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1. RESUMEN

El flujo génico influye en la estructura genética de las poblaciones silvestres. Los patrones
de dispersidn, reclutamiento y sobrevivencia han sido evaluados principalmente por ecologos
en especies de clima temperado, mientras que estudios para especies de plantas tropicales a
nivel molecular son escasos. Andlisis sobre diversidad se han ajustado a modelos de dispersion
como el de Janzen y Connel, el cual proporciona el marco conceptual del vinculo entre la
dispersion de semillas y el éxito de las plantulas en los bosques tropicales. Oenocarpus bataua
es la segunda palmera méas abundante y representativa del bosque amazonico del PNY
(Parque Nacional Yasuni) y aspectos importantes sobre su biologia son aun desconocidos.

Las pruebas de paternidad realizadas en poblaciones especificas utilizando microsatélites,
permiten determinar el parentesco de las plantulas establecidas y evaluar el producto final del
ciclo de dispersion de las semillas. Los objetivos de presente estudio fueron a) Analizar la
estructura genética temporal (plantulas, adultos) de las poblaciones de Oenocarpus bataua en
el PNY; (b) Determinar la distancia promedio de flujo génico entre plantulas y adultos
reproductores. El estudio se realizd en la parcela de 50 ha. de la PUCE en el PNY. Se eligi6 25
ha donde se realizé los muestreos. Se selecciond 200 cuadrantes de 20x20 m en donde se
colectd 1 plantula/cuadrante (n=200). Se colecté una muestra de tejido vegetal de todos los
adultos reproductivos de Oeocarpus bataua de las 25 ha (n=44) y transectos en cada lado del
plot de estudio (n= 16). El genotipaje se realizd con 6 loci de microsatélites para 259
individuos. Se realiz6 andlisis de diversidad genética y de paternidad con los programas
GenPOp, Genalex, Cervus, Smogd y Arlequin.

A nivel generacional, se obtuvo mayor diversidad alélica en plantulas, que en adultos de

Oenocarpus bataua. Tomando en cuenta que la diferencia de edad entre adultos y plantulas



esta sobre los 50 afios, se sugiere que: (i) La seleccion natural no ha actuado en plantulas
debido a su corta edad (seleccion en contra de individuos homocigotos), (ii) La existencia de
eventos recientes que podrian haber favorecido un mayor flujo génico en la zona. Se observo
que una correlacion altamente significativa con respecto a los potenciales padres, entre
eventos de dispersion y numero de potenciales hijos. Se evaluo los potenciales parentales con
mas frecuencia de hijos y se determind que las semillas estan siendo dispersadas largas
distancias desde sus progenitores.

La variacion historica podria estar relacionada a mejores condiciones ecoldgicas que
influyen en las poblaciones actuales de plantulas.

Los sistemas de dispersion juegan un papel fundamental en la estructura genética de las
poblaciones, en este sentido, nuestros resultados no estan a favor del modelo de dispersion
propuesto por Janzen y Connell.

La distancia geografica no se encuentra afectando los patrones de dispersion observados,
mientras que la altitud es un factor determinante en la dindmica del flujo génico en las

poblaciones de O. bataua estudiadas

PALABRAS CLAVE: Estructura genética, flujo génico, paternidad, Oenocarpus bataua,

dispersion.



2. ABSTRACT

The gene flow influences the genetic structure of wild populations. Dispersal patterns,
recruitment and survival were evaluated mainly by ecologists in temperate climate species,
while studies for tropical plant species at the molecular level are limited. Analyses of diversity
have been adjusted to dispersion models like Janzen and Connel, which provides the
conceptual framework of the relationship between seed dispersal and seedling success in
tropical forests. Oenocarpus Bataua is the second palm species most abundant in PNY
(Yasuni National Park), however important aspects of their biology are still unknown.
Paternity tests conducted in specific populations using microsatellites allow to determine
parentage of seedlings established and to evaluate the cycle of seed dispersal. The aims of this
study were: a) To analyze the temporal genetic structure (seedlings, adults) populations in the
PNY (Yasuni National Park) Oenocarpus bataua; and (b) To determine the average distance
of gene flow between seedlings and breeding adult. The study was conducted in the 50 ha plot.
PUCE in the PNY. Twenty five ha were chosen where sampling was conducted. We selected
199 quadrats of 20x20 m where seedlings were collected 1 / quadrant (n = 199). All adults
reproductive were collected in 25 ha (n = 44) and transects on each side of the plot of study
(n=16). Genotyping was performed with 6 microsatellite loci for 259 individuals. We
performed analysis of genetic diversity and paternity with GenPOp, Cervus, Smogd and
Arlequin programs.

A generational level, seedlings have more allelic diversity than Oenocarpus bataua adults.
Considering that the age difference between adults and seedlings is about 50 years, it is
suggested that: (i) Natural selection has not acted yet on seedlings due to their young age

(selection against individuals homozygous), (ii) the existence of recent events that could have



favored greater gene flow in the area. It was observed that a highly significant correlation with
respect to potential parents, between events and number of potential dispersions children. We
evaluated the potential parent children more often and it was determined that the seeds are
being dispersed long distances from their parents.

The historical variation may be related to improved ecological conditions that influence
current populations of seedlings. Dispersion systems play a key role in the genetic structure of
populations, in this sense, our results are not in favor of the dispersion model proposed by
Janzen and Connell.

Geographical distance is not affecting dispersal patterns observed, while the altitude is a

factor in the dynamics of gene flow in populations of O. bataua studied

KEYWORDS: Genetic structure, gene flow, parentage, Oenocarpus bataua, dispersion.



3. INTRODUCCION

3.1 DINAMICA POBLACIONAL Y SU INFLUENCIA EN LA ESTRUCTURA
GENETICA DE LAS POBLACIONES DE PLANTAS

La dinamica poblacional esté influenciada no solo por fuerzas evolutivas como seleccion
natural, endogamia o deriva génica, sino también, por procesos demograficos e historicos que
influyen en la estructura genética de las especies de plantas (Hamilton, 1999). La magnitud de
estas fuerzas se encuentra relacionada con la habilidad reproductiva y la tasa de flujo génico,
que son la base de la estructura genética en las poblaciones (Gaiotto et al., 2003).

La habilidad reproductiva esta determinada por la dispersién de semillas y polen. La
dispersion de semillas induce el movimiento de alelos tanto maternales como paternales,
mientras que la polinizacion solo contribuye con alelos paternales (Karubian et al., 2010;
Lowe et al., 2004). Estos mecanismos junto con la predacion, competencia, permiten el
establecimiento de plantulas y colonizacion de nuevas areas (Sezen et al., 2009).

Las consecuencias ecoldgicas de la dispersion y polinizacion se evidencian cuando van
acompafadas de flujo genético (Loveless y Hamrick, 1984); es decir, cuando suponen un
cambio en las frecuencias alélicas o distribucién de los genotipos entre y dentro de las
poblaciones (Escudero et al., 2003). 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 poblaciones (Wright, 1943). En
cambio, mecanismos eficaces de dispersion a media y larga distancia, permiten niveles altos
de flujo génico que incrementan la base genética, reducen la endogamia y mantienen
poblaciones biologicamente viables y genéticamente homogeneas (Lowe et al., 2005). La

caracterizacion efectiva de la cantidad y diversidad genética asociada al movimiento de



propagulos, en sus dos componentes: polinica y de semillas, es fundamental para comprender
la dinamica de las poblaciones actuales y como estas intercambian su material genético. Esta
informacidn permite el disefio efectivo de estrategias de conservacion.

En el caso especifico de las especies de plantas tropicales, como las palmas, la dispersion es
fundamental para el reclutamiento y regeneracion de un bosque. Los propagulos no
dispersados sufren altas tasas de mortalidad cerca de los adultos (mortalidad dependiente de la
distancia) (Harms et al., 2000; Metz y Sousa, 2010; Swamy y Terborgh, 2010), mientras que
los propagulos dispersados a largas distancias presentan mayores tasas de supervivencia.

Los efectos de la dispersion de semillas han sido analizados utilizando modelos de
diversidad que tratan de explicar el mantenimiento de la alta diversidad de especies de arboles
en los bosques tropicales (Loveless y Hamrick, 1984). Los modelos de diversidad incluyen: el
modelo de loteria (Chesson yWarner, 1981), la hipdtesis de disturbio intermedio (Connell,
1979), la hipdtesis de la regeneracion de nicho (Grubb, 1977), el modelo de heterogeneidad de
recursos (Tilman,1982) y el modelo de Janzen-Connell (Janzen,1970; Connell, 1971). Este
ultimo también se refiere a la hipdtesis de escape (Howe y Smallwood, 1982), hipotesis
compensacion- mortalidad (Condit et al., 1992), o el mecanismo de espaciamiento de Janzen.
Dichos modelos proporcionan el marco conceptual del vinculo entre la dispersion de semillas
y el éxito de las plantulas en los bosques tropicales.

Los modelos de Janzen (1970) y Connell (1971) constituyen la hipdtesis mas estudiada en
los bosques tropicales. Sugieren que el reclutamiento de las plantulas cerca de los padres
puede reducirse como resultado de la densidad dependiente de la mortalidad, debido a
depredadores (herbivoros) que normalmente se alimentan de los adultos y también a patégenos
que concentran sus actividades cerca de los mismos, en donde las semillas caen con mayor

frecuencia (Clark y Clark, 1984). Por lo tanto, con la probabilidad de reclutamiento baja, cerca



de los adultos de la misma especie, la probabilidad de establecimiento de otras especies en
estos sitios aumenta. En otras palabras el bajo reclutamiento cerca de los padres reduce el
potencial de dominio de una sola especie en la comunidad y permite conservar la alta
diversidad de especies en bosques tropicales (Burkey, 1994; Clark y Clark, 1984). Asi la
probabilidad de reclutamiento exitoso puede incrementar con el aumento de la distancia desde
los arboles padres (Burkey, 1994; Sezen et al., 2009).

Un método directo para el estudio de flujo génico y analisis de estos modelos de dispersion
es realizando pruebas de paternidad en poblaciones utilizando marcadores moleculares
(Gaiotto et al., 2003; Karubian et al., 2010). Esta metodologia permite determinar el
parentesco de las plantulas establecidas y sus potenciales padres, por lo tanto estimar las
distancias promedio entre plantulas y arboles parentales (Ashley, 2010).

El conocimiento del efecto de la dispersion y reclutamiento permite entender los
mecanismos de flujo génico en las poblaciones. Estos mecanismos y en particular la
dispersion, da pautas para desarrollar estrategias dirigidas a preservar los procesos que
favorecen el flujo de genes y la resilencia de las poblaciones a la fragmentacién del paisaje u
otros cambios abioticos (Dick et al.,, 2003). Esto ayuda al manejo y conservacion de
poblaciones vegetales y determina la capacidad que tienen las especies de plantas para

dispersarse en un habitat heterogéneo y dindamico (Ashley, 2010).

3.2 ANALISIS DE PATERNIDAD

Mediante la comparacion del genotipo de un individuo dado con el de todos los
progenitores potenciales de una poblacion, el anélisis de parentesco puede llegar a identificar
el padre, madre o pareja parental mas probable para un nivel de significacion dado (Gerber et

al., 2000; Marshall et al., 1998).



A partir de la asignacion (o exclusion) de parentesco, es posible estimar distancias de
dispersion, variables del sistema de reproduccion tales como la tasa de autogamia o el nimero
efectivo de padres de una progenie (Ritland, 2002), o tasas de inmigracion de individuos desde
el exterior de la poblacion (Slavov et al., 2005). Es posible ademas estimar conjuntamente
parametros fenotipicos o ambientales que afectan el éxito reproductor de los individuos, lo que
permite ajustar los denominados gradientes de seleccion (Burczyk et al., 2006).

A partir del descubrimiento de los microsatélites hace mas de un cuarto de siglo (Litt y
Luty, 1989), y su caracterizacion en el genoma de plantas, han sido cada vez mas utilizados
para el analisis de la estructura genética, flujo génico y para estudios de paternidad en
poblaciones (Condit y Hubbell, 1991). Estos estudios (Chase et al., 1996; Dayanandan et al.,
1999) permiten comprender de mejor manera la dindmica poblacional en plantas. Sin
embargo, para la gran mayoria de las especies que pertenecen al grupo de las palmas,
componentes importantes para los ecosistemas de bosques tropicales, estudios detallados de
flujo de genes y paternidad son limitados.

En los trépicos se han realizado estudios de paternidad con microsatélites en poblaciones de
palmito (Euterpe edulis) en Brazil (Gaiotto et al., 2003), Iriartea deltoidea en Costa Rica
(Sezen et al., 2005; 2009; 2007), Attalea phalerata en Pert (Choo et al., 2012), Astrocaryum
mexicanum en México (Eguiarte et al., 1993), y Elaeis guineensis en Tailandia (Thongthawee
etal., 2010).

