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I. INTRODUCCIÓN 

La Amazonía es el mayor bosque tropical que existe en el mundo, se extiende 

aproximadamente 6,059,000 km2 e involucra países como Brasil (que posee 

más del 50%), Perú (13%), Colombia (10%), Bolivia, Ecuador, Venezuela, 

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

27% restantes). Contiene más del 50% de las especies registradas hasta el 

momento (Uhl & Dransfield, 1987; Montes de Oca, 1997). En el Perú, la 

Amazonía abarca una superficie aproximada de 770,000 km2, alberga una vasta 

riqueza de ecosistemas y especies; haciendo que sus bosques sean más ricos 

en diversidad de especies que cualquier otro bosque tropical del planeta 

(Gentry, 1993; Kalliola, 1993; Mejía, 1997).  

 

En la región Loreto, la especie más representativa entre las palmeras es el 

aguaje Mauritia flexuosa L. f. (Linneo, 1781), considerada promisoria desde el 

punto de vista económico, ecológico y social. Es una especie de uso múltiple, 

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 económico en el área de servicios ambientales debido a 

que contribuye al secuestro de carbono ayudando a mitigar el cambio climático 

(Oré et al., 1997; INRENA 2000; PRONATURALEZA, 2005; del Castillo et al., 

2006; Delgado et al., 2007). Actualmente existe una sobreexplotación de este 

recurso; solamente en Iquitos, se consumen aproximadamente 20 t de frutos de 

aguaje al día. Esto sumado a la práctica de métodos destructivos (tala del árbol) 

en la colecta, ha originado una fuerte declinación de sus poblaciones naturales, 

con la consecuente erosión genética y ocasionando un fuerte impacto en la 

economía de los pobladores que usan este recurso como fuente de ingresos 

(Coradin & Lleras, 1988; Mejía, 1997; Oré et al., 1997; Penn, 1999; Bejarano & 

Piana, 2002; PRONATURALEZA, 2005).   

 

Es conocido que la conservación y utilización de los recursos genéticos es de 

importancia estratégica para la humanidad. De hecho varias especies de 

importancia agrícola, agroindustrial, medicinal y farmacológica se han originado 

en las regiones amazónicas (Becerra & Paredes, 2000). El desorden en la 

explotación comercial de este recurso puede estar originado en gran proporción 

por la carencia de información científica sólida que sirva como base a los planes 

- x - 

http://es.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://es.wikipedia.org/wiki/Perú
http://es.wikipedia.org/wiki/Colombia
http://es.wikipedia.org/wiki/Bolivia
http://es.wikipedia.org/wiki/Ecuador
http://es.wikipedia.org/wiki/Venezuela
http://es.wikipedia.org/wiki/Guyana
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de manejo sostenido de las poblaciones de esta especie (Cavalcante, 1991; De 

Paula Fernandes, 2001). Hasta el momento la información registrada en la 

literatura reporta principalmente estudios sobre su biología, ecología y 

agroforesteria (Balick, 1979; Storti, 1993; Mejía, 1997; Oré et al., 1997; Penn, 

1999; Bejarano & Piana, 2002; PRONATURALEZA, 2005; del Castillo et al., 

2006; Delgado et al., 2007). Existe escasa información sobre estudios 

moleculares en esta especie y estos están referidos principalmente a establecer 

las relaciones filogenéticas del aguaje dentro de la familia Arecaceae (Pintaud et 

al., 2007) y a la búsqueda de identificación de sexos (Rengifo, 2008).  

 

Es en ese sentido, que el presente trabajo de investigación pretende generar 

información sobre la caracterización molecular de frutos de aguaje y la 

variabilidad genética del aguaje en poblaciones naturales, utilizando como 

herramienta de diagnóstico molecular el marcador DALP (Amplificación 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 análisis molecular. 

 
Específicos 

 Establecer la relación entre variación fenotípica y genotípica de los frutos del 

aguaje M. flexuosa L. f. mediante marcador DALP 

 

 Establecer las relaciones filogeográficas entre tres poblaciones naturales de 

aguaje amarillo en diferentes comunidades de la región Loreto, mediante 

marcador DALP 

 

 Estimar el índice de fijación – Fst para explicar el grado de diferenciación 

entre las poblaciones estudiadas de aguaje amarillo. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

3.1. SISTEMÁTICA Y BIOLOGÍA DE Mauritia flexuosa L. f. 

  

3.1.1. Sistemática 

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

 
Reino  : Plantae 

División : Magnoliophyta 

Clase  : Liliopsida 

Orden  : Arecales 

Família : Arecaceae 

Sub Família : Calamaoideae 

Tribu  : Lepidocaryeae  

Género : Mauritia  

Especie : Mauritia flexuosa L. f. 

 

3.1.2. Descripción morfológica 

El aguaje es una palmera arborescente dioica, posee estípite solitario, no 

tiene espinas, es de color café claro. Alcanza entre 35 a 40 m de altura y 

de 30 a 60 cm de diámetro. Es de vida gregaria (aguajales) o solitaria. 

Presenta raíces primarias originadas en la base del tallo y en la parte 

superior de estas así como raíces secundarias. Las hojas son compuestas, 

tienen hasta 6 m de longitud, están agrupadas (hasta 25 hojas) en la parte 

terminal del tallo, poseen raquis de 2,5 m de longitud y pecíolo cilíndrico. 

Las inflorescencias masculinas y femeninas son interfoliares, similares en 

forma y tamaño, de 2 a 3 m de longitud. El pedúnculo 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 

elíptica, de 5 a 7 cm de longitud y 4 a 5 cm de diámetro, 40 a 85 g de peso. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://es.wikipedia.org/wiki/División_(biología)
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biología)
http://es.wikipedia.org/wiki/Liliopsida
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biología)
http://es.wikipedia.org/wiki/Arecales
http://es.wikipedia.org/wiki/Raquis
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Posee epicarpio de escamas lisas y romboideas, de color pardo a rojo vino 

o rojo oscuro; mesocarpio o 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 sólida (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. Distribución y ecología 

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 brasileño, llegando a Mato Grosso del Sur, 

Minas Gerais, Goiás y São Paulo); por el Este en el litoral brasileño; y por 

el Oeste en los valles del piedemonte andino en Bolivia, Colombia, 

Ecuador y Perú (Uhl & Dransfield, 1987; Henderson, 1995; Villachica, 

1996; del Castillo et al., 2006). 

 

Figura 01. Mapa de distribución geográfica de Mauritia flexuosa L. f. en el mundo 

 

   Mauritia flexuosa L. 
f. 
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En la selva peruana, se cultiva y explotan poblaciones naturales en los 

departamentos de Loreto, Ucayali, Huanuco y San Martín,  probablemente 

estas poblaciones sean originarias de las cuencas de los ríos Huallaga, 

Ucayali y Marañón. La alta concentración de poblaciones casi 

monoespecíficas presentes en la Depresión Ucamara (área de influencia 

de los ríos Ucayali y Marañón) sugiere que el centro de diversidad del 

aguaje podría estar en la Amazonía peruana (Villachica, 1996). 

