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INTRODUCCION

La Amazonia es el mayor bosque tropical que existe en el mundo, se extiende
aproximadamente 6,059,000 km? e involucra paises como Brasil (que posee
mas del 50%), Perd (13%), Colombia (10%), Bolivia, Ecuador, Venezuela,

Surinam, Guyana y la Guyana francesa (que comparten los aproximadamente

27% restantes). Contiene mas del 50% de las especies registradas hasta el
momento (Uhl & Dransfield, 1987; Montes de Oca, 1997). En el Perd, la
Amazonia abarca una superficie aproximada de 770,000 km?, alberga una vasta
riqgueza de ecosistemas y especies; haciendo que sus bosques sean mas ricos
en diversidad de especies que cualquier otro bosque tropical del planeta
(Gentry, 1993; Kalliola, 1993; Mejia, 1997).

En la region Loreto, la especie més representativa entre las palmeras es el
aguaje Mauritia flexuosa L. f. (Linneo, 1781), considerada promisoria desde el
punto de vista econdémico, ecoldgico y social. Es una especie de uso mudltiple,
altamente nutritiva para el hombre, con importancia primordial en las cadenas
alimenticias de muchas especies de fauna silvestre (ungulados, monos y peces)
y con un gran potencial econdmico en el area de servicios ambientales debido a
que contribuye al secuestro de carbono ayudando a mitigar el cambio climético
(Oré et al., 1997; INRENA 2000; PRONATURALEZA, 2005; del Castillo et al.,
2006; Delgado et al., 2007). Actualmente existe una sobreexplotacion de este
recurso; solamente en lquitos, se consumen aproximadamente 20 t de frutos de
aguaje al dia. Esto sumado a la practica de métodos destructivos (tala del arbol)
en la colecta, ha originado una fuerte declinacién de sus poblaciones naturales,
con la consecuente erosién genética y ocasionando un fuerte impacto en la
economia de los pobladores que usan este recurso como fuente de ingresos
(Coradin & Lleras, 1988; Mejia, 1997; Oré et al., 1997; Penn, 1999; Bejarano &
Piana, 2002; PRONATURALEZA, 2005).

Es conocido que la conservacion y utilizacion de los recursos genéticos es de
importancia estratégica para la humanidad. De hecho varias especies de
importancia agricola, agroindustrial, medicinal y farmacoldgica se han originado
en las regiones amazonicas (Becerra & Paredes, 2000). El desorden en la
explotacion comercial de este recurso puede estar originado en gran proporciéon
por la carencia de informacién cientifica sélida que sirva como base a los planes
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de manejo sostenido de las poblaciones de esta especie (Cavalcante, 1991; De
Paula Fernandes, 2001). Hasta el momento la informacion registrada en la
literatura reporta principalmente estudios sobre su biologia, ecologia y
agroforesteria (Balick, 1979; Storti, 1993; Mejia, 1997; Oré et al., 1997; Penn,
1999; Bejarano & Piana, 2002; PRONATURALEZA, 2005; del Castillo et al.,
2006; Delgado et al., 2007). Existe escasa informacion sobre estudios
moleculares en esta especie y estos estan referidos principalmente a establecer
las relaciones filogenéticas del aguaje dentro de la familia Arecaceae (Pintaud et
al., 2007) y a la busqueda de identificacion de sexos (Rengifo, 2008).

Es en ese sentido, que el presente trabajo de investigacion pretende generar
informacion sobre la caracterizacion molecular de frutos de aguaje y la
variabilidad genética del aguaje en poblaciones naturales, utilizando como
herramienta de diagnostico molecular el marcador DALP (Amplificacion Directa
de Polimorfismo de Longitud), técnica de bajo costo que ha sido utilizado
exitosamente para establecer diferencias genéticas entre varias especies de
plantas. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos:

General

— Caracterizar molecularmente los morfotipos de frutos de M. flexuosa L. f. y
determinar la variabilidad genética entre las poblaciones de aguaje amarillo,
mediante analisis molecular.

Especificos
— Establecer la relacion entre variacion fenotipica y genotipica de los frutos del
aguaje M. flexuosa L. f. mediante marcador DALP

— Establecer las relaciones filogeograficas entre tres poblaciones naturales de
aguaje amarillo en diferentes comunidades de la region Loreto, mediante
marcador DALP

— Estimar el indice de fijacion — Fst para explicar el grado de diferenciacion
entre las poblaciones estudiadas de aguaje amarillo.

-18 -



REVISION DE LITERATURA

3.1. SISTEMATICA Y BIOLOGIA DE Mauritia flexuosa L. f.

3.1.1. Sistematica

Segun Carlos Linneo (1782), el aguaje se clasifica en:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Liliopsida

Orden : Arecales

Familia : Arecaceae

Sub Familia : Calamaoideae

Tribu : Lepidocaryeae
Género ; Mauritia

Especie : Mauritia flexuosa L. f.

3.1.2. Descripcion morfoldgica

El aguaje es una palmera arborescente dioica, posee estipite solitario, no
tiene espinas, es de color café claro. Alcanza entre 35 a 40 m de altura y
de 30 a 60 cm de didmetro. Es de vida gregaria (aguajales) o solitaria.
Presenta raices primarias originadas en la base del tallo y en la parte
superior de estas asi como raices secundarias. Las hojas son compuestas,
tienen hasta 6 m de longitud, estan agrupadas (hasta 25 hojas) en la parte
terminal del tallo, poseen raquis de 2,5 m de longitud y peciolo cilindrico.
Las inflorescencias masculinas y femeninas son interfoliares, similares en
forma y tamafio, de 2 a 3 m de longitud. El pedunculo de la inflorescencia
mide entre 60 y 100 cm, mientras que el raquis entre 70 y 140 cm. Cada
inflorescencia posee un promedio de 20 a 45 raquis secundarios
dispuestos opuestamente. Las flores son dispuestas en espigas y
alternadamente en las raquillas. El fruto es una drupa globosa, ovoidea o

eliptica, de 5 a 7 cm de longitud y 4 a 5 cm de diametro, 40 a 85 g de peso.
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Posee epicarpio de escamas lisas y romboideas, de color pardo a rojo vino
0 rojo oscuro; mesocarpio 0 pulpa (parte comestible) de 4 a 6 mm de
espesor, suave, agridulce, de color amarillo — anaranjado o anaranjado; y
endocarpio (cobertura de la semilla) de color blanco, suave y rico en
celulosa. La semilla es una por fruto (muy raramente dos semillas por
fruto), casi esférica, subglobosa y sodlida (Cavalcante, 1991; Galeano,
1991; Kahn et al., 1993; Henderson, 1995; Villachica, 1996; Hiraoka, 1999;
del Castillo et al., 2006; Delgado et al., 2007).

3.1.3. Distribucion y ecologia

El aguaje es una palmera restricta a América del sur y se distribuye desde
el Norte (cuenca del Orinoco, las Guayanas, Venezuela, Trinidad y
Tobago) hasta el Sur (Cerrado brasilefio, llegando a Mato Grosso del Sur,
Minas Gerais, Goias y Sao Paulo); por el Este en el litoral brasilefio; y por
el Oeste en los valles del piedemonte andino en Bolivia, Colombia,
Ecuador y Pert (Uhl & Dransfield, 1987; Henderson, 1995; Villachica,
1996; del Castillo et al., 2006).

O Mauritia flexuosaL. .
s taet o Z =¥ a ]

Figura 01. Mapa de distribucion geografica de Mauritia flexuosa L. f. en el mundo
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En la selva peruana, se cultiva y explotan poblaciones naturales en los
departamentos de Loreto, Ucayali, Huanuco y San Martin, probablemente
estas poblaciones sean originarias de las cuencas de los rios Huallaga,
Ucayali y Marafidbn. La alta concentracibn de poblaciones casi
monoespecificas presentes en la Depresion Ucamara (area de influencia
de los rios Ucayali y Marafion) sugiere que el centro de diversidad del

aguaje podria estar en la Amazonia peruana (Villachica, 1996).

<
‘S .
= R
Qo
B

Figura 02. Mapa de distribucion geogréafica de M. flexuosa L. f. en la selva
peruana

El habitat natural del aguaje esta formado por humedales o pantanos y
zonas con suelos temporal o permanentemente inundados denominados
"aguajales" (en la amazonia peruana son de 6 a 8 millones de hectareas).
Aungue esta especie también préspera en terrenos no inundables con
buen drenaje o drenaje deficiente, soportando inundaciones permanentes

de su sistema radicular (Villachica, 1996; Delgado et al., 2007).
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3.1.4. Variabilidad morfoldgica
El aguaje presenta una gran variabilidad morfologica, en cuanto al aspecto
de la planta en general Villachica en 1996 reporté cuatro tipos: a) “el
comun” (presenta hojas terminales con los foliolos erectos y hojas antiguas
con foliolos del cuarto superior inclinadas), b) “el triste lloron” (tiene todos
los foliolos de las hojas totalmente inclinadas), c) “el cashacusho o
quintisho” (tiene todos los foliolos de las hojas totalmente erectas) y d) el
“distico” (con hojas a derecha e izquierda). Con respecto al color de los
frutos Villachica en 1996 distingue cuatro tipos: a) “amarillo o ponguete”
(mesocarpio de color amarillo), b) “color” (parte externa del mesocarpio es
rojo — anaranjado y el resto amarillo), c) “shambo” (mesocarpio rojo) y

d) “shambo azul” (en realidad son sélo frutos casi maduros).