Existe un estudio de paternidad con Oenocarpus bataua en el Chocé ecuatoriano. Karubian
et al (2010) reporto los patrones de dispersion con microsatelites relacionada a un lek (zona de
reproduccion y alimentacion) de aves que se alimentan de los frutos de la palma. A pesar de

las expectativas generadas sobre sus usos potenciales y de la ventaja de tener una bateria



desarrollada de microsatélites para la especie (Montufar et al., 2007) existe una carencia de

estudios a nivel molecular.

3.3 ESPECIE EN ESTUDIO: Oenocarpus bataua

3.3.1 TAXONOMIA Y DISTRIBUCION

Las palmas son un grupo de plantas diversas y abundantes que pertenecen a la familia
Arecaceae. Esta familia vegetal agrupa mas de 3000 especies que se encuentran en habitats
como montafas, tierras bajas, desiertos y bosques lluviosos (Henderson, 2002). Son
consideradas como un grupo interesante para estudios en biologia reproductiva (Henderson,
2002; Nufiez et al. 2005) debido a su amplia variacion morfolégica, discontinua fenologia,

distintos modelos de crecimiento y especializacion ecoldgica (Ulhy Moore, 1977).

Oenocarpus bataua (ungurahua, ungurahui, seje, mil pesos, chapil) (Henderson, 1995) se
distribuye ampliamente en las regiones tropicales y subtropicales del noroeste de Sudamérica
(Ecuador, Colombia, Brasil, Guyanas, Panama y Bolivia (Balick, 1986; Henderson, 1994),
incluyendo la isla de Trinidad en el Caribe (Montufar y Pintaud, 2008). En el Ecuador O.
bataua se la observa en las estribaciones andinas, bajo los 1000 msnm; sin embargo, existen

registros sobre los 1110 - 1400 m (Borgtoft—Pedersen y Balslev, 1993).

3.3.2 DESCRIPCION MORFOLOGICA

Oenocarpus bataua es una palmera arborescente de tronco solitario y recto, que alcanza los
25 a 30 metros de altura (Montufar y Pintaud, 2008). Presenta hojas compuestas y dispuestas
en espiral, formando una corona en forma de V de mas de seis metros de altura. Las hojas
pueden medir hasta 11 metros (incluido vaina, peciolo y raquis) (Borgtoft-Pedersen y Balslev,

1993), O. bataua presenta de 100-150 pinnas dispuestas regularmente y orientadas en un solo
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plano; el envés de las pinnas esta recubierto por un tomento blanquecino. La inflorescencia
hipuriforme (cola de caballo) con aproximadamente 100-200 raquillas. Las flores forman
triadas (1 flor femenina y 2 flores masculinas) en la parte distal de las raquillas y diadas o
flores solitarias en la parte proximal de las raquillas (Balick, 1992). Los frutos son drupas
ovoides o elipsoides, de color verde palido cuando son inmaduros, hasta un color negro
violaceo en la madurez (Borgtoft-Pedersen y Balslev, 1993). Cada fruto maduro alcanza los 4
cm. de largo y entre 1.7 a 2.2 cm de ancho (Moraes, 2004). Las semillas son duras, lefiosas y
cubiertas por fibras oscuras, las raices estdn generalmente bien desarrolladas, pudiendo

desplazarse hasta 6 o 7 metros a los lados (Nufiez y Rojaz, 2008).

3.3.3 HABITAT

Oenocarpus bataua, forma parte del dosel de bosques tropicales de tierras bajas y bosques
montanos bajos (Borgtoft—Pedersen y Balslev, 1993). O. bataua presenta dos ecotipos: (i)
poblaciones densas en bosques sobre suelos mal drenados (pantanos) de la amazonia baja
(Pert y cuenca amazonica) (ii) poblaciones densas en bosques sobre suelos bien drenados

(colinas) en la amazonia alta (Ecuador) (Montufar et al., 2010).

El crecimiento de O. bataua es favorecido por la cantidad de luz durante el desarrollo, sin
embargo, requiere sombra para la germinacion en condiciones silvestres (Borgtoft-Pedersen y
Balslev,1993; Miller, 2002; Sist y Puig, 1987). Por otro lado se considera que la mortalidad de
jévenes es alta, resultando una estructura poblacional piramidal, es decir, en condiciones
naturales se puede observar una gran cantidad de plantulas y juveniles jovenes, pocos

juveniles mas viejos y muy pocos subadultos y adultos (Clark et al., 1998)



11

3.3.4 BIOLOGIA REPRODUCTIVA

Debido a su abundancia en los bosques tropicales y a la alta cantidad de frutos (Miller,
2002), O. bataua es considerada un recurso importante para animales frugivoros que dependen
de los mismos especialmente en épocas donde otros frutos son escasos (Terborgh, 1983). Los
animales tienen un rol importante para las poblaciones O. bataua, ya que al consumir los
frutos, mueven las semillas lejos de sus parentales, contribuyendo a la dispersion de la especie
(Henderson, 2002). Las aves como los loros, tucanes y pavas consumen las semillas de O.
bataua y potencialmente las dispersan lejos de los parentales (Castafio et al, 2007). Los
roedores y mamiferos pequefios como el sajino (Pecari tajacu) y la huangana (Tayassu pecari)
también aprovechan el mesocarpo oleaginoso de los frutos, y por ende actGan como

distribuidores y predadores de semillas (Miranda et al., 2008).

Adicionalmente varias especies de primates consumen frutos de O. bataua, entre estas
especies estan los monos de los géneros Cebus “Monos capuchinos”, Pithecia, Lagothrix y
Ateles belsebuth “Mono arana” (Castafio et al, 2007). EI hombre también es un importante

dispersor debido al consumo de los frutos en la dieta de los pueblos amerindios (Balick, 1992).

En cuanto a la polinizacion de O. bataua se conoce que las inflorescencias son protandricas
(6rganos masculinos maduran antes que los femeninos) (Dransfield et al., 2008), y sus
principales polinizadores son algunas especies de insectos de los géneros Phyllotrox,
Derelomini y Mystros. El viento tiene poca o ninguna importancia en la polinizacion

(Borgtoft—Pedersen y Balslev, 1993).

3.3.5 IMPORTANCIA ECONOMICA
Oenocarpus bataua tiene numerosos usos para los pueblos amerindios (Balick ,1979;

Pedersen y Balslev, 1992; Borchsenius et al., 1998; Henderson et al., 1995). El aceite aislado
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del mesocarpo es rico en aceites comestibles, de los cuales se elaboran pulpas de frutas y
bebidas nutritivas. Los frutos pre-cocidos son vendidos en los mercados locales de la
Amazonia (Balick, 1992; Balick y Gershoff ,1981). Adicionalmente, el aceite derivado del
fruto es utilizado con fines médicos y cosméticos (cremas, jabones, tonicos capilares) en la
region amazonica ecuatoriana, e incluso en tiendas de fitoterapia en las principales ciudades

como Quito y Guayaquil (Balick, 1986; Montufar et al., 2010).

Las hojas son utilizadas para fabricar canastas, y debido a su caracteristica de ser
impermeables y dejar pasar el humo, son usadas para elaborar techos o para realizar divisiones
en las viviendas (Balick, 1992; Zuluaga, 1997). Los troncos se usan como criaderos de las

nutritivas larvas de “Suri” (Rhynchophorus palmarum) (Balick, 2002).

Al igual que varias especies forestales no maderables, O. bataua permite el aprovecha-
miento de distintas partes que no necesariamente implican la muerte de la palma, y mas bien
permite una diversificacion de los productos extraidos y potencialmente comercializados, que

incluyen el estipite (fuste), las hojas, flores, frutos y semillas (Norheim, 1996).

3.4 MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares son todas aquellas moléculas (proteinas 0 ADN) que se
pueden identificar y caracterizar para definir un genotipo determinado (Freeland, 2005; Hillis,
1987). Gracias al desarrollo de las técnicas moleculares y nuevas herramientas estadisticas, los
marcadores moleculares permiten observar la distribucion espacial de alelos en las
poblaciones con la finalidad de estimar niveles o patrones de flujo génico, asi como identificar
de la variacion genomica para estudiar diversos aspectos en los organismos de manera
detallada y con alta resolucion (Slatkin, 1985; Avise, 1994). La variacion genética, conocida

como polimorfismo, es el resultado de los cambios espontaneos en el ADN debido a la
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substitucion de un nucledtido, o mutaciones que involucren mayores numeros de sitios

nucleotidicos (Dodgson et al., 1997).

Un buen marcador molecular debe reunir una serie de caracteristicas para maximizar su
utilidad, entre ellas: herencia estable (baja tasa de mutacion), alta variabilidad, elevada
reproductividad, la ausencia de alelos nulos (produce ausencia de un determinado fenotipo),
técnica de facil implementacion, economico, y alta tasa de transferibilidad de informacion
(Cheng y Crittenden, 1994). Sin embargo, la eleccion del marcador depende de la pregunta
que se desee contestar, por ejemplo, si hablamos de especies que estdn cercanamente
relacionadas, el marcador molecular a elegir debera presentar una alta variabilidad, mientras

gue para especies mas distantes el marcador puede ser menos variable (Freeland, 2005).

Los marcadores moleculares se dividen en dos grupos principales: dominantes vy
codominantes (Simpson, 1997). Los marcadores dominantes son aquellos que revelan un
simple alelo dominante, por ejemplo los AFLPs, RAPDs, ISSRs (Ovesna et al., 2002).
Mientras que los marcadores codominantes son aquellos que permiten identificar todos los
alelos que se encuentran presentes en un locus en particular, entre estos se encuentran los

microsatélites (Freeland, 2005).

3.4.1 MICROSATELITES COMO MARCADORES MOLECULARES

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSRs) (Litt y Luty, 1989), son
secuencias de ADN formadas de 1 a 6 pares de bases repetidas en tandem entre 10 y 30 veces
e intercaladas al azar en las regiones no codificantes de los genomas de todos los organismos
eucariotas (Gupta et al., 1994); pueden ser. mononucledtidos (eg., TT)n, dinucleétidos
(eg.,AT)n, o tetranucleotidos (eg.,AAGG)n (Bruford y Wayn, 1993). Los SSRs no tienen una

funcion especifica pero se cree que pueden intervenir en el mantenimiento de la estructura de
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los cromosomas y facilitar el empaquetamiento del DNA durante la condensacion
cromosomica en la meiosis (Gross y Garrad 1988). Los SSRs también han sido asociados con
puntos de alta frecuencia de recombinacion conocidos como hot spots (Murphy y Stringer,
1986) y con la regulacion génica, interviniendo en el incremento y reduccion de la velocidad

de la transcripcién de un gen (Clark, 1990; Hamada et al., 1984).

Otra caracteristica de los microsatélites es que son marcadores neutros, por lo tanto, sus
frecuencias no se ven modificadas como consecuencia de la seleccion llevada a cabo en una
poblacién (Goldstein y Schlotterer, 1999). Para un marcador neutral, el grado de polimorfismo
esta en funcion de la tasa de mutacion, que en este caso es de 10 a 10 eventos por locus y
por generacion, la cual es superior a la del ADN no repetitivo que es de 10-°por locus y por

generacion (Estoup y Cornuet, 1999).

Los microsatélites representan uno de los tipos de ADN mas variables dentro del genoma,
reflejado por los cambios en el numero de unidades repetitivas (polimorfismos de longitud).
En otras palabras la mutacion de los microsatélites implica un cambio en el tamafio de una
repeticion, pero a veces se ven involucradas varias unidades de repeticién (Beckmann vy
Weber; 1992). En este sentido se han formulado modelos de mutacién; el uso de un modelo de
mutacion especifico es clave para estimar parametros en las poblaciones, tales como:
diferenciacion genética, nimero de migrantes por generacion, etc. En el caso de los
microsatélites se han propuesto dos modelos de mutacion opuestos, el modelo infinitesimal
(IAM) basado en que una mutacion involucra cualquier nimero de repeticiones y siempre
resulta en un alelo que no existia en la poblacion (Kimura y Crow,1964) y el modelo de

mutacion por pasos (SMM) el cual describe la mutacion de los alelos de los microsatélites por
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la pérdida o ganancia de una unidad de repeticion de la serie y que puede mutar y convertirse

en algun alelo ya existente en la poblacion (Kimura y Ohta 1978).