 

Figura 02. Mapa de distribución geográfica de M. flexuosa L. f. en la selva 
peruana 

 

El hábitat natural del aguaje está formado por humedales o pantanos y 

zonas con suelos temporal o permanentemente inundados denominados 

"aguajales" (en la amazonía peruana son de 6 a 8 millones de hectáreas). 

Aunque esta especie también próspera en terrenos no inundables con 

buen drenaje o drenaje deficiente, soportando inundaciones permanentes 

de su sistema radicular (Villachica, 1996; Delgado et al., 2007). 

 Mauritia flexuosa L.f. 
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3.1.4. Variabilidad morfológica 

El aguaje presenta una gran variabilidad morfológica, en cuanto al aspecto 

de la planta en general Villachica en 1996 reportó cuatro tipos: a) “el 

común” (presenta hojas terminales con los foliolos erectos y hojas antiguas 

con foliolos del cuarto superior inclinadas), b) “el triste llorón” (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 

“dístico” (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 sólo frutos casi maduros).  

 

3.1.5. Floración y fructificación 

La floración y la fructificación del aguaje se distribuye irregularmente 

durante el año, pero siempre ocurren anualmente (Villachica, 1996). El 

número de inflorescencias por palmera varía de 5 a 8, siendo que el 

periodo de formación de una inflorescencia masculina hasta la producción 

de flores es de 2 a 3 meses y el de una inflorescencia femenina, es 

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

 

La fructificación inicia aproximadamente a los ocho años, 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 Perú y la 

Amazonía norte de Brasil abundan los frutos en la primera mitad del año; 

mientras que en Colombia, Venezuela y la Amazonía central de Brasil en la 

segunda mitad del año (Galeano, 1991; Villachica, 1996). El aguaje 

presenta una fructificación continua durante muchos años y decrece a 

partir de los 40 a 50 años (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. Utilización 

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 

rústicas, puente o como criadero de larvas comestibles de coleópteros 

conocidos como “suris” Rhynchoporus palmarum. Las hojas se emplean 

para confeccionar techos de viviendas rústicas, esteras, sombreros, 

canastas, cestos de pescar, cuerdas y hamacas. Del pecíolo se obtiene 

pulpa para papel y su médula puede ser usada como corcho o tapón para 

botellas de licor, juguetes hechos a mano o relleno para sillas y camas. Las 

semillas sirven también para fabricar artesanías. Asimismo, las 

inflorescencias jóvenes se cortan para obtener savia dulce, que puede ser 

consumida directamente, fermentada para obtener una bebida alcohólica o 

hervida para obtener azúcar. Del meristemo terminal se obtiene el palmito 

que es comestible (Villachica, 1996; del Castillo et al., 2006).  

En Venezuela, las poblaciones indígenas usan la masa seca como pan; en 

Ecuador, el aguaje juega un importante papel en la alimentación de las 

poblaciones nativas, y en Brasil, la mayor fuente alimenticia durante la 

época de inundaciones para las poblaciones ribereñas del Estado do Pará, 

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

 

3.1.7. Valor nutritivo 

La pulpa de aguaje es altamente nutritiva y contiene proteínas, 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 ácido oléico (78,3%) y palmítico (18,1%). El 

aceite posee elevados tenores de pro – vitamina A (500 Ul/g) en forma de   

β – caroteno (brinda el color característico rojo – anaranjado – amarillo la 

pulpa). La semilla molida puede ser usada como alimento de ganado 

(Villachica, 1996). 

http://es.wikipedia.org/wiki/Proteína
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbohidrato
http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina
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3.1.8. Potencial socio – económico 

Sin duda, el aguaje es la fruta más importante en el mercado urbano de la 

Amazonía baja, donde su demanda de consumo no es satisfecha en gran 

parte del año y proporciona, además, ingresos a un sector importante de la 

población, particularmente mujeres. Solo en Iquitos, miles de familias están 

relacionadas con la comercialización de este fruto (del Castillo et. al., 2006) 

y muchas otras más con su consumo diario, alrededor de 20 t/día 

(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 

región expresa o no del genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estos 

pueden ser utilizados tanto en estudios básicos de genética como en la 

práctica del mejoramiento, son aplicables a cualquier tipo de material vegetal, 

independientes de la época del año en que se realiza el análisis 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), “maíz” Zea mays (Senior 

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

Triticum aestivum (Röder et al., 1995), “tabaco” Nicotiana tabacum y otros 

(Bornet & Branchard, 2001). 

 

3.3. Amplificación 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 combinación 

con cualquiera de los ocho primers selectivos, produciendo un patrón 

específico de bandas múltiples.  

http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Brondani#Brondani
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Akkaya#Akkaya
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Akkaya#Akkaya
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Wu#Wu
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Senior#Senior
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Senior#Senior
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Senior#Senior
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Becker#Becker
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext#Roder#Roder
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Todos los fragmentos generados pueden ser secuenciados por los dos 

primers M13 (-40USP: GTTTTCCCAGRCACGAC y DALPR: 

TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC) de re-amplificación y secuenciamiento 

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

 

Esta técnica permite estudios genéticos de poblaciones así como el mapeo 

temprano de los marcadores o selección de loci asociados con rasgos o 

enfermedades (Desmarais et al., 1998). Usa marcadores co-dominantes, 

aisla solo sitios polimórficos, usa un número ilimitado de marcadores y, lo 

mas importante, no requiere información 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) así 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 ácaro Amblyseius californicus (Desmarais et 

al., 1998), obteniéndose resultados exitosos a nivel intra e interpoblacional. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Materiales 

 

3.1.1. Material Biológico 

 Muestras de frutos y de hojas adultas de cada uno de los morfotipos 

(según la coloración del fruto: amarillo, color y shambo) de Mauritia 

flexuosa L. f. 