3.1.5. Floracién y fructificacion
La floracion y la fructificacion del aguaje se distribuye irregularmente
durante el afio, pero siempre ocurren anualmente (Villachica, 1996). El
namero de inflorescencias por palmera varia de 5 a 8, siendo que el
periodo de formacién de una inflorescencia masculina hasta la produccion
de flores es de 2 a 3 meses y el de una inflorescencia femenina, es

aproximadamente 2 meses (Cavalcante, 1991, Storti, 1993).

La fructificacion inicia aproximadamente a los ocho afios, con plantas que
alcanzan una altura de hasta 7 m y se observa mayores concentraciones
entre febrero — agosto y relativa escasez de setiembre — noviembre
(Padoch, 1988; Cavalcante, 1991; Villachica, 1996). En el Pera y la
Amazonia norte de Brasil abundan los frutos en la primera mitad del afio;
mientras que en Colombia, Venezuela y la Amazonia central de Brasil en la
segunda mitad del afo (Galeano, 1991; Villachica, 1996). El aguaje
presenta una fructificacion continua durante muchos afios y decrece a
partir de los 40 a 50 afios (PRONATURALEZA, 2005). Una inflorescencia
produce de 700 a 900 frutos y entre 290 — 320 kg frutos/palmera
(Villachica, 1996; del Castillo et. al., 2006; Delgado et al., 2007).
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3.1.6. Utilizacién

3.1.7.

Todas las partes de la planta son aprovechadas. Se consume la pulpa de
la fruta de manera directa o en forma de helados, chupetes, mermeladas o
refrescos. El tallo se utiliza ocasionalmente como pisos de viviendas
rusticas, puente o como criadero de larvas comestibles de coledpteros
conocidos como “suris” Rhynchoporus palmarum. Las hojas se emplean
para confeccionar techos de viviendas ruasticas, esteras, sombreros,
canastas, cestos de pescar, cuerdas y hamacas. Del peciolo se obtiene
pulpa para papel y su médula puede ser usada como corcho o tapon para
botellas de licor, juguetes hechos a mano o relleno para sillas y camas. Las
semillas sirven también para fabricar artesanias. Asimismo, las
inflorescencias jovenes se cortan para obtener savia dulce, que puede ser
consumida directamente, fermentada para obtener una bebida alcohdlica o
hervida para obtener azucar. Del meristemo terminal se obtiene el palmito
gue es comestible (Villachica, 1996; del Castillo et al., 2006).

En Venezuela, las poblaciones indigenas usan la masa seca como pan; en
Ecuador, el aguaje juega un importante papel en la alimentacion de las
poblaciones nativas, y en Brasil, la mayor fuente alimenticia durante la
época de inundaciones para las poblaciones riberefias del Estado do Para,

se apoya en el aguaje (Vickers, 1976; Hiraoka, 1999).

Valor nutritivo
La pulpa de aguaje es altamente nutritiva y contiene proteinas, grasas,

carbohidratos y vitaminas que cuidan nuestros ojos, piel y cabello. En 100

g de muestra se encuentra de 173 a 300 mg de vitamina A (en dulces,
postres, etc. es alternativa contra la hipovitaminosis A), de 80 a 100 mg de
vitamina E y de 50 a 60 mg de vitamina C. Puede ser una fuente potencial
de aceites comestibles, el mesocarpio contiene 29% de aceite (peso seco),
principalmente compuesto por acido oléico (78,3%) y palmitico (18,1%). El
aceite posee elevados tenores de pro — vitamina A (500 Ul/g) en forma de
B — caroteno (brinda el color caracteristico rojo — anaranjado — amarillo la
pulpa). La semilla molida puede ser usada como alimento de ganado

(Villachica, 1996).
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3.1.8. Potencial socio —econdmico

Sin duda, el aguaje es la fruta mas importante en el mercado urbano de la
Amazonia baja, donde su demanda de consumo no es satisfecha en gran
parte del afio y proporciona, ademas, ingresos a un sector importante de la
poblacion, particularmente mujeres. Solo en Iquitos, miles de familias estan
relacionadas con la comercializacién de este fruto (del Castillo et. al., 2006)
y muchas otras mas con su consumo diario, alrededor de 20 t/dia
(Villachica, 1996).

3.2. Marcadores moleculares
Cualquier fenotipo molecular oriundo de un gen expreso (como en el caso de
las isoenzimas) o de un segmento especifico de ADN correspondiente a una
regibn expresa o no del genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estos
pueden ser utilizados tanto en estudios basicos de genética como en la
practica del mejoramiento, son aplicables a cualquier tipo de material vegetal,
independientes de la época del afio en que se realiza el analisis y en
especies cultivadas o silvestres (Tanksley, 1983; Powell, 1992; Phillips et al.,
1995; Rallo et al., 2002; Azofeifa — Delgado, 2006). Actualmente los
marcadores moleculares han sido utilizados con éxito para el estudio de la
variabilidad genética y el mejoramiento de diversas especies de plantas

anuales (Brondani et al., 1998) como: “soya” Glycine max (Akkaya et al.,

1992), “arroz” Oryza sativa (Wu & Tanskley, 1993), “maiz” Zea mays (Senior

& Heum, 1995), “cebada” Hordeum vulgare (Becker & Heum, 1995), “trigo”

Triticum aestivum (Rdder et al., 1995), “tabaco” Nicotiana tabacum y otros
(Bornet & Branchard, 2001).

3.3. Amplificacién Directa de Polimorfismo de Longitud — DALP
Este método realiza un barrido o screen del genoma de cualquier especie
usando primers (cebadores) arbitrarios (AP — PCR). Cada experimento
requiere de un primer reverso (fijo) que puede ser utilizado en combinacion
con cualquiera de los ocho primers selectivos, produciendo un patrén

especifico de bandas multiples.
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Todos los fragmentos generados pueden ser secuenciados por los dos
primers M13 (-40USP: GTTTTCCCAGRCACGAC 'y DALPR:
TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC) de re-amplificacion y secuenciamiento

universal: U.S.P (Hoarau & Borsa, 2000; Desmarais et al., 1998).

Esta técnica permite estudios genéticos de poblaciones asi como el mapeo
temprano de los marcadores o selecciéon de loci asociados con rasgos o
enfermedades (Desmarais et al., 1998). Usa marcadores co-dominantes,
aisla solo sitios polimérficos, usa un numero ilimitado de marcadores vy, lo
mas importante, no requiere informacién genética previa (Perrot-Minnot et al.,
2000).

Ha sido utilizado exitosamente para establecer las diferencias genéticas entre
especies de plantas como Panax ginseng y Panax quinquefolius (HA et al.,
2001) asi como en poblaciones naturales de Stephania yunnanensis (Yun —
shu, et al.,, 2008). También a sido utilizado exitosamente en diferentes
especies de animales como ratones Mus musculus musculus y M. musculus
domesticus, peces como tilapia Oreochromis niloticus y Sarotherodon
melanotheron, aves Larus cachinnans y L. audouinii, mejillones Mytilus
galloprovincialis y M. edulis, y un 4caro Amblyseius californicus (Desmarais et

al., 1998), obteniéndose resultados exitosos a nivel intra e interpoblacional.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Materiales

Material Biolégico

Muestras de frutos y de hojas adultas de cada uno de los morfotipos
(segun la coloracién del fruto: amarillo, color y shambo) de Mauritia

flexuosa L. f.

Materiales de Vidrio

Frascos con tapa de 1000 ml

Matraz de Erlemeyer 250, 500 y 1000 ml
Probetas graduadas de 100, 500 y 1000 ml
Vaso de precipitado de 250 y 500 ml
Termometro de 100°C

Cassettes para geles de poliacrilamida

Materiales de plastico

Cooler pequefio

Cubetas para geles de agarosa

Flotadores para microtubos

Frascos con tapa de 1000 ml

Gradillas para microtubos de 0.5, 1.5y 2 ml
Micropipetas de 2.5, 10, 20, 100, 200 y 1000 pl
Microtubos de 0.5, 1.5y 2 ml

Peines para geles de agarosa y poliacrilamida
Pilones

Plastifilm

Recipiente de descarte

Tips de 10, 100, 200 y 1000 pl

Tubos tipo falcon de 50 ml
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3.1.4.

