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Resumen

La variabilidad genética poblacional de la Phytelephas macrocarpa “Yarina” fue
analizado mediante marcadores moleculares ISSR (Inter secuencias simples repetidas) en 6
poblaciones naturales de la region San Martin (Palestina, Caynarachi, Andiviela, Picota,
Pachiza y Tocache). Se analizaron un total de 72 muestras (12 muestras de cada poblacion)
con tres marcadores ISSR: GAG(CAA)s, CAGs y CAAs. Los marcadores ISSR fueron
polimorficos, logrando un total de 60 bandas polimérficas (31 bandas fueron diagndsticas).
Los marcadores ISSR fueron Utiles para la construccion del genotipo total, siendo CAAs el
que mas bandas género (21 en total). Los resultados del analisis factorial de correspondencia
(AFC) y el dendograma estimado por el método de Neighbor-Joining asocian a las
poblaciones estudiadas en 3 grupos bien diferenciados, mostrandonos una estructuracion y
diferenciacion genética bien marcada entre ellas. Estas agrupaciones fueron: 1) Palestina ,
2) Tocache y 3) Caynarachi, Andiviela, Picota y Pachiza. Por otro lado, el indice de fijacion,
distancia genética y flujo genético evidenciaron una fuerte asociacion entre las poblaciones
de Pachiza y Tocache, mientras Caynarachi y Tocache, un distanciamiento considerable.
Las distancias genéticas y distancias geograficas, presentan una correlacién lineal positiva
débil (r = 0,23), esto debido a la diversidad geografica de la region San Martin (corredores

naturales, barreras naturales, pisos altitudinales, etc).

Palabras clave: Variabilidad genética, Marcador molecular, ISSR, polimorfismo,

Phytelephas macrocarpa, yarina.
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Abstract

The population genetic variability of the Phytelephas macrocarpa “Yarina” was analyzed
using ISSR (Inter simple sequence repeat) molecular markers in 6 natural populations of the
San Martin region (Palestine, Caynarachi, Andiviela, Picota, Pachiza and Tocache). A total
of 72 samples (12 samples from each population) were analyzed with three ISSR markers:
GAG(CAA)s, CAGs and CAAs. The ISSR markers were polymorphic, achieving a total of
60 polymorphic bands (31 bands were diagnostic). The ISSR markers were useful for the
construction of the total genotype, with CAAs being the one with the most gender bands (21
in total). The results of the correspondence factor analysis (AFC) and the dendogram
estimated by the Neighbor-Joining method associate the populations studied in 3 well-
differentiated groups, showing us a well-structured genetic structuring and differentiation
between them. These groups were: 1) Palestine, 2) Tocache and 3) Caynarachi, Andiviela,
Picota and Pachiza. On the other hand, the index of fixation, genetic distance and genetic
flow showed a strong association between the populations of Pachiza and Tocache, while
Caynarachi and Tocache, a considerable distance. Genetic distances and geographical
distances have a weak positive linear correlation (r = 0,23), this due to the geographical

diversity of the San Martin region (natural corridors, natural barriers, altitudinal floors, etc.).

Keywords: Genetic variability, molecular marker, ISSR, polymorphism, Phytelephas

macrocarpa, yarina.




Introduccion

Al devenir de los afios, las actividades antropogénicas, tales como la deforestacion, la tala
indiscriminada y selectiva, degradaciones de habitats y extractivismo destructivo, vienen
causando repercusiones negativas hacia nuestras especies forestales y nativas. Estas
actividades a través de la alteracion de los mecanismos de flujo genéticos y seleccién natural
en los ecosistemas generan impactos sumamente negativos en la estructura y diversidad
genética de las poblaciones. (HAMILTON, 1999). Al erosionarse la diversidad genética de
una especie, su resiliencia y los propios ecosistemas se veran seriamente amenazadas, ya
que serdn mas susceptibles ante cambios climaticos, polucion, invasiones, plagas y
enfermedades. (SCHABERG et al., 2008).

Las palmeras (Arecaceae) fueron los primeros grupos de plantas en recibir atencién sobre
su estado de peligro (MOORE, 1977) y en tener un plan de accién para la conservacion
(JOHNSON, 1996). Los patrones ecoldgicos y genéticos actualmente observados son en
gran medida el resultado de la combinacidn entre los factores naturales de estructuracion de
las comunidades de palmeras y la presion antrépica. La accion humana actla a varios
niveles, de manera drastica y muy visible en el caso de la deforestacion y fragmentacion del
bosque, o de manera mas sutil, pero con importantes consecuencias en el caso del
extractivismo en poblaciones naturales Utiles, o de alteracion de las comunidades de
dispersadores y polinizadores de las cuales dependen las palmeras para su regeneracion
(MONTUFAR et al. 2011).

Phytelephas macrocarpa (Ruiz & Pav), comunmente llamada “poloponta” o “yarina”, es
una especie de palmera con interés comercial en la Amazonia. El interés particular es el uso
del endospermo de los frutos de esta especie en la fabricacion de botones, artesanias y otras
manualidades. Se prevé que se podria estar dando un aprovechamiento inadecuado y no
sostenible de este recurso. También se usan las hojas para techado de tambos y/o casas, en
distintas partes de la region. Actualmente se esta retomando el interés de aprovechar la
“yarina” a causa de la iniciativa de la entidad privada, amparandose en las leyes de nuestro
pais, con miras de poder dar un aprovechamiento a este recurso (endospermo) de manera
legal, ecoldgica y socialmente sostenible, con impactos favorables sobre la estabilidad de
los pequerios bosques 0 manchales de esta especie y de las poblaciones humanas ligadas a
su extraccion (PRONATURALEZA Y AMAZON IVORY, 2008; DEL CASTILLO, 2010).



La region San Martin, considerada una de las principales puertas de entrada a la Amazonia
Sudamericana (Neotrdpico), alberga especies de flora unicas en el mundo. En las Gltimas
décadas, los procesos de deforestacion, tala indiscriminada y selectiva, degradaciones de
habitats y extractivismo, han ocasionado pérdida considerable de diversidad biologica, a tal
punto de la extincion definitiva de muchas especies. Las palmeras amazonicas no se hacen
ajenas a este impacto, muchas de ellas estdn en un proceso de erosion genética. P.
macrocarpa “yarina” es una especie de importancia en la region, ya que se pueden
aprovechar este recurso, tanto el fruto como las hojas. Solo existen manchales o estratos
pequerios de esta especie de palmera en la regién, debido a esto, se vio pertinente realizar
un estudio de variabilidad genética mediante marcadores moleculares ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat), para determinar el nivel de variabilidad genética de esta especie en la

region San Martin.

El avance de la biologia molecular y la genética, trajeron consigo herramientas importantes,
como los marcadores moleculares. Estas herramientas nos ayudan a realizar estudios de
diversidad y variabilidad genética. No existen estudios referidos a la Phytelephas
macrocarpa (Ruiz & Pav) “yarina” a un nivel genético en la region, a pesar que es una
palmera con importancia econdémica y ambiental. Los resultados de la aplicacion de estas
herramientas, ayudara a disefiar estrategias de conservacion eficientes, brindandonos
informacion relevante para la toma de decisiones en la gestion de la conservacion de especies

amazonicas y el cambio climatico con enfoque en flora.

Ante este contexto, ante la falta de investigaciones en esta especie, con la finalidad de
obtener informacion importante de las palmeras amazoénicas, se planted la siguiente
pregunta: ¢Cudl es la variabilidad genética de Phytelephas macrocarpa (Arecaceae)
mediante marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) en seis poblaciones naturales de
la region San Martin?, teniendo como objetivo principal determinar la variabilidad genética
de Phytelephas macrocarpa (Arecaceae) mediante marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) en seis poblaciones naturales de la regién San Martin. Asi mismo, se planteo tres
objetivos especificos: El primero “evaluar la variabilidad geneética intrapoblacional de
Phytelephas macrocarpa (Arecaceae) mediante marcadores ISSR en seis poblaciones
naturales de la region San Martin”; el segundo “estimar la variabilidad genética
interpoblacional de Phytelephas macrocarpa (Arecaceae) en seis poblaciones naturales de

la region San Martin”, y como ultimo “correlacionar la distancia genética y la distancia



geografica entre las poblaciones de Phytelephas macrocarpa (Arecaceae) en seis
poblaciones naturales de la region San Martin”. Teniendo como hipoétesis, Phytelephas

macrocarpa presenta variabilidad genética en la region San Martin.

A raiz de lo mencionado, se realiz6 la investigacién con la finalidad de generar informacién
cientifica mediante la aplicacion de las herramientas de la biologia molecular y genética,
para aportar a la comunidad cientifica y organismos nacionales competentes informacién
basica y primaria para realizar futuros planes de gestion en conservacion de nuestros

recursos amazénicos (flora) y gestion en cambio climatico.

Este estudio fue realizado en 6 poblaciones naturales de la region San Martin (Ver Anexo
1), seleccionando 24 individuos por cada poblacion natural, haciendo un total de 144
individuos. El presente informe esta conformado por tres capitulos principales, el
CAPITULO | dénde se encuentra todo lo que concierne a la revision bibliogréfica sobre la
especie en estudio, los marcadores ISSR y definicion de términos bésicos; en el CAPITULO
I1, contempla los materiales y métodos para la recoleccion de datos, en la cual se describe
todos los procedimientos realizados para la investigacion. Y por dltimo el CAPITULO 111,
en el cual se podra observar los resultados obtenidos y discusiones, finalmente encontramos

las conclusiones y recomendaciones con respecto a este estudio.



CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Antecedentes de la investigacion

En la actualidad el uso de las herramientas de la genética y la biologia molecular han
venido siendo de mucha ayuda en estudios de variabilidad y diversidad genética. El
uso de marcadores moleculares universales tipo ISSR (Inter Simple Secuence Repeat)
son de mucha importancia, debido a que, al ser universales, nos permiten realizar
estudios en diversos géneros de plantas. Es asi, que basados en la utilizacion de
marcadores moleculares ISSR, damos a conocer los resultados de investigaciones
previas, donde se usO ISSR en diferentes especies, en su mayoria palmeras

(Arecaceae):
v" A nivel internacional

SANTOS, et al., (2015) en su investigacion “Estructura genética poblacional de
Attalea vitrivir Zona (Arecaceae) en areas fragmentadas del sudeste de Brasil”,
llegaron a las siguientes resultados y conclusiones: De los 9 marcadores de
repeticion de secuencia inter-simple (ISSR) que usaron amplificaron 74 bandas
polimérficas, resultando en grandes valores de diversidad. El andlisis de varianza
molecular (AMOVA) reveld una considerable diferenciacion entre los sitios de
muestreo (30,03%) y regiones (12,08%), aunque la mayor parte de la diversidad
se observo dentro sitios de muestreo (69%). La identificacion de dos grupos
genéticos distintos (K = 2) correspondian al norte y regiones del sur, y corroboro
los resultados de AMOVA.