 

3.1.2. 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 

 Termómetro de 100ºC 

 Cassettes para geles de poliacrilamida 

 

3.1.3. Materiales de plástico 

 Cooler pequeño 

 Cubetas para geles de agarosa 

 Flotadores para microtubos 

 Frascos con tapa de 1000 ml 

 Gradillas para microtubos de 0.5, 1.5 y 2 ml 

 Micropipetas de 2.5, 10, 20, 100, 200 y 1000 μl 

 Microtubos de 0.5, 1.5 y 2 ml 

 Peines para geles de agarosa y poliacrilamida 

 Pilones 

 Plastifilm 

 Recipiente de descarte 

 Tips de 10, 100, 200 y 1000 μl 

 Tubos tipo falcon de 50 ml 
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3.1.4. Equipos 

– Balanza analítica (Mod. Extend ED2245 – Sartorius) 

– Baño María (Mod. 1228-2 – VWR) 

– Cámara de flujo laminar (mod. - LABCONCO) 

– Cámara fotográfica (mod. Lumix DMC FZ18 - Panasonic) 

– Centrífuga (mod. Centrifuge 5804R – Eppendorf) 

– Espectrofotómetro (mod. Genesis 10Uv – Termo Spectronic) 

– Potenciómetro (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) 

 

3.1.5. Reactivos y Soluciones  

 2 – Mercaptoetanol 

 Ácido bórico 

 Ácido nítrico 

 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 (MgCl2) 

 Cloruro de Sodio (NaCl) 

 CTAB (Hexadeciltrimetilamoniobromuro) 

 EDTA (acidoetilenodiaminotetraacético) 

 Etanol absoluto 

 Formaldeído al 37% 

 Hidróxido de Sodio 

 Isopropanol 
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 Kit de desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTP's)  

 Marcador de peso molecular conocido 

 Nitrato de plata 

 Persulfato de amonio (APS) 

 Primers DALP06 y DALP07 

 Proteinasa K 

 Taq DNA Polimerasa (Thermus aquaticus) 

 TEMED (Tetrametiletilendiamino)  

 Trizma Base (Tris hidroximetil aminometano) 

 

3.1.6. Otros  

 Bolsas plásticas 

 Calculadora 

 Cuaderno de apuntes 

 Espátulas 

 Guantes estériles quirúrgicos  

 Lapiceros 

 Papel aluminio 

 Papel filtro 

 Papel secante 

 Parafilm 

 Pinzas 

 Plumón marcador 

 Tapers 

 Tubos de plástico con tapa de 50 ml 

 Vaselina pura 
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3.2. Métodos 

 

3.2.1. Lugar de ejecución 

El presente trabajo de investigación se ejecutó durante 14 meses 

comprendidos desde Setiembre del 2007 hasta Octubre del 2008, en las 

instalaciones del Laboratorio de Biología y Genética molecular (LBGM) del 

Instituto de Investigaciones de la Amazonía Peruana (IIAP) – Estación 

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, Perú. 

 

3.2.2. Población y muestra 

La población en estudio fue constituida por los aguajales naturales 

ubicados en: a) comunidad Quebrada Parinari (río Marañón), b) comunidad 

Quebrada Aucayo (río Amazonas) y c) comunidad Villa Jenaro Herrera (río 

Ucayali), ver localización geográfica en Fig. 03 y coordenadas en Tab. 01.  

Las plantas fueron seleccionadas previa prospección de los individuos y 

mediante un muestreo aleatorio simple por observación 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 plásticas para su posterior análisis morfológico 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 caracterización genética de los morfotipos de 

frutos fueron utilizadas 30 muestras (10 por cada morfotipo amarillo, color y 

shambo) provenientes de la población 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 población), que junto a las 10 muestras ya obtenidas 

de la población de Aucayo suman un total de 30 muestras. 
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Figura 03. Mapa de ubicación geográfica de las poblaciones naturales en estudio 

Quebrada Aucayo (río Amazonas), comunidad Villa Jenaro Herrera 

(río Ucayali) y comunidad de Quebrada Parinari (río Marañón) 

 

Tabla 01. Georeferencias y número de muestras colectadas por 

poblaciones naturales  

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Cuaderno de apuntes 

 

3.2.3. Obtención de tejido foliar 

Con la ayuda de tijeras esterilizadas en alcohol fueron colectados 

pequeños trozos de tejido foliar, estas muestras fueron luego colocadas 

individualmente en sobres de papel aluminio y depositados dentro de tubos 

tipo falcón de 50 ml a las que se añadieron preservantes sintéticos (piedras 

secantes) para evitar su deshidratación y oxidación. Finalmente, estos 

fueron guardados en un cooler pequeño para su traslado y posterior 

análisis en el Laboratorio (anexo 01). 

POBLACIONES 
COORDENADAS 

Morfot ipo  
#  muestras 

( te j ido fol iar)  

#  

Frutos  E N 

Aucayo UTM 9574726  18M 707998 

Amarillo 10 30 

Color 10 30 

Shambo 10 30 

Jenaro Herrera UTM 9457318  18M 647688 Amarillo 10 - 

Parinari UTM 9490154  18M 556280 Amarillo 10 - 

Total 50 90 
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3.2.4. Extracción del ADN genómico – Método CTAB 

El ADN genómico fue obtenido a partir de la extracción del tejido foliar de 

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

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

1. Mezclar 100 mg de la muestra (tejido foliar triturado) en 1000 µl de 

buffer de extracción CTAB (CTAB 2%, NaCl 1 M, EDTA 0.1 M pH 8, Tris 

Base 0.2 M),  añadir 10 µl Proteinasa K (0.1 mg/ml) y macerar en baño 

María a 60ºC durante 24 horas.  

2. Separar el material genómico añadiendo 1ml de cloroformo y 

centrifugando a 8 000 rpm durante 5 min.  

3. Precipitar el material genómico poniendo 500 µl de sobrenadante en 

750 µl de isopropanol frío al 70%, se dejó a –20ºC durante 2 horas, 

centrifugar a 13 000 rpm durante 15 min. 

4. Lavar el ADN total añadiendo 750 µl de etanol absoluto (dos veces). El 

pellet resultante poner a secar durante 4 horas para finalmente 

resuspender en 30 µl de agua ultrapura. 

 

3.2.4.1. Cuantificación por espectrofotometría 

Se evaluó la pureza y concentración aproximada del ADN extraído 

mediante el método espectrofotométrico de Maniatis, 1989 (anexo 03), 

utilizando un espectrofotómetro UV/Visible. La absorvancia se midió 

utilizando las longitudes de ondas de 260 y 280 nm. La evaluación de la 

calidad en pureza de la extracción se realizó considerando un rango 

aceptable entre 1.7 – 2.2 (A260/A280) y la concentración del ADN extraído 

se determinó multiplicando: [A260  x Factor de Dilución x 50 µg/µl]. 

