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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo : Determinar las

caracteristicas genéticas relacionadas al sexo, para mejorar el ecosistema
de los aguajales, en las comunidades de la Region Ucayali, la cual se
desarroll6 en dos etapas. En la primera se identifico las plantas hembras y
machos en el periodo de floracion en el mes de febrero, con 50 hembras, 50
machos, en plantaciones de 10 a 15 afios de edad aproximadamente, en la
segunda se llevo a cabo en los laboratorios de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, utilizando 50 muestras de machos y 50 de hembras, las cuales fueron
sometidas al andlisis de marcadores moleculares, usando la técnica de AFLP por
el método de Doyle & Doyle , se analizaron utilizando 8 combinaciones de pares
de iniciadores. No se utilizd ningun disefio experimental ni prueba estadistica,
solamente la formula para determinar las concentraciones para pruebas de
digestion del ADN solucion para el PCR. Del total de amplificaciones realizadas,
no se encontraron ninglin marcador exclusiva asociado a un sexo.

En cuanto a los resultados obtenidos con el analisis del Scoreo de las diferentes
combinaciones y el analisis de bandas con respecto a los fragmentos, del 01 al
50 que son las hembras y del 51 al 100 que son los machos, resultaron ser
monomorficos para ambos sexos, como también se encontré polimorfismo;
concluyéndose de que no existen bandas especificas para un solo sexo, lo que

indica de que no se encontr6 diferencia de sexo a este nivel.
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ABSTRACT

This research aims: To determine the genetic characteristics related
to sex, to improve the ecosystem aguajales in the communities of
the Ucayali Region, which was developed in two stages. In the first
the female and male plants identified in the flowering period in
February, with 50 females, 50 males, plantations 10 to 15 years old
approximately, in the second was carried out in laboratories
Universidad Nacional Agraria La Molina, using samples from 50
males and 50 females, which were subjected to the analysis of
molecular markers, using the technique of AFLP by the method of
Doyle & Doyle, were analyzed using 8 combinations of primer pairs.
It is used no experimental design or statistical test, only the formula
to determine the concentrations for testing DNA digestion solution
for PCR. Of the total amplifications are not made any exclusive
marker associated with one sex were found.

As for the results obtained by analyzing the Scoreo of different
combinations and analysis of bands with respect to fragments, 01 to
50 which they are females and 51 to 100 are males, were found to
be monomorphic for both sexes as polymorphism was also found;
concluding that there are no specific bands for single -sex, indicating
that no sex difference was found at this level.

KEY WORDS : PCR, sexing, molecular analysis



INTRODUCCION

La amazonia peruana cuenta con una area de 770 000 km?, de las cuales 46
000 km? aproximadamente corresponden a pantanos aguajales, en las regiones
de Loreto y Ucayali el aguaje ( Mauritia fleuxuosa ) es la especie mas
representativa entre las palmeras ( 1 ), origihando los aguajales, que son
ecosistemas caracteristicas de la selva baja, donde convive la flora y fauna con
una gran importancia en la cadena alimenticia de muchas especies silvestres y
microorganismos. La cosecha que se realiza cortando solo las plantas hembras,
es lo que origina la variacion del ecosistema en flora y fauna, asi como la
erosién genética y erosion de los suelos; por lo que el presente trabajo de
investigacion realizado tuvo el siguiente proceso, se efectud primero el analisis
molecular en plantas adultas machos y hembras utilizando marcadores
moleculares de AFLPs, con la técnica del PCR, para la identificacion de rasgos
genéticos ligados al sexo; segundo se debe aplicar a plantulas en vivero. La
principal importancia de dicho trabajo radica en la identificacién temprana del
sexo, disminucion en el costo de produccion, instalar el nimero recomendable
de plantas por hectarea, seleccion de las mejores plantulas, planificacion del
cultivo, etc; de esta manera mejorar los ecosistemas de los aguajales,
repoblamiento de los mismos y de otras areas deforestadas, negociar los
servicios ambientales, porque contribuye al secuestro de carbono mitigando el
cambio climatico( 2, 3, 4,5, 6 ) y como consecuencia el mejoramiento de las
condiciones de vida de las comunidades, manejo adecuado del -cultivo

incluyendo la cosecha.
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I. CAPITULO

1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1.Descripcion del problema

La Amazonia es el mayor bosque tropical que existe en el mundo, con una
extension aproximada de 6,059,000 km? e involucra paises como Brasil
(que posee mas del 50%), Pert (13%), Colombia (10%), Bolivia, Ecuador,
Venezuela, Surinam, Guyana y la Guyana francesa (que comparten los
aproximadamente 27% restantes). Contiene mas del 50% de las especies
registradas hasta el momento ( 7).En el Perd, la Amazonia abarca una
superficie aproximada de 770,000 km2, de las cuales 46 000 km2
corresponden a pantanos aguajales ( 1), albergando una vasta riqgueza de
ecosistemas y especies; haciendo que sus bosques sean mas ricos en
diversidad de especies que cualquier otro bosque tropical del planeta ( 8, 9,
10).