3.1.5.

Equipos

Balanza analitica (Mod. Extend ED2245 — Sartorius)

Bafio Maria (Mod. 1228-2 — VWR)

Camara de flujo laminar (mod. - LABCONCO)

Cémara fotografica (mod. Lumix DMC FZ18 - Panasonic)
Centrifuga (mod. Centrifuge 5804R — Eppendorf)
Espectrofotometro (mod. Genesis 10Uv — Termo Spectronic)
Potenciometro (mod. WTW Ph 720 — INOLAB)

Refrigeradora (mod. Intelligent Freezer 32 — Bosch)
Termociclador (mod. My Cycler - Eppendorf)

Transluminador de Luz ultravioleta (mod. Gel Logie 100 - KODAK)

Reactivos y Soluciones

2 — Mercaptoetanol

Acido bérico

Acido nitrico

Acrilamida y Bisacrilamida

Agarosa

Agua milli — Q (ultrapura)

Alcohol al 70 y 96 %

Azul Bromofenol

Bromuro de Etidio

Carbonato de sodio

Cloroformo

Cloruro de Magnesio (MgCly)

Cloruro de Sodio (NacCl)

CTAB (Hexadeciltrimetilamoniobromuro)
EDTA (acidoetilenodiaminotetraacético)
Etanol absoluto

Formaldeido al 37%

Hidroxido de Sodio

Isopropanol
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3.1.6.

Kit de desoxirribonucleotidos trifosfatos (ANTP's)
Marcador de peso molecular conocido

Nitrato de plata

Persulfato de amonio (APS)

Primers DALPO6 y DALPO7

Proteinasa K

Tag DNA Polimerasa (Thermus aquaticus)
TEMED (Tetrametiletilendiamino)

Trizma Base (Tris hidroximetil aminometano)

Otros

Bolsas plasticas

Calculadora

Cuaderno de apuntes
Espatulas

Guantes estériles quirtrgicos
Lapiceros

Papel aluminio

Papel filtro

Papel secante

Parafilm

Pinzas

Plumon marcador

Tapers

Tubos de plastico con tapa de 50 ml

Vaselina pura
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3.2.

3.2.1.

3.2.2.

Métodos

Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se ejecutd durante 14 meses
comprendidos desde Setiembre del 2007 hasta Octubre del 2008, en las
instalaciones del Laboratorio de Biologia y Genética molecular (LBGM) del
Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP) — Estacion
Quistococha, ubicada al margen derecho de la carretera Iquitos — Nauta en
el Km. 4,5 del distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas,

departamento de Loreto, Pera.

Poblacién y muestra

La poblacién en estudio fue constituida por los aguajales naturales
ubicados en: a) comunidad Quebrada Parinari (rio Marafién), b) comunidad
Quebrada Aucayo (rio Amazonas) y ¢) comunidad Villa Jenaro Herrera (rio
Ucayali), ver localizacion geografica en Fig. 03 y coordenadas en Tab. 01.
Las plantas fueron seleccionadas previa prospeccion de los individuos y

mediante un muestreo aleatorio simple por observacion directa.

Colecta de frutos:
Se seleccionaron 10 plantas por cada morfotipo perfectamente
identificados, de cada planta se colectaron 30 frutos y se conservaron en

bolsas plasticas para su posterior andlisis morfolégico en el laboratorio.

Colecta de tejido foliar

Se colectaron en total 50 muestras de tejido foliar de palmeras adultas
(Tab. 01). Para el estudio de caracterizacion genética de los morfotipos de
frutos fueron utilizadas 30 muestras (10 por cada morfotipo amarillo, color y
shambo) provenientes de la poblacion de Aucayo. Para el estudio de
variabilidad genética poblacional de aguaje amarillo se utilizaron 20
muestras provenientes de poblaciones naturales de Jenaro Herrera y
Parinari (10 por cada poblacién), que junto a las 10 muestras ya obtenidas

de la poblacion de Aucayo suman un total de 30 muestras.
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Figura 03. Mapa de ubicacion geogréfica de las poblaciones naturales en estudio
Quebrada Aucayo (rio Amazonas)*, comunidad Villa Jenaro Herrera

(rio Ucayali)* y comunidad de Quebrada Parinari (rio Marafion)*

Tabla 01.
poblaciones naturales

Georeferencias y numero de muestras colectadas por

3.2.3.

POBLACIONES CEOORDENADAT\] Morfotipo (tideuoe:rlf'asr) Fru#tos
Amarillo 10 30
Aucayo UTM 9574726 | 18M 707998 Color 10 30
Shambo 10 30
Jenaro Herrera UTM 9457318 | 18M 647688 Amarillo 10 -
Parinari UTM 9490154 18M 556280 Amarillo 10 -
Total 50 90

Fuente: Cuaderno de apuntes

Obtencion de tejido foliar

Con la ayuda de tijeras esterilizadas en alcohol fueron colectados
pequefios trozos de tejido foliar, estas muestras fueron luego colocadas
individualmente en sobres de papel aluminio y depositados dentro de tubos
tipo falcon de 50 ml a las que se afiadieron preservantes sintéticos (piedras
secantes) para evitar su deshidratacion y oxidacion. Finalmente, estos
fueron guardados en un cooler pequefio para su traslado y posterior

analisis en el Laboratorio (anexo 01).
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3.2.4. Extracciéon del ADN gendmico — Método CTAB

El ADN gendmico fue obtenido a partir de la extraccion del tejido foliar de

M. flexuosa L. f (anexo 02) y mediante la aplicacion del método de

extraccion CTAB de Doyle & Doyle, 1987; con el siguiente protocolo:

1. Mezclar 100 mg de la muestra (tejido foliar triturado) en 1000 ul de
buffer de extraccion CTAB (CTAB 2%, NaCl 1 M, EDTA 0.1 M pH 8, Tris
Base 0.2 M), afadir 10 ul Proteinasa K (0.1 mg/ml) y macerar en bafio
Maria a 60°C durante 24 horas.

2. Separar el material genémico afadiendo 1ml de cloroformo vy
centrifugando a 8 000 rpm durante 5 min.

3. Precipitar el material genémico poniendo 500 pl de sobrenadante en
750 pl de isopropanol frio al 70%, se dej6 a —20°C durante 2 horas,
centrifugar a 13 000 rpm durante 15 min.

4. Lavar el ADN total afladiendo 750 ul de etanol absoluto (dos veces). El
pellet resultante poner a secar durante 4 horas para finalmente
resuspender en 30 pl de agua ultrapura.

3.2.4.1. Cuantificacion por espectrofotometria

Se evalué la pureza y concentracion aproximada del ADN extraido
mediante el método espectrofotométrico de Maniatis, 1989 (anexo 03),
utilizando un espectrofotometro UV/Visible. La absorvancia se midio
utilizando las longitudes de ondas de 260 y 280 nm. La evaluacion de la
calidad en pureza de la extraccion se realizé considerando un rango
aceptable entre 1.7 — 2.2 (Azs0/A2s80) Y la concentracion del ADN extraido
se determin6 multiplicando: [Azs X Factor de Dilucion x 50 pg/ul].

3.2.4.2. Cualificacion por electroforesis

La verificacion de la calidad de la extraccion se realiz6 mediante la
observacion de las bandas de ADN en geles de agarosa 0,8% tefiido con
bromuro de etidio (10 mg/ml) a razén de 1 pl/50ml. La migracion se
realizé en una camara electroforética horizontal a 100 V por espacio de
30 minutos. Los resultados obtenidos fueron visualizados en un
transluminador UV y los geles fueron fotodocumentados en un sistema
de imagen GEL LOGIE 100, KODAK con la finalidad de tener un registro
de las corridas electroforéticas (anexo 04).
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3.2.5. Amplificacion via PCR — DALP
Se utilizaron ocho primers selectivos y un solo primer reverso (primer fijo)
propuestos por Desmarais et al., 1998. Estos se muestran en la siguiente
tabla:

Tabla 02. Numero y Secuencia de primers DALP utilizados en este estudio

Primer Reverso DALP R TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC
DALP 221 (DALP 01) GTTTTCCCAGTCACGACGC
DALP 231 (DALP 02) GTTTTCCCAGTCACGACAGC
DALP 232 (DALP 03) GTTTTCCCAGTCACGACGAC

Spl”m?rs DALP 233 (DALP04) GTTTTCCCAGTCACGACACG
electivos

: DALP 234 (DALP05) GTTTTCCCAGTCACGACCAG
DALP 2Xj ( )

DALP 235 (DALP 06) GTTTTCCCAGTCACGACCAC
DALP 241 (DALP 07) GTTTTCCCAGTCACGACTCAG
DALP 242 (DALP 08) GTTTTCCCAGTCACGACCTAG

La reaccion en cadena de la polimerasa — PCR se llevd a cabo con un
volumen final de 25 pl, conteniendo 2 pl ADN molde (100 ng/ul), 0,375 pl de
Tag polimerasa (5 U/ul), 5ul Buffer (5X), 0,75 pl dNTPs (10 mM), 3,1 ul
MgCl, (25 mM), 2 pl de cada primer (10 mM) y agua ultrapura; y a
temperaturas optimas de hibridacion (alineamiento) de 51°C (DALPO06) y
45.7°C (DALPO7). Las condiciones de optimizacion y el perfil de
temperaturas de cada uno de ellos se muestran en el anexo 05 (DALPO6) y
anexo 06 (DALPQ7).

