mestmuto oe mvesmoacones o s | FOLIA
AMAZON(A PERUANA | Am azsénica

VARIABILIDAD GENETICA DE CINCO POBLACIONES NATURALES DE CAMU-CAMU
(Myreiaria aubia H.B.K. Mc. Vaugn) DE LA AMAZONIA PERUANA, EVALUADAS MEDIANTE
DALP

Carmen GARCIA-DAVILA', Mike CORAZON-GUIVIN', Diana CASTRO', Werner CHOTA', Angel
RODRIGUEZ’, Cesar DELGADO-VASQUEZ’, J ean-Frangois RENNO*

1 'nnnmo de Investigeciones de i An-:onl- Pom-n- (“ m. l-bormoﬂo de Blologl- y Gmul . Mol.cular (LBGM. A“ Avolnrdo
Qulnen.n km 2. 5. Iquno- v Por\l:.'mml: dmwil 19@, h

2 In\--tlnndor.l becados del Labormorio de BI login y G I M. o dwl "N:,, Au kcl-rdo Qumon-. kmz. S, lqultoo, p-'u

L.bovmono d-Emomologl- d-l”AP,AM Ab.l-ldo Qul Mnones knm 2.5, lqul!o- ' P-nl.

Innlnn de R.ehomh. pour ls Dtvolem-m. Momp wllimr, Fn neis

RESUMEN

La variabilidad genética dentro y entre cinco poblaciones naturales (Napo, Tigre, Ucayali, Putumayo y Curaray ) de
camu-camu (Myreiaria dubia H.B K. Mc. Vaugh) localizados en la Amazonia peruana fueron evaluadas mediante
dos marcadores DAL P (Amplificacion Directa de Polimorfismo de Longitud). Los resultados muestran diferentes
niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones, siendo que la mayor diversidad fue encontrada en la
poblacion del Putumayo (16 genotipos) v la menor en el Curaray (4 genotipos), estos resultados podrian estar
relacionados con el tamario poblacional de las mismas y con la distancia geografica entre ellas (dentro y entre las
cuencas ). A pesar que el analisis de AFC infiere la conformacion de cuatro agrupaciones principales(a= Ucayali, b
= Putumayo, ¢ = Tigre y d =una agrupacion mixta conformada por todos los individuos del Napo y Curaray, mas un
individuo del Putumayo) entre las cinco poblaciones analisadas. Los resultados del indice de fijacion (F) y
distancia genética (promedios: F, = 0.661 y Distancia genética = 1.129) muestran que estas se encuentras
fuertemente estructuradas. siendo que las poblaciones mas cercanamente relacionadas son Napo y Curaray (F, =
0.489, distancia genética =0.670), y las mas distantes Tigrey Ucayali (F,=0.8035, Distancia genética = 1.635), lo
cual podria ser explicado por las grandes distancias geograficas que estaria limitando el flujo degenes entre ellas.
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GENETIC VARIABILITY IN FIVE NATURAL POPULATIONS OF CAMU-CAMU (My rciaria dubia
HBK Me. Vaugn) OF THE PERUVIAN AMAZON, EVALUATED BY DALP

ABSTRACT

The genetic variability within and among five natural populations (Napo, Tigre, Ucayali, Putumayo and Curaray)
of camu-camu ( Myrciaria dubia HBK Me. Vaugh) located in the Peruvian Amazon were evaluated through two
markers DALP (Direct Amplification Lenght Polymorphism). The results show different levels of genetic diversity
within populations, being the highest diversity found in the Putumayo population (16 genotypes) and the lowest in
the Curaray (4 genotypes), these results could be related to their population sizes and geographical distance
between them (within and between basins). Although the analysis of AFC suggests the formation of four main
groups (a= Ucayali, b= Putumayo, ¢ = Tigre, D =amixed group made upofallindividuals from Napo and Curaray,
plus an individual of Putumayo) among the five analyzed populations, The results of the fixation index (F,) and
genetic distance (average I, =0.661 and genetic distance = 1.129) show that they are highly structured populations,
being Napo and Curaray more closely related (F, = 0.489, genetic distance =0.670); and Ucayaliand Tigerthe most
distant (F, = 0.805, genetic distance = 1635), which could be explained by the geographic distances that would be
limiting the gene flow between these populations,
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INTRODUCCION

El camu-camu (Myrefaria dubia HBK. Mec.
Vaugh) es un frutal amazonico de amplia distribucion
en la Amazonia peruana, colombiana, brasilefia y
venezolana (Alves er al., 2002). Este frutal tiene un
gran potencial economico debido a que sus frutos
poseen un alto contenido de dcido ascorbico (877 a
3079 mg/ 100 g de pulpa), por lo que gozan de amplia
aceptacion en los mercados externos (Pinedo er al,
2001; Rodriguez er al, 2001; Silva, 2006; Rojas,
2008). Hasta el momento esta demanda es cubiena
mayoritariamente por la colecta de frutos en rodales
naturales, muchas veces sin un manejo adecuado,
empleandose métodos prohibitivos (sobrecolecta,
desgarramiento de ramas y drboles). Estos métodos
pone en riesgo las poblaciones naturales, los procesos
ecoldgicos v evolutivos que en el se producen
(Delgado & Couturier, 2004), por lo que el
conocimiento de la variabilidad genética es un factor
importante para el manejo y conservacion de las
especies.