VERGARA PACHECO, (2015) en su tesis “Diversidad Genética de Phytelephas
aequatorialis Spruce en la provincia de Manabi”, llegé a las siguientes resultados
y conclusiones: El estudio presentd un analisis de diversidad y estructura genética
de 10 localidades de “tagua” Phytelephas aequatorialis, usando 7 microsatélites
para evaluar su capacidad de resiliencia. Encontraron gue las localidades poseen
alta diversidad genética (He=0,666; A=5,234), se encontraron valores de
diferenciacion genética bajos pero significativos, la mayor variacion génica se da

dentro de cada localidad que entre localidades, el indice de endogamia es bajo



(Fis=0,054), sugiriendo un alto nivel de flujo génico entre localidades. El estudio
provee informacion para la toma de decisiones en planes de conservacion y
manejo de las localidades de Phytelephas aequatorialis, se deben generar
estrategias de cosecha y cultivo que no afecten el reclutamiento de nuevas
semillas, mantener viables a las localidades para sustentar los beneficios que

brinda al ecosistema a lo largo del tiempo

ROSSI, et al., (2014) en el estudio “Diversidad genética en poblaciones naturales
de Mauritia flexuosa L. f. (Arecaceae) con uso de marcadores ISSR”, llegaron a
los siguientes resultados y conclusiones: Evaluaron la distribucion de la
diversidad genética entre y dentro de poblaciones, a partir de marcadores
moleculares ISSR, buscando proporcionar subsidios para la elaboracién de
estrategias de manejo y conservacion. Utilizaron 29 primers ISSR para
amplificacion y seleccionados nueve para los analisis definitivos en 51
individuos. Se amplificé un total de 97 bandas con un porcentaje del 78,3% de
polimorfismo a nivel de especie. La AMOVA revelo que el 84,1% de la variacion
genética total se encuentra dentro de poblaciones mientras que el 15,9% entre las
poblaciones. El estudio a manera de conclusion propone que se conserven varios
individuos por poblacion, a fin de preservar la alta diversidad genética
intrapoblacional, de modo a posibilitar el mantenimiento de la variabilidad
genética y la conservacion efectiva de esas poblaciones.

MONTUFAR-GALARRAGA & BARREIRO, (2010) en el estudio
“Estructuracion genética de poblaciones de palmeras en el neotropico derivado de
marcadores microsatélites (SSRs)”, llegaron a los siguientes resultados y
conclusiones: El interés por estudios de estructuracién genética de poblaciones de
palmeras y su implicacion en la conservacion de la biodiversidad se ha
incrementado en los ultimos afios. EIl estudio se llevo a cabo en las regiones
tropicales, subtropicales y montanas (Colombia, Ecuador, Peri y Bolivia).
Utilizaron marcadores microsatélites (SSRs), obtenidos por aislamiento directo
de las especies estudiadas o via transferencia de marcadores disponibles en la
literatura, para obtener una aproximacion de la dindmica genética de las

poblaciones de palmeras en la region.



RONCAL, et al., (2007) en la investigacion “Una evaluacion de la distincion
taxondmica de dos variedades de Geonoma macrostachys (Arecaceae) basadas en
la repeticion de secuencia intersimple (ISSR)”, llegaron a los siguientes resultados
y conclusiones: Presenta una evaluacion de la distincion genética entre las
variedades de G. macrostachys a escala local y regional. Treinta y un G.
macrostachys individuos fueron muestreados al azar de cuatro bosques humedos
tropicales peruanos. Se usaron veintidos cebadores de repeticion de secuencia
intersimple (ISSR), y se anotaron y analizaron todas las bandas claras y
reproducibles. De las 99 bandas de ISSR producidas, el 51,52% eran polimérficas.
El valor de diversidad genética de NEI (H) fue 0,2274 y el indice de informacion
de Shannon (1) fue 0,3237. La agrupacion, la ordenacion y el analisis de la
varianza molecular (AMOVA) sugieren una falta de distincion genética entre las
variedades a nivel regional. Individuos agrupados por procedencia geografica, y
se identificaron dos grupos principales. Una diferenciacién genética significativa
entre variedades simpatricas ocurrid solo en la localidad del norte (®ST = 0,359,
P = 0,000). Una AMOVA jerarquica revel6 que la diversidad genética en G.

macrostachys se encuentra principalmente entre localidades (76,58%).

A nivel nacional

CASTRO-GOMEZ, et al., (2014) en la investigacion “Diversidad genética y
filogenia molecular de poblaciones de Mauritia flexuosa L.f. “aguaje” de la
Amazonia Peruana”, llegaron a los siguientes resultados y conclusiones. El
objetivo fue determinar la diversidad genética y filogenia molecular de
poblaciones de M. flexuosa aledafias a la carretera Iquitos-Nauta. Las hojas se
colectaron en seis zonas contiguas a la carretera Iquitos—Nauta. EI ADN
purificado con protocolos estandares fue amplificado mediante la técnica de ADN
Polimorfico Amplificado al Azar (RAPD) con dos cebadores aleatorios. En total
se generaron 28 amplicones RAPD (26 polimorficos y 2 monomorficos). Dentro
de los aguajales la diversidad genética fue tres veces mayor (7519 %) que la
diversidad genética entre las seis poblaciones de M. flexuosa (25£19 %). La
diferenciacion genética entre las poblaciones varié de 0,0 a 0,6. Los aguajales que
se agruparon en clados en el dendrograma por su mayor similitud genética

tuvieron proximidad geogréafica. La similitud genética entre las poblaciones de M.



flexuosa depende de la distancia geografica, de tal manera que las poblaciones
con mas similitud genética estan méas proximas entre si que las que tienen menos

similitud genética.

RODRIGUEZ, et al., (2010) en la investigacion “Diferenciacion morfolédgica y
por ISSR (Inter simple sequence repeats) de especies del género Plukenetia
(Euphorbiaceae) de la Amazonia peruana: propuesta de una nueva especie”,
Ilegaron a los siguientes resultados y conclusiones: Los resultados moleculares
obtenidos muestran un alto nivel de diferenciacion entre los seis taxa de
Plukenetia estudiados, corroborando la identidad taxonomica de las cinco
especies de Plukenetia descritos hasta el momento para la Amazonia peruana: P.
brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia P. volubilis y P. huayllabambana. La
divergencia genética encontrada entre las especies taxonomicamente descritas es
igual a la encontrada entre los dos supuestos ecotipos de P. volubilis procedentes
de San Martin y Cusco, sugiriendo que estas agrupaciones representan entidades
genéticas separadas y no diferentes morfotipos dentro de P. volubilis, como se
supuso al inicio de este estudio. Por lo tanto, si consideramos las diferencias
genéticas entre las especies ya descritas, y aceptamos el enlace entre nivel
taxondmico y distancia genética, entonces este trabajo permitiria evidenciar una

nueva especie de Sacha Inchi en la region de Cusco.

CASTRO-RUIZ, et al., (2010) en la investigacion “Variabilidad genética de la
“shapaja” Attalea moorei en seis poblaciones naturales de la Amazonia peruana”,
llegaron a los siguientes resultados y conclusiones: La diversidad genética
poblacional de la “Shapaja” Attalea moorei fue analizado mediante la técnica
ISSR (Inter secuencias simples repetidas), en 6 localidades de la Amazonia
Peruana, tres en el departamento de Loreto (Bagazan, Supay y Colpa) y tres en el
departamento de San Martin (Cedamillo, Shapaja y Chayahuaqui). Se analizaron
un total de 120 muestras (20 muestras de cada poblacion) con dos marcadores
ISSR: GACAy CAG. Los resultados del analisis factorial de Correspondencia
(AFC), indice de fijacidn, distancia genética y muestran una fuerte diferenciacién
genética entre las poblaciones loretanas y las poblaciones Sanmartinenses. A nivel
intrapoblacional, la poblacion Chayahuaqui presentd mayor diversidad genética

(6 genotipos) entre las 6 poblaciones estudiadas.



1.2. Bases teéricas

1.2.1.

1.2.2.

Ubicacién sistematica.

De acuerdo al nuevo sistema de Clasificacién Angiosperm Phylogeny Group
(APG) IV (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP et al.2016) y
DRANSFIELD et al.(2005), se clasifica a la especie de la siguiente manera:

Mesangiospermae

Monocots
Orden : Arecales
Familia : Arecaceae
Sub familia . Ceroxyloideae Drude
Tribu : Phytelepheae Horan

Género : Phytelephas Ruiz & Pav.

Especie  : Phytelephas macrocarpa Ruiz & Pav.

Descripcion taxondmica

Phytelephas macrocarpa (Ruiz & Pav) “yarina”.es una palmera dioica, acaule
o de caule corto, erecta, hasta de 12 m de altura total y 3m de altura hasta la
base de las hojas en plantas adultas. Estipite de 25-30 cm de diametro, con
cicatrices conspicuas de hojas prominentes en arreglo espiral. Se han
observado generalmente, numerosos hijuelos alrededor del tallo principal,
hasta en namero de 20. El tallo en plantas adultas, es coronado por hasta 30
hojas pinnadas de tamafio maximo de 8 m de longitud y hojas muertas
colgando por algun tiempo debajo de la corona, dandole un aspecto peculiar a
la especie. Hojas con 50-70 pares de foliolos angostos, en arreglo regular sobre
un mismo plano, el foliolo més grande mide hasta 90 cm de largo y 6,5 cm de
ancho (FLORES, 1997, p. 297).

Inflorescencias interfoliares, encerradas en 2 bracteas coridceas hasta la
floracion. Inflorescencia masculina en racimos largos, cilindricos, de hasta 70

cm de longitud y con centenares de flores, con numerosos estambres.



1.2.3.

Inflorescencia femenina que conforman racimos compactos, esféricos; flores
con sépalos de hasta 15-20 cm de longitud, un pistilo con un grande estigma
de hasta 9 cm de longitud. Inflorescencia casi esférica y parecida a una "cabeza
de negro", de aproximadamente 30 cm de didmetro, usualmente con 15-20
frutos densamente apretados. Frutos individuales coénicos de 9-12 cm de
diametro conteniendo 5-6 semillas de 4-5 cm de largo y 3-4 cm de ancho
(FLORES, 1997, p. 298).

Epicarpio grueso y lefioso con numerosas proyecciones espinosas, de color
pardo oscuro externa e internamente cremoso-amarillento. Mesocarpio
carnoso, ligeramente duro, de consistencia fibrosa, oleaginosa, de 2-5 mm de
espesor, sabor ligeramente dulce y aroma muy agradable; de color anaranjado.
Endocarpio liso, de color pardo-blancuzco, duro, muy delgado, de 0,5 mm de
espesor. Tegumento muy fino, duro, fuertemente adherido al endosperma
homogéneo, fluido cuando joven, mas tarde gelatinoso y finalmente muy duro
y blanco, parecido al marfil al estado maduro, con una pequefia cavidad central

(FLORES, 1997, p. 298).

Distribucion

Phytelephas macrocarpa (Ruiz & Pav) “yarina”. Es una especie nativa de la
amazonia, originaria de la region centro occidental. Teniendo asi que en la
cuenca amazonica se distribuye en los paises como Brasil, Colombia, Ecuador
y Perd. Asimismo, en nuestra selva peruana se encuentra en estado silvestre en

las regiones de Loreto, San Martin, Amazonas, Huanuco y Junin. (FLORES,
1997, p. 297).