3.2.5.1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR — DALP
Se prepar6 geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio (1 pl/
50 ml de gel). Los geles fueron cargados con 3 ul de muestra (mix de
reactivos mas ADN), un marcador de peso molecular conocido (Marker
1kb DNA Ladder) y corridos en un campo eléctrico horizontal a 100 V
durante 2 horas sumergidos en buffer TBE 1X. Los resultados obtenidos

fueron visualizados en luz UV y finalmente fotodocumentados (anexo 04).
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3.2.5.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida
Una vez confirmada el éxito de la amplificacion de los fragmentos de
ADN en agarosa, los productos de PCR fueron corridos en geles de
poliacrilamida al 6% (anexo 07 y 08). Los geles fueron cargados con 15 pl
de muestra, un marcador de peso molecular conocido y corridos en un
campo eléctrico vertical (300 V, 100 mA, 100 W) durante 4 horas en
buffer TBE 1X. Posteriormente los geles fueron sometidos a la Tincion
Rabat - Nitrato de Plata (anexo 09). Las bandas visualizadas varios

minutos después fueron fotodocumentados con una camara digital.

3.2.6. Andlisis de datos

3.2.6.1. Andlisis Factorial de Correspondencia — AFC

El andlisis Factorial de Correspondencia — AFC, es un tipo de andlisis
canonico particularmente bien adaptado para describir las asociaciones,
comportamientos o tendencias de un conjunto de individuos identificados
como una serie de variables o descriptores (analisis de una tabla de
contingencia creciente de las modalidades de dos variables). El objetivo
principal es generar una representacion grafica de todos los individuos en
un espacio de un numero menor de dimensiones que las n variables que
se midieron (en general dos o tres). Los individuos, las variables o0 ambos
simultaneamente, son representados en planos de dos o tres
dimensiones en funcién de sus proximidades. El AFC realiza una matriz
de perfiles de 100 a 500 para el tratamiento de datos en el Software
Genetix version 4.05.2 (Belkhir et al., 2004).

En este trabajo se realizé dos andlisis factoriales de correspondencia, el
primero para determinar la diferencia genética existente entre los tres
morfotipos de frutos: amarillo, color y shambo del aguaje M. flexuosa L. f.,
y el segundo para visualizar las diferencias entre las poblaciones
naturales de aguaje amarillo de Aucayo, Jenaro y Parinari. Para ello se
evaluo la presencia o ausencia de bandas en fragmentos polimorficos

(bandas informativas).
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3.2.6.2. Relaciones interpoblacionales
Se utilizé el Método de Parsimonia de Wagner (Eck & Dayhoff, 1966 y
Kluge & Farris, 1969), que permite visualizar las relaciones de los
individuos pertenecientes a las poblaciones naturales de aguaje amarillo
de Aucayo, Jenaro Herrera y Parinari. El criterio del método fue elaborar
y encontrar un arbol que requiere el nimero minimo de cambios. Este se
realiz6 con los programas Segboot, Mix y Consense del paquete de
inferencia filogenética PHYLIP version 3.5¢ (Felsenstein, 1993) vy

visualizado en el programa TREVIEW (Page, 1996).

3.2.6.3. Diferenciacion entre poblaciones
Denominado también indice de Fijacién (Fs). Este tipo de andlisis
estadistico sirve para estimar medidas de las diferencias genéticas que
existen o no entre poblaciones. Los valores del Fg varian entre 0 y 1.
Cuando el Fg es igual a cero (0) no hay diferenciacion genética (las
poblaciones se comportan como una sola poblacién), pero cuando el Fg

es igual a uno (1), la estructuracion (diferenciacion) es total.

Para considerar significante un valor de Fs; se compara éste con 1000
estimadores de Fs obtenidos de situaciones donde no existe
estructuracion, eliminando la hipotética estructuracion real por las
permutaciones de los individuos en el conjunto de las poblaciones (Weir
& Cockerham, 1984; Weir, 1990).

El grado de diferenciacion entre las poblaciones estudiadas se estimo
con la ayuda del Software Genetix version 4.05.2 (2004), utilizando el
estimador de Weir & Cockerham (1984) y Weir (1990):

2(Ai+Bi+ C)
Donde:
A= Componente de la variacion de los perfiles entre los grupos.
B;= Componente de la variacion de perfiles dentro de cada grupo.
Ci=0
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Tabla 03. Escala de valores de Fg, segun Hartl & Clark, 1997

0.00-0.05 Diferenciacion genética pequeia

0.05-0.15 Diferenciacion genética moderada

0.15-0.25 Diferenciacion genética alta
Fst>0.25 Diferenciacion genética muy alta

Para el presente estudio se realizo una matriz binaria en base a la
presencia “1” y ausencia “0” de las bandas para el tratamiento de datos
en el Software GENETIX version 4.05.1 (Belkhir et al., 2004).

En este estudio se realizé6 dos andlisis de indice de fijacién, el primero
para determinar la diferencia genética existente entre los tres morfotipos
de frutos del aguaje M. flexuosa L. f., para ello se evalué la presencia o
ausencia de las bandas que presenten fragmentos polimérficos (bandas
informativas); y el segundo para visualizar las diferencias entre las

poblaciones naturales de aguaje amarillo.

3.2.6.4. Distancia genética
Las relaciones entre las poblaciones naturales de aguaje amarillo fueron
estimadas en base a las distancias genéticas calculadas con la férmula
de Reynolds et al., 1983 mediante el sofware Genetix version 4.05.2
(Belkhir. et al., 2004).

D=-LN(1-Fg)

Donde:
D = Distancia genética
LN = Logaritmo Neperiano

Fst = Medida de la estructuracion entre las poblaciones analizadas

-35 -



A partir de la distancia genética obtenida se procedio a la agrupacion de
las poblaciones por el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with the Arithmetic Averaging) utilizando el programa PHYLIP version
3.5c (Felsenstein, 1993), generando un dendrograma que fue visualizado
en el programa TREVIEW (Page, 1996). Cada poblacién se trat6 como
una unidad taxonomica operacional y el soporte estadistico para los
nudos se obtuvo de 1000 muestras de bootstrap. Los valores en los
nudos indican el porcentaje de ocurrencia que los demas cluster

(poblaciones) unidos a este nudo presentan la estructuracion mostrada.

3.2.6.5. Correlacion
Las relaciones entre la distancia genética (Reynolds et al.,, 1983) y la
distancia geogréfica (Km) fueron analizadas mediante un andlisis de
regresion lineal en el programa Microsoft Excel 2007 (Correlacion de

Pearson).
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IV. RESULTADOS

4.1.

Caracterizacion fenotipica — genotipica de los morfotipos de frutos

4.1.1. Caracterizacion fenotipica de los morfotipos de frutos

Los diferentes morfotipos de frutos encontrados del aguaje M. flexuosa L. f.
se caracterizaron basandose en la clasificacién propuesta por Villachica,
1996: morfotipo “amarillo o ponguete”, con mesocarpio amarillo; morfotipo
“color”, parte superficial del mesocarpio rojo y parte interna amarillo; y el

morfotipo “shambo”, con mesocarpio totalmente rojo (Fig. 04).

A B C

Figura 04. Color de pulpa del fruto maduro de los morfotipos amarillo (A), color (B)
y shambo (C).

Nuestros resultados muestran que existe una gran variabilidad morfolégica
en cuanto al tamafio, forma y cantidad de pulpa de los frutos independiente
del color de mesocarpio (Tab. 04). El tamafio de los frutos varia entre 3.66
a 6.78 cm de longitud y de 2.13 a 4.28 cm de diametro (Fig. 05), mientras
qgue la forma puede ser ovoidea o eliptica. La variabilidad observada en

estas caracteristicas fue independiente entre y dentro de los morfotipos.
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Figura 05. Diferentes tamafios y formas de los morfotipos de frutos estudiados del

aguaje M. flexuosa L. f.