Los microsatelites versus otros marcadores moleculares (minisatélites, AFLPs,RAPDs,
etc.) tienen caracteristicas como: alto grado de polimorfismo, herencia mendeliana simple,
codominancia, facil medicion y analisis, alto porcentaje de confiabilidad, repetitivos y
automatizables (Goldstein y Schlotterer, 1999). Ademéas son secuencias conservadas entre
especies proximas (Stallings et al., 1991), por lo que los primers o cebadores utilizados para
amplificar una determinada secuencia en una especie, sirven para la amplificacion de una
secuencia analoga en una especie cercana, es decir, presentan un alto porcentaje de
transferibilidad (Moore et al., 1991). Debido a estas diversas ventajas, los microsatélites, han
sido utilizados ampliamente para realizar pruebas de paternidad, las cuales se basan en el
principio mendeliano de que uno de los alelos que presenta un individuo proviene del padre y
el otro de la madre, es decir, la comparacion del genotipo de la descendencia con el de sus

progenitores (Ashley, 2010).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Investigar los patrones espaciales de la variabilidad genética de la especie de palma

Oenocarpus bataua en el Parque Nacional Yasuni (PNY).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Analizar la estructura genética temporal (plantulas versus adultos) de las
poblaciones de Oenocarpus bataua en 25 ha de la Parcela Dinamica de Bosque Yasuni

(PDBY).

e Determinar la distancia promedio de flujo génico entre plantulas y adultos

reproductores
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 AREA DE ESTUDIO: Parque Nacional Yasuni

El estudio se realizé dentro del Parque Nacional Yasuni (Provincia de Orellana). El Parque
Nacional Yasuni (PNY) es una de las reservas de mayor diversidad biologica del planeta y
area de gran intereés cientifico (Taco, 2001).

Dentro del PNY se encuentra la parcela de 50 ha, establecida por el Proyecto Dinamica de
Bosque Yasuni (PDBY), de la Pontifica Universidad Catolica del Ecuador. Comprende 50 ha
de bosque primario continuo, considerado como un laboratorio éptimo para explorar los
patrones espaciales de la variabilidad genética. El objetivo del proyecto PDBY fue conocer la
estructura del bosque en base a una muestra de 50 ha y la dindmica poblacional (regeneracion,
mortalidad y crecimiento) de las plantas lefiosas en el Yasuni (Valencia et al., 2004). La
PDBY tiene informacion detallada de la topografia y estructura del bosque que son Utiles para
inferencias ecoldgicas. Ademas ofrece una oportunidad Unica para explorar los patrones
espaciales de la variabilidad genética, ya que mantiene una zona de 50 ha con la ubicacion
exacta y la densidad de plantas adultas; de tal manera que pueden ser facilmente localizadas y
mapeadas.

La parcela del PDBY se ubica cerca de la carretera Maxus. Su acceso se encuentra en el
Km 5,3 de la via NPF (Northen Production Facilities) (00° 38’S, 76° 30°W; 260 m de altitud),
la entrada se encuentra a un kilometro de la Estacion Cientifica Yasuni (ECY) La parcela y sus
alrededores ha permanecido sin disturbios mayores desde su establecimiento en 1995
(Valencia et al., 2004). Una vez abierta la carretera, se determind un lugar estratégico para el
establecimiento de la misma, tomando en cuenta como principal criterio la integridad de este

bosque.
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La PDBY se encuentra a una altitud promedio de 230 m sobre el nivel del mar. La
diferencia entre el punto mas alto y el mas bajo es de 33,5 m (Valencia et al., 2004). En cuanto
a su topografia esta descansa sobre dos pequefias lomas, con inclinaciones tenues. En estas
pendientes el suelo es rojizo y arcilloso debido al desprendimiento de las capas organicas y
nutrientes que se produce por efectos de las lluvias. Las partes mas bajas de la parcela se
encuentran conformadas por los valles o quebradas que se forman entre las colinas, formadas

por tierras aluviales grises y cafés, donde existen riachuelos permanentes (Athens, 1997).

5.2 COLECCION DE MUESTRAS

5.2.1 DISENO DE MUESTREO

Para realizar esta investigacion se eligieron 25ha continuas de las 50 ha que comprende la
parcela. Esta eleccion se realiz6 tomando en cuenta las condiciones topogréaficas del terreno,
favoreciendo las zonas de colinas en donde la densidad de la especie es mayor.

Las 25ha elegidas se encuentran divididas en 625 cuadrantes de 20 x 20m. Para el muestreo
de plantulas se selecciond al azar 200 cuadrantes de 20x20m de los 625. En los cuales se
colectd un pedazo de 1cm x 2cm de tejido vegetal de un solo individuo de O. bataua. Si se
reportaba la presencia de varias plantulas por cuadrante se selecciono al azar al individuo para
ser estudiado en total se colectd 199 plantulas (una plantula fue descartada).

Para los individuos adultos, se colectaron muestras de tejido foliar o raices de todos los
individuos dentro de las 25 ha estudiadas, en total se colectd 44 individuos adultos (tronco
visible y presencia de estructuras reproductivas) (Figura 2).

Adicionalmente se incluy6 en el disefio de colecta adultos reproductivos cercanos a la

parcela de 25 ha. Se traz6 tres transectos perpendiculares de 200x50m en cada una de las
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direcciones de la parcela de 25ha (Norte, Sur, Este y Oeste), la distancia entre los transectos
fue de 100m, se obtuvo un total de 16 individuos adultos fuera del area de estudio (Figura 1).
5.2.2 IDENTIFICACION DE MUESTRAS

Una vez establecido el disefio de muestreo se realizo la identificacion de adultos y plantulas
de O. bataua en el campo. Se definié como plantula aquellos individuos en los que se observo

la presencia de dos pinas y de la semilla en su raquis (Figura 2) (Figura 3).

5.3 EXTRACCION DE ADN

Se coloco el material colectado en sobres de papel con silica gel para evitar la
descomposicion del mismo. La silica fue removida en varias ocasiones y reemplazada por
silica nueva para que el tejido vegetal se encuentre totalmente seco. Se ingreso las muestras en
la base de datos del Laboratorio de Ecologia y Genética Molecular de la Escuela de Ciencias
Bioldgicas PUCE (laboratoriol113), para lo cual se utiliz6 un formato en el que constaron
coordenadas geogréficas del punto exacto en donde se colectd cada muestra, tipo de tejido
(hoja o raiz), nimero de cuadrante y subcuadrante donde se colecté la muestra, medidas de
peciolo, raquis, numero de pinas de las plantulas, densidad de individuos circundantes de O.
bataua, tipo de topografia y observaciones generales.

El tejido vegetal colectado fue fraccionado en porciones pequefias para luego ser maceradas
en un mortero hasta que el tejido se haya pulverizado totalmente (aprox. 0.1gr).
Posteriormente el pulverizado se colocé en tubos eppendorf siguiendo las instrucciones del kit
PureLink™ GenomicPlant DNA Purification de Invitrogen (Anexo 1). También se realizo
extracciones manuales siguiendo el protocolo modificado de Doyle y Doyle, 1987 (Anexo 2).

Una vez aislado, el ADN fue cuantificado mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y
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teflidos con bromuro de etidio para evidenciar, mediante luz UV, la concentracion y calidad de

ADN en la solucion (Anexo 3).

54 PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERAZA) Y
ESTANDARIZACION DE PROTOCOLOS

Se utiliz6 el ADN aislado para realizar pruebas de amplificacion, de esta manera, en
algunos casos se evidencio la necesidad de reducir o aumentar la ADN con el fin de asegurar
la amplificacion. Las PCRs fueron realizadas con 6 loci de microsatélites (SSRs) desarrollados
para O. bataua por lo que no fue necesario realizar transferencia de primers de especies
cercanas (Montufar et al., 2006) (Tabla 1). El protocolo que se utiliz6 para el uso de los
primers de microsatélites fue el mismo que el propuesto por sus respectivos autores (Montufar
et al., 2006) (Tabla 2).Una vez obtenidas las amplificaciones se las visualizd mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% y con ayuda de una escalera molecular, donde
fueron evidenciadas mediante tincién con bromuro de etidio y exposicion a luz UV, con el fin

de observar calidad y concentracion del amplificado (Figura 4).

5.4.1 VISUALIZACION EN GELES Y OBTENCION DE DATOS

Se denaturo todas las muestras amplificadas mediante temperatura (95°C por 5min), con un
agente quimico denaturante (formamida al 98%), puesto directamente en el producto PCR
para cada muestra (10ul). Posteriormente se corrid las muestras en geles denaturantes de
poliacrilamida al 6% 5M Urea con la ayuda de una escalera molecular de 330bp previamente
denaturada (72°C por 5min). EIl 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 tincidn a base de nitrato de plata. Los
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geles de poliacrilamida, la electroforesis y la tincion se realizaron siguiendo las instrucciones
del kit de secuenciamiento de Promega (Anexo 4).

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

amplificaciones (Figura 6).

5.4.2 MEDICION Y TABULACION DE DATOS

Los datos fueron obtenidos a partir de los geles de acrilamida realizados. Se marco el peso
(pb) de las bandas representadas en la escalera molecular de 330pb y también se marco las
bandas correspondientes a cada alelo, se midio la distancia que habian recorrido (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 en el cual se compard la distancia migrada por
cada banda de la escalera y el peso molecular (pb).

Al ser los microsatélites marcadores codominantes en especies diploides, nos permiten
observar los dos alelos presentes en cada individuo para un locus en particular, razén por la
cual los datos obtenidos se manejaron en una matriz binaria (ausencia y presencia) y
posteriormente se transform6 a una matriz alélica en el programa GenAlEx 6.0 (Peakall y

Smouse, 2005).

55  ANALISIS ESTADISTICOS
Se utilizd los programas informaticos GenePop 4.0.10 (Raymond y Rousset, 1995%)

disponible en la pagina web http://genepop.curtin.edu.au/, GenAlEx 6.0 (Peakall y Smouse,

2005), Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005), Cervus 3.5 (Marshal et al., 1998) y SMOGD

1.2.5 disponible en la pagina web http://www.ngcrawford.com/django/jost/ (Crawford, 2010).
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5.5.1 DESEQUILIBRIO LIGADO

Cuando dos alelos se encuentran ligados en el mismo cromosoma se transmiten juntos en
cada meiosis hasta el momento en que se cruzan entre ellos y se distribuyen en distintos
gametos asociandose independientemente (Weir, 1996). Sin embargo, esta asociacion puede
no ocurrir. Esta asociacion no aleatoria de alelos en un loci ligado se denomina desequilibrio
ligado (Freeland, 2005). Para comprobar si los diferentes loci se encuentran asociados
independientemente entre si 0 no, se realizd un analisis de desequilibrio ligado, asociando
pares de loci diploides (Weir, 1996). Para este analisis se utilizé el progama GenePop
(Raymond y Rousset, 1995%) con los valores default de los parametros de la cadena Markov
(ndmero de dememorizacion: 1000, namero de lotes: 100, nimero de iteraciones: 1000).
Dicho programa crea tablas de contingencia para cada par de loci, y luego se calcula una
prueba G (estadistico de relacion de probabilidad del logaritmo) para cada tabla usando el

algoritmo de Markov mencionado (Raymond y Rousset, 1995b).

5.5.2 EQUILIBRIO HARDY -WEINBERG (HW)

El equilibrio HW es un postulado que se aplica a la genética de poblaciones. Nos indica que
una poblacidn esta en equilibrio cuando no acttan factores externos como la seleccién natural,
migraciones 0 mutaciones. Este equilibrio se manifiesta cuando se observa que las
proporciones genotipicas y por lo tanto fenotipicas (respecto a un caracter) de una poblacién
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). Por lo tanto, la constitucion genética de una poblacion se puede describir por el
conjunto de frecuencias alélicas (alelos presentes en cada locus) y el nimero o proporcion de

los diferentes alelos en cada locus (Gillespie, 1998).
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Una poblacién diploide se considera en equilibrio Hardy-Weinberg (HW) si los alelos de
un Locus especifico se encuentran distribuidos al azar en una poblacidn y no existe asociacion
entre el par de alelos que un hijo recibe de sus padres (Hardy, 1908; Weinberg, 1908).Los
principales factores que se encuentran involucrados en las desviaciones del HW son: los
apareamientos no producidos al azar (no existe panmixia), la seleccion natural (ventaja de los
heterocigotos), migracion o flujo de genes desde una poblacion externa, presencia de alelos
nulos no detectables experimentalmente, entre otros (Freeland, 2005; Lowe et al., 2004).

Para calcular el equilibrio Hardy-Weinberg se utilizé el programa GenePop y se corroboré
los resultados con el programa Cervus 3.5. Lo que hace GenePop es realizar “la prueba exacta
Hardy-Weinberg” descrita por Haldane, (1954), Weir (1996), Guo y Thompson (1992) y
otros. Esta prueba permite definir la zona de rechazo utilizando la probabilidad de las muestras
observadas, y los valores p corresponden a la suma de las probabilidades de todas las tablas
con la misma probabilidad. Se utilizé los valores default de los parametros de la cadena
Markov (nimero de dememorizacion: 1000, nimero de lotes: 100, nimero de iteraciones:
1000). El programa calculé automaticamente un test global (Método de Fisher) para conocer

los valores globales Hardy-Weinberg de cada poblacion.