La “yarina”, palma del sotobosque se distribuye desde el norte de Peru al sur
hasta Bolivia y al este hasta el Purus superior en Brasil. Es una palmera muy
variable, algunas poblaciones de esta especie en algunas ocasiones presentan
poco 0 ningln tronco. En muchos casos la “yarina” es muy com(n en zonas
bajas, pero también se puede encontrar a alturas significativas como a 900 m
en relacion a la falda de los Andes. (SMITH, 2015, p. 431).
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Ecologia

Las condiciones ambientales para que se adapte la Phytelephas macrocarpa
son: biotemperatura media anual maxima de 25,5 °C y biotemperatura media
anual minima de 20,2 °C. El promedio maximo de precipitacion total anual
debe bordear los 3419 mm y tener un promedio minimo 1 020 mm. En relacién
a la altitud variable, debe estar desde 0 msnm hasta 1 200 msnm (FLORES,
1997, p. 297).

La palmera prospera en terrenos aluviales recientes, periddicamente
inundables, donde generalmente se concentran poblaciones densas de la
especie. En terrenos no inundables, se adaptan preferentemente en alfisoles e
inceptisoles ricos en materia organica y con buen drenaje, toleran
hidromorfismo temporal (FLORES, 1997, p. 297).

Utilizacion
Se destaca generalmente la utilidad del fruto de la Yarina, es asi que FLORES,

S. (1997, p. 298) nos menciona lo siguiente:

= Utilidad del fruto: EI mesocarpio del fruto maduro, es comestible. Tiene
sabor ligeramente dulce y un aroma muy agradable. Se consume
directamente al estado natural, sin embargo, es considerado un bocado
exquisito, asando directamente el fruto entero, 3 dias después de su
recoleccion; el mesocarpio se ablanda y adquiere una consistencia suave y
de sabor delicioso. La fauna silvestre consume avidamente el mesocarpio
del fruto maduro (FLORES, 1997, p. 298).

El endospermo de la semilla del fruto inmaduro, al estado liquido o semi-
solido, son comestibles al estado natural. En el estado de madurez
fisioldgica, es utilizado en la industria de fabricacion de botones y en
artesanias de tallados de adornos, piezas de ajedrez y figuras diversas, se
pule y tifie facilmente (FLORES, 1997, p. 298).

El mesocarpio del fruto maduro contiene aceite, con potencial de uso
doméstico. (FLORES, 1997, p. 298).
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En medicina tradicional, el endosperma inmaduro al estado liquido o
semiliquido, se utiliza para controlar la diabetes. El polvo de tagua, que es
el residuo, de la fabricacion de botones tiene valor comercial de exportacion
en los mercados de Estados Unidos y del Japon. (FLORES, 1997, p. 298)

= QOtras partes de la planta: Las hojas de la Yarina, constituyen el material de
mejor calidad vegetal, para el techado de viviendas y de grandes
explotaciones avicolas. Es una importante fuente de ingreso monetario en
la economia de los pobladores rurales que manejan poblaciones naturales
de Yarina. El palmito de Yarina, es también consumido, aungue en menor
proporcion, por la prioridad en el comercio de la hoja. (FLORES, 1997, p.
298)

1.2.6. Marcadores moleculares

Con el avance de la ciencia en muchos de los campos de la biologia, los
marcadores moleculares se han convertido en una herramienta muy util y
necesaria, ya que se usan para estudios de evolucion, ecologia, bio-medicina,
ciencias forenses y estudios de diversidad. Cabe resaltar que también son de
mucha utilidad para localizar y aislar genes de interés. Hoy en dia existen
muchas técnicas moleculares que nos van a permitir conocer el estado de las
proporciones de genes en las poblaciones naturales, ya sea de manera indirecta,
como los analisis de proteinas, o de manera directa con estudios de ADN. Los
marcadores moleculares se distinguen por la capacidad que tienen en la
deteccion de polimorfismos en loci Unicos o multiples, y son de tipo dominante
o co-dominantes. (SIMPSON, 1997, p. 119; RENTERIA, 2007, p. 542-543).

Las tecnologias de marcadores moleculares son el medio més avanzado v,
posiblemente, el mas eficaz para entender los fundamentos de la diversidad
genética. Son herramientas eficientes y exactas con las cuales se puede
identificar y evaluar la variacion genética de manera rapida y minuciosa.
Cuando se aplican tecnologias moleculares para responder a las preguntas
bioldgicas que sirven de base a la comprension de la diversidad genética,

podemos hacer progresos notables en la velocidad y en la profundidad para
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lograr una conservacién adecuada y, en consecuencia, la disponibilidad de los
recursos genéticos para el mejoramiento de los cultivos (VICENTE &
FULTON, 2003, p. 3).

Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)

La técnica de Inter repeticion de secuencia simple (ISSR) es un método basado
en la PCR, que implica la amplificacion de segmento de ADN presente a una
distancia amplificable en entre dos regiones de microsatélites de repeticion
idénticas orientado en direccidn opuesta. La técnica utiliza microsatélites, por
lo general 16-25 pb de longitud, como cebadores en una unica reaccion de PCR
de cebador dirigida a multiples loci genémicos para amplificar principalmente
las secuencias de inter-SSR de diferentes tamafios. (REDDY et al., 2002, p. 9).

Los ISSRs son un tipo de marcador genético que nos permite obtener los
niveles de variacién en las regiones microsatélite que se encuentran dispersas
en varios genomas, particularmente el nuclear. Los ISSRs son marcadores
semiarbitrarios amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
a partir de la presencia de un oligonucle6tido o primer complementario a un
microsatélite, disefiado para unirse a los motivos repetidos de di y
trinucledtidos (evitando los mononucleédtidos presentes en el cloroplasto). Los
marcadores moleculares ISSRs consisten en un motivo repetido de di- o
trinucledtidos (GONZALES Y AGUIRRE, 2007, p. 567).

El ISSR (secuencia entre repeticiones simples), es una técnica que se basa en
la amplificacion mediante PCR de las secuencias ubicadas entre dos
microsatélites. Este marcador utiliza primers arbitrarios, que, gracias a la
conocida abundancia de secuencias repetitivas esparcidas por todo el genoma,
identifica multiples locus. Esta técnica resulta ser ventajosa porque no se
requiere ninguna informacién genémica anterior para su uso y se encuentra
estable a través de una amplia gama de parametros de PCR; la técnica ISSR-
PCR combina dos de las cualidades requeridas para analisis de rutina: bajo
costo y rapido procesamiento con minimo equipamiento requerido (BORNET
& BRANCHARD, 2001, p. 210; VICENTE & FULTON, 2003, p. 284-288).
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Los marcadores ISSR han sido desarrollados a partir de las repeticiones de
microsatélites, mediante el anclaje de cebadores especificos para dichas
repeticiones. Estos marcadores poseen caracteristicas que los hacen atractivos
para la diferenciacion varietal de diferentes especies vegetales; de esta manera
ISSR - PCR proporciona una nueva aproximacion de fingerprinting aplicable
para las comparaciones taxonomicas y filogenéticas y como herramienta de
mapeo en una amplia diversidad de organismos. (ZIETKIEWICZ et al., 1994,
p. 176; GONZALEZ-GUZMAN et al., 2006, p. 1). Investigaciones previas han
demostrado que el analisis de ISSR detecta generalmente un alto nivel del
polimorfismo en comparacion con las detecciones de polimorfismo de la
longitud del fragmento de restriccion, RFLP, o analisis polimorficos
amplificados al azar de ADN, RAPD (GODWIN et al., 1997, p. 1527;
BAHULIKAR et al., 2004, p. 2).

Definicion de términos

e Erosion genética: entendida como pérdida considerable de biodiversidad, ya sea
en poblaciones naturales o agricolas, también se le conoce como la simplificacion

genética de las poblaciones naturales o cultivares (SORIANO, 2004, p. 56).

e ISSR: Inter secuencias simples repetidas (Inter Simple Sequence Repeat,) es un
marcador molecular conocido como secuencias repetidas intersimples. Esta es una
técnica relativamente nueva y es similar a los RAPDs, excepto que en los ISSRs
el primer es un di 0 trinucleotido repetido (CULLER & WOLFE, 2001, p. 546).

e Marcador Molecular: Los marcadores moleculares son sectores de DNA que
pueden ser identificados y localizados con mucha precision en una posicion
determinada del genoma del organismo en cuestién. Pueden analizar DNA
proveniente del nucleo, del cloroplasto o de las mitocondrias (VICENTE &
FULTON, 2003, p. 13 - 18).

e PCR: son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reaccion en
Cadena de la Polimerasa. Es una técnica que consiste en sintetizar muchas veces
un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede trabajar a
temperaturas muy elevadas (ESPINOSA, 2007, p. 517).
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Resiliencia ecoldgica se define como la capacidad de resistencia de las localidades
a las perturbaciones del medio ambiente, sin pérdida significativa de funciones
bioldgicas. La diversidad genética es uno de los componentes de la resiliencia a
nivel de individuos y localidades (SCHABERG et al., 2008, p. 856).

Variabilidad genética: refiere a la variacion existente en el material genético de
una poblacion o especie bioldgica (genoma). La variabilidad genética es también
una medida de la tendencia de los genotipos de una poblacion a diferenciarse (DE
MARCO et al., 2011, p. 468).



CAPITULO 11
MATERIAL Y METODOS

2.1. Areade trabajo

2.1.1. Etapade campo

La colecta de material bioldgico (folios o pinas) fue realizada en seis zonas a
lo largo de la Regidn San Martin (Ver Anexo 1). A continuacion, se presenta

el detalle completo de los lugares de colecta:

Lugar Coordenadas
(Poblado/Lugar — Distrito — Provincia) 18 M UTMm
Cuevas de Palestina - Distrito de Nueva

Zona

1 . A . 239464 9344394
Cajamarca - Provincia de Rioja.

5 Poblado dgl Pong(_J d(_e Caynarachi - Distrito de 358099 9301443
Caynarachi - Provincia de Lamas.

3 Sectqr L_aguna And|V|e,Ia - Distrito de Morales - 338578 9278229
Provincia de San Martin.

4 CP. Leoncio 'Prgdo - _Dlstrlto de Tingo de 363846 9226796
Ponaza - Provincia de Picota.

5 Sectc_)r _San Mlggel - Distrito de Pachiza - 304255 9192573
Provincia de Mariscal Caceres.

5 Sector cabecera Alta de Santa Rosa de Mishollo 312919 9115003

- Distrito de Polvora - Provincia de Tocache.

2.1.2. Etapa de laboratorio

El presente trabajo de investigacion, en su etapa de laboratorio se llevo a cabo
en el Laboratorio de Botanica Aplicada “Jean-Christophe Pintaud” (LBA —
JCP) del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana — San Martin
(HAP — SM), ubicado en el Jr. Belén Torres de Tello Nro 135, distrito de

Morales, provincia de San Martin, departamento de San Martin, Per.

2.2. Materiales
2.2.1. Materiales y equipos de campo

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion se usaron materiales y

equipos de campo de acuerdo a las etapas que se detallan a continuacion:
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» Etapa de colecta:

Materiales : Tijera podadora, machete, Wincha (50 my 5 m) y papel
periddico.
Equipos  : GPSy cdmara fotogréfica.

