

Para que un programa de manejo sea sostenible para una especie, debe
basarse en el analisis previo de su diversidad genética. La cual se basa en la
evaluacién de la magnitud y los patrones de diversidad genética, asi como
en la estimacion del flujo de genes entre poblaciones, y la investigacion de
las relaciones entre flujo genético y demografia, que constituyen ademas un

prerrequisito para los planes de conservacion.

Teniendo en cuenta que los estudios de la variabilidad genética
intrapoblacional e interpoblacional no solo permiten determinar el status
biol6égico de las poblaciones, sino también proveen informacion esencial
sobre el estado de su conservacion actual (Barrett y Kohn, 1991), la
presente investigacion de la castafia Bertholletia excelsa, basado en
marcadores microsatélites, constituye una poderosa herramienta de
evaluacién de sus poblaciones naturales en la Amazonia peruana, que
servira de base para la formulacién de planes de mejoramiento genético y

manejo sostenido.
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Los loci microsatélites analizados mostraron altos niveles de polimorfismo
(A=7.8), comparable con los niveles encontrados en otros arboles, tales
como Pithecellobium elegans, pithecellobium (A=7.8; Chase et al., 1996),
Pinus strobus, pino blanco (A=7.7; Marquardt y Epperson, 2004), Quercus
petraea, roble albar (A=7; Muir et al., 2004), Pinus resinosa, pino rojo (A=9;
Boys et al., 2005), Populus tremuloides, alamo temblon (A=8.3; Cole, 2005),
Cocos nucifera, coco (A=7.35; Rajesh et al., 2008).

Asimismo, en el presente trabajo encontramos que el locus Bex09, que tiene
el mayor numero de repeticiones (CT= 32), presenté solamente 6 alelos,
mientras que en el locus Bex37 (CT= 19) se encontré el mayor niumero de
alelos (11). Esto corrobora lo reportado por la literatura que no siempre los
microsatélites basados en mayor niumero de repeticiones muestren mayor
polimorfismo. Estudios previos indican que este patrén podria ser comun en
arboles forestales (Boys et al., 2005; Echt et al., 1996).

La frecuencia de alelos nulos fue insignificante para los seis loci estudiados
de la castafa, variando de 0.0072 en Bex03 a 0.388 Bex09 (tabla 07).
Teniendo en cuenta que los alelos nulos son citados como causas de la
deficiencia de heterocigotos (Jarne y Lagoda, 1996), las bajas frecuencias
de alelos nulos encontrados en los loci de castafia estudiados estarian
indicando altos niveles de heterocigosidad a nivel poblacional vy
especialmente individual en esta especie. Esta afirmacion es corroborada
por el promedio de la heterocigosidad observada (H,) encontrado (0.680).

Estos resultados pueden estar intimamente relacionados con la naturaleza
alégama y la existencia de un sistema de autoincompatibilidad de la especie
favoreciendo la conservacion del alto porcentaje de heterocigotos (Motta,
2002). Altos niveles de variabilidad genética garantizan la sobrevivencia y
adaptacion de las especies; la pérdida de esta variabilidad reduce el
potencial evolutivo y el suceso reproductivo de las mismas (Frankham et al.,
2008).
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El nimero de alelos privados es una estimativa indirecta del flujo génico, y
cuanto mas bajo sea éste, mas alelos de este tipo surgen, y son fijados por
eventos de mutacion en una poblacion (Slatkin, 1985). Ademas, la presencia
de estos alelos, parece caracterizar a especies antiguas Yy relictas; y su
completa ausencia podria indicar que las poblaciones tienen un origen
relativamente reciente (Ferndndez-Palacios, 2004). Las bajas frecuencias
encontradas en los alelos privados de la castafia (frecuencias menores a 1%
de la poblacién total) caracterizan a estos alelos como alelos raros,
indicando probablemente que las poblaciones estudiadas presentan altos

niveles de flujo genético entre ellas.

Los indices genéticos obtenidos muestran que la castafia en la region de
Madre de Dios presenta una amplia variabilidad genética, todas las
localidades mostraron en promedio niumeros de alelos bastante similares,
con valores totales superiores a 30. Los valores de heterocigosidad
observada (H,) y heterocigosidad esperada (He) contribuyen esta afirmacion,
inclusive observandose que la heterocigosidad observada fue mayor a la
esperada en cinco de las siete localidades analizadas. Finalmente, los
valores no significativos encontrados en el coeficiente de endogamia (Fis)
terminan por corroborar la gran diversidad genética que presenta la castafia

en la region de Madre de Dios.

Los resultados antes mencionados, se corroboran con los elevados valores
de variacion genética que fueron encontrados en poblaciones naturales de
castafia de la Amazonia brasilera (68.7%) cuando fueron evaluados con el
marcador molecular RAPD (Kanashiro et al., 1997).