Del total de km2 que corresponde a la Amazonia peruana, 46 000 km2
aproximadamente corresponden a pantanos aguajales (1)

Extensas areas de tierra son cubiertas por esta especie originando los
denominados aguajales, que son ecosistemas caracteristicos de la selva
baja y en los cuales convive con una fauna y flora importante para el
ecosistema. Las cuales son en su mayoria mal manejadas en la cosecha

por el tumbado del mismo.

En Loreto, la Reserva Nacional Pacaya Samiria, cuenta aproximadamente
con 1 milléon de ha aguaje y se asume que cortan 1 000 plantas femeninas
de aguaje en los aguajales existentes en las diferentes cuencas de los rios

donde abunda la especie (1).

Actualmente existe una sobreexplotacion de este recurso; solamente en
lquitos, se consumen aproximadamente 20 TM de frutos de aguaje al dia.
Esto sumado a la practica de métodos destructivos (tala del arbol) en la
colecta, ha originado una fuerte declinaciéon de sus poblaciones naturales,
con la consecuente erosién genética y ocasionando un fuerte impacto en la
economia de los pobladores que usan este recurso como fuente de
ingresos (11, 10, 2,12, 13, 4).

El sistema de reproduccién del aguaje es exogamico (es decir que la

polinizacibn es cruzada entre individuos distintos). La polinizacion es



entomofila. Numerosos insectos fueron identificados en las flores
(coledpteros, moscas, avispas, etc.) pero los polinizadores mas probables

son algunos crisomélidos (Cryptocephalinaee tAlticinae) (14 ).

La floracion y la fructificacion del aguaje se distribuye irregularmente
durante el afio, pero siempre ocurren anualmente ( 15 ). El nimero de
inflorescencias por palmera varia de 5 a 8, siendo que el periodo de
formacion de una inflorescencia masculina hasta la produccion de flores es
de 2 a 3 meses y el de una inflorescencia femenina, es aproximadamente 2
meses; y la produccién de frutos hasta el desprendimiento del raquis varia
de 9 a 12 meses (16, 17).

El aguaje presenta un gran potencial en cuanto a su diversidad biologica,
presentandose ecotipos con caracteristicas muy importantes, pero al mismo
tiempo presentandose un inconveniente, que el aguaje es una planta dioica,
presentando sexos separados en plantas diferentes, por consiguiente
observandose plantas machos y hembras. También existen extensas areas

deforestadas por la agricultura migratoria.

Esta caracteristica dificulta el aspecto de rendimiento ya que una planta
macho es improductiva, restando capacidad productiva a una hectarea de
siembra, ademas, bajo condiciones convencionales de manejo, solo se
puede determinar el sexo de las plantas, cuando estas alcanzan su periodo
de floracién, que se da después de los 5 afios de establecido en campo,
por este motivo formulamos la siguiente pregunta: ¢La utilizacibn de
marcadores moleculares nos permitird determinar el sexo en plantulas de

aguaje en condiciones de vivero?

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1.1 PROBLEMA GENERAL
¢De qué manera variara los ecosistema de los aguajales en
las comunidades, con la diferenciacion sexual cuando se
utiliza la combinaciobn de marcadores moleculares, en

plantulas de aguaje (Mauritia flexuosa), en la Region Ucayali?

1.2.2 PROBLEMAS ESPECIFICOS



e (;Cual serd la variabilidad genética del aguaje, median te
descriptores morfolégicos y moleculares?
e (Cudles seran los rasgos de variacion sexual de plantas

machos y hembras, usando marcadores moleculares?

1.3 OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

1.3.1 Objetivo General

Estudiar la variacién de los ecosistema de los aguajales en las
comunidades, mediante la diferenciacion sexual, por la
combinacion de marcadores moleculares, en plantulas de
aguaje (Mauritia flexuosa), en la Region Ucayali

Determinar las caracteristicas genéticas relacionadas al sexo,
para mejorar el ecosistema de los aguajales, en las
comunidades de la Region Ucayali .