» Etapa de conservacion:

Materiales : Sobres de papel bond, silica gel, alcohol, marcador
permanente, bolsas Ziploc y tijera

2.2.2. Materiales y equipos de laboratorio

Correspondiente a la etapa de laboratorio, se hizo uso de muchos materiales y

equipos, los cuales se detallan a continuacion:

> Materiales :

Papel aluminio

Papel film

Espatula

Vaso de precipitado

Matraz

Probetas

Tips para micropipeta (10 uL, 200 uL y 1000 uL)
Tijeras quirdrgicas

Papel aluminio

Pinzas

Papel absorbente

Microtubos (0,2 mL, 0,5mL, 1,5mLy 2,0 mL)
Guantes de latex

Marcadores permanentes

» Equipos

Hotplate
pHmetro

Balanza analitica
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Micropipetas

Tissuelyser

Minicentrifugas

Agitador Vortex
-Espectrofotometro (Nanodrop)
Termociclador

Congeladora
Fotodocumentador

Microondas

Laptop

Bafo termostatico

Sistemas de purificacion de agua de tipo | (ultrapura) Milli-Q
Camara electroforética

Transiluminador

2.2.3. Reactivos

A continuacion se detallan los reactivos usados en cada etapa de laboratorio:

> Extraccion de ADN :

CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
Proteinasa K

Isopropanol

Cloroformo

Etanol 70%

Agua MQ

» PCR:

MgCI2

Buffer 10X

Solucion Q

dNTPs

Marcadores Moleculares (ISSR)
Taq Polimerasa

Agua MQ
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» Electroforesis:
- Buffer TBE 1X

- Agarosa
-  Gel Red
- Laders (100 bp)
2.3. Métodos
2.3.1. Colectay conservacion de material biologico

2.3.2.

En total se colectaron muestras biologicas de 144 individuos (24 individuos
por cada poblacion natural) mediante muestreo aleatorio simple. EI material
colectado fue pinas o folios, los cuales fueron conservados en sobres de papel
(9.5 x 6 cm aprox.) correctamente rotuladas. Posteriormente fueron puestas en
bolsas Ziploc conteniendo de Silica gel (didxido de silicio). Finalmente, las

muestras se trasladaron al laboratorio.
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de los folios colectados, mediante el
“Protocolo de extraccion de ADN vegetal método CTAB” (DOYLE &
DOYLE, 1987). Es precioso mencionar que se fue ajustando las condiciones
del protocolo del “LBA-JCP” a fin de obtener ADN de buena calidad. A

continuacion se describe el proceso de extraccion:

a. Pesamos 100 mg (30-50 mg en seco) de muestra y lo ponemos en un
microtubo de 2,0 mL, se puso cuatro perlas y se tritur6 con el
homogenizador de tejidos, alrededor de 50 segundos (30

revoluciones/segundo). Se quitaron las perlas.

b. Luego agregamos 1 mL de Buffer de extraccion CTAB calentado a 60 °Cy
10 pL de proteinasa K (10 mg/mL). Con la ayuda de un vortex,
homogenizamos la solucién, para finalmente llevarlas a un bafio

termostatico.

c. Maceramos la muestra en bafio maria a 60 °C por 8 horas.
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d. Colocamos 1 mL de cloroformo, mezclamos suavemente por inversion

durante 5 minutos. Luego centrifugamos a 8000 rpm por 5 minutos.

e. Tomamos 500 pL de sobrenadante y lo ponemos en un microtubo nuevo de
1,5mL.

f. Adicionamos 750 pL de isopropanol frio, luego mezclamos suavemente por
inversion durante 2 minutos. Ponemos las muestras al congelador por 2
horas a -20 °C.

g. Centrifugamos a 13 000 rpm por 15 minutos. Desechamos la parte liquida
de la solucion cuidadosamente procurando no perder el pellet de ADN en el
fondo del tubo.

h. Agregamos 750 L de etanol al 70% y centrifugamos a 13 000 rpm por 15
minutos. Luego desechamos la solucion cuidadosamente (repetir 2 veces).

i. Secamos el pellet (ADN) al ambiente hasta que quede por completo seco.

j. Finalmente, se resuspendio el pellet en 30 pL de agua ultrapura. Y se guardd

en 4 °C por dos dias. Después se cuantifico.

Cuantificacion de ADN

La pureza y la concentracion del ADN, se determind por espectrofotometria
UV-Vis (longitud de onda 190 nm y 850 nm) en un equipo Thermo Scientific
™ NanoDrop ™ One. Se trabajo con 1 uL de ADN total previamente diluido
en agua MQ. Los datos obtenidos se apuntaron en una ficha, donde se
considero el nimero de la muestra, muestra, concentracion y las ratios que
hacen mencion a proteinas y fenoles los cuales seran A260/A280 y A260/A230
respectivamente. A continuacién, se muestra la ficha de cuantificacién de ADN

total:

N° Muestra [Hg/uL] A260/A280 A260/A230
001 e e e e
002 ...
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Dilucion de ADN

Para realizar la amplificacion del ADN, se sometié a un proceso de dilucion,

de la concentracion obtenida en la cuantificacion, a una concentracion final de

100 ng/pL en 50 uL de solucion, se efectuo la siguiente formula:
CiXVi=CsXVy

Donde: Ci = Concentracion inicial (resultado de cuantificacion)
Vi= Volumen inicial
Ct = Concentracion final

V¢ = Volumen final

Verificacion de la extraccién de ADN genémico

El éxito de la extraccion del ADN de las muestras, se verific6 mediante un
analisis electroforético en geles de agarosa al 1 %, tefiido con gel red (10
mg/mL). La electroforesis horizontal se realizé a 130 voltios por 30 minutos,
y los resultados obtenidos fueron visualizados en un transluminador de luz UV
y documentandolos en un sistema de fotodocumentacion Gel Logic 100

Imaging System Kodak (Ver Anexo 3).

Amplificacion de ADN via Anchored & Non Anchored ISSR-PCR (Inter

Simple Sequence Repeat- Polymerase Chain Reaction)

La amplificacion de ADN fue realizada a partir de 3 primers ISSR, 2 de ellos
Non Anchored y 1 Anchored. La amplificacion via PCR para el primer Non
Anchored fue realizada en un volumen total de 25 uL conteniendo Buffer 1X,
Solucion Q 1X, 5,625 mM de MgCl2, 1 mM de dNTP, 0,8 uM de primer, 0,08
U/uL de tag polimerasa, 15 ng de ADN gendémico y agua ultrapura. Para la
amplificacion via PCR para los primers Anchored contenia, Buffer 1X,
Solucion Q 1X, 4 mM de MgClz, 1 mM de dNTP, 2 uM de primer, 0,2 U/uL
de tag polimerasa, 15 ng de ADN gendmico y agua ultrapura, todo eso en un

volumen total de 25 uL.

Las condiciones de temperatura fueron: una desnaturalizacion inicial a 94 °C

x 1 min., seguida de 27 ciclos para los ISSR-Non Anchored y 30 ciclos para
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los ISSR-Anchored, consistentes en: desnaturalizacion (94°C x 1 min.),
hibridacién (adecuada a cada primer x 1 min.), elongacion (72°C x 4 min.)

Seguida de una extension final a 72°C x 7 min (Ver Anexo 2).

Los marcadores moleculares usados en el trabajo de investigacion son los

siguientes:
Primer Fuente Secuencia

Bornet & Branchard,

(CAG)s 5°d CAGCAGCAGCAGCAG 3’
2001
Bornet & Branchard,

(CAA)s 5’d CAACAACAACAACAA 3’
2001
Bornet & Branchard,

GAG(CAA)s 2004 5°d GAG CAACAACAACAACAA 3’

Teniendo las temperaturas de hibridacién (Tm) para cada marcador.

Primer Tm (°C)
(CAG)s 54,9
(CAA)s 45,0
GAG(CAA)s 50,7

2.3.7. Electroforesis y visualizacion de los productos de amplificacion

El éxito de la amplificacion de los productos de PCR fue verificado
preliminarmente en geles de agarosa 2% Y corridos en camaras electroforéticas
horizontales. La migracion de los productos amplificados se realiz6 a 130
voltios durante 30 min y el registro del gel se realizO mediante un
fotodocumentador con luz UV. Posteriormente se verifico el polimorfismo
entre las muestras en geles de Agarosa 3% (Ver Anexo 4) analizados mediante
la observacion de la ausencia y presencia de bandas. Las corridas fueron
realizadas en camaras electroforéticas horizontales a 130 voltios durante 75
min, el registro se realizo0 mediante un fotodocumentador Gel Logic 100
Imaging System Kodak con luz UV.
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2.4. Andlisis y procesamiento de datos

2.4.1. Analisis Factorial de Correspondencia (AFC)

24.2.

El Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC), describe las agrupaciones
entre las variables cualitativas de un conjunto de individuos,
independientemente de su pertenencia a grupos definidos, poblaciones o
procedencia geografica. Su objetivo principal es generar una representacion
gréfica de los individuos en un espacio de dos o tres dimensiones en funcion
de sus proximidades (CASTILLO & RODRIGUEZ, 2002).

Para este analisis se elabord una matriz binaria de ausencia y presencia de
bandas por cada locus informativo: 100100 (ausencia) y 200200 (presencia)
para cada primer amplificado. Para el procesamiento de los datos se utilizé el
Software Genetix v 4.05.2 (BELKHIR et al., 2004). EI AFC fue utilizado como
método exploratorio para visualizar si existian diferencias genéticas entre las

seis poblaciones naturales de Phytelephas macrocarpa.

indice de fijacion (Fst)

El indice de fijacion (Fst) indicara el grado de diferenciacion entre las seis
poblaciones estudiadas, es decir, que tan diferentes o parecidas son estas. Los
Fst fueron calculados con ayuda del Software Genetix version 4.05.2
(BELKHIR et al., 2004), utilizando el estimador de WEIR & COCKERHAM
(1984) y WEIR (1990):

S (Ai)

Fop=—o—"r
SET3R(AI + Bi)

Donde:
Ai= Componente de la variacion de los perfiles entre los grupos.

Bi= Componente de la variacion de los perfiles dentro de cada grupo.

Los valores del Fs varian entre 0 y 1, cuando Fs = 0, los diferentes grupos se
comportan como uno solo indicando que no existe divergencia genética entre

ellos, cuando el Fst = 1, la estructuracién es méxima lo que sugiere que los
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grupos estan fijados. El grado de diferenciacion entre grupos fueron
clasificados siguiendo los criterios de HARTL & CLARK (1997), como se

muestra a continuacion:

0,00 - 0,05 Diferenciacion genética pequefia
0,05-0,15 Diferenciacion genética moderada
0,15-0,25 Diferenciacion genética alta

Fst > 0,25 Diferenciacion genética muy alta

Para la significancia (P) de la diferencia entre poblaciones multilocus, se
compara el estimador del Fs real con 1000 estimadores de Fst obtenidos en
situaciones donde no hay estructuracion, rompiendo la hipotética
estructuracion real de manera artificial por permutaciones de los individuos en
el conjunto de las poblaciones. Se considera que la diferencia es significativa
cuando el Fstes mayor a 95 % (P < 0,05) en relacion a los Fs de las 1000

situaciones sin estructuracion.
Distancia genética

A partir de la distancia genética de NEI (1978), se realizé un analisis para medir
la diferenciacion genética entre pares de poblaciones, es decir, cuanto mas
parecidas sean las dos poblaciones el grado de diferenciacion entre ellas sera
menor. Los valores cercanos a 0 indican una alta similitud, mientras que los
valores cercanos a 1 indican una completa diferencia entre las poblaciones
(PINERO et al., 2008).

