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1. RESUMEN

Los remanentes de vegetacion en el litoral ecuatoriano y en las estribaciones andinas
occidentales albergan las Gltimas poblaciones de palmeras en esta region; si estas zonas
son transformadas a tierras agricolas, una parte importante de su base genética habra
desaparecido. El 75% de la cobertura vegetal de la costa y las estribaciones occidentales
han sido deforestadas, fragmentando a las poblaciones de tagua, aislandolas en pastizales,
en bosques degradados y en sistemas de manejo. La tagua (Phytelephas aequatorialis
Spruce) es importante por ser una especie endémica del Ecuador y ademas porque provee
varios productos forestales no maderables que benefician econdmicamente a personas que
conviven con el recurso, también es un componente esencial de los bosques tropicales ya
que tiene relaciones directas con la fauna. Este estudio presenta un analisis de diversidad y
estructura genética de 10 localidades de tagua usando 7 microsatélites para evaluar su
capacidad de resiliencia. Se encontré que las localidades poseen alta diversidad genética
(He=0.666, A=5.234), se encontraron valores de diferenciacién genética bajos pero
significativos, la mayor variacion génica se da dentro de cada localidad que entre
localidades, el indice de endogamia es bajo (Fis=0.054), sugiriendo un alto nivel de flujo
génico entre localidades. Los resultados indican que la polinizacion por insectos juega un
rol importante en la estructura genética de las localidades. La alta incidencia de
heterocigotos encontrados es favorable para la conservacion y los bajos valores de Fst es

favorable para su conservacion in situ.

El estudio provee informacion para la toma de decisiones en planes de conservacion y
manejo de las localidades de tagua, se deben generar estrategias de cosecha y cultivo que
no afecten el reclutamiento de nuevas semillas, mantener viables a las localidades para

sustentar los beneficios que brinda al ecosistema a lo largo del tiempo.



2. ABSTRACT

The remnants of vegetation in the Ecuadorian coast and western Andean slopes are home
to the latest palm localities in this region; if these areas are converted to agricultural land,
an important part of the genetic basis will be gone. 75% of the cover vegetation of the
coast and the western slopes has been deforested, a large fraction of the locations of tagua
are in pasture, degraded forests and management systems. Phytelephas aequatorialis is
important since it is endemic to Ecuador and because it provides several non-timber forest
products that benefit people who rely on these services, it is also an essential component of

tropical forests as it has direct relationships with fauna.

An analysis of diversity and genetic structure of 10 locations in tagua with 7 microsatellite
where reported and his resilience was evaluated. Were found high genetic diversity
localities (He = 0.666, A = 5.234), low but significant values of genetic differentiation was
found, most genetic variation occurs within the locality than among localities, under
inbreeding index (Fis = 0.054), suggesting a high level of gene flow between locations.
The results indicate that insect pollination plays an important role in the genetic structure
of the localities. The high incidence of heterozygotes found is favorable for the

conservation and low Fst values is favorable for conservation in situ.

The study provides information for decision-making for conservation planning and
management of the locations of tagua, strategies for crop harvesting should develop which
do not affect the recruitment of new seeds, maintain viable localities to support the benefits

provided to the ecosystem over time.



3. INTRODUCCION

La estructura genética es la cantidad y distribucion de la diversidad génica dentro y entre
localidades de una especie en particular (Cruse-Sanders y Hamrick, 2004). Esta diversidad
genética cambia y evoluciona en funcion de procesos como flujo génico, deriva génica,
endogamia, migracion, etc; fuerzas que tienden a cambiar las frecuencias génicas de las

localidades (Schaberg et al., 2008, Namoff et al., 2011).

Los patrones de distancia de polinizacién y dispersion de semillas influencian
principalmente a la estructura genética de las plantas en una localidad natural (Elchibli y
Korpelainen, 2008). Localidades que no poseen estructura genética estan asociadas con
una dispersion de semilla aleatoria y amplia. Cuando la dispersion de semillas y polen es
restringida, la endogamia generard una intensa estructuracién genética en la localidad
(Siong y Leong, 2006; Dick et al., 2008). Las consecuencias ecoldgicas de la dispersion y
polinizacion se evidencian cuando suponen un cambio en las frecuencias alélicas o
distribucion de los genotipos entre y dentro de las localidades (Loveless y Hamrick, 1984;

Escudero et al., 2003).

En arboles tropicales uno de los vectores dominantes del flujo génico es el polen por sus
efectos en las caracteristicas genéticas de las localidades (Lowe et al., 2005). Los
mecanismos de polinizacion determinan aspectos de sistema de reproduccion,
estructuracion y la forma en que los individuos recombinan sus genes en eventos sucesivos

de reproduccién (Silva et al., 2008).

Por ejemplo, limitaciones en el flujo génico, inducen el apareamiento entre individuos
geograficamente proximos lo que provoca una estructura genética local que favorece la
divergencia genética de las localidades pero también la endogamia y deriva génica

(Wright, 1943). En contraste, cuando existen mecanismos eficaces de dispersion de polen a



media y larga distancia, con altos niveles de flujo génico, se incrementa la base genética, se
reduce la endogamia y se mantienen localidades biol6gicamente viables y genéticamente

homogéneas (Lowe et al., 2005).

Unicamente la dispersion de larga distancia del polen y valores altos de heterocigocidad
pueden producir indices de endogamia bajos (Fis). La causa mas importante para generar
indices de endogamia negativos (sugiere poca endogamia), dando exceso de heterocigotos,
es si el polen se mueve distancias largas y las semillas muy poco, que a su vez también

pueden ser generados por apareamiento selectivo (Eguiarte et al., 1992).

La agregacion de individuos en especies con baja densidad local presentan estimados de
mayores distancias de dispersion de genes, asociado generalmente con una limitada
dispersion de semillas favoreciendo a la dispersion del polen (Dick et al., 2008). Este
incremento del flujo de polen aparentemente facilita a los individuos remanentes del arbol
Swietenia humilis, persistir como una meta poblacién a pesar de haber sufrido
fragmentacion severa, manteniendo e incrementando la variacion genética debido a una
extensa red de intercambio de genes, manteniendo altos niveles de diversidad genética a
través de todos los fragmentos. Se sugiere que este flujo génico es facilitado por el
movimiento de polinizadores entre arboles aislados asistido por el viento (Lowe et al.,

2005).

Estudios de arboles tropicales con bajas densidades poblacionales, sugieren que los arboles
reciben polen a través de largas distancias (Conte et al., 2003; Lowe et al., 2005; Renau-
Morata et al., 2005; Sezen et al., 2007; Dick et al., 2008; Silva et al., 2008; Karubian et al.,
2010; Barfod et al., 2011). Debido al flujo extensivo del polen, vida extensa y alta
diversidad genética, que poseen los arboles en general, seran menos vulnerables a cambios

antropogénicos que otros organismos, a pesar de que esto no aplica a especies de arboles



que dependen de animales para todos los aspectos de su reproduccion y regeneracion (Dick

et al., 2008).

La dispersion de las semillas por vertebrados supera el 85% en bosque tropical lluvioso
teniendo un mayor impacto en el reclutamiento de nuevas semillas, flujo génico y
estructura genética en plantas (Karubian et al., 2010). Especies de arboles tropicales tienen
multiples agentes dispersores de semillas y estrategias eficientes de movimiento a través de
largas distancias, como en muchas especies dioicas que tienen frutos carnosos (Dick et al.,

2008).

Una disminucién de la distancia de individuo a individuo, interpretada como una
limitacion de la dispersion de semillas genera una estructuracion genética (Lowe et al.,
2005). A pesar de que el movimiento del polen sea aleatorio o de larga distancia se
generara estructuracion debido a una dispersion de semillas restringida (por gravedad,
roedores o el viento, en el caso de semillas pesadas) (Dick et al., 2008). A diferencia de
localidades de dispersion de semilla de larga distancia con flujo limitado de polen, no
tendran estructura porque individuos cercanamente relacionados estaran ampliamente
distribuidos (Dick et al., 2008). Diez especies distribuidas alrededor de las areas Paracou y
Counami, nueve especies en Paracou y cuatro especies en Counami en la Guyana
Francesa, poseen una débil estructura genética ya que producen semillas de dispersion de

larga distancia (aves, murciélagos, mamiferos arboreos o el viento) (Hardy et al., 2006).

3.1. Inflorescencia y su relacién con polinizadores

Las palmas son principalmente polinizadas por insectos, 29% son polinizadas por
escarabajos, 26% por abejas, 8% por moscas, 7% por viento y 3% por mamiferos (Barfod

et al., 2011). La visita de insectos a la inflorescencia de la palma varia en términos de



riqueza de especies y abundancia. El nimero de insectos que visitan la inflorescencia varia

de 10 en Geonoma irena a mas de 10000 en Phytelephas tenuicaulis (Barfod et al., 2011).

Los visitantes mas comunes de las flores de las palmas son los gorgojos (familia
Curculionidae), constituyen la familia mas larga de organismos vivientes en la tierra con
aproximadamente 48000 especies. Otro grupo frecuente de visitantes son los escarabajos
de savia (Nitidulidae) que tienen un mayor rol en el mecanismo de polinizacion de las
palmas Attalea phalerata, Phytelephas tenuicaulis y Ceroxylon quindiuense (Barfod et al.,

2011).

La inflorescencia y flores son importantes conductores del polinizador en la mayoria de
arboles y principalmente en palmas. La inflorescencia de la palma nace lateralmente en el
tallo y esta expuesta a varias alturas, por ejemplo en Calamus acanthophyllus desde el piso
y en mas de 50 m en Ceroxylon quindiuense. Su estructura y fenologia es de importancia
para atraer polinizadores y para proteger estructuras sexuales del ataque de herbivoros

(Barfod et al., 2011).

Las inflorescencias de tamafio largo juegan un rol importante en atraer a los polinizadores
a localidades dispersas, esto se aplica en algunas situaciones naturales (no puede ser
generalizada) (Barfod et al., 2011). Mustajarvi (2001) sugiere que el tamafio pequefio de
las inflorescencias es un factor que reduce las tasas de visita de los polinizadores (animales
que varian en tamafio y densidad poblacional) a las localidades, por ende en localidades
pequefias y aisladas los niveles de endogamia seran mas altos. La abundancia del
polinizador disminuye en funcion del tamafio del habitat, por ejemplo las plantas
diseminadas producen pocas semillas pesadas pero con un éxito de reproduccion mas alto

(Mustajarvi et al., 2001).



Localidades extensas son maés atractivas para los polinizadores resultando en un mayor
numero de visitas y subsecuentemente aumento del éxito de polinizacién, a diferencia que
en localidades pequefas la transferencia de polen puede ser insuficiente y disminuye el
conjunto de semillas. Como en los polinizadores de Lychnis viscaria, los abejorros
(Bombus spp.), han sido reportados en su mayoria que prueban méas flores de

inflorescencias de largo tamafio y en localidades dispersas (Mustajarvi et al., 2001).

3.2. Exogamia

Estudios genéticos han mostrado que los arboles de bosques tropicales son
predominantemente exogamicos (Gonzalez-Pérez et al., 2004; Lowe et al., 2005; Conte et
al., 2008; Dick et al., 2008). Se define exogamia como cruzamiento entre individuos de
distinta raza, comunidad o localidad, que conduce a una descendencia cada vez mas
heterogénea. Una localidad exogamica tiene extensivo flujo génico, bajos indices de
endogamia, poca diferenciacion genética, baja densidad poblacional entre sitios (Eguiarte

et al., 1992) y mantienen altos niveles de diversidad genética (Dick et al., 2008).

En arboles Platypodium elegans, se encuentran altas tazas de heterocigocidad, en
genotipos de plantulas mas del 80% y en semillas existe 60% de heterocigocidad (Dick et
al., 2008). Mayor heterocigocidad en plantulas, podria ser explicado por una seleccion en
contra de las semillas homocigotas donde muchas son abortadas o poseen bajos pesos
comparadas a semillas exogamicas, prevalencia de mecanismos de auto incompatibilidad y
posiblemente segregacion de género (Dick et al., 2008). Investigaciones de arboles
evidencian genotipos heterocigotos que estan siendo favorecidos a una mayor respuesta
Optima frente a cambios ambientales por seleccion natural (Eguiarte et al., 1992; Lowe et

al., 2005).



Astrocaryum mexicanum y Euterpe edulis son ejemplos de palmas de sistema reproductivo
exogamico con procesos similares de arboles tropicales, tienen baja diferenciacion genética
(Fst) entre parcelas, valores de endogamia (Fis) tipica y significativamente positivos
sugiriendo poca endogamia, poseen diferencias en frecuencias alélicas y en distancias
genéticas (Eguiarte et al., 1992, Gaiotto et al., 2003; Gonzélez-Pérez et al., 2004; Montufar
y Barreiro, 2010). Astrocaryum mexicanum reportd incremento de heterocigocidad de
semillas a adultos, E. edulis aumentd de plantulas a adultos debido su adaptacion a
condiciones locales. El pool génico del polen es diferente en frecuencias alélicas de
semillas y plantas adultas, la heterocigocidad es menor debido al extensivo movimiento del

polen (Eguiarte et al., 1992).

