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1. Resumen
El estudio de los patrones geograficos de la diversidad genética de plantas es
importante para el manejo y la conservacion de las mismas. La relevancia de este tipo
de estudios aumenta si la especie en cuestion es fuente de recursos para las
poblaciones humanas. Esta investigacidn utiliza conceptos de genética del paisaje para
la caracterizacion de la diversidad intraespecifica de Eutperpe precatoria Mart., una
palma neotropical de amplia distribucion geogréafica. Utilizando nueve microsatélites
se explord la estructura poblacional de la especie en los andes tropicales, y entre las
dos subespecies reconocidas taxonomicamente (E. precatoria var. precatoria y E.
precatoria var. longevaginata). Encontramos tres grupos genéticos distintos dentro de
E. precatoria, uno de ellos corresponde a E. precatoria var. longevaginata, mientras
que E. precatoria var. precatoria se separa en dos grupos genéticos. Se identificaron
poblaciones dentro estos tres grupos, y se presenta evidencia de que ambas variedades

no se reproducen en simpatria.



2. Abstract

The study of the geographic patterns of genetic diversity of plants is important for
management and conservation. The relevance of such studies increases when the species
in question provides resources for human populations. This research uses landscape
genetic concepts for the characterization and understanding of the intraspecific diversity
of Eutperpe precatoria Mart., a neotropical palm tree with widely distributed. Using nine
microsatellite markers we explored the population structure of the species in four Andean
countries, and between the two subspecies recognized taxonomically (E. precatoria var.
precatoria y E. precatoria var. longevaginata). We found three distinct genetic groups
within E. precatoria, one of which corresponds to E. precatoria var. longevaginata,
whereas E. precatoria var. precatoria split into two genetic groups. Populations were
identified within these three groups, and we present evidence that both varieties do not

reproduce in sympatry.



3.

Introduccion

3.1. Euterpe precatoria

Euterpe precatoria es una palmera neotropical que pertenece a la tribu Euterpeinae, en
la subfamilia Arecoideae. Es una especie con amplia distribucion geogréfica y ocurre
naturalmente en los bosques tropicales y subtropicales desde Guatemala hasta Bolivia.
Su rango altitudinal abarca desde 0 a 2000 m.s.n.m. (Henderson et al., 1995).
Presenta tallos solitarios o cespitosos de entre 3 a 20 m de altura y 4-23 cm de
diametro (Figura 1), con un cono de raices visibles en la base de color rojo brillante
cuando son jovenes. Hojas entre 5-10 (-20), vaina 0.5-1.6 m de largo incluyendo una
ligula de 1-3 cm de largo, peciolo de 12 a 57 cm de largo cubierto adaxialmente con
escamas como las de vaina (pero ausentes en las hojas jovenes). Inflorescencias
horizontales, profilo de 22 a 88 cm; frutos globosos, de 0.9-1.3 cm de diametro,
estigma lateral; pericarpio purpura-negro, semillas globosas con endospermo

homogéneo (Henderson y Galeano, 1996).

A pesar de su extensa distribucion y amplitud ecologica solo dos categorias
infraespecificas han sido reconocidas: (i) Euterpe precatoria var. precatoria es una
palmera monocaule de 5 -20 m de alto, y 5-10 cm de diametro, de tallos solitarios,
hojas de 2.1-3.6 m, inflorescencias infrafoliares, distribuida en las tierras bajas de
selva tropical, cominmente a lo largo de los rios y bosques inundables, por debajo de
350 m.s.n.m., en ocasiones alcanza los 600 m en las estribaciones orientales de los
Andes; y (ii) Euterpe precatoria var. longevaginata con tallos solitarios o cespitosos,
hojas méas pequefias, distribuida en bosques subtropicales y tropicales ubicados en

zonas de montafia, laderas y crestas, o en las tierras bajas, desde 0-2000 en America



Central, la region del Chocd y las estribaciones de los Andes. En el lado oriental de la
Cordillera de los Andes de la variedad precatoria crece hasta un limite cercano a los
900 m.s.n.m., y se sustituye por la variedad longevaginata en terrenos mas elevados
(Henderson y Galeano, 1996). Existen localidades donde poblaciones de las dos
variedades coexisten en simpatria en torno al umbral altitudinal, por ejemplo la
localidad de Tingo Maria en Per(. Estas dos variedades fueron originalmente descritas
como especies diferentes por Martius en 1935 (d'Orbigny et al., 1835). Estudios
taxonomicos posteriores reunificaron estos taxa en una sola especie denominada E.

precatoria (Henderson, 1995).

E. precatoria es fuente de diversos productos forestales no maderables y ha sido
calificada como una de las especies promisorias de palmeras amazoénicas debido a su
potencial econdmico (Kahn, 1988). Recientes estudios han descrito hasta 89 usos
diferentes de los productos de E. precatoria entre los pobladores de los bosques
tropicales (Macia et al., 2011), entre los usos estdn usos alimenticios, para la
construccion, culturales, medicinales, entre otros. Debido a la variedad de servicios
que ofrece y a la diversidad de grupos humanos que la cosechan, Euterpe precatoria
presenta los mayores valores de importancia econdmica y cultural entre las palmas
amazonicas (Kvist et al., 1995; Macia et al., 2011). El principal uso de esta especie es
la cosecha de su palmito para los mercados locales o internacionales (Shanley et al.,
2002). La cosecha del palmito afecta la demografia de E. precatoria (Zuidema y
Boot, 2000) ya que la palma tiene que ser sacrificada con el fin de acceder al palmito.
Esta actividad econdmica fue responsable en la década 1980s de la disminucion de las

poblaciones cercanas a lquitos, Perl (Peters, 1994), y en la Amazonia norte de Bolivia



a principios de los afios 2000 (Stoian, 2004). Pero el potencial de E. precatoria no
s6lo se limita a mercados locales y usos tradicionales; la especie es también una fuente
prometedora de compuestos antioxidantes (frutos) y anti-malaricos (raices) de gran
interés para la industria quimica y farmacéutica (Jensen et al., 2002; Pacheco-

Placencia et al., 2009).

A pesar de la amplia distribucion, importancia econémica y potencial de Euterpe
precatoria no hay informacién acerca de su diversidad genética ni estructura

poblacional.

3.2. Diversidad genética y conservacion

El estudio de la diversidad genética en las poblaciones silvestres es de importancia en
diferentes disciplinas como la conservacion, la ecologia y la taxonomia. La diversidad
genética que se encuentra dentro de los individuos y de las poblaciones naturales
funciona como la base de todas las expresiones de la diversidad bioldgica (Thompson,
2009) y es un objetivo importante para la conservacion tal como lo recomienda la
Unidén Mundial para la Naturaleza (McNeely et al., 1990). Debido a que la diversidad
genética es esencial para la capacidad de adaptacion de las poblaciones de plantas
(Booy, 2000) y a que se correlaciona con la “aptitud” ecoldgica y evolutiva (fitness)
(Reed y Frankhan, 2002), puede promover la regeneracion natural y la adaptacion a
los cambios ambientales (DeHayes et al., 2000). Adicionalmente, Hughes et al.,
(2008) han reportado que la diversidad genética es tambiéen relevante en los procesos

ecolégicos a nivel de poblacién, comunidad y ecosistema. El estudio y la



caracterizacion de la diversidad genética en poblaciones silvestres sirve también para
resolver problemas taxondmicos Yy realizar analisis de viabilidad poblacional
(Frankham, 2010). También, la identificacion de unidades de conservacién y manejo
es crucial para mantener especies y variedades, y para identificar efectos de la

actividad humana sobre poblaciones silvestres (Palsbgll et al., 2007).

