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RESUMEN

La diversidad genética poblacional de la Shapaja Athalea morei fue analizado mediante la técnica ISSR (Inter
secuencias simples repetidas), en 6 localidades de la Amazonia Peruana, tres en el departamento de Loreto
(Bagazan, Supay y Colpa) y tres en el departamento de San Martin (Cedamillo, Shapaja y Chayahuaqui). Se
analizaron un total de 120 muestras (20 muestras de cada poblacion) con dos marcadores ISSR: GACAyY CAG. Los
resultados del analisis factorial de Correspondencia (AFC), indice de fijacidn, distancia genética y el dendograma
estimado por el método UPGMA muestran una fuerte diferenciacion genética entre las poblaciones loretanas y las
poblaciones Sanmartinenses. A nivel intrapoblacional, la poblacién Chayahuaqui presenté mayor diversidad
genética (6 genotipos) entre las 6 poblaciones estudiadas.

PALABRAS CLAVE: Athalea morei, Shapaja, diversidad genética, ISSR.

GENETIC VARIABILITY OF SHAPAJA Attalea moorei IN SIX NATURAL POPULATIONS OF THE
PERUVIAN AMAZON

ABSTRACT

The population genetic variability in Shapaja Athalea morei was analized in six localities of the Peruvian Amazon,
three in the Loreto region (Bagazén, Supay and Colpa) and three in the San Martin region (Cedamillo, Shapaja and
Chayahuaqui). A total of 120 samples (20 samples from each population) were analyzed with the tecchnique ISSR
“Inter simple sequence repeats” with two ISSR markers: GACA and CAG. The results of the AFC, index of
fixation, genetic distance and dendrogram UPGMA estimated by the method show a strong genetic differentiation
among populations of Loreto and San Martin. At Intrapopulation level, the population Chayahuaqui has the
greatest genetic diversity (6 genotypes) of the six studied populations.
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INTRODUCCION

A nivel mundial las palmeras incluyen 200 géneros y
2.450 especies distribuidas en la region tropical, con
algunas especies que se extienden en areas
subtropicales en ambos hemisferios (Borchsenius &
Moraes, 2006). Ademas de ser un grupo diverso y
ecoldgicamente importante, la familia Arecacea
proporciona diversos productos Utiles y tienen un
lugar importante en la vida cotidiana de la mayoria de
las comunidades rurales (Wallace, 1853; Khan, 1991).
Las palmeras, tienen un potencial econémico como
fruto comestible, aceite, palmito en conserva, fibras,
almidaén, construccion de viviendas, techado de casas,
usos medicinales o constituyen un recurso que podria
ser aprovechada para el mejoramiento genético de
especies nativas cultivadas (Khan, 1991; Moraes et
al., 1996; Sosnowska & Balslev, 2008). La Amazonia
peruana posee en su diversidad biol6gica un gran
namero de palmeras que podrian ser utilizadas para el
desarrollo de diversos productos alimenticios,
medicinales e industriales. Dentro de ellas tenemos al
género Attalea, cuyas especies se presentan tanto
como pequefias palmeras o como plantas de gran
tamafo. Este género esté distribuido en toda la region
Neotropical desde México hasta Bolivia, Paraguay,
Sur de Brasil y en algunas islas Caribefas,
encontrandose desde las dunas de arena costeras hasta
el bosque sub-Andino, atravesando por todo tipo de
bosque tropical, seco o himedo, pantanos y sabanas
(Pintaud, 2008). Los frutos de estas especies son
utilizadas en la medicina tradicional con fines
antiinflamatorios, antirreumaticos, para el tratamiento
de la leucemia, contra la obesidad, como
anticonceptiva, antitrombatico; ademas de poseer un
endospermo rico en acidos grasos esenciales, el cual
les convierte en especies de elevado potencial
economico (Albanetal., 2008)

La identificacién de estas especies segun Pintaud
(2008) es poco entendida por los conflictos de
conceptos entre los taxonomistas y por la carencia de
muestras en los herbarios especialmente de las
especies de gran tamafio. En este sentido los
marcadores moleculares son herramientas
indispensables para dilucidar problemas de dudosa
identificacion, estableciendo limites confiables, asi
como también para evaluar la diversidad genética. El
desarrollo de los marcadores moleculares basados en
DNA ha causado un fuerte impacto en la genética
vegetal. Ya que permiten evaluar la variabilidad
genética inter e intra poblacional, estimar las
distancias genéticas entre poblaciones, identificar
variedades, lineas puras, establecer relaciones de
parentesco y acelerar los programas de mejoramiento
genético (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Asi mismo
laestimacion de la variabilidad genética con técnicas
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moleculares es muy usada porque permite conocer el
grado de conservacion de las especies para establecer
futuros programas de manejo sostenido. En el caso de
las palmeras del género Attalea, fueron utilizados
marcadores ISSR, debido a que hasta el momento no
existen marcadores especificos para este grupo. Los
marcadores ISSR (inter secuencias simples repetidas)
son marcadores universales (que pueden ser utilizados
en un grupo grande de individuos) que se caracterizan
por generan una buena informacion sobre la
diferenciacion genética entre organismos
cercanamente relacionados sin necesidad de
informacion previa de la secuencia del genoma a
investigar (Bornet & Branchard, 2001; Rodriguéz et
al., 2010; Djé et al., 2006; Bornet et al., 2002a; Bornet
etal., 2002b; Bornet & Branchard, 2001; Zietkiewicz,
etal., 1994).