Los resultados de AFC (fig. 05 A, B, C), SAMOVA (98.06% de la variacién se
encuentra dentro de las localidades, y que solo 2.24% entre ellas) y distancia
genética (distancia promedio = 0.017) mostraron que las siete localidades
evaluadas presentan poca diferenciacion genética entre ellas, es decir que

no forman entidades genéticas fuertemente estructuradas. Estas
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afirmaciones son corroboradas por los altos niveles de flujo genético

encontrado entre las localidades.

Estos resultados y sobre todo los altos flujos genéticos pueden ser
explicados; primero, por la topografia poco accidentada de la regién de
Madre de Dios, con pocas barreras geograficas de gran importancia, lo que
la convierte en una zona idonea para la proliferacion de esta especie que
sOlo crece en tierra firme (Kainer et al., 1998; Mori, 1992). Segundo, la
caracteristica de las especies lefiosas de larga vida, como la castafia B.
excelsa (Camargo et al., 1994) que encierran mayor variacion dentro de las
poblaciones que entre ellas, en comparacion con otros tipos de plantas
(Hamrick et al.,, 1992). Tercero, los agentes polinizadores, que en esta
especie alogamica son las abejas euglosinas, las cuales son robustos
insectos capaces de volar grandes distancias (Tonhasca et al., 2002;
Dressler, 1982; Janzen, 1971). Cuarto, los dispersores compuestos
principalmente por roedores como agoutis, que suelen enterrar los frutos
colectados entre 25 m hasta 100 de distancia del arbol madre (Zuidema y
Boot, 2002; Mori, 1995).

Sin embargo, no debemos desestimar que estos bajos valores de
diferenciacién puedan estar influenciados por la pequefia escala geogréfica
del area de estudio, al tamafio muestral y al nUmero de loci microsatélites

utilizados.

Si bien los resultados de AFC, SAMOVA, distancia genética y flujo de genes
muestran poca diferenciacion entre las poblaciones, los valores globales de
Fst (0.024) y Rst (0.045) estimados para cada par de poblaciones, muestran
una muy débil diferenciacion genética entre ellas. El valor global de Fsr
(0.024) encontrado entre las poblaciones de castafia analizadas es mayor
que la reportada para poblaciones naturales de otros arboles como Pinus
strobus (Fst = 0.0054; Marquardt et al., 2004) y Quercus petraea (Fst =
0.008; Muir et al., 2004).
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Del mismo modo, el valor promedio de Rsr (0.045) encontrado en este
estudio es mayor que el encontrado en Carapa Guianensis (Rst = 0.041;
Dayanandan et al., 1999) y Cryptomeria japonica (Rst = 0.032; Takahashi et
al., 2005).

Los pares de poblaciones Piedras-Valencia, Piedras-Manuripe y Pariamanu-
Pariamarca mostraron una ligera contradiccion en cuanto a su diferenciacion
genética. Mientras que los valores de Fst reflejaron una diferenciaciéon
genética significativa entre ellos, el Rsr muestra valores bajos y no
significativos para los mismos pares. Estas diferencias pueden deberse a la
mayor precision con la que se calcula el Rst , puesto que esta medida toma
en cuenta el alto indice de mutacion de los microsatélites, mientras que el
Fst puede subestimar la diferenciacion porque se basa sélo en las

frecuencias (Lemes et al., 2003).

A pesar que los resultados de AFC muestran poca estructuracion genética
entre las localidades, el dendrograma (Figura 10) elaborado en base a la
distancia genética de Rousset (1997), muestra la formacién de cuatro
agrupaciones entre las localidades: a) Manuripe-Piedras-Valencia, b)
Pariamanu-Pariamarca c¢) Pampa Hermosa, y d) Muymanu. Para
comprender las relaciones existentes entre estas agrupaciones, tuvimos en
cuenta el efecto de la distancia geogréfica y la presencia de rios en la zona

de estudio.

A pesar de que los resultados muestran que no existe correlacion entre la
distancia geografica y la distancia genética entre todas las poblaciones
analizadas, se puede decir que hay una tendencia de que la distancia influye
en la diferenciacion genética de algunas agrupaciones. Por ejemplo la
poblacion Muymanu es la mas distante genéticamente y también la mas
alejada geogréaficamente de la mayoria de las poblaciones. Es aparente que
la menor distancia geografica entre Pariamanu y Pariamarca estaria

reflejada en su gran similitud genética.
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Pese a que no existen grandes barreras fisicas entre las poblaciones, las
distancias genéticas sugieren que existen ciertas restricciones geograficas
influenciando estas agrupaciones. Un factor importante podria ser la
presencia de los rios entre las agrupaciones, que por un lado presenta
margenes inundables que son inadecuadas para plantas de tierra firme
como la castafia; y por el otro, los rios de por si, constituyen barreras
insuperables para dispersores como los roedores. Es asi que tenemos al Rio
Muymanu que separa la localidad del mismo nombre del resto de
agrupaciones; y el rio Piedras que separa al grupo Pariamanu-Pariamarca

de los otros tres.
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CONCLUSIONES