Si los factores genéticos son ignorados se puede subestimar el riesgo de extincion de
una especie, variedad o poblacion (Frankham, 2005). Las estrategias de conservacion
por lo tanto, deben centrarse en el mantenimiento de la diversidad genética en
diferentes niveles, pero para esto es importante primero contar con informacion
confiable al respecto. Es por esto que estudios de diversidad y estructura poblacional

genética son fundamentales para la conservacion (DeSalla y Amato, 2004).

En casos donde la especie tiene amplia distribucion geografica puede existir
diversidad genética no detectada o criptica. La diversidad criptica es cada vez mas
estudiada ya que ofrece nuevas perspectivas ecoldgicas y de conservacion (Bowen et
al., 1993; Ravaoarimanana, 2004). Con la llegada de las herramientas moleculares y
su aplicacion en sistemas de poblaciones silvestres el estudio de la diversidad criptica
se ha incrementado de manera considerable (Bickford et al., 2007). Se ha detectado
diversidad criptica en diversos organismos (Vrijenhoek. et al., 1994; Hebert et al.,
2004; Feulner, et al., 2006; Grundt. et al., 2006), tanto en los trépicos como en las

zonas temperadas del planeta.

Existen varios métodos para estudiar diversidad genética. En este trabajo se utilizo

repeticiones de secuencia simple (SSR) o microsatélites como marcadores genéticos



debido a su utilidad en el estudio de la diversidad genética en las palmas neotropicales
(Montafar y Barreiro, 2010). Elegimos el analisis espacial de la diversidad, ya que
puede proporcionar informacion para el estudio del mantenimiento y la dinamica de
las poblaciones de plantas y tienen gran aplicabilidad en la conservacion (Escudero et
al., 2003). Este estudio se centr6 en la exploracion de la estructura genética de la
especie a nivel regional, la caracterizacion de las discontinuidades genéticas y la

identificacion de poblaciones dentro de la distribucion de la especie.

3.3. Genética del Paisaje (Landscape Genetics)

La genética del paisaje (Landscape genetics) es una disciplina que redne a la genética
de poblaciones con la ecologia de paisaje y con los sistemas de informacion
geografica para explorar los patrones y las causas de la distribucion geografica de la
diversidad genética. El caracter interdisciplinario es central en el estudio de la
ecologia de paisaje (Holderegger y Wagner, 2008.). Esta creciente rama de la
investigacion ha demostrado ser de gran ayuda en el estudio y la conservacion de
varios grupos de organismos ya que los investigadores pueden combinar la alta
resolucién de los datos genéticos con el poder de andlisis de los sistemas de

informacion geogréafica.

De manera amplia, la genética del paisaje busca relacionar la influencia de los
procesos ecologicos con la estructura y diversidad genética (Storfer et al., 2007). Para

lograr este objetivo una parte de la genética del paisaje utiliza métodos bayesianos de



asignacion poblacional. Estos métodos han dado resultados positivos en el estudio de

la genética de poblaciones (Shoemaker et al., 1999).

Los sistemas de informacidn geogréafica pueden relacionar a la informacion genética
con informacion relevante para la conservacion como los efectos del cambio climatico
o la inclusion o no de poblaciones susceptibles en sistemas de parques nacionales y
otras areas de protegidas (van Zonneveld et al., 2012). La informacién geogréafica de
patrones sociales también puede ser contrastada con éxito frente a distribucion de
diversidad genética para identificar posibles causas de erosién genética o
domesticacion (Willemen et al., 2007). De esta manera se pueden identificar grupos
focales y poblaciones de prioridad para la conservacion. También se pueden mapear
indices de diversidad relevantes para la conservacién como la riqueza de alelos (Petit

et al., 1998) o el nimero de alelos comunes locales (Frankel et al., 1995).

3.4. Objetivos

3.4.1. Objetivo General
Estudiar la estructura de la diversidad genética de Euterpe precatoria mediante

marcadores moleculares microsatélites.

3.4.2. Objetivos Especificos
e Estudiar las discontinuidades genéticas a nivel intraespecifico de Euterpe
precatoria.
e Evaluar la dindmica del flujo génico en regiones de simpatria entre las

variedades longevaginata y precatoria.



e Identificar poblaciones y areas geograficas para la conservacién de la

diversidad de Euterpe precatoria.

4. Materiales y métodos

4.1. Material vegetal

Un total de 395 plantas de E. precatoria en 58 diferentes localidades de Colombia,
Ecuador, Perl y Bolivia fueron analizadas en el presente estudio (Figura 2). Se
identificaron 190 muestras de la variedad E. precatoria var. longevaginata y 205 de la
variedad precatoria. Un total de 381 muestras fueron recolectadas en el campo entre
diciembre de 2009 y enero de 2011, y 21 muestras del Herbario AAU (Aarhus,
Dinamarca) se incorporaron para aumentar el area de distribucion geogréafica en los
cuatro paises. Adicionalmente cinco especimenes de E. catinga y dos de E. oleracea
del herbario AAU se incluyeron para servir como grupo externo en el analisis
filogenético. Todas las muestras contaron con coordenadas geogréaficas de su lugar de
origen. Los tejidos recolectados en el campo fueron mayoritariamente foliares, en el
caso de que las hojas de la palmera fuesen inaccesibles se recolectd tejido de
meristema de la raiz. Todos los tejidos de campo fueron preservados en silica gel para
garantizar la preservacion del ADN. El material genético de las muestras de herbario
fue obtenido de tejido foliar. Todas las extracciones de ADN se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Genética Molecular de la Escuela de Ciencias Biologicas de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE) utilizando el kit Dneasy Plant

Minikit de Qiagen, y siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 1).
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4.2. Marcadores Moleculares Microsatélites

Se seleccionaron 25 marcadores microsatélites desarrollados previamente para las
especies Euterpe oleracea, E. edulis, Oenocarpus bataua y O.bacaba que son
especies relacionadas con E. precatoria, (Gaiotto et al., 2001; Lepsch-Cunha et al.,
2003; Montdfar et al., 2007); 8 de estos microsatélites se seleccionaron para analisis
ulterior debido a su nivel de polimorfismo y a la intensidad de la sefial que producian;
ademas, se incluyeron dos microsatélites de intrones nucleares (Ludefa et al., 2011)
para la determinacion del genotipo. La caracterizacion se realizé con un total de nueve
microsatélites (Tabla 1). La genotipificacion se llevd a cabo en las instalaciones del
IRD-Montpellier (Francia). Los 10 loci fueron amplificados en dos reacciones de PCR
multiple, cinco cebadores de cada reaccion multiple. Este tipo de metodologia permite
la optimizacion en el tiempo de la generacion de datos, ya que se amplifica mas de un
locus a la vez. Los cebadores se marcaron fluorescentemente utilizando los colorantes
VIC, NED, 6-FAM, PET. El kit Qiagen Multiplex PCR fue usado para realizar la
amplificacion de PCR siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 2), y con una
temperatura de anillamiento (Tm) de 57 ° C. Esta temperatura lograba una buena
amplificacion para todos los loci. Se utilizo el marcador de peso GeneScan ™ -500
L1Z standard size ® como estandar de tamafio. Los productos de PCR fueron diluidos
200 veces y se corrieron en un secuenciador Genetic Analyzer 3500 de Applied
Biosystems en las instalaciones del Instituto de Investigacion Agronomica para el

Desarrollo CIRAD en Montpellier, Francia. Los electroferogramas fueron analizados,
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editados y corregidos usando el programa GeneMarker de Softgenetics (State College,

PA, EE.UU.).