Actualmente la variabilidad genética del camu
camu en rodales naturales es poco conocido (Penn,
2006), siendo necesario evaluar su estado de
conservacion. En este sentido los marcadores
moleculares, son herramientas fuertemente utilizadas
para obtener estas informaciones. Esto debido al
desarrollo de la tecnologia del PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) que hizo posible la
construccion de un namero considerable de
marcadores moleculares para la caracterizacion
genética y el estudio de las relaciones a nivel inter e
inrapoblacional (Hartl & Clark, 1997; Karp er al..
1997; Ferreira & Grattaplaglia, 1998). Los
marcadores DALP (Amplificacion Directa del
Polimorfismo de Longitud), son poderosas
herramientas moleculares cuando no se tiene un
conocimiento previo del genoma de la especie en
estudio, debido a que esta técnica combina las ventajas
de una alta resolucion, reproducibilidad y la
posibilidad de estimar la variabilidad genética en
especies animales y vegetales (Desmarais et al., 1998;
Hansen er al, 1998; Wang er al, 2003; Langar er al.,
2003; Maeral, 2008).

Es conocido que desde un punto de vista evolutivo,
las poblaciones con baja variabilidad genética tienen
un reducido potencial para adaptarse alos cambios del
ambiente, imposibilitando de este modo su
permanencia en el tiempo. Es decir, el nivel de
diversidad genética es critico para lograr que una
especie se adapte a un cambio medio ambiental y
evolucione (Frankham, eral, 2008). Siendo necesario
conocer los patrones de diversidad genética, la
estructura  poblacional, asi como determinar los
procesos genéticos involucrados en la creacion de
estos patrones; para poder tomar medidas de
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conservaciony definirestrategias de manejosostenido
adecuadas para una especie (Wahid er al, 2010).
Asimismo patrones de variaciones genéticas pueden
tambi¢én ser utilizados para establecer divisiones
biogeograficas que pueden ser especialmente
utilizados en el diseno de estrategias de conservacidn
(Wahid er al. 2010). En este sentido el presente
estudio pretende contribuir al conocimiento de esta
especie a través de la estimacion de la variabilidad
genética del camu-camu en cinco poblaciones
naturales evaluado mediante marcadores DALP,
generando datos que puedan ser utilizados como bases
para futuros trabajos en mejoramiento genético de la
especie.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO Y AREA DE ESTUDIO

Se colectaron muestras biologicas (brotes de tejido
foliar) de 100 individuos en cinco poblaciones
naturales de camu-camu Myreiaria dubia en la Region
Loreto (Fig. 1), localizadas en los rios: Napo (lago
Nufiez 03° 21.70" §/72° 49.81' W), Curaray (lago
Capihuara 02° 14' S/74° 20" W), Tigre (lago Huarmi
03°26'S/74°47'W), Ucayali (lago Supay 4° 55'S/73°
40" W,)y Putumayo (02° 22' 19.3" §/72° 47 46.1" W).
lLas muestras fueron conservadas en tubos
conteniendo piedras secantes (Sulfato de calcio
anhidro) hasta el momento de laextraccion,

ANALISIS DE LABORATORIO

La extraccion de ADN serealizd a partir de 100 mg
de tejido foliar mediante el protocolo CTAB de Doyle
& Doyle (1987). La amplificacion del ADN fue
realizada mediante la téenica DALP(Desmarais efal,
1998), obteniendo ocho marcadores a partir de las
combinaciones de un cebadores (primer) reverso con
ocho cebadores selectivos (Tabla 1), produciendo un
patron especifico de bandas maltiples para cada
marcador. Las reacciones de amplificacidn fueron
realizadasen volumenes totales de 20 pl, conteniendo:
100 ng/ul de ADN molde, 5 U/ul de Taq polimerasa,
5X de Buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM de MgCl,, 10 uM
de cada primer y agua ultrapura. Las condiciones de
temperatura fueron: denaturacion inicial a 95 °C x |
min., seguida de 29 ciclos consistentes en: a)
denaturaciona 91 °C x 30 seg.; b) hibridacion a47.8 °C
X 30 seg; y c) extension a 72 °C x 30 seg. Las
amplificaciones fueron verificadas preliminarmente
en geles de agarosa 2% tefiidos con bromuro de etidio
(10 mg/ml). Posteriormente se verificod el
polimorfismo entre las muestras en geles de
poliacrilamida al 6%, tefiidos con nitrato de plata
mediante el método Rabbat (Sambrook & Russell,
1991).
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Tabln 1. M-m.domt DALP (D.nmu.ls et al., 1998) utiizados an &l andlisis de las

poblacionas de carru~camu Myrol.ru dubia de laregion Lorolo.