5.5.3 DIVERSIDAD GENETICA

Se utiliz6 el programa Cervus 3.0 que analiza datos de marcadores moleculares, asumiendo
que los marcadores son autosémicos y que la especie es diploide (Slate et al., 2000). Cervus
calcula mediante la opcion de frecuencias alélicas incorporado en el programa:
heterocigocidad esperada y observada y nimero de alelos. Las frecuencias alélicas estiman la
diversidad alélica en una poblacion, y no son mas que el nimero promedio de alelos por locus

(Freeland, 2005).
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El calculo de dichas frecuencias dependen del tamafio de muestra, al igual que la
heterocigosidad observada (Ho), que se refiere a la proporcion de individuos heterocigotos
observada en una muestra de la poblacion y que es calculada al dividir el numero de
heterocigotos en un locus en particular por el numero total de individuos muestreados
(Freeland, 2005). Por otro lado la heterocigosidad esperada (He) o diversidad génica (Nei,
1987), se define matematicamente como la probabilidad de que dos alelos tomados al azar de
la poblacién sean diferentes (Crow y Kimura 1970). Esta es una prueba menos sensible al
tamafo de la muestra (Freeland, 2005) y se calcula como (Nei, 1973):

k

He=1-Z pi 2

=1

pi: frecuencia del alelo |

K: nimero de alelos

Este estadistico es equivalente a la heterocigosidad observada (Ho) cuando las poblaciones
estan en (HWE).

Adicionalmente se calcularon F estadisticos o también llamados indices de fijacion,
desarrollados por Wright (1951) con el programa GenePop. Los F estadisticos proponen medir
las desviaciones de frecuencias genotipicas en poblaciones por medio de tres parametros: Fis,
Firy 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-Weinberg
(Lowe et al., 2004). Fit es la desviacion de las frecuencias genotipicas observadas en la
poblacion total, respecto a las esperadas considerando que existe equilibrio Hardy-Weinberg.

Fstes la desviacion de las frecuencias genotipicas observadas en las subpoblaciones respecto a
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las esperadas considerando el equilibrio Hardy-Weinberg (Freeland, 2005; Robertson y Hill,
1984). Los tres parametros se relacionan por medio de la siguiente ecuacion:

Fst=1-(1- Fir)/(1-Fis)

Por lo tanto, Fstindica el grado de diferenciacion genética entre las subpoblaciones.

Nei redefinio los indices de fijacidn y mostrd que los tres estadisticos F pueden calcularse

usando la heterocigosidad observada y esperada (Nei, 1977).

HS — HI
FIS=
HS
HT - HS
FST=
HT
HT - HI
FIT=
HT

En donde HI es la heterocigosis observada (individuos heterocigotos) en la subpoblacion
HS es la heterocigosis esperada (por H-W) en la subpoblacion y HT es la heterocigosis
esperada (por H-W) en la poblacion total. 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 poblacion en un momento determinado (Nei,

1977).
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El programa calculo un analisis global del Fis basado en Weir y Cockerham (1984), con el
programa GenAlEx 6.0 se calculd el nimero de alelos Unicos por poblacion, y GenePop para

comparar concordancia en los resultados.

5.5.4. AUTOCORRELACION ESPACIAL

Se realizé una prueba de Mantel en el programa GenAlEx 6.0 este test permite comprobar
la existencia de una relacion estadistica entre los elementos de dos matrices, en este caso se
utiliz6 una matriz de distancia genética y una matriz de distancia geogréfica para probar una
autocorrelacion espacial (Mantel, 1967). Se tom6 en cuenta las matrices de las poblaciones de
adultos y plantulas por separado para obtener dos indices independientes.

El test de Mantel béasico es simplemente la suma de los productos de los elementos

correspondientes de las matrices:
Z= Z X,
7

Donde:
ij: es la doble sumatoria de todo i y de todo j donde i # .

Z: cualquier valor en funcion de la naturaleza exacta de X y Y.

Las distancias de dispersion en metros se obtuvieron manualmente con el uso del programa
ArcMap de la serie integrada de software de informacion geogréafica ArcGis 10.1 (ESRI,
2009). Se midié la distancia de plantulas hacia los dos candidatos parentales mas probables
determinados por el programa Cervus. Dependiendo de la cercania de la plantula a los
candidatos parentales se eligio el padre y madre de cada plantula y se obtuvo el rango minimo

y maximo de dispersion observado.
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5.5.5. DIFERENCIACION GENETICA

Para poder analizar la diferenciacion genética entre las poblaciones de plantulas y adultos a
través de los 6 loci, se utilizo el indice de diferenciacién D propuesto por Jost (2008). Sobre
este tema existen varios puntos de vista, en este caso Jost sostiene la idea de que los indices
Gst y similares (Fst, Rst, etc) no son indices validos para calcular la diferenciacion genética
entre poblaciones. Jost (2008) demuestra matematicamente que los indices Gst dan valores
cercanos a cero cuando la diversidad genética es alta, aunque las poblaciones se encuentren
completamente diferenciadas. Es por esta razon que diversos autores (Gerlach et al., 2010);
Heller y Siegismund, 2009; Jost, 2009) recomiendan usar el indice de diferenciacion D como
una verdadera medida de diferenciacion. Sin embargo Ryman y Leimar (2011); Whitlock
(2011) defienden el uso de indices clasicos como el Fst, Rst0 GsT.

El indice D puede ser calculado de la siguiente manera:

D=[(Ht-Hs) /(1 -Hs)] [n/ (N -1)]

Donde:

Ht: heterocigosidad total

Hs:heterocigosidad media de cada poblacion

n:es el numero de poblaciones

El calculo del indice de Jost (D) se lo realizé en el programa SMOGD 1.2.5.

5.5.6. ANALISIS DE PATERNIDAD

Los anélisis de parentesco utilizan el proceso de exclusion, comparando el genotipo de los
candidatos padres con el genotipo de los hijos. Si un error ocurre en uno 0 mas loci uno o mas
candidatos padres pueden ser excluidos (Marshall et al., 1998). En algunos casos, multiples

candidatos padres permanecen no excluidos, haciendo imposible la identificacion de
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verdaderos padres. Para prevenir casos en los que el proceso de exclusion puede fallar se ha
introducido un analisis de probabilidades (likelihood) o también llamado asignamiento
categorico. En este tipo de asignamiento la probabilidad es utilizada para distinguir
estadisticamente los candidatos padres no-excluidos utilizando la frecuencia de los alelos de
los hijos que podrian haber venido de los padres candidatos, asi como la informacion de
candidatos padres homocigotos o heterocigotos (Gerber et al., 2000). Para determinar que tipo
de analisis de paternidad se realizaria se siguio la guia descrita en Jost et al (2010).

El anélisis de paternidad se llevo a cabo con el programa Cervus 3.5 (Marshal et al., 1998).

Cervus 3.5 trabaja comparando datos genéticos padre-hijo mediante el célculo de un
coeficiente likelihood. La idea principal detras del analisis likelihood es tomar los datos como
punto de partida, para evaluar las hipotesis de estos datos. El likelihood o probabilidad de una
hipdtesis es siempre evaluada con relacién a otra a lo cual se le denomina coeficiente
likelihood (Thongthawee et al., 2010).

En el caso del andlisis de parentesco los datos son los genotipos de la descendencia, los
padres conocidos (Si s que se conocen) y uno o mas padres candidatos. Por lo tanto se asumen
dos preguntas por cada padre candidato: la primera se refiere a si el padre candidato es el
verdadero padre y la segunda a que el padre candidato no sea el verdadero padre (Kalinowski
et al., 2007).

Por lo tanto, la probabilidad de cada hipétesis, dados los genotipos observados se calcula a
partir de la probabilidad de obtener los genotipos observados bajo esa hipdtesis. En otras
palabras, el coeficiente likelihood es la probabilidad de que el padre candidato sea el
verdadero padre, dividido por la probabilidad de que el padre candidato no sea el verdadero

padre (Slate et al., 2000).
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Los analisis de paternidad muestran un coeficiente likelihood, en forma de puntaje LOD,
conocido como logaritmo natural del coeficiente likelihood (Kalinowski et al., 2007).

El puntaje LOD como lo describe Marshal et al (2008), es utilizado para identificar el padre
mas similar. Un puntaje LOD negativo indica desajustes en los candidatos padres en uno o
varios loci, indicando menor probabilidad de que sea el verdadero padre. Por otro lado un
puntaje LOD igual a cero indica que el padre candidato es igualmente similar al verdadero
padre como al no verdadero padre y finalmente un puntaje LOD positivo indica que el
candidato padre es mas similar al verdadero padre que al no verdadero padre. El verdadero
padre casi siempre tiene un puntaje LOD positivo. Después de la evaluacion del likelihood de
cada posible combinacion de padres candidatos para un determinado hijo, el resultado del
puntaje LOD producido para cada posible padre es clasificado, y el padre con el puntaje LOD
mas alto es considerado el padre mas similar (Jones y Ardren, 2003). El segundo candidato
mas similar sera el que presente el segundo mas alto puntaje LOD.

Se pueden usar adicionalmente dos niveles de confianza para asignar paternidad, relajado y
estricto. Por defecto la confianza relajada es del 80% y la confianza estricta es 95% (Marshal,
2010).

Todos los hijos, representados por las plantulas, fueron comparados con los genotipos de
los adultos reproductivos encontrados dentro de la parcela, asi como en los transectos
circundantes a la misma. Para el andlisis de paternidad se utilizaron 6 loci (Ob01, Ob22, Ob04,

Ob23, Ob11, Ob21) (Montufar et al., 2006) (Tabla 1).
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6. RESULTADOS

6.1 OBTENCION DE ADN Y DE DATOS

Se obtuvo 259 muestras clasificadas de la siguiente manera: plantulas (199), adultos dentro
de la parcela (44) y adultos fuera del area de estudio (16). Se se obtuvo una extraccion de
ADN exitosa realizando extracciones manuales con el protocolo modificado de Doyle y
Doyle, 1987. Se amplifico un total de 6 primers descritos por Montufar et al (2006), de los
cuales cuatro son de motivo de repeticion simple y dos con motivos de repeticion compuestos
(Tabla 1). Todos los primers utilizados fueron polimdrficos, se obtuvo 1% de datos faltantes,

lo que se encuentra dentro del rango normal para realizar analisis genéticos.

6.2 ANALISIS ESTADISTICOS

6.2.1 DESEQUILIBRIO LIGADO Y EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG

El programa entrego un test global (Método de Fisher) para cada par de loci con todas las
muestras (plantulas, adultos dentro de la parcela y plantulas fuera de la parcela). Con una
significacion de 0.05 se obtuvo como resultado que el par de loci Ob21 y Ob01 esta en
desequilibrio ligado con un valor altamente significativo, y de la misma manera los pares de
loci Ob04 - Ob23, y Ob101- Ob23 dieron valores significativos (Tabla 3).

El anélisis global (Test de Fisher) indicé que la poblacion de plantulas mostré desviacion
significativa del equilibrio HW (P > 0,0001). En la poblacion de adultos se observo cinco loci
en equilibrio Hardy-Weinberg (Ob04, Ob23, Ob22, Ob11, Ob23) (Tabla 4). Estos resultados
concuerdan con la naturaleza de una poblacién no panmictica, en la cual, no todos los

individuos tienen la misma probabilidad de apareamiento.
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6.2.2 DIVERSIDAD GENETICA

El nimero promedio de alelos por locus fue de 12 alelos para la poblacion de adultos y 18
alelos en la poblacion de plantulas. Tanto en adultos como en plantulas la heterocigosidad
observada fue menor a la heterocigosidad esperada. Solo la poblacion de plantulas presento
alelos unicos (4) (Tabla 4). En plantulas la diversidad alélica, que es el promedio de alelos
presentes en cada poblacion, fue de A= 9.367, y el coeficiente de endogamia de esta poblacion
tambien fue el mas alto Fis=0.280. En cuanto a los adultos se observé una diversidad alélica

de A=7.46, y una disminucion en el indice de fijacion; Fis: 0.14 (Tabla 4, Tabla 5).

6.2.3. DIFERENCIACION GENETICA
Se obtuvo una matriz de datos de las poblaciones de adultos y plantulas, utilizando el indice
de diferenciacion de Jost (D) con una significacion de 0.05. El valor del indice de

diferenciacion adultos versus plantulas fue D = 0.228 (Tabla 6).

6.2.4 ANALISIS DE PATERNIDAD

Mediante el programa Cervus 3.5, se realizo el analisis de paternidad con la opcién parent
pair (sexes unknown), a partir de hijos (n=199), con un asignamiento efectivo para 187
plantulas (93.5%), comparando sus genotipos con los de 60 candidatos padres, de los cuales el
98% dieron positivos para la asignacion de parentesco (Anexo 5). Los valores criticos delta
para el asignamiento de paternidad fueron estimados utilizando una simulacion con las
siguientes condiciones: 60 candidatos padres, asumiendo que el 90% de los candidatos padres
fueron muestreados y genotipados con una tasa de error del 0.01.Adicionalmente se determin6
la frecuencia de potenciales hijos por eventos de distancia (Figura 7).