Este estudio mediante los ISSR, pretende evaluar el
nivel de variabilidad genética intraespecifica de
Attalea moorei, con la finalidad de determinar el grado
de variabilidad genética en las poblaciones naturales,
asi como las relaciones entre ellas. Los resultados
generados serviran de base para la elaboracion de
futuros planes de manejo sostenido para la especie.

MATERIALES Y METODOS

COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO Y EXTRACCION DE
ADN

La variabilidad genética de Attalea moorei fue
evaluada en base de 20 plantas por cada seis
poblaciones naturales: Loreto (Bagazan, Supay Yy
Colpa), San Martin (Cedamillo, Shapaja y
Chayahuaqui), (Figura 1).

La extraccion de ADN, fue realizada mediante el
protocolo CTAB de Doyle & Doyle (1987), a partir de
100 mg de tejido foliar. La amplificacion del ADN se
realizd6 con los primers GACA (GACAGACA-
GACAGACA) y CAG (CAGCAGCAGCAGCAG),
disefiados por Bornet y Branchard (2001); de acuerdo
a la técnica Inter Simple Sequence Repeat-ISSR
(Zietkiewicz et al., 1994). La reacciéon de
amplificacion fue realizada en un volumen total de 25
pl, conteniendo 5 U/ul de Taq polimerasa, 100 ng/pl
de ADN molde, 5X de Buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM
de MgClI2, 10 uM de cada primer y agua ultrapura. Las
condiciones de temperatura fueron: denaturacién
inicial a 95 °C x 1min; seguida de 35 ciclos de:
denaturacion a 94 °C x 30 s, hibridaciéna 59.5°C x 30
s, y extension a 72 °C x 1 min; seguida de una
extension final a 72 °C x 10 min. El patrén de bandas
obtenido, fue verificado en geles de poliacrilamida al
6%, tefiido con nitrato de plata mediante el método
Rabat (Sambrook & Russell, 1991).
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Figura 1. Mapa mostrando la ubicacion geografica de las seis poblaciones naturales de Attalea moorei

estudiadas.

ANALISIS DE DATOS

El polimorfismo entre las poblaciones fue analizado
mediante la observacion de presenciay ausenciade las
bandas entre los individuos con los primers GACA'y
CAG. La variabilidad genética fue establecida
mediante el Andlisis Factorial de Correspondencia
(AFC) considerante el genotipo individual. La
diferenciacion entre las poblaciones fue estimada en
base al indice de fijacion (F,;) propuesto por Weir &
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Cockerham (1984), y las relaciones entre las
agrupaciones fueron establecidas en base a un
dendrograma (método UPGMA\), elaborado a partir de
la distancia genética (D) obtenida segin Reynolds et
al. (1983). Los analisis fueron realizados con la ayuda
de los Softwares GENETIX version 4.05 (Belkhir et
al., 2004), PHYLIP version 3.5 (Felsenstein, 1993) y
TREEVIEW (Page, 1996).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
RELACIONES FILOGEOGRAFICAS DE Attalea moorei

Las poblaciones naturales de la shapaja presentaron
diferentes niveles de variabilidad genética
poblacional. Se obtuvieron 12 bandas informativas
(bandas diferenciales o polimorficas) con los dos
marcadores ISSR analizados: GACA con 9 bandas
informativas (75%) y CAG con tres bandas
informativas (25%). Asimismo fueron encontrados 22
perfiles genéticos (genotipos) entre los 120 individuos
de las seis poblaciones estudiadas, siendo que las
poblaciones sanmartinenses presentaron mayor
diversidad genética (14 genotipos) que las
poblaciones de Loreto (8 genotipos). Se observo que
Chayahuaqui fue la poblacion con mayor diversidad
intrapoblacional (6 genotipos), asi como también
Bagazan y Colpa son poblaciones que comparten dos
genotiposentresi (Tablal).

Los resultados del Anélisis Factorial de
Correspondencia, AFC (Figura 2), muestran una clara
diferenciacion entre las poblaciones loretanas (Supay,
Colpa y Bagazan) y las poblaciones sanmartinenses
(Cedamillo, Shapaja y Chayahuaqui), observandose
dos grupos diferenciados sin sobreposicién entre ellos.
La estructura que muestra la AFC esta probada por la
distribucion por pares del indice de fijacion (F,)
utilizado para establecer la distancia genética (Tablas
2 y 3),. Siendo que los mayores indices son
presentados por Colpa y Shapaja (D=1.8368; F,
=0.8407) y los menores los encontrados entre Colpay
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Bagazén (D=0.0962; F, =0.0917). EI dendograma
obtenido mediante el método UPGMA (Figura 3)
muestra que las poblaciones forman dos principales
agrupaciones: la primera conformada por las
poblaciones de San Martin (Cedamillo, Shapaja y
Chayahuaqui), dentro del cual se observa una sub-
agrupacion constituida por Shapaja y Chayahuaqui.
La segunda agrupacion lo conforman las poblaciones
de Loreto (Bagazan, Colpay Supay), siendo que Colpa
y Bagazan son las més cercanamente relacionadas. La
cercana relacion entre las poblaciones sanmartinenses
como entre las poblaciones loretanas de shapaja nos
sugiere que esta palmeraen el pasado quizas constituia
amplios manchales en la Amazonia. Posteriormente
por ocupacion antropogénica del area, los manchales
fueron sufriendo un constante fraccionamiento, con el
aislamiento de algunas de sus poblaciones lo que
conllevo a una fuerte erosién genética en algunas de
ellas (Por ejemplo Bagazany Colpa).