Los microsatélites son marcadores moleculares informativos para el
estudio de Bertholletia excelsa “castafia” a nivel intra e
interpoblacional, revelando un polimorfismo genético expresado en 47
alelos en seis loci distribuidos entre las siete localidades.

Las poblaciones de castafia en la region de Madre de Dios, presentan
una gran variabilidad genética a nivel intrapoblacional y una insipiente
diferenciacién a nivel interpoblacional, con un alto flujo de genes entre

ellos.

No existe correlacion entre la distancia geografica y la distancia
genética.

Las siete localidades estan reunidas en cuatro agrupaciones:

Muymanu; Pampa Hermosa; Pariamanu-Pariamarca y Manuripe-

Piedras-Valencia.
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RECOMENDACIONES

Estos resultados son un primer paso para incentivar y continuar con estudios
gue enfoquen y aclaren muchas interrogantes en esta especie. En funcion a
los resultados presentados se puede definir algunos puntos que pueden ser

abordados a futuro.

< Para futuros trabajos se podrian utilizar los seis microsatélites
restantes creados para castafia Bertholletia excelsa, asi mismo
aumentar el nimero de muestras (minimo 30) y poblaciones, incluso
incluir poblaciones de castafias bolivianas y brasileras como grupos
externos de las poblaciones peruanas.

L)

* Complementar el presente trabajo con investigaciones genéticas de

L)

parentesco, que nos ayuden a conocer mejor la estrategia

reproductiva de esta especie.
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ANEXOS



ANEXO 1: ELECTROFORESIS DE LA EXTRACCION DE ADN DE
Bertholletia excelsa “CASTANA”

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% mostrando las bandas de ADN total

extraido del tejido foliar de 12 individuos de Bertholletia excelsa “castafia” del

departamento de Madre de Dios.

ANEXO 2: AMPLIFIS)ACI()N DE ADN DE Bertholletia excelsa
“CASTANA” via SSR-PCR

2A. Condiciones para la amplificacién de todos los primers

Premix [ ]inicial [] final Car-ltid-ad

unitaria
MgCl; 25 mM 1.5 mM 0.6
Buffer 5X 1X 2.0
Primer Bex F 10 uM 0.4 uM 0.4
Primer Bex R 10 uM 0.4 uM 0.4
dNTPmix 10 mM 0.2 mM 0.2
Taq 5 U/l 0.04 U/l 0.08
Total Premix > 3.68
Agua - - 5.32
ADN - - 1.0
Total > 10.0
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2B. Condiciones de Alineamiento para la PCR

PRE - PCR PCR POST - PCR
1 2 3 4 5 6 7
96.0°°C 94.0°C
/ F
02:00 min 01:00 min 72.0°C 72.0°C
01:00 min 30:00min
56.8 °C I
01:00 min 4.0°C
S N
1 Ciclo 35 Ciclos < 1 Ciclo > 0
«—p | ¢ a
A
L

Termociclador Eppendorf utilizado para la PCR

2C. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando las bandas de ADN
amplificadas mediante marcadores microsatélites de 10 individuos de

Bertholletia excelsa “castafia” del departamento de Madre de Dios.
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ANEXO 3:

CANTIDAD DE REACTIVOS EMPLEADOS EN LA LECTURA
DE LAS REGIONES MICROSATELITES DE Bertholletia

excelsa “CASTANA”
ABI3130

Reactivos Cantidad(pl)
Formamida 8.6
ROX 0.4
Productos de PCR 1.0
Total 10

Analizador genético (Applied Biosystems) 3130

EN EL ANALIZADOR GENETICO
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ANEXO 4: PANELES (TRIPLEX)

Electroferograma mostrando los picos con los fragmentos de ADN
microsatélite obtenidos en el analizador genético ABI 3130 para Bertholletia
excelsa “castaia”.

Paneles (triplex) empleados en la lectura de los primers Bex03, Bex22,
BexO1.

I frag_001_E03.fsa
1550 1750 1950 2150 2350 2550 2750 2950 3150

2800
500

2400

400

2000

1600 300

1200
200

800

100

Paneles (triplex) empleados en la lectura de los primers Bex09, Bex30,
Bex37.