1.3.2 Objetivos Especificos

Determinar la variabilidad genética de aguaje, mediante
descriptores morfolégicos y moleculares

Identificar los rasgos de variacion sexual de plantas macho s y

hembras, usando marcadores moleculares

1.4 HIPOTESIS

H: “los ecosistema de los aguajales en las comunidades,
varian en funcion a la diferenciacién sexual, en plantulas de
aguaje (Mauritia flexuosa)”.

HO: “los ecosistema de los aguajales en las comuni dades, no
varian en funcién a los diferenciacion sexual, en plantulas de

aguaje (Mauritia flexuosa)”.

1.4.2 Hipotesis Especificas

Los descriptores genéticos morfolégicos y moleculares, nos
permitiran la variabilidad genética del aguaje.

Se encuentran rasgos de variacion sexual en plantas machos vy

hembras, usando marcadores moleculares.

1.5 VARIABLES



1.5.1 Variables Independientes
e X1, Genotipos machos y hembras de plantas adultas en
produccioén

e X2, Genotipos de plantulas en vivero

1.5.2 Variables Dependientes
e Y1, Caracteristicas fenotipicas relacionados a los machos y

hembras adultos.

INDICADORES

- Tamafio de planta

- Diadmetro de estipe

- NUmero de hojas

- Numero de racimos

- Numero de frutos por racimo

- Tamafio de fruto

- Color de fruto

- Color de pulpa

- Tamafio de racimo

- Peso de racimo

- Peso de fruto

- Tamafio de hojas

- Color de tallo

- Color estipe

- Pilosidad del estipe

e Y2, Caracteristicas genotipicas relacionados a los machos vy

hembras adultos.

INDICADORES
- Marcador de ADN
- Isoenzimas eco R1 y Msel
- PCR
- RFLP
1.6 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA



En la region Loreto y Ucayali, la especie mas representativa entre las
palmeras es el aguaje (Mauritia flexuosa L.), considerada promisorio desde el
punto de vista econémico, ecoldgico y social. Es una especie de uso multiple,
altamente nutritiva para el hombre, con importancia primordial en las cadenas
alimenticias de muchas especies de fauna silvestre (ungulados, monos y
peces) y con un gran potencial econdmico en el area de servicios ambientales
debido a que contribuye al secuestro de carbono ayudando a mitigar el
cambio climatico ( 2, 3,4, 5, 6).

El aguaje es una palmera tropical muy importante para el poblador
amazoénico, ya que su pulpa provee de vitaminas, minerales y proteinas
indispensables para la dieta diaria, ademas de un potencial econémico para

mejorar la vida de las comunidades.

Extensas areas son deforestadas por la agricultura migratoria, trayendo como
consecuencia, la erosion de los suelos, variacion de los cambios climaticos y
microclimas; ademas del mal manejo de los denominados aguajales, por el

tumbado de plantas hembras en produccién para su cosecha.

Esta especie es una especie dioica, es decir presenta los 6rganos sexuales
machos y hembras en plantas diferentes; debido a esta caracteristica,
presenta inconvenientes para su manejo (cosecha) y el tiempo que demora
para su produccién ( 5 a 6 afios), por lo que es indispensable determinar
caracteristicas relacionadas al sexo en edad temprana, utilizando
metodologias de analisis molecular por la combinacion de marcadores
moleculares; determinando primero en plantas en produccion luego aplicadas

a plantulas en vivero. por lo tanto esta investigacion se justifica porque

- Con los resultados obtenidos se beneficiaran a las comunidades,
desde el punto de vista social y econémica;

- Se mejoraran las condiciones medio ambientas de los ecosistemas;
disminuyendo la erosiéon de los suelos, aumentando el secuestro de
carbono de las areas en reforestacion

- Se mejorara al mismo tiempo los microclimas de los aguajales y
también reforestando areas deforestadas, puesto que esta especie
es un planta rustica que crecen muy bien en suelos &acidos y de bajo
contenido de materia organica.

- Se beneficiaran toda la Region de Ucayali en su conjunto



1.7

VIABILIDAD

Por la importancia que tiene esta palmera en el desarrollo y
bienestar de las comunidades amazébnicas, en el aspecto
econdmico, social, ambiental y ecoldgica; las selecciones de
las diferentes aguajales y las selecciones de plantas dentro de
las mismas, el conocimiento de las metodologias, el uso de los
tipos de marcadores moleculares, asi como los descriptores
morfolégicos que se utilizaran para describir las principales
caracteristicas fenotipicas, de diferenciaciobn de plantas
machos y hembras adultas, los costos del trabajo experimental
de campo y de laboratorio, asi como también el costo de los
marcadores moleculares, es factible de poder adquirirlos; lo
gue se espera nos permita identificar los rasgos vy
caracteristicas de sexos en plantas adultas y aplicarlos en
plantulas en vivero, las cuales traerd consigo el beneficio para
las comunidades asentadas o dependen su subsistencia de las
bondades de esta especie, mejorando las condiciones
sociales, econdmicas, medio ambientales y ecoldgicas de los
ecosistemas aguajales, ademas de la disminucién de la
erosion de los suelos, disminuyendo la tumba de los aguajes vy
reforestando areas donde las condiciones de clima y suelo

sean las adecuadas para el cultivo.