Flujo genético

Las tasas de migracién (flujo génico) fueron estimadas de forma lineal a partir
de los valores del indice de Fijacion (Fs;), expresada en niimero de migrantes
por generacion (Nm) donde Nm = (1-Fst) /4*Fst (Wright, 1969). Estos patrones
determinan hasta qué grado una poblacion es una unidad independiente. Una
medida del flujo genético que resulta facil de calcular es la Nm, este parametro
nos indica el nimero de migrantes efectivos y se obtiene multiplicando el
tamario efectivo (Ne) de la poblacion por la tasa de migracion (m). Si Nm >1,

el flujo genético supera los efectos de la deriva génica y previene la
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diferenciacion local. Si el Nm <1, entonces la deriva génica actla

independientemente en cada una de las poblaciones (PINERO et al., 2008).
Relaciones interpoblacionales

Las relaciones entre las especies y/o grupos en estudio de Phytelephas
macrocarpa fueron estimados elaborando un dendograma Neighbor-joining
usando el programa GENDIST y NEIGHBOR del paquete de inferencia
filogenética PHYLIP version 3.698 (FELSENSTEIN, 1993), a partir de las
distancias genéticas calculadas en el Software Genetix version 4.05.2
(BELKHIR et al., 2004).

Cada grupo sera tratado como una unidad taxonémica operacional y el soporte
estadistico fue obtenido de 1 000 muestras de bootstrap. Los valores en los
dendogramas indicaron el porcentaje de ocurrencia que existe entre la union de
los grupos segun su estructuracién. La visualizacion del dendograma obtenido
se hizo en el software TreeView (PAGE, 1996).

Correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica

Con la finalidad de poder observar la relacion entre las distancias genéticas
obtenidas (NEI, 1978) y la distancia geografia (Km), se hizo una correlacion
lineal de Pearson. El coeficiente de correlacion lineal de Pearson se define en
términos de la covarianza de las variables aleatorias. La covarianza es una
medida que indicaré la forma en que X y Y varian conjuntamente (FALLAS,
2012). El coeficiente R de Pearson (IBUJES & ORLANDO, 2011), se obtuvo
en el software Rstudio (TEAM RS et al., 2015). Se usaron los comando cor.test
para hallar el coeficiente R de Pearson. Después se usaron los comandos plot
y abline para graficar la correlacion entre las dos variables.

n —

5D

i=1

Donde:
X = Media de X



25

Y = Mediade Y

by = Desviacion estandar de X

6y = Desviacion estandar de Y
El estadistico “r”” posee las siguientes caracteristicas, el coeficiente mide la
intensidad y direccion de la correlacion lineal y no excluye la posibilidad de
que exista otra forma de correlacion no lineal. Su valor fluctta entre 1y -1.

IR
T

Cuando la asociacion entre X y Y es perfecta “r” es igual a 1 (todos los valores
se ubican en una recta); cuando no existe correlacion lineal su valor es 0

(FALLAS, 2012).



CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Resultados

3.1.1. Polimorfismo de ISSR

Los tres marcadores moleculares ISSR testados (GAG(CAA)s, (CAG)s y
(CAA)s en la amplificacion de ADN de Phytelephas macrocarpa fueron
informativos, mostrando polimorfismo (diferenciacion) entre los diferentes
grupos estudiados. Los tres marcadores generaron un total de 60 bandas
informativas entre los diferentes grupos, de las cuales 31 fueron bandas
diagnosticas, es decir estan presentes exclusivamente en uno solo de los seis

grupos en estudio.

Tabla 1
Diversidad genética de Phytelephas macrocarpa por marcador ISSR usado.

Marcador Bandas polimorficas Bandas diagnosticas
GAG(CAA)s 20 12
(CAG)s 19 10
(CAA)s 21 09
Total 60 31

El marcador menos informativo entre los tres analizados fue (CAG)s,
aportando en total 19 bandas polimorficas (diferenciales) para la construccion

de genotipos totales. Se identifico 10 bandas diagnosticas.

Z1 22 Z3 zZ4 Z5 Z6
Palestina Caynarachi Andiviela Picota Pachiza Tocache

Pa®  oatd b oy Attt it oo ® 2o ® ot (ot8 (oW

Lader 100 bp

o

Figura 1. Gel de agarosa 3% mostrando los fragmentos amplificados
de ADN para las seis poblaciones, primer (CAG)s
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GAG(CAA)s fue el marcador medianamente informativo, aportando 20

bandas polimorficas, de las cuales 12 fueron diagnosticas.

21 YY) Z3 Z4 Z5 Z6
Palestina Caynarachi Andiviela Picota Pachiza Tocache

Lader 100 bp

w'\ﬁ N\d'i! N‘“" gl W\& ot w“n B xoc”"'

Figura 2. Gel de agarosa 3% mostrando los fragmentos amplificados
de ADN para las seis poblaciones, primer GAG(CAA)s

El marcador (CAA)s presento el mayor polimorfismo contribuyendo con 21
bandas informativas a los genotipos totales y generando 09 bandas

diagnosticas.

Z1 y/J Z3 Z4 Z5 Z6
Palestina Caynarachi Andiviela Picota Pachiza Tocache

el oIt oy ® o ® b @ et e o gt o e
T S e e

Lader 100 bp

au o "

Figura 3. Gel de agarosa 3% mostrando los fragmentos amplificados

de ADN para las seis poblaciones, primer (CAA)s
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3.1.2. Genotipos totales

En la tabla 2 se muestra los genotipos totales obtenidos para cada poblacion

estudiada, los cuales fueron obtenidos mediante la suma de los genotipos de
los tres marcadores analizados (GAG(CAA)s, (CAG)s y (CAA)s).

La tabla 2 nos muestra los diferentes genotipos para cada poblacion natural.

Gracias a la amplificacion de los primers ISSR, hemos construido los genotipos

para cada individuo en un lenguaje binario. Se fue construyendo la matriz

binaria a partir de un conteo de bandas en los perfiles genéticos de las

poblaciones. Donde A es ausencia y B es presencia. Como se muestran en la

Tabla 2, se ve una clara variabilidad genética intrapoblacional entre los

individuos de cada poblacion. Teniendo de esta manera 12 genotipos distintos

en cada poblacion estudiada.

Tabla 2

Genotipos totales encontrados en las seis poblaciones naturales de

Phytelephas macrocarpa con tres marcadores moleculares ISSR

Cod.
Genotipo

GENOTIPO

ZONA 1: PALESTINA - PROV. RIOJA

Z1-A

ABABBABAAAABAABAAAAABAABBABBAABAABABAAABAAAABABAABABABAAAABA

Z1-B

ABABBABAAAABAABAAAAABABABABABABAAABABAABAAAABABABAABAAABAABA

Z1-C

ABABAABAABABAAAABAAABABABABABABAAABABAABAAAABAABAABAABABABAA

Z1-D
Z1-E

AAABAABAABABAAAABAAABAABBABABABAAAABAABABAABAABAABAAABAAABAB
ABAABBAAABAAAABAAABBBABABABABABAAAABAABABAABAABABAABABAAABAB

Z1-F

ABAABBAAABAAAABAAABABABABAABABABBBABAABABAABABAABAABBAAABAAB

Z1-G

ABABABABAAABAAAAABAABABABAABABABBABABAABBAAABABAABAAABABAAAB

Z1-H

ABAAAABBAAABAAAABAAABABABABBABAAAABBAABAAABAABAABAAABAAABAAB

Z1-1

AABABABABAABAABAAAABBAABBABBABAAAABABAABAABAABAABABABAAABAAB

Z1-1]

AABABABABAABAABAAAABABABBABAABABAABABABAAABAABAABAAABAAABAAB

Z1-K
Z1-L

ABABAABABABAAAAABAAABAABABABABABAAABABABAABABABAABABAAABAAAB
ABBBAABAAABAAAAABAABABABABABABABAAABABABAABABABAAAABAAABAAAB

ZONA 2: PONGO DE

CAYNARACHI -

PROV. LAMAS

Z2-A

AABAABAAABAABAAAAAAAAAABABAABAABAABABAAABABAABABABAABAAAABBA

Z2-B

AABAABAABAAABAAAAAAAAAABABABBAABAABAAAABBABABABBABAABAAAABBA

Z2-C

AABAABAABBAAABAABAAAAABABAABBAABABAAABAABAABAABAABAABAAABABA

Z2-D

AABAABABABAAABAABAAAAABBABAABAABBABABAABAABAABABAAABABAAABAA

Z2-E
Z2-F

AAABBBAABAAABAAABAAAAABAABAAABABAABABAAABAAABABAAABAABAAABAA
AAABBAABAAAABAAABAAAAABABABABAABBABABAABAAABABBAABAABAAABAAA
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AAABABBABAAAAAABAAAAAABABAAABAABABABAAAABABABABABAAABABABABA

Z2-H

ABAABABABAAAAABAAAAAAABAABAABBABAABAABAABABAAABABAABAABABABA

Z2 -1

AAAABABAABAABAABAAAAAAABABAABABABAABAAABAABABABAAABABAABAAAB

z2 -]

AAAABABAABAABAABAAAAABABABAABBABBAAABABAAAAABBAAAABABAABAAAB

Z2-K
Z2-L

AABABAAABAABAAAAAAAAAABAABAAABAABAABABAABAABABABABABAABAAABA
AABABBAABAABAAAAAAAAAABABAAAABABAABABAABAAABAABBAABAAABAAABA

ZONA 3: SECTOR LAGUNA ANDIVIELA -
PROV. SAN MARTIN

Z3-A

AABBAAABABAAAAABAAAAABABAAAAABABAAAABABABAABABAABAAABABABAAA

Z3-B
Z3-C

AABABAAABABABAAAAAAAABABAAABAABAAAAABABABABAAABBAAAAABAABAAA
BABABAAABABABAAAAAAAABABAAABAABAAAAABABABAAAABAABAAABABABAAA

Z3-D

AABBAAABABBAABAAABAABBABAABABABAABABABABAABAABAABABAABAABAAA

Z3-E

AABBAAABBABAABAAABAAABABAAAABABAAAABAABBAABABAAAABABAABAAABA

Z3-F

AAABAAABBABAABAAABAABBAAAABAAABAABABABAAAABAABABAABABAAABAAA

Z3-G

AABABAABABAAABAAAAAABABAAAABAABAAABABAAABAABBAAAABAABABAAABA

Z3-H

BABABBAABAAABAAAAAAABABAAAABAABAAABABAAABBBAAABABAAABAAABAAA

Z3-1
Z3-1]

AABAABAAABAABAAAAAAABABAAAABAABAABAABBAAABBAAAAABABAABAAABAA
AABAABBAABAABAAAAAAABABAAAABAABAABAABBAAAABABAAABABAABAAABAA

Z3-K

AABABAABABAABABABAAABABABAABAABABAAABAAABAABABAAABBABABAAABA

Z3-L

BAABABAABAABABAAABAAAABABAABAABABAAAAAABAABAAABAABAAABAAABAA

ZONA 4: CP LEONCIO PRADO - PROV.
PICOTA

Z4-A

AABABABAAAAABAABBAAAAABABABBABAABAAAAAAAAAAAABABAABABAABAABA

Z4-B

BAAAABABAAAAABAABAAAAAABABABABABAABAABAAAAAAABABABBAAABAABAA

Z4-C
Z4-D
Z4 -E

AABABAAABABAAABAAABAAABABABABABAABAABAAAAAAAABABAABABAABAABA
AABABAABAABAAABAAABAABABABABAABABAABAAAAAAAAABBAABBAAABAAABA
AABABABAAAABAABAABAAAAAABBABBAABAABAABAAAABABABABAAAABAAABAA

Z4-F

BABAABABAABAABAABAAABAABBABAABABABAAABAAAAABABAABAABAAABAABA

Z4 -G

AABAAABBAAABAAAAAAAAAABAABBBABABAAABAAAAAAAABAABAABABAAABAAB

Z4-H

AAABABABAAAAABAABAAAABAABABBAABAABAAABAAAAAABAABAABABAAABAAB

Z4 -

AAABABAAABAAABAAABAABABABABAABABABABAAAAAABABBAABAAAABAAAABA

Z4 -]
Z4 -K

AAABABAABAAAABAABABAABABABABAABABAABAAAAAAABABAABAABAAABAABA
AABBAABBAAABAAABAAAAABABBABAABABAAABAAAAAABABAABAABAAABAAABA

Z4 -L

ABABAAAABAAABAAAAABAAABABABABAABABAABAAAAAABABAABAABAABAAABA

MARISCAL CACERES

ZONA 5: SECTOR SANTA
ROSA/PACHIZA - PROV.