] Trag_004_HO0Zfsa
100 120 140 160 180 200 220 240

6000

2400 e
1600
3000
1200 r
F1000
400 M
A ,t r\ﬂl l\ﬂ A LA
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ANEXO 5: PLANILLA DE ALELOS POR CADA LOCALIDAD Y CADA MICROSATELITE

PROYECTO: Evaluacién de la variabilidad genética de Bertholletia excelsa “castafia” mediante marcadores microsatélites

Localidad: Madre de Dios, Afio de colecta: 2009, Cédigo: del banco de muestras del Ing. Corvera

Lectura

N° | LOCALIDAD | CODIGO Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37

FAM - Azul NED - Amarillo | HEX - Verde FAM - Azul NED - Amarillo HEX - Verde

92 - 106 118 - 136 210 - 248 98 - 138 130-170 176 - 204

1 DPQO1 96 102 133 161 218 242 116 122 162 174 200 212
2 FMYO01 96 96 133 135 218 218 116 134 158 162 202 210
3 FMYO02 96 102 133 133 218 218 116 128 162 162 196 210
4 FMYO03 94 96 131 133 230 242 134 134 162 162 202 212
5 OABO1 94 102 131 133 218 230 122 122 130 158 200 208
6 OABO2 96 102 125 137 220 230 128 134 158 162 200 200
7 OABO3 94 96 133 137 218 232 116 122 162 162 200 200
8 OABO4 88 96 137 143 218 218 122 130 158 162 200 200
9 RUMO1 102 102 125 131 218 218 116 116 162 162 208 212
10 g RUMO02 96 96 131 133 218 218 116 122 172 174 200 200
11 pY RUMO3 96 96 133 133 218 220 116 116 158 162 200 208
12 % RUMO04 96 102 131 133 218 230 116 116 158 162 196 208
13 5) EHSO1 96 102 137 137 218 242 116 116 162 162 200 212
14 EHS02 94 102 125 137 218 238 130 132 142 162 208 208
15 CFS01 88 96 131 133 218 218 122 128 130 162 200 212
16 CFS02 102 102 135 137 218 218 116 130 162 174 208 212
17 JFRO1 94 96 133 137 218 232 122 134 130 174 200 208
18 JFR02 88 96 133 133 220 242 122 134 162 174 200 212
19 JFRO3 96 96 133 137 220 232 122 122 160 164 200 212
20 JFRO4 94 96 133 137 220 220 122 122 162 162 200 200
21 FQNO1 96 102 137 137 218 242 116 122 162 174 200 208
22 FQNO2 88 94 133 137 218 220 116 132 162 162 200 206
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Continuacién Anexo 5...

Lectura

N° | LOCALIDAD | cODIGO Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37

FAM - Azul | NED - Amarillo HEX - Verde FAM - Azul NED - Amarillo HEX - Verde

92 - 106 118 - 136 210 - 248 98 - 138 130-170 176 - 204

23 FQNO3 88 96 125 143 232 242 122 132 162 174 200 200
24 FQNO4 94 96 133 161 230 232 116 132 162 164 200 200
25 AVBO1 88 94 133 135 218 218 116 122 162 164 200 210
26 CMHO1 88 96 125 133 218 242 116 116 162 174 200 212
27 CMHO02 94 94 133 137 218 218 116 122 162 162 200 212
28 CMHO03 96 102 133 133 218 218 122 130 174 174 208 214
29 CMHO04 88 102 125 137 218 218 116 130 162 162 200 214
30 HGKO01 88 96 133 133 218 232 122 128 162 174 208 212
31 HGKO02 94 96 137 161 218 232 116 130 158 162 200 214
32 - HGKO03 88 102 125 133 218 232 116 128 162 162 200 212
33 oj?) SCCHO1 102 102 133 135 218 232 130 134 130 146 200 200
34 o FLPO1 94 96 133 133 218 242 116 130 162 162 200 212
35 g FLPO2 102 102 125 133 218 232 122 130 162 174 200 214
36 E FLPO3 94 94 133 143 218 218 130 134 162 162 200 212
37 %’ VDPO1 96 96 133 133 218 218 116 130 130 162 200 212
38 VDPO02 94 102 131 143 218 218 122 122 162 162 200 208
39 VDPO3 96 102 131 133 218 218 122 130 142 162 200 200
40 VDPO04 94 96 125 137 230 230 122 130 142 162 208 212
41 JCJO1 94 102 131 133 218 218 122 130 130 162 200 212
42 JCJ02 88 102 133 137 218 218 122 130 142 162 206 208
43 JCJO3 96 96 133 133 220 232 122 134 146 162 210 212
44 JCJO4 94 96 133 135 218 218 116 122 162 164 200 212
45 MHLO1 94 96 131 133 230 242 130 134 146 174 208 210
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Continuaciéon Anexo 5...