TIPO DE PRIMERS PRIMERS SECUENCIA
Prmer revarso DALP R TITCACACAGGAAACAGCTATGAC
DALP 221 GTTTTCCCAGTCACGACGC
DALP 231 GITTTCCCAGTCACGACAGC
DALP 232 GTTTTCCCAGTCACGACGAC
Pasinais DALP 233 GTTTTCCCAGTCACGACACG
apasUVes DALP 234 GTTTTCCCAGTCACGACCAG
DALP 235 GITTTCCCAGTCACGACCAC
DALP 241 GTTTTCCCAGTCACGACTCAG
DALP 242 GTTTTCCCAGTCACGACCTAG

TRATAMIENTODE DATOS

Para los analisis genéticos se realizd una matriz
binaria en base a la observacion de presencia (1) v
ausencia (0) de las bandas polimorficas (diferenciales)
entre los individuos, La variabilidad genética a nivel
intra e interpoblacional fue evaluada mediante el
Analisis Factorial de Cormrespondencia (AFC), la
diferenciacion entre las poblaciones fue estimada en
base al estimador del indice de fijacion (F,,) propuesto
por Weir & Cockerham (1984). Estos analisis fueron
realizados con la ayuda del software GENETIX
version 4.05 (Belkhir er af, 2004). Las relaciones
entre las poblaciones fue establecida en base a un
dendrograma elaborado a partir de la distancia
genética (D) obtenida mediante fa formula D=-LN(1
- F,) propuesta por Reynolds eral. (1983) con laayuda
del softiware PHYLIP version 3.5 (Felsenstein, 1993)
y visualizado con el software TREVIEW (Page,
1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

POUMORFISMO DE LOS MARCADORES DALP EN
CAMU-CAMU

De los ocho marcadores DALP analizados, dos
resultaron ser polimarficos (diferenciales): DALP 232
y DALP 234, mostrando diferenciacion a nivel intra e
interpoblacional. El marcador DALP 232 resultd serel
mas polimorfico, presentando trece bandas
informativas entre las poblaciones; una de las cuales
fue diagnostica (exclusiva) para caracterizar a la
poblacion Tigre. Asimismo, el marcador DALP 234
mostrd ocho bandas informativas, de las cuales una
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bandafue diagndstica para la poblacion Ucayali.

VARIABILIDAD GENETICA INTRAPOBLACIONAL

En conjunto las cinco poblaciones naturales de
camu-camu presentaron 45 genotipos, siendo que la
poblacion Putumayo presento el mayor naimero de
ellas (16), es decir la mayor diversidad genética. En
tanto que Curaray presento la menor diversidad
genética con solamente cuatro genotipos (Figura 1),
Estos resultados podrian ser explicado por la
polinizacion alogamica facultativa (Villachica, H.
1996), el cual podria estar actuando en diferentes
grados segun el tamafo de las poblaciones. Asi, las
poblaciones Putumayo y Ucayali que presentan
grandes tamanos poblacionales, presentan también las
mayores diversidades genéticas. Esto podria debersea
que a mayor nimero de plantas mayor fecundacion
cruzada entre especimenes no parentales, lo cual
contribuiria al mantenimiento de la diversidad
genética dentro de la poblacion a través del tiempo. En
tantoque en poblaciones de menor tamaiio como la del
Curaray, la deficiente diversidad genética podria estar
reflejando una fecundacion cruzada entre individuos
genéticamente relacionados (parietales), originada ya
seaa por una reducciondel tamafio poblacional (actual
0 una antigua), a una colonizacion a partir de pocos
individuos o a la gran distancia geografica entre
poblaciones dentro de la misma cuenca. La literatura
reporta también reducidos niveles de diversidad
genética en FEugenia dysentica (Mynaceae) y su
posible refacion con la reduccion de los tamafios
poblacionales(Trinidade & Chaves, 2005).