 

3.2.4.2. Cualificación por electroforesis  

La verificación de la calidad de la extracción se realizó mediante la 

observación de las bandas de ADN  en geles de agarosa 0,8% teñido con 

bromuro de etidio (10 mg/ml) a razón de 1 µl/50ml. La migración se 

realizó en una cámara 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. Amplificación vía 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. Número y Secuencia de primers DALP utilizados en este estudio 

Primer Reverso DALP R TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC 

Primers 

Selectivos 

DALP 2Xj 

DALP 221 (DALP 01) GTTTTCCCAGTCACGACGC 

DALP 231 (DALP 02) GTTTTCCCAGTCACGACAGC 

DALP 232 (DALP 03) GTTTTCCCAGTCACGACGAC 

DALP 233 (DALP 04) GTTTTCCCAGTCACGACACG 

DALP 234 (DALP 05) GTTTTCCCAGTCACGACCAG 

DALP 235 (DALP 06) GTTTTCCCAGTCACGACCAC 

DALP 241 (DALP 07) GTTTTCCCAGTCACGACTCAG 

DALP 242 (DALP 08) GTTTTCCCAGTCACGACCTAG 

 

La reacción en cadena de la polimerasa – PCR se llevó a cabo con un 

volumen final de 25 µl, conteniendo 2 µl ADN molde (100 ng/µl), 0,375 µl de 

Taq polimerasa (5 U/µl), 5µl Buffer (5X), 0,75 µl dNTPs (10 mM), 3,1 µl 

MgCl2 (25 mM), 2 µl de cada primer (10 mM) y agua ultrapura; y a 

temperaturas optimas de hibridación (alineamiento) de 51ºC (DALP06) y 

45.7ºC (DALP07). Las condiciones de optimización y el perfil de 

temperaturas de cada uno de ellos se muestran en el anexo 05 (DALP06) y 

anexo 06 (DALP07).  

 

3.2.5.1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR – DALP 

Se preparó geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio  (1 l/ 

50 ml de gel). Los geles fueron cargados con 3 l 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 amplificación 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 l 

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 Tinción 

Rabat - Nitrato de Plata (anexo 09). Las bandas visualizadas varios 

minutos después fueron fotodocumentados con una cámara digital. 

 

3.2.6. Análisis de datos 

 

3.2.6.1. Análisis Factorial de Correspondencia – AFC 

El análisis Factorial de Correspondencia – AFC, es un tipo de análisis 

canónico particularmente bien adaptado para describir las asociaciones, 

comportamientos o tendencias de un conjunto de individuos identificados 

como una serie de variables o descriptores (análisis de una tabla de 

contingencia creciente de las modalidades de dos variables). El objetivo 

principal es generar una representación gráfica de todos los individuos en 

un espacio de un número menor de dimensiones que las n variables que 

se midieron (en general dos o tres). Los individuos, las variables o ambos 

simultáneamente, son representados en planos de dos o tres 

dimensiones en función de sus proximidades. El AFC realiza una matriz 

de perfiles de 100 a 500 para el tratamiento de datos en el Software 

Genetix versión 4.05.2 (Belkhir et al., 2004).  

 

En este trabajo se realizó dos análisis 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 

evaluó la  presencia o ausencia de bandas en fragmentos polimórficos 

(bandas informativas).  
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3.2.6.2. Relaciones interpoblacionales 

Se utilizó 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 árbol que requiere el número mínimo de cambios. Este se 

realizó con los programas Seqboot, Mix y Consense del paquete de 

inferencia filogenética PHYLIP versión 3.5c (Felsenstein, 1993) y 

visualizado en el programa TREVIEW (Page, 1996). 

 

3.2.6.3. Diferenciación entre poblaciones 

Denominado también Índice de Fijación (Fst). Este tipo de análisis 

estadístico sirve para estimar medidas de las diferencias genéticas que 

existen o no entre poblaciones. Los valores del Fst varían entre 0 y 1. 

Cuando el Fst es igual a cero (0) no hay diferenciación genética (las 

poblaciones se comportan como una sola población), pero cuando el Fst 

es igual a uno (1), la estructuración (diferenciación) es total. 

 

Para considerar significante un valor de Fst se compara éste con 1000 

estimadores de Fst obtenidos de situaciones donde no existe 

estructuración, eliminando la hipotética estructuración real por las 

permutaciones de los individuos en el conjunto de las poblaciones (Weir 

& Cockerham, 1984;  Weir, 1990). 

 

El grado de diferenciación entre las poblaciones estudiadas se estimó 

con la ayuda del Software Genetix versión 4.05.2 (2004), utilizando el 

estimador de Weir & Cockerham (1984) y Weir (1990): 

 

Σ(Ai) 

Fst   =      --------------------- 

  Σ(Ai + Bi + Ci) 

Donde:  

Ai = Componente de la variación de los perfiles entre los grupos. 

Bi = Componente de la variación de perfiles dentro de cada grupo. 

Ci = 0 
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Tabla 03. Escala de valores de Fst, según Hartl & Clark, 1997 

 

0.00 – 0.05 Diferenciación genética pequeña 

0.05 – 0.15 Diferenciación genética moderada 

0.15 – 0.25 Diferenciación genética alta 

Fst > 0.25 Diferenciación 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 versión 4.05.1 (Belkhir et al., 2004).  

 

En este estudio se realizó dos análisis de Índice de fijación, el primero 

para determinar la diferencia genética existente entre los tres morfotipos 

de frutos del aguaje M. flexuosa L. f., para ello se evaluó la  presencia o 

ausencia de las bandas que presenten fragmentos polimórficos (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 fórmula 

de Reynolds et al., 1983 mediante el sofware Genetix versión 4.05.2 

(Belkhir. et al., 2004).  

 

 

Donde:  

D     =  Distancia genética 

LN   =  Logaritmo Neperiano 

Fst   =  Medida de la estructuración entre las poblaciones analizadas 

 

D = - LN (1 - Fst) 
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A partir de la distancia genética obtenida se procedió a la agrupación de 

las poblaciones por el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method 

with the Arithmetic Averaging) utilizando el programa PHYLIP versión 

3.5c (Felsenstein, 1993), generando un dendrograma que fue visualizado 

en el programa TREVIEW (Page, 1996). Cada población se trató como 

una unidad taxonómica operacional y el soporte estadístico para los 

nudos se obtuvo de 1000 muestras de bootstrap. Los valores en los 

nudos indican el porcentaje de ocurrencia que los demás cluster 

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

 

3.2.6.5. Correlación 

Las relaciones entre la distancia genética (Reynolds et al., 1983) y la 

distancia geográfica (Km) fueron analizadas mediante un análisis de 

regresión lineal en el programa Microsoft Excel 2007 (Correlación de 

Pearson). 
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FLUJOGRAMA 
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GEL DE AGAROSA AL 0.8% ESPECTROFOTOMETRÍA DE ADN 

 
 

 

PCR 

GEL DE POLIACRILAMIDAAL 6% 

GEL DE AGAROSA AL 2% 

ANALISIS DE DATOS 

ANALISIS FACTORIAL 

CORRESPONDENCIA (AFC) 
 

Análisis de diferenciación 
genética (gráfica) 

 

MÉTODO DE PARSIMONIA 
DE WAGNER 

 

Análisis de relaciones 

interpoblacionales 

ÍNDICE DE FIJACIÓN  
(Fst) 

 

Análisis de diferenciación 
genética (Escala valores) 

 

DISTANCIA GENÉTICA 
REYNOLDS et al., 1983 

 

Programa PHILYP 
ver.3.5 

 

ANÁLISIS DE 
CORRELACIÓN DE 

PEARSON 



- 38 - 
 

IV. RESULTADOS 

 

4.1. Caracterización fenotípica – genotípica de los morfotipos de frutos 

 

4.1.1. Caracterización fenotípica de los morfotipos de frutos  

Los diferentes morfotipos de frutos encontrados del aguaje M. flexuosa L. f. 

se caracterizaron basándose en la clasificación 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). 