Lectura

N° | LOCALIDAD | CODIGO Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37

FAM - Azul NED - Amarillo | HEX - Verde FAM - Azul NED - Amarillo HEX - Verde

92 - 106 118 - 136 210 - 248 98 - 138 130-170 176 - 204

46 MHL02 88 96 131 133 218 218 116 134 162 174 200 208
47 HCFO1 94 96 133 137 218 230 122 134 162 164 208 212
48 EQCHO1 94 102 133 135 218 218 116 130 130 174 200 212
49 CBV01 96 102 133 137 218 218 122 122 162 174 200 200
50 CBV02 88 96 143 161 218 218 122 122 162 162 200 208
51 CBV03 94 94 131 137 218 218 122 122 142 174 200 208
52 GPDO1 94 94 133 133 218 220 116 122 162 162 208 208
53 JCHVO01 94 94 133 137 218 220 116 122 146 162 208 212
54 JCHVO02 94 96 133 137 218 218 122 128 158 162 200 212
55 E JCHV03 94 96 137 143 218 218 122 130 130 162 208 208
56 = PQQO1 96 102 133 135 218 242 130 134 164 164 200 210
57 E GFCO01 94 96 131 133 218 242 130 130 162 162 210 210
58 }-, MRBO0O1 96 96 137 137 218 242 116 130 142 162 200 210
59 2 MRBO02 94 96 133 133 218 242 130 130 162 174 208 212
60 8 RNPMO1 96 96 133 161 218 242 122 130 130 162 200 210
61 > RNPMO02 94 94 133 161 220 220 122 130 142 162 200 208
62 ICGO1 94 102 133 133 218 238 116 116 142 162 200 212
63 ICG02 96 102 133 133 218 242 116 116 162 162 210 210
64 MBVO01 96 102 137 143 218 218 122 130 130 162 200 210
65 JFCO1 88 102 131 133 218 218 116 116 162 174 200 210
66 UFCHO1 96 102 137 143 218 218 130 134 162 162 200 200
67 UFCHO02 96 102 133 133 218 242 122 128 162 162 200 200
68 UFCHO03 102 102 133 133 218 238 116 130 162 162 200 200
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Continuacién Anexo 5...

Lectura

N° | LOCALIDAD | CODIGO Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37

FAM - Azul NED - Amarillo HEX - Verde FAM - Azul NED - Amarillo | HEX - Verde

92 - 106 118 - 136 210 - 248 98 - 138 130-170 176 - 204

69 CELO1 94 102 133 137 218 218 116 116 146 162 200 212
70 CELO2 94 96 137 161 220 220 116 122 158 164 200 208
71 AALO1 94 96 133 137 218 232 116 130 130 162 200 208
72 AALO2 94 102 133 137 218 218 116 122 162 174 200 200
73 CCRO1 96 96 133 137 218 218 122 130 130 162 208 212
74 CCRO02 96 96 133 135 218 242 130 130 162 162 200 208
75 CSHO1 88 94 131 133 218 242 122 128 162 162 196 200
76 CSHO02 94 96 131 133 218 220 122 122 162 162 196 200
77 HPNO1 96 102 131 133 218 218 122 130 162 162 200 208
78 HPNO2 88 102 131 137 218 218 128 130 162 162 200 208
79 g HPNO3 94 96 133 135 218 230 116 130 162 174 190 212
80 = HPNO4 94 96 131 135 218 230 116 130 158 174 212 212
81 jz> JAOO1 102 102 137 151 218 218 122 134 162 162 200 200
82 5 JBHO1 96 102 137 137 218 218 122 134 158 162 200 210
83 M MCNO1 96 102 133 137 218 220 116 134 162 162 200 208
84 NMMO1 94 94 131 133 218 232 122 122 158 162 200 208
85 NMMO02 94 94 133 137 218 230 116 122 158 162 200 208
86 PQRO1 96 96 133 133 218 218 122 130 142 174 200 200
87 PQRO02 96 96 125 135 218 218 130 130 130 158 200 200
88 PQRO03 88 102 133 133 218 218 116 130 158 162 200 200
89 RLQO1 94 94 125 137 218 220 116 116 130 158 200 210
90 RLQO02 88 94 125 131 218 218 116 116 162 174 200 208
91 RLQO3 88 94 125 133 218 242 116 122 162 162 200 208
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Continuacién Anexo 5...