VOL, 17 N°1-2 2008& 91 - 98
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Si bien los resultados del analisis factorial de
correspondencia (AFC) muestran la conformacion de
tres agrupaciones constituidas GOnicamente por
individuos de una sola poblacidn y una agrupacion
mixta conformada por los individuos de las
poblaciones Napo y Curaray, mas un individuo del
Putumayo cuyos genotipos parecen estar mas
cercanamente relacionados (Figura. 2). Los valores
obtenidos con el indice de fijacion (F,) y distancia
genética (Tabla, 2) muestran que estas poblaciones se
encuentras fuertemente estructuradas, es decir
diferenciadas genéticamente (promedios: F, = 0.661 y
distancia genética = 1.129): siendo que las
poblaciones mas cercanamente relacionadas son Napo
y Curaray (F, = 0.489, distancia genética = 0.670), v
lasmasdistantes Tigre y Ucayali (F, = 0.805, distancia
genética = 1.635). La poblacion del Tigre es la mas
distante de las demis poblaciones. Las relaciones
genéticas entre las poblaciones pueden ser observadas
en el arbol genético (Figura 3). La relacion entre las
poblaciones de Curaray y Napo es fuerte ( Bootstrap =
100), al contrario de las otras relaciones que tienen un
Boaotstrap inferior a 50. Enconsecuencia lasrelaciones
entre Tigre, Ucayali y Putumayo podrian variar dentro
del arbol genético, siendo necesario en el futuro testar
otros marcadores moleculares para obtener mayor
consistencia enestasrelaciones.

Reportes de la literatura, muestran que las
poblaciones de plantas autdgamas estan fuertemente
estructuradas en lineas puras, en comparacion de las
plantas alogamas que generalmente presentan una
estructuracion menos definida (Jain, 1975; Loveless &
Hamrick, 1984; Brown. 1990; Godt & Hamrick,
1998). El camu camu que presenta una polinizacion
alégama facultativa (Peters & Visquez, 1986;
Barriga, 1994; Villachica, 1996; Flores, 1997), mostrd
con la técnica DALP una fuerte estructuracion
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genética entre las cinco poblaciones evaluadas. Estos
niveles altos de diferenciacion, podrian ser atribuidos
alarestriccion del flujo genéticoentre las poblaciones,
debido principalmente a las grandes distancias
geograficas existentes entre ellas. Estas distancias no
podrian ser superadas por peces como la gamitana
(Colossoma macropomum) y otras especies
ictiologicas frugivoras (Villachica, 1996; Flores,
1997; Alves et al., 2002) que son los posibles
dispersores de sus semillas y poseen una migracion
limitada; o por los ungulados y monos que son mas
territorialistas,

El polimorfismo genético entre poblaciones puede
ser un indicativo de adaptaciones evolutivas, que
Jjuegan un papel importante para la sobrevivenciade la
poblacion a los cambios medioambientales (Laci er
al.,2007). Sin embargo, en décadas recientes, el dafio
de los bosques con la consecuente fragmentacion de
los mismos, podria haber dificultado todavia mas el
flujo genético entre las poblaciones naturales de camu
camu, La fragmentacion de las poblaciones de camu
camu y la disminucion drastica de los agentes
polinizadores O dispersores de sus semillas bajo los
efectos antropicos, causa a la larga una fuerte
diferenciacion genéticaentre las poblaciones de camu
camu. Con el tiempo el funcionamiento en endogamia
de poblaciones cada vez mas pequeiias y aisladas, se
acompanara de¢ una erosion genética (perdida de
alelos).

Estos resultados nos pemmiten concluir que la
diversidad genética dentro de las poblaciones de camu
camu, depende del tamafio poblacional de las mismas,
asi como de su relacion con otras poblaciones dentro
de la misma cuenca. En tanto que la diferencia
genética entre  poblaciones de diferentes cuencas
puede ser una consecuencia directa de las grandes
distancias geograficas entre ellas, que seria un factor
limitante en el flujo de genes entre las poblaciones
entre las cuencas.
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Tnblo 1. Matriz gt os tirma dor F._ (p-rt. s uperior ubl-) y distancia genética de R-ynouh ot al, (1983) (p.n.

nferior hbh) para las cinco poblac iones nawirales de carmu carmu Myrcl.rh dubia analizadas en la region

lorets.

POBLACIONES \ NAPO ‘ PUTUMAYO ‘ CURARAY ‘ UCAYALI ‘ TIGRE
NAPO i3 0.566%** : 0.489*** 057 e : 0.75 e
PUTUMAYO 0.835*** e 0.648*** 0539 0641***
CURARAY 0670"** 1.045*** - 0.715*** 0.778"**
UCAYALI 1.128*** 0.775**" 1.254**" .- 0.805***
TIGRE 1.416**" 1.025** 1.504*** 1.635**" -

*** significativo a P<0.0071
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