 

 

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 morfológica 

en cuanto al tamaño, forma y cantidad de pulpa de los frutos independiente 

del color de mesocarpio (Tab. 04). El tamaño de los frutos varía entre 3.66 

a 6.78 cm de longitud y de 2.13 a 4.28 cm de diámetro (Fig. 05), mientras 

que la forma puede ser ovoidea o elíptica. La variabilidad observada en 

estas características fue independiente entre y dentro de los morfotipos. 

A B C 
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Figura 05. Diferentes tamaños y formas de los morfotipos de frutos estudiados del 

aguaje M. flexuosa L. f.  

 

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

según morfotipos 

 Shambo Color Amarillo 

Tamaño de frutos 

Diámetro 
longitudinal 

P = 6.50 P = 5.28 P = 6.24 
D.S = 3.88892 D.S = 0.69711 D.S = 0.44343 
Mínimo= 3.66 Mínimo = 3.87 Mínimo = 5.23 

Máximo = 6.58 Máximo = 6.30 Máximo = 6.78 

n = 30 n = 30 n = 30 

Diámetro 
ecuatorial 

P = 2.98 P = 3.39 P = 3.77 

D.S = 0.70671 D.S = 0.66448 D.S = 0.31380 

Mínimo = 2.17 Mínimo= 2.13 Mínimo = 3.35 

Máximo = 3.92 Máximo = 4.16 Máximo = 4.28 

n = 30 n = 30 n = 30 

Forma Ovoidea o elíptica 

Peso del fruto 

Cáscara 

P = 10.34 P = 10.27 P = 12.13 

D.S = 3.34340 D.S = 1.04663 D.S = 2.49767 

Mínimo = 6.50 Mínimo = 8.94 Mínimo= 7.4 

Máximo = 18.03 Máximo = 11.78 Máximo = 15.51 

n = 30 n = 30 n = 30 

Pulpa 

P = 13.14 P = 13.75 P = 15.21 

D.S = 2.87217 D.S = 1.64517 D.S = 3.91635 

Mínimo = 9.22 Mínimo = 10.9 Mínimo = 8.93 

Máximo = 17.74 Máximo = 15.59 Máximo = 21.47 

n = 30 n = 30 n = 30 

Semilla 

P = 23.67 P = 24.19 P = 27.65 

D.S = 4.23612 D.S = 4.03079 D.S = 6.76767 

Mínimo = 19.41 Mínimo = 17.84 Mínimo= 20.94 

Máximo = 33.55 Máximo = 30.92 Máximo = 41.8 

n = 30 n = 30 n = 30 

Fuente: Ochoa et al., 2009 

Leyenda: P = Promedio; D.S = Desviación estándar; n = Tamaño de la muestra 
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4.1.2. Caracterización molecular de los morfotipos de frutos 

 

A. Extracción de ADN y amplificación vía PCR - DALP 

Se logró 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 amplificación, solo dos (DALP06 y DALP07) resultaron informativos, 

mostrando polimorfismo (diferenciación) en la composición de las bandas 

entre las muestras. Ambos marcadores generaron un total de 60 bandas de 

ADN polimórficas, de las cuales el primer DALP06 presento 31 bandas 

polimórficas y el primer DALP07 presentó 29. No se encontraron bandas 

sinópticas (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. según el marcador DALP usado 

Marcador 
Total de 
bandas 

Bandas 
polimórficas 

PBP 
(%) 

Bandas 
diagnósticas 

PBD 
(%) 

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 polimórficas 
  PBD = Porcentaje de bandas diagnósticas 
  

DALP06 

 

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 DALP06. 
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DALP07 

 
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 DALP07 

 

B. 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 DALP07. 

En total fueron encontrados 30 perfiles genéticos totalmente diferentes 

entre los tres morfotipos de aguaje. Ningún perfil genético es compartido 

entre los morfotipos, por lo tanto, solo observamos una variación genética 

individual independiente a la variación entre los morfotipos. 



- 42 - 
 

Tabla 06. Perfiles genéticos de los morfotipos amarillo, color y shambo obtenidos con PCR – DALP 

 

Morfotipo Código DALP06 DALP07 GENOTIPO 

AMARILLO 

A05 ABABAAAAAABAAAABBBABBABBBBBBBBB BBBAAAABABABBAAAAABBAABBBBBBB ABABAAAAAABAAAABBBABBABBBBBBBBBBBBAAAABABABBAAAAABBAABBBBBBB 

A14 BBAABBBBAAAABBAABBBAAABABBABBBB BAABBABAABBABBAAAABABBBBBBBBB BBAABBBBAAAABBAABBBAAABABBABBBBBAABBABAABBABBAAAABABBBBBBBBB 

A24 BBBBBAAAAAABABABBBBAABBABBBBBBB BBBABABAAABABBABAAAABBBBBBBBB BBBBBAAAAAABABABBBBAABBABBBBBBBBBBABABAAABABBABAAAABBBBBBBBB 

A25 BBBBBABAAAAAAAABBBBABBAABBABBBB BBBABABBABBBBAAAAABBABBBBBBBB BBBBBABAAAAAAAABBBBABBAABBABBBBBBBABABBABBBBAAAAABBABBBBBBBB 

A26 AAAAABABABABAABBBABBBBAABBBBBBA AABAABBABABBBABBABABBBAAABAAA AAAAABABABABAABBBABBBBAABBBBBBAAABAABBABABBBABBABABBBAAABAAA 

A27 ABAAAABABAABBABABBAAABBBBBBAABB AABAABBABABBBABAAABABABBABBBA ABAAAABABAABBABABBAAABBBBBBAABBAABAABBABABBBABAAABABABBABBBA 

A28 AAAAABAABAABAABBBAABBBBAAABBBAA ABAABAABBBBBAABBBBABBBABBBAAB AAAAABAABAABAABBBAABBBBAAABBBAAABAABAABBBBBAABBBBABBBABBBAAB 

A29 BAABABABAAABAABBBAABBBAABBBABAA ABABABBABABBAAAABABAAAABBBAAB BAABABABAAABAABBBAABBBAABBBABAAABABABBABABBAAAABABAAAABBBAAB 