Lectura

N° | LOCALIDAD | CODIGO Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37

FAM - Azul NED - Amarillo | HEX - Verde FAM - Azul NED - Amarillo HEX - Verde

92 - 106 118 - 136 210 - 248 98 - 138 130-170 176 - 204

92 FTHO1 96 102 133 135 218 220 116 116 158 158 200 212
93 HAPO1 96 96 125 133 218 232 130 130 162 174 196 200
94 JCCO02 94 96 133 133 218 218 122 134 158 162 200 210
95 JCCO3 96 102 133 137 218 218 122 134 146 162 200 212
96 VSRO1 96 102 133 137 218 232 122 130 130 162 210 212
97 ANGO1 88 96 131 135 218 218 116 128 158 162 202 210
98 GCRO1 94 102 133 133 218 242 116 128 130 130 196 200
99 GCRO02 96 102 131 143 218 242 130 134 158 162 200 208
100 GCRO3 96 102 131 131 218 218 122 130 130 162 200 208
101 LSBO1 102 102 131 133 218 218 116 122 142 164 190 200
102 LCQO1 94 102 137 143 218 230 130 134 160 162 190 200
103 - BSAO01 96 102 135 137 218 218 116 122 162 162 200 208
104 o) BSAQ02 94 96 133 161 218 230 116 116 162 174 208 212
105 % BSAO03 96 102 133 133 218 232 128 134 162 162 200 212
106 2 DRGO1 94 96 133 137 218 218 130 130 162 162 190 190
107 )z> JPQO1 102 102 133 137 242 242 122 134 130 158 190 200
108 < JPQO2 94 96 133 137 218 252 122 122 130 162 190 204
109 JPQO3 94 96 131 133 218 218 122 122 162 174 190 210
110 JELO1 94 94 133 143 218 218 122 122 162 174 208 208
111 JELO2 96 96 133 137 218 218 130 134 146 174 200 210
112 MGOO01 94 102 131 137 218 232 122 128 162 162 200 208
113 RPMO0O1 88 94 133 135 218 218 122 130 158 158 200 200
114 RPMO02 94 96 133 133 218 218 130 130 158 162 200 200
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Continuacién Anexo 5...

Lectura

N° | LOCALIDAD CODIGO Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37

FAM - Azul | NED - Amarillo | HEX - Verde FAM - Azul NED - Amarillo | HEX - Verde

92 - 106 118 - 136 210 - 248 98 - 138 130-170 176 - 204

115 RPMO03 96 102 133 163 218 242 116 134 162 162 208 212
116 ISHO1 96 96 133 133 218 242 122 134 162 162 208 212
117 ISHO2 96 102 131 133 218 242 116 116 146 162 200 208
118 AGRO1 96 102 131 133 218 218 130 134 162 174 200 218
119 AGRO02 96 102 133 137 218 218 116 130 162 162 200 200
120 ASS01 94 102 133 133 218 232 116 130 130 162 208 210
121 ASS02 94 94 133 133 218 232 128 130 162 174 200 208
122 ATGO1 94 96 133 133 218 218 116 116 130 162 208 212
123 ATGO2 94 102 133 137 218 238 116 132 162 162 208 212
124 ATGO3 88 96 135 137 218 242 134 134 158 162 200 212
125 FNGO1 94 94 133 133 218 218 116 134 162 176 208 212
126 - FNGO02 96 96 133 137 218 232 132 134 146 174 200 208
127 o JMCHO1 88 102 125 133 218 238 116 132 158 162 200 208
128 E MBPO1 88 96 133 133 218 218 130 130 130 146 200 208
129 g MBPO2 88 88 133 137 230 242 122 122 162 162 200 212
130 )§> MBPO3 94 96 137 137 218 232 116 132 130 158 200 208
131 é MBPO4 94 96 125 137 218 218 116 122 158 162 200 208
132 JAAO1 94 96 125 133 218 220 122 122 130 146 208 210
133 JAAO2 88 94 125 137 218 230 128 128 158 174 200 214
134 JAAO3 88 96 125 137 218 220 128 130 130 162 208 208
135 AMMO1 88 88 125 133 218 218 116 130 158 162 208 212
136 AMMO2 94 94 125 133 218 232 130 130 158 158 200 200
137 AMMO3 96 96 133 137 218 242 130 130 130 162 200 208
138 MHRO1 88 96 133 133 218 218 130 130 158 162 200 200
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Continuacién Anexo 5...