Z5-A

AABABABAABAABAAABABAAABABABBABAABAABAAABAAAAAABBAABBAABAAABA

Z5-B

BAAABABAABAABAAAAABAABAABABBABAABAAAABAABAAAABBAABBABAAAAAAB

Z5-C

AABABABABAAABAAABABAABABABBABAABBABAAAAAAAAAABAABABABAAAAAAB

Z5-D

ABAABABABAAABAAABABAAAABABABABABABABABAAAABAABAABABABAAABAAA

Z5-E
Z5-F

AABABAABAABAABAABAAAAABABABBABAABABAABAAAAAABAAABABABAAABAAA
BAABAAABAABAABABAAAAAAABBABBABAABABAABAAAAAAABABAABBAABAAABA

Z5-G

AABAABABAABAAAAAAABAAABABABABAABAABABAABAAABABAAABABBAAAAAAB

Z5-H

AABAABABAABAAAAAAABAAAAABBAABAABAABABAABAABBABAAABABBAAAAAAB

Z5-1

AAABABAAABAABAABAAAAABABABBBAAABBABAAAAAAABABABAABBABAAAAAAB

Z5-1]

ABAAABAAABAABAABAAAAAABABABABBAABABABAAAAABABABAABBABAAAAAAB
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75-K  AABBAABABAAAABAAAABAAABBBABABABABAABABAAAAABBABBAABBAAAABAAA

75-L  ABABAABABAAAABAAAABAAABAABBABAABABAABAAAAABABBABABABAAAAABAA

ZONA 6: CABECERA ALTA SANTA ROSA
DE MISHOLLO - PROV. TOCACHE

76 -A  ABABAABBAAABABAAABAABABABAABAABAABAABAAABAAAABAABAABAABAABAB

7Z6-B  ABAABAABAAAAABAAAAABBABABAABAABAABAABAAABBAAABAABAABAAAABAAB

7Z6-C  ABABAABAAAABAAAAABAABBAAABABAABAABAABAAAABAAABAABABAAABAABAB
7Z6-D ABABAABABBAAABAAABABBBABABAABABAAABAABAAAABAABAABABAAAABAABA
76-E  ABABAABABBABAAAAABAABBBAABAABABAAABAABAAABBAABAAABABAAABAABA

76-E  ABABAABAAAABAAAAABABBBBAABAABABAAABABAAAABAAABAABAABAABAABAA

76-G  ABAABABAABAABAAAABABBABAABAABABAAABAAAAABAABAAABAAABABAAABAA

7z6-H BAAABABAABAABAAAAAABABAABAABAABABABAAAAABBABAAABAAABABAAABAA

76 - 1| AABABAABAAAAABAAAAABBBAABAABAABABABAAAAABBABAAABAABAABAAABAA

76 -] AABABAABAAAAABAAAAABBBAABAABAABABABAAABAAAABAAABAABAABAAABAA
76-K  ABABAABBAABAAABAAAAABABAAABBAABAAABAAABAABBAABAABAAABAAABAAA
76-L  AABBAABBAABAAABAAAAAABAABAABAABAAABAAABAABBAABAABAAABAAABAAA

3.1.3. Anadlisis Factorial de Correspondencia (AFC)

Los resultados del analisis AFC (Figura 4) muestra que las poblaciones de
Phytelephas macrocarpa presentan estructuracion genética entre ellas. Se pudo
mostrar que las poblaciones de Picota, Pachiza y Caynarachi estdn mas
relacionadas entre si que con el resto de las poblaciones analizadas. En tanto,
que las poblaciones de Palestina, Tocache y Andiviela presentan diferenciacion
genética individual, todo esto queda evidenciado en la figura 4.
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Figura 4. Proyeccidn gréfica de los resultados de AFC para los eje 1y 2 encontrados en los
individuos de Phytelephas macrocarpa en las seis poblaciones naturales de la Region San
Martin.
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3.1.4. Indice de fijacion (Fst)
El andlisis de Fst entre pares de grupos (Tabla 3), para las poblaciones de
Phytelephas macrocarpa mostraron diferenciacién genética moderada en la
mayoria de casos (elevada significancia, p = 0). Segun este test, siguiendo los
criterios de HARTL & CLARK (1997), las poblaciones de Caynarachi y
Tocache presenta diferenciacion genética alta (Fst = 0,22531; p = 0). Mientras
que las poblaciones de Picota y Pachiza , mostraron diferenciacion genética
pequefia (Fst = 0,01578; p = 0). Todos los resultados fueron estadisticamente
significativos (Tabla 3).
Tabla 3
Resultados del indice de fijacion (Fst) para las seis poblaciones naturales de
Phytelephas macrocarpa en la regién San Martin.
Poblaciones Palestina Caynarachi Andiviela  Picota Pachiza Tocache
Palestina - 0,14230*** 0,16512*** (0,10371*** (,11342 *** (,14015***
Caynarachi - 0,12485*** 0,07436*** 0,05306***  0,22531***
Andiviela - 0,09131*** 0,14008***  (0,11434***
Picota - 0,01578***  0,15606***
Pachiza - 0,20557***
Tocache -

*** Altamente significativo, p =0

3.15.

Distancia genética

Los resultados de las distancias genéticas de NEI (1978) mostraron que las
poblaciones de Picota y Pachiza son las méas relacionadas genéticamente
(0,038). Mientras tanto que las poblaciones de Tocache y Caynarachi son las
distantes genéticamente (0,204) (Tabla 4).
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Distancia genética (NEI, 1978) para las seis poblaciones naturales de Phytelephas

macrocarpa en la region San Martin.

Poblaciones Palestina Caynarachi Andiviela Picota

Pachiza Tocache

Palestina - 0,137 0,159 0,108 0,114 0,127
Caynarachi - 0,114 0,079 0,062 0,204
Andiviela - 0,092 0,131 0,099
Picota - 0,038 0,141
Pachiza - 0,187
Tocache -

3.1.6. Flujo genético (Nm)

Los resultados del flujo genético, determinados por el Nimero de migrantes

(Nm) por generacion y calculado en base a los valores de Fst, mostraron

valores muy altos de flujo de genes entre cuatro poblaciones (Caynarachi,

Andiviela, Picota y Pachiza). Las poblaciones de Pachiza y Picota presentaron

el mayor flujo de genes (Nm = 15,60), siendo las poblaciones de Tocache y

Caynarachi las que presentaron menor flujo de genes (Nm = 0,86) entre las

poblaciones analizadas (Tabla 5).

Tabla 5

Resultado del niamero de migrantes por generacion (Nm) para las seis poblaciones

naturales de Phytelephas macrocarpa en la region San Martin.

Poblaciones Palestina Caynarachi Andiviela  Picota Pachiza  Tocache
Palestina - 1,51 1,26 2,16 1,95 1,53
Caynarachi - 1,75 3,11 4,46 0,86
Andiviela - 2,59 1,53 1,94
Picota - 15,60 1,35
Pachiza - 0,97

Tocache
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3.1.7. Relaciones interpoblaciones

El dendrograma elaborado segun el criterio de agrupamiento del Vecino
Proximo (Neighbor Joining) y en base a la distancia genética de NEI (1978),
muestra cuatro agrupaciones principales (Figura 5). Ademas, muestra que las
poblaciones de Caynarachi, Andiviela, Picota y Pachiza son las mas
relacionadas. Se puede apreciar también dos grupos independientes Palestina
y Andiviela, pareciendo ser grupos mas distantes de las otras cuatro

poblaciones analizadas.

TOCACHE

Grupo 2

CAYNARACHI

ANDIVIELA

— PICOTA

L PACHIZA

Figura 5. Dendograma mostrando los resultados del analisis Neighbor Joining,
para las seis poblaciones naturales de Phytelephas macrocarpa en San Martin.
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3.1.8. Correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica

Las localidades con mayor distancia geografica lineal fueron Palestina y Picota
(342,25 km) y las mas cercanas fueron Caynarachi y Andiviela con 30,35 km
(Tabla 6). Los valores de distancia genética (Fst/1-Fst) variaron entre 0,152
(Tocache — Caynarachi) y 0,04 (Picota — Pachiza). Se construyé una tabla,
relacionando a las poblaciones de par en par, a tal punto de obtener todas la
conjugaciones con sus determinado valores de distancia geografica y distancia

genética (Tabla 6).

El anélisis de correlacion de Pearson evidencié que existe una correlacion
positiva débil inferior a 1/16 % (r = 0,233; r> = 5,43 %) entre las distancias
geogréficas y genéticas de las seis poblaciones naturales de Phytelephas
macrocarpa estudiadas (Figura 6).

Tabla 6
Matriz de las distancias geografica y genética para las seis poblaciones naturales

de Phytelephas macrocarpa utilizadas en el anélisis de correlacion de Pearson

Distancia Distancia

Poblaciones Geogréfica Genética

(Km) (NEI 1978)
Pal - Cay 252,31 0,137
Pal - And 238,3 0,142
Pal - Pic 342,25 0,115
Pal - Pach 330,04 0,114
Pal - Toch 240,62 0,113
Cay - And 30,35 0,112
Cay - Pic 74,73 0,078
Cay - Pach 121,42 0,062
Cay - Toch 191,83 0,154
And - Pic 57,31 0,072
And - Pach 92,1 0,127
And - Toch 165,17 0,066
Pic - Pach 68,73 0,04
Pic - Toch 123,11 0,097

Pach - toch 78,14 0,142
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Figura 6. Proyeccion gréafica del analisis de correlacion de Pearson, entre la distancia genética (Fst/1-
Fst) y la distancia geogréfica lineal (Km) de las seis poblaciones naturales de Phytelephas macrocarpa
en la Region San Martin

En la figura 6 podemos observar que la distancia geografia y la distancia
genética no pueden establecer ningun tipo de relacion. Ambas variables son
independientes entre si, donde la distancia geografica no influye en la distancia

genética.