El programa estimd en base al analisis de probabilidades para cada plantula dos posibles

padres (Figura 8, Figura 9), se consider6 como madre al adulto méas cercano a la plantula y
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como padre al adulto méas distante, este método ha sido reportado en otros estudios (Choo et
al., 2012; Sezen et al., 2009).

En base a las distancias de dispersion y los analisis espaciales (Figura 8, Figura 9), se
observa que los parentales que aportan la mayor informacion genética a las plantulas, se
encuentran cerca de los extremos de la parcela, incluso se encontraron algunos individuos
fuera de la misma (Figura 7).

Para los potenciales padres se observo que las semillas son dispersadas lejos de los mismos
(31m a 850m) y analisis de correlacion entre distancias de dispersion y numero de individuos
(plantulas) revelaron una relacién significativa (r = 0.239; p = 0.001***) (Figura 10). Y para
las potenciales madres se observo que las correlaciones entre distancia (8m a 570m) y nimero

de individuos (plantulas) no son significativas (r = 0.078; p = 0.292ns) (Figura 11).

6.2.5 ANALISIS ESPACIAL

Se realizé un test de Mantel con el objetivo de determinar si existe correlaciéon entre la
estructura genética y la estructura espacial dentro de las 25ha estudiadas utilizando las
matrices de plantulas y adultos. La significacion del estadistico se estimé mediante
permutaciones (999) con una significancia de p<0,05.Se obtuvo un coeficiente de correlacion

con un valor de r = 0.019 y con una significancia de p = 0.085.
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7. DISCUSION

7.1 DINAMICA POBLACIONAL DE O. bataua

La poblacion de Oenocarpus bataua en Yasuni tiene altos valores de diversidad genética e
indices de endogamia (Tabla 5). Las desviaciones significativas en el equilibrio Hardy
Weinberg sugieren que la seleccion natural, deriva génica, migracion entre otros, afectan el
equilibrio de las poblaciones estudiadas.

Estudios comparativos de estructura genética, reportan para adultos O. bataua en tres
poblaciones de la Amazonia peruana alta diversidad genética y bajos indices de endogamia
(Tabla 7). En las poblaciones de Yasuni (plantulas y adultos) los valores encontrados de
diversidad y endogamia son similares a las areas mas lejanas reportadas para la amazonia
peruana (Montufar y Pintaud, 2006). Debido a que las poblaciones silvestres de palmeras en la
Amazonia no presentan una estructuracion genética definida, se sugiere que no existen
limitaciones en el flujo génico que favorezcan la divergencia molecular entre poblaciones por
la carencia de barreras biogeogréaficas a lo largo de la cuenca amazonica.

Otro ejemplo, es un estudio realizado en el bosque del Chocé ecuatoriano con Oenocarpus
bataua (Karubian, no publicado). Se registrd una diversidad alélica menor a la observada en
los estudios de la amazonia, pero con un indice de endogamia negativo (Tabla 7). Este indice
de endogamia negativo, contrario a nuestros resultados (Tabla 5), indica un exceso de
individuos heterocigotos con respecto a lo esperado bajo equilibrio HW.

La alta diversidad alélica encontrada en las poblaciones de Yasuni (plantulas y adultos),
probablemente esta directamente relacionada con la salud ecologica de la zona, la cual
determina la dinamica del flujo génico (Wills et al., 2006), y por la heterogeneidad a nivel de

microhabitat en el area de estudio (Svenning, 2001; Burhan y Graham, 1999).
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En trabajos realizados con otras especies de palmas como Ceroxylon echinulatum
(Espinoza, 2010) y Prestoea acuminata (Escobar, 2011) se observaron indices de diversidad
alélica més bajos a los reportados para las poblaciones de Yasuni y con indices de endogamia
variables asociados al estado de conservacion del bosque. En las poblaciones de Yasuni, existe
mayor diversidad alélica comparada con los estudios de otras especies de palmas en los Andes
y la amazonia. La variabilidad de los resultados, en parte se explica por las diferencias en
disefios de muestreo, numero de loci de microsatélites, tamafios del area de estudio, y el estado
de conservacion del bosque.

En las poblaciones de adultos y plantulas de O. bataua en Yasuni, se observo que la
estructuracion genética no esta relacionada con variables espaciales (r = 0.019, p= 0.085ns),
no existe ningun patron espacial asociado a la distribucion de alelos en la escala estudiada,
probablemente si se aumenta el area de estudio los resultados indicarian algun tipo de
correlacion. Tomando en cuenta que en el area de estudio existen dos colinas y un valle
interno, se sugiere que la topografia de la parcela no influye en la distribucion espacial de los

alelos, los cuales se distribuyen libremente sin ninguna restriccion fisica en la zona.

7.2 ESTRUCTURACION TEMPORAL

Los resultados del presente estudio muestran que las poblaciones de plantulas tienen mayor
diversidad alélica que los adultos (Tabla 4, Tabla 5). El indice de Jost (2008), también sugiere
un nivel de diferenciacion significativo entre plantulas y adultos (Tabla 6). Estos resultados
pueden ser explicados por dos hipotesis:

(i) La primera hipotesis relaciona los resultados obtenidos con el hecho de que las
poblaciones de plantulas no estdn sometidas a seleccion natural y existe mayor cantidad de

alelos y variables indices de endogamia (Primack y Kang, 1989; Lenormand, 2002). Mientras
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que, las poblaciones de adultos ya estan sujetas a la seleccion natural y consecuentemente se
espera una diversidad genética seleccionada y menor cantidad de alelos (Eguiarte et al., 1992).
Es decir, las plantulas de Yasuni presentan mayor diversidad alélica debido a que todavia no
se ha reducido el pull génico como consecuencia de la seleccion natural, que por su parte ya ha
tenido un apreciable efecto en los adultos de O. bataua estudiados.

Estudios han documentado para poblaciones de arboles tropicales (Gaiotto et al., 2003;
Santos et al., 2004; 2008) mayor diversidad genética y tasas de endogamia (Fis) positivas y
significativas en etapas tempranas del desarrollo. A medida que los individuos son reclutados
y establecidos por la dinamica forestal esta estimacion tiende a no ser significativa e incluso a
mostrar valores negativos debido a la seleccion que opera en contra de los individuos
endogamicos después del establecimiento de las plantulas. Se sugiere que nuestros resultados
mantienen esta tendencia, que ha sido atribuida a la seleccion en contra de los individuos
homocigotos (Eguiarte et al., 1992; Gaiotto et al., 1997).

Gaiotto et al (2003) en su estudio realizado en Brazil report6 la seleccion en contra de los
individuos endogamicos, con poblaciones de Euterpe edulis, y atribuyd sus resultados al
predominante sistema de apareamiento cruzado con una baja pero significativa cantidad de
autofecundacion sin endogamia biparental detectada. Otro estudio Eguiarte (1992) mostré para
Astrocaryum mexicanum este fendmeno en un estudio realizado en México. Se observo que la
estructura genética de A. mexicanum parece ser el resultado de un equilibrio entre polinizacion
cruzada y el movimiento de polen a largas distancias por polinizadores (insectos) que reducen
la diferenciacion genetica entre las areas estudiadas. Ellos sugieren que la seleccion natural
podria funcionar durante el largo ciclo de vida de esta palma, aumentando la diferenciacion

genética entre sitios y la proporcion de individuos heterocigotos.
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Para otras especies de plantas la seleccion en contra de individuos homocigotos también ha
sido documentada. En un estudio realizado en Manaus (Santos et al., 2004; 2008) se registro
mayor diversidad genética en plantulas y arboles jovenes que en adultos del palo de rosa
(Aniba rosaeodora), lo que sugiere una intensa seleccion en las primeras etapas de desarrollo.
Aunque no hay consenso sobre su sistema de apareamiento la tasa de fecundacion cruzada es
alta y similar a otras especies de Lauraceae lo que permitio explicar los altos niveles de
diversidad genética reportados en su estudio.

(if) La segunda hipétesis sugiere que los disturbios, al igual que los procesos de dispersion
afectan la diversidad genética y ocurrencia de palmas en bosques tropicales (Clark et al., 1995;
Boll et al., 2005). Esta hipdtesis es de particular importancia debido a que la parcela estudiada
se encuentra al borde de la carretera Maxius, y el impacto de este disturbio y efecto de borde
no ha sido estudiado (Benitez, 2001; Benitez y Martinez, 2003). Goosem (1997), reportd que
el efecto de borde puede penetrar 50 m para aves, 100 m para los efectos microclimaticos y
300 m para insectos. Baez y Balsev (2007), evaluaron las consecuencias del efecto de borde en
las poblaciones de palmeras en el occidente del Ecuador, este estudio sugiere que el desbroce
de vegetacién puede afectar hasta los 100m o mas dependiendo de la especie. En O. bataua la
diferencia generacional es mayor a 50 afios (Miller, 2002), pero el impacto del disturbio en el
flujo génico es inmediato. Una vez abierta una carretera se reducen las poblaciones de
insectos, consecuentemente se reducen las posibilidades de polinizacion y cuando las semillas,
producto del mas reciente evento de polinizacion son fecundadas el impacto del flujo génico
ya esta plasmado.

Las consecuencias del efecto de borde causado por la apertura de la carretera pueden
diferenciarse en efectos abidticos (que implican cambios ambientales en el bosque causados

por la proximidad a la carretera), efectos biologicos directos (que ocurren porque las especies



37

demuestran diversas respuestas al habitat del borde) y efectos bioldgicos indirectos (que
ocurren porque los procesos ecoldgicos como la depredacion, la polinizacion y la dispersion
de semillas se modifican debido a la proximidad del borde) (Murcia 1995).

Los efectos bioldgicos indirectos son los que influyen en la tasa de flujo génico de plantas.
Estudios sobre disturbios (Laurance 1999, Guariguata et al., 2002; Janzen y Vasquez-Yanes,
1991) han predicho, que el efecto de borde en el caso de la dispersion, polinizacion de semillas
y abundancia de dispersores, limita el flujo génico en las poblaciones silvestres. En contraste a
estos trabajos, otros autores demostraron efectos contrarios a lo esperado; Ghazoul y McLeish
(2001) relacionaron el exito relativo de la polinizacion de Anacardium excelsum
(Anacardiaceae) con el tamafio del fragmento donde estuvieron ubicados los individuos, y con
el cambio en los habitos de forrajeo de sus polinizadores, abejas del género Trigona.
Demostraron que los disturbios no siempre causan reduccion en la habilidad reproductiva de
los arboles en bosques tropicales. Cascante et al. (2002) no encontraron diferencias en el éxito
reproductivo de individuos aislados (producto del disturbio) de Samanea saman (Fabaceae)
respecto a individuos ubicados en poblaciones continuas (no fragmentadas) en el bosque de
Costa Rica. Sin embargo, observaron una reduccion de la diversidad genética de la progenie
proveniente de los individuos aislados, y un aumento en el coeficiente de endogamia. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en el presente estudio, en donde a pesar de que las
poblaciones de plantulas presentan mayor diversidad su indice de endogamia indica esta
tendencia significativa a la homocigocis de los individuos.

Aguilar et al., (2006) concluyeron que el grado de susceptibilidad de una especie a ser
afectada por los disturbios esta determinado principalmente por su sistema de compatibilidad.
Los arboles tropicales son frecuentemente auto-incompatibles y dependientes del mutualismo

con animales para la polinizacién cruzada y dispersion de semillas (Bawa et al., 1985) por lo
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que son mas sensibles a los efectos de los disturbios y que se expresan en la alteracion de la
variabilidad genética y en altos niveles de endogamia (Fuchs et al., 2003). EI mismo patron es
observado en palmas, las cuales son auto-incompatibles, y en particular O. bataua que es
protandrica y 100% dependiente de la polinizacion por insectos y dispersion por animales.

En el presente estudio no se demuestra una evidencia absoluta que sustente a los disturbios
como un factor que esté influenciando de manera fuerte o débil la dinamica de flujo génico.
Cada especie responde de diferente manera a los disturbios en base a su estrategia
reproductiva. Si bien al abrir una carretera el area afectada de modo directo puede ser
relativamente pequefia, las consecuencias del efecto de borde se presentardn en las
inmediaciones o borde de la via, donde se crearan condiciones con mayor temperatura, menor
humedad, mayor radiacion y mayor susceptibilidad al viento (Murcia, 1995). Estas
condiciones son determinantes en el comportamiento de los dispersores e influye en niveles de

diversidad como en los altos indices de endogamia reportados en el presente estudio.

7.3 DISPERSION DE SEMILLAS: Hipétesis de Janzen y Connell

En estudios de asignamiento de paternidad cuando se identifica a ambos padres,
generalmente uno de ellos se encuentra cerca de la planta juvenil y el otro padre esta distante
(Gaiotto et al., 2003). EI mismo patron se observé en nuestro estudio, sugiriendo que el polen
proviene de largas distancias, mientras que la mayoria de semillas germina cerca de la planta
madre.