4.3. Anélisis de Estructura Poblacional

Para estimar la estructura de la poblacion de las muestras se utilizé6 un método de
agrupamiento Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE 2.1 (Pitchard et
al., 2000). En este procedimiento, el nimero dptimo de grupos genéticos (K) se
escoge mediante la comparacion de las probabilidades posteriores de cada valor K de
ajustarse a un modelo (en este caso el equilibrio de Hardy-Weinberg), y se escoge el
nimero de poblaciones para el que la probabilidad posterior llega a estabilizarse
alrededor de un maximo (Pritchard et al., 2000). También estimd el estadistico de
correccion Delta K (AK) segln Evanno et al., (2005). Este indice indica el cambio en
la magnitud de las probabilidades posteriores con respecto a un K inmediatamente
superior; el nimero de grupos en el que AK alcanz6 su punto maximo se considerd
Optimo. Es importante comparar estos dos indicadores ya que el comportamiento de la
probabilidad posterior suele arrojar resultados equivocados (Evanno et al., 2000).

Con el fin de analizar la estructura genética de las muestras en jerarquia nosotros: (i)
realizamos un analisis de estructura con una muestra aleatoria por cada localidad (n =
58); utilizamos 1000000 iteraciones de andlisis después de 30000 iteraciones de
calentamiento; el modelo de frecuencias independientes y no aditivo del programa
STRUCTURE fue utilizado en este primer paso; realizamos 10 analisis Bayesianos
independientes para calcular AK. A los agrupamientos resultantes en este primer nivel

jerarquico se los llamara en adelante “grupos”. Y (ii) investigamos la subestructura
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dentro de los grupos que se encontraron en el paso anterior; para este segundo analisis
se utilizo la totalidad de las muestras y se hicieron tres andlisis diferentes, uno para
cada grupo, de acuerdo a los resultados obtenidos en el procedimiento anterior (K =
3) (Grupo 1 n = 190; Grupo 2 n = 139; Grupo 3 n = 66). Esta vez usamos 100000
iteraciones de analisis luego de 25000 iteraciones de calentamiento, y frecuencias
independientes con el modelo de aleatorizacion. Por cada grupo se realizaron 10
corridas independientes del analisis para calcular AK. A los grupos resultantes de este
segundo nivel jerarquico se los llamara en adelante “Poblaciones”.

Por otro lado buscamos el mejor K en 60 muestras de la localidad de Tingo Maria,
Per(, donde las dos variedades son simpatricas. Las muestras fueron colectadas en dos
sitios relativamente cercanos (16 km): 1 ladera de montafas (n=30) y planicies semi-
inundadas (n=30). Debido al habito ecoldgico del lugar de muestreo, y a la presencia
de individuos adultos de una de las dos variedades, se considero a las muestras de las
laderas de montafia como Eutperpe precatoria var. longevaginata, y a las muestras
planicie como Euterpe precatoria var. precatoria. Sin embargo dentro de las muestras
de ambas localidades estaban individuos juveniles de dificil clasificacion. En este
analisis se construyo un grafico que indica la proporcion del genotipo de cada muestra

de pertenecer a uno de los grupos genéticos encontrados.

4.4. Analisis Genético
La distancia genética entre pares de individuos (Smouse y Peakall, 1999) fue
calculada para todos los individuos. Estas distancias genéticas se utilizaron a

continuacion para realizar un analisis de coordenadas principales (PCoA) con el fin de
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representar las distancias en un plano cartesiano. También se calculd la distancia
genética de Nei entre los grupos (Nei, 1972) tanto para los grupos como para las
poblaciones. El indice de fijacion (Fst) entre grupos y entre poblaciones fue estimado
a través de un andlisis de varianza molecular (AMOVA). Mediante este analisis
también se establecid la distribucion de la varianza molecular entre los diferentes
niveles jerarquicos establecidos en el analisis de STRUCTURE; en el AMOVA se
realizaron 9999 permutaciones para fomentar la robustez del analisis. También se
calcularon estadisticos descriptivos como la heterocigocidad esperada, el nimero
total de alelos, el nimero efectivo de alelos, el nUmero de alelos Unicos para cada
grupo. Todos estos analisis se realizaron utilizando el software Genalex version 6,41

(Peakall y Smouse, 2006).

4.5. Andlisis Filogenético

Para representar las relaciones entre las muestras y entre los grupos encontrados,
construimos un arbol Neighbour Joining (NJ) con la ayuda el programa informatico
PHYLIP (Felsenstein, 2005) utilizando las distancias genéticas de Smouse y Pekall
(entre individuos) y de Nei (entre grupos de individuos) calculadas anteriormente. Se
construyd un arbol de relaciones genéticas entre individuos y uno entre grupos. Las
muestras de E. oleracea y E. catinga se utilizaron como grupo externo para poner raiz
a los arboles. Los arboles fueron editados utilizando el programa TreeDyn (Chevenet

et al., 2006).
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4.6. Construccién de Mapas

Para dibujar la distribucién geogréafica de la probabilidad de pertenencia a cada uno de
los grupos se realiz6 un agrupamiento Bayesiano y espacial utilizando el algoritmo
implementado en el programa Genelnad (Guillot et al., 2005). Todas las muestras de
Euterpe precarotia (n = 395) y todos los datos genéticos fueron utilizados en este
analisis. Las barreras fueron detectadas como areas geograficas con baja probabilidad
posterior. Se realiz6 una cadena de Markov Monte Carlo utilizando un valor
correccion de K = 3 poblaciones (frecuencias de los alelos no correlacionadas; 100000
generaciones, frecuencia de muestreo 100; 30000 generaciones de calentamiento), ya
que este valor de K fue el 6ptimo en el analisis de estructura anterior.

Se construyd un mapa que muestra la distribucion geografica de los resultados del
andlisis de STRUCTURE, tanto de los grupos como de las poblaciones dentro de los
grupos. Este mapa se dibujo usando el programa de analisis informacion geogréfica

DIVA-GIS 7,4.

Resultados

5.1. ADN y amplificacién por PCR

Se obtuvo ADN de calidad para la totalidad de las muestras (n=402). Todos los
cebadores, con excepcion de OB8, fueron amplificados y mostraron sefiales
polimorficas. EI nimero de alelos totales en la muestra fue de 26, 32, 13, 23, 17, 33,
21,22y 24 para los loci AG1, AC5-3 # 4, GA5-5 # 1, EE59, CUC3, Ob2, EE63 , OB6

y OB16, respectivamente.
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5.2. Anélisis de estructura poblacional

El agrupamiento Bayesiano en el nivel jerarquico de analisis identifico tres grupos
utilizando una muestra por cada localidad. Los valores del logaritmo de la
probabilidad incrementé de K = 1 a K = 3 y luego se estabilizo (Figura 3A). También
el estadistico AK un confirmé K=3 grupos genéticos (Figura 3A). EI Grupo 1 agrupa
las muestras de E. precatoria var. longevaginata; las muestras de la E. precatoria var.

precatoria fueron separadas en los grupos 2y 3.

Por otro lado las 60 muestras de la regidn de simpatria mostraron un valor 6ptimo de
Ky AK para dos grupos (Figura 4A). Uno de los grupos (n=36) comprendia a todas
las muestras colectadas en laderas (E. precatoria var. longevaginata) mas algunas
muestras colectadas en planicie; mientras que el otro (n=24) comprendia a las
restantes muestras colectadas en la planicie (E. precatoria var. precatoria). El grafico
de proporcion del genotipo de pertenecer a uno de los dos grupos indicd que no
existen individuos con genotipos mixtos (Figura 4B), incluso entre colectados en el
mismo lugar (planicie inundada). Esto indica un fuerte aislamiento reproductivo en

simpatria de las dos variedades de E. precatoria.