3.2. Discusion

En el contexto global referente a la distribucion de las palmeras a nivel mundial, la
cual se caracteriza por ser termocosmopolita (entre 44°N y 44°S), el continente
sudamericano aparece como uno de los mayores centros de riqueza y diversidad para
la familia de palmeras (Arecaceae) (PINTAUD et al. 2008; DRANSFIELD et al.,
2005). La region sudamericana es basicamente estructurada por un eje latitudinal
(linea ecuatorial) y un eje longitudinal (la cordillera de los Andes). La linea ecuatorial
determina la transicion estacional entre el hemisferio norte y el hemisferio sur, y el
cambio de régimen de las corrientes marinas, con profundos efectos climaticos y
reforzados por los efectos topograficos de los Andes, determinando una
compartimentacion del ambiente a diversas escalas (PINTAUD et al. 2015). Estos
patrones indican el origen de una gran diversidad en esta parte el mundo, dichos
patrones evolutivos estan bien marcados en las palmeras, dando asi varios niveles

taxondmicos y un alto grado de endemismo.
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En Sudamérica existe un alto grado de endemismo de palmeras, es asi que cuatro de
las cinco familias de Arecaceae se encuentran en esta region: Calamoideae,
Coryphoideae, Ceroxyloideae y Arecoideae. Dentro de este contexto aparece la tribu
Phytelepheae, que es considerada endémica de Sudamérica (DRANSFIELD et al.,
2005).

La tribu Phytelepheae, anteriormente era considerada una sub familia
“Phytelephantoideae”, compuesta por tres géneros: Phytelephas, Ammandra y
Palandra (Barfod, 1988). Actualmente Phytelepheae es una tribu de la subfamilia
Ceroxyloideae, compuesta por tres géneros: Ammandra, Aphandra y Phyetelephas,
este Ultimo da el nombre a la tribu (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP et
al.2016; DRANSFIELD et al. 2005). La evolucion de las herramientas de la genética
y biologia molecular en el tiempo, fueron de mucha utilidad para realizar estudios
filogenéticos, que permitieron reordenar taxonémicamente a la familia Arecaceae.
Esto dio lugar a un nuevo sistema moderno de taxonomia de plantas con flores
(Angiospermas) mediante técnicas moleculares desarrollado por el Angiosperm
Phylogeny Group (APG) (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP et al. 2016).

Phytelehas macrocarpa, conocida como “Yarina” en el Perd y al sur de la region San
Martin como “Poloponta”. ES una especie nativa amazoénica, originaria de la region
centro occidental, se distribuye en Brasil, Colombia, Ecuador y Peru (FLORES, 1997).
Es una palma del sotobosque, muchas veces es muy variable y algunas poblaciones
tienen poco o ningun tronco (acaule), aunque es mas comun en las tierras bajas, la
“yarina” e puede encontrar a una altura de hasta 900 m (SMITH, 2015), muchas veces
llegando a los 1200 msnm (FLORES, 1997). En la selva peruana se encuentra en
estado silvestre en los Departamentos de Loreto, San Martin, Amazonas, Huanuco y
Junin. (FLORES, 1997). A nivel de ecosistema, en la expedicién para la colecta de
material bioldgico de yarina en San Martin, se pudo apreciar una diferenciacion bien
marcada en los diferentes puntos de colecta. Encontrando un ecosistema karstico
(Zona 01: CP. Palestina, referencia: Cuevas de Palestina), ecosistemas inundables, que
se encontraban a orillas de quebradas (Pongo de Caynarachi y CP. Leoncio Prado —
Picota). La poblaciones de yarina en Pachiza y Andiviela estaban asociadas a cultivos
agricolas (cacao y platano). La poblacion de Tocache (Cabecera alta de Santa Rosa de
Mishollo) se encontré en un manchal en medio de un bosque primario. A nivel de
altitud, Palestina fue la zona de colecta con mas altura (896 msnm), caso contrario con
la poblacion del Pongo de Caynarachi que registro 190 msnm.
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La yarina es una palmera atil en la Amazonia, ya sea para la construccion, medicina
ancestral, uso alimentacion, uso artesanal, etc. Las semillas se usan para fabricar marfil
vegetal y las hojas para cubrir casas, botes y balsas (SMITH, 2015). El endospermo
inmaduro al estado liquido o semiliquido, se utiliza para controlar la diabetes
(FLORES, 1997), mientras que los frutos maduros son consumidos crudos o se
consume el liquido (BALSLEV et al. 2008). A principios de 1900 la gente rural
colectaba el marfil vegetal de Phytelephas macrocarpa, el cual se exportaba a
Inglaterra para la fabricacion de botones, bolas de billar y piezas de ajedrez. Esta
actividad se vio perjudicada por el uso de plastico en Europa (SMITH, 2015). En la
actualidad, la yarina se usa para hacer techos de los tambos, dandoles un toque rustico
y elegante. Los frutos son consumidos en forma liquida y gelatinosa. Las pepas se
usan en su gran mayoria para la artesania, obteniendo ingresos econémicos para lo que

realizan esta actividad.

Actualmente, no existe un trabajo relacionado a determinar la diversidad genética
Phytelephas macrocarpa en Peru, usando herramientas de la genética y biologia
molecular. Sumamos a ellos, la carencia de trabajo de investigacion donde se pueda
corroborar la diversidad genética con una caracterizacion morfoldgica y estructura
poblacional. A la fecha no se encuentran reportados en el mundo cientifico marcadores
moleculares especificos para esta especie, debiendo hacer uso de marcadores
moleculares universales como lo son los ISSR (Inter Simple Secuence Repeat). Los
marcadores moleculares universales son de mucha utilidad en estudios de diversidad
genética, pues nos proporcionan patrones multilocus que son muy reproductibles,
abundantes y polimorficos en genomas de plantas (ZIETKIEWICZ et al. 1994,
BORNET & BRANCHARD 2001). La eleccion de una técnica de marcador molecular
dependeré de su reproducibilidad y simplicidad (BORNET & BRANCHARD 2001).

En este estudio se utilizaron 3 marcadores ISSR (GAG(CAA)s, CAGs y CAAs,
mostrando polimorfismo entre las poblaciones estudiadas, lograndose estudiar con
éxito la diferenciacion genética entre los grupo estudiados. El analisis AFC nos
muestra claramente la formacion de tres grupos genéticos bien diferenciados y
estructurados. Esto confirma la identidad genética de los grupos estudiados, teniendo
a cuatro poblaciones en un solo grupo (Andiviela, Caynarachi, Picota y Pachiza) y las
restante en grupos independiente (figura 4). Estos resultados son corroboradas con los
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resultados de Fst (Tabla 3) y distancia genética (tabla 4). Para el caso del Fst que
muestra diferenciacion genética entre las poblaciones analizadas, con valores en un
rango de 0,01578 a 0,22531 (promedio de Fst=0,132), los cuales segun la escala de
HARTL & CLARK (1997), estaria indicando diferenciacion genética moderada a alta
entre las poblaciones analizadas. Se puede destacar una peculiaridad, teniendo niveles
altos de flujo de genes (Nm) y niveles bajos de distancia genética en un grupo en
particular formado por Andiviela, Caynarachi, Picota y Pachiza. Caso contrario lo que
ocurre con Tocache y Palestina grupos bien diferenciados e independientes, que al ser
comparadas con este grupo peculiar resulta ser todo lo contrario, teniendo valores

bajos en flujo de genes (Nm) y valores altos de distancia genética.

La literatura registra la utilizacion de marcadores ISSR en estudios de variabilidad
genética en grupos de palmeras. CASTRO-RUIZ et al. (2010), determino la
diversidad genética de Attalea moorei en seis localidades de la Amazonia Peruana,
tres en Loreto y 3 en San Martin, con un total de 120 individuos (20 poblacion). Los
resultados analizados, tales como AFC, Fst, Distancia genética y el dendograma
UPGMA, mostraron una gran diferenciacion genética entre las poblaciones loretanas
y san martinense. Por otro lado, en otro grupo taxondmico ROSSI et al. (2014), evalud
la distribucion de la diversidad genética entre y dentro de poblaciones de Mauritia
flexuosa utilizando marcadores ISSR, con el objetivo de proporcionar informacion
para el desarrollo de estrategias de gestion y conservacion. Sus resultados mostraron
un alto grado de diversidad y estructuracion genética en las poblaciones estudiadas.
Dentro del género Phytelephas, no existe antecedentes de la aplicacién de marcadores
ISSR para determinar la diversidad genética, pero se cuenta con una investigacion
donde se usd primers SSR. VERGARA (2015) realizo un estudio de diversidad
genética de Phytelephas aequatorialis en la provincia de Manabi- Ecuador, este
estudio presenta un analisis de diversidad y estructura genética de 10 localidades de
tagua usando 7 microsatélites para evaluar su capacidad de resiliencia. Se encontro
que las localidades poseen alta diversidad genética (He=0,666, A=5,234), se
encontraron valores de diferenciacion genética bajos pero significativos, la mayor
variacion génica se da dentro de cada localidad que entre localidades, el indice de
endogamia es bajo (Fis=0,054), el estudio provee informacién para la toma de
decisiones en planes de conservacion y manejo de las localidades de Phytelephas
aequatorialis. También se realizaron estudios de diversidad genética en Plukenetia
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volubilis, usando marcadores ISSR, donde los resultados de AFC, Fst y distancia
genéticas mostraron diferenciacion entre las poblaciones evaluadas para ese estudio
(RODRIGUEZ DEL CASTILLO, 2009).

El dendrograma de relaciones entre la poblaciones de Phytelephas macrocarpa
(figura 5) muestra la conformacion de tres grupos genéticos entre las poblaciones
analizadas: a) Palestina, (b) Tocache y (C) Andiviela, Caynarachi, Picota y Pachiza.
Siendo las poblaciones de Picota y Pachiza las mas relacionadas. Caso contrario
Tocache con Caynarachi a parecen como poblaciones mas distantes. Palestina justifica
su agrupamiento solitario, ya que se encuentra en un ecosistema muy diferentes al de
las otras poblaciones. Se halla en las cadenas de cerros kérsticas del Alto Mayo, siendo
particular el crecimiento de la Yarina en este ecosistema rocoso y con mucha
pendiente. Al seguir bajando de esos ecosistemas karsticos encontramos una transicion
entre un suelo firme a humedales (los famosos humedales del Alto Mayo), donde la
distribucion de yarina baja poco a poco al llegar a zonas inundables. Tocache por su
lado también cuenta con un ecosistema particular, el sector donde se colecto es la zona
de la cabecera Alta de Santa Rosa de Mishollo, encontrando pequefios manchales de
yarina y en zonas adyacentes muchos bosques fragmentados. También es algo
particular que la yarina se encuentra en geografias accidentadas (en pendientes por lo
general). De ese mismo modo, encontramos un grupo grande que lo forman las cuatro
poblaciones restante, que por lo general recorren el curso del rio Huallaga, este a su
vez recorriendo de sur a norte la region (longitudinalmente). Encontramos un gran
flujo genético (Nm=15,60) entre Picota y Pachiza, del mismo modo una distancia
genética de 0,038, dando a conocer que estan relacionadas genéticamente. Caynarachi
perteneciente a este grupo, geograficamente se separa por la cordillera escalera, pero
aun asi conserva flujo y distancias genéticas considerables, que lo hacen parte de este
grupo. Tocache y Caynarachi son las que mas distantes se encuentra (0,204)
corroborando la gran distancia geograficas que las separan, sumado a eso las barreras

naturales que presenta la region.