La prediccion de la mortalidad dependiente de la distancia de la hipdtesis de Janzen y
Connell no fue confirmada con los datos examinados en nuestro estudio. Este modelo
menciona que las plantulas dispersadas lejos de los arboles parentales tienen mayor tasa de

supervivencia, ya que los individuos que permanecen cerca de la corona de los adultos
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reproductivos son mas propensos a patdgenos y a predadores que concentran sus actividades
cerca de los mismos.

En el presente estudio se observd que las semillas son dispersadas lejos de sus potenciales
padres mostrando una correlacion entre distancias de dispersion y ndmero de individuos
(plantulas) significativa (Figura 10). Sin embargo, la hipdtesis Janzen y Connel se aplica para
las potenciales madres, en donde las correlaciones entre distancia y numero de individuos
(plantulas) no son significativas (Figura 11). Es decir, no existe una relacion significativa entre
el aumento de la distancia desde las potenciales madres y la cantidad de plantulas que se
esperaria observar de ser comprobada la hipdtesis. Nuestro estudio revela variaciones a nivel
de distancias, pero no corresponden con la tendencia postulada por Janzen (1991) y Connell
(1979), se sugiere que la dispersion no parece imponer un grado significativo de separacion
desde los padres maternales como lo predice el modelo.

Aguiar y Sala, (1994) y Blundell y Peart, (1998) han documentado que no se puede
generalizar que a mayor distancia desde los parentales mejora la supervivencia de las semillas,
aunque hay algunos indicios de que las plantulas pueden verse beneficiadas si se encuentran
alejadas de los parentales. Sin embargo, los casos individuales que concuerdan con la
hipétesis, parecen ser casos especiales que se equilibran con los casos en que la hipétesis no es
compatible (Burkey, 2004). No se puede afirmar que la distancia hacia los padres sea el Unico
factor ecoldgico importante para el reclutamiento de las poblaciones de palmas, ya que, otros
mecanismos podrian operar para favorecer el reclutamiento y establecimiento de plantulas
(Hyatt et al., 2003).

En Hyatt et al., (2003) examinaron la hipotesis de Janzen y Connel a traves de un nimero
amplio de especies de arboles en diferentes tipos de bosques. No se encontrd apoyo a la

hipotesis y sugieren que se deben realizar mas pruebas para saber si es realmente un
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mecanismo de diversidad. Sin embargd también se encontré que a mayor distancia de los
padres se reduce ligeramente la supervivencia en los entornos de clima templado, en contraste
con las zonas tropicales, donde hay una fuerte evidencia de la hipotesis en plantulas que en
semillas. Finalmente concluyen que el aumento de la supervivencia de propagulos con la
distancia a los parentales puede ser importante para la biologia de las poblaciones de especies
particulares, pero no es un fendmeno generalizado en todas las comunidades de plantas
(Hubbell et al., 1999).

La distancia media de dispersion de semillas por animales depende de la especie de planta y
del agente de dispersion (Grivet et al., 2005). Es por esta razon que existen registros de
distancias de 22 km como las reportadas por Gaiotto y colaboradores (2003) en Euterpe
edulis, que tiene semillas mas pequefias principalmente dispersadas por aves. Sin embargo, se
han observado distancias mas cortas como las reportadas para Iriartea deltoidea que presenta
semillas mas grandes y dispersadas por frugivoros, y donde mas del 70 % de plantulas fueron
dispersadas 50 m de los arboles padres (Sezen et al., 2009). Karubian et al (2010) reportaron
coémo la dispersion mediada por un ave frugivora afecta el flujo génico y la estructura genética
de Oenocarpus bataua. Se encontraron distancias de dispersion de 300m en el area central del
lek, similares a las registradas en este estudio.

En nuestro estudio los patrones observados indican que probablemente la distribucién de
plantulas y la estructura genética espacial se encuentran en gran parte determinadas por el
comportamiento de los dispersores de semillas y no Unicamente por la proximidad espacial a
los arboles padres. En este sentido, la naturaleza estocastica de la dispersion mediada por
animales y la estructura genética resultante es la clave para la comprension de cémo la
dispersion por vertebrados afecta a la reproduccion y a la estructura genética de las

poblaciones locales de palmas.
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8. CONCLUSIONES

Estos resultados demuestran que estudios de dispersion de genes son fundamentales para
aclarar aspectos relacionados con la conservacion, ya que proporcionan medidas precisas de
como se estructura la diversidad genética y las variaciones temporal y espacial dentro de las

poblaciones.

Estudios sobre asignamiento de paternidad relacionados a la habilidad reproductiva de
plantas, son importantes para la conservacion de especies vulnerables. Por ejemplo, para
aclarar aspectos como los umbrales en cuanto a distancia y modificacion de habitat que
realmente aislan a un individuo del intercambio genético y cudl es la magnitud de la
disminucion de rasgos considerados como favorables en las semillas producidas en ambientes

disturbados y como afectaria esto a su progenie.

El uso de marcadores genéticos en un disefio experimental que contemple estudios en
diferentes ambientes o habitas puede ser mas Util para responder estas preguntas sobre la salud
genética de la poblacion, complementada con estudios de las comunidades de polinizadores y

dispersores.
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FIGURA 1. Disefio de muestreo en el area de estudio PDBY (25ha) localizada en el
Parque nacional Yasuni. La zona cuadriculada del centro representa el lugar de colecta de
plantulas y adultos, la parte sombreada en los extremos indica los transectos donde se colectd

adultos, tres transectos por cada lado.
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FIGURA 2. Raices de los adultos de Oenocarpus bataua

FIGURA 3. Estadio de las plantulas colectadas de Oenocarpus bataua (presencia de 2

pinas).
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FIGURA 4. Verificacion de la calidad y cantidad ADN visualizado en un gel de agarosa al

1% con una escalera Lowmass (bandas cada 100 pb).

FIGURA 5. Amplificacion de primers de Oenocarpus bataua (Ob01, Ob22) con muestras

elegidas al azar, visualizado en un gel de agarosa al 1% con una escalera Lowmass (bandas

cada 100 pb).
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FIGURA 6. Amplificacion con un primer polimorfico visualizado en un gel de

poliacrilamida 6% y Urea 5M con una escalera 330bp (bandas cada 10 pb). Se observan ocho

alelos obtenidos en 19 muestras elegidas al azar.
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FIGURA 7 Individuos de Oenocarpus bataua descritos mas frecuentemente como

parentales de las plantulas estudiadas en la PDBY de 25 ha. Limites de la parcela (Ob207, Ob214,

0Ob222); Fuera del area de estudio (Ob266, Ob250, Ob262).
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FIGURA 8. Distribucion de Plantulas y primer candidato padre de Oenocarpus bataua

estimado con el Programa Cervus 3.5 en 25 ha de la parcela PDBY.
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FIGURA 9. Distribucion de Plantulas y segundo candidato padre de Oenocarpus bataua

estimado con el Programa Cervus 3.5 en 25 ha de la parcela PDBY.
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FIGURA 10. Correlacion para potenciales padres, entre distancias de dispersion (metros) y

numero individuos (plantulas) de Oenocarpus bataua. (r=0.239; p= 0.001***)
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FIGURA 11.Correlacion para potenciales madres, entre distancias de dispersion (metros) y

namero individuos (plantulas) de Oenocarpus bataua. (r= 0.078; p= 0.292ns)
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11. TABLAS

TABLA 1. Informacion de 6 loci aislados para Oenocarpus bataua (Montufar et al., 2006)

Motivo Tamarno
Locus

repetitivo Secuencia del primer (5'-3’) (bp)
FTTTGAGTTCCCCAAATCTAATACA
Obo1 (GAL7 R: GGATGAGAGGCAAGGCATAA 180-220

F: CCATATACGGGCAAATTAAG
Obo4 (GAL7 R: CATGTGAACACGCTAGGAG 145-190

F: ATGAGGGATGTCAATGGAT

Ob11 (GA)I4 R: AAAATTCTCCTCTCGCTCTT 145-185
ob21 (GA)9- F: AGAGTGCTAGGGGTGCTCAT 213245
(GA)16  R: TGAAATGGTTGATGAATTGAATG
(GA)5- .
ob22  (GATA) F: TTTGGATTGTCAAAACCACTG 160233
(GA)17 R: ATCTCTTGCTTGCGGTCAAT
F: GCCAAGTTGGAAGAAAGAAT
0b23 (GA)20 150-178

R: CTCCTCTGATCTCTGTTTGG

TABLA 2. Protocolo utilizado para amplificar primers de O. bataua

Primers Mix PCR Protocolo amplificacion

Ob01 Buffer: 1X Denaturacion inicial: 2 minutos a 96°C
Ob04 MgCI2: 2mM *35 ciclos

Obl1 dNTPs: 370uM Denaturacion: 30 segundos a 95°C
Ob21 Primers (F y R):0,15uM Anillamiento: 30 segundos a 55°C
Ob22 Taq: 1U Elongacion: 45 segundos a 72°C

Ob23 ADN: 5ul Elongacion final: 10 minutos a 72°C
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TABLA 3. Valores p del analisis de desequilibrio ligado par cada par de loci en todas las

poblaciones (método de Fisher) de O. bataua obtenidos con el programa GenePop.

***yalores altamente significativos no mostrados por Genepop.

Locus Ob22 Ob21 Obl1 Ob04 Ob01 Ob23
Ob22 0 0,08 0,47 0,61 0,39 0,05
Ob21 0 0,28 0,87 folekal 0,24
Obl1 0 0,23 0,30 0,89
Ob04 0 0,32 0,026191 *
0,001548
ODb01 0
ok
Ob23 0
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TABLA 4. Composicion genética en plantulas de Oenocarpus bataua, analizada con 6 loci

de microsatélites en n=199.

NuUmero Het Het
Diversidad Alelos
Pop Locus N de alelos observada  esperada Fis HWE
alélica (A) anicos
(Na) (Ho) (He)
PP Ob22 195 21 12,296 0,544 0,919 0,408%** **x
Obl1l 197 19 11,819 0,563 0,915 0,384%*% *¥x
Ob01 199 15 4,359 0,497 0,771 0,354%*% %
Ob04 199 18 11,222 0,744 0,911 0,184%*  *¥x
Ob21 197 19 10,524 0,838 0,905 0,074 faleie
Ob23 199 13 5,984 0,603 0,833 0,276%*% **x
Media de
198 18 9,367 0,631 0,876 0,280** 4.3

plantulas
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TABLA 5. Composicion genética en adultos de Oenocarpus bataua, analizada con 6 loci

de microsatélites en n= 60.

NUmero Diversidad Het Het
Adultos Locus N de alelos alélica (A) observada esperada Fis HWE
(Na) (Ho) (He)
Ob22 43 20 12,245 0,651 0,918 0,291*** Fkk
Obl1l 44 15 8,922 0,773 0,888 0,130** *
Adultos dentro ;5,59 44 9 5,686 0,75 0,824 0,09 Koxk
de la parcela
Ob04 44 13 6,574 0,75 0,848 0,115** ns
Ob21 44 16 10,031 0,659 0,9 0,268*** falaied
Ob23 44 9 5,297 0,682 0,811 0,160** ns
Ob22 16 15 11,378 0,875 0,912 0,041 ns
Obl11l 16 12 8,678 0,75 0,885 0,152** ns
Adultos fuera o501 16 3 2829 0438 0646  0323%x  xe
del drea de
estudio Ob04 16 10 7,314 0,875 0,863 -0,014 *
Ob21 16 12 6,4 0,75 0,844 0,111** falaie
Ob23 16 7 4,197 0,688 0,762 0,097 ns
Media 30 12 7,462 0,72 0,842  0,147**
adultos
TABLA 6. Matriz de valores D de diferenciacion (Jost, 2008) obtenida en el programa
SMOGD.
LOCI PLANTULAS vs ADULTOS
Ob22 0,253
Obl1 0,050
Ob01 0,532
Ob04 0,206
Ob21 0,231
Ob23 0,093
PROMEDO 0,228**
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Tabla 7. Resultados comparativos de estudios realizados en palmas en varias localidades

del Ecuador y Bosques Amazonicos en Per( (diversidad alélica e indice de endogamia).