A30 BBABABABABABABBBABBBBBBBBBBBBBB BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB BBABABABABABABBBABBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB 

A31 BBABBBABBBABBAAAABBBABBBBBBBBBB BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB BBABBBABBBABBAAAABBBABBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB 

COLOR 

C06 BBBABAAAABAAABABBABBABAABBABBBB BBBBBBBBBBAAABBABBBABBBBBBBBB BBBABAAAABAAABABBABBABAABBABBBBBBBBBBBBBBAAABBABBBABBBBBBBBB 

C07 BBAABAAAABAAABBAABBBAABBBABBBBB BBBBBAAAABBBBBAABABAABABBBBBB BBAABAAAABAAABBAABBBAABBBABBBBBBBBBBAAAABBBBBAABABAABABBBBBB 

C08 BABAAAAAABABABAABABAAABBAAABBBB ABBBAABAABABBABBBBBBABBBBBBBB BABAAAAAABABABAABABAAABBAAABBBBABBBAABAABABBABBBBBBABBBBBBBB 

C09 BBBBBBBBBBBAABABBBAAAABBBAABBBB BBBBBABBBBBABBAABBBBABBBBBBBB BBBBBBBBBBBAABABBBAAAABBBAABBBBBBBBBABBBBBABBAABBBBABBBBBBBB 

C16 BAABBAABABABBABBBBABBBBABBBBBBB ABABABAABABBAABBBBABBBAABAABA BAABBAABABABBABBBBABBBBABBBBBBBABABABAABABBAABBBBABBBAABAABA 

C17 AAABABAAAAABBABBAAABABABABBABBB ABAABBBABBBBBABABBAABABBBBBAB AAABABAAAAABBABBAAABABABABBABBBABAABBBABBBBBABABBAABABBBBBAB 

C23 AABBAAABAABBBABBAABBBBABBAABBBA ABAABBBBBABBBBBBABAAABAAAABAA AABBAAABAABBBABBAABBBBABBAABBBAABAABBBBBABBBBBBABAAABAAAABAA 

C33 AABBBABAAAAABABBAAABAAAABBBABBB AAABBBBABAABBABABAABBABABBBAA AABBBABAAAAABABBAAABAAAABBBABBBAAABBBBABAABBABABAABBABABBBAA 

C34 ABABBBAAAAABBBAAABABBBBBBBBBBBB BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB ABABBBAAAAABBBAAABABBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB 

C49 BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB 

SHAMBO 

S04 BABABABAAAAABABABAABAABBBBABBBB BAAAABAAABBBBAABABBBAABBBBBBB BABABABAAAAABABABAABAABBBBABBBBBAAAABAAABBBBAABABBBAABBBBBBB 

S13 BABABBBAABAAABAABBBAAABBBAABBBB ABAABAAAABAABBAABBBBABBBBBBBB BABABBBAABAAABAABBBAAABBBAABBBBABAABAAAABAABBAABBBBABBBBBBBB 

S15 BABBBAABABABAABABBBAAABABAABBBB BBABAABAAABBBABBBABBBBBBBBBBB BABBBAABABABAABABBBAAABABAABBBBBBABAABAAABBBABBBABBBBBBBBBBB 

S19 BBABBBAAABAAAAAABBBAAABABBABBBB BBAAAABBAABABBBBBBBBBBABBBBBB BBABBBAAABAAAAAABBBAAABABBABBBBBBAAAABBAABABBBBBBBBBBABBBBBB 

S21 BABBABAAAAAAABABBABBABAABBBABBB BBBABABABABBBBBAABABBBAABBBBA BABBABAAAAAAABABBABBABAABBBABBBBBBABABABABBBBBAABABBBAABBBBA 

S22 AAAABABAAAAABAABBAABBBBBBBAABBB BAAAABBABAABBABABABABAAABABA AAAABABAAAAABAABBAABBBBBBBAABBBBAAAABBABAABBABABABABAAABABA 

S35 BAAAABAAAAABBABBBAABBAAABBBAABB BABABBABBBABBAAABBAABABABAAAA BAAAABAAAAABBABBBAABBAAABBBAABBBABABBABBBABBAAABBAABABABAAAA 

S36 BABAAAAAAAABAABBBAABBBAABBBABAB BBBBABABAABBABBABBABBABABBBAA BABAAAAAAAABAABBBAABBBAABBBABABBBBBABABAABBABBABBABBABABBBAA 

S45 BBBABAAAABAABAAAAAAABBBBBBBBBBB BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB BBBABAAAABAABAAAAAAABBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB 

S46 BBBBBBAAAAABBAAAAABBABBBBBBBBBB BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB BBBBBBAAAAABBAAAAABBABBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB 
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C. Análisis Factorial de Correspondencia – AFC 

Los resultados del AFC muestran una sobre posición entre los diferentes 

morfotipos del aguaje M. flexuosa L. f., no lográndose establecer una 

discriminación genética entre ellos. 

 

 

Figura 08. Representación gráfica de los resultados de Análisis Factorial de 

Correspondencia y distribución 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 función a sus genotipos. 

 

D. Estimador de Índice de Fijación (Fst) 

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

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

diferenciación genética entre los morfotipos es pequeña (según la escala 

propuesta por Hartl & Clark, 1997), indicando esto que no existe una 

estructuración definida entre los morfotipos de  aguaje (Tab. 07).  
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Tabla 07. Matriz del Estimador Fst para los morfotipos amarillo, color y 

shambo de aguaje M. flexuosa L. f. 

Morfotipos Amarillo Color Shambo 

Amarillo ---------- - 0.01114***   0.00782*** 

Color  ---------- - 0.00865*** 

Shambo   ---------- 

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

  

4.2. Filogeografía entre tres poblaciones naturales de aguaje amarillo 

 

A. Extracción de ADN 

Se logró 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. Amplificación Directa de Polimorfismo de Longitud – DALP 

Se amplifico satisfactoriamente (vía PCR – DALP, primer DALP06) el ADN 

extraído de las 30 muestras de aguaje amarillo de las poblaciones 

naturales de Aucayo, Parinari y Jenaro Herrera; encontrándose 

polimorfismo (diferenciación) tanto a nivel interpoblacional como 

intrapoblacional. Se generaron un total de 20 bandas, de las cuales dos 

fueron diagnosticas (presente solo en una población) para la población de 

Aucayo (Tab. 08 y Fig. 11). 

 

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

amarillo según el marcador DALP06 

 

Marcador 
Total de 
bandas 

Bandas 
polimórficas 

PBP 
(%) 

Bandas 
diagnósticas 

PBD 
(%) 

DALP 06 20 18 90 2 10 

Total 20 18 90 2 10 

Leyenda: PBP = Porcentaje de bandas polimórficas 

  PBD = Porcentaje de bandas diagnósticas 



- 45 - 
 

Aucayo J.Herrera Parinari

 

Figura 09. Gel de poliacrilamida al 6% mostrando fragmentos amplificados de 

ADN de las poblaciones naturales de aguaje amarillo en estudio. 

