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1. RESUMEN

Mauritia flexuosa es una palmera dioica, diploide, con un talo solitario que puede medir més
de 25 m de altura, y se encuentra ampliamente distribuida en el Ecuador y en los tropicos de
América del Sur. Esta palmera forma amplias asociaciones vegetales y habita en suelos mal
drenados permanentemente (pantanos), estos pantanos se encuentran dispersos alo largo de la
Amazonia. De acuerdo a la distribucion espacial de las poblaciones de esta palmera, en
parches dentro de la Amazonia, se sugiere que las poblaciones de M. flexuosa se encuentran
conformando un sistema de metapoblaciones en el Parque Naciona Yasuni (PNY). Por tal
motivo se planted andizar la diversidad genética, el flujo génico entre las poblaciones, y la
influencia de las caracteristicas poblacionales de la palmera y las caracteristicas abidticas de
los pantanos en la genética poblaciona de M. flexuosa por medio del uso de ocho SSRs
especificos para M. flexuosa como marcadores moleculares. El censo poblacional realizado en
cinco pantanos reportd que todas las poblaciones tienen una estructura poblaciona en forma
de “J’ invertida con un mayor nimero de plantulas y adultos que de juveniles y sub-adultos.
Ademés existe un mayor nimero de individuos adultos hembras que de machos en todos los
pantanos censados. Los valores de los andlisis estadisticos del coeficiente de endogamia (Fs)
fueron altamente significativos, indicando que los pantanos de M. flexuosa se encuentran
entrando en un proceso de endogamia. Los valores del indice de fijacion de alelos (Fsr) vy €
indice Deg fueron altamente significativos y reportaron que los cinco pantanos de M. flexuosa
estudiados en el PNY poseen un bajo flujo génico entre ellos. Por lo tanto los pantanos se
encuentran en un proceso de diferenciacion génica entre estos.

Palabras claves. Mauritia flexuosa, pantanos, metapoblaciones, diversidad génica, flujo

génico.



2. ABSTRACT

Mauritia flexuosa is a dioecious and diploid palm tree, with a solitary stem that can measure
more than 25 m in height, which is widely distributed in Ecuador and in the tropics of South
America. It is a palm tree which lives in poorly drained soils permanently (swamps), which
are scattered and locally dense along the Amazon region. According to the spatial distribution
of the populations of this palm tree, in patches within the Amazon, it is suggested that the
populations of M. flexuosa are forming a system of metapopulations in the Yasuni National
Park (PNY). The aim of this study was to analyze the genetic diversity, to know if there is
gene flow between populations, and to know the influence of population and abiotics
characteristics of the swamps over population genetics of M. flexuosa using microsatellites as
molecular markers. The population census carried out in five swamps reported that all of the
communities have an inverse “J’ shape population structure, with a higher number of
seedlings and adults than juveniles and sub-adults. It was also noted a higher number of adult
female individuals than male individuals in the entire swamps census. The values of the
statistical analyzes of the coefficient of inbreeding (F,s) were highly significant, indicating that
the swamps of M. flexuosa are entering into a process of inbreeding. The index values of
fixing alleles (Fsr) and the index Dey Were highly significant and they reported that the five
swamps of M. flexuosa studied at the PNY possess a low gene flow between them. Therefore

the swamps are found in a process of gene differentiation between the them.

Key Words: Mauritia flexuosa, swamps, metapopul ations, genic diversity, gene flow.



3. INTRODUCCION
3.1 Mauritia flexuosa COMO MODEL O BIOLOGICO
311 TAXONOMIA Y DISTRIBUCION
La subfamilia Calamoideae se caracterizada por sus frutos escamosos y comprende cuatro
géneros, (Lepidocaryum, Mauritia, Mauritiella y Raphia). Mauritia incluye dos especies (M.
flexuosa y M. carana), ambas solitarias, gregarias, dioicas, con hojas costa-palmadas y estipite
masivo, alcanzando 30 m. de aturay 30 a 60 cm. de didmetro (Kahn et al., 1993).
M. flexuosa es una palmera ampliamente distribuida en |as regiones tropicales de América del
Sur, y principalmente en la regién amazénica (Colombia, Venezuela, Ecuador, Brasil, Perq,
Bolivia); por debajo de los 500 msnm, pero a veces puede llegar a 900 msnm en las laderas de
los Andes (Henderson et al., 1995).
Las poblaciones de M. flexuosa se encuentran en suelos mal drenados de forma permanente
(pantanos), formando amplias asociaciones vegetal es oligarquicas en |os pantanos de la regién
Amazoénica (Henderson et al., 1995). Estos pantanos, con un tamafio de 1 a 10 hectareas, se
encuentran aislados unos de otros con unadistancia minima de 250 m hastamasde 1 6 2 km, a
lo largo de los bosques de la Amazonia de América del Sur (Federman et al., 2011). M.
flexuosa por lo genera se encuentra en poblaciones mono-especificas 0 en conjunto con otras
especies de pamas como Oenocarpus bataua y Euterpe precatoria (Borgtoft-Pedersen &
Baldlev, 1993).
312 CARACTERISTICASMORFOLOGICASY ECOLOGICAS
Mauritia flexuosa es una palmera dioica, diploide, con un tallo solitario que puede medir mas
de 25 m de atura 'y un didmetro de 40 a 60 cm. Consta con 8 a 12 hojas costapalmadas, la
l&mina tiene un radio de 2,5 m y la hoja completa tiene més de 6 m de longitud. Con

frecuencia estan colgadas de 5 a 8 hojas marchitas hacia los costados de los tallos, por debajo



de las hojas vivas (Henderson et al., 1995). Tiene en promedio 8 inflorescencias interfoliares
gue llegan a medir hasta de 2 m de longitud. Sus frutos son numerosos, esféricos, de color
vino con una cobertura coriacea en forma de escamas con un mesocarpio carnoso de color
amarillo (Borgtoft-Pedersen & Baldev, 1993).

La capacidad de generar una gran cantidad de frutos en la mayoria de las pameras del
Neotrépico como por gemplo en los géneros Mauirita, Astrocaryum, Euterpe, Ceroxylon,
Oenocarpus, €s un recurso clave para gue animales frugivoros dispersen sus semillas de un
lugar a otro (Montufar et al., 2011). Esto favorece a la migracién de genes entre poblaciones
gue se encuentren separadas por grandes distancias (Galetti et al., 2006). La contribucion de
genes entre poblaciones de una misma especie de palmera gue se encuentren cercanas entre i,
no solo contribuye con la generacion de nuevos individuos y e aumento de la abundancia
local, sino también con €l flujo génico y ala variabilidad genética de las poblaciones (Charles-
Dominique et al., 2003; Choo, et al., 2012).

El principal dispersor de semillas de M. flexuosa en la region Amazonica es €l tapir (Tapirus
terrestris) el cual se aimenta del fruto, y la semilla dura pasa intacta por su intestino,
aportando asi a transporte de semillas en esta palmera (Gragson, 1995). El tapir tiene la
capacidad de transportar las semillas de esta palmera entre 3,5 a 4,5 (Fragoso & Huffman,
2000). En menor proporcion también se menciona a sainos, roedores, guacamayas y monos
como agentes dispersores de semillas de M. flexuosa (Manzi & Coomes, 2009; Prada &
Araljo, 2012).

Dentro de la polinizacion de las palmeras podemos ver que existen tres sindromes
entomdfilos: 1) la polinizacién por abejas, 2) la polinizacion por escarabgos, y 3) la
polinizacion por moscas (Listabarth, 2001). Adicionalmente se puede incluir la polinizacién

generado por € viento, en donde se generan nubes de polen (Listaberth, 1992). La



polinizacion en M. flexuosa es realizada principalmente por abgas, avispas y escarabajos
(Gragson, 1995; Knudsen et al., 2001)

M. flexuosa ocupa suelos mal drenados caracterizados por condiciones anaerobias, por esta
razon esta palmera desarrollo dos tipos de raices: @) unas raices finas subterréneas para la
absorcion de nutrientes, y b) raices aéreas que tienen estructuras especidizadas
(neumatoforos) para la captacion de oxigeno (Gragson, 1995).

3.1.3 IMPORTANCIA NATURAL Y ECONOMICA

Mauritia flexuosa es importante en los ecosistemas amazoénicos por su densidad poblacional
en los pantanos. Iguamente es importante para los bosgues tropicales porque aporta en la
captura y fijacion de carbono del medio ambiente, y ademés aporta también con materia
organica (Borgtoft-Pedersen & Baldev, 1993). Debido a la capacidad para generar una gran
cantidad de frutos, es una fuente de alimento para mamiferos como tapires, pecaries, venados
Yy Monos, asi como pecesy aves, en especial guacamayos (Borgtoft-Pedersen & Baldev, 1993;
Manzi & Coomes, 2009). De igual manera estos animales contribuyen con la dispersiéon de los
frutos y semillas de la palma puesto gque consumen el mesocarpio carnoso y la semilla duraes
dispersada. El ser humano también interviene en la dispersion de la semilla de esta palmera, en
especia los integrantes de las tribus amazoénicas que se alimentan del fruto y dispersan la
semilla de la palmera (Pincago-Gomes et al., 2011).

Mauritia flexuosa es importante desde la parte socio-econdmica por los usos que tiene en
comunidades indigenas de la region Amazonica que utilizan esta palmera para extraer almidon
de su talo, sus frutos para alimento y las fibras de las hojas para confeccionar canastos,
esteras, techos de las chozas (Borgtoft-Pedersen & Baldlev, 1993).