AREA DE .
POBLACION NUMERO DE DIVERSIDAD
ESTUDIO 4
AUTOR ESPECIE (Adultos) MUESTRAS  ALELICA (He) FIS #SSRs
Espinoza Ceroxylon 1km X 1km Nanegalito 30 0,475 0,135ns .
(2010) echinulatum Mindo 30 0,408 0,06ns
Nanegalito 27 0.64 0,222
Chiriboga 38 0.68 0,371
Pahuma 20 0.67 0,109
Mindo 30 0.63 0,14
E(;%Olbf;r azzenffgg?a 500m X 500m Cotopaxi 12 0.61 0,211 6
El Chaco 18 0.54 0,152
Cosanga 18 0.62 0,059
Borja 22 0.52 0,10
Baeza 43 0.53 0,134
Karubian et Oenocarpus , .
al (no bataua 130ha Chocé ecuatoriano 185 0.66 -0.019 12
publicado)
Oeg;’tca%rgus 5-15 km2 Pantoja 30 0.66 0,019
AP”;";‘SSEE‘ Intuto 30 0.73 -0,001 7
Nzgggu;f ' (ng;gtrz) )d € Jenaro Herrera 30 0.77 0,098
Priszf?te Oeg;’tcairgus 25“;‘0%1”‘;;“ X Yasuni 60 0.84 0.147** 6
estudio




71

12. ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de extraccion de ADN con el kit PureLink™ Genomic Plant DNA
Purification de Invitrogen.

1. Se afiadié 250ul de Resuspention Buffer (R2) en los tubos con el tejido vegetal triturado
(100mg).

2. Posteriormente se afiadio 15ul de SDS (20% )y 15 ul de RNAsa A (20mg/ml) y se
homogeneiz6 con ayuda de un vortex.

3. Se incubo los tubos a 55°C durante quince minutos, durante los cuales se continu6
homogeneizando la mezcla con el vortex en intervalos de tiempo.

4. Se centrifugd los tubos a maxima velocidad durante 10 minutos, y se recuperd el
sobrenadante en nuevos tubos.

5. Se afadi6 100ul de Precipitation Buffer (N2) a cada tubo con sobrenadante.

6. Se incubo los tubos en hielo durante cinco minutos y se los centrifugd nuevamente por
diez minutos a maxima velocidad.

7. Se recuper0 el sobrenadante (aproximadamente 200-250ul) en tubos nuevos y se afiadio
375ul de Binding Buffer (B4) en cada tubo. Se mezcld con el vortex y se transfirié la mezcla a
columnas de lavado Invitrogen.

8. Se centrifugd a maxima velocidad durante treinta segundos y se desechd el buffer
obtenido en la centrifugacién (lo que paso por la membrana).

9. Se afladié 500ul de Wash Buffer (W4) en cada columna, se centrifugd a maxima
velocidad por treinta segundos, y se desechd el buffer.

10. Se repitid dos veces el paso 9, utilizando esta vez el Wash Buffer (W5).



72

11. Se centrifugd los tubos a méaxima velocidad durante dos minutos para desechar
cualquier residuo de buffer.

12. Se coloco la columna sobre un tubo con tapa nuevo de 1,5ml, y se afiadio 100ul de
Elution Buffer (E1). Se dejé incubar a temperatura ambiente durante un minuto y se centrifugo
a maxima velocidad durante un minuto. La solucién obtenida contiene gran cantidad de ADN
por lo que represento la solucion A, que sera la solucién madre.

13. Se repitio el paso 12 con la finalidad de obtener mas ADN, dicha solucion represento la

solucion B.
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ANEXO 2. Protocolo de extraccion de ADN manual (Doyle & doyle modificado)

1. En los tubos con material triturado (0.05g), se afiadid6 900ul CTAB previamente
calentado a 65 °C y se homogeneizé con la ayuda de un vortex.

2. Se anadio 1.1ul de beta mercaptoetanol y se incubd 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 colocé alcohol isoamilico (24:1) en relacion a la cantidad recuperada,
se mezcld vigorosamente las solucién 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 mas
clara, contabilizando la cantidad recuperada y se tuvo cuidado de no romper las fases.

5. Se coloco igual volumen que el recuperado, de cloroformo isoamilico (24:1) para realizar
un segundo lavado, se mezcld durante 5 minutos, se centrifugd durante 7 minutos para que se
formen las dos fases nuevamente. Se recupero el volumen de la primera fase.

5. Se coloco 2/3 de isopropanol frio, en relacion en volumen recuperado y se dejo precipitar
toda la noche.

6. Al dia siguiente se centrifugd durante 10 minutos la solucion, y se observo la presencia
del un pelet, se descart6 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 dejé
secar, una vez seco se resuspendié con 100ul del Elution buffer y se incub6 a 37 °C durante 30

minutos. Se almacend la solucién.
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ANEXO 3. Preparacion de geles de agarosa

1. Se pes6 1gr de agarosa Invitrogen y se diluyo en 100ml de buffer TBE 1X y se someti6 a
temperatura con ayuda de un horno microondas.

2. Se afnadio 5ul de bromuro de etidio a la solucién, después de ser enfriada (50-60°C), para
evitar que el bromuro se evapore debido a su naturaleza altamente toxica.

3. La solucion se coloco en el molde de la cdmara de electroforesis, se coloco los peines y
se esperd algunos minutos a que la solucion polimerice.

4. Una vez polimerizado, se coloco el gel en la camara de electroforesis y se lo cubri6 con

buffer TBE 1X.
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ANEXO 4. Preparacion y tincion de los geles de poliacrilamida basado en el protocolo del
kit secuenciamiento de Promega.

Preparacion y armado de los vidrios atrayente y repelente.

1. Se realiz6 un minucioso lavado de los vidrios con jabdn y se enjuago con abundante agua
para que queden completamente limpios.

2. Una vez secos los vidrios, se los limpio a cada uno con etanol al 100%, sobre la cara
tratada en ocasiones anteriores, mediante movimientos horizontales y verticales con ayuda de
papel absorbente.

3. Al vidrio repelente se lo tratd con 1,5ml de RainX (producto utilizado para tratar
parabrisas de autos) mediante movimientos horizontales y verticales con toallas de papel.

4. Al vidrio atrayente se lo tratdé con una solucion compuesta de 1ml de etanol al 100%, 5ul
de &cido acético y 3ul de Bind Silane de Promega. Nuevamente mediante movimientos
horizontales y verticales con toallas de papel. Se dejo secar por diez minutos y se retiré el
exceso mediante movimientos en un solo sentido con toallas de papel.

5. Sobre la cara del vidrio atrayente se colocd los separadores, a la izquierda y derecha, que
evitaran que la poliacrilamida se derrame por los lados. Se coloc6 los vidrios de tal manera
que la cara tratada del repelente esté sobre la cara tratada del vidrio atrayente. Se sell6 la parte
inferior de los vidrios con cinta adhesiva y se coloco varias pinzas sobre los bordes para que
los vidrios permanezcan unidos.

Preparacion de la poliacrilamida al 6% con Grea 5M.

1. Se pes6 24gr de urea 5M, se colocd en un vaso de precipitacion sobre el plato con
agitacion y se anadio 8ml de buffer TBE 10X.

2. Se agreg6 16ml de poliacrilamida (acrilamida: bisacrialamida en proporciéon 19:1) y se

coloco la solucion en una probeta.



76

4. Se aforo con agua MilliQ a 80ml y se colocé la solucién nuevamente en agitacion.

5. Se coloc6 500ul de Persulfato de Amonio al 10% y 50ul de TEMED, que actian como
catalizadores en la polimerizacion del gel.

6. Se coloco la solucién en el espacio entre el vidrio repelente y atrayente precautelando
que no se formen burbujas. Finalmente se coloco el peine con los dientes hacia afuera y se lo
sujetd con pinzas para evitar que entre aire y se forme el frente de migracidn correctamente.

Precorrida y corrida del gel.

1. Una vez que el gel polimerizd, se retird el peine, se limpid el frente de migracion con
agua para retirar el exceso de Urea y poliacrilamida, y se volvid a colocar el peine con los
dientes hacia adentro de modo que se formen los pocillos en el gel. Se retird las pinzas y la
cinta.

2. Se coloco los vidrios con el gel en la camara y se los sujetdé con pinzas. Se lleno el
compartimiento superior e inferior de la camara con TBE 1X

3. Se precorrié el gel a 1500V, 65mA y 75W hasta que alcance una temperatura
aproximada de 50°C.

4. Una vez denaturadas las muestras se las cargo en los pocillos del gel cuando éste alcanz6
la temperatura deseada.

5. Se corri6 el gel durante el tiempo necesario para tener una buena visualizacion de las
bandas.

Fijacion y tincion del gel.

1. Una vez terminada la corrida, se desarmo la caAmara y se separo los vidrios. El gel debe

quedar completamente adherido al vidrio atrayente.
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2. Se coloco el vidrio atrayente sobre una bandeja con un litro de la solucion de fijacion
previamente preparada y almacenada en frio (100ml de etanol al 100%, 5ml de &cido acético y
se afor6 a 1000ml con agua MilliQ), con la cara donde esté el gel hacia arriba.

3. Se retiro la solucion de fijacion después de una hora, o cuando los componentes de la
formamida hayan desaparecido (una linea celeste por Xilen Cianol, o una azul por azul de
bromofenol, ambos componentes de la formamida), y se la almacend para usarla después. Se
mantuvo el vidrio en esta solucién durante10 minutos con agitacion constante.

4. Una vez finalizados los diez minutos, se retird el vidrio y se recuperd la solucién
fijadora, se coloco en la bandeja la solucion de Nitrato de plata (6 ml de Nitrato de plata en
1000 ml de agua MilliQ y 2 ml de formaldehido), y se sumergié el vidrio durante 10 minutos
con agitacion constante.

6. Se desecho la solucion de tincidn (Nitrato de plata), y se lavo el gel con 100ml de agua
MilliQ con el objetivo de retirar el exceso de plata.

7. Posteriormente se coloco sobre la bandeja la solucion de revelado (Hidroxido de sodio en
1000 ml de agua MilliQ y 2 ml de formaldehido), se agité hasta visualizar las bandas de la
escalera o de los alelos.

8. Cuando todas las bandas fueron visibles, se retir6 el vidrio de la solucion de revelado y
se lo coloco en la solucion fijadora utilizada en el paso 2 durante 2 minutos, esto con el fin de
parar la reaccion Yy evitar que el gel se despegue del vidrio

10. Finalmente se retir0 el gel de la solucion fijadora y se lavo con agua MilliQ por 2
minutos, se retird del agua y se colocd el vidrio en forma vertical para que se seque

completamente.
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ANEXO 5. Resultados del anélisis de paternidad obtenidos con el programa Cervus 3.5.

First Second
ID Loci Loci Pair Pair LOD

candidate candidate
OFFSPRINGS  typed typed score score

ID ID
Ob001 6 Ob 223 6 -1,41E+00 Ob265 -2,10E+00
Ob002 6 Ob 212 6 -8,44E+00 Ob_223 -8,56E+00
Ob003 6 Ob 209 6 -4,26E+00 Ob_233 -8,08E+00
Ob004 6 Ob 209 6 -9,53E+00 Ob_249 -7,85E+00
Ob005 6 Ob 230 6 -8,99E+00 Ob_231 -3,63E+00
Ob006 6 Ob 233 6 -9,20E+00 Ob_243 -3,88E+00
Ob007 6 Ob 222 6 -7,58E+00 Ob252 -7,71E+00
Ob008 6 Ob 216 6 -2,40E+00 Ob_250 -8,70E+00
Ob009 6 Ob 233 6 -1,01E+01 Ob262 -4,21E+00
Ob010 6 Ob 209 6 -9,53E+00 Ob_231 -1,22E+01
Ob011 6 Ob 241 6 -7,25E+00 Ob255 -1,23E+01
Ob012 6 Ob 214 6 -3,37E+00 Ob262 -8,15E+00
Ob013 6 Ob 214 6 -8,91E+00 Ob_220 -4,28E+00
Ob014 6 Ob 217 6 -1,25E+01 Ob_248 -1,18E+01
Ob015 6 Ob 209 6 1,06E+00 Ob_216 -2,89E+00
Ob016 6 Ob 228 6 -1,20E+01 Ob_239 -8,06E+00
Ob017 6 Ob 228 6 -1,30E+01 Ob_250 -8,08E+00
Ob018 6 Ob 209 6 -8,45E+00 Ob_220 -8,45E+00
Ob019 6 Ob 236 6 -1,22E+01 Ob257 -7,17E+00