Esto genera seleccion en contra de individuos homocigotos (Gaiotto et al., 2003) y exceso
de heterocigotos favoreciendo ciertos alelos por el proceso de reclutamiento (Conte et al.,
2003; Gaiotto et al., 2003). Por ejemplo en E. edulis parece tener superposicion de
generaciones dentro de cada categoria estudiada y tiene una gran capacidad de restaurar los
valores de diversidad, incluso después del proceso de explotacion. Los individuos con una
alta tasa de crecimiento pueden tener una mejor oportunidad para alcanzar la etapa adulta,

dandose una seleccion de rasgos adaptativos (Conte et al., 2003).

3.3. Efecto antropogeénico sobre la estructura genética

Los arboles tropicales pueden ser vulnerables a impactos de degradacion de habitat,
fragmentacion, efectos de borde y aislamiento. Vulnerables debido a sus caracteristicas
demogréficas y reproductivas, baja densidad poblacional, sistema de apareamiento de auto
incompatibilidad, altos rangos de heterocigocidad e intimas interacciones con
polinizadores y dispersores de semillas (Lowe et al., 2005). Estos impactos provocan

erosion de la diversidad genética, mayor diferenciacion genética entre localidades,



incremento del nimero de homocigotos (Namoff et al., 2011), incremento aleatorio de
deriva génica, mayor endogamia y reduccion del flujo génico (Lowe et al., 2005). En la
naturaleza se evidencia con una mayor mortalidad de semillas, crecimiento lento,
disminucion en fecundidad, tamafio de progenie y crecimiento o sobrevivencia, asi como
también cambios en la edad de madurez y deformidades fisicas (Gaitan et al., 2003),
arboles de antiguo crecimiento y alteraciones en la dispersion de semillas debido al

agotamiento de las localidades dispersoras (Montufar et al., 2011).

En Cedrela balansae una especie con importantes caracteristicas madereras, se reportd que
su diversidad genética esta siendo afectada por la gran accesibilidad a las localidades,
sobreexplotacion y extraccion selectiva (Soldati et al., 2013). La tala selectiva tiene directo
impacto en la demografia y genética de las localidades de arboles explotados, reduciendo
la densidad de la localidad de arboles reproductivos e incrementando la distancia entre
individuos reproductivamente relacionados (Silva et al., 2008). Causa pérdida de algunos
alelos raros, se remueven individuos adultos que poseen genes que podrian contribuir mas
a la reproduccion que genes de individuos juveniles, ademas se eliminan potenciales
combinaciones genéticas con valor adaptativo para una respuesta a cambios ambientales

(Namoff et al., 2011).

El flujo del polen de localidades aledafias puede compensar la pérdida de alelos en dicha
localidad. Esos alelos probablemente no se perderan de toda la localidad debido a su
presencia en individuos juveniles y plantulas. La brecha de reclutamiento tipico de
especies pioneras, acoplado con la longevidad de las semillas en el suelo podria ayudar a
reducir los riesgos de perdida de alelos (Silva et al., 2008). Las adaptaciones locales
pueden fortalecerse por la fragmentacion del habitat y la degradacion de los bosques,
disminuyendo la aptitud de las semillas fertilizadas por polen inmigrante o la descendencia

de una semilla inmigrante (Lowe et al., 2005).
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La disminucién de la aptitud se da por la eliminacion de alelos adaptados localmente o por
la ruptura de complejos de genes adaptados debido a cruzamiento entre genotipos de
diferentes lugares, fendmeno conocido como depresidon exogdmica (Lowe et al., 2005). En
plantas Carapa guianensis de localidades de bosques en Costa Rica, la reduccion de la
densidad poblacional por fragmentacién disminuyo la diversidad alélica de bosques de
plantulas taladas por un limitado flujo génico debido a menor flujo de polen (Mustajarvi et
al., 2001), este fendbmeno no fue evidenciado en localidades conservadas (Lowe et al.,
2005). Se presentan obvios efectos en las interacciones del sistema de reproduccion de la
planta entre polinizador afectando la densidad de potenciales cruzamientos dando patrones

espaciales de flujo génico (Dick et al., 2008; Mustajarvi et al., 2001).

Cerca del 60% de la cubierta mundial de bosque tropical esta en un estado de degradacion
0 se somete a una sucesion secundaria, mundialmente solo una pequefia fraccion de las
areas deforestadas es regenerada como bosque de crecimiento secundario (Cruse-Sanders y
Hamrick, 2004). Muchos paises tropicales ahora tienen méas cubierta de bosque de
crecimiento secundario que de primario. Bosques secundarios juegan un rol critico en la
conservacion de especies y en la diversidad genética de paisajes tropicales (Sezen et al.,
2007). Proveen servicios al ecosistema como estabilizacion de suelos, secuestro de
carbono, regulacion de ciclos hidroldgicos, proporcionan una variedad de productos
forestales (maderables y no maderables) y constituyen plantillas de diversidad genética
existente, con los cuales se podria componer los bosques tropicales del futuro con las

especies mas viables (Gaitan et al., 2003; Sezen et al., 2007).

Para evitar una disminucion mayor de los niveles de diversidad genética, que llevaria a una
pérdida del potencial de adaptacién, es necesario mantener la diversidad genética existente,
tomando medidas de conservacion como proteccion in situ, bancos clonales y huertos

semilleros (Soldati et al., 2013). Resaltando la necesidad de obtener informacién de
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diversidad genética para determinar el estado de conservacion de localidades de especies

naturales (Silva et al., 2008).

3.4. Importancia de la diversidad genética en las localidades

La diversidad genética es primordial debido a que posterior a la exposicion de una variedad
de fuerzas selectivas ésta provee salud, supervivencia, desarrollo de resiliencia y
productividad a los bosques de todas las localidades bioldgicas (Schaberg et al., 2008). Por
lo tanto, es la base para la adaptacion y resistencia al estrés ambiental, ayudando a las
especies y a los ecosistemas a responder frente a cambios climaticos, contaminacion,

invasiones y enfermedades (Montufar y Barreiro, 2010).

La resiliencia ecoldgica se define como la capacidad de resistencia de las localidades a las
perturbaciones del medio ambiente, sin pérdida significativa de funciones bioldgicas. La
diversidad genética es uno de los componentes de la resiliencia a nivel de individuos y

localidades (Schaberg et al., 2008).

Raramente se dirigen los esfuerzos de conservacion sobre individuos, es mas frecuente
enfocarse en localidades, por lo que el conocimiento de genotipos individuales puede ser

una importante herramienta en programas de mejoramiento (Gaitan et al., 2003).

3.5. Especie de estudio: Phytelephas aequatorialis Spruce

3.5.1. Distribucion y taxonomia

La palmera Phytelephas aequatorialis localmente conocida como tagua o cade, es
endémica de las regiones tropicales y subtropicales de las estribaciones occidentales y
orientales de la Costa ecuatoriana. Crece en un amplio rango ecoldgico y altitudinal que
puede ir desde el borde del mar hasta los 1800 m.s.n.m. en las estribaciones andinas

occidentales (Borchsenius y Moraes, 2006). La tagua esta presente en bosques caducifolios



12

del litoral de Manabi, bosques de garua, bosques tropicales de tierras bajas en Esmeraldas,

bosques premontanos (< 1000 m) y bosques montanos (Montufar et al., 2013).

Extensas localidades de tagua son reportadas en el bosque tropical de la provincia de
Esmeraldas, en bosques deciduos y semideciduos (region septentrional y central de
Manabi), en bosques de garua (Parque Nacional Machalilla) y en regiones colinadas y
valles himedos de la provincia de Manabi (Junin, San Placido, Pichincha). Otras
localidades importantes se encuentran en las estribaciones occidentales de las provincias de
Pichincha (Puerto Quito), Santo Domingo de los Tsachilas (Alluriquin), Imbabura (El
Chontal), Bolivar (Balzapamba), Cotopaxi (Otonga), Azuay (Molleturo) y EI Oro (Pifias)

(Montufar et al., 2013).

En amplias zonas del pais la tagua mayormente crece en sistemas silvo-pastoriles y
agroforestales. Localidades naturales de tagua son protegidas dentro del Parque Nacional
Machalilla, de la Reserva Mache-Chindul, la Reserva Cotacachi-Cayapas y la Reserva

privada Buenaventura (Montdfar et al., 2013).

3.5.2. Caracteristicas morfologicas

Es una palmera dioica, solitaria con tallos café oscuros de 1-8 m de alto y 10-20 cm de
didmetro, hojas erectas con foliolos en grupos de 4-7 y proyectados en varios planos de

orientacion (Montufar et al., 2013; Figura 1).

La inflorescencia masculina de la tagua es en forma de espiga péndula alargada de color
amarillo a crema, con flores masculinas prominentes de 1-1.5 cm de largo. La
inflorescencia femenina mide de 35-40 cm, puede llegar a medir hasta 2.5 m de largo y 20
cm de diametro, aparece entre la base de las hojas cubierta por las fibras de los peciolos

foliares. Infrutescencia es grande (25-40 cm de diametro) y esférica con proyecciones
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conicas de 1-2 cm (Acosta-Solis, 1948), cada infrutescencia con 7-22 frutos y cada fruto

con 5-8 semillas (Montufar et al., 2013; Figura 2).

3.5.3. Biologia y ecologia

La estructura poblacional de la tagua varia en funcion del tipo de habitat. En sistemas
agroforestales, arboledas, pastizales o bosques secundarios, existe una alta densidad de
juveniles (individuos >1 m sin tronco visible) frente a adultos (individuos con tronco
visible y con drganos reproductivos, hasta 30:1, juveniles/adultos) pero hay una ausencia
casi total de subadultos (individuos con troncos pero sin Organos reproductivos)

(Velasquez-Runk, 1998; Jacome, 2013).

La estructura poblacional de la tagua en bosques maduros se caracteriza por una baja
densidad de individuos en todos los estadios de crecimiento, la relacion entre adultos,
subadultos y juveniles es més equilibrada (15:1, juveniles/adultos; Velasquez-Runk, 1998;
Jacome, 2013). Ademaés la abundancia de individuos es mayor en colinas y laderas que en
areas inundadas, donde la densidad de juveniles es considerablemente menor (Velasquez-

Runk, 1998).

Como el 75% de la cobertura vegetal de la Costa y las estribaciones occidentales ha sido
deforestada (Sierra, 1999b) una importante fraccion de las localidades de tagua se
encuentra en pastizales, bosques degradados y sistemas de manejo. La ausencia de sub
adultos en estas localidades limita criticamente su regeneracion natural y es un sintoma de
que tales localidades no son viables, lo que pone en serio riesgo la conservacion de la

especie y su variabilidad genética (Montufar et al., 2013).

El uso del bosque afecta la proporcion de sexos en las localidades de tagua. En bosques de
manejo (arboledas con o sin remocion, sistemas agroforestales) la proporcién de individuos

femeninos es mayor que la de masculinos. Esta desviacion esta relacionada con el interés
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del campesino por dejar en pie individuos femeninos productores de tagua en detrimento
de los masculinos. En localidades de la provincia de Manabi, donde el aprovechamiento
del recurso esta dirigido a la cosecha de hojas provenientes de individuos masculinos
(cade), la proporcion de sexos se mantiene cerca del equilibrio 1:1. El efecto de la
desviacion en la proporcion de sexos no ha sido estudiado, pero a futuro ésta podria tener

impactos negativos en la estructura genética de las localidades (Montufar et al., 2013).

Su desarrollo vegetativo no ha sido investigado, sin embargo observaciones indirectas
sugieren que la tagua requiere 10 afios para alcanzar el desarrollo morfoldgico completo
(subadulto) y demora 14-15 afios en alcanzar su madurez sexual y reproductiva
(Velasquez-Runk, 1995). Se puede calcular en 35-40 afios la edad de individuos con
troncos de dos metros de alto (Acosta-Solis, 1948). Asimismo, para la especie P.
seemannii se ha reportado que requiere 24 afios para iniciar la fase reproductiva (Bernal y

Ervik, 1996).