En la zona de Iquitos (Amazonia peruanad) existen procesos extractivistas a gran escaa

principalmente para la elaboracién de helados y chupetes (Rojas et al., 2001). Asi como la



comercializacion en grandes cantidades (148,8 t/mes) para la venta del fruto procesado y la
venta del fruto verde sin procesar como alimento entre las comunidades (Rojas et al., 2001).
En el Brasil también se ha reportado procesos extractivistas en las poblaciones de M. flexuosa
principalmente para la elaboracion de artesanias a partir de las hojas de plantulas (Martins et
al., 2012), €l uso de los peciolos de las hojas de individuos juveniles para la elaboracion de
pequefios puentes para € paso de personas, y las hojas de los individuos adultos para la
confeccion de canastos 'y para €l techo de las casas (Gragson, 1995).

3.2 PANTANOSEN EL PNY, UN ECOSISTEMA IDONEO PARA Mauritia flexuosa
Dentro del Parque Nacional Yasuni (PNY) podemos describir tres tipos de habitats principales
determinados por la inundacion de los rios: Tierra firme, planicie inundable y pantanos
(Montufar, 1999).

En e PNY la tierra firme ocupa € 75% del area del parque, son éreas heterogéneas con
colinasy valles. En tierrafirme se desarrolla un tipo de vegetacion denominado como “bosque
detierrafirme’” (Montufar, 1999).

La planicie inundable en el PNY abarca arededor del 9,2% de territorio. Son é&reas
relativamente planas cercanas a los rios. La vegetacion que se desarrolla sobre la planicie
inundable se conoce como “bosgue temporalmente inundado” (Montufar, 1999). En ocasiones
también se puede observar algunos individuos de M. flexuosa asociados a las planicies
aluviales (pantanos inundados estacionalmente), pero alcanza su mayor densidad en pantanos
inundados de forma permanente (Gragson, 1995)

En el PNY los pantanos pueden ser pequefias o extensas areas donde € suelo esta inundado de
forma permanente. Los vegetacion de los pantanos estd dominada por M. flexuosa, formando
amplias asociaciones vegetales (Montufar, 1999). Los suelos de estas zonas tienden a ser

hidromoérficos, acidos (pH 3,5), y puede tener varios metros de acumulacion de materia



organica ligeramente descompuesta (Gragson, 1995). Adicionalmente un climatropical cdlido
y humedo, con mas de 2500 mm de precipitacion promedio anual, y los suelos
permanentemente inundados con aguas no salinas son esenciales para € desarrollo de M.
flexuosa (Rull, 1998).

3.3METAPOBLACIONESY FLUJO GENICO

3.3.1 METAPOBLACIONES

Muchas de las poblaciones de especies naturales se subdividen en unidades de reproduccién
local, una condicion que puede conducir a la diferenciacion genética de las demas
poblaciones, o la existencia de flujo de genes entre poblaciones, formando de esta manera un
sistema de metapoblaciones (Damasceno et al., 2011).

Las metapoblaciones son entidades separadas en el espacio. Las poblaciones locales
interactUan a través de lamigracion y el flujo de genes. La dindmica clésica de metapoblacion
fue dada por primera vez por Levins en 1970, basada en los procesos de extincion loca y
recol onizaciones, de la misma manera como la dinamica de la poblacién tienen que ver con los
nacimientos y las muertes de los individuos (Hanski & Gaggiotti, 2004).

El paisge influye sobre las metapoblaciones debido a que proporciona un contexto espacial
para poder comprender 10s procesos que contribuyen a la dindmica de metapoblaciones y la
persistencia de flujo génico inclusive en poblaciones con paisgjes fragmentados (Tero et al.,
2003; Hanski & Gaggiotti, 2004).

El flujo génico es el elemento que mantiene a las metapoblaciones juntas, y por lo tanto €l
éxito del mismo es considerado crucia para la persistencia de un modelo de metapoblacion.
Es evidente que existe alguna relacion entre la conectividad del paisgjey el éxito de dispersion
y €l flujo génico, ya que se espera que exista una mayor tasa de dispersiéon y de flujo de genes

en paisgjes con un ato grado de conectividad (Hanski & Gaggiotti, 2004).



Bajo un modelo de metapoblaciones, |as poblaciones de plantas consisten en un conjunto de
subpoblaciones espacialmente discretas conectadas por mecanismos que favorecen
intercambio de semillas y el intercambio de polen entre ellas (Hanski & Gaggiotti, 2004). La
dispersion de semillas a largas distancias y € flujo de polen a distacias medias y cortas son
esenciales para que las metapoblaciones de plantas persistan por €l intercambio de genes entre
las poblaciones (Tero et al., 2003; Bossuyt, 2007).

Las subpoblaciones de plantas son definidas como metapoblaciones s cumplen con cuatro
criterios. (i) los habitats adecuados de subpoblaciones se encuentran en parches separados
espacialmente, (ii) todas las subpoblaciones pueden extinguirse; (iii) la recolonizacion de cada
parche después de la extincion local es posible, y (iv) no todas las subpoblaciones se
extinguirdn a mismo tiempo (Hanski & Gaggiotti, 2004; Honnay et al., 2009).

Laidea principal detrés de la teoria de metapoblaciones es que s las tasas de flujo génico son
suficientes para compensar la extincion local, € modelo de metapoblacién se espera que
persista durante un periodo mucho mas largo que s las subpoblaciones no tienen un
intercambio de genes (Honnay et al., 2009).

3.3.2 FLUJO GENICOEN LASMETAPOBLACIONES

Los marcadores moleculares, las medidas de diversidad y la estructura genética pueden of recer
informacion adicional sobre laimportanciarelativay lainfluencia de la dispersiéon de semillas
y € flujo de polen a larga y a corta distancia en la estructuracion de metapoblaciones de
plantas (Tero et al., 2003; Jacquemyn et al., 2006).

La informacion genética permite hacer inferencias acerca de como fuerzas microevolutivas
han interactuado alo largo de la historia de las subpoblaciones y la cantidad de flujo de genes
gue se ha producido entre ellos (Lenormand, 2002). La deteccién directa del flujo de genes en

las poblaciones proporciona estimaciones de las tasas de inmigracion que se pueden utilizar



para analizar la influencia del paisge sobre el flujo de genes en las metapoblaciones (Sork et
al., 1999).

En metapoblaciones, dependiendo del flujo génico, la estructura poblacional y su distribucién
espacia podemos definir los dos modelos mas utilizados. 1) cuando las subpoblaciones
forman una metapoblacién “fuente - sumidero”, en la que, una de las subpoblaciones es la
fuente de toda la diversidad génica, y 2) El otro modelo considerado “clasico” de una
metapoblacion cuando € flujo de genes proviene y se da entre todas las subpoblaciones
adyacentes (Sork et al., 1999; Fenster et al., 2003).

34 MARCADORESMOLECULARES

Un marcador molecular es una herramienta, que a partir de un templado de ADN, genera
datos, estos datos permiten el seguimiento de una secuencia especifica de ADN que se desea
conocer (Freeland, 2005). Debido a la existencia de una gran cantidad de marcadores
moleculares es importante saber qué es |o que se busca responder y la naturaleza del marcador
molecular antes de elegir uno (Freeland, 2005).

Existen dos categorias en las que se pueden agrupar a los marcadores moleculares. 1)
marcadores dominantes y 2) marcadores codominantes (Freeland, 2005). Los marcadores
dominantes permiten identificar un solo alelo (dominante). Los marcadores dominantes mas
conocidos y usados son los RAPDs (random amplified polymorphic DNA), AFLPs (amplified
fragment length polymorphism) (Ouborg et al., 1999). Los marcadores codominantes permiten
identificar todos los alelos presentes en un locus en particular, por o que se les considera de
maés precision. Algunos marcadores codominantes son los RFLPs (estriction fragment length
polymorphism), microsatélites o SSR (simple sequence repeats), entre otros (Ouborg et al.,

1999).
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34.1 ESTUDIOS MOLECULARES PREVIOS EN Mauritia flexuosa

Si bien Mauritia flexuosa es una pamera ampliamente distribuida en América del Sur
(Henderson et al., 1995) y con importancia econdmica en paises como Per( y Brasil
principamente (Rojas et al., 2001; Martins et al., 2012), la mayoria de estudios realizados en
esta palmera tratan sobre aspectos etnobotanicos o de la produccion y explotacion de frutos de
M. flexuosa como los estudios de Rojas et al. (2001), Bonesso et al. (2008) o Manzi &
Coomes (2009).

Al realizar una revisiéon bibliografica sobre estudios moleculares en M. flexuosa se observo
gue existen solo dos estudios, uno realizado por Pincago-Gomez et al. (2011) sobre la
diversidad genética de | as poblaciones de M. flexuosa en Brasil y €l trabajo de Federman et al.
(2011) sobre la elaboracion de los primer especificos para M. flexuosa.

3.4.2 MICROSATELITES COMO MARCADORES MOLECULARES

Los microsatélites 0 SSR, son secuencias muy cortas (2 a 6 pares de bases), de naturaleza
polimérfica con una alta tasa de mutacion (~10°) y que se repiten en tandem y generalmente
tienen un tamario entre 100 a 300 pares de bases (Semagn et al., 2006) y son abundantes y
bien distribuidas a lo largo del genoma de los seres vivos (McCouch et al., 1997). Al ser
marcadores codominantes permiten diferenciar entre individuos homocigotos o heterocigotos
(Freeland, 2005). Los datos que se obtienen con estos marcadores moleculares son las
longitudes, en pares de bases, de los fragmentos amplificados a través de una PCR. Los
fragmentos utilizados pueden observarse al redlizar una electroforesis sobre geles de alta
definicién (McCouch et al., 1997).