En el analisis de estructura geografica en el programa Geneland usamos K =3 grupos
(por los resultados del anélisis de STRUCTURE) y se incluyo a todas las muestras (n
= 395) y toda la informacidn genética recopilada de microsatélites, los resultados
indican la probabilidad geografica para cada grupo: El grupo 1 (n = 190) se encuentra

en la region del Choco y los Andes de Colombia, Ecuador, Per( y Bolivia, de manera
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consistente con la distribucion de E. precatoria var. longevaginata; el grupo 2 (n =
139) se encuentra en la cuenca amazonica de Ecuador y Per(;. mientras que el custer 3
(n = 66) muestra un patron discontinuo entre las regiones amazonicas del noroeste de
Bolivia, Sur-Pert y Colombia al este noreste (Figura 5); este patrén discontinuo puede
deberse a la falta de sitios colectados en la Amazonia de Brasil. En este tipo de
analisis se toma en cuenta la ubicacion geografica de cada muestra para establecer el
area geografica de las probabilidades, es notable que aun tomando en cuenta esta
informacion se obtengan discontinuidades genéticas en espacios geograficos pequefios
como en la zona del Puyo en la Amazonia ecuatoriana. Estas discontinuidades

corresponden a areas de transicién entre bosque tropical y subtropical.

Mediante el andlisis de subestructura se identificaron cinco poblaciones dentro del
grupo 1 (poblaciones 1 a 5) y dos poblaciones en el grupo 3 (poblacién 8 y 9). El
numero de poblaciones en el grupo 2 no es claro debido a que el comportamiento del
logaritmo de la probabilidad y el AK mostraron resultados contradictorios que
sugieren una estructura débil dentro de este grupo (Figura 3C), sin embargo asumimos
dos poblaciones (poblaciones 6 y 7) basados en el pico mas alto de AK para la

representacion geografica y posterior interpretacion de las poblaciones dentro de este

grupo.

La distribucién geogréafica de todas las muestras, las poblaciones y grupos pueden

verse en la Figura 6.
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5.3. Anélisis Genético

El analisis de coordenadas principales mostré tres grandes grupos bien separados
(Figura 7). Los grupos identificados mediante el PCoA corresponden a los grupos
identificados en el analisis de la STRUCTURE y Geneland. Estos resultados apoyan
la hipotesis de una fuerte estructura genética de las muestras y confirman el grupo que
contiene a las muestras de la variedad longevaginata, y los dos grupos en los que se
separan las muestras de la variedad precatoria en el primer nivel jerarquico de

analisis. Los dos primeros ejes del PCoA explican el 56% de la varianza genética.

Los Fsr s calculados entre los grupos y entre las poblaciones fueron todos diferentes
de los valores esperados por azar (Anexo 3). Estos indicadores sugieren una estructura
genética fuerte entre los tres grupos, pero tambien diferentes grados de aislamiento
entre las poblaciones dentro de los grupos (Tabla 2). Independientemente del valor Fst
(0,46) calculada entre los dos grupos genéticos en la regién simpatria (Tingo Maria, n
= 60) indica una fuerte segregacion y aislamiento entre las muestras de ambas

variedades aunque compartan el espacio geografico (Tabla 3).

Los indices de fijacion (Fst) de los grupos 1y 2 (0,427; 0,52 respectivamente) son
mayores que el del grupo 3 (0.307), lo que significa que este Gltimo es menos diverso.
Este patron de diversidad entre los grupos es apoyado por el nimero de alelos y alelos
efectivos, asi como la heterocigocidad esperada y el nimero de alelos Unicos (Tabla

3).

El anélisis de varianza molecular (AMOVA) encontré que el mayor porcentaje de

varianza molecular (34%) de la muestra est& dentro de los individuos. Sin embargo, la
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division en grupos y poblaciones contribuyen grandemente a la varianza también, con

un total combinado de 47% de varianza explicada. (Figura 8)

Las poblaciones dentro de los grupos presentaron diferentes patrones de diversidad.
Las poblaciones 1 y 2 fueron las mas diversas dentro grupo 1 (Figura 9); y son
también las que mayor distribucion geogréafica presentan dentro de este grupo. Las
poblaciones 3, 4 y 5 son las menos diversas y las se encuentran geograficamente mas
concentradas (Figura 6). Dentro de los grupos 2 y 3, las poblaciones que mostraron
niveles mas altos de diversidad fueron poblaciones 7 y 8, respectivamente (Tabla 4);
estas poblaciones también mostraron una mayor distribucion geogréfica con respecto a

las menos diversas.

5.4. Analisis Filogenético

El &rbol de Neighbor Joining muestra las relaciones de distancia entre todas las
muestras (Figura 10); los mismos tres grupos descritos anteriormente pueden ser
facilmente identificados, asi como las nueve poblaciones dentro de éstos; el grupo
externo se localiz6 mas cerca del grupo de muestras de E. precatoria var.
longevaginata (grupo 1). Resultados semejantes se obtuvieron para el arbol de las
poblaciones (Figura 11). Esto puede sugerir una divergencia mas reciente de los
grupos 2y 3 (E. precatoria var. precatoria), aunque el anélisis no es concluyente, ya

que sélo representa los datos de distancia genética y no ascendencia.
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6. Discusion

6.1. Tres grupos en lugar de dos

De acuerdo con la clasificacion taxondémica de las variedades de E. precatoria se
esperaba encontrar dos grupos genéticos distintos, uno para cada variedad. Contrario a
esta hipdtesis, las muestras analizadas se separaron en tres grupos en el primer nivel
de estructura jerarquica. Uno de estos grupos corresponde con lo que hoy conocemos

como E. precatoria var. longevaginata.

E. precatoria var. longevaginata fue originalmente descrita por Martius como una
especie diferente (Euterpe longevaginata) de E. precatoria (D’Oribigny, 1836) debido
a las diferencias morfoldgicas evidentes en la morfologia de la hoja, flor y tallo, asi
como diferencias en distribucion y nicho ecoldgico. El espécimen tipo de E.
longevaginata procede del bosque subtropical de Bolivia. Posteriormente ambas
especies fueron sinonimizadas bajo el nombre de E. precatoria por Henderson (1995)
en su revision del taxonémica del genero. Este caso no es aislado en la historia
taxonomica de las palmeras neotropicales: Oenocarpus bataua var. bataua y O.
bataua var. oligocarpus fueron originalmente descritas como especies diferentes y
posteriormente agrupadas en un sélo taxa (Henderson, 1995); aunque evidencia
molecular reciente sugiere que pueden ser de hecho especies distintas (Montufar y
Pintaud, 2008). El género Attalea es también un ejemplo en el que los problemas
histdricos de taxonomia hacen dificil la identificacion de especies (Pintaud, 2008).
Nuestros datos soportan la hipétesis de que la variedad longevaginata es una entidad

diferente dentro de E. precatoria.
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La taxonomia de los organismos idealmente debe reflejar entidades naturales reales
(Turrill, 1942). En E. precatoria se reconocen dos variedades taxondmicas, pero
nosotros encontramos tres grupos genéticos. Estos tres grupos genéticos estan
separados entre si por valores de Fst similares (Tabla 2), es decir que el grupo 1
(longevaginata) es tan diferente del grupo 2 como lo es el 2 del 3. Esto es notable ya
que taxondémicamente solamente se consideran dos variedades dentro de la especie, y
porque morfologicamente los individuos del grupo 2 son muy semejantes a los del
grupo 3. En este caso el presente estudio se reporta una diversidad genética importante

pero criptica.