3.5.4. Polinizacién de Phytelephas

En polinizacion de especies de palmas se ha visto que varias especies de insectos se
alimentan de varias flores, mostrando baja especializacion (Barfod et al., 2011). La
inflorescencia masculina atrae una gran diversidad de insectos como coledpteros, dipteros,
himenopteros y ardcnidos. Los escarabajos de la sabia que comprenden 3000 especies, son
tipicamente atraidos por materia vegetal en descomposicion, Mystrops y Epurea ambos son
visitantes de inflorescencias y usualmente se les atribuye un rol mayor en mecanismos de
polinizacion en Attalea phalerata, en Phytelephas tenuicaulis y en Ceroxylon quindiuense.
Los escarabajos estafilinidos (Amazoncharis y sus depredadores Xanthopygus)
pertenecientes a la subfamilia Aleocharinae son el polinizador principal de Phytelephas

seemanni (Bernal y Ervik, 1996).
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La termogénesis un fendmeno de incremento del calor de la flor para aumentar las tasas de
polinizacion durante la antesis, parece ser particularmente disperso entre las tribus
Cocoseae y Phytelephanteae (Trisha y Godfrey, 2001; Barfod et al., 2011). Las
consecuencias ecoldgicas de la termogénesis probablemente varian entre palmas, las mas
importantes son: estimulacion de polinizadores a salir de la inflorescencia, difusion del
aroma floral y el calor como un factor de crecimiento del tubo polinico de la flor,

crecimiento de los huevos y las larvas de polinizadores (Barfod et al., 2011).

Especies de la tribu Phytelepheae poseen inflorescencias masculinas de corta duracion que
durante la antesis poseen una temperatura mas elevada de entre 10 a 20 °C en comparacion
a la temperatura ambiente, también constituyen lugares de ovoposicién dando recompensa
a insectos que las perforan. La antesis suele durar menos de 12 horas y la inflorescencia

comienza a desintegrarse poco después (Barfod et al., 2011).

Se sugiere que la diferenciacién local en la composicion del aroma floral constituye un
mecanismo de aislamiento que puede resultar en una especiacién simpatrica. Varios
componentes activos atraen polinizadores de diferentes especies. ElI aroma de la flor de
Aphandra fue dominado por pirazina un compuesto organico aromatico, Ammandra emite
un rango de hidrocarburos sesquiterpénicos y el mayor componente en Phytelephas es p-
metilanisol, en grandes cantidades, para atraer coledpteros de los géneros Aleocharinae
(Staphylinidae), Derelomini (Curculinoidae) y Mystrops (Nitidulidae) que polinizan las

flores y se reproducen en las inflorescencias masculinas (Barfod et al., 2011).

Una revision (Barfod et al., 2011) muestra que muchas palmas dependen altamente de los
servicios de polinizacion de solo una especie de insecto. Se proveen ideas de la habilidad

de las palmas de atraer polinizadores a comparacién de otras plantas con flor, se muestra
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como las agrupaciones de insectos en el bosque tropical pueden influenciar en el éxito

reproductivo de las palmas (Barfod et al., 2011).

3.5.5. Productividad de Phytelephas aequatorialis para la obtencién de tagua

Phytelephas aequatorialis es un recurso forestal no maderable (PFNM) y reporta multiples
usos. Los principales productos comercializados son: la tagua (endospermo solidificado)
cosechada de las palmas hembra y el cade cosechada de las palmas macho (Velasquez-

Runk, 1998).

Con el endospermo solidificado derivado de los frutos de P. aequatorialis se ha generado
una industria de produccion de precursores de botones (animelas). Aproximadamente de
cada semilla de tagua se generan de 2-4 animelas; esta industria genera un excedente de
desperdicios, como el polvillo que es utilizado como balanceado y los anillos como

combustible para las industrias locales (Brokamp et al., en preparacion).

Otro importante producto derivado de la tagua son las artesanias y bisuterias, actividad
ejercida principalmente por microempresas de caracter familiar o comunitario (Velasquez-
Runk, 1998), donde los productores pequefios generan ingresos mensuales de alrededor de
150 a 400 USD mientras que talleres medianos ingresos de 1000 a 5000 USD por mes

(Brokamp et al., 2014).

Actualmente, el principal producto de exportacion derivado de la tagua son las animelas o
botones semiprocesados, su precio de exportacion increment6 alrededor del 60% en los
cinco ultimos afios, pero la cantidad exportada disminuy6 considerablemente en 2012. Esto
indica que la oferta actual de animelas no satisface la demanda en el mercado internacional

(Brokamp et al., 2014).



17

El precio por kilogramo de tagua es variable siendo uno de los principales problemas para
la industria botonera. El precio se fija en funcion de los exportadores, quienes dependen
del valor establecido en el mercado internacional (Montufar et al., 2013). Estas variaciones
en la demanda internacional de animelas afectan econémicamente a todos los componentes
de la cadena de valor, desde el campesino en las estribaciones andinas, los talleres
fabricadores de animelas en Manta o Portoviejo, los exportadores y los compradores de
prendas de vestir (Brokamp et al., 2014). Por lo que en la actualidad la cosecha y venta de

tagua no es rentable para el campesino (Montufar, 2013).

Una tagua hembra puede producir hasta 16 infrutescencias anualmente y una infrutescencia
puede llegar a pesar de 8-15 kilogramos. Cada una tiene de 20-30 frutos oblicuos,
maderables y con protuberancias cénicas en la superficie (Acosta-Solis, 1948; Figura 2).
En sistemas agroforestales se han encontrado 21-25.6 frutos por infrutescencia con 4.4-6
semillas por fruto y en bosque secundario de 18.9-25.2 frutos por infrutescencia con 4.4-
5.8 semillas por fruto (Jacome, 2013; Brokamp et al., 2014). Se necesitan por lo menos de
10-11 infrutescencias para obtener un quintal (45.36 Kg) de semillas (peso seco) con
cascara (Acosta-Solis, 1948). El tiempo de maduracion de una infrutescencia, desde flor

hasta la formacion de la semilla pétrea (tagua), es de 3-5 afios (JAcome, 2013).

Los campesinos prefieren dejar podrir la semilla de tagua sobre sus campos que obtener
ganancias minimas por su cosecha, inclusive llegando a actitudes destructivas como talar
los individuos hembra para reducir la oferta e incrementar el precio de la materia prima
(Montuafar, 2013). Debido al irrisorio beneficio econémico que brinda la cosecha de la
semilla de tagua ha sido favorecido el incremento de la cosecha y oferta de las hojas de
cade, actividad econdmicamente mas rentable, pero con un efecto negativo para la

supervivencia del individuo (Montufar, 2013).
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La cosecha de las hojas de Phytelephas aequatorialis (cade) para la construccién de techos
es una importante actividad econdmica a nivel local. Es una forma de extractivismo
destructivo, puesto que la actividad implica el corte casi total de las hojas de la corona de
la palma adulta (JA&come, 2013; Brokamp et al., 2014). Preferentemente su cosecha se
realiza en sistemas mixtos pastizal-agroforestal y arboledas de tagua. Por el contrario, en
los bosques naturales donde la densidad de individuos adultos es muy baja su cosecha se
realiza esporédicamente y por lo tanto resulta menos rentable para el campesino (Brokamp

etal., 2014).

La productividad de hojas es mayor en individuos machos que en hembras (Borgtoft-
Pedersen, 1993). Esto tiene una importante implicacion en el manejo ya que se cosechan
hojas de las palmas macho (cade) para la elaboracién de techados. Las hembras invierten
maés energia en la produccién de grandes infrutescencias, pero producen menos hojas y en

promedio de menor tamafio (Brokamp et al., 2014).

Los precios de cade en el mercado son atractivos para los cosechadores pese a la demanda
fluctuante, asi como también lo es para agricultores duefios de localidades de P.
aequatorialis que les es mas rentable vender cade que cosechar tagua (Montufar et al.,
2013). La cosecha de tagua se basa en un sistema de recoleccion manual, recogen la tagua
madura, de textura sélida y color blanco, de alta calidad. Sin embargo, cuando existe una
alta demanda y los campesinos no encuentran suficiente tagua, recurren al maceado. Este
mecanismo de maduracion forzada consiste en cortar toda la infrutescencia todavia
inmadura y prenderle fuego o dejarla cubierta con hojas para favorecer una maduracion
precoz, generando tagua menos solida, de color marrén y de menor valor (Acosta-Solis,

1948; Brokamp et al., 2014).
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Donde se realiza la “limpieza” (corte de vegetacion alrededor de la palma) pocas semillas
se dejan para germinar, plantulas y juveniles son cortados reduciendo su vigor, pudiendo
incrementar la mortalidad y deteriorando el reclutamiento (Veldsquez-Runk, 1995). La
produccion de las semillas de tagua también se ve afectada por la cosecha de las hojas, ya
que esta actividad disminuye la produccion de infrutescencias y afecta la maduracion de

las semillas (Brokamp et al., 2014).

Los factores de produccion descritos generan un efecto negativo para las localidades de
tagua, debido a que se dejan pocas semillas para germinar, desfavoreciendo al
establecimiento de nuevos individuos (Velasquez-Runk, 1995). En 1944 se describieron
densas localidades de tagua en bosques naturales, debido a la deforestacion, la cosecha
intensiva e indiscriminada de semillas y hojas ahora la tagua generalmente crece en
pastizales, sistemas agroforestales y bosques secundarios donde la regeneracion natural
estd interrumpida (Borgtoft-Pedersen y Skov, 2001). Consecuentemente, la falta de
juveniles y subadultos es un cuello de botella para la especie pudiendo afectar su manejo y

conservacion (Acosta-Solis, 1944; Acosta-Solis, 1948).

Phytelephas aequatorialis esta catalogada como una especie casi amenazada segun la lista
roja de especies de la UICN (Montufar y Pitman, 2003). Pero se sugiere catalogarla como
vulnerable (Brokamp et al., 2014) debido a que es una especie endémica de la Costa del
Ecuador cuyos bosques naturales (75%) han sido mayormente deforestados (Sierra,
1999a), existe una sobre explotacion del recurso, por lo que un namero significativo de

localidades naturales han desaparecido (Hernandez et al., 2008).
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3.6. Marcadores Moleculares

Bakoumé et al. (2007) realiz6 un estudio con microsatélites (SSRs) para identificar la
diversidad genética de la palma de aceite Elaeis guineensi. En este estudio se analizaron 45
localidades nativas africanas, en donde se reportd una desequilibrada distribucién de la
frecuencia de alelos a través de las localidades, probablemente debido a deriva génica,
seleccién natural y efecto fundador generado por la intervencién humana (Bakoumé et al.,

2007).

La combinacion de un rapido crecimiento poblacional, urbanizacion, desarrollo de la
agricultura y un mal manejo del recurso, han generado estas diferencias, concluyendo que
22 de las 45 localidades deben ser conservadas, ya que son alélicamente diversas y poseen
mejores caracteristicas de productividad (Bakoume et al., 2007). Por lo tanto, se afirma la
importancia de obtener informacion de diversidad genética mediante los microsatélites

para generar estrategias de conservacion.

3.6.1. Microsatélites como marcador molecular

Dayanandan et al. (1997) y Billote et al. (2004) realizaron estudios donde evidenciaron el
potencial de transferibilidad de los marcadores microsatélites a través de taxas
cercanamente relacionados. Esto lo corrobora Radosavljevic et al. (2012) realizando un
estudio donde se desarrollaron nuevos microsatélites a partir de Salvia officinalis probados
para amplificacion cruzada en Salvia brachyodon. Donde de 30 microsatélites se
obtuvieron 15 con amplificacién positiva, lo cual sugiere la posibilidad de comparar
variacion genética entre especies endémicas y especies de amplia distribucién. Demostrd
que las especies endémicas tienen menos diferenciacion genética que las especies de

amplia distribucion (Radosavljevic et al., 2012).
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En el presente estudio se realizo transferibilidad de primers del género Ceroxylon que esta
cercanamente relacionada a Phytelephas aequatorialis (Gaitéan et al., 2003; Anexo 2). Con
el andlisis de estos datos se obtuvo la estructura genética de las localidades,

permitiéndonos reflejar las interacciones de los diferentes procesos evolutivos.

3.6.2. Estudios Moleculares previos en Phytelephas aequatorialis

Debido a la importancia biolégica y economica de P. aequatorialis, existe informacion
acerca de su morfologia, usos y distribucion (Acosta-Solis, 1944; Acosta-Solis, 1948;
Koziol y Borgtoft-Pedersen, 1993; Velasquez-Runk, 1998). No se tiene conocimiento de su
variabilidad y estructura genética, informacion que constituye una herramienta
fundamental para la planificacion del uso, manejo y conservacion de recursos forestales
que permita generar estrategias de proteccion y preservacion de los recursos genéticos de

P. aequatorialis (Renau-Morata et al., 2005).

La diversidad genética es particularmente critica para la conservacion y manejo de las
localidades de Phytelephas aequatorialis, por lo que este estudio genético fue encaminado
a estimar el nivel y distribucion de la diversidad genética de localidades de tagua en la

provincia de Manabi.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Aportar al conocimiento de la dindmica de la diversidad genética de Phytelephas

aequatorialis.
4.2. Objetivos Especificos
Explorar la estructura genética de las localidades de Phytelephas aequatorialis en Manabi.