 

C. Perfiles genéticos de las poblaciones obtenidos con PCR – DALP 

La tabla 09 muestra los perfiles genéticos totales para las poblaciones 

naturales de aguaje amarillo, encontrándose un total de 25 perfiles 

genéticos. Ninguno fue compartido entre las poblaciones pero si dentro de 

ellas. Aucayo presentó mayor diversidad intrapoblacional (nueve perfiles), 

el perfil BBABBBBABABBBBBBBABB fue compartido por los individuos 

Au25 y Au31 (20% de la diversidad). En Jenaro Herrera se encontraron 

siete perfiles genéticos, BBBBBBBBBBBBABBBBBBB fue compartido por 

los individuos JH02, JH03 y JH04; y en Parinari también siete, siendo que 

los individuos Pa08, Pa12 y Pa14 compartieron el perfil 

AABBAABBBBBABBAAABAA (Fig. 12, Tab. 09). 
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Tabla 09. Perfiles genéticos para cada población natural de aguaje amarillo obtenidos con PCR – DALP 

POBLACIONES CODIGO DALP 06 PERFIL GENETICO 

AUCAYO 

Au05 B B A B B B A B A A B B A B B B B A B B BBABBBABAABBABBBBABB 

Au14 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 

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 

Au31 B B A B B B B A B A B B B B B B B A B B BBABBBBABABBBBBBBABB 

JENARO HERRERA 

JH01 A B B B B B B A B B B B A B B B B B B B ABBBBBBABBBBABBBBBBB 

JH02 B B B B B B B B B B B B A B B B B B B B BBBBBBBBBBBBABBBBBBB 

JH03 B B B B B B B B B B B B A B B B B B B B BBBBBBBBBBBBABBBBBBB 

JH04 B B B B B B B B B B B B A B B B B B B B BBBBBBBBBBBBABBBBBBB 

JH05 B B B B B B A B A B B B A B B B A B B B BBBBBBABABBBABBBABBB 

JH06 A A B B B A B B B B B A B A A B A B B B AABBBABBBBBABAABABBB 

JH07 A A B A A A A B B B B A B A A B A B B B AABAAAABBBBABAABABBB 

JH08 A A B B A B A B B B B A B A A A A B B B AABBABABBBBABAAAABBB 

JH09 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 AABABAABBBBABAAAABBB 

PARINARI 

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 

Pa06 A A B B A A A B A B B A A A B A A B B B AABBAAABABBAAABAABBB 

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 

Pa10 A A B B A A B B B B B A B A A A A B A A AABBAABBBBBABAAAABAA 

Pa12 A A B B A A B B B B B A B B A A A B A A AABBAABBBBBABBAAABAA 

Pa14 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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 JENARO HERRERA 

 AUCAYO 

 PARINARI 

Figura 10. Perfiles genéticos totales por cada población natural de aguaje amarillo, obtenidos con el marcador DALP06 
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D. Análisis Factorial de Correspondencia – AFC 

La proyección grafica del Análisis Factorial de Correspondencia muestra 

tres entidades genéticas independientes. Entre las cuales, la población de 

Aucayo se mostró más distante de las poblaciones de Jenaro Herrera y 

Parinari. 

 

Figura 11. Representación gráfica de los resultados del AFC y su distribución 

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 función a sus genotipos 

 

E. Estimador de Índice de Fijación (Fst) 

El estimador Fst 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 diferenciación genética (Fst = 0.68338), en 

tanto que Aucayo con Jenaro Herrera presentaron valores intermedios (Fst 

= 0.48382); estos valores son considerados muy altos según 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 ---------- 0.48382*** 0.68338*** 

Jenaro Herrera  ---------- 0.20962*** 

Parinari   ---------- 

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

 
AUCAYO 

 

JENARO HERRERA 
 

PARINARI 
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F. Distancia genética 

La distancia genética estimada según 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 ---------- 0.66130*** 1.13434*** 

Jenaro Herrera  ---------- 0.21052*** 

Parinari   ---------- 

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

 

El dendrograma (UPGMA) elaborado a partir de las distancias genéticas 

estimadas según Reynolds et al., 1983, nos permite observar la formación 

de dos grupos: un primer grupo formado únicamente por la población 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). 

 

Figura 12. Dendrograma generado en base a la distancia genética de Reynolds 

(1983). Método UPGMA modificado del procedimiento NEIGHBOR de 

PHYLIP versión 3.5. El valor en el nudo indica su resultado de 

bootstrap. 
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100 
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G. Relación entre la distancia genética y la distancia geográfica de las 

poblaciones naturales de aguaje amarillo 

La figura 15 muestra resultados de la existencia de una correlación 

significativa (R2 = 0.9977; P = 0,768) entre la distancia geográfica (Km) y la 

distancia genética (Reynolds et al., 1983) entre las tres poblaciones 

naturales estudiadas. 

 

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

poblaciones naturales de aguaje amarillo en estudio 

 

Poblaciones 
Distancia 

geográfica (Km) 

Distancia genética  

(Reynolds et al., 1983) 

Aucayo – J. Herrera 131,49 0,6613 

Aucayo – Parinari  174,94 1,1343 

J. Herrera – Parinari 98,37 0,2343 
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Figura 13. Representación gráfica de la correlación entre distancia genética y 

distancia geográfica de las tres poblaciones naturales de aguaje 

amarillo. 
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V. DISCUSIÓN 

 

5.1. Caracterización fenotípica – genotípica de los morfotipos 

Hasta el momento la investigación científica y técnica sobre el aguaje 

Mauritia flexuosa L. f. estuvo principalmente enfocada al estudio de aspectos 

sobre su biología, ecología, agroforesteria y cuidado fitosanitario (Galeano, 

1991; Cavalcante, 1991; Storti, 1993; Villachica, 1996; Mejía, 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 información 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 búsqueda de 

marcadores moleculares RAPD para la determinación del sexo en el aguaje 

(Rengifo, 2008). La información sobre la caracterización fenotípica de los 

morfotipos amarillo, color y shambo de M. flexuosa L. f. está limitada a pocos 

estudios; uno de ellos, realizado por Villachica en 1996, solo hace la 

discriminación y denominación de estos morfotipos únicamente por el color 

que manifiesta la pulpa de los frutos, no existen estudios de esta 

diferenciación morfotípica a nivel  genético.  