Lectura
NP LOCALIDAD CODIGO Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37
FAM - Azul NED - Amarillo | HEX - Verde FAM - Azul NED - Amarillo HEX - Verde

92 - 106 118 - 136 210 - 248 98 - 138 130-170 176 - 204
139 MHRO02 088 088 133 137 218 218 116 130 158 162 200 208
140 JCNO1 094 096 133 133 220 220 116 130 130 174 200 200
141 JCNO2 094 096 133 133 218 218 116 122 158 174 200 208
142 JCNO3 094 096 125 137 218 218 122 130 158 162 208 208
143 CGGO01 094 102 143 143 218 218 132 134 162 162 200 212
144 CGG02 096 096 133 133 218 218 122 130 146 162 210 214
145 CGGO03 088 096 133 143 218 218 122 130 130 162 200 212
146 CGG0o4 094 102 133 133 218 242 116 130 158 162 208 212
147 FCTO1 096 102 125 133 220 220 128 130 158 158 200 208
148 NPMO1 096 102 133 133 220 238 116 116 130 162 200 210
149 NPMO02 094 094 133 133 218 220 122 122 158 158 200 200
150 JGTO1 096 102 125 131 238 238 116 130 130 130 208 208
151 g JGTO02 088 088 137 137 218 218 122 132 130 146 200 208
152 E JGTO3 088 094 133 133 218 230 122 128 162 162 208 208
153 Py} MLVO1 096 096 133 137 218 232 116 128 158 162 208 208
154 )§> MLV02 088 096 133 137 218 218 116 128 158 164 200 212
155 ;3‘; MLVO03 088 102 133 137 218 218 116 122 162 162 200 208
156 Q APS01 096 096 131 133 218 218 116 122 162 162 200 200
157 APS02 088 096 133 133 218 220 116 130 130 162 200 208
158 APSO03 096 096 137 137 220 252 122 122 162 162 208 208
159 LHPO3 096 096 133 137 218 242 128 130 162 174 200 208
160 JAJO1 096 096 133 133 218 220 116 122 130 162 200 208
161 JAJO2 094 096 125 125 218 238 116 130 162 172 200 208
162 JAJO3 094 102 133 133 218 218 116 130 162 174 200 200
163 ARAO1 088 094 125 133 218 232 116 130 158 162 208 208
164 ARAQ2 088 102 125 133 218 218 130 130 130 162 200 208
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Anexo 6:

FRECUENCIA ALELICA ENCONTRADA EN LOS LOCI
MICROSATELITES DE Bertholletia excelsa “CASTANA” DE
LOS ESPECIMENES ANALIZADOS DEL DEPARTAMENTO DE
MADRE DE DIOS.

Locus | Alelo Piedras Valencia HZ?::E:& Manuripe Muymanu Pariamanu Pariamarca
Bex03 | 88 0.114 0.125 0.087 0.038  0.042 0.286 0.179
94 0227 0250 0370 0212  0.292 0.310 0.232
9 0409 0313 0435 0462  0.333 0.357 0.393
102 0250 0313 0109 0.288  0.333 0.048 0.196
Bex22 | 125 0136 0078 0.022 0.019  0.000 0.190 0.125
131 0182 0094 0.043 0135  0.250 0.000 0.054
133 0432 0531 0413 0481  0.375 0.500 0.554
135 0.068 0047 0.043 0115  0.042 0.024 0.000
137 0159 0156 0.326 0.192  0.208 0.286 0.196
143 0000 0.063 0.065 0.000  0.125 0.000 0.071
151 0000 0.000 0.000 0.019  0.000 0.000 0.000
161 0,023 0031 0.087 0.019  0.000 0.000 0.000
163 0000 0.000 0.000 0.019  0.000 0.000 0.000
Bex01 | 218 (727 0688 0522 0712  0.750 0.667 0.589
220 0068 0047 0196 0.038  0.000 0.095 0.143
230 0045 0063 0.022 0.077  0.042 0.048 0.054
232 0023 0094 0087 0.096  0.000 0.071 0.089
238 0023 0031 0000 0.000  0.000 0.048 0.071
242 0114 0078 0174 0.077  0.167 0.071 0.036
252 0000 0.000 0.000 0.000  0.042 0.000 0.018
Bex09 | 116 0477 0328 0.152 0.250  0.125 0.262 0.268
122 0205 0266 0457 0250  0.375 0.167 0.268
128 0,068 0047 0.022 0.058  0.083 0.071 0.125
130 0159 0250 0.217 0.288  0.250 0.310 0.268
132 0023 0000 0.065 0.000  0.000 0.095 0.036
134 0068 0109 0.087 0.154  0.167 0.095 0.036
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Continuacion Anexo 6...