1.8 LIMITACIONES

Teniendo en cuenta, las condiciones en que se desarrollara el
presente trabajo y los procedimientos que se aplicaran, para
cumplir con nuestros objetivos y poder solucionar los
problemas que se ha fundamentado: de la tumba indebida de
plantas hembras para su cosecha, el tiempo que tarda en
manifestar los 6rganos reproductivos, los cambios climéticos
por las areas deforestadas, el aumento del consumo del froto
fuera de la region, etc. Presenta ciertas limitaciones, entre las
gue podemos citar las mas importantes:

Escasos trabajos relacionados a la determinacién del sexo



Epoca de floracién y fructificacion de las plantas, que por lo
general se produce entre julio, agosto, setiembre en los
ecosistemas de los aguajales.

Altura de floracién en condiciones naturales (mayor de 5.00 m)
Edad de las plantas en floracion

Condicion de los aguajales donde se realiza el muestreo

Tipo de muestreo de las partes tiernas de las plantas adultas
Los tipos de cebadores, iniciadores o promotores, que se
utiliza, como marcadores moleculares.

Numero de marcadores moleculares y costos de los mismos
Técnica de PCR, RFLP, AFLP, que se utiliza.



Il.- MARCO TEORICO

Marcos del trabajo

2.1 ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES

Segun ( 18) , para la identificacion del sexo de las plantas de papaya
(Carica papaya L.) del hibrido “Pococi”, se utilizd el protocolo descrito por
Deputy et al. (2002), con algunas modificaciones. Esta metodologia
emplea un PCR multiple que permite la amplificacion simultanea de dos
fragmentos (1.300 y 800 pb respectivamente) para plantas hermafroditas y
de un solo fragmento (1.300 pb) para plantas femeninas. ElI ADN se
extrajo a partir de hojas de plantas de invernadero o campo con dos
metodologias de extraccion, CTAB vy lisis alcalina (NaOH). La amplificacion
por PCR del ADN extraido de muestras foliares de papaya hibrido
“Pococi”, con ambos métodos de extraccion, produjo los fragmentos del
tamafio esperado. La determinacién del sexo de 1.500 plantulas en
almacigo mostré un 46 % de plantulas hermafroditas y un 54% de plantas
femeninas. La proporcion observada de plantas femeninas: hermafroditas
no varié de la esperada (1:1) segun la prueba de chi-cuadrado (p= 0,4237).
Las plantas hermafroditas fueron llevadas al campo y al momento de la
floracion se determind su sexo. La correspondencia entre el sexado por

PCR y la expresion sexual en campo fue de un 98%.

Segun ( 19), el boroj6 (Borojoa patinoi C.) es una planta dioica y los dos
sexos no son fenotipicamente distinguibles antes de la floracion (3-4 afios
después de la siembra), por lo cual la productividad de una poblacion no
seleccionada es sustancialmente reducida. El objetivo del estudio fue
determinar marcadores moleculares AFLP asociados al sexo de borojo. Se
analizaron plantas con sexo molecularmente identificado por PCR,
encontrdndose que de las 64 combinaciones de iniciadores AFLP
evaluadas por su potencial para servir como marcadores especificos de
sexo, las combinaciones EAAC-MCCAA y EACC-MCAT detectaron
diferencias especificas entre machos y hembras de boroj6. Dos de los
fragmentos solo aparecieron en el patron de bandas de individuos machos,
uno por cada combinacion. La longitud aproximada de los fragmentos fue



de 290 pb. La presencia de los marcadores especificos para sexo
masculino fue consistente en los dos grupos de ADN formados para
machos y hembras; ademas. La técnica fue altamente reproducible ya que
40 muestras que fueron procesadas por duplicado arrojaron patrones de
bandas iguales.

(20 ), realiz6 un estudio morfologico-histolégico, de la determinacion del
sexo, en estadios tempranos de desarrollo con el objetivo de estudiar el
desarrollo de la inflorescencia y las estructuras florales masculinas y
femeninas de Mauritia flexuosa L.f.,K., donde se logré determinar el sexo
en estadios tempranos de desarrollo de las estructuras florales,
diferenciando el sexo de las plantas en