La presencia de diversidad criptica en E. precatoria abre muchas interrogantes
respecto a los procesos de evolucion y mantenimiento de diversidad en las palmeras
neotropicales. Por ejemplo cuales son los mecanismos que mantienen separados a los
grupos 2 y 3, y como se originaron estas unidades evolutivas que en la actualidad
funcionan como entidades independientes. Savolainen et al., (2006) sugieren que
mecanismos de polinizacion y heterocronia mantienen separadas diferentes especies

hermanas incluso en simpatria.

6.2. Distribucion geogréfica de la diversidad genética

El patron geografico de la diversidad genética del primer nivel jerarquico que se
revela en nuestro estudio corresponde a las mayores regiones botanicas y geoldgicas
en el Neotrdpico: los Andes y la regién del Chocé (Grupo 1), la Amazonia Occidental

(Grupo 2) y la Amazonia Central (Grupo 3). Estas regiones tienen caracteristicas
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climaticas y ecoldgicas particulares, y son el resultado de una compleja historia
geoldgica que ha influido en la diversidad y la evolucion de la flora de América del
Sur desde el Paledgeno temprano (60 millones de afios) (Tassinari y Macambira.,

1999).

El levantamiento de los Andes fue la fuerza principal para la conformacién de un
paisaje heterogéneo (Fine et al., 2005). Antes del Oligoceno (23 millones de afios) la
parte tropical del continente estaba cubierta de una flora con elementos caracteristicos
de las tierras bajas (Wesselingh y Salo, 2006); durante Nedgeno (23-10 millones de
afios) los Andes ya habian cambiado el paisaje y aparecieron los primeros
componentes pre montanos en la zona; al mismo tiempo un sistema de humedales
conocido como el sistema Pebas cubria la mayor parte del area de la actual Amazonia
occidental (Rigsby et al., 2010). En el siguiente periodo, la flora andina se diversificd
y el mar Pebas se secO dejando un area de tierra rica en sedimentos para ser
colonizada (10 a 5 millones de afios). El resultado de estos procesos es un mosaico de
regiones con caracteristicas geologicas y biologicas diferentes (Wesselingh et al.,
2006). La distribucion de los grupos reportados concuerda con este mosaico. El grupo
longevaginata (Grupo 1) se encuentra en la zonas andinas mas altas, también mas
frias y humedas, tipico de las vertientes andinas y el Choco; el grupo 2 (que contiene a
parte de las muestras de la variedad precatoria) se encuentra en la amazonia
occidental, una zona que alberga la mayor biodiversidad alfa en de arboles tropicales
en el mundo (Valencia et al., 1994). Las caracteristicas ecoldgicas de ésta zona son los
altos niveles de precipitacion (3000 mm), baja estacionalidad y un mosaico de suelos

rico en sedimentos (Dalling et al., 2007). EI grupo 3 (que incluye a las restantes
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muestras de la variedad precatoria) se ubica sobre la Amazonia central que es la méas
antigua de estas regiones en términos geoldgicos, y que presenta un clima diferente y
suelos menos ricos (Malhi et al., 2002). En particular las dos regiones identificadas
donde se encuentran las muestras del grupo 3 son el Sur este de Colombia y el Noreste
de Bolivia, ambas zonas corresponden a regiones marginales de la cuenca amazonica

con una marcada estacionalidad (Negri et al., 2000).

6.3. Aislamiento en simpatria

Las implicaciones de que dos poblaciones relacionadas no experimenten intercambio
genético son de importancia para la conservacion, taxonomia y para el estudio de
modelos de evolucion. A pesar de que existe todavia controversia acerca qué concepto
de especie bioldgica es el méas idoneo para estudiar la naturaleza (Cellinese et al.,
2012), existe poca controversia cuando se encuentra que dos poblaciones tienen

aislamiento reproductivo en simpatria (Frankham et al., 2012).

En este estudio se encontrd individuos de ambas subespecies coexistiendo en
simpatria en la localidad de Tingo Maria (Pert) y no se detectd evidencia de
hibridacion o introgresion (Figura 4). Los genotipos caracterizados de todos los
individuos analizados pertenecian en su totalidad a una de las dos subespecies (Figura
4B). Los resultados ofrecen una importante evidencia a nivel molecular que sugiere
que ambas variedades son especies distintas debido a la presencia de barreras en el

flujo génico.
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Entre las posibles barreras pueden estar desde polinizadores especializados diferentes
o fases fenoldgicas dispares que no favorecen el flujo génico. En otros ejemplos de
especies hermanas simpatricas en palmas, el pH del suelo y la fenologia juegan un
papel determinante para evitar la creacion de hibridos (Savolainen et al., 2006).
También se ha demostrado que los polinizadores son especie-especificos en algunas
especies de palmas, y que este mecanismo mantiene la identidad genética (Barfod et
al., 2011). El origen y los procesos que garantizan la separacion de las variedades de
E. precatoria en simpatria deben ser estudiados mas a fondo, asi como su estatus

taxonémico.

6.4. El uso la de Genética del Paisaje para la conservacion de recursos genéticos
vegetales

A pesar de que en la actualidad existen nuevas técnicas de analisis geogréaficos, y de
que los estudios con marcadores genéticos se han generalizado, la aplicacion de la
genetica del paisaje es todavia escasa en conservacion de diversidad en plantas
(Escudero et al., 2003). Aungue existen algunos estudios en los que se ha mapeado la
diversidad genética de arboles para fomentar su conservacién (Lowe et al., 2000:
Soares et al., 2008; Sork y Smouse, 2006), éstos todavia no son numerosos en

especies silvestres (Holdergger et al., 2010).

A pesar de que no se muestre6 toda el area de distribucion de la especie se pudo
identificar grupos genéticos importantes, su distribucion geografica, su diversidad y
su aislamiento genético. De esta manera identificamos las poblaciones méas diversas

dentro de cada grupo (Figura 9B), estos resultados muestran que las poblaciones de
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Lita (Ecuador) y Pucallpa (Perd) son muy diversas y que su diversidad estd muy
concentrada geograficamente (Figura 6). También encontramos una diversidad alta en
las poblaciones del sur de Ecuador (poblacién 1) que no se reporta en otros paises; las
poblaciones del Choco ecuatoriano presentan caracteristicas genéticas particulares que
no aparecen en otras localidades. Esta informacion respecto a la distribucién
geografica amplia o restringida de la diversidad intraespecifica es fundamental para
lograr programas efectivos de manejo y conservacion (Koskela et al., 2013). La
ocurrencia de diferenciacion geogréafica en escalas locales indica la importancia de
mantener poblaciones en sus diversos habitats (Lemes et al., 2003). La informacién
generada respecto a diversidad genética puede ser aplicada para el manejo de las
poblaciones silvestres (Bailey, 2012) debido a que muestra guias tanto de tamafio

poblacional y grado de endogamia.

7. Conclusiones y Recomendaciones
La diversidad genética de Euterpe precatoria es mas compleja de los esperado en base
a su clasificacion taxonomica. La deteccion de diversidad genética criptica en este
estudio abre muchas interrogantes acerca de la evolucion y clasificacion de E.
precatoria, pero también ofrece grandes oportunidades para la conservacion y el

manejo de los recursos genéticos de esta especie.