Locus |Alelo  pjedras Valencia Hpe?rr:gga Manuripe Muymanu Pariamanu Pariamarca
Bex30 | 130 0091 0.063 0.087  0.038 0.208 0.167 0.179
142 0045 0063 0.065  0.000 0.042 0.000 0.000
146 0000 0063 0.022  0.038 0.042 0.071 0.036
158 0136 0031 0043  0.173 0.125 0.286 0.196
160 0000 0.000 0.022  0.000 0.042 0.000 0.000
162 0568 0594 0500  0.654 0.375 0.357 0.500
164 0000 0063 0.087  0.000 0.042 0.000 0.018
172 0023 0000 0.000  0.000 0.000 0.000 0.018
174 0136 0.125 0174  0.096 0.125 0.095 0.054
176 0000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.024 0.000
Bex37| 190 0000 0.000 0.000  0.019 0.292 0.000 0.000
196 0091 0000 0.000  0.019 0.042 0.000 0.000
200 0455 0453 0478  0.442 0.292 0.405 0.464
202 0045 0.000 0.000  0.000 0.042 0.000 0.000
204 0000 0.000 0.000  0.000 0.042 0.000 0.000
206 0000 0016 0022  0.000 0.000 0.000 0.000
208 0205 0.141  0.239 0.250 0.167 0.405 0.393
210 0068 0.109 0.130  0.038 0.125 0.024 0.054
212 0136 0.219 0130  0.212 0.000 0.143 0.071
214 0000 0.063 0.000  0.000 0.000 0.024 0.018
218 0000 0.000 0000  0.019 0.000 0.000 0.000
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ANEXO 7: PARAMETROS DE DIVERSIDAD GENETICA OBTENIDOS
PARA SEIS LOCI MICROSATELITES DE Bertholletia
excelsa “CASTANA” PROVENIENTE DE SIETE
LOCALIDADES DEL DEPARTAMENTO DE MADRE DE
DIOS.

La heterocigosidad observada (H,) en cada localidad varié entre
0.333 (Bex01, Muymanu) y 0.857 (Bex30, Pariamanu) y la esperada
(He) entre 0.406 (Bex01, Muymanu) y 0.785 (Bex09, Pariamanu). Los
valores de Fs variaron entre -0.206 (Bex01) en la localidad Manuripe
y 0.294 (Bex09) en los individuos de Pariamanu.

LOCUS
LOCALIDADES Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37
Piedras n 22 22 22 22 22 22
Na 4 6 6 6 6 6

Ho 0.636 0.773 0.500 0.591 0.682 0.727
He 0.706 0.731 0.450 0.695 0.629 0.718
Fis 0.121ns -0.033ns -0.087ns 0.172ns -0.061ns 0.010ns

Valencia n 32 32 32 32 32 32
Na 4 7 6 5 7 6
Ho 0.781 0.719 0.438 0.813 0.656 0.813

He 0.727 0.671 0.505 0.745 0.615 0.711
Fis -0.059ns -0.055ns 0.150ns -0.075ns  -0.051ns -0.127ns

Pampa n 23 23 23 23 23 23

Hermosa Na 4 7 5 6 8 5
Ho 0.696 0.739 0.609 0.696 0.739 0.696
He  0.655 0.707 0.651 0.709 0.698 0.680

Fis -0.040ns -0.023ns 0.087ns 0.041ns -0.037ns -0.001ns

Abreviaturas: Numero de individuos analizados (n), nimero de alelos encontrados (Na),
heterocigosidad observada (H,), heterocigosidad esperada (H), coeficiente de endogamia (Fs)
**p< 0.01; *p<0.05; ns = no significativo.
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Continuacion Anexo 7...

LOCUS
LOCALIDADES Bex03 Bex22 Bex01 Bex09 Bex30 Bex37
Manuripe n 26 26 26 26 26 26
Na 4 8 5 5 5 7

Ho 0.731 0.846 0.577 0.731 0.500 0.808
He 0.658 0.699 0.471 0.765 0.530 0.695
Fs -0.092ns -0.192* -0.206ns 0.064ns 0.077ns -0.144ns

Muymanu n 12 12 12 12 12 12
Na 4 5 4 5 8 7
Ho 0.667 0.833 0.333 0.667 0.833 0.833
He 0.691 0.736 0.406 0.747 0.778 0.781
Fis 0.079ns -0.089ns 0.221ns 0.150ns -0.028ns -0.023ns

Pariamanu n 21 21 21 21 21 21
Na 4 4 6 6 6 5
Ho 0.667 0.667 0.524 0.571 0.857 0.762
He 0.693 0.632 0.532 0.785 0.748 0.651
Fis 0.062ns -0.031ns  0.039ns 0.294**  -0.122ns -0.147ns

Pariamarca n 28 28 28 28 28 28
Na 4 5 7 6 7 5
Ho 0.679 0.500 0.571 0.821 0.679 0.607
He 0.721 0.631 0.615 0.767 0.675 0.622
Fis 0.077ns 0.225ns 0.089ns -0.053ns 0.013ns 0.042ns

Abreviaturas: Numero de individuos analizados (n), nimero de alelos encontrados (Na),
heterocigosidad observada (H,), heterocigosidad esperada (H), coeficiente de endogamia (Fs)
**p< 0.01; *p<0.05; ns = no significativo.
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