Ob020

Obh021

Ob022

Obh023

Obh024

Ob025

Ob026

Ob027

Ob028

Ob029

Ob030

Ob031

Ob032

Ob033

Ob034

Ob035

Ob036

Ob037

Ob038

Ob039

Ob040

Ob041

Ob042

Ob_221
Ob_227
Ob_217
Ob_224
Ob_247
Ob_222
Ob_223
Ob_227
Ob_239
Ob_226
Ob253

Ob_221

Ob_222
Ob_215
Ob_229
Ob_222
Ob_209
Ob_237
Ob_221
Ob_247
Ob_224

Ob253

6

-9,65E+00
-3,80E+00
-6,67E+00
-7,35E+00
-4,40E+00
-2,70E+00
-2,39E+00
-1,28E+01
-8,10E+00
-6,36E+00
-3,58E+00

-9,03E+00

-7,65E+00
-1,29E+01
-8,75E+00
-1,33E+01
-4,26E+00
-1,24E+01
-1,35E+01
-8,18E+00
-5,68E+00

-1,24E+01

Ob_231
Ob252
Ob255
Ob266
Ob257
Ob252
Ob_229
Ob259
Ob253
Ob_238
Ob255

Ob_245

Ob_239
Ob_224
Ob_245
Ob_229
Ob_224
Ob253

Ob_222
Ob253

Ob_227

Ob258

79

-8,33E+00
-8,37E+00
-1,32E+01
-9,09E+00
-1,28E+01
-4,67E+00
-1,26E+01
-7,51E+00
-1,18E+01
-7,05E+00
-1,20E+01

-8,27E+00

-3,52E+00
-7,97E+00
-3,34E+00
-2,02E+00
-1,79E+00
-7,03E+00
-7,92E+00
-7,52E+00
-1,35E+01

-8,64E+00



Ob043

Ob044

Ob045

Ob046

Ob047

Ob048

Ob049

Ob050

Ob051

Ob052

Ob053

Ob054

Ob055

Ob056

Ob057

Ob058

Ob059

Ob060

Ob061

Ob062

Ob063

Ob064

Ob065

Ob257

Ob_237
Ob_214
Ob_216
Ob_214
Ob_227

Ob_222

Ob_231
Ob_215
Ob_215
Ob_247
Ob_217
Ob_218
Ob_229
Ob_231
Ob_213
Ob_220
Ob_222
Ob_214
Ob_214
Ob_239

Ob_222

-7,17E+00
-1,36E+01
-7,83E+00
-8,28E+00
-8,92E+00
-1,35E+01

-3,73E+00

-1,40E+01
-1,27E+01
-8,06E+00
-1,05E+01
-8,63E+00
-7,22E+00
-7,23E+00
1,35E+00

-6,41E+00
-1,25E+01
3,33E+00

-8,22E+00
-8,91E+00
-9,38E+00

-1,47E+00

Ob258
Ob259
Ob_217
Ob_217
Ob_218
Ob_229

Ob262

Ob_250
Ob_218
Ob_218
Ob253
Ob_222
Ob253
Ob253
Ob_241
Ob_229
Ob_235
Ob253
Ob262
Ob263
Ob262

Ob_223

80

-7,49E+00
-7,07E+00
-1,41E+00
-8,90E+00
-1,28E+01
-1,20E+01

-7,63E+00

-3,39E+00
-1,27E+01
-1,20E+01
-4,94E+00
-7,96E+00
-3,25E+00
-4,28E+00
-3,68E+00
-2,18E+00
-6,44E+00
1,25E+00

1,98E+00

-8,64E+00
-9,01E+00

-3,13E+00



Ob066

Ob067

Ob068

Ob069

Ob070

Obh071

Ob072

Ob073

Ob074

Ob075

Ob076

Ob077

Ob078

Ob079

Ob080

Ob081

Ob082

Ob083

Ob084

Ob085

Ob086

Ob087

Ob089

Ob_248
Ob_221
Ob256

Ob_249
Ob_209
Ob_212
Ob_245
Ob_220
Ob_230

Ob261

Ob_214
Ob_236
Ob_207
Ob_220
Ob_239
Ob_219
Ob_239
Ob_219
Ob_218

Ob_223

Ob 211

1,91E+00

-1,17E+01
-8,78E+00
-3,31E+00
-9,22E+00
-1,13E+00
1,69E+00

-1,07E+01
-7,16E+00

-5,92E+00

-8,21E+00
-1,16E+01
-8,04E+00
-1,07E+01
-4,83E+00
-1,40E+01
-5,44E+00
-1,40E+01
-2,18E+00

-8,18E+00

-4,55E+00

Ob255
Ob_222
Ob262
Ob_250
Ob254
Ob_241
Ob257
Ob_245
Ob253

Ob266

Ob264
Ob_248
Ob_214
Ob266
Ob252
Ob_243
Ob_249
Ob_239
Ob_224

Ob253

Ob_248

81

-9,30E+00
-6,08E+00
-2,72E+00
-3,39E+00
-7,85E-01
-3,42E+00
-6,51E+00
-3,63E+00
-2,85E+00

-2,10E+00

-7,02E+00
-7,96E+00
-1,28E+01
-5,78E+00
-1,33E+01
-1,38E+01
-7,11E+00
-4,83E+00
-8,56E+00

-3,24E+00

-4, 71E+00



Ob090

Ob090

Ob091

Ob092

Ob093

Ob094

Ob095

Ob096

Ob097

Ob098

Ob099

Ob100

Ob101

Ob102

Ob103

Ob104

Ob105

Ob106

Ob107

Ob108

Ob109

Ob110

Ob111

Ob_211
Ob_216
Ob_231
Ob_213
Ob_226
Ob258

Ob_218
Ob_215
Ob253

Ob_235
Ob_230
Ob_248
Ob_213
Ob_217
Ob255

Ob_214
Ob_249
Ob_244
Ob_214
Ob_244
Ob_220
Ob_248

Ob_207

-1,22E+01
-1,22E+01
-2,54E+00
-1,23E+01
-6,57E+00
-8,40E+00
-2,41E+00
-8,26E+00
-4,27E+00
-4,92E-01

-3,84E-01

-2,03E+00
-1,26E+01
-5,43E+00
-7,10E+00
-9,60E+00
1,34E+00

-8,29E+00
-7,83E+00
-7,69E+00
-8,80E+00
-2,58E+00

-3,49E+00

Ob_218
Ob_218
Ob266
Ob_248
Ob_227
Ob262
Ob_236
Ob_242
Ob261
Ob253
Ob258
Ob266
Ob260
Ob258
Ob266
Ob_242
Ob254
Ob253
Ob_248
Ob253
Ob259
Ob266

Ob_250

82

-2,47E+00
-2,47E+00
-2,59E+00
5,96E-01

-8,50E+00
-3,09E+00
-2,96E+00
-7,80E+00
-1,17E+01
-2,11E+00
-5,13E+00
-7,61E+00
-7,97E+00
-6,07E+00
-9,56E+00
-7,73E+00
-7,73E+00
-3,70E+00
-8,82E+00
-8,54E+00
-8,43E+00
1,11E+00

-7,79E+00



Ob112

Ob113

Ob114

Ob115

Ob116

Ob117

Ob118

Ob119

Ob120

Ob121

Ob122

Ob123

Ob124

Ob125

Ob126

Ob127

Ob128

Ob129

Ob130

Ob131

Ob132

Ob133

Ob134

Ob_228
Ob_237
Ob251

Ob_207
Ob_222
Ob251

Ob_227
Ob_220
Ob261

Ob_211
Ob_237
Ob_222
Ob_207
Ob_207
Ob_208
Ob_207
Ob253

Ob_219

Ob_219

Ob_234
Ob_225

Ob_221

-1,16E+01
-1,35E+01
-1,07E+01
-8,26E+00
-7,30E+00
-5,36E+00
-1,15E+01
-7,51E+00
-6,12E+00
-8,33E+00
-8,39E+00
-2,66E+00
-7,32E+00
-1,37E+01
-8,35E+00
-1,30E+01
-1,21E+01
-9,77E-01

-1,10E+01

-5,33E+00
-1,07E+01

-1,42E+01

Ob_238
Ob_250
Ob266
Ob256
Ob_245
Ob255
Ob266
Ob_221
Ob264
Ob_229
Ob256
Ob_239
Ob258
Ob_250
Ob_231
Ob_250
Ob259
Ob_220

Ob_247

Ob_242
Ob_231

Ob_247

83

-8,44E+00
-1,34E+01
-6,90E+00
-2,32E+00
-6,29E+00
-1,23E+01
-1,26E+01
-1,21E+01
-5,11E+00
-8,50E+00
-8,00E+00
-2,16E+00
-1,69E+01
-7,27E+00
-1,26E+01
-1,19E+01
-1,22E+01
-8,37E+00

-7,99E+00

-6,35E+00
-5,72E+00

-7,30E+00



Ob135

Ob136

Ob137

Ob138

Ob139

Ob140

Ob141

Ob143

Ob144

Ob145

Ob146

Ob147

Ob148

Ob149

Ob150

Ob151

Ob152

Ob153

Ob154

Ob155

Ob156

Ob157

Ob158

Ob_245
Ob261

Ob_247
Ob_250
Ob_241
Ob_240
Ob_234
Ob_250
Ob_213
Ob_211
Ob_207
Ob_228
Ob_215

Ob_213

Ob_228
Ob_220
Ob_228
Ob_218
Ob260

Ob_212
Ob_211

Ob_216

-71,97E+00
-6,55E+00
-1,29E+01
-8,22E+00
-3,78E+00
-1,11E+01
-8,51E+00
-8,71E+00
-7,68E+00
-9,98E+00
-1,31E+01
-2,83E+00
-8,73E+00

-7,68E+00

-7,37E+00
-7,45E+00
-7,53E+00
-6,54E+00
-7,90E+00
-5,80E+00
-8,25E+00

-1,26E+01

Ob_249
Ob264
Ob266
Ob266
Ob_250
Ob_248
Ob_250
Ob258
Ob_248
Ob_250
Ob256
Ob266
Ob_221

Ob_241

Ob_241
Ob_227
Ob_231
Ob_239
Ob262

Ob_241
Ob255

Ob_224

84

-7,95E+00
-1,12E-02

-1,22E+01
-8,28E+00
-8,22E+00
-1,23E+01
-9,39E+00
-3,45E+00
-6,06E+00
-7,34E+00
-8,63E+00
1,07E+00

-3,80E+00

-3,61E+00

-3,46E+00
-2,37E+00
-9,47E+00
-2,68E+00
-8,98E+00
-8,13E+00
-7,78E+00

-1,25E+01



Ob160

Ob161

Ob162

Ob163

Ob164

Ob165

Ob166

Ob168

Ob169

Ob170

Ob171

Ob172

Ob173

Ob174

Ob175

Ob176

Ob177

Ob178

Ob179

Ob180

Ob181

Ob182

Ob183

Ob_228
Ob_214
Ob_207
Ob_213
Ob_224
Ob_218
Ob_230
Ob_228
Ob255

Ob_208
Ob_207

Ob_207

Ob_219
Ob_220
Ob_213
Ob_216
Ob_220
Ob_213
Ob_215
Ob_210
Ob_210

Ob_212

-6,38E+00
-3,61E+00
-7,21E+00
-6,37E+00
-7,98E+00
-8,04E+00
-8,63E+00
-7,53E+00
-1,25E+00
-8,06E+00
-7,68E+00

-1,74E+00

-9,33E+00
-3,19E+00
-1,18E+01
-1,29E+01
-8,89E+00
-1,33E-01
-2,53E+00
-1,22E+01
-1,14E+01

-6,26E+00

Ob262
Ob260
Ob256
Ob255
Ob_243
Ob256
Ob_231
Ob262
Ob257
Ob_219
Ob_230

Ob255

Ob262
Ob_222
Ob_220
Ob266
Ob_248
Ob_215
Ob266
Ob251
Ob_217

Ob_218

85

2,79E+00

-8,52E+00
-6,78E+00
-1,23E+01
-8,11E+00
-3,18E+00
-8,32E+00
-6,83E+00
-1,21E+01
-3,67E+00
-7,89E+00

-1,36E+00

-6,40E+00
-2,46E+00
-6,87E+00
-7,75E+00
-1,28E+01
-1,24E+00
-6,48E+00
-1,12E+01
-1,08E+01

-7,94E+00



Ob185

Ob186

Ob187

Ob188

Ob189

Ob190

Ob191

Ob193

Ob194

Ob195

Ob196

Ob198

Ob199

Ob200

Ob201

Ob202

Ob203

Ob204

Ob205

Ob206

Ob_208
Ob_238
Ob_248
Ob_220
Ob256

Ob_221
Ob_248
Ob_213
Ob_210
Ob_214
Ob_207
Ob_222
Ob_238
Ob_212
Ob_210
Ob_207
Ob_214
Ob256

Ob_220

-1,32E+01
-1,24E-01
-3,13E+00
-8,43E+00
-1,99E+00
-2,18E-01
-8,67E+00
-1,10E+01
-1,21E+01
1,38E-01

-2,80E+00
-8,32E+00
-2,25E+00
-6,19E+00
-1,26E+00
-6,34E+00
3,35E+00

-7,48E+00

-4,08E-01

Ob_209
Ob255
Ob266
Ob_237
Ob261
Ob_238
Ob260
Ob_220
Ob_218
Ob_215
Ob260
Ob261
Ob256
Ob261
Ob_211
Ob_220
Ob_220
Ob266

Ob_221

86

-1,26E+01
-1,31E+01
-71,97E+00
-7,80E-01
-6,32E+00
-1,04E+00
-1,30E+01
-1,18E+01
-1,23E+01
-1,03E+01
-7,84E+00
-6,82E+00
-7,78E+00
-6,54E+00
-8,63E-01
-1,59E+00
-3,84E+00
-2,83E+00

3,91E+00