Explorar los patrones de diferenciacion, endogamia y diversidad genética entre localidades.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencién de muestras

El estudio se llevd a cabo sobre varias localidades del noroeste del Ecuador, zonas de
bosque humedo tropical, premontano y zonas donde se encuentran sistemas de agricultura
y ganaderia que han reemplazado los bosques naturales donde se encontrd presente la

tagua (Phytelephas aequatorialis) en la provincia de Manabi.

5.2. Identificacion y coleccién de muestras

Phytelephas aequatorialis es una palmera de facil identificacion debido a su tamafio
medio, hojas erectas, dioica, con un tronco solitario, gran acumulacion de materia organica
en la base de las hojas, su inflorescencia masculina es llamativa debido a su forma en
espiga alargada de color amarillo a crema. La infrutescencia es compuesta, formada de
frutos cénicos formando una cabezuela esférica de hasta 40 cm de didmetro y recubierto de
protuberancias en su exterior, por lo que es sencillo diferenciarlas de otras palmas
(Montufar et al., 2013). Se realizé un muestreo aleatorio, debido a que las localidades de

tagua estan dispersas.

Se colect6 un fragmento pequefio de la estipula (hoja joven) de cada individuo (Figura 1).
Las muestras fueron recolectadas manualmente y recortadas con una podadora. En algunos
casos no se pudo tomar hojas de un individuo adulto, por lo que se procedid a tomar hojas
de un individuo juvenil y el reconocimiento de las plantulas se lo realizé con ayuda del
libro Manual to the Palms of Ecuador (Borchsenius et al., 1998). Mediante el uso de GPS
se tomaron las coordenadas de ubicacion de cada individuo. Una vez terminada la jornada

las muestras colectadas fueron colocadas en silica gel para su secado y transporte.
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La silica fue removida en varias ocasiones y reemplazada por silica nueva para que el
tejido vegetal se encuentre totalmente seco. Se ingresd las muestras en la base de datos del
Laboratorio de Ecologia y Genética Molecular de la Escuela de Ciencias Bioldgicas PUCE
(Laboratorio 113), donde constaron coordenadas geogréficas del punto en donde se colecto

cada muestra y observaciones generales.

5.3. Determinacién de sitios de coleccion

Se seleccionaron 10 localidades segln su ubicacion en Google Earth. La localidad fue
definida como una localidad geografica en donde los individuos estdn genéticamente

relacionados (Figura 3).

Después de realizar el muestreo, se obtuvo un total de 192 muestras en las localidades de
Atahualpa (11), Convento (12), Trinidad (12), EI Mono (16), Chone (39), Junin (17), Santa
Rosa (12), Pajan (23) y Ayampe (35) en Manabi y La Palma (15) de Santo Domingo para
establecer comparaciones (Tabla 1), localidades definidas por la cercania de los individuos.
Se muestrearon zonas geograficas que difieren en su distancia, coordenadas ubicadas en

Google Earth (Figura 3).

5.4. Obtencién de microsatélites como marcadores moleculares

Se utilizaron marcadores moleculares, especificamente microsatélites (SSRs) una
herramienta Gtil para estimar niveles y patrones de distribucion de diversidad genética

(Anexo 2).

El alto nivel de variacion de locus de microsatélites sugiere que son marcadores eficaces
para detectar cambios en el tamafio efectivo de la localidad, estructura genética y rangos de

endogamia (Conte et al., 2008).
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5.5. Pruebas de transferibilidad

Debido a que no existen microsatélites disefiados para Phytelephas aequatorialis y
aprovechando la caracteristica de los microsatélites de poseer compatibilidad cruzada, se
probaron primers de Ceroxylon alpinum y Ceroxylon sasaimae (Gaitan et al., 2003), que
son dos especies de palmas filogenéticamente cercanas a P. aequatorialis (Sanin y
Galeano, 2011). Se utilizaron en P. aequatorialis aquellos que presentaron una

amplificacion positiva para microsatélites y que demostraron ser polimorficos.

5.6. Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion manual de ADN gendémico de las hojas colectadas, siguiendo el
protocolo de Doyle and Doyle (1990) modificado y estandarizado para el trabajo con la

especie Phytelephas aequatorialis (Anexo 1).

5.7. Estandarizacion de protocolos PCR

Los protocolos a utilizar para el uso de los primers de microsatélites fue el mismo
propuesto por sus respectivos autores salvo ciertos ajustes, en concentraciones de Mg,

temperatura de annealing y demas variables (Anexo 3).

Se utiliz6 el ADN aislado para realizar pruebas de amplificacion, de esta manera en
algunos casos se evidencid la necesidad de realizar diluciones, varias veces a diluciones
muy alteradas o por el contrario aumentar el volumen de ADN con el fin de asegurar la

amplificacion. En algunos casos nunca amplificaron.

Las PCRs fueron realizadas con siete locus de microsatélites (SSRs) desarrollados para
Ceroxylon sasaimae y Ceroxylon alpinum. Se realiz6 amplificacion cruzada de 4 de estos
primers para C. alpinum y 3 primers para C. sasaimae descritos por Gaitan (2003). Se

modifico los protocolos PCR, adaptados a las condiciones del Laboratorio 113 (Anexo 3).
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Se modifico los protocolos PCR, en caso de ser necesario, los primers utilizados fueron

polimorficos y de ardua lectura: Cs24, Call, Cal3, Ca30, Cal7, Cs30, Cs9 (Anexo 2).

El genotipage se hizo incluyendo datos previamente genotipados en el Laboratorio 113 con

el objetivo de ampliar los individuos analizados.

5.8. Visualizacién en geles y obtencién de datos

Para visualizar y cuantificar el ADN obtenido, se realiz6 electroforesis en geles de agarosa
al 1% con bromuro de etidio al 5% y una escalera Tracklt 100 pb ADN. Observadas
mediante luz UV. Se utiliz6 3 ml de ADN y la misma cantidad de buffer de carga

(formamida al 98%) que permite que la muestra caiga dentro del pocillo (Anexo 4).

Se denaturaron todas las muestras amplificadas por temperatura (95°C por 5 min), con un
agente quimico denaturante (formamida al 98%), puesto directamente en el producto PCR
para cada muestra (10 ul). Posteriormente se corri6 las muestras en geles denaturantes de
poliacrilamida al 6% 5M urea con la ayuda de una escalera molecular de 330 pb
previamente denaturada (72° por 5min). El programa de corrida para el gel con las
muestras cargadas fue de 1500V, 50mA y 70W por 2 horas aproximadamente dependiendo
del peso del primer utilizado. Para visualizar los fragmentos se realiz6 una tincion a base
de nitrato de plata. Los geles de poliacrilamida, la electroforesis y la tincién se realizaron

siguiendo las instrucciones de un proceso estandarizado por el Laboratorio 113 (Anexo 4).

Después de la migracion y revelado del gel, se determiné el porcentaje de polimorfismo
que presentd el microsatélite, lo cual fue establecido por la variacion alélica que exhibian

las amplificaciones (Tabla 4).
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5.9. Medicion y tabulacion de datos

Los datos fueron obtenidos de los geles de acrilamida realizados. Se marcé el peso (pb) de
las bandas representadas en la escalera molecular de 330 pb y también se marco las bandas
correspondientes a cada alelo, se midi6 la distancia que habian recorrido desde el frente de
migracion (a partir del lugar donde inician los pocillos) con la ayuda de una regla para
ambos casos. Con los datos obtenidos se realiz6 un grafico de dispersion entre la distancia

migrada por cada banda de la escalera y su correspondiente peso molecular (pb).

Con la ayuda de este grafico se obtuvo la ecuacion de la recta (a = mX + b) y se reemplazé

la distancia migrada de cada alelo en “X”.

Al ser los microsatélites codominantes nos permiten observar los dos alelos presentes en
cada individuo para ese locus en particular, razén por la cual los datos obtenidos se los
manejaron en una matriz binaria (ausencia y presencia) y posteriormente se los transformo
a una matriz alélica en el programa GenAlEx 6.0 (Peakall y Smouse, 2012) con los
tamafos de alelos de todas las muestras en cada uno de los locus. Este programa fue
seleccionado porque permite la conversion de datos a los programas GenePop 4.0.10

(Raymond y Rousset, 1995a) y Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005).

5.10. Andlisis estadisticos

Se realizé andlisis de desequilibrio ligado, de equilibrio Hardy-Weinberg, de diversidad y
de diferenciacion genética con los programas GenePop 4.0.10 (Raymond y Rousset,
1995a), GenAlEx 6.0 (Peakall y Smouse, 2012), Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005) e

Isolation by Distance Web Service 3.16 (Jensen et al., 2005).
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5.10.1. Analisis de Desequilibrio ligado

Desequilibrio ligado es la asociacién no aleatoria de los alelos en dos o mas locus
(Schwartz et al., 2006). Se realizé un andlisis de desequilibrio ligado para comprobar si los
diferentes locus se encuentran asociados independientemente entre si 0 no. La prueba
consiste en una asociacion entre pares de locus diploides, descrito como una prueba de

desequilibrio ligado compuesto (Weir, 1996).

Para la realizacion de este analisis se utilizo el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005)
comprobando cada par de locus en cada localidad usando el estadistico de relacion de
probabilidad del logaritmo, con los valores default de los parametros de la cadena Markov
(NUmero de permutaciones = 10000, Numero de espacios en la cadena Markov = 1000000,

Numero de Dememorizaciones = 100000) (Tabla 2).

5.10.2. Anédlisis de Equilibrio Hardy-Weinberg

El Equilibrio Hardy-Weinberg es un postulado central en muchos modelos de diversidad y
diferenciacion genética de localidades. Dadas las frecuencias alélicas iniciales en una
localidad, el equilibrio Hardy-Weinberg permite predecir la proporcion de genotipos
diploides en la siguiente generacion bajo panmixia (apareamiento al azar; Lowe et al.,
2004). Una localidad diploide se considera en equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) si los
alelos de un locus especifico se encuentran distribuidos al azar en una localidad y no existe
asociacion entre el par de alelos que un hijo recibe de sus padres (Hardy, 1908; Weinberg,

1908).

Este equilibrio se manifiesta cuando se observa que las proporciones genotipicas y por lo
tanto fenotipicas (respecto a un caracter) de una localidad se mantienen constantes, como
consecuencia de esto se asume que la herencia mendeliana (leyes de Mendel) no induce

cambios evolutivos por si misma (Guo y Thompson, 1992; Lowe et al., 2004).
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Una localidad en equilibrio mantiene las siguientes condiciones: panmixia (apareamiento
al azar entre todos los individuos de una localidad), ausencia de seleccion (ni sexual ni
natural), ausencia de migracibn o mutacion, que el tamafio de la localidad sea
efectivamente infinito y que los alelos se segreguen siguiendo leyes de herencia
mendelianas (Freeland, 2005; Lowe et al., 2004). Los principales factores que se
encuentran involucrados en las desviaciones del HWE son: los apareamientos no
producidos al azar (no existe panmixia), la seleccién natural (ventaja de los heterocigotos),
migracion o flujo de genes desde una localidad externa, presencia de alelos nulos no

detectables experimentalmente, entre otros (Freeland, 2005; Lowe et al., 2004).

Se utiliz6 el programa GenePop (Raymond y Rousset, 1995a) para calcular el equilibrio
Hardy-Weinberg mediante una prueba de probabilidad denominada “la prueba exacta
Hardy-Weinberg” descrita por Haldane (1954), Guo y Thompson (1992) y Weir (1996)
entre otros. Esta prueba permite definir la zona de rechazo utilizando la probabilidad de las
muestras observadas, los valores p corresponden a la suma de las probabilidades de todas
las tablas con la misma probabilidad. El programa, al identificar més de seis alelos,
automaticamente utilizo el algoritmo de cadena de Markov para estimar el valor exacto de
los valores p sin ningun tipo de sesgo (Guo y Thompson, 1992). Se utiliz6 los valores
default de los pardmetros de la cadena Markov (nimero de dememorizacion: 1000, nimero
de lotes: 100, nimero de iteraciones: 1000). EI programa calcul6 automéaticamente un test
global (Método de Fisher) para conocer los valores globales Hardy-Weinberg de cada

localidad (Tabla 3).
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5.10.3. Anélisis de Diversidad Genética

Con el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005) se calculé la diversidad alélica,
heterocigocidad observada y esperada. Una de las férmulas mas sencillas de calcular la
diversidad genética en localidades es la diversidad alélica (A), que es simplemente el
numero promedio de alelos por locus. Este método es sensible al tamafio de muestra y

variara de acuerdo al nimero de individuos muestreados (Freeland, 2005).

La heterocigosidad observada (Ho) es dependiente del tamafio de muestra, que es calculada
al dividir el nimero de heterocigotos en un locus en particular por el nimero total de
individuos muestreados (Freeland, 2005). La heterocigosidad esperada (He), conocida
también como diversidad génica (Nei, 1987), se define como la probabilidad que dos
haplotipos al azar sean diferentes dentro de la muestra. Esta es una prueba menos sensible

al tamarfio de la muestra (Freeland, 2005) y se calcula de la siguiente manera:

s
" M .
H=——(~1-> p?)
n—1 :

i=1
Donde n es el nimero de las copias génicas en la muestra, k es el nimero de haplotipos y

pi es la frecuencia de la muestra del i-nésimo haplotipo.