Tabla 04. Diversidad morfologica de los frutos del aguaje M. flexuosa L. f.

segun morfotipos

Shambo Color Amarillo
P =6.50 P =5.28 P=6.24
Didmetro D.§ = 3.88892 D.'S_: 0.69711 D.,S.: 0.44343
longitudinal MJn!mo: 3.66 M[nl.mo =3.87 M|,n|.mo =5.23
Maximo = 6.58 Maximo = 6.30 Maximo = 6.78
N n =30 n =30 n =30
Tamaiio de frutos P=298 P =339 P=3.77
. D.S =0.70671 D.S =0.66448 D.S=0.31380
Dlamet_ro Minimo = 2.17 Minimo=2.13 Minimo = 3.35
ecuatorial . . .. L .
Maximo = 3.92 Maximo = 4.16 Maximo = 4.28
n=230 n=230 n=230
Forma Ovoidea o eliptica
P=10.34 P =10.27 P=12.13
D.S = 3.34340 D.S =1.04663 D.S =2.49767
Cascara Minimo = 6.50 Minimo = 8.94 Minimo= 7.4
Maximo = 18.03 | Maximo =11.78 | Maximo = 15.51
n=230 n=230 n=230
P=13.14 P=13.75 P=15.21
D.S =2.87217 D.S =1.64517 D.S =3.91635
Peso del fruto Pulpa Minimo = 9.22 Minimo =10.9 | Minimo = 8.93
Maximo =17.74 | Maximo = 15.59 | Maximo = 21.47
n =30 n =30 n =30
P = 23.67 P=24.19 P =27.65
D.S =4.23612 D.S =4.03079 D.S=6.76767
Semilla Minimo = 19.41 | Minimo = 17.84 Minimo= 20.94
Maximo = 33.55 | Maximo =30.92 | Maximo =41.8
n =30 n =30 n =30

Fuente:
Leyenda:

Ochoa et al., 2009
P = Promedio; D.S = Desviacion estandar; n = Tamafno de la muestra
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4.1.2. Caracterizacion molecular de los morfotipos de frutos

A. Extraccion de ADN y amplificaciéon via PCR - DALP

Se logré extraer (anexo 01) y amplificar satisfactoriamente el ADN total de
las 30 muestras de tejidos foliares de aguaje M. flexuosa L. f. de los
morfotipos amarillo, shambo y color. De los ocho primers DALP utilizados
en la amplificacion, solo dos (DALPO6 y DALPQ7) resultaron informativos,
mostrando polimorfismo (diferenciacién) en la composicién de las bandas
entre las muestras. Ambos marcadores generaron un total de 60 bandas de
ADN polimorficas, de las cuales el primer DALP0O6 presento 31 bandas
polimorficas y el primer DALPO7 presentd 29. No se encontraron bandas
sindpticas (diferenciales entre los morfotipos), ver Tab. 05; Fig. 06 y Fig.
07.

Tabla 05. Diversidad genética de los morfotipos amarillo, color y shambo
del aguaje M. flexuosa L. f. segun el marcador DALP usado

Total de Bandas PBP Bandas PBD
Marcador bandas polimorficas (%) diagnosticas (%)
DALP 06 31 31 100 0 0
DALP 07 29 29 100 0 0
Total 60 60 100 0 0
Leyenda: PBP = Porcentaje de bandas polimorficas

PBD = Porcentaje de bandas diagnosticas

DALPOG6

e M . e R TR S gp——
Figura 06. Gel de poliacrilamida al 6% mostrando los fragmentos amplificados de
ADN de los morfotipos amarillo, color y shambo de aguaje M. flexuosa
L. f. usando DALPOG.
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DALPO7

Bl g ‘ ‘ \ x‘.‘;:l\-d
Figura 07. Gel de poliacrilamida al 6% mostrando los fragmentos amplificados de

ADN de los morfotipos amarillo, color y shambo de aguaje M. flexuosa
L. f. usando DALPOQ7

. Perfiles genéticos de los morfotipos obtenidos con PCR — DALP

La tabla 06 muestra los perfiles genéticos totales para los morfotipos
amarillo, color y shambo de M. flexuosa L. f. determinados a partir de la
suma de los resultados obtenidos con los marcadores DALP06 y DALPO7.
En total fueron encontrados 30 perfiles genéticos totalmente diferentes
entre los tres morfotipos de aguaje. Ningun perfil genético es compartido
entre los morfotipos, por lo tanto, solo observamos una variacién genética

individual independiente a la variacion entre los morfotipos.
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Tabla 06. Perfiles genéticos de los morfotipos amarillo, color y shambo obtenidos con PCR — DALP

Morfotipo

Cédigo

DALPO6

DALPO7

GENOTIPO

AMARILLO

AQS

ABABAAAAAABAAAABBBABBABBBBBBBBB

BBBAAAABABABBAAAAABBAABBBBBBB

ABABAAAAAABAAAABBBABBABBBBBEBBBBBBBAAAABABABBAAAAABBAABBBBBBB

Al4

BBAABBBBAAAABBAABBBAAABABBABBBB

BAABBABAABBABBAAAABABBBBBBBBB

BBAABBBBAAAABBAABBBAAABABBABBBBBAABBABAABBABBAAAABABBBBBBBEB

A24

BBBBBAAAAAABABABBBBAABBABBBBBBB

BBBABABAAABABBABAAAABBBBBBBBB

BBBBBAAAAAABABABBBBAABBABBBBBBBEBBBABABAAABABBABAAAABBBBBBBEB

A25

BBBBBABAAAAAAAABBBBABBAABBABBBB

BBBABABBABBBBAAAAABBABBBBBBBB

BBBBBABAAAAAAAABBBBABBAABBABBBEBBBBABABBABBBBAAAAABBABBBBBBBB

A26

AAAAABABABABAABBBABBBBAABBBBBBA

AABAABBABABBBABBABABBBAAABAAA

AAAAABABABABAABBBABBBBAABBBBBBAAABAABBABABBBABBABABBBAAABAAA

A27

ABAAAABABAABBABABBAAABBBBBBAABB

AABAABBABABBBABAAABABABBABBBA

ABAAAABABAABBABABBAAABBBBBBAABBAABAABBABABBBABAAABABABBABBBA

A28

AAAAABAABAABAABBBAABBBBAAABBBAA

ABAABAABBBBBAABBBBABBBABBBAAB

AAAAABAABAABAABBBAABBBBAAABBBAAABAABAABBBBBAABBBBABBBABBBAAB

A29

BAABABABAAABAABBBAABBBAABBBABAA

ABABABBABABBAAAABABAAAABBBAAB

BAABABABAAABAABBBAABBBAABBBABAAABABABBABABBAAAABABAAAABBBAAB

A30

BBABABABABABABBBABBBBBBBBBBBBBB

BBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB

BBABABABABABABBBABBEBBBBBBBEBBBEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB

A3l

BBABBBABBBABBAAAABBBABBBBBBBBBB

BBEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB

BBABBBABBBABBAAAABBBABBBBBBBEBEBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEB

COLOR

Cco6

BBBABAAAABAAABABBABBABAABBABBBB

BBBBBBEBBBBAAABBABBBABBBBBBBBB

BBBABAAAABAAABABBABBABAABBABBBEBBBBBBBBBBBAAABBABBBABBBBBBBBB

co7

BBAABAAAABAAABBAABBBAABBBABBBBB

BBBBBAAAABBBBBAABABAABABBBBBB

BBAABAAAABAAABBAABBBAABBBABBBBEBBBBBBAAAABBBBBAABABAABABBBBBB

co8

BABAAAAAABABABAABABAAABBAAABBBB

ABBBAABAABABBABBBBBBABBBBBBBB

BABAAAAAABABABAABABAAABBAAABBBBABBBAABAABABBABBBBBBABBBBBBEB

Cc09

BEBBBBBBBBBAABABBBAAAABBBAABBBB

BBBBBABBBBBABBAABBBBABBBBBBBB

BBBBBBBBBBBAABABBBAAAABBBAABBBEBBBBBABBBBBABBAABBBBABBBBBBEB

Clé6

BAABBAABABABBABBBBABBBBABBBBBBB

ABABABAABABBAABBBBABBBAABAABA

BAABBAABABABBABBBBABBBBABBBBBBEBABABABAABABBAABBBBABBBAABAABA

C17

AAABABAAAAABBABBAAABABABABBABBB

ABAABBBABBBBBABABBAABABBBBBAB

AAABABAAAAABBABBAAABABABABBABBBABAABBBABBBBBABABBAABABBBBBAB

Cc23

AABBAAABAABBBABBAABBBBABBAABBBA

ABAABBBBBABBBBBBABAAABAAAABAA

AABBAAABAABBBABBAABBBBABBAABBBEAABAABBBBBABBBBBBABAAABAAAABAA

C33

AABBBABAAAAABABBAAABAAAABBBABBB

AAABBBBABAABBABABAABBABABBBAA

AABBBABAAAAABABBAAABAAAABBBABBBAAABBBBABAABBABABAABBABABBBAA

C34

ABABBBAAAAABBBAAABABBBBBBBBBBBB

BBBBBEBBBBBBEBBBBBBEBBBBBBBBB

ABABBBAAAAABBBAAABABEBBBBBBEBBBBBBBBBBBBBEBBBEBBBBBBBBBBBBBB

C49

BBBBBEBBBBEBBEBBBBBBEBBBBBBBBBBB

BBBBBEBBBBBBEBBBBBBEBBBBBBBBB

BEBBBEBBBBBBBEBBBBEBBEBBBEBBBEBBEEBBBEBBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBBBBB

SHAMBO

sS04

BABABABAAAAABABABAABAABBBBABBBB

BAAAABAAABBBBAABABBBAABBBBBBB

BABABABAAAAABABABAABAABBBBABBBBEBAAAABAAABBBBAABABBBAABBBBBEB

S13

BABABBBAABAAABAABBBAAABBBAABBBB

ABAABAAAABAABBAABBBBABBBBBBBB

BABABBBAABAAABAABBBAAABBBAABBBBABAABAAAABAABBAABBBBABBBBBBBB

S15

BABBBAABABABAABABBBAAABABAABBBB

BBABAABAAABBBABBBABBBBBBBBBBB

BABBBAABABABAABABBBAAABABAABBBEBBABAABAAABBBABBBABBBBBBBEBEB

S19

BBABBBAAABAAAAAABBBAAABABBABBBB

BBAAAABBAABABBBBBBBBBBABBBBBB

BBABBBAAABAAAAAABBBAAABABBABBBBBBAAAABBAABABBBBBBBBBBABBEBEB

S21

BABBABAAAAAAABABBABBABAABBBABBB

BBBABABABABBEBBAABABBBAABBBBA

BABBABAAAAAAABABBABBABAABBEABBEBBBABABABABBBBBAABABBBAABBBBA

S22

AAAABABAAAAABAABBAABBBBBBBAABBB

BAAAABBABAABBABABABABAAABABA

AAAABABAAAAABAABBAABBBBBEBBAABBBBAAAABBABAABBABABABABAAABABA

S35

BAAAABAAAAABBABBBAABBAAABBBAABB

BABABBABBBABBAAABBAABABABAAAA

BAAAABAAAAABBABBBAABBAAABBBEAABBBABABBABBBABBAAABBAABABABAAAA

S36

BABAAAAAAAABAABBBAABBBAABBBABAB

BBBBABABAABBABBABBABBABABBBAA

BABAAAAAAAABAABBBAABBBAABBBABABBBBBABABAABBABBABBABBABABBBAA

S45

BBBABAAAABAABAAAAAAABBBBBBBBBBB

BBBBBEBBBEBBBEBBEBBBEBBBEBBBBBB

BBBABAAAABAABAAAAAAABBBEBBEBBBBEBBEBBEBBBEBBBBBBBBBBBBBEBBBBB

S46

BBBBBBAAAAABBAAAAABBABBBBBBBBBB

BBBBBBBBEBBBBEBBBBBBBBBBBBBBBB

BBBBBBAAAAABBAAAAABBABBBBBBBBEBBBBBBBEBBBBBEBBBBBEBBBBBBBBBBBBB
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C. Andlisis Factorial de Correspondencia — AFC

Los resultados del AFC muestran una sobre posicion entre los diferentes

morfotipos del aguaje M. flexuosa L. f., no lograndose establecer una
discriminacion genética entre ellos.

planilla gtz

2]

......

HmHMﬁﬁ.Hm

Boxa 101152 %)
. I

ia thowd

paphBBE

3(S0L%)

Figura 08. Representacion grafica de los resultados de Analisis Factorial de

Correspondencia y distribucion sobre un plan factorial para los ejes 1
(inercia 19.53 %), 2 (inercia 11,52 %) y 3 (inercia 8.01%) para los

morfotipos amarillo (A), color (C) y shambo (S) de aguaje M. flexuosa L.
f. en funcién a sus genotipos.

D. Estimador de Indice de Fijacion (Fs)

Los resultados obtenidos con el estimador Fg para los morfotipos amarillo,

color y shambo muestra valores bajos; lo cual significa que la

diferenciacion genética entre los morfotipos es pequefia (segun la escala
propuesta por Hartl & Clark, 1997), indicando esto que no existe una

estructuracion definida entre los morfotipos de aguaje (Tab. 07).
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Tabla 07. Matriz del Estimador Fs para los morfotipos amarillo, color y
shambo de aguaje M. flexuosa L. f.

Morfotipos Amarillo Color Shambo
Amarillo - - 0.01114*** 0.00782***
Color e - 0.00865**
Shambo

*** No significativo a P < 0.001 (0.1%)

4.2. Filogeografia entre tres poblaciones naturales de aguaje amarillo

A. Extraccién de ADN
Se logro extraer satisfactoriamente el ADN total de 30 muestras de tejidos
foliares de aguaje amarillo de las poblaciones naturales de Aucayo,

Parinari y Jenaro Herrera.

B. Amplificacion Directa de Polimorfismo de Longitud — DALP

Se amplifico satisfactoriamente (via PCR — DALP, primer DALP06) el ADN
extraido de las 30 muestras de aguaje amarillo de las poblaciones
naturales de Aucayo, Parinari y Jenaro Herrera; encontrandose
polimorfismo (diferenciacion) tanto a nivel interpoblacional como
intrapoblacional. Se generaron un total de 20 bandas, de las cuales dos
fueron diagnosticas (presente solo en una poblacién) para la poblacién de
Aucayo (Tab. 08 y Fig. 11).

Tabla 08. Diversidad genética del aguaje M. flexuosa L. f. del morfotipo

amarillo segun el marcador DALP06

Marcador Total de Bandas PBP Bandas PBD
bandas polimorficas (%) diagnosticas (%)
DALP 06 20 18 90 2 10
Total 20 18 90 2 10
Leyenda: PBP = Porcentaje de bandas polimorficas

PBD = Porcentaje de bandas diagnosticas
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Figura 09. Gel de poliacrilamida al 6% mostrando fragmentos amplificados de

ADN de las poblaciones naturales de aguaje amarillo en estudio.

. Perfiles genéticos de las poblaciones obtenidos con PCR — DALP

La tabla 09 muestra los perfiles genéticos totales para las poblaciones
naturales de aguaje amarillo, encontrandose un total de 25 perfiles
genéticos. Ninguno fue compartido entre las poblaciones pero si dentro de
ellas. Aucayo presentdé mayor diversidad intrapoblacional (nueve perfiles),
el perfii BBABBBBABABBBBBBBABB fue compartido por los individuos
Au25 y Au3l (20% de la diversidad). En Jenaro Herrera se encontraron
siete perfiles genéticos, BBBBBBBBBBBBABBBBBBB fue compartido por
los individuos JH02, JHO3 y JHO4; y en Parinari también siete, siendo que
los individuos Pa08, Pal2 vy Pal4 compartieron el perfil
AABBAABBBBBABBAAABAA (Fig. 12, Tab. 09).

- 45 -



Tabla 09. Perfiles genéticos para cada poblacion natural de aguaje amarillo obtenidos con PCR — DALP