Finalmente, los resultados de la correlacion entre la distancia genética y la distancia
geografica entre las poblaciones analizadas, nos muestra que existe una correlacion
positiva débil inferior a 1/16 % (r = 0,233; r> = 5,43). Por ejemplo, Caynarachi y Toche

son las que més distancia genética presentan, pero geograficamente no son las mas
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lejanas. Como también Caynarachi y Andiviela son las que mas cerca geograficamente
estan, pero genéticamente estan distantes. Trataremos de explicar dicho fendmeno, del
porque no se da esta correlacion linea entre la distancia genética y la geogréfica, i)
Existen barrera naturales como también corredores naturales, que pueden influenciar
para que exista esos flujos de genes. En el caso de Picota y Pachiza, si bien es cierto
no tiene la distancia geografica mas corta, pero son los que mas cerca genéticamente
estan, en este caso el Rio Huallaga podria estar actuando como un corredor natural
para que se dé el flujo de genes. ii) Caynarachi y Andiviela son las poblaciones que
geograficamente estan mas cercanas (30 km ca.) pero a su vez son las que mas
distantes genéticamente, estad dentro del grupo que forma junto a Picota y Pachiza
(Cay - And =0,114; Cay — Pic =0,079 y Cay — Pach = 0,062). Hay una barrera natural
entre estas poblaciones, la cordillera escalera, esta divide y es la transicién entre la
selva alta y selva baja en la region por la parte fronteriza con Loreto. Esto hace indicar
que de cierto modo hay una pequefia restriccion de esta berrera natural entre
Caynarachi y de las demas poblaciones del grupo. iii) La poblacion de Palestina se
muestra la poblacion mas distante genéticamente a todas, existiendo peculiaridades en
torno a su altitud, encontrdndose a 896 msnm en un ecosistema karstico montafioso.
Se encuentra en selva alta, teniendo barreras naturales (montafias) que lo separan de
las otras poblaciones estudiadas. iv) Tocache, encontrandose a 600 msnm es la
segunda poblacion con maés altitud, también se muestra genéticamente distante a las
demas poblaciones a pesar que se encuentra a 78,14 km ca. de Pachiza. Existe una
gran barrera natural que es el Rio Huallaga, ya que este se encuentra a la margen
izquierda y sumamos a ellos la cercania a la serrania de la regién La Libertad. Esa
posible transicion en este ecosistema hace suponer que hay un flujo de genes

cambiante, produciendo distanciamiento genético considerable.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de los marcadores moleculares ISSR en este estudio ayud6 de manera
eficiente a evaluar la variabilidad genética intrapoblacional, encontrando diversos
genotipos en cada poblacion estudiada. Los resultados de la ampliacion de los primers
ISSR ayudaron en la construccion del genotipo para cada uno de los individuos

estudiados.

La variabilidad genética interpoblacional se estimé mediante las pruebas estadisticas:
AFC, Indice de fijacion, distancia genética, flujo genético y las relaciones
interpoblacionales. Los resultados no muestran una estructuracion genéticas muy
marcadas y representadas en 3 grupos. Existe un mayor numero de flujo genético en
las poblaciones de Caynarachi, Picota y Pachiza, corroborados por el AFC mediante
una clara estructuracién y en el dendograma Neighbor-Joining presentando una fuerte
relacion. Las poblaciones de Palestina y Tocache son las que se encuentran bien
marcadas individualmente, tanto en el AFC como en el dendograma Neighbor-Joining

presentan fuerte estructuracion y relacion individual.

Los resultados de la correlacion lineal de Pearson nos muestran que existe una
correlacion positiva débil (r = 0,233) entre la distancia geografica y la distancia
genética de las poblaciones de Phytelephas macrocarpa en la region San Martin. Esto
debido a la diversidad de ecosistemas que encontramos en San Martin y las actividades
antropogeénicas que alteran los mecanismos de flujo genético y seleccién natural en los
ecosistemas, haciendo gque no exista una relacion entre las dos variables (distancia

genética y distancia geografica).

Ante la falta marcadores moleculares especificos para Phytelephas macrocarpa, es
propicio el uso de marcadores universales tipo ISSR, ya que nos muestra

polimorfismo, el cual nos ayudo determinar la variabilidad genética.

La topografia accidentada de nuestra regién San Martin, la presencia de barreras y
corredor naturales (rios, cadenas montafias y diversos pisos altitudinales), hacen que

existan mucho flujo de genes en determinadas poblaciones. También, esto origina que
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en determinadas poblaciones analizadas se restrinja el flujo de genes, ocasionando un

distanciamiento genético entre ellas a pesar de encontrarse geograficamente cercanas.

Se pudo apreciar en campo diversidad morfoldgica entre cada poblacién de
Phytelephas macrocarpa que se estudi6. Sumamos a ello la diferencia de los

ecosistemas de cada poblacion estudiada.

Finalmente, a manera de conclusion para la conservacion de Phytelephas macrocarpa
“yarina”, se debe conservar varios individuos de cada poblacion estudiada para
generar bancos de germoplasma, a fin de preservar la diversidad genética
intrapoblacién que nos permitirdn en el tiempo realizar el mantenimiento de
variabilidad genética y conservacion de estas poblaciones. Se debe declarar éareas
intangibles a estas zonas, a fin de conservar los flujos y diversidad genética, para evitar
la erosién genética de la especie en el tiempo. Realizar campafias de educacion
ambiental enfocados en conservacion, en los lugares criticos de la region donde
Phytelephas macrocarpa se estd viendo amenazada (Tocache, Mariscal Caceres y
Picota). Se debe hacer un uso racional del recurso, tratando de que poblaciones
naturales no sean deforestadas, zonificando las areas donde existan gran cantidad de

Phytelephas macrocarpa, a fin de salvaguardar su habitad natural.
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RECOMENDACIONES

A los investigadores de palmeras de pre-grado y post-grado, realizar estudios
caracterizacion morfologicas, estructura poblacional y distribucion espacial de
Phytelephas macrocarpa en la regién San Martin, con la finalidad de poder
contrastar los resultados de esta investigacion con la parte morfol6gica, distribucion
y estructura poblacional, a fin de tener una vision méas amplia de la especie en

estudio.

A los estudiantes e investigadores de biodiversidad (Locales y Nacionales), poner en
practica todo los protocolos para la colecta de material biolégico, a fin de poder
asegurar el buen estado de conservacion de la muestra, para que en la etapa de

laboratorio no existan impedimentos al momento de trabajar la muestra-

Al Gobierno Regional de San Martin y entidades a fines a la conservacion de la
Region (ONGs, Municipios, Organos adscritos al estado), tomar en cuenta los
resultados de esta investigacion, con el fin de poder realizar una buena toma de

decisiones en futuros programas de gestion para la conservacion y cambio climatico.

A los estudiantes de pre-grado y post-grado de San Martin, de diferentes universidad,
relacionar los resultados de esta investigacion para la conservacion y recuperacion

de ecosistemas.

A los investigadores de pre-grado y post-grado, de mi alma Mater UNSM — Facultad
de Ecologia, sumergirse en este maravilloso mundo del estudio de las palmeras
amazonicas, con el fin de poder asegurar su conservacion en el tiempo,

aprovechamiento sostenible y seguridad alimentaria.
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Anexo 1: Mapa de colecta de Phytelephas macrocarpa en la region San Martin.
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Anexo 2: Condiciones de amplificacion por cada primer.

2A. Condiciones de PCR para Primer GAG(CAA)5

GAG(CAA)5

PREMIX

COMPUESTO | OMEIAGION colctiTRacon | cATond
| MgCI2 25| mM 4 mM 3.20 | uL
Buffer 10 X 1 X 2.00| uL
Q 5/ X 1 X 4.00 | uL
Primer 10| uM 2| uM 4.00 | uL
dNTPs 10| mM 11 mM 2.00 | uL
Taq 5/ UuL | 0.2 UL 0.80 | uL
Total Premix 16.00 | uL

| Agua 1.00 | uL
DNA 100| ng/uL | 15| ng/uL 3.00 | uL
TOTAL 20.00 | uL

2B. Perfil de temperatura para el primer GAG(CAA)5

94 °C

94 °C

17

1,

50.7 °C

72°C

72°C

4’

7’
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2C. Condiciones de PCR para Primer (CAG)5

PREMIX
CONCENTRACION |  CONCENTRACION CANTIDAD
COMPUESTO INICIAL FINAL UNITARIA
| MgCI2 25| mM 5.625| mM 4.50 | uL
Buffer 10 X 1 X 2.00 | uL
Q 5/ X 1 X 4.00 | uL
Primer 10 uM 0.8 uM 1.60 | uL
dNTPs 10 mM 11 mM 2.00 | uL
Taq 5| UL 0.08| UL 0.32 | uL
Total Premix 14.42 | uL
| Agua 2.58 | uL
DNA 100 | ng/uL 15| ng/uL 3.00 | uL
TOTAL 20.00 | uL
2D. Perfil de temperatura para el primer (CAG)5
94°C | 94°C
72°C| 72°C
r r
4 7
549 °C
1’
4°C
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2E. Condiciones de PCR para Primer (CAA)5

CAA

PREMIX
COMPUESTO | COMHIIACON | coNENTcN | cavTnD
| MgCI2 25| mM 5.625| mM 450 | uL
Buffer 10 X 11 X 2.00 | uL
Q 5/ X 11 X 4.00| uL
Primer 10| uM 08| uM 1.60 | uL
dNTPs 10 mM 11 mM 2.00 | uL
Taq 5| UL 0.08| UL 0.32| uL
Total Premix 14.42 | uL
| Agua 2.58 | uL
DNA 100 | ng/uL 15| ng/uL 3.00 | uL
TOTAL 20.00 | uL

2F. Perfil de temperatura para el primer (CAA)5
94°C | 94°C
72°C| 72°C
1’ 1’

4’ 7

45 °C
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Anexo 3: Vistas fotograficas de la verificacion de la extraccion de ADN (geles de agarosa 1%).
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Anexo 4: Vistas fotogréficas de la verificacion de polimorfismo.

Z1 2 Z3 Z4 Z5 Z6
Palestina Caynarachi Andiviela Picota Pachiza Tocache

Lader 100 bp

l: }3:& v, ,w A pick

GEL 05 - (CAA)5
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Anexo 5: Phytelephas macrocarpa “yarina” en la localidad de Palestina (Provincia de

Rioja, Region San Martin). Foto: Wheeler José Cruz Chavarry
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Anexo 6: Descripcion taxonomica de “yarina”; A) Racimos; B) Inflorescencia,; C) Fruto

cerrado; D) Fruto abierto

Fotografia: Wheeler José Cruz Chavarry
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Anexo 7: Explicacién del proceso de conservacion de la muestra
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Anexo 8: Realizando extraccion de ADN en el Laboratorio de Botanica Aplicada “Jean-

Christophe Pintaud”.
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Anexo 9: Vistas fotograficas de inflorescencia de Phytelephas macrocarpa

A)Inflorescencia masculina, individuo de la poblacién de Pongo de Caynarachi, Prov de Lamas.

B) inflorescencia femenina, individuo de la poblacién de Palestina, Prov. De Rioja.
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Anexo 10: Vista fotografica de una poblacion de Phytelephas macrocarpa en el CP.
Leoncio Prado, Distrito de Tingo de Ponaza, Provincia de Picota.

Comunidad de Phytelephas macrocarpa, en el centro poblado de Leoncio Prado, Prov. Picota.