Adicionalmente se calcularon estadisticos F o también llamados indices de fijacion,
desarrollados por Wright (1951) con el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005). Los
estadisticos F proponen medir las desviaciones de frecuencias genotipicas en localidades,

en este caso por medio de dos parametros: Fis y Fst (Robertson y Hill, 1984).

Donde Fis (coeficiente de endogamia) representa la desviacion de las frecuencias

genotipicas observadas, respecto a las esperadas considerando el equilibrio Hardy-
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Weinberg (Lowe et al., 2004). Describe la divergencia de la heterocigosidad observada
dentro de las localidades con la de la localidad total asumiendo panmixia (Lowe et al.,
2004). Esto refleja 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;)/Hsg

H1 es la heterocigosidad observada de una localidad en el momento de la investigacion, y
Hs es la heterocigosidad que podria esperarse si la localidad estuviera en equilibrio Hardy-

Weinberg (Freeland, 2005).

Nei (1977) redefinio los indices de endogamia y mostrd que los dos estadisticos F pueden

calcularse usando la heterocigosidad observada y esperada.
Fis= 1-H/HeS Fst= 1-HeS/HeT

En donde HeS es la frecuencia observada de heterocigotos, HeS y HeT son la
heterocigosidad esperada en equilibrio Hardy-Weinberg. Los F estadisticos permiten
conocer la estructura poblacional en presencia y ausencia de seleccion porque los términos
se encuentran definidos por las frecuencias alélicas y genotipicas de la localidad en un

momento determinado (Nei, 1977).

El programa calcul6 un anélisis global del Fis basado en Weir y Cockerham (1984), con el
programa GenAlEx 6.0 se calcul6 el numero de alelos Unicos por localidad y GenePop

para comparar concordancia en los resultados.
5.10.4. Analisis de Diferenciacion Genética

Para calcular la diferenciacion genética entre las localidades se utilizd el indice de

diferenciacion Fst. Es un indice de fijacion de alelos propuesto por Wright (1951) como
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parte de los estadisticos-F, es uno de los métodos més comunes utilizados para calcular la
diferenciacion genética entre localidades. El Fst describe la reduccion de la
heterocigosidad dentro de una localidad, con respecto a la localidad total, debido a

seleccion o deriva (Lowe et al., 2004).

Fst es la desviacion de las frecuencias genotipicas observadas en las sublocalidades
respecto a las esperadas considerando el equilibrio Hardy-Weinberg (Freeland, 2005;

Robertson y Hill, 1984). Se calcula de la siguiente manera:
Fsr = (Hr — Hs)/Hr

Donde Ht es la heterocigosidad esperada del total de las localidades, y Hs es la
heterocigosidad que se podria esperar si la localidad estd en equilibrio Hardy-Weinberg
(Freeland, 2005). Para el célculo del Fst entre localidades se utilizo el programa Arlequin
(Excoffier et al., 2005), con 1000 permutaciones y los valores p fueron calculados con una

significacion estadistica de 0,05 (Tabla 5).

Este puede ser usado junto a la frecuencia de alelos de un locus para predecir la
distribucién de las frecuencias de alelos a través de las localidades y en consecuencia
entender la evolucion en localidades estructuradas. También puede ser interpretado como
la perdida proporcional de heterocigosidad en un locus causado por estructuracion espacial

de la localidad (Whitlock, 2011).

Fst puede ser afectado por todas las fuerzas evolutivas. Fst incrementa por deriva génica
dentro localidades (a través de persistentes pequefios tamafios poblacionales, cuellos de
botella o efecto fundador) pero reduce por migracion de alelos entre localidades. La
mutacion puede bajar el Fst, especialmente porque puede permitir altos niveles de

heterocigosidad dentro y entre localidades. La mutacién puede disminuir los Fst formando
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localidades divergentes en localidades mas similares, si un alelo presente en una localidad
es introducida por mutacién a otra localidad hermana divergida (homoplasia), la

homoplasia puede incrementar el Fst (Whitlock, 2011).

Dado que los Fst pueden ser medidos facilmente de mdaltiples locus en todos los
organismos relacionados, la repetitividad a través de los locus para Fst hace posible
establecer una base neutral para quien quiera inferir seleccion de algin locus o medir
parametros demograficos. Las tazas de migracion y tamafios poblacionales pueden ser
estimados de datos genéticos, debido a que de multiples locus se espera tener informacién

similar, permitiendo la replicacion de estos estimados (Whitlock, 2011).

Se utilizo el estadistico D propuesto por Jost (2008) con la finalidad de comparar los

resultados. El indice D puede ser calculado de la siguiente manera:
D=[(H-H)/(1-H)][n/(n-1)]

Donde Ht es la heterocigosidad total, Hs es la heterocigosidad media de cada localidad y n
es el nimero de localidades (Jost, 2008). Se utilizo el programa GenAlEx (Peakall y

Smouse, 2012).

Adicionalmente se realiz6 un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) con las
matrices de Fst, D y G en el programa GenAlEx (Peakall y Smouse, 2012). EI PCoA es un
andlisis multivariado que reduce las dimensiones de un set de datos, preservando la mayor
cantidad de informacién posible. Mediante este analisis, los datos se transforman en un
sistema de coordenadas (los componentes principales) que son funciones lineares de las

variables originales (Jolliffe, 2002).
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5.10.5. Analisis de Aislamiento por Distancia

Se realiz6 un test de aislamiento por distancia para determinar si existe una relacién entre
las distancias geograficas y las distancias genéticas. Se utilizd el programa lIsolation By
Distance Web Service con 30000 randomizaciones, las matrices utilizadas fueron la de
diferenciacion genética con valores Fst y una de distancias geograficas entre pares de
localidades obtenida con el programa Google Earth disponible en la péagina

http://www.google.es/intl/es/earth/index.html.

5.10.6. Analisis de Variancia Molecular (AMOVA)

Se realiz6 un AMOVA en el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005), cuya finalidad es
calcular la variacion molecular a varios niveles dentro de una especie utilizando datos
moleculares. EIl AMOVA y los niveles de significacion estadistica se calcularon con 1000
permutaciones (Tabla 6). EI AMOVA fracciona toda la diversidad genética entre

localidades (Perera et al., 2001).
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6. RESULTADOS

6.1. Obtencion de ADN

Después de realizar el muestreo, se obtuvo un total de 192 muestras. Teniendo 10 grupos
en las localidades de Atahualpa (11), La Palma (15), Convento (12), Trinidad (12), El

Mono (16), Chone (39), Junin (17), Santa Rosa (12), Pajan (23) y Ayampe (35) (Tabla 3).

La extraccion de ADN fue exitosa utilizando el método de extraccion manual con el
protocolo modificado de Doyle y Doyle (1987) (Anexo 1). Se realiz6 amplificacion
cruzada de primers descritos por Gaitan (2003) de las especies Ceroxylon sasaimae y

Ceroxylon alpinum, de las cuales 7 amplificaron para P. aequatorialis.

6.2. Andlisis Estadisticos

6.2.1. Datos de Desequilibrio Ligado y Equilibrio Hardy-Weinberg

Con una significacion estadistica de 0.05 se encontraron algunos pares de locus en
desequilibrio ligado en cada localidad (Tabla 2). En la localidad Atahualpa se encontraron
tres pares de locus en desequilibrio ligado los cuales son Cal7-Cs24, Cal7-Call y Cs30-
Cs24. En La Palma se encontro al par de locus Cs30-Cs24 en desequilibrio ligado. En
Convento se encontraron 2 pares en desequilibrio ligado, Call-Cs24 y Cs9-Call. En
Trinidad se encontré el par Cs30-Call en desequilibrio ligado. En la localidad EI Mono se
encontraron dos pares de locus en desequilibrio ligado los cuales son Cal3-Call y Cs9-
Call. En Chone se encontraron cuatro pares de locus en desequilibrio ligado: Call-Cs24,
Cal3-Call, Cal7-Cs24 y Cs9-Cs24. En Junin se encontraron cinco pares de locus en
desequilibrio ligado: Ca30-Call, Cal7-Call, Cal7-Cal3, Cs9-Call y Cs9-Ca30. En
Santa Rosa se encontraron dos pares de locus en desequilibrio ligado, Call-Cs24 y Cs9-

Ca30. En Pajan se encontraron cinco pares de locus en desequilibrio ligado: Call-Cs24,
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Cal7-Cs24, Cal7-Call, Cs9-Cs24 y Cs9-Call. Ayampe es la localidad que méas pares
tiene en desequilibrio ligado, posee seis pares que son Cal3-Call, Ca30-Call, Cal7-
Cs24, Cal7-Ca30, Cs30-Cal3 y Cs9-Cal7. Se obtuvo como resultado que todos los pares
de locus tienen algun valor significativo en el analisis de desequilibrio ligado por el
método Slatkin (1994a), los locus Cs24 y Call tienen 5 valores significativos cada uno, el
locus Cal7 tiene 4 valores significativos, con tres valores significativos por cada uno estan

los locus Cal3, Ca30y Cs9, el locus que posee un solo valor significativo es Cs30.

El analisis por el método de Fisher del equilibrio Hardy-Weinberg indica valores altamente
significativos con los cuales se pudo comprobar que la mayoria de las localidades se
encuentran en desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg a excepcion de la localidad
Convento que no presento valores significativos (Tabla 3). Todos los locus evidencian una

desviacion significativa del equilibrio HW (Tabla 4).

6.2.2. Datos de Diversidad Genética

El nimero promedio de alelos por locus por localidad es de 5.234 con un rango que va de
4.125 en Convento hasta 6.250 en Ayampe (Tabla 3). EI nimero promedio de alelos por
locus varid de 5 en Cs30 a 11 en Cs24, siendo 8 la media de alelos por locus (Tabla 4). En
todas las localidades la heterocigosidad observada (Ho) fue menor a la heterocigosidad
esperada (He). La media de He es de 0.666 con una desviacion estandar de 0.038 y un
coeficiente de variacion de 0.051. La He vario de 0.581 en Convento a 0.715 en Santa
Rosa y Ho vario de 0.552 en Convento a 0.702 en Santa Rosa (Tabla 3). Ninguna de las
localidades posee alelos Unicos. Los valores de coeficiente de endogamia variaron desde
Fis = -0.032 en Santa Rosa hasta Fis = 0.126 en EI Mono, con un valor promedio de 0.054

(Tabla 3).
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6.2.3. Datos de Diferenciacién y Variacion Genética

Se obtuvo una matriz de datos entre localidades, utilizando el indice de diferenciacion
genética Fst con una significancia de 0.05. Los valores variaron desde 0.021 entre las
localidades de EI Mono y Chone hasta 0.106 entre el Convento y Atahualpa. Los valores
Fst fueron bajos y la mayoria mostrd valores significativos (Tabla 5). EI PCoA realizado
con los valores Fst indic6 un porcentaje de variacion en el primer eje de 40.13%; en el
segundo eje: 25.97% vy en el tercer eje: 20.34% (Figura 4). Los PCoA realizados con los

valores D (Jost 2008) y G (Nei 1983) evidencian patrones muy similares (Figura 5y 6).

En el analisis de AMOVA se obtuvo un 3.13% de variacion entre localidades y un 96.87%
dentro de las localidades (Tabla 6). En el grafico (Figura 8) de porcentajes de variacion
molecular (AMOVA) obtenido con GenAlEXx se observa un porcentaje de variacion de 6%
entre localidades y un 94% dentro de las localidades. Resultados similares se identificaron
en el AMOVA de individuos, la mayoria de la variacion genética se presenta dentro de los

individuos (91.12%) que entre individuos (8.88%) (Tabla 7).
6.2.4. Datos de Auto correlacion Espacial

Las distancias geogréficas entre localidades variaron de 12.4 Km entre Trinidad y
Convento hasta 255 Km entre Ayampe y La Palma. El Test de Mantel muestra una débil y
estadisticamente (r = 0.05) no significativa correlacion entre las distancias genéticas y

geogréficas (Tabla 5).

En el grafico (Figura 7) de aislamiento por distancia obtenido del programa Isolation by
Distance Web Service, utilizando la matriz de distancias geogréaficas y valores Fst, se
evidencié una pendiente negativa y una disminucion en los valores de diferenciacion
genética a medida que aumentan las distancias geograficas, sin embargo, no se obtuvo

significacion estadistica en el analisis (r = -0.144; R? =0.0208).
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7. DISCUSION

7.1. Seleccion de heterocigotos en localidades de P. aequatorialis por influencia de

polinizadores

La inflorescencia masculina de P. aequatorialis atrae una gran diversidad de insectos
generando una alta movilidad de polinizadores, que podria promover polinizacion cruzada
y suponer altos niveles de heterocigocidad aumentando la heterogeneidad genética de las

localidades (Eguiarte et al., 1992).