POBLACIONES CODIGO DALP 06 PERFIL GENETICO
Au05 B B A | B B B A B A|A|B B A | B B B B A | B B BBABBBABAABBABBBBABB
Aul4d B B A | B B B B B B B B B B B B B B A | B B BBABBBBBBBBBBBBBBABB
Au24 B B A | B B B B B A | B A | B B B B B B A | B B BBABBBBBABABBBBBBABB
Au25 B B A | B B B B A | B A | B B B B B B B A | B B BBABBBBABABBBBBBBABB
Au26 B B A | B B B B B A | B B B B B B B B A | B B BBABBBBBABBBBBBBBABB
RUCAYO Au27 B B A | B B B B A|A|B B B A | B B B B A | B B BBABBBBAABBBABBBBABB
Au28 B B A | B B B B B B A | A|B A | B B B B A | B B BBABBBBBBAABABBBBABB
Au29 B B A | B B B B A | B A | B B A | B B B B A | B B BBABBBBABABBABBBBABB
Au30 B B A | B B B B A|A|B A | B A | B B B B A | B B BBABBBBAABABABBBBABB
Au3l B B A | B B B B A | B A | B B B B B B B A | B B BBABBBBABABBBBBBBABB
JHO1 A B B B B B B A | B B B B A | B B B B B B B ABBBBBBABBBBABBBBBBB
JHO02 B B B B B B B B B B B B A | B B B B B B B BBEBBBBBBBBBBABBBBBEB
JHO3 B B B B B B B B B B B B A | B B B B B B B BBBBBBBBBBBBABBBBBBB
JHO4 B B B B B B B B B B B B A | B B B B B B B BBEBBBBBBBBBBABBBBBBB
JENARC HERRERA JHO5 B B B B B B A B A | B B B A | B B B A | B B B BBBBBBABABBBABBBABBB
JHO6 A | A|B B B A B B B B B A | B A | A|B A | B B B AABBBABBBBBABAABABBB
JHO7 A A | B A | A A A B B B B A | B A|A|B A | B B B AABAAAABBBBABAABABBB
JHO8 A A | B B A B A B B B B A | B A|A|A|A|B B B AABBABABBBBABAAAABBEB
JHO9 A | A|B A | A A A B B B B A | B A|A|A|A]|B B B AABAAAABBBBABAAAABBB
JH10 A A | B A B A A B B B B A | B A|A|A|A|B B B AABABAABBBBABAAAABBEB
Pa02 A A | B A | A A A B A | B B B A | B A | B A | B A | B AABAAAABABBBABABABAB
Pa04 A|A|B B A A A B A | B A | B A | B A|A|A|B B B AABBAAABABABABAAABBB
Pa05 A|A|B B A A A A | B A | B B A | B A|A|A|B B B AABBAAAABABBABAAABBB
Pal6 A|A|B B A A A B A | B B A|A|A|B A | A|B B B AABBAAABABBAAABAABBB
PARINART Pa07 B A | B B A A A B A | B B B A|A|A|B A | B B B BABBAAABABBBAAABABBB
Pa08 A|A|B B A A B B B B B A | B B A|A|A|B A | A AABBAABBBBBABBAAABAA
Pa09 A | A |B B A B A B B B B A | B A|A|A|A]|B B B AABBABABBBBABAAAABBB
Palo A|A|B B A A B B B B B A | B A|A|A|A]|B A | A AABBAABBBBBABAAAABAA
Pal2 A A | B B A A B B B B B A | B B A|A|A|B A | A AABBAABBBBBABBAAABAA
Pal4 A|A|B B A A B B B B B A | B B A|A|A|B A | A AABBAABBBBBABBAAABAA
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Figura 10. Perfiles genéticos totales por cada poblacion natural de aguaje amarillo, obtenidos con el marcador DALP0O6
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D. Analisis Factorial de Correspondencia — AFC
La proyeccion grafica del Analisis Factorial de Correspondencia muestra
tres entidades genéticas independientes. Entre las cuales, la poblacion de
Aucayo se mostré mas distante de las poblaciones de Jenaro Herrera y
Parinari.

Figura 11. Representacion gréfica de los resultados del AFC y su distribucion
sobre un plan factorial para los ejes 1 (inercia 86.50%), 2 (inercia
13.50%) y 3 (inercia 0.00%) de tres poblaciones naturales de aguaje
amarillo en funcién a sus genotipos

E. Estimador de indice de Fijacion (Fs)

El estimador Fs; muestra valores significativos a P<0.001 (0.1%) entre
todas las poblaciones naturales de aguaje amarillo (Tab. 10). Aucayo y
Parinari presentaron la mayor diferenciacion genética (Fs = 0.68338), en
tanto que Aucayo con Jenaro Herrera presentaron valores intermedios (Fs
= 0.48382); estos valores son considerados muy altos segun la escala
propuesta por Hartl & Clark, 1997 (tab. 03). La menor diferencia genética
fue encontrada entre Jenaro Herrera y Parinari (Fst = 0.20962), valor
considerado alto en la escala de propuesta por Hartl & Clark, 1997.

Tabla 10. Matriz del Estimador Fst para las tres poblaciones naturales de
aguaje del morfotipo amarillo

Poblaciones Aucayo Jenaro Herrera Parinari
Aucayo e 0.48382*** 0.68338***
Jenaro Herrera ~ ememeeeee 0.20962***
Parinari e

*** Significativo a P < 0.001 (0.1%)
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F. Distancia genética
La distancia genética estimada segun Reynolds et al., 1983, muestra que
las poblaciones de Aucayo y Parinari fueron mas distantes genéticamente
(D = 1.13434). Mientras que las poblaciones de menor distancia genética

fueron Jenaro Herrera y Parinari (D =0.21052).

Tabla 11. Matriz de distancias genéticas para las tres poblaciones

naturales de aguaje del morfotipo amarillo

Poblaciones Aucayo Jenaro Herrera Parinari
Aucayo = e 0.66130*** 1.13434%**
Jenaro Herrera ~  —emeeeeees 0.21052***
Parinari e

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

El dendrograma (UPGMA) elaborado a partir de las distancias genéticas
estimadas segun Reynolds et al., 1983, nos permite observar la formacion
de dos grupos: un primer grupo formado Unicamente por la poblacion de
Aucayo, y un segundo grupo conformado por las poblaciones de Jenaro
Herrera y Parinari. Los resultados de bootstrap (100) muestran la

sostenibilidad de las relaciones encontradas (Fig. 14).

AUCAYO

JENARO
HERRERA

100

PARINARI

Figura 12. Dendrograma generado en base a la distancia genética de Reynolds
(1983). Método UPGMA modificado del procedimiento NEIGHBOR de
PHYLIP version 3.5. El valor en el nudo indica su resultado de

bootstrap.
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G. Relacion entre la distancia genética y la distancia geografica de las
poblaciones naturales de aguaje amarillo
La figura 15 muestra resultados de la existencia de una correlacion
significativa (R? = 0.9977; P = 0,768) entre la distancia geografica (Km) y la
distancia genética (Reynolds et al., 1983) entre las tres poblaciones

naturales estudiadas.

Tabla 12. Matriz de distancia genética y distancia geogréafica de las tres

poblaciones naturales de aguaje amarillo en estudio

_ Distancia Distancia genética
Poblaciones .
geografica (Km) (Reynolds et al., 1983)
Aucayo - J. Herrera 131,49 0,6613
Aucayo — Parinari 174,94 1,1343
J. Herrera — Parinari 98,37 0,2343
1.4
1.2
g 1
o R2=0,9977
@2 08 -
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2% 06 -
&3 _
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D. geografica (Km)

Figura 13. Representacion gréfica de la correlacion entre distancia genética y
distancia geografica de las tres poblaciones naturales de aguaje

amarillo.
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V. DISCUSION

5.1. Caracterizacion fenotipica — genotipica de los morfotipos
Hasta el momento la investigacién cientifica y técnica sobre el aguaje
Mauritia flexuosa L. f. estuvo principalmente enfocada al estudio de aspectos
sobre su biologia, ecologia, agroforesteria y cuidado fitosanitario (Galeano,
1991; Cavalcante, 1991; Storti, 1993; Villachica, 1996; Mejia, 1997; Oré et
al., 1997; Penn, 1999; Hiraoka, 1999; De Paula Fernandes, 2001; Bejarano &
Piana, 2002; PRONATURALEZA, 2005; del Castillo et al., 2006; Delgado et
al.,, 2007). La escasa informacion sobre la genética molecular de esta
especie estuvo direccionada a establecer relaciones filogenéticas del aguaje
dentro de la familia Arecaceae (Pintaud et al., 2007) y a la busqueda de
marcadores moleculares RAPD para la determinacién del sexo en el aguaje
(Rengifo, 2008). La informacion sobre la caracterizacion fenotipica de los
morfotipos amarillo, color y shambo de M. flexuosa L. f. esta limitada a pocos
estudios; uno de ellos, realizado por Villachica en 1996, solo hace la
discriminacion y denominacion de estos morfotipos Unicamente por el color
gue manifiesta la pulpa de los frutos, no existen estudios de esta

diferenciacion morfotipica a nivel genético.

Los resultados obtenidos en esta investigacibn con los marcadores
moleculares DALP0O6 y DALPO7 no muestran un caracter genético
padronizado para cada uno de los morfotipos. Encontrandose elevados
niveles de polimorfismo (variacién genética) entre los individuos, aunque esta
variacion fue independiente de las variaciones observadas en el color del
fruto, lo cual podria indicar que estos morfotipos son Unicamente variaciones
del caracter color, es decir, variaciones fenotipicas mas no genotipicas. Esto
podria ser explicado por la gran variabilidad que presenta el aguaje en su
sistema de reproduccion sexual: a) poligamo (Pio Correa, 1926), b) dioico o
poligamo dioico (Cavalcante, 1991), y c¢) xenogama (Storti, 1993), que
permiten la polinizacion entre diferentes individuos o plantas de la misma
especie. Ademas, esta especie presenta polinizacion cruzada por el viento

(anemofilia), que coadyuva a potenciar la eficiencia de fecundacion entre
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individuos de la misma especie que crecen unos junto a otros (Raven et al.,
1996); y si sumamos a ello la participacion de sus polinizadores
(principalmente insectos pertenecientes a las familias Nitidulidae,
Curculionidae y Cucujidae del orden Coleoptera; y Apidae del orden
Hymenoptera) y de sus dispersores de semillas como ungulados, roedores,
monos, aves, quelonios y peces (Goulding, 1989; Hiraoka, 1999), hace
suponer que la amplia variacion fenotipica observada en cuanto al color,
tamafo y forma encontrado dentro y entre los morfotipos estudiados de esta
especie podria relacionarse con estos factores. O también a variaciones
intraespecificas como una respuesta a condiciones edéficas, topograficas o

bidticas muy especificas de las areas (Turesson, 1922; 1925).