Para el estudio dd flujo de genes es importante conocer la variabilidad del marcador. Para

realizar andlisis genéticos a una escala espacia dentro o entre poblaciones, se recomienda €
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uso de marcadores altamente variables, tales como |os microsatélites, para tener unaidea de la
cantidad de flujo de genes en una determinada poblacion (Ouborg et al., 1999).
3.50BJETIVOS

3.5.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el flujo génico de las poblaciones de Mauritia flexuosa en sistemas de pantano en €
Pargue Naciona Y asuni.

352 OBJETIVOSESPECIFICOS

Estudiar la estructura espacial de las poblaciones de M. flexuosa en el Parque Nacional
Y asuni.

Explorar s existen variaciones temporales en €l flujo de genes de las poblaciones de M.
flexuosa en el Parque Nacional Y asuni.

Estudiar si la estructura poblacional de M. flexuosa responde a un modelo de metapoblacién.
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4. MATERIALESY METODOS
4.1 OBTENCION DE MUESTRAS
4.1.1 AREA DEESTUDIO
La eleccion de los pantanos, asi como la toma de muestras de Mauritia flexuosa se llevé a
cabo dentro del Parque Nacional Yasuni (PNY), ubicado al Noroeste de la Amazonia
Ecuatoriana (0° 39’ 03" S; 76° 22' 42" O), en la provincia de Orellana. EI PNY es un bosgue
hiumedo de tierras bgas, en donde existen tres tipos de habitats. tierra firme, planicie
inundable y pantanos, que estan determinados principal mente por la inundacién de los rios y
su efecto en las caracteristicas de |os suel os (Montufar, 1999). La precipitacion media mensua
es de 235 mm, y la temperatura ambiental varia de 22 °C (minima) a 32 °C (méxima) y la
humedad ambiental varia del 56% a 96% (Bass et al., 2010).
4.1.2 SELECCION DE LOSPANTANOS
Se selecciond cinco pantanos de un tamafio minimo de 1 ha y maximo 10 ha, dentro del
bosgue, distribuidos espacialmente entre el km 32 y km 40 de |a carretera Maxus. Cada uno de
los pantanos fue considerado como una poblacion. La distancia entre pantanos varié entre 300
m a 8000 m.
Para determinar el tamafio y forma de cada uno de los pantanos seleccionados, asi como la
distancia que existe entre cada pantano, se tomo varias coordenadas arededor del borde del
pantano y también una coordenada del centro del mismo.
4.1.3 IDENTIFICACION Y COLECCION DE MUESTRAS
Las pléntulas y adultos de M. flexuosa son de facil identificacion en e campo. Su tamafio, su
forma palmada de las hojas, en adultos como en plantulas, € color rojizo de sus frutos y su
predominancia dentro de los de pantanos son caracteristicas que permiten su identificacion en

el bosgue.
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La estructura poblacional fue estudiada por transectos de 250 m x 5 m en cada pantano, para
estimar la densidad poblacional de los individuos de M. flexuosa. Se utilizé cuatro
clasificaciones de estadios para este censo de acuerdo a su altura: plantulas con semilla (< 1
m), juveniles (de 1 a8 m), sub-adultos (de 8 a 16 m) y adultos con tronco y que midan mas de
16 m. Adicionalmente se tomd datos morfoldgicos de los individuos adultos como: altura,
DAP del tronco, el sexo, presencia de flores, de frutos, entre otros. En €l caso de las plantulas
setomo solo su alturay s presenta o no lasemilla.

Para los andlisis moleculares se colectd 30 muestras de tegjido vegetal (hojas) de individuos
adultos y 30 muestras de tgjido vegetal (hojas) de plantulas en cada uno de los cincos
pantanos. La toma de muestras fue realizada al azar y 1os individuos col ectados se encontraban
separados entre 5 a 10 m para evitar relaciones de parentesco entre individuos. El tgido
vegetal colectado fue secado con silica gel.

414 MUESTRASDE SUELOS

Para conocer la composicion fisico-quimica de los suelos de los pantanos se tomd varias
muestras, aproximadamente 500 gr en cada pantano para conocer su textura, cantidad de
materia organica, cationes, anionesy conductividad el éctrica.

4.2 EXTRACCION DE ADN

Una vez que las muestras estuvieron completamente secas, se ingreso los datos de coleccién a
la base de datos del Laboratorio de Genética Molecular de la Escuela de Ciencias Bioldgicas
delaPUCE (Laboratorio 113).

Para la extraccion de ADN del tejido vegetal seco de los individuos adultos y de las plantulas
de M. flexuosa se utilizd una pequefia muestra de hoja de los 300 individuos colectados y se la
trituré de forma manual con Polivinilpirrolidon (PVPP) en polvo (0.02 gr), un agente quelante

usado para reducir la cantidad de polifenoles (Lizarzaburu, 2002) durante este proceso. El
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tgjido triturado (aproximadamente 0.1 gr) fue guardado en tubos eppendorf para la posterior
extraccion de ADN siguiendo el protocolo de extraccion manual para palmeras de Doyle &
Doyle —modificado de 1987 (Anexo 1).

Para la cuantificacion del ADN obtenido se realizd las mediciones en un Thermo Scientific
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, colocando 1 pl de ADN de cada muestra para
determinar la concentracion de cada muestra a un espectro de absorbancia de 260 nm.
Después de cada medicion se limpi6 y encerd e NanoDrop con agua ultrapura. Los datos de
las mediciones fueron reportados por el software ND-1000 y guardados como nota de texto.
43MICROSATELITESCOMO MARCADORESMOLECULARES

4.3.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA —PCR

Se redlizaron diferentes reacciones PCR con todas las muestras de ADN para comprobar
amplificacién de ocho primers polimorficos especificos para M. flexuosa reportados por
Federman et al. (2011) se sigui6 el protocolo PCR determinado para cada primer realizados
por Federman et al. (2011) (Anexo 2).

4.3.2 VISUALIZACION DE POLIMORFISMOS

Para la visudlizacion de los polimorfismos se corrid los productos resultantes de la
amplificacién en geles denaturantes de poliacrilamida al 6% y Urea 5M con una escalera 10bp
en camaras verticales. Para visualizar |os fragmentos (polimorfismos) se realizé unatincion de
nitrato de plata (Benbouza, et al. 2006).

4.3.3 MEDICION Y TABULACION DE DATOS

Una vez tefiidos los geles de poliacrilamida se procedié a marcar y a medir con una regla
desde €l frente del gel € desplazamiento de cada una de las bandas marcadas. Asi también se
marco las bandas de las escaleras de 10 bp y se midié la distancia que habian recorrido con

unaregla
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Para conocer € peso molecular en pares de bases (pb) de cada alelo marcado, se realizé una
regresion lineal (a= mx + b) con los pesos conocidos de las bandas de la escalera de 10 bp por
la distancia recorrida de cada una de las bandas en el programa Microsoft Excel.

Una vez obtenidos |os pesos de los alelos se realiz6 una matriz alélica con los pesos en pb de
cada uno de los alelos obtenidos en cada uno de los locus en @ programa GenAlex 6.5
(Peakall & Smouse, 2012).

4.4 ANALISISESTADISTICOS

Para la g ecucion de los andlisis estadisticos se elaboré una matriz génica con los datos de los
cinco pantanos (en adelante se le nombrara: M-POP; n = 300). Adicionalmente se desarroll
una matriz génica diferenciando a las poblaciones por plantulas y adultos (en adelante se le
nombrar& M-P+A; n = 150 en cada estadio).

44.1 ANALISIS DE COORDENADASPRINCIPALES (PCoA)

Con lafinalidad de analizar |a estructura poblacional de M. flexuosa y conocer |as variaciones
en las condiciones edaficas de |os pantanos se realizaron analisis de coordenadas principales
(PCoA).

El PCoA realiza un gréfico de pocas dimensiones, que abarque la mayor cantidad posible de la
variacion total de una matriz de datos, en donde las distancias entre los puntos dentro del plot
sean |0 més cercanas a la matriz original (Jolliffe, 2002). Se redlizaron dos PCoA, un PCoA
con la matriz edéfica de cada pantano, y otro PCoA con la matriz de la estructura poblacional
de cada pantano.

Para el PCoA de la matriz edafica se realizd un andlisis de Distancias Euclidianas y se utilizé
el programa PAST 2.17 (Hammer et al., 2001). Las Distancias Euclidianas miden la distancia

entre un punto X (Xi, Xz, X)) Yy un punto Y (Y1, Yz, ;) en base al cllculo de laderivacion de la
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raiz cuadrada de la suma de los cuadrados de las diferencias de los valores correspondientes

(Gower, 1982), y se calcula de la siguiente manera:

d=

Donde X; esla distancia entre un punto y Y; esla distancia del otro punto.
Para el PCoA de la matriz de la composicion floristica se realizé un andlisis de disimilitud
Bray-Curtis y se utilizo € programa PAST 2.17 (Hammer et al., 2001). La disimilitud Bray-
Curtis es un estadistico que se usa para cuantificar la composicion de disimilitud entre dos
gitios diferentes, basados en conteos en cada sitio (Bray & Curtis, 1957), y se calcula de la
siguiente manera:

BC;;j =2C; /(S +9)
Donde Cj; es la suma del valor menor para agquellas especies en comun entre los dos sitios. S y
S son el nimero total de especimenes contados en ambos sitios.
442 DESEQUILIBRIO LIGADO
Se reaizd un andisis de desequilibrio ligado para comprobar si los loci utilizados se
encuentran asociados 0 se encuentran de forma independiente entre si 0 no. La prueba consiste
en una asociacion entre pares de loci diploides, descrito como una prueba de desequilibrio
ligado compuesto (Weir, 1996). Para la realizacién de este andlisis se utilizd el programa
GenePop 4.0.10 (Rousset, 2008).
44.3 EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG
El equilibrio Hardy-Weinberg permite predecir la proporcion de genotipos diploides en la
siguiente generacion bajo panmixia (apareamiento a azar), una vez dadas las frecuencias
alélicas iniciales en una poblacién (Lowe et al., 2004). Las condiciones que debe seguir una

poblacion para mantener este equilibrio son: 1) que exista panmixia, 2) que no exista ninglin
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tipo de seleccion, 3) migraciéon o mutacion, 4) que el tamafio de la poblacién sea
efectivamente infinito y 5) que los alelos se segreguen siguiendo leyes de herencia
mendelianas (Lowe et al., 2004). Se utiliz6 el programa GenePop 4.0.10 (Rousset, 2008) para
calcular € equilibrio Hardy-Weinberg mediante una prueba de probabilidad conocida como
“la prueba exacta Hardy-Weinberg” (Haldane, 1954). En esta prueba, la probabilidad de las
muestras observadas es utilizada para definir la zona de rechazo, y los valores p corresponden
ala suma de las probabilidades de todas las tablas con la misma probabilidad. EI programa, al
identificar mas de seis alelos, automaticamente utilizé el algoritmo de cadena de Markov para
estimar €l valor exacto de los valores p sin ningun tipo de sesgo (Guo & Thompson, 1992).
4.4.4 DIVERSIDAD GENICA
Para evaluar la diversidad y diferenciacion genética entre poblaciones, se utiliz6 los F-
statistics (Fsr, Fis, Fcr, Fi1) desarrollados por Wright (1951) y los G-statistics (incluyendo €l
indice Deg) desarrollados por Jost (2008) para evaluar la diversidad y diferenciacion génica
entre las poblaciones de M. flexuosa.
Con el programa GenePop 4.0.10 (Rousset, 2008) se calculd €l coeficiente de endogamia (Fs).
Este coeficiente es parte de los F-statistics y describe la divergencia de la heterocigos dad
observada dentro de las poblaciones con la poblacion total asumiendo panmixia (Lowe, et al.
2004). Esto reflgja la probabilidad de que dos alelos dentro de un mismo individuo sean
idénticos por descendencia, y se calcula de la siguiente manera:

Fis= (Hs—H)) /Hs
Donde H, es la heterocigosidad observada de una poblacion en e momento de la
investigacion, y Hs es la heterocigosidad que podria esperarse si la poblacion estuviera en

equilibrio Hardy-Weinberg (Freeland, 2005). El programa calculé un andlisis globa de Fs
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basado en Weir & Cockerham (1984). El nimero de alelos Unicos por poblacion fue calculado
con €l programa GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).
4.45 DIFERENCIACION GENICA
La diferenciacion génica entre las poblaciones fue calculada con el estadistico Fsr. Este es un
indice de fijacion de alelos. El Fsr describe la reduccion de heterocigosidad dentro de una
poblacion, con respecto a la poblacion total, debido a efectos de la seleccién natural o deriva
génica (Lowe, et al. 2004), y se calcula de la siguiente manera:

Fsr=(Ht—Hs) /Ht
Donde Ht es la heterocigosidad esperada del total de las poblaciones, y Hs es la
heterocigosidad que se podria esperar s la poblacion esta en equilibro Hardy-Weinberg
(Freeland, 2005). Para el cllculo del Fsr entre poblaciones se utilizd € programa Arlequin 3.5
(Excoffier, et al. 2005), con 1000 permutaciones y los valores p fueron calculados con una
significacion de 0.05.
Adicionalmente se utilizé el programa GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012) parael clculo
de los indices de diferenciacion G’ sy (Hedrick, 2005) y Deg (Jost, 2008). Jost (2008) propone
el indice Deg, € cual permite evaluar la diferenciacion entre poblaciones que reportan Gsr, Fsr,
Rsr cercanos a cero y se encuentran totalmente aidladas entre ellas. Los indices Gsr y sus
relativos (Fsr, Rsr) pueden dar valores cercanos a cero cuando la diversidad genética es alta,
aunque las poblaciones se encuentren compl etamente diferenciadas.

El indice D puede ser calculado de la siguiente manera:
D =[(Hr—Hs) / (1-Hg)][n/ (n-1)]
Donde H+ es la heterocigosidad total, Hs es la heterocigosidad media de cada poblacion, y n es

€l nimero de poblaciones (Jost, 2008).
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Mientras que €l G’ st puede ser calculado de la siguiente forma:
G5t =[Gsr (1 + Hg)] / (1-Hg)]

Donde Ggr es la variacion entre poblaciones, en relacion con la variacion de la poblacion total
y Hs es la heterocigosidad media de cada poblacion que se encuentran en equilibrio Hardy -
Weinberg (Hedrick, 2005).
También serealizd un Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) con lasmatricesde D y de
Fsren el programa GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).
446 ANALISISDE VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA)
Se realiz6 un AMOVA en el programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), con la
finalidad de calcular la variacion molecular a varios niveles dentro de las poblaciones de una
especie. Para la gjecucion del AMOVA se realiz6 una matriz en GenAlex 6.5 (Peakall &
Smouse, 2012) con lamatriz M-POP. EI AMOVA y los niveles de significacion se calcularon
con 1000 permutaciones. Adicionalmente se calcul6 un AMOVA solo de la matriz M-P+A
con la finalidad de conocer s existe variacion entre plantulas y adultos dentro de las
poblaciones.
447 ANALISIS DE AGRUPAMIENTO JERARQUICO POR EL METODO DE

VARIANZA MiNIMA (WARD)
El método de la varianza minima (WARD) es un procedimiento general de agrupacion
jerarquica. Este método minimiza el total de la varianza dentro de cada agrupamiento (clUster),
y en cada paso, €l par de clusters con una minima distancia se fusiona. Al aplicar este método
de agrupamiento, se produce & aumento del minimo de la varianza total, dentro de un clUster
tras la fusion. Este aumento es la distancia a cuadrado ponderado entre centros del clUster

(Ward, 1963). Para la gjecucion de este andlisis se utiliz6 la matriz M-P+A en € programa
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GenAlex 6.5 (Peakal & Smouse, 2012) y luego se trabaj6 con & programa DARwin 5
(Perrier, et al. 2003) con niveles de significacion de 1000 permutaciones para conocer s las

cinco poblaciones poseen una relacion jerarquica entre si.
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5 RESULTADOS
5.1 OBTENCION DE DATOSECOLOGICOS
511 ANALISISDE LA COMPOSICION EDAFICA
El andlisis de la composicién del suelo de cada pantano indico que € pH de todos |os pantanos
es acido, con valores de acides que van desde 4,5 hasta 4,77. De igual manera el porcentgje de
arcilla en los pantanos uno y dos son del 53% y 55% respectivamente; mientras este mismo
porcentgje en los pantanos tres, cuatro y cinco es menor con valores de 25%, 37% y 33%
respectivamente. Asi también el porcentgje de materia organica en cada uno de los pantanos
con valores que oscilan entre los 12,7% a 17,5% es considerado un valor alto para estos suelos
y la suma de cationes tiene valores que varian entre 1,26 cmol/kg a 2,42 cmol/kg (Tabla 1).
Las relaciones edaficas entre los cinco pantanos fue representado con un andlisis PCoA
(Fgura 3). La primera coordenada explica el 53,23%; y la segunda coordenada explica €
28,14%.
5.1.2 ANALISISDE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL
En el campo se observd que en cada pantano existe un mayor nimero de plantulas y de
individuos adultos que de juveniles y sub-adultos; con valores desde 73 a 202 plantulas 'y de
58 a 85 individuos adultos en cada uno de los pantanos, mientras que los valores de juveniles
de 32 a 39 individuos y los valores de individuos sub-adultos de 27 hasta 39 por pantano son
relativamente menores. La estructura poblacional en los cinco pantanos presenta una
distribucién en forma de “J’ invertida, con una mayor abundancia de plantulas y adultos con
respecto ala menor abundancia de juveniles y sub-adultos.
Se registré que hay un mayor nimero de hembras, 207 individuos en tota, que de machos con
145 individuos (Figura 2; Tabla 2). La proporcion de sexos en todos |os pantanos favorecen a

las hembras sobre los machos, se observé que € (P5) posee la mayor proporcion de
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hembras/machos (1,83:1), y € (P3) reportd la menor diferencia en la proporcion de
hembras/machos (1,09:1) (Tabla 2). Adicionalmente se realizé una prueba Chi cuadrado (x%)
en donde el valor P x> 7,58 que corrobora que las diferencias entre la proporcion de sexos de
hembras sobre machos es altamente significativa (p < 0,05). Los patrones floristicos fueron
representados con un andlisis PCoA (Figura 4).

52 ANALISISESTADISTICOS

521 DESEQUILIBRIO LIGADOY HARDY-WEINBERG

En € andlisis de desequilibrio ligado reaizado con la matriz M-POP se observé que, en €
primer pantano (P1) existen cuatro pares de locus ligados, los pares Mf13-Mf19, Mf30-Mf34 y
Mf22-Mf24 presentaron valores p significativos a 0,05, mientras que el par Mf13-Mf34
presentd un valor p altamente significativo al 0,001. En el segundo pantano (P2) presento tres
pares de locus en desequilibrio ligado, Mf13-Mf30, Mf22-Mf17, Mf34-Mf24, con valores p
significativos al 0,05. El pantano nimero tres (P3) presentd también tres pares de locus ligados
al 0,05, Mf13-Mf30, Mf30-Mf14 y Mf34-Mf17. En el pantano cuatro (P4) se observé que
existen 6 pares de locus en desequilibrio ligado, los locus Mf19-Mf34, Mf13-Mf14, Mf34-Mf17
y Mf13-Mf24 con una significacion al 0,05 y los pares de locus Mf22-Mf14 y Mf14-Mf17 con
una significacion al 0,01. Finalmente en el quinto pantano (P5) se observd cinco pares de
locus en desequilibrio ligado, cuatro pares: Mf19-Mf22, Mf22-Mf14, Mf14-Mf17 y Mf19-Mf24
ligados con un valor p a 0,05y el par de locus Mf13-Mf14 ligado con un valor p altamente
significativo al 0,01 (Tabla 3).

Con los resultados obtenidos de la prueba de Fisher con e programa GenePop se observo que
ninguno de los locus se encuentra bajo equilibrio Hardy-Weinberg, ya que todos los locus

poseen un valor p atamente significativo al 99%, excepto el locus Mf13 que aunque tampoco



23

se encuentra en equilibrio Hardy-Wienberg, presentd un valor p de significacion al 95%
(Tabla 4).

5.2.2 DIVERSIDAD GENICA

La diversidad génica, realizada con la matriz M-POP, entre las poblaciones se observé que la
diversidad alélica (A) por pantano varié desde 7,13 en € (P4) hasta 8,5 en el (P2). La
heterocigosidad observada (Ho) es menor a la heterocigosidad esperada (He) a nivel general
en cada uno de los pantanos. También se reportd que el nimero de alelos Unicos en el (P5) fue
el menor con seis alelos Unicos, mientras que el (P4) fue el que mayor nimero de alelos Unicos
tuvo con un total de 15 (Tablab5).

La diversidad génica, realizada a partir de la matriz M-P+A reportd que la diversidad alélica
fue mayor en plantulas (17,38) que la diversidad alélica en los adultos (16,75). La
heterocigosidad observada (Ho) tanto para plantulas y adultos (Ho: 0,52) es menor a la
heterocigosidad esperada (He) (plantulas He: 0,88; adultos He: 0.89). También se observo que
el nimero de alelos Unicos fue mayor en plantulas (12) que en adultos (7) (Tabla 6).

5.2.3 DIFERENCIACION Y VARIACION GENICA

Los andlisis realizados con la matriz M-POP mostraron val ores moderados de endogamia (F;s)
con valores que oscilan entre 0,22 en el (P1) hasta valores de 0,34 en € (P3), y todos con
valores p altamente significativos para todos |os pantanos (Tabla 5). Los valores F;s, obtenidos
a partir de la matriz M-P+A indicaron que las plantulas tienen un valor de endogamia de 0,40
y los adultos un valor de 0,39, siendo ambos valores F,s estadisticamente significativos (p <
0,001) (Tabla 6).

Los valores Fsr para cada pantano, con la matriz M-POP, se observé que varian entre 0,09 a

0,13 y fueron estadisticamente significativos (p < 0,001) para todos los pantanos (Tabla 7).
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Adicionalmente se realizé un andlisis de la matriz M-P+A, en donde los valores de Fsr se
mantuvieron altamente significativos para todas las comparaciones realizadas (Tabla 9).
También se realizd un PCoA con la matriz M-P+A de los Fsr donde se observd un porcentgje
de variaciéon en el primer ge de 29,81%; y en e segundo gje con un 27,95% de variacion
donde e segundo gje dd PCoA discrimina a los pantanos en funcion de sus relaciones
geogréficas, los pantanos del km 32: (P1, P2 y P3) separados de |os pantanos del km 40 (P4 'y
P5). Los (P4) y (P5) muestran también una fuerte separacién génica (Figurab).

Los valores Deg (Jost, 2008) de la matriz M-POP reportaron valores de 0,65 hasta 0,80 y
fueron altamente significativos (p < 0,001) para cada pantano (Tabla 8). De igual manera €
andlisis de la matriz M-P+A para los valores Deg (Jost, 2008), en donde se observé gque todos
los valores son cercanos a uno y son altamente significativos para esta prueba (p < 0,001)
(Tabla 10).

El PCOA realizado con los valores de la matriz M-P+A de Dey (Jost, 2008) indicod que €
porcentgje de variacion en € primer ge es de 29,82%; y el porcentaje de variacion en €
segundo gje es de 27,02% y su agrupacion es diferente a la distribucién geogréfica de cada
pantano (Figura6).

El resultado del AMOV A realizado con lamatriz M-POP indico que el porcentaje de variacion
entre las poblaciones (cinco pantanos) fue de 20,56%, y €l porcentgje de variacién dentro de
las poblaciones fue de 79,45%, siendo todos estos porcentgjes altamente significativos (p <
0.001) (Tabla11).

El resultado obtenido a partir dd analisis del método de la varianza minima (WARD) de la
matriz M-P+A, con 1000 bootstraps, reportd que cada uno de los pantanos de M. flexuosa

formo un grupo genéticamente diferenciado de |os otros pantanos (Figura 7).
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6 DISCUSION

6.1ESTRUCTURA ECOLOGICA Y POBLACIONAL DE Mauritia flexuosa

En base a los resultados del andlisis de suelos la composicion edafica no muestra diferencias
entre los pantanos del PNY. La composicion de los suelos de los pantanos del Yasuni sin
similares a otros pantanos de la cuenca Amazonica. En particular se observa que |os pantanos
tienen un alto porcentgje de materia organica (12,40% a 17,50%.). Esta acumulaciéon de
materia organica es favorecida por la incorporacion de tejidos vegetales (hojas, inflorescencias
e infrutescencias) a sistema de pantanos (Khan, 1991).

Todos los pantanos estudiados tienen pH acidos, esto concuerda con estudios realizados por
Khan (1991) en pantanos de M. flexuosa en Pert y Brasil. Este estudio de Khan (1991) reporto
suelos con pH écidos con un valor promedio de 3,5. De igual forma San-José et al. (2010)
describe pantanos del Orinoco con valores de pH de 3,7 a 5,0. La suma de cationes (Ca, Mg,
Na y K) present6 valores que oscilan entre 1,26 cmol/kg a 2,42 cmol/kg; estos valores son
similares a los reportados por Duivenvoorden et al. (2001; 2,19 cmol/kg) en pantanos de la
region de Caquetd, Colombia. Poulsen et al. (2006) documentan también valores similares ala
suma total de cationes (entre 0.76 cmol/kg a 2,06 cmol/kg) en una hectérea en la Reserva
Faunistica Cuyabeno. Los pantanos estudiados tienen condiciones edaficas similaresentre si, y
sus caracteristicas edéficas son similares a otros pantanos en la region Amazoénica.

La estructura poblacional de M. flexuosa en los transectos realizados (250 m x 5 m) en los
cinco pantanos mostré un mayor nimero de plantulas en todos los pantanos con un total de
721 individuos/0.6 ha. Estos patrones poblacionales son similares a los reportados para M.
flexuosa en la Reserva Faunistica Cuyabeno, en donde se reportd un valor de 260 plantulas/0,5

ha en transectos de 100 m x 10 m en cinco pantanos (Holm et al., 2008). Bonesso et al. (2008)
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reportaron una alta densidad de plantulas de M. flexuosa en seis regiones en € centro del
Brasi| con 157 a 347 individuos/1,5 ha.

La alta densidad de pléantul as observada en este trabajo es similar a los valores reportados por
Rodriguez-Paredes et al. (2012) donde se reportaron un alto nimero de plantulas de la palmera
Ceroxylon echinulatum en 30 cuadrantes en bosques intervenidos (10250 plantulas/1,2 ha) y
en 27 cuadrantes en bosgues no intervenidos (259 plantulas/1,08 ha). Adicionalmente
Rodriguez-Paredes et al. (2012) reportaron un nimero alto de plantulas para la palma Prestoea
acuminata 30 cuadrantes (20 m x 20 m) en bosgues intervenidos (3667 plantulas/1,2 ha) y 27
cuadrantes (20 m x 20 m) en bosques no intervenidos (4796 plantulas/1,08 ha).

La densidad total de individuos adultos en este estudio en los transectos realizados en |os
cinco pantanos es de 371 individuos/0,6 ha. Bonesso et al. (2008) reportaron entre 300 a 667
adultog/1,5 ha en las seis regiones del centro del Brasil en transectos més grandes (500 m x 5
m); lo que sugiere una densidad en promedio similar a la obtenida en este estudio. Valores
diferentes fueron reportados por Holm et al. (2008) donde se censaron un total de 121
adultos/0,5 ha

La estructura poblaciona de M. flexuosa en cada pantano muestra una forma de “J’ invertida,
con una mayor cantidad de plantulas y adultos que de juveniles y sub-adultos. Silva-Matos et
al. (1999) y Freckleton et al. (2003) reportaron valores similares en la estructura poblacional
de la palmera Euterpe edulis, en bosgues del Atlantico del Brasil, donde observaron el mismo
patron de “J’ invertida con una proporcién mayor de plantulas y adultos que de juveniles.

La densidad total de adultos observada en este estudio (354 individuos/0,6 ha) es mucho
mayor ala densidad de individuos reportada en otros estudios. Como por €jemplo, Rodriguez-
Paredes et al. (2012) reporté con la pamera C. echinulatum un total de 8 individuos

adultos/1,2 ha en 30 cuadrantes de 20 m x 20 m en bosgues intervenidos y en bosques no
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intervenidos no reportaron individuos adultos. Para la pama P. acuminata reportaron 29
individuos/1,2 ha en bosques intervenidos y 9 individuos/1,08 ha en bosgues no intervenidos.
La alta abundancia de individuos de M. flexuosa sugiere €l éxito adaptativo de esta especie a
los pantanos Amazonicos. En particular en los pantanos de Y asuni, M. flexuosa es la especie
mono-dominante y con una serie de adaptaciones fisiolégicas a este medio (neumato6foros).
Esta adaptaci6n favorece ala dominancia en este recurso en € pantano (Gragson, 1995).

El nimero total de hembras (207 individuos/0,6 ha) en los cinco pantanos es mayor que el
nimero total de machos (145 individuos/0,6 ha), la mayor abundancia de hembras que de
machos es comun en las poblaciones silvestres de palmeras (Freckleton et al., 2003). Estos
valores contrastan con los resultados reportados por Holm et al. (2008) en la Reserva de
Produccién Faunistica Cuyabeno, donde se reportdé un nimero mayor de machos (45
individuos/0,5 ha) que de hembras (35 individuos/0,5 ha). Esta variacién en la proporcion de
sexos puede ser explicado por € tipo de extractivismo intenso de cosecha a nivel local. En
Cuyabeno eventualmente se tala las palmeras de M. flexuosa para la cosecha de frutos; estas
talas eventuaes a largo plazo generan desbalances en la proporcion de sexos en las
poblaciones. En cambio en la regién de Y asuni no existe una actividad de cosecha intensa, ni
la actividad de tala de hembras de M. flexuosa por sus frutos.

La tala de hembras por obtener sus frutos es un complejo problema para las poblaciones de
especies dioicas (Bonesso, et al., 2008). Por gjemplo en bosgues de la regién de Iquitos en
Pert y en bosgues de la Amazonia del Brasil, en donde se han reportado casos de tala de hasta
mas de 1000 individuos hembras en un mes con fines de la comercializacion de sus frutos y
hojas (Rojas et al., 2001; Bonesso et al., 2008; Manzi & Coomes, 2009), y en un menor
porcentgje también se reporta la explotacion de esta palmera en regiones de Venezuela

(Gragson, 1995). Esta tala selectiva por sexo tiene consecuencias negativas sobre la viabilidad
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bioldgica de esta especie a largo plazo ya que afecta a su ecologia y a la dindmica génica de
las poblaciones (Husband & Barrett, 1996; Bonesso, et al., 2008).

6.2 VARIACION GENICA DE Mauritia flexuosa

Los resultados obtenidos del desequilibrio ligado, indican que en todos los pantanos de M.
flexuosa existen locus ligados, esto se debe a diferentes procesos bioldgicos sobre las
poblaciones como la seleccién natural, la deriva génica o la ausencia de diferenciacion génica
entre las poblaciones por un contacto reciente (Agapow & Burt, 2001).

Las poblaciones de M. flexuosa no se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg debido a la
existencia de locus ligados en los pantanos por lo que no existe una segregacion
independiente. Este desequilibrio se puede explicar en base a que las fuerzas evolutivas como
la seleccion natural, mutacion o migracién se encuentran actuando sobre las poblaciones, y por
lo tanto las frecuencias de los alelos no son constantes de generacién en generacion (Guo &
Thompson, 1992). De igual manera los procesos de endogamia podrian influir en este
desequilibrio sobre las poblaciones de M. flexuosa ya que no hay un libre flujo de genes por
apareamiento no aeatorio (Guo & Thompson, 1992).

Los valores del coeficiente de endogamia (F;s) son positivos y altamente significativos (p <
0,001), y sugieren gue €l flujo génico entre las poblaciones de M. flexuosa ocurren entre
individuos emparentados. El coeficiente de endogamia (F,s) a nivel de plantulasy adultos son
positivos y estadisticamente significativos (p < 0.001), y se los puede considerar relativamente
altos a ser comparados con otros estudios. Por ejemplo, Gaiotto et al. (2003) reportaron
valores bgjos de endogamia (Fis: 0,01, plantulas; Fs 0,11, adultos) entre poblaciones de la
palmera Euterpe edulis que se encontraban a 22 km de distancia. Al comparar estos resultados
con los obtenidos en €l presente estudio, se observa valores F;s mayores a 0,2 entre pantanos

distanciados por apenas ocho km. El alto valor de endogamia dentro de un érea espacial
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relativamente pequefia sugiere un interesante modelo de estructuracion génica, en donde los
individuos de M. flexuosa dentro de cada pantano mantiene una propia identidad genética sin
evidencia de una intensa actividad de intercambio génico entre pantanos de M. flexuosa en €
PNY.

Sin embargo, a pesar de las altas tasas de endogamia, la diversidad alélica (A) es adta. Esto
genera una contradiccion en relacion a balance entre diversidad y endogamia. Una pregunta
gue surge con esta contradiccién es ¢de dénde proviene ésta alta diversidad si 1as poblaciones
tienen significativos valores de endogamia? Una hipdtesis sugiere que la diversidad en los
pantanos es una diversidad relictual. Esto supone que los pantanos del PNY son ambientes
residuales de areas pantanosas de mayor tamafio que han ido perdiendo su tamafio debido ala
orogénesis tardia de los Andes (Gentry, 1982).

Las poblaciones de M. flexuosa presentan adicionalmente presentan un alto nimero de alelos
Unicos. Valores similares de alelos unicos (12 a 17) fueron reportados por Couvreur et al.
(2006) en poblaciones silvestres de la palmera Bactris gasipaes en la region occidental del
Ecuador, en donde se report6 la existencia de una alta variabilidad genética dentro de cada
region (costa norte vs costa sur del Ecuador) que formé parte del estudio. En este trabajo se
reportd que las plantulas tienen un mayor nimero de alelos Unicos gue los adultos. Este alto
nimero de aelos unicos en plantulas en las poblaciones de M. flexuosa es un elemento que
aumenta la diversidad génica en las poblaciones (Gaiotto et al., 2003).

La heterocigosidad observada (Ho) en los cinco pantanos es menor que en la heterocigosidad
esperada (He), existiendo asi un déficit de heterocigotos en las poblaciones analizadas,
resultados similares fueron reportados por Couvreur et al. (2006) o Cole et al. (2007) donde
las frecuencias de la heterocigosidad observada (Ho) fueron menores a la heterocigosidad

esperada (He) en poblaciones de palmeras cultivadas y silvestres de B. gasipaes. Un motivo
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para este déficit de heterocigotos en las poblaciones de M. flexuosa en el PNY puede deberse a
gue existen procesos de polinizacién entre individuos cercanos 0 emparentados entre si dentro
de los pantanos y por efecto de tasas bgjas en la dispersion de semillas (Keller & Waller,
2002).

6.3 Mauritia flexuosa COMO UN MODEL O DE METAPOBLACION

Los valores de diferenciacion génica (Deg) de la poblacion de M. flexuosa son positivos y
altamente significativos (p < 0,001) y sugieren que los pantanos de M. flexuosa tienen una
huella genética propia. Esta huella esta en particular favorecida por un elevado nimero de
alelos Unicos en cada pantano (Jost, 2008; Gerlach, et al., 2010). Asumiendo que & concepto
de metapoblaciones menciona un alto flujo génico entre unidades discretas, este concepto no
se gjusta a la estructura génica de las poblaciones de M. flexuosa. En este estudio las
poblaciones de esta palmera mantienen valores altos de Fis, Fsr ¥ Deg Sugiriendo asi una
tendencia a una divergencia entre pantanos, y no a una homogenizacion de la estructura
génica.

Los valores de Fsr de la matriz M-P+A y de la matriz M-POP también fueron altamente
significativos (p < 0,001) para cada una de las comparaciones en cada pantano, estos datos
también corroboran que los pantanos de M. flexuosa tiene una marcada diferenciacién génicay
gue € flujo génico entre los pantanos es bajo. Namoff et al. (2011) reportaron valores Fsr
similares (0.069 a 0.266) a los observados en este estudio con poblaciones de la palmera
Pseudophoenix ekmanii en bosques de Republica Dominica, en donde los autores reportaron
cantidades moderadas de flujo génico entre las poblaciones de esta palmera que se encuentran
separadas entre 2,5 km a 4,5 km.

En comparacion a los valores Fsr, los valores del indice D fueron aln més elevados. Sin

embargo, estos valores altos del indice Deg podrian ser generados por la influencia de un
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artefacto estadistico como sugiere Jost (2008) donde reportd la influencia de la
heterocigosidad y la cantidad de alelos Unicos sobre los valores de Deg. En donde s hay un
frecuencias bajas de heterocigotos y un nimero de alelos Unicos medios, los valores de Deg
serén altos (Jost, 2008; Heller & Siegismund, 2009). De acuerdo con los datos obtenidos en
este trabgjo la ata frecuencia de aelos y el déficit de heterocigotos podrian influir
estadisticamente alos valores de Degt de lamatriz M-POPy M-P+A.

Si bien se reporta que existe un grado de diferenciacién en la poblacién de M. flexuosa, estos
valores moderados de Fsr pueden indicar que los pantanos aln estéan compartiendo algunos
genotipos y que existe un flujo bajo de genes entre las poblaciones de M. flexuosa en el PNY ..
Los resultados obtenidos dd AMOVA reporté que el porcentaje de variacion entre las
poblaciones es de 20,56%, este porcentaje se considera alto, ya que en otros estudios
realizados con palmeras como Couvreur et al. (2006) reportaron porcentges menores (9,4%)
en poblaciones silvestres de |la palma Bactris gasipaes dentro de una amplia escaa espacial
(Provincias del Oro y Pichincha). Gaiero et al. (2011) que también reportaron porcentgjes
bajos en e AMOVA intrapoblacional (6%) de palmeras del género Buttia en Uruguay. En
ambos estudios las distancias que existian entre las poblaciones analizadas fueron mayores a
las distancias entre poblaciones de este trabgjo.

Contrario a los porcentajes bajos reportados por Couvreur et al. (2006) y Gaiero et al. (2011),
Cardoso et al. (2000) reportaron porcentajes intrapoblacionales altos (42,6%) en poblaciones
cultivadas de la palmera Euterpe edulis. Si bien el valor obtenido en este estudio es moderado,
esto puede deberse a que las poblaciones de M. flexuosa dentro del PNY no se encuentran
afectadas por disturbios antropogénicos (Gaiero, et al. 2011).

La particion de la variabilidad génica en este estudio es explicado por la variabilidad dentro de

los individuos dentro de una pantano. Sin embargo el porcentgje de variacion en los pantanos
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(intrapoblacional) es significativamente alta. Cardoso et al. (2000) reportaron valores de
57,4% entre poblaciones que se encontraban entre 40 a 170 km de distancia. Namoff et al.
(2011) reportaron porcentgje de diferenciacion intrapoblacional de 83,96% entre poblaciones
gue se encontraban entre 4,5 km a 12,5 km. Diferencia de los estudios mencionados este
trabajo reporta valores mayores en un area rel ativamente pequefia, entre 0,3 km a 8 km.
6.3.1 ¢HOMOGENIZACION O DIVERGENCIACION GENICA EN LAS
POBLACIONES DE Mauritia flexuosa EN EL PNY ?
En base a los resultados reportados de Fis, Fsr y Degt Se Observa que las poblaciones de M.
flexuosa mantienen una huella génica entre pantanos. Esto sugiere que los mecanismos de
flujo génico entre los pantanos de M. flexuosa podrian ser deficientes para generar un activo
flujo, y por lo tanto favorecen la divergencia entre las poblaciones de esta palmera. Esta
diferenciacion entre las poblaciones de esta palmera puede estar explicada por |os siguientes
factores:
a) La estructura espacia de las poblaciones de M. flexuosa dentro del PNY es un factor
histérico. Las poblaciones de esta palmera en la Amazonia ecuatoriana son pequefias y se
encuentran aidadas por extensones de bosgues de tierra firme. La poshbilidad de
interconexion, flujo génico y dispersion de semillas entre estas unidades discretas podria ser
bajas.
b) Limitantes en la dispersion de semillas entre las poblaciones. Si bien M. flexuosa
produce una gran cantidad de frutos (~ 2000 frutos por infrutescencia) (Henderson et al.,
1995). La dispersion en esta palmera depende de animales. Los principales dispersores
reportados para las semillas de M. flexuosa es €l tapir (Tapirus terrestris), seguido por sainos,
monos, roedores y aves en menor proporcion de dispersion (Gragson, 1995). Los dispersores

de esta palmera pueden estar siendo afectados por efectos de la defaunacion dentro del PNY.
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La caceria de animales, incluyendo animales frugivoros principales dispersores de semillas,
por parte de las tribus indigenas asentadas en |a region Amazoénica esta afectando la dispersion
de semillas dentro de las poblaciones de plantas (Galetti et al., 2006; Klinger & Rejmanek,
2010). Suérez et al. (2012) reportd el efecto que tiene la construccion de vias por parte de
empresas petroleras y la influencia de la caza sobre |la fauna del PNY por parte de la
comunidad Waorani. Los autores reportaron una evidente reduccion de fauna en los transectos
realizados en las proximidades de las dos principales vias (Maxus y Auca) dentro de laregion
de estudio. Esta reduccion de animales por construccion de vias 'y por efecto de la defaunacion
en la zona también tiene un impacto en ladisminucion en el flujo génico entre comunidades de
plantas por fata de dispersores de semillas (Wright et al., 2000).

C) Limitaciones en la polinizacion dentro y entre poblaciones. Si un polinizador transporta
un grano de polen, el éxito de que este grano de polen fertilice otros individuos de otras
poblaciones muy distantes dependera exclusivamente de la capacidad del insecto de
trasladarse entre distintas poblaciones (Listabarth, 1996; Listabarth, 2001). De acuerdo con
estas capacidades, en e caso de M. flexuosa se sugiere que los polinizadores de esta palmera
(abejas y escarabajos) tienen rangos de dispersion a distancias cortas (Knudsen et al., 2001),
por lo que la el flujo de polen en los pantanos del PNY esta limitado dentro de las poblaciones
mas no entre poblaciones.

d) La fragmentacion de su habitat ocasionado por la actividad humana en los bosques
tropicaes, reduciendo su nimero de individuos y el tamarfio efectivo de la poblacion (Pincago-
Gomes et al., 2011). Una de las principales actividades humanas que afectan a las poblaciones
de M. flexuosa en los bosgues de la Amazonia es la agricultura de subsistencia (chacras)
(Coomes et al., 2004). Otra de las perturbaciones ocasionadas por |as actividades humanas, y

gue afectan alas palmas en general en Américatropical es la deforestacion. La deforestacion
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también tiene efectos indirectos sobre las poblaciones de pameras, a través de la
fragmentacién del habitat, incluyendo los efectos de borde por construccion de carreteras o
caminos en la Amazonia (Suarez et al., 2012), generando una mayor mortalidad de semillasy
la ateracidn en la dispersion de semillas por la reduccion de dispersores (Montufar et al.,

2011).
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7. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo se observa que la viabilidad de las
poblaciones de Mauritia flexuosa en el PNY puede verse afectadas porque se reporta que los

pantanos se encuentran en procesos de endogamia.

El leve flujo génico reportado entre las poblaciones de M. flexuosa analizadas dentro del PNY
puede deberse a la reduccién en las tasas de dispersion de las semillas dentro de los pantanos,
debido a procesos de defaunacion por efecto de las actividades de caza por las comunidades

indigenas del parque.

El ndmero mayor de individuos adultos hembras que de individuos machos en los pantanos
estudiados refleja la poca 0 € inexistente proceso extractivista destructivo en las poblaciones

de M. flexuosa en @ PNY
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FIGURA 2. Grafico de barras con correccién logaritmica de la estructura poblacional por
estadios (plantulas, juveniles, sub-adultos y adultos) de M. flexuosa realizado por pantano

en cuadrantes de 250 m x 5 m.
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FIGURA 3. PCoA realizado con los datos del analisis de la matriz edafica de cada pantano

de M. flexuosa con la prueba de distancias Euclidianas obtenido con el programa PAST.

Porcentaje de variacion en el primer eje: 53,23%; porcentaje de variacion en el segundo eje:

28,14%. P1-P5: Pantanos estudiados.
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FIGURA 4. PCoA realizado con la matriz de la estructura poblacional en cada pantano de

M. flexuosa con la prueba de Bray-Curtis obtenido con el programa PAST. Porcentaje de

variacion en el primer eje: 94,03%; porcentaje de variacion en el segundo eje: 4.99%. P1-

P5: Pantanos estudiados.
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PCoA realizado con la matriz de Fsr
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FIGURA 5. PCoA realizado con la matriz M-P+A de los valores Fgsr entre los cinco
pantanos, adultos en color rojo y plantulas en color azul, de M. flexuosa obtenido con el

programa GenAlex. Porcentaje de variacion en el primer eje: 29,81%; porcentaje de

variacion en el segundo eje: 27,95%.
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PCoA realizado con la matrizde D
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FIGURA 6. PCoA realizado con la matriz M-P+A de los valores Deg (Jost, 2008) entre los
cinco pantanos, adultos en color rojo y plantulas en color azul, de M. flexuosa obtenidos

con el programa GenAlex. Porcentaje de variacion en el primer eje: 29,82%; porcentaje de

variacion en el segundo eje: 27,02%.
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TABLA 1. Resultado del analisis de suelo para cada pantano de M. flesuosa. Cationes:

Ca™, Mg™, Na*, K*. Aniones: COs?, HCO3, SO,7, CI.

Pantanos pH % % Materia Conductividad  Suma Suma
Arcilla  Organica eléctrica cationes  aniones

1 4,77 (Acido) 53 17,50 (Alta) 0,18 2,00 3,55

2 4,63 (Acido) 55 13,10 (Alta) 0,15 1,77 4,71

3 4,67 (Acido) 25 14,40 (Alta) 0,21 2,42 4,93

4 4,7 (Acido) 37 12,70 (Alta) 0,18 1,60 3,77

5 4,55 (Acido) 33 16,30 (Alta) 0,16 1,26 4,87

Promedio 4,66 40,60 14,80 0,17 1,81 4.36

TABLA 2. Estructura poblacional y proporcion de sexos en cada pantano de M. flexuosa en

un transecto de 250 m x 5 m en cada pantano. M: machos; H: hembras. P1-P5: Pantanos

estudiados.
Estadios Alturade P1 P2 P3 P4 P5 TOTAL
estadio (m)
Plantulas 1 124 73 135 187 202 721
Juveniles la8 36 32 39 34 35 176
Sub-adultos 8al6 33 27 38 35 39 172
Adultos 16a25 63 58 69 77 85 354
Total Machos 24 27 33 31 30 145
Total Hembras 39 31 36 46 55 207
Proporcion sexos 1:162 1:1,14 1:1,09 1:148 1:1,83

(M/H)
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TABLA 3. Resumen de los valores p del analisis de desequilibrio ligado por cada par de

locus para cada pantano (método de Fisher) de M. flexuosa obtenidos con el programa

GenePop. * Valores significativos p <0.05; ** Valores altamente significativos p <0.01;

*** Valores altamente significativos p <0.001, no mostrados por GenePop.

LOCUS].' * ** * %%
L ocus2

Pantano Mf13-Mf19 0,033

1 Mf13-Mf34 falahed
Mf30-Mf34 0,018
Mf22-Mf24 0,017

Pantano Mf13-Mf30 0,025

2 Mf22-Mf17 0,026
Mf34-Mf24 0,019

Pantano Mf13-Mf30 0,029

3 Mf30-Mf14 0,014
Mf34-Mf17 0,029

Pantano Mf19-Mf34 0,027

4 Mf13-Mf14 0,043
Mf22-Mf14 0,008
Mf34-Mf17 0,037
Mf14-Mf17 0,003
Mf13-Mf24 0,046

Pantano Mf19-Mf22 0,040

5 Mf13-Mf14 0,004
Mf22-Mf14 0,030
Mf14-Mf17 0,046
Mf19-Mf24 0,046




54

TABLA 4. Valores p del anélisis Hardy-Weinberg para cada locus, con su respectiva
significacion al 95% (*) y 99% (**) en todas las poblaciones de M. flexuosa con el

programa GenePop.

L ocus P-val Significacion
Mf13 0,0102 *
Mf30 0,0000 xx
Mf19 0,0000 *x
Mf22 0,0000 xx
Mf34 0,0000 *x
Mf14 0,0000 xx
Mf17 0,0000 *x
Mf24 0,0000 xx

TABLA 5. Resumen de los resultados de diversidad genética de la matriz M-POP de M.

flexuosa obtenidos con el programa Arlequin.

Pantano n Diver sidad Het Het Alelos Fis
alélica (A) observada  esperada anicos
(Ho) (He)
1 60 7,63 0,58 0,76 11 0,22445**
2 60 8,50 0,50 0,75 13 0,33143**
3 60 7,75 0,49 0,78 13 0,34260**
4 60 7,13 0,54 0,71 15 0,24202**
5 60 7,25 0,51 0,69 6 0,25242**

TABLA 6. Resumen de los resultados de diversidad genética de la matriz M-P+A de M.

flexuosa obtenidos con el programa Arlequin.

Estadio n Diversidad Het Het Alelos Fis
alélica (A) observada  esperada anicos
(Ho) (He)
Plantulas 150 17,38 0,52 0,88 12 0,40060**

Adultos 150 16,75 0,52 0,89 7 0,39929**
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TABLA 7. Valores Fsrde la matriz M-POP mostrados en la parte inferior y con su

respectiva significacion estadistica al 99% en la parte superior, entre los pantanos de M.

flexuosa obtenidos en el programa GenAlex.

Pantano1l Pantano 2

Pantano3 Pantano4 Pantano5

0
0,118
0,107
0,128
0,131

**

0
0,099
0,133
0,124

** ** **
** ** **
O ** **
0,117 0 e
0,110 0,139 0

Pantano 1
Pantano 2
Pantano 3
Pantano 4
Pantano 5

TABLA 8. Valores Deg (Jost, 2008) de la matriz M-POP mostrados en la parte inferior y

con su respectiva significacion estadistica al 99% en la parte superior, entre los pantanos de

M. flexuosa obtenidos en el programa GenAlex.

Pantano1l Pantano?2 Pantano3 Pantano4 Pantano5

0
0,801
0,781
0,794
0,764

**

0
0,691
0,808
0,693

** ** **
** ** **
O ** **
0,753 0 e
0,652 0,725 0

Pantano 1
Pantano 2
Pantano 3
Pantano 4
Pantano 5




TABLA 9. Vaores Fsr de lamatriz M-P+A mostrados en la parte inferior y con su respectiva significacion estadistica al 99 % en la

parte superior, para cada pantano de M. flexuosa obtenidos en el programa GenAlex. P1-P5: Pantanos estudiados.

Adultos Adultos Adultos Adultos Adultos Plantulas Plantulas Plantulas Plantula Plantulas

P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 sP4 P5
O ** *%* * % ** *%* * % ** ** ** Adultos Pl
0’130 0 ** ** ** ** ** ** ** ** Adultos P2
0108 0,129 0 *x * *x *k *x *x *x Adultos P3
0129 0162 0135 0 * xx * *k * * Adultos P4
0153 0173 0139 0,166 0 *x *k *x *x *x Adultos P5
0057 0165 0145 0167 0,180 0 *x *k *k * Plantulas P1
0122 003 0108 0139 0,139 0,146 0 *x *x *x Plantulas P2
0117 0130 0033 0136 0,140 0,149 0,099 0 *k *k Plantulas P3
0140 0165 0135 0036 0,168 0,169 0,136 0,130 0 *x Plantulas P4
0129 0145 0116 0144 0,036 0,157 0,109 0,115 0,150 0 Plantulas P5

56



TABLA 10. Valores Deg (Jost, 2008) de la matriz M-P+A mostrados en la parte inferior y con su respectiva significacion estadistica al

99 % en la parte superior, para cada pantano de M. flexuosa obtenidos en el programa GenAlex. P1-P5: Pantanos estudiados.

Adultos Adultos Adultos Adultos Adultos Plantulas Plantulas Plantulas Plantulas Plantula

P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 sP5

O ** ** ** ** ** ** ** ** ** Adultospl
0’787 0 *%* * % *%* *%* *%* *%* * % * % Adultospz
0,719 0,750 0 *x *x *x *x *x * *x Adultos P3
0,769 0,862 0,786 0 *k *k *x ** *x *x Adultos P4
0,792 0,793 0,683 0,744 0 *x *x *x * * Adultos P5
0,262 0,839 0,818 0,843 0,789 0 *k ** *x *x Plantulas P1
0,837 0,140 0,690 0,811 0,678 0,819 0 *x * * Plantulas P2
0,811 0,771 0,141 0,803 0,698 0,854 0,627 0 *x *x Plantulas P3
0,815 0,847 0,749 0,119 0,727 0,821 0,755 0,727 0 *x Plantulas P4
0,773 0,756 0,651 0,742 0,106 0,786 0,602 0,660 0,750 0 Plantulas P5

57
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TABLA 11. AMOVA de las poblaciones de M. flexuosa calculado en el programa Arlequin

en base a la matriz M-POP.

Fuente de variacion Gradosde Sumade Componentes Porcentaje
libertad cuadrados devariacion devariacion

Entrelas poblaciones 4 368,333 0,73699 20,56**
Dentro de poblaciones 595 1690,708 2,84822 79,45**
Total 599 2059,042 3,58521
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11. ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de extraccion manual de ADN para palmas Doyle & Doyle 1987 —

Modificado.

1.

10.

Se macer6 0,1 gr de tejido totalmente seco y se adiciond 0.02 gr de Polivinilpirrolidon
(PVPP) en polvo hasta obtener un polvo fino.

Se coloco el polvo fino en tubos eppendorf de 1,5 ml y se agregdé 750 ul de CTAB 2x,
previamente calentado a 65 °C. Se adjunt6é en cada tubo 3 |l de -mercaptoetanol
(0,1%).

Se incubo todos los tubos por una hora en bafio maria a 65 °C.

Se dej6 enfriar y se adicion6 750 pl de cloroformo-isoamil (24:1).

Se centrifug6 los tubos por diez minutos a 14000 rpm.

Se separé el sobrenadante en eppendorf de 1,5 ml y se contabilizé la cantidad
recuperada (aproximadamente 500 pl).

Se afiadié las misma cantidad que se recuper6 de sobrenadante de cloroformo-isoamil
(24:4).

Se mezcl6 por cinco minutos a mano y se centrifugé por diez minutos a 14000 rpm.

Se separé el sobrenadante en eppendorf de 1.5 ml y se contabilizé la cantidad
recuperada (aproximadamente 250 pl).

Se colocd 2/3 de isopropanol frio del volumen recuperado y se dejd precipitar por toda

la noche a -20 °C.

11. Al dia siguiente se centrifugd a los tubos por diez minutos a 14000 rpm (Se observé un

pellet de color blanco).



60

12. Se retird el isopropanol de los tubos y se lavo el pellet con 1 ml de etanol al 75% por
diez minutos.

13. Se retird el etanol y se dejé secar el pellet a temperatura ambiente hasta que estuvo
totalmente seco.

14. Se resuspendi6 al ADN con 150 pl de buffer de elucién (E1) y se incub6 a 37 °C por 45
minutos.

15. Se cuantificé la cantidad de ADN obtenido.
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ANEXO 2. Tabla de primers especificos para Mauritia flexuosa (Federman et al., 2011)

usados en este trabajo. Ta: Temperatura de Annealing, pb: pares de bases.

MOTIVO DE
LOCUS SECUENCIA (5 - 3) ~ Ta(°C) Tamafio (pb)
REPETICION

F: TTACAAGCGACCCCTCGTC
Mf13 (CT)14 57 230-264
R: CGTCGAATAGGGTTTCAGTGG

F: TAGGTCCTGCTTCTGTGCC
Mf14 (TC)22 54 233-275
R: TGGATCCGGTCCGTTGATAG

F: GACAGCTTGTCATCCTCGC
Mf17 (GA)18 54 210-232
R: TTCCATCCCAGTTCTCCCC

F: AGCCACGTGACACTCTACC
Mf19 (CT)10 57 239-261
R: CTATAGGACCGGCCACCTG

F: GCATGGTGTAGCTCGTATCTG
Mf22 (CT)I5(GT)17 57 226-276
R: CGCACCATACTTGGCTTGC

F: GGACAGTTGCCTGTCTTGC
Mf34 (TC)14 57 180-220
R: CAAAGCTAGCACAACCTGGG

F: TCACATTAGTAGTCAAGGGTAGC
Mf24 (TC)20 54 189-215
R: GGGTGTTAAGCATTCGGGC

F: GAGGGGAGCTTCCTTGCTG
Mf30 (CT)14 57 231-245
R: ATTGGCGAAGGTCCAGGG
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