Estos patrones fenoldgicos impactan el comportamiento polinizador y los patrones de flujo
génico. En Phytelephas la antesis genera una explosion floral, donde un gran nidmero de
flores son producidas en una corta franja de tiempo, atrayendo muchos visitantes florales
donde el nimero de insectos que visitan la inflorescencia puede variar hasta en mas de
10000 en Phytelephas tenuicaulis (Barfod et al., 2011). En esta explosion se genera
polinizacion cruzada al final de cada periodo floral, cuando disminuyen las recompensas
florales los polinizadores se ven obligados a visitar flores de otros arboles (Dick et al.,

2008).

Debido a la polinizacién cruzada varios locus pueden estar ligados resultando en
hibridacion de genotipos, la tagua muestra un ndmero significativo de pares de locus en
desequilibrio ligado 12 de 21 pares. El desequilibrio ligado puede ser una de las causas que
explique el incremento de heterocigotos (Conte et al., 2003) por sobredominancia
asociativa entre marcadores, en consecuencia mas aptitud para el heterocigoto y seleccion
en contra de homocigotos (Eguiarte et al., 1992). Santa Rosa y Trinidad muestran 0.715y
0.703 de heterocigocidad respectivamente, hasta 0.642 en Pajan y valores negativos de
endogamia (Elchibli y Korpelainen, 2008) como en los valores resultantes de Fis negativos

por locus Cs24 -0.061, Call -0.226, Ca30 -0.258 y Cs9 -0.259 (Tabla 4). Esta hibridacion
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puede ocultar alelos deletéreos recesivos en locus heterocigotos mdaltiples (alelos
Unicos=0). Se asume que la falta de alelos Unicos (Tabla 3) es debido a que la segregacion
de locus ligados al azar, provoca que todos los alelos estén presentes en todas las
localidades de plantas (Dick et al., 2008), como en patrones similares de la palma Euterpe
edulis (Conte et al., 2003). Por la influencia de una incidencia de locus ligados todas las
localidades, a excepcion de Convento, se desvian significativamente del equilibrio de
Hardy Weinberg, (Conte et al., 2003). Una de las condiciones para que las localidades se
encuentren en equilibrio, es que los locus sigan leyes de herencia mendeliana, pero al estar

ligados y no segregarse independientemente rompen el equilibrio (Freeland, 2005).

7.2. Seleccion de heterocigotos

Al igual que en otras investigaciones de especies vegetales (Dick et al., 2008; Lowe et al.,
2005; Schaberg et al., 2008) se espera que en especies exogamicas de larga vida como
arboles tropicales, tengan una alta diversidad genética en general como lo evidencian los
altos indices de heterocigocidad encontrados en P. aequatorialis que presenta valores
mayores a 0.5, promedio de He=0.627 valores comparables a un analisis de microsatélites

en la palma dioica Phoenix dactylifera que tiene He=0.702 (Hammadi et al., 2011).

En poblaciones de palmas de las especies Astrocaryum mexicanum y Euterpe edulis se
observd un mayor numero de heterocigotos en semillas que en adultos y una correlacién
positiva entre crecimiento y heterocigocidad para adultos (Eguiarte et al., 1992; Conte et
al., 2003). Este incremento de heterocigotos en semillas puede ser generado por una débil
seleccidn en semillas de individuos heterocigotos frente a homocigotos, reportado en varias
especies de arboles (Eguiarte et al., 1992; Conte et al., 2003; Lowe et al., 2005; Silva et

al., 2008).
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Se encontraron valores positivos de diversidad alélica, entre localidades en promedio es
A=5 alelos por poblacion y entre SSRs fue de A=8 alelos por locus, correspondiendo a
valores medianamente altos comparados a otros estudios donde se tienen en promedio 2-3
alelos por locus (Gaitan, 2003), 7.2 (Hammadi et al., 2011), 11 (Billote et al., 2004) y 14
(Conte et al., 2008). En P. aequatorialis y en la mayoria de plantas, especialmente arboles
tropicales, se muestran altos niveles de diversidad genética muy similares entre
localidades, indice que puede ser generado por un activo flujo génico (Renau-Morata et al.,
2005; Conte et al., 2003; Lowe et al., 2005; Sezen et al., 2007; Conte et al., 2008;
Karubian et al., 2010; Dick et al., 2008; Barfod et al., 2011). La mayor diversidad genética
en P. aequatorialis, como indica el AMOVA, es mantenida dentro de las localidades con
un 96,87% de variacién, como se espera para especies exogamicas predominantemente

(Gonzalez-Pérez et al., 2004).

Los indices Fis presentaron valores bajos sugiriendo un activo flujo génico entre
localidades, esto se observa también en la pendiente negativa del grafico de aislamiento
por distancia (Figura 6). La localidad de Santa Rosa posee un indice negativo Fis=-0.032 y
la mayor heterocigosidad observada (He=0.702) de todas las localidades, esto puede ser
debido a que solo el polen se mueve largas distancias y las semillas muy poco como sucede
en Astrocaryum mexicanum (Eguiarte et al., 1992). Es Ilamativo ya que los frutos de la
tagua son grandes, los cuales no son facilmente movilizados, adicionalmente los habitats
son degradados y muchos de ellos desprovistos de fauna local impidiendo definir que
existan buenos dispersores. En este sentido, la dispersién podria aportar poco en la
diversidad genética y por consiguiente la polinizacion jugara un rol clave en la dinamica de

la diversidad de la tagua.

La inflorescencia en especies de Phytelephas es visitada por cientos de insectos, Barfod et

al. (1987) identifico 6000 escarabajos estafilinidos, 3500 escarabajos curculionidos



41

(Phyllotrox) y 100 escarabajos nitidulides (Mystrops) en Phytelephas tenuicaulis durante la
antesis (Barfod et al., 2011). Los altos valores de heterocigocidad y el patron de alta
diversidad genética de la tagua podria ser debido a la accion de su polinizador, que
dispersa el polen a grandes distancias (Eguiarte et al., 1992). Lo que sugiere que los
insectos juegan un rol importante en la estructuracion genética de las localidades de P.

aequatorialis.

Cambios en la diversidad y diferenciacion genética después de una disminucion del tamafio
poblacional toma generaciones en ser observada, lo que difiere en coeficientes de
endogamia (Lowe et al., 2005). El caso de la localidad EI Mono, que posee el mayor valor
de Fis = 0.126, supone un valor bajo de endogamia, comparado a una localidad alterada de
Swietenia humilis que posee un valor de Fis = 0.217, un indice menor de He = 0.526 y que
pese a la fragmentacion severa ocurrida por méas de 40 afios, pudo permanecer como una
meta localidad, manteniendo e incluso aumentando la diversidad genética de sus

localidades alteradas (White et al., 1999).

Debido a la alta diferenciacion genética e indices negativos de endogamia encontrados en
la tagua, la depresion endogdmica puede tener efectos negativos en la resiliencia de las
localidades (Lowe et al., 2005). Phytelephas aequatorialis posee poca endogamia, la
localidad de Convento (Fis = 0.052) se asemeja a la media de Fis=0.054, siendo esta la que
maés equilibrio supone (desviacion ns de HWE = 0.000). Presumiendo que las localidades
de tagua poseen la capacidad genética para mantener su resiliencia, por lo que se debe
evitar en estrategias de manejo nimeros de localidades pequefias. Las reservas ecoldgicas
deben ser grandes para mantener la alta diversidad genética intrapoblacional, sin embargo
no son necesarias muchas reservas naturales debido a que escasas y cercanas areas
protegidas pueden funcionar como pasillos o escalones que permitan el flujo génico entre

sitios (Eguiarte et al., 1993). Un alto flujo génico puede permitir una extensiva red de
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intercambio de genes entre localidades generando altos niveles de diversidad genética

(White et al., 1999).

Los bajos indices de diferenciacion genética (Fst) muestra una debil estructuracion de la
diversidad genética en P. aequatorialis (Lowe et al., 2005; Conte et al., 2008; Eguiarte et
al., 1992), a pesar de su corta distancia entre ellas las localidades Convento y Atahualpa
poseen el mayor indice de diferenciacion genética (0.106*; Tabla 5). Esto coincide en el
PCoA de Fst (Figura 4) donde la localidad de Convento es la que mas diferenciacién
presenta entre las localidades. Reflejando que la distancia no es una fuerza que afecta la
estructuracion genética en localidades de P. aequatorialis, posiblemente debido a que
localidades con baja densidad poblacional estan relacionadas con dispersion del polen de
larga distancia (Silva et al., 2008). El bajo grado de diferenciacion genética en todo el
rango de P. aequatorialis, refleja altos niveles de flujo génico por vectores relacionados a
polinizacion a lo largo de su rango geografico a pesar de sufrir degradacion del habitat

(Gonzélez-Pérez et al., 2004).

7.3. Reclutamiento de nuevos individuos

La cosecha de semillas de tagua junto a la degradacién del habitat generan impacto en la
estructura, el reclutamiento de nuevos individuos y limitan la regeneracion natural de las
localidades de tagua (Dick et al., 2008; Montdfar y Brokamp, 2011). Las localidades de P.
aequatorialis poseen ausencia de subadultos, esta casi exclusivamente formada por
individuos adultos. El crecimiento de juveniles al estado de subadulto es un cuello de
botella poblacional, limitando el nimero de adultos. Fomentar el crecimiento de subadultos
es critico para asegurar la sustentabilidad de las localidades (Velasquez-Runk, 1995). La

ausencia de regeneracion natural refleja la poca viabilidad biologica de las localidades a
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futuro. Patrones similares se observan en la estructura poblacional de Attalea colenda en

areas de pastizales y bosques secundarios de Manabi (Montufar y Brokamp, 2011).

El proceso de reclutamiento puede ser el responsable del incremento de heterocigotos en la
tagua, este incremento de la frecuencia de heterocigotos es favorable para el manejo y la
reduccion de valores Fst y Fis son positivos para la conservacion in situ de la especie.
Manteniendo un stock de individuos reproductivos con altos niveles de heterocigocidad se
puede generar descendencia con una diversidad genética deseable, conservando la
dindmica y la estructura de las localidades (Conte et al., 2003). Es de importancia para la
sustentabilidad de la cosecha de tagua que las localidades alberguen una apreciable
diversidad genética, que esta comprometida por la falta de regeneracion. Se debe tener en
cuenta su naturaleza dioica al conservar altos niveles de reclutamiento, ya que es
importante mantener una suficiente localidad de hembras reproductivas para futuras
cosechas, hasta disponer de marcadores genéticos que nos permitan identificar el sexo de

las plantas.

7.4. Vegetacion amenazada

Los remanentes de vegetacion en el litoral ecuatoriano y en las estribaciones andinas
occidentales albergan las Ultimas localidades de palmeras en esta region. Localidades de P.
aequatorialis aun mantienen la conectividad debido a su proximidad, beneficio que
brindan las localidades no intervenidas de alrededor a las localidades intervenidas que

reciben su influencia (Conte et al., 2008; Lowe et al., 2005).

Las localidades silvestres de palmeras estdn amenazadas por la transformacién de bosques
en tierras agropecuarias, degradacion del habitat y el extractivismo destructivo que puede

desaparecer una parte importante de la base genética (Montdfar y Brokamp, 2011). La
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diversidad genotipica y fenotipica constituye la materia prima para la domesticacion y el

mejoramiento genético de las especies vegetales promisorias como la tagua.
7.5. Impacto de la degradacion de los bosques en la fauna local

La dispersion de la mayoria de semillas de bosques tropicales dependen de animales (Dick
et al., 2008), de igual manera que los polinizadores los cuales deben ser considerados
como factor de estudio cuando una localidad esta siendo intervenida. Estos son quienes
pueden mantener una reproduccion cruzada entre individuos para evitar factores de
endogamia y subsecuente reduccion de la resiliencia de la localidad (Barfod et al., 2011;
Dick et al., 2008). Es importante para la resiliencia de las localidades de tagua realizar
estrategias de conservacion dirigidas también a la fauna, por ello se sugiere realizar un
estudio mas especifico de los agentes dispersores y polinizadores que influyen en la
biologia reproductiva de P. aequatorialis. Numerosos estudios comparativos proveen
muchas ideas donde se ven relaciones co-evolutivas complejas y dinamicas entre las
palmas y sus agentes polinizadores (Aguirre y Dirzo, 2008; Anderson et al., 1988; Barfod

et al., 2011; Henderson, 2002).