5.2. Filogeografia entre tres poblaciones naturales de aguaje amarillo
Los marcadores moleculares son fundamentales para estudiar la variabilidad
genética entre poblaciones naturales. En especies como el aguaje M.
flexuosa L. f., donde no existen marcadores especificos, los marcadores
moleculares como el marcador DALP que utilizan primers universales, son
herramientas fundamentales para la evaluacion de su diversidad molecular a
nivel poblacional. Este marcador ha sido utilizado exitosamente para
establecer las diferencias genéticas entre especies de plantas como Panax
ginseng y Panax quinquefolius (HA et al.,, 2001) asi como en poblaciones
naturales de Stephania yunnanensis (Yun — shu, et al., 2008). También a
sido utilizado exitosamente en diferentes especies de animales como ratones
Mus musculus musculus y M. musculus domesticus, peces como tilapia
Oreochromis niloticus y Sarotherodon melanotheron, aves Larus cachinnans
y L. audouinii, mejillones Mytilus galloprovincialis y M. edulis, y un acaro
Amblyseius californicus (Desmarais et al., 1998), obteniéndose resultados

exitosos a nivel intra e interpoblacional.

Los resultados obtenidos utilizando el marcador molecular DALP0O6 muestran
elevados niveles de variabilidad genética dentro y entre las poblaciones
naturales de aguaje amarillo. En total se encontraron 25 genotipos diferentes

distribuidos entre las tres poblaciones, en la poblacion de Aucayo de los 10
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individuos analizados nueve presentaron diferencias en sus perfiles
genotipicos, en Jenaro Herrera se encontraron siete genotipos y en Parinari
siete genotipos mas, ninguno de estos genotipos fue compartido entre las
poblaciones. Estos altos niveles de variabilidad genética encontrados eran
como esperados tratdndose de poblaciones naturales de una especie que
posee una diversidad de estrategias reproductivas (poligamo, dioico o
poligamo dioico y xendgama) y una amplia gama de agentes polinizadores y
dispersores de semillas que contribuyen al mantenimiento de la diversidad
genética y disminuyen las posibilidades de erosion genética dentro de las
poblaciones (Pio Correa, 1926; Cavalcante, 1991; Storti, 1993; Raven et al.,
1996; Goulding, 1989; Hiraoka, 1999).

Asi mismo en los resultados obtenidos en el dendrograma UPGMA generado
a partir de las distancias genéticas estimadas segun Reynolds et al., 1983
(Fig. 14), observamos tres poblaciones bien estructuradas sin sobreposicion
entre ellas. Esto es reforzado por la ausencia de genotipos compartidos entre
las poblaciones, y puede ser explicado por las grandes distancias
geograficas y la existencia de los rios que actian como barreras naturales
entre ellas, restringiendo el flujo de genes entre las poblaciones. Esto es
corroborado por los resultados de correlacion de distancia genética y
distancia geografica entre las poblaciones (R> = 0.9977; P = 0,768).
Observandose que la poblacién de Aucayo muestra mayor distancia genética
respecto a las otras poblaciones (Aucayo - J. Herrera = 0.66130, Aucayo -
Parinari = 1.13434) y que las poblaciones de Jenaro Herrera y Parinari son
las mas cercanas genética (distancia = 0.21052) y geogréficamente (98.37
km, ver Fig 16). Estas afirmaciones son corroboradas también por los
resultados de Fs; donde se observa que las poblaciones de Jenaro Herrera y

Parinari presentan el F; mas bajo (0.20962).
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VI.

CONCLUSIONES

Los marcadores DALP06 y DALPO7 resultaron polimoérficas para el andlisis de
los morfotipos amarillo, color y shambo de aguaje M. flexuosa L. f.

Los morfotipos amarillo, color y shambo del aguaje M. flexuosa L. f.
presentaron una variacion genética individual independiente de la variacion
morfologica entre los frutos. Lo cual podria indicar que estos morfotipos son
variaciones del caracter color no marcado en el genotipo y podria ser la

respuesta a otros factores ambientales.

El marcador DALPO6 resultd diagnostica (diferencial) para la poblacion de

Aucayo pues mostro regiones exclusivas para su caracterizacion genética.

Existen niveles importantes de diferenciacion genética en las poblaciones
naturales del morfotipo amarillo de Aucayo, Jenaro Herrera y Parinari tanto a

nivel intra e interpoblacional.

La restriccion del flujo genético entre poblaciones podria deberse a un
conjunto de factores como: la presencia de barreras naturales, la distancia
geografica y el sistema de polinizacidbn que actuaria preferentemente a nivel
intrapoblacional. Sumado a que en décadas recientes el dafio a los bosques
con la consecuente fragmentacién de los mismos, contribuiria fuertemente a la
pérdida y reduccién de las poblaciones naturales de aguaje interconectantes

con la consecuente pérdida de stocks genéticos de esta especie.
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VIl. RECOMENDACIONES

v' Estos resultados son un primer paso para incentivar y continuar con
investigaciones que enfoquen y aclaren muchas interrogantes en el estudio de
los morfotipos y poblaciones naturales de esta especie.

v" Para corroborar estos resultados se deberia analizar la influencia del medio
ambiente en la determinacion del fenotipo, realizando cruzamientos

mendelianos entre los morfotipos en situacion de medio ambiente controlado.
v' En futuros estudios, es importante considerar ampliar el nimero de individuos

y poblaciones naturales, el uso de otros marcadores moleculares, asi como

datos morfométricos con la finalidad de corroborar estos resultados.
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VIII.

RESUMEN

El aguaje Mauritia flexuosa L. f. es una especie ampliamente distribuida en
América del sur y uno de los recursos potencialmente explotables y considerado
con potencial desde el punto de vista econdmico, ecologico y social. Sin
embargo, la continua pérdida de poblaciones naturales de esta especie a causa
de la accion antropica sobre el medio ambiente, hizo necesario el estudio de la
variabilidad genética del aguaje M. flexuosa L. f. mediante el marcador molecular
DALP (Amplificacion Directa de Polimorfismo de Longitud). Para tal fin, un total
de 50 muestras de tejido foliar fueron utilizadas; en la caracterizacion genética
de morfotipos, fueron utilizadas 30 muestras de los morfotipos de aguaje
amarillo, color y shambo (10 por cada morfotipo) provenientes de la poblacién de
Aucayo; en el estudio de variabilidad genética poblacional, se utilizaron 20
muestras de aguaje del morfotipo amarillo provenientes de poblaciones naturales
de Jenaro Herrera y Parinari (10 por cada poblacion) junto a las 10 ya obtenidas
de Aucayo (sumaron en total 30). Los resultados de la caracterizacion genética
de morfotipos evaluados con los primers DALP06 y DALPO07, mostraron que los
morfotipos amarillo, color y shambo presentaron una variacibn genética
individual independiente de la variacion morfologica entre los frutos. Lo cual
podria indicar que estos morfotipos son variaciones del caracter color no
marcado en el genotipo y podria ser la respuesta a otros factores ambientales.
Los resultados AFC del estudio de variabilidad genética poblacional muestran
tres poblaciones bien estructuradas sin sobreposicién entre ellas. Asimismo las
poblaciones presentaron una alta correlacion entre la distancia genética y
distancia geografica (R? = 0.9977; P = 0,768). Observandose que la poblacién de
Aucayo muestra mayor distancia genética respecto a las otras dos poblaciones
(Aucayo & J. Herrera = 0.66130, Aucayo & Parinari = 1.13434) y que las
poblaciones de Jenaro Herrera y Parinari son las mas cercanas genética
(distancia = 0.21052) y geograficamente (98.37 km, ver Fig 16). Los resultados
de F4 corroboran estas afirmaciones mostrando que las poblaciones de Jenaro
Herrera y Parinari presentan el Fs; mas bajo (0.20962). Estos resultados pueden

ser explicados por las grandes distancias geogréficas y la existencia rios que
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actuan como barreras naturales entre ellas, restringiendo el flujo de genes entre

las poblaciones.
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