También existen estudios donde utilizaron marcadores
DALP para evaluar la distancia genética en tres
poblaciones naturales de otras especies de palmeras
como Mauritia flexuosa, (Aspajo et al., 2008). Los
resultados mostraron que las tres poblaciones se
encuentran bien diferenciadas, Esta diferenciacion es
atribuido a las grandes distancias geograficas que
combinadas a la existencia de los rios entre las
poblaciones podrian estar actuando como barreras
naturales que restringen el flujo genético.
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Tabla 1. Genotipos encontrados en las seis poblaciones de Attaleamoorei con dos marcadores ISSR.

: GENOTIPOS

POBLACION "hnoneo- INDIVIDUGS MARCADOR MARCADOR GENOTIPO
POR GENOTIPO GACA GAC

Byl 4 BABBBAAAB BBA BABBBAAABBBA

Bagazan Bg2 10 BBBABAAAB BBA BBBABAAABBBA

* BB B BBBBBBAAB BBA BBBBBBAABBBA

sul 9 BBBABABAB BBA BBBABABABBBA

Supay su2 2 BBBABBBAB BBA BBBABBBABBBA

su3 6 BBBBBBBAB BBA BBBBBBBABBBA

Su4 3 BBBABAAAB BBA BBBABAAABBBA

Col 6 BBBABBAAB BBA BBBABBAABBBA

Colpa Co2 8 BBBABAAAB BBA BBBABAAABBBA

* CoB 6] BBBBBBAAB BBA BBBBBBAABBBA

cd1 8 BAABBABAA ABB BAABBABAAABB

cedanilo cd2 6 BAABBBBBA ABB BAABBBBBAABB

cd3 2 BBABBABAA ABB BBABBABAAABB

Cd4 4 BAABBABBB ABB BAABBABBBABB

sh1 7 BAABAABBB AAB BAABAABBBAAB

Shapaia sh2 9 BAABBBBBB AAB BAABBBBBBAAB

sh3 2 AAABABBAA AAB AAABABBAAAAB

Sh4 2 AAABABBAB AAB AAABABBABAAB

chl 2 AAABAABAB ABB AAABAABABABB

ch2 2 AAABBABAB ABB AAABBABABABB

Chayahuaqui O3 2 AAABBABBB ABB AAABBABBBABB

ch4 6 BAABBBBBB ABB BAABBBBBBABB

chs 5 AAABABBAB ABB AAABABBABABB

ché 3 AAABBBBAB ABB AAABBBBABABB

* Genotipo compartido
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Figura 2. Representacion grafica de los resultados del Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC). Los puntos
estéan distribuidos sobre un plano bidimensional: eje 1 (inercia 51.83%). eje 2 (inercia 12.25%) para las seis

poblaciones naturales de Attalea moorei.

Tabla 2. Matriz del estimador F, de Weir & Cockerham, 1984 para las seis poblaciones naturales analizadas de

Attalea moorei de la Amazonia peruana.

POBLACION  BAGAZAN SUPAY COLPA CEDAMILLO ~ SHAPAJA  CHAYAHUAQUI
Bagazan 0.000 0.373 0.092 0.799 0.814 0.784
Supay 0.000 0.396 0.792 0.808 0.775
Colpa - - 0.000 0.836 0.841 0.815
Cedamillo 0.000 0.540 0.445
Shapaja - - - 0.000 0.423
Chayahuaqui 0.000

*** Altamente significativo a P<0.001
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moorei.
POBLACION BAGAZAN SUPAY COLPA CEDAMILLO SHAPAJA CHAYAHUAQUI
Bagazén 0.000 0.4666 0.0962 1.6037 1.6812 1.5302
Supay - 0.0000 0.5038 1.5693 1.6517 1.4896
Colpa - - 0.0000 1.8072 1.8368 1.6874
Cedamillo 0.0000 0.7766 0.5888
Shapaja - - 0.0000 0.5503
Chayahuaqui 0.0000
*** Altamente significativo a P<0.001
SHAPAJA
CHAYAHUAQUI
100
CEDAMILLO
SUPAY
COLPA BAGAZAN

Figura 3. Dendograma UPGMA generado a partir de las distancias genéticas segin Reynolds (1983) obtenidas

entre seis poblaciones naturales de Attalea moorei.
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