Si suficiente polen llega a un arbol aislado para fertilizar todos sus potenciales dvulos, una
reduccion en la diversidad de la nube de polen por fragmentacion de los bosques de
Manabi, disminuye el nimero de donantes de polen. Pudiendo reducir la resiliencia de las
localidades de tagua permitiendo reproduccion entre individuos relacionados o padres
inadaptados (Lowe et al., 2005). El estudio revela la importancia de afiadir ambos datos
ecologicos y genéticos para permitir el mejor entendimiento de los procesos evolutivos y
mejorar la eficacia del manejo de bosques, proyectos de reforestacion y conservacion de

las especies (Gongalves y de Carvalho, 2009).
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Estrategias de conservacion ex situ, basadas en semillas, coleccion de germoplasma,
preservacion de bancos de genes, jardines boténicos, entre otros, poseen poco valor
practico para conservar la diversidad genética dado al alto nimero de semillas y parientes
que se necesita ser colectado para conservar al menos una parte de la diversidad génica de
la localidad. Solo estrategias de conservacion in situ parece ser de real valor para la
conservacion de especies que presenten este tipo de valores (Eguiarte et al., 1993), ya que
se pueden tomar en cuenta factores de polinizacién para mantener el flujo génico que

promueve la sobrevivencia de las localidades.
7.6. Implicaciones para el manejo y conservacion

La tagua presenta un alto nivel de resiliencia y un alto flujo génico, a pesar de la
degradacion de los ambientes antropicos altamente fragmentados donde los individuos
fueron colectados. El estudio realizado provee soporte para el manejo y estrategias de
conservacion de la especie, refleja potencial para un futuro manejo. Se sugiere que las
localidades silvestres de tagua, que actualmente son cada vez mas escasas, sean protegidas
dentro del Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) con el objetivo de proteger la
base génica y los procesos ecoldgicos como es la actividad de sus dispersores y

polinizadores.

Se propone que localidades de tagua presentes en pastizales y bosques secundarios sean
utilizados como sistemas de explotacion de tagua, incluyendo programas de mejoramiento
con movilidad de pool génico de localidades que posean alta diversidad genética. Esto es
importante tomando en cuenta que P. aequatorialis es una especie endémica y

poblacionalmente limitada.

Son multiples los factores que pueden explicar la diversidad genética existente en un

medio altamente fragmentado tales como el efecto de polinizacion, dispersion y efectos
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antropogénicos. Estos factores influencian a la resiliencia de las localidades, lo que sugiere
realizar futuros estudios de polinizacion, dispersion de semillas, ecologia de la fauna y
cultivo de tagua. Es prioritario entender las relaciones independientes de flujo génico tanto
en polinizadores como en dispersores, considerando que la disminucion de localidades de

animales puede afectar en gran capacidad la riqueza de la diversidad genética.

Lamentablemente esta informacion es deficiente en las regiones neotropicales y ha
permitido que no se valorice el recurso en funcién de nuevas técnicas, en particular las
genéticas donde se pueden evidenciar los efectos inmediatos de factores que afectan a las
localidades. Se promueve seguir realizando estudios que permitan enriquecer con mas
marcadores moleculares, informacién que tiene un papel importante en la incidencia

politica en la toma de decisiones para la conservacion de la tagua a nivel regional.

Se sugiere catalogar a Phytelephas aequatorialis en la lista roja de especies como
vulnerable debido a la creciente sobreexplotacién del recurso, falta de regeneracion,
incremento de la degradacion de los bosques naturales por crecimiento poblacional y

debido a la necesidad de planes de conservacion de los remanentes.
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9. FIGURAS

FIGURA 1: Estipula cortada para toma de muestra, foto de Phytelephas aequatorialis.
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FIGURA 2: lzq. superior: semilla de tagua, lzqg. inferior: proyecciones conicas de la

infrutescencia de un individuo femenino, Der. superior: inflorescencia masculina, Der.

inferior: infrutescencias en la base de las hojas.
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Tabla 1. Descripcion general

aequatorialis.
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10. TABLAS

de las localidades muestreadas para Phytelephas

Localidad N Latitud Longitud Tipo de vegetacion

Atahualpa 11 -0.027833°  -79.928863° Bosque semideciduo

LaPalma 15 -0.324396°  -78.904061° Bosque tropical montano bajo

Convento 12 -0.258886°  -80.048550° Bosque semideciduo

Trinidad 12 -0.289364°  -79.941579° Bosque semideciduo

El Mono 16 -0.364409°  -79.671276° Bosque semideciduo

Chone 39 -0.738426°  -80.085044° Bosque siempre verde estacional piemontano
Junin 17 -0.971527°  -80.212371° Bosque siempre verde estacional montano
Santa Rosa 12 -1.344028°  -80.656450° Bosque seco

Pajan 23 -1.540766°  -80.444768° Bosque seco

Ayampe 35 -1.657133°  -80.769581° Bosque de garua

N total 192

Tabla 2. Valores p del anélisis de desequilibrio ligado para cada par de locus en todas las

localidades (método de Slatkin, M. 1994a) de P. aequatorialis obtenidos con el programa
Arlequin (Excoffier et al., 2005).

Cs24 Call Cal3 Ca30 Cal7 Cs30 Cs9
Cs24 0
Call 0,000* O
Cal3 0,010* 0,000* O
Ca30 0,140 0,000* 0554 O
Cal7 0,000* 0,000* 0,095* 0,017* 0
Cs30 0,008 0,207 0,165 0,682 0,056 O
Cs9 0,003* 0,000 0,445 0,000* 0,223 0,240 O
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Tabla 3. Resumen de los resultados de diversidad genética de P. aequatorialis de todas las

localidades obtenidos con los programas Arlequin (Excoffier et al., 2005) y HWE con

Genepop (Raymond y Rousset, 1995a).

n=ndmero de alelos, Fis=indice de endogamia, A=Diversidad alélica, Ho=Heterocigosidad

observada, He= Heterocigosidad esperada, AU=Alelos Unicos y HWE=Equilibrio de Hardy

Weinberg).

Localidades n Fis A Ho He AU HWE
Atahualpa 11 0,123 5375 0,592 0,672 0 faleied
La Palma 15 0,006 4.625 0,673 0,681 0 falaied
Convento 12 0,062 4125 0,552 0,581 0 Ns
Trinidad 12 0,008 5125 0,698 0,703 0 falaied
El Mono 16 0,126 5625 0,609 0,695 0 faleie
Chone 39 0,087 6.000 0597 0,658 0 faleie
Junin 17 0,045 4875 0,625 0,654 0 falaied
Santa Rosa 12 -0,032 4714 0,702 0,715 0 ikl
Pajan 23 0,027 5625 0,625 0,642 0 faleied
Ayampe 35 0,100 6.250 0,595 0,664 0 faleied
Media 0,054 57234 0,627 0,666

Desviacion estandar 0,054 0,663 0,049 0,034

Coeficiente de variacion 0,987 0,127 0,079 0,051
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Tabla 4. Composicion genética por locus de P. aequatorialis obtenidos con el programa
Arlequin (Excoffier et al., 2005), HWE obtenido con GenePop (Raymond y Rousset,
1995a) (n=numero de alelos, Fis=indice de endogamia, A=Diversidad alélica,
Ho=Heterocigosidad observada, He= Heterocigosidad esperada, AU=Alelos Unicos,
HWE=Equilibrio de Hardy Weinberg).

Marcadores N Fis A Ho He AU HWE
Cs24 192 -0,061 11 0,823 0,795 O kel
Call 192 -0,226 9 0922 0,784 0 Fkk
Cal3 192 0,254 7 0516 0,717 O falalel
Ca30 185 -0,258 6 0,832 0,678 0 kel
Cal7 192 0,239 12 0,641 0854 O kel
Cs30 192 0,691 5 0,214 0,714 O faladed
Cs9 185 -0,259 6 0,838 0,665 0 Fkk
Media 0,054 8 0,684 0,744

Desviacion estandar 0,358 2,708 0,249 0,069

Coeficiente de variacion 6,586 0,339 0,364 0,093
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Tabla 6. AMOVA de las localidades de P. aequatorialis calculado en el programa

Arlequin (Excoffier et al., 2005).

Fuente de Grados de sumade componentes Porcentaje
Variacion Libertad cuadrados de variancia  de variacion
Entre localidades 9 51,442 0,084 3,130
Dentro localidades 374 968,438 2,589 96,870
Total 383 1019,880 2,673

Tabla 7. AMOVA de individuos de P. aequatorialis calculado en el programa Arlequin

(Excoffier et al., 2005).

Fuente de Grados Suma de Componentes  Porcentaje
Variacion de libertad cuadrados de variacion de variacion
Entre 191 553.880 0.23641 8.88
individuos

Dentro 192 466.000 2.42708 91.12
individuos

Total 383 1019.880 2.66349
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11. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN manual (Doyle y Doyle modificado)

1. En los tubos con material triturado (0.05g), se afiadi6 900ul CTAB previamente

calentado a 65 °C y se homogeneizd con la ayuda de un vortex.

2. Se afiadi6 1.1ul de beta mercaptoetanol y se incub6 a 37 °C, vortexeando las muestras en

intervalos de tiempo hasta completar 60 minutos.

3. Se centrifugd la mezcla por 10 minutos y se retird el sobrenadante contabilizando la
cantidad recuperada, se colocd alcohol isoamilico (24:1) en relacion a la cantidad

recuperada, se mezclo vigorosamente las solucion durante 5 minutos.

4. Se centrifugd la solucion durante 10 minutos y se observd dos fases claramente
definidas, se recuperd la mayor volumen posible de la fase acuosa que generalmente es

maés clara, contabilizando la cantidad recuperada y se tuvo cuidado de no romper las fases.

5. Se colocé igual volumen que el recuperado, de cloroformo isoamilico (24:1) para
realizar un segundo lavado, se mezcl6 durante 5 minutos, se centrifugd durante 7 minutos

para gque se formen las dos fases nuevamente. Se recuperd el volumen de la primera fase.

5. Se coloc6 2/3 de isopropanol frio, en relacion en volumen recuperado y se dejé

precipitar toda la noche.

6. Al dia siguiente se centrifugd durante 10 minutos la solucion, y se observo la presencia

de un pelet, se descarto el isopropanol con cuidado de no perder el pelet.

7. Finalmente se realiz6 2 lavados con etanol al 70% durante 10 minutos cada uno y se
dejo secar, una vez seco se resuspendié con 100ul de buffer Elucion y se incub6 a 37 °C

durante 30 minutos. Se almacend la solucion.
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Anexo 2. Informacién de 7 locus microsatélites utilizados en amplificacién cruzada con P.

aequatorialis. (Gaitan et al., 2003).

Cebador Repeticion

Rango amplificacion (pb)

Cs9

Cs24

Cs30

Call

Cal3

Cal7

Ca30

Cs9

Cs24

Cs30

Call

Cal3

Cal7

Ca30

(GA)I(TAA)3
(CA)20(GA)5
(GA)15
(CT)10(GT)8
(GA)22
(GA)30

(GT)10(GT)14

137-143

285-296

152-157

174

256

120-130

120-130




70

Anexo 3. Primers polimorficos utilizados en P. aequatorialis con su respectivo protocolo

PCR.
Cs24 F 1 Reaccion Protocolo PCR
Buffer 5x 1X 3ul 35 ciclos
Mg 25Mm  1,5ul Denaturacion inicial: 4 minutos a 94°C
dNTPs 0,25mM 0,375ul Denaturacion: 15 segundos a 94°C
F 0,2uM  0,15ul Anillamiento: 15 segundos a 50°C
R 0,1uM  0,15ul Elongacion: 15 segundos a 72°C
Taq 1U/l 0,2ul Elongacion final: 5 minutos a 72°C
ADN 3ul
H20 6,625 ul
Total 15ul 15 ul
Call F 1 Reaccion Protocolo PCR
Buffer 5x 1X 3ul 35 ciclos
Mg 25mM  1,5ul Denaturacion inicial: 4 minutos a 94°C
dNTPs 0,25 mM 0,375ul Denaturacion: 15 segundos a 94°C
F 0,uM  0,15ul Anillamiento: 15 segundos a 50°C
R 0,1uM  0,15ul Elongacion: 15 segundos a 72°C
Taq 1U/l 0,2ul Elongacion final: 5 minutos a 72°C
ADN 3ul
H20 6,625 ul
Total 15ul 15 ul




Cal3 F 1 Reaccion Protocolo PCR

Buffer 5x 1X 3ul 35 ciclos

Mg 25mM  1,5ul Denaturacion inicial: 4 minutos a 94°C
dNTPs 0,25 mM 0,375ul Denaturacion: 15 segundos a 94°C

F 0,1uM  0,15ul Anillamiento: 15 segundos a 52°C

R 0,1uM  0,15ul Elongacion: 15 segundos a 72°C

Taq 1U/ul 0,2ul Elongacion final: 5 minutos a 72°C
ADN 3ul

H20 6,625 ul

Total 15ul 15 ul

Ca30 F 1 Reaccion Protocolo PCR

Buffer 5x 1X 3ul 35 ciclos

Mg 25mM 1,5l Denaturacion inicial: 4 minutos a 94°C
dNTPs 0,25 mM 0,375ul Denaturacion: 15 segundos a 94°C