 

Los resultados obtenidos en esta investigación con los marcadores 

moleculares DALP06 y DALP07 no muestran un carácter genético 

padronizado para cada uno de los morfotipos. Encontrándose elevados 

niveles de polimorfismo (variación genética) entre los individuos, aunque esta 

variación fue independiente de las variaciones observadas en el color del 

fruto, lo cual podría indicar que estos morfotipos son únicamente variaciones 

del carácter color, es decir, variaciones fenotípicas más no genotípicas. Esto 

podría ser explicado por la gran variabilidad que presenta el aguaje en su 

sistema de reproducción sexual: a) polígamo (Pio Correa, 1926), b) dioico o 

polígamo dioico (Cavalcante, 1991), y c) xenógama (Storti, 1993), que 

permiten la polinización entre diferentes individuos o plantas de la misma 

especie. Además, esta especie presenta polinización cruzada por el viento 

(anemofilia), que coadyuva a potenciar la eficiencia de fecundación 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 participación 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 variación fenotípica observada en cuanto al color, 

tamaño y forma encontrado dentro y entre los morfotipos estudiados de esta 

especie podría relacionarse con estos factores. O también a variaciones 

intraespecíficas como una respuesta a condiciones edáficas, topográficas o 

bióticas muy específicas de las áreas (Turesson, 1922; 1925). 

 

5.2. Filogeografía 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 específicos, los marcadores 

moleculares como el marcador DALP que utilizan primers universales, son 

herramientas fundamentales para la evaluación 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) así 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 ácaro 

Amblyseius californicus (Desmarais et al., 1998), obteniéndose resultados 

exitosos a nivel intra e interpoblacional. 

 

Los resultados obtenidos utilizando el marcador molecular DALP06 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 población de Aucayo de los 10 
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individuos analizados nueve presentaron diferencias en sus perfiles 

genotípicos, 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 tratándose de poblaciones naturales de una especie que 

posee una diversidad de estrategias reproductivas (polígamo, dioico o 

polígamo dioico y xenógama) y una amplia gama de agentes polinizadores y 

dispersores de semillas que contribuyen al mantenimiento de la diversidad 

genética y disminuyen las posibilidades de erosión genética dentro de las 

poblaciones (Pio Correa, 1926; Cavalcante, 1991; Storti, 1993; Raven et al., 

1996; Goulding, 1989; Hiraoka, 1999). 

 

Así mismo en los resultados obtenidos en el dendrograma UPGMA generado 

a partir de las distancias genéticas estimadas según Reynolds et al., 1983 

(Fig. 14), observamos tres poblaciones bien estructuradas sin sobreposición 

entre ellas. Esto es reforzado por la ausencia de genotipos compartidos entre 

las poblaciones, y puede ser explicado por las grandes distancias 

geográficas y la existencia de los ríos que actúan como barreras naturales 

entre ellas, restringiendo el flujo de genes entre las poblaciones. Esto es 

corroborado por los resultados de correlación de distancia genética y 

distancia geográfica entre las poblaciones (R2 = 0.9977; P = 0,768). 

Observándose que la población 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 geográficamente (98.37 

km, ver Fig 16). Estas afirmaciones son corroboradas también por los 

resultados de Fst donde se observa que  las poblaciones de Jenaro Herrera y 

Parinari presentan el Fst  más bajo (0.20962).  
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Figura 14. Dendrograma de similitud (UPGMA) generado en base a la distancia genética de Reynolds et al., 1983 entre las tres 

poblaciones naturales de aguaje M. flexuosa L. f. del morfotipo amarillo 

 

 

 JENARO HERRERA 

 AUCAYO 

 PARINARI 

98.37 Km 

174.94  Km 

131.49  Km 
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VI. CONCLUSIONES 

 

 Los marcadores DALP06 y DALP07 resultaron polimórficas para el análisis 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 variación genética individual independiente de la variación 

morfológica entre los frutos. Lo cual podría indicar que estos morfotipos son 

variaciones del carácter color no marcado en el genotipo y podría ser la 

respuesta a otros factores ambientales. 

 
 El marcador DALP06 resultó diagnóstica (diferencial) para la población de 

Aucayo pues mostró regiones exclusivas para su caracterización genética.  

 

 Existen niveles importantes de diferenciación genética en las poblaciones 

naturales del morfotipo amarillo de Aucayo, Jenaro Herrera y Parinari tanto a 

nivel intra e interpoblacional.  

 

 La restricción del flujo genético entre poblaciones podría deberse a un 

conjunto de factores como: la presencia de barreras naturales, la distancia 

geográfica y el sistema de polinización que actuaría preferentemente a nivel 

intrapoblacional. Sumado a que en décadas recientes el daño a los bosques 

con la consecuente fragmentación de los mismos, contribuiría fuertemente a la 

pérdida y reducción de las poblaciones naturales de aguaje interconectantes 

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

 

 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.  

 

 Para corroborar estos resultados se debería analizar la influencia del medio 

ambiente en la determinación del fenotipo, realizando cruzamientos 

mendelianos entre los morfotipos en situación de medio ambiente controlado. 

 

 En futuros estudios, es importante considerar ampliar el número de individuos 

y poblaciones naturales, el uso de otros marcadores moleculares, así 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 económico, ecológico y social. Sin 

embargo, la continua pérdida de poblaciones naturales de esta especie a causa 

de la acción antrópica sobre el medio ambiente, hizo necesario el estudio de la 

variabilidad genética del aguaje M. flexuosa L. f. mediante el marcador molecular 

DALP (Amplificación Directa de Polimorfismo de Longitud). Para tal fin, un total 

de 50 muestras de tejido foliar fueron utilizadas; en la caracterización genética 

de morfotipos, fueron utilizadas 30 muestras de los morfotipos de aguaje 

amarillo, color y shambo (10 por cada morfotipo) provenientes de la población 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 población) junto a las 10 ya obtenidas 

de Aucayo (sumaron en total 30). Los resultados de la caracterización genética 

de morfotipos evaluados con los primers DALP06 y DALP07, mostraron que los 

morfotipos amarillo, color y shambo presentaron una variación genética 

individual independiente de la variación morfológica entre los frutos. Lo cual 

podría indicar que estos morfotipos son variaciones del carácter color no 

marcado en el genotipo y podría ser la respuesta a otros factores ambientales. 

Los resultados AFC del estudio de variabilidad genética poblacional muestran 

tres poblaciones bien estructuradas sin sobreposición entre ellas. Asimismo las 

poblaciones presentaron una alta correlación entre la distancia genética y 

distancia geográfica (R2 = 0.9977; P = 0,768). Observándose que la población 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 geográficamente (98.37 km, ver Fig 16). Los resultados 

de Fst corroboran estas afirmaciones mostrando que  las poblaciones de Jenaro 

Herrera y Parinari presentan el Fst  más bajo (0.20962). Estos resultados pueden 

ser explicados por las grandes distancias geográficas y la existencia ríos que 
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actúan como barreras naturales entre ellas, restringiendo el flujo de genes entre 

las poblaciones.  
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