En la region andina existe un estudio previo que utiliza conceptos de genética de
paisaje para el estudio de diversidad silvestre en palmeras (Trenel et al., 2008). Este

estudio fue realizado en los andes ecuatorianos para estudiar aislamiento reproductivo
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en Ceroxylon echinulatum. Nuestro estudio se desarrolla en un espacio geografico mas
grande y utiliza un mayor nimero muestras y mas informacion genética. En este
sentido es un estudio pionero en Arecaceas en el Neotropico, y la informacion

arrojada es relevante tanto a nivel local como regional.

Debido a que existen importantes discontinuidades de muestreo sobre la distribucion
de la especie, se recomienda completar esta distribucién con muestras de Brasil y
Centroamérica para complementar el conocimiento acerca de la distribucién de la
diversidad en E. precatoria. Cabe recalcar que en este estudio Unicamente analizamos
simpatria entre dos de los tres grupos genéticos encontrados, y que el aislamiento
genético entre los tres grupos es similar. Esto abre la pregunta de si existe 0 no

intercambio genético entre los dos grupos de E. precatoria var. precatoria.

La informacidn obtenida es una importante evidencia que soporta la hipotesis de que
longevaginata es una especie diferente de precatoria.A la luz de estos resultados
aconsejamos revisar la taxonomia de Euterpe mediante méas estudios de filogenia,
morfologia y fenologia para aclarar el estatus taxonoémico de las poblaciones

caracterizadas.
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Figura 1. Morfologia de Eutperpe precatoria. a. Habito. b. Juvenil. c. Infloresencia. d.
Parte de la raquilla. e. Flor estaminada. f. Flor pestilada. g. Estambre. h. Fruto. i. Seccion
de fruto. j. detalle de los tricomas de la raquilla. Tomado de Henderson y Galeano, 1996.
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Figura 2. Localidades muestreadas. Los puntos grandes representan lugares donde se
colectaron 25 0 mas muestras de E. precatoria. Los puntos pequefios son sitios donde se
colecto al menos un individuo. La flecha roja indica la localidad de Tingo Maria, Perd.
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Figura 3. Logaritmo de la probabilidad posterior y Ak vs. el nimero de poblaciones
estimadas (k) de: todas las localidades (A), Grupo 1(B), Grupo 2 (C) y Grupo 3 (D).
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Figura 4. A: Logaritmo de la probabilidad posterior y delta k vs el nimero de poblaciones
estimadas en STRUCTURE de las muestras en la region de simpatria. B: Asignacion
poblacional del genotipo de individuos colectados en la region de simpatria a una de las
dos poblaciones determinadas. Los nimeros en el eje x indican las localidades de las que
provenian las muestras. El color rojo indica genotipo asociado a E. precatoria var.
precatoria, mientras que el verde indica genoptipo asociado a E. prevatoria var.
longevaginata. En la localidad 2 existen dos grupos discretos sin hibridacion.
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Figura 5. Mapas de probabilidad generados en GENELAND. Las zonas mas rojas indican
alta probabilidad de pertenencia; las zonas claras indican baja probabilidad de
pertenencia. A = probabilidad de pertenecer al grupo 1 (longevaginata). B = probabilidad
de pertenecer al grupo 2. C = probabilidad de pertenecer al grupo 3. Los puntos
geogréaficos corresponden a los de la Figura 1.
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Figura 6. Distribucion geografica de las muestras de E. precatoria, los grupos y las
poblaciones. Los cuadrados indican el grupo 1 (E. precatoria var. longevaginata); los
circulos, el grupo 2 (E. precatoria var. precatoria); y los triangulos indican el grupo 3 (E.
precatoria va. precatoria). Cada color identifica a una poblacién dentro de un grupo.
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Figura 7. Analisis de Coordenadas Principales de todas las muestras. Los circulos
agrupan a los tres grupos principales. El grupo 1 (E. precatoria var. longevaginata)
aparece a la derecha del grafico. Los cuadrados indican muestras del grupo 1; los puntos,
muestras del grupo 2; y los tridngulos, muestras del grupo 3 Cada color identifica a una
poblacién dentro de un grupo.
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Porcentages de Varianza Molecular

Dentro de
individuos
34%

Entre poblaciones
26%

Entre individuos
19%

Tabla de AMOVA

Fuente df SS MmsS Est. Var. %
Entre Grupos 2 667,238 333,619 0,879 20%
Entre Poblaciones 6 545,396 90,899 1,115 26%
Entre Individuos 386 1211,221 3,138 0,831 19%
Dentro de Individuos 395 583,000 1,476 1,476 34%
Total 789 3006,856 4,301 100%

Figura 8. AMOVA de todas las muestras de E. precatoria y todos los loci. Se analizé la
distribucion de la varianza entre grupos, Poblaciones, individuos, y dentro de individuos.
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Allelic Patterns across Grupos
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Figura 9. A: Patrdn alélico entre los grupos principales de E. precatoria. B: Patrén alélico
entre las poblsaciones. Ndmero de alelos (Na), Numero de alelos efectivos (Ne), indice de
informacion de Shanon (1), Numero de alelos Unicos (No. Private Alleles), Numero de
alelos comunes (No. LComm Alleles), Heterocigocidad Esperada (He) y Heterocigocidad
observada (Ho). La poblacion 2 corresponde a la localidad de Lita (Ecuador); la poblacion
5, a Pucallpa (Perq).
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Grupo 1

Figura 10. Neighbour Joining de todas las muestras Se observan los tres grupos y las
nueve poblaciones. Los colores de las poblaciones corresponden a los de las Figuras 6 y
7.El grupo externo esta pintado de negro.
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Tabla 1. Cebadores utilizados en el estudio

Repeat GenBank
Locus array Primer sequence (5'-3') Size (bp) Accession no. Dye Multiplex Reference
AC5-3#4 CT/GT F: ACTGTCTGCAGACAATCGAC 181-237 AY262720 VIC 1 Lepsch-Cunha et al., 2003
R: CTTTTGACACCATTAGTCTGC
AG5-5#1 GA  F: TGGTTATGAATCTTAGCCTC 172-194 AY262729 NED 1 Lepsch-Cunha et al., 2003

R: AAATCCATGCTCCATAGTCC

AG1 TC/GA F: AGGAGTTGGAGCTGCAAAATGACA 89-164 AY739698 6-FAM 1 Ludefa et al., 2011
R: TGTTTCCGCAAAAGCTGCTTCTCA

Cucs F:CKTGGACTCATGACTCGCATGTCC 323-375 PET 1 Unpublished data
R: GGTCCTTGCCGGTGGCCTTC

Ee59 AG F: AACCTCTCTTTGGCCTA 82-146 AF328885 PET 1 Gaiotto et al., 2001
F: CTTGGCATACTGGAACC

Ee63 AG F: CCGATATGCTCAAATCAATG 88-127 AF328889 VIC 2 Gaiotto et al., 2001
R: ACGAGAGGAATCAAAGAACC

Ob2 GA/CA F: CTGAACCTTATCCCAACTGA 89-149 DQ455753 6-FAM 2 Montufar et al., 2007
R: CACATAACTTTTCAGGCACA

Ob6 GA F: GGATTGCATGTGTTCATTTA 165-199 DQ455757 VIC 2 Montufar et al., 2007
R: TTACGCAATGTTTTATTTGG

Ob8 GA/T  F: GAGGAGGAATTCTTTCCATT - DQ455759 PET 2 Montufar et al., 2007
R: AGCCATTAAAATTCATGCAC

Ob16 GA F: AGGTCTAATGATGGAAGCTG 102-173 DQ455767 NED 2 Montufar et al., 2007
R: ACACAGAGACAAACATGTGC
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Tabla 2. Valores de Fst en pares de grupos de E. precatoria. Los Fst entre pares
poblaciones aparecen bajo la diagonal; Fst entre pares de grupos, sobre la diagonal.

Popl
Pop2
Pop3
Pop4d
Pop5
Pop6
Pop7
Pop8
Pop9

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0,176 -
0,419 0,328 - 0,294 0,316
0,305 0,245 0,461 -
0,295 0,327 0,580 0,460 -
0,461 0,423 0,570 0,497 0,607 | - 0,364
0,424 0,379 0,501 0,446 0,533(0,330 -
0,326 0,288 0,463 0,387 0,489|0,339 0,295| -
0,469 0,462 0,632 0,544 0,635(0,563 0,466|0,141 -
Popl Pop2 Pop3 Popd Pop5 Pop6 Pop7 Pop8 Pop9

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de las muestras de E. precatoria en la region de
simpatria, Tingo Maria, Perd.

Pop n Na Ne Ho He Fis
longevaginata Mean 31 5,778 3,202 0,438 0,608 0,290
SE 0,983 0,462 0,078 0,082 0,085
precatoria Mean 29 5,333 2,048 0,203 0,415 0,362
SE 0,957 0,364 0,041 0,073 0,141
Total Mean 60 5,556 2,625 0,320 0,511 0,328
SE 0,668 0,318 0,051 0,058 0,082
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Tabla 4. Estadisticos descriptivos de los tres Grupos de E. precatoria definidos

mediante Structure.

Grupo n Na Ne Ho He Fis
Grupo 1 Mean 190 16,778 5,964 0,390 0,763 0,472%*
SE 1,869 0,868 0,042 0,073 0,037
Grupo 2 Mean 139 11,889 2,836 0,274 0,583 0,522**
SE 1,457 0,419 0,051 0,057 0,091
Grupo 3 Mean 66 9,000 1,972 0,311 0,449 0,307**
SE 1,280 0,199 0,038 0,056 0,045
Total Mean 395 12,556 3,591 0,325 0,598 0,434**
SE 1,068 0,461 0,026 0,043 0,039




Tabla 5. Estadisticos descriptivos de las poblaciones de E. precatoria.

Grupo n Na Ne Ho He Fis
Popl Mean 55 8,111 3,038 0,431 0,590 0,283
SE 0,873 0,515 0,062 0,063 0,045
Pop2 Mean 38 9,333 4,421 0,409 0,691 0,365
SE 1,333 0,635 0,054 0,084 0,058
Pop3 Mean 25 4,222 1,783 0,289 0,376 0,362
SE 0,572 0,188 0,085 0,076 0,156
Pop4 Mean 41 6,222 2,629 0,442 0,537 0,259
SE 0,878 0,386 0,083 0,079 0,113
Pop5 Mean 31 5,778 2,070 0,297 0,329 0,098
SE 1,441 0,536 0,097 0,101 0,057
Pop6 Mean 40 4,333 2,034 0,249 0,410 0,432
SE 0,624 0,331 0,055 0,085 0,112
Pop7 Mean 99 11,000 2,546 0,285 0,499 0,465
SE 1,364 0,416 0,054 0,087 0,054
Pop8 Mean 23 7,111 3,023 0,437 0,610 0,274
SE 0,978 0,397 0,056 0,063 0,063
Pop9 Mean 43 5,111 1,519 0,245 0,309 0,194
SE 0,716 0,125 0,039 0,050 0,085
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11.1. Anexo 1.
Protocolo de extraccién del kit DNeasy Plant Minikit de Qiagen.

Protocol for Isolation of DNA from Plant Tissue with the
DNeasy Plant Mini Kit

Important notes before starfing

If using DNeasy Plant Mini Kits for the first time please read “Technical Information”
(page 11).

Buffers AP1 and AP3/E concentrate may form precipitates upon storage. If necessary,
warm to 65°C fo redissolve (before adding ethanol to Buffer AP3/E). Do not heat
Buffer AP3/E after ethanol has been added

Buffer AP1T may develop a yellow color upon storage. This does not affect the
procedure.

Buffers AW and AP3/E are supplied as concentrates. Before using for the first time,
add the appropriate amount of ethanol (96-100%) as indicated on the bottle fo obtain
a working solution.

Preheat a water bath or heating block to 65°C.

Preheat Buffer AE to 65°C.

All centrifugation steps are carried out at room temperature in a microcentrifuge.

Grind plant or fungal tissue under liquid nitrogen to a fine powder using a mortar
and pestle. Transfer the tissue powder and liquid nitrogen to an appropriately sized
tube and allow the liquid nitrogen to evaporate. Do not allow the sample to thaw.
Continve immediately with step 2.

Note: See “Disruption of plant material” (page 11).
Add 400 pl of Buffer AP1 and 4 pl of RNase A stock solution {100 mg/ml) to a

maximum of 100 mg of ground {wet weight) or 20 mg {dried) plant or fungal tissve
and vorfex vigorously.

No tissue clumps should be visible. Vortex or pipet further to remove any clumps.
Clumped tissue will not lyse properly and will therefore result in a lower yield of DNA.
In the rare case where clumps cannot be removed by pipetting and vortexing, a
disposable micropestle may be used.

Note: Do not mix Buffer AP1 and RNase A prior to use.

Incubate the mixture for 10 min ot 65°C. Mix 2-3 times during incubation by
inverfing tube.

This step lyses the cells.

DNeasy Plant Mini Kit and DNeasy Plant Maxi Kit Handbook  08/2000 15
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Add 130 pl of Buffer AP2 to the lysate, mix, and incubate for 5 min on ice.

This step precipitates defergent, proteins, and polysaccharides.

{Optional) Centrifuge the lysate for 5 min at full speed.

Some plant materials can generate very viscous lysates and large amounts of
precipitates during this step resulting in shearing of the DNA in the next step (see
“Lysate filtration with QlAshredder”, page 12). In this case optimal results are
obtained if the majority of these precipitates are removed by centrifugation for 5 min
at maximum speed. After centrifugation, apply supernatant to QlAshredder spin
column and continue with step 5.

Apply the lysate to the QlAshredder spin column {lilac) sitting in a 2 ml collection
tube and centrifuge for 2 min at maximum speed.

It may be necessary to cut the end off the pipette tip to apply the lysate to the
QlAshredder column. QlAshredder removes most precipitates and cell debris, but a
small amount will pass through and form a pellet in the collection tube. Be careful
not to disturb this pellet in step 6.

Transfer flow-through fraction from step 5 to a new tube {not supplied) without
disturbing the cell-debris pellet.

Typically 450 pl of lysate is recovered. For some plant species less lysate is recovered.
In this case determine volume for the next step.

Add 1.5 volumes of Buffer AP3/E to the cleared lysate and mix by pipetting.
Example: To 450 pl lysate add 675 pl Buffer AP3/E. Reduce the amount of Buffer

AP3/E accordingly if less lysate is recovered. A precipitate may form affer the addition
of ethanol but this will not affect the DNeasy procedure.

Note: Ensure ethanol has been added to Buffer AP3/E (see “Important notes before
starting”).

Note: It is important to pipet Buffer AP3/E directly onto the cleared lysate and to mix
immediately.

Apply 650 pl of the mixture from step 7, including any precipitate which may have
formed, to the DNeasy mini spin column sitting in a 2 ml collection tube (supplied).
Centrifuge for 1 min at >6000 x g (corresponds to >8000 rpm for most microcen-
trifuges) and discard flow-through.*

Reuse the collection tube in step 9.
Repeat step 8 with remaining sample. Discard flow-through* and collection tube.

Place DNeasy column in a new 2 ml collection tube {supplied), add 500 pl Buffer AW
to the DNeasy column and centrifuge for 1 min at >6000 x g {(>8000 rpm). Discard
flow-through and reuse the collection tube in step 11.

Note: Ensure ethanol is added to Buffer AW (see page 15).

* Flowthrough fractions contain Buffer AP3/E, and are therefore not compatible with bleach.
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11.

12.

13.

Add 500 pl Buffer AW to the DNeasy column and centrifuge for 2 min at maximum
speed to dry the membrane.

Itis important to dry the membrane of the DNeasy column since residual ethanol may
inferfere with subsequent reactions. This spin ensures that no residual ethanol will be
carried over during elution. Discard flow-through and collection tube.

After washing with Buffer AW, the DNeasy mini spin column membrane is usually
only slightly colored. In the rare case that the membrane remains significantly
colored after washing with Buffer AW, refer to “Darkly colored membrane” in the
Troubleshooting Guide on page 21.

Note: Following the spin, remove the DNeasy column from the collection tube care-
fully so the column does not contact the flow-through as this will result in carryover
of ethanol.

Transfer the DNeasy column to a 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube {not supplied)
and pipet 100 pl of preheated {65°C) Buffer AE directly onto the DNeasy membrane.
Incubate for 5 min at room temperature and then centrifuge for 1 min at >6000 x g
{(>8000 rpm) to elute.

Elution with 50 pl {instead of 100 pl) increases the final DNA concentration in the
eluate significantly, but also reduces overall DNA yield. If larger amounts of DNA
(>20 pg) are loaded, eluting with 200 pl (instead of 100 pl) increases yield. See
“Elution” on page 12.

Repeat elution (step 12} once as described.

A new microcentrifuge tube can be used for the second elution step to prevent dilution
of the first eluate. Alternatively, the microcentrifuge tube can be reused for the second
elution step to combine the eluates.

Note: More than 200 pl should not be eluted into a 1.5 ml microcentrifuge tube
because the DNeasy column will contact the eluate.
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11.2. Anexo 2.
Protocolo de Amplificacidon de Microsatéites del kit Multiplex PCR de Qiagen.

Protocol: Amplification of Microsatellite Loci Using
Multiplex PCR

This protocol is optimized for standard multiplex PCR amplification of microsatellite loci.
For more advanced applications, such as multiplex reactions with more than
10 products or very low amounts of template , see Appendix F, page 42.

Important points before starting
B Always start with the cycling conditions specified in this protocol.

B If using an already established multiplex PCR system, use the previously
established annealing temperature in combination with the cycling conditions
specified in this protocol.

2
o 0
whem

S
=

B Annealing time must be 90 seconds.

B Use equal concentrations (0.2 pM) of all primers.

B PCR must start with an activation step of 15 minutes at 95°C to activate HotStarTaq
DNA Polymerase (see step 7 of this protocol).

B Optional: If a thermal cycler with a temperature gradient function can be used,

determine the optimal annealing temperature by performing a gradient PCR (see
Appendix C, page 36.

Procedure

1. Thaw the 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (if stored at —20°C), template
DNA, RNase-free water, and primer mix. Mix the solutions completely before use.

It is important to mix the solutions complefely before use to avoid localized
concentrations of salts. Preparing a mixture of all primers avoids pipetting of
individual primers for each experiment, reducing pipetting time and increasing
reproducibility of results {for preparation of primer mix see Table 2, page 9).
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Table 10. Multiplex PCR Components {Reaction Mix and Template DNA)

Component Volume/reaction Final concentration

Reaction mix

2x QIAGEN Multiplex

PCR Master Mix* 25 ¢l 1x

10x primer mix, 2 pM

each primer (see Table 2) 5l 0.2 pMt z
RNasefree water Variable - v 35
Template DNA % g

Added at step 4 Variable <1 pg DNA/50 e :E
Total volume 50 plf ®

* Provides a final conceniration of 3 mM MgCl,.

t A final primer concentration of 0.2 pM is optimal for most primer—emplate systems. However, in some cases
using other primer concentrations (0.1-0.3 pM) may further improve amplification performance.

 For volumes less than 50 pl, the 1:1 ratio of QIAGEN Multiplex PCR Master Mix to primer mix and template
should be maintained.

2. Prepare a reaction mix according to Table 10.
The reaction mix typically contains all the components required for multiplex PCR
except the template DNA. Prepare a volume of reaction mix 10% greater than that
required for the total number of recctions to be performed. For reaction volumes less
than 50 pl, the 1:1 ratio of QIAGEN Multiplex PCR Master Mix to primer mix and

template should be maintained as shown in Table 10.

Note: We strongly recommend starting with on initial Mg?* concentration of
3 mM as provided by the 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix.

3. Mix the reaction mix thoroughly and dispense appropriate volumes into PCR tubes
or plates.

Mix gently, for example by pipetting the reaction mix up and down a few times.
Due fo the hot start, it is not necessary to keep samples on ice during reaction setup.

4. Add template DNA {<1 pg/50 pl reaction) to the individual PCR tubes containing
the reaction mix.

For multiplex RT-PCR, the volume of cDNA added {from the RT reaction) as template
should not exceed 10% of the final PCR volume.

5.  When using a thermal cydler with a heated lid, do not use mineral oil. Proceed
directly to step 6. Otherwise, overlay with approximately 50 pl mineral oil.

6.  Program the thermal cycler according to the manufacturer’s instructions.

Optional: If a thermal cycler with a temperature gradient function can be used,
determine the optimal annealing temperature by performing a gradient PCR.
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Table 11. Microsatellite Cycling Protocol

Inifial activation step: 15 min
3-step cydling:

Denaturation 30s
Annealing 90 s
Extension 60 s
Number of cycles 25-40
Final extension: 30 min

95°C

Snle
57-63°C

7256

60°C

Additional comments

HotStarTaq DNA Polymerase s
activated by this heating step.

If a gradient PCR cannot be
performed, use 60°C as the starting
annedaling temperature. If the low-
est T.* of your primer mixture is
below 60°C, use 57°C as starting
annealing femperature.

Optimal for targets up to
approximately 0.5 kb in length.

The number of cycles is dependent
on the amount of template DNA
and the required sensitivity of your
detection method. See Appendix
C, page 36 for guidelines.

* T determined according to the formula: T, = 2°C x (number of [A+T]) + 4°C x {number of [G+C]).

t For targets longer than 0.5 kb, an exiension time of 90 s may improve performance.

7.  Place the PCR tubes in the thermal cycler and start the cycling program as outlined

in Table 11.

Each PCR program must start with an initial heatactivation step at 95°C for 15

min to activate HotStarTagq DNA Polymerdse.

After amplification, samples can be stored overnight at 2-8°C or at —20°C for

long-term storage.

8. Analyze samples using an appropriate detection system, for example automatic
gel-based DNA sequencers or those based on capillary electrophoresis.

The optimal amount of PCR product required to give a satisfactory signal with your
detection method should be determined individually.

22
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11.3. Anexo 3.

Frequency Distribution of Random F; vs Observed F;
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Fst esperadoss por el azar (negro) versus obtenidos (rojo) en el anélisis con 9999 permutaciones.

Se toman en cuenta los indices para los tres grupos y las nueve poblaciones
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