F 0,1uM  0,15ul Anillamiento: 15 segundos a 52°C

R 0,1uM  0,15ul Elongacion: 15 segundos a 72°C

Taq 1U/ul 0,2ul Elongacion final: 5 minutos a 72°C
ADN 3ul

H20 6,625 ul

Total 15ul 15 ul
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Cal7 F 1 Reaccion Protocolo PCR

Buffer 5x 1X 3ul 35 ciclos

Mg 25mM  1,5ul Denaturacion inicial: 4 minutos a 94°C
dNTPs 0,25 mM 0,375ul Denaturacion: 15 segundos a 94°C

F 0,LuM  0,15ul Anillamiento: 15 segundos a 50°C

R 0,1uM  0,15ul Elongacion: 15 segundos a 72°C

Taq 1U/ul 0,2ul Elongacion final: 5 minutos a 72°C
ADN 3ul

H20 6,625 ul

Total 15ul 15 ul

Cs30 F 1 Reaccion Protocolo PCR

Buffer 5x 1X 3ul 35 ciclos

Mg 25mM  1,5ul Denaturacion inicial: 4 minutos a 94°C
dNTPs 0,25mM 0,375ul Denaturacion: 15 segundos a 94°C

F 0,1uM  0,15ul Anillamiento: 15 segundos a 52°C

R 0,1uM  0,15ul Elongacion: 15 segundos a 72°C

Taq 1U/ul 0,2ul Elongacion final: 5 minutos a 72°C
ADN 3ul

H20 6,625 ul

Total 15ul 15 ul
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Cs9 F 1 Reaccion Protocolo PCR

Buffer 5x 1X 3ul Denaturacion inicial: 4 minutos a 94°C
Mg 25mM  1,5ul Denaturacion: 15 segundos a 94°C
dNTPs 0,25 mM 0,375ul Anillamiento: 15 segundos a 50°C

F 0,1uM  0,15ul Elongacion: 15 segundos a 72°C

R 0,1uM  0,15ul Elongacion final: 5 minutos a 72°C
Taq 1U/ul 0,2ul *35 ciclos

ADN 3ul

H20 6,625 ul

Total 15ul 15 ul
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Anexo 4. Proceso estandarizado de electroforesis en gel de acrilamida, preparacion de

geles y corrida de PCR.

Preparacion gel de agarosa al 1%

Colocar la camara de agarosa lavada y secada con su respectiva base plastica transparente

donde se pondra el gel en una mesa, tener a un lado listos los pocillos que se van a utilizar.

Pesar en la balanza 1 gr de agarosa, en un tubo Erlenmeyer colocar la agarosa, en una

probeta colocar 100 ml de agua pura, colocar el agua en el tubo Erlenmeyer y agitar.

Una vez agitados calentar en el microondas por 40 segundos, utilizando guantes para el
calor, sacar el frasco del microondas, rapidamente agitar fuertemente con la mano y volver
a calentar en el microondas por 40 segundos mas. Sacar y observar que no existan grumos
de agarosa, observar que este bien mesclado la agarosa con el agua, de ser necesario agitar

y calentar unos 15 segundos mas.

Una vez bien mezclado la agarosa con el agua, enfriar el Erlenmeyer en un chorro de agua,
sentir en la mano que el calor sea soportable y colocar 5ul de bromuro de etidio. Agitar
circularmente suavemente para evitar la formacion de burbujas hasta que el rojo del
bromuro se haya disuelto completamente en toda la agarosa. Verificar que la solucién no
esté muy caliente para poder colocarla en la camara de agarosa a fin de que pueda moverse

y ocupar toda la camara sin evaporarse la agarosa.

Eliminar con una punta las burbujas que estén presentes en el gel, moviéndolas a las
esquinas de la camara o reventarlas, colocar los pocillos en la camara pensando en como va
a correr las muestras. Dejar secar por unos 20 minutos. Retirar los pocillos, colocarlo en la

camara de electroforesis con la base plastica transparente.
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Para la preparacion de geles de agarosa al 3% es el mismo procedimiento pero se pesan 3
gramos de agarosa, tomard mas agitacion y mas tiempo en el microondas hasta que se
disuelva completamente. Se toman intervalos de tiempo en el microondas ya que si se deja
en un solo tiempo la agarosa reaccionara con el agua y rebosara el tubo Erlenmeyer
regando la solucion en el microondas, por ello es necesario hacerlo con intervalos de

tiempo y agitandolo para que se disuelva de mejor manera la agarosa y no reaccione.

Preparacion gel de acrilamida camara grande, vidrios largos.

Colocar en la mesa de preparacion de geles de acrilamida el plastico de base en el espacio
donde se prepararan el gel sujetando los extremos con pedazos de masquin. Colocar sobre
la mesa con el plastico los soportes de espuma Flex para el vidrio atrayente y vidrio
repelente en total 4 soportes de espuma flex. Colocar los vidrios observando que la marca
del vidrio este hacia arriba. Sobre el vidrio repelente colocar 1,5 ml de rainx con una pipeta
de 1 ml, colocando 7,5ml + 7,5ml formando una x al colocarlo en el vidrio, con un papel
absorbente doblado en forma de cuadrado esparcir el rainx sobre todo el vidrio moviendo
el papel en direccion derecha izquierda abajo derecha izquierda abajo.... Hasta cubrir todo

el vidrio, en el timer poner a contabilizar 10 minutos.

Para el vidrio atrayente previamente preparar la solucion en un tubo de 2ml, colocar 1ml de
etanol 100%, 5ul de acido acético mas 3ul de bindsilane, vortexear. Colocar la solucion en
el vidrio atrayente formando una linea esparcida a lo ancho del vidrio, con un papel
doblado en forma de cuadrado esparcir la solucion atrayente sobre todo el vidrio sin
presionar mucho el papel sobre el vidrio en direccién derecha, abajo, izquierda, abajo,
derecha, abajo, izquierda, abajo,.... Sin dejar ni un solo espacio sin que haya pasado el

papel con el atrayente. Dejar secar.
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Preparar en un vaso de precipitacion el gel con un agitador, medir en una probeta de 100mi
80ml de solucién de acrilamida, colocarla en el vaso en agitacion, colocar 50ul de temed

en el vaso con la acrilamida.

Una vez pasados los 10 min de los vidrios, con el otro lado del papel utilizado en el gel
repelente rociarle alcohol y limpiar rapida y suavemente los residuos de rainx, pasando el
papel por todo el vidrio, al igual en el atrayente con el mismo papel utilizado, con el otro
lado rociarle de alcohol y limpiar rapidamente el vidrio. Colocar los separadores de los
bordes, poner encima el vidrio repelente sobre el atrayente, presionar los bordes donde
estan los separadores con unos 4 0 5 sujetadores en cada extremo, colocar en la base cinta
adhesiva de forma que cubra toda la base sujetando los dos vidrios para evitar que al
colocar la acrilamida se riegue por la base la solucion. Sujetar los extremos donde quedo
colocado la cinta adhesiva. Una vez sujetos los vidrios, colocar en la solucion en agitacion

de la acrilamida 500ul de PSA, agitar por unos 5 segundos mas.

Colocar desde un extremo del vidrio suavemente la acrilamida, observando que sea
continua la colocacion de la acrilamida en el vidrio observando que no queden burbujas,
intentar que primero se complete todo el lado del que se inicia poniendo la acrilamida, sin
mover el lugar de donde se inici6 poniendo la acrilamida completar el llenado del vidrio en

su totalidad.

Soltar los soportes de los extremos superiores donde se colocara el peine, colocar el peine
del borde que no tiene pocillos insertdndolo hasta unos 0,8cm (esto es relativo ya que se
debe observar hasta donde entrara el peine del lado de los pocillos a fin de que quede un
pequefio espacio para poner la muestra al correr el gel), sujetar nuevamente los bordes

donde se coloco el peine. Dejar secar.
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En el vaso de precipitacion tal vez sobro acrilamida, sellarlo con un pedazo de aluminio y

observar hasta que polimerice la acrilamida.

Una vez seca la acrilamida, retirar el peine suavemente sin dafiar el gel, limpiar el frente de
carga los residuos de acrilamida que hayan quedado con el borde del peine y agua, con
papel absorbente limpiar el frente de carga completamente sin que quede ningun residuo,
colocar el peine del lado de los pocillos hasta que las puntas del peine toquen el gel sin
introducirlo. Retirar la cinta adhesiva, llevar los vidrios juntos a la camara en forma
horizontal, colocar la base en la cAmara, retirar los sujetadores rapidamente. Colocar los

sujetadores de la cAmara.

Proceso de corrida de PCR

Preparar el mix primero sacando el buffer 5x el magnesio dntps y agua, una vez colocado
el buffer el magnesio y los dntps, guardar estos en la congeladora y sacar los primers para
gue no permanezcan mucho tiempo fuera y no se degraden, colocar el agua, los primers no
deben estar congelados, agitar con la misma pipeta que se va a cargar y colocar los primers
en el mix, colocar la taq y guardar los primers y la taq en la congeladora. VVortexear todo el
mix y colocar la cantidad de mix correspondiente a cada tubo con ADN. Colocar en el

termociclador y correr.

Colocar 5ul de ADN de las muestras de tubos de 0,2 ml, numerando cada tapa de cada
tubo. Medir las soluciones que se colocaran para el nimero de muestras que se tienen, mas

una muestra mas, que es el margen de error al colocar el mix.
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Anexo 5. Glosario

Diversidad genética: es el nimero total de caracteristicas genéticas dentro de cada
especie. A mayor diversidad genética las poblaciones poseen mayor resiliencia (Lowe et

al., 2005).

Resiliencia: capacidad de las comunidades y ecosistemas de absorber perturbaciones sin
alterar significativamente sus caracteristicas de estructura y funcionalidad, pudiendo

regresar a su estado original una vez que la perturbacion ha cesado (Holling, 1973).

Diferenciacion genética: relativo al indice de fijacion (Fst). Reduccion en la proporcion
de genes inmigrantes, combinado con deriva y perdida alélica en pequefias poblaciones,
incrementara la diferenciacion genética (Lowe et al., 2005). Si una localidad esta aislada

de las demas posee mayor diferenciacion genética (Gaitan et al., 2003).

Variacion genética: relativo a diversidad genética. Es la materia prima para los procesos

evolutivos (Montufar y Brokamp, 2011).

Heterocigosidad: variacion genética dentro de individuos. Relativo a apareamiento entre
individuos no relacionados, respecto a mayor sobrevivencia de individuos cuando no esta

en exceso (Gaitan et al., 2003).

Dioica: cuando en una especie existe una separacion fisica entre individuos con flores

masculinas y flores femeninas (Montufar y Brokamp, 2011).

Cade: en palmas, hojas provenientes del individuo macho (Montufar et al., 2013).

Estipula: en palmas, relativo a hoja joven.

Iteraciones: repeticiones.
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Haplotipo: es una combinacion de alelos de diferentes loci de un cromosoma que son
transmitidos juntos. Un haplotipo puede ser un locus, varios loci, 0 un cromosoma entero
dependiendo del nimero de eventos de recombinacion que han ocurrido entre un conjunto

dado de loci (Purcell et al, 2007).

Vortexear: relativo al uso del vortex. Maquina de movimiento giratorio para mezclar

sustancias o fluidos.



Tabla 5. Matriz de valores Fst con su respectiva significacion estadistica al 5% y distancia geografica (km) entre localidades de P. aequatorialis

obtenida en el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005).

Atahualpa LaPalma Convento Trinidad ElIMono Chone Junin  Santa Pajan  Ayampe
Rosa

Atahualpa 0 119,000 28,900 29,000 47,000 80,500 109,000 167,000 177,000 203,000
LaPalma 0,023 0 128,000 116,000 85,500 139,000 162,000 225,000 218,000 255,000
Convento  0,106* 0,088* 0 12,400 43,600 53,000 80,800 138,000 148,000 174,000
Trinidad 0,031* 0,023* 0,075* 0 31,200 52,000 81,100 141,000 149,000 177,000
El Mono 0,012 0,021 0,022 0,024* 0 61,900 90,200 154,000 156,000 188,000
Chone 0,024* 0,030* 0,077* 0,062* 0,021* 0 29,400 92,400 97,400 127,000
Junin 0,022 0,051* 0,049* 0,058* 0,012 0,041* 0 64,400 68,000 97,900
Santa Rosa 0,012 0,009 0,080* 0,039* 0,035* 0,032* 0,035 0 32,000 36,700
Pajan 0,034* 0,009 0,048* 0,045* 0,022* 0,010 0,047* 0,006 0 38,300

Ayampe 0,014 0,034* 0,057* 0,057* 0,012 0,026* -0,007 0,004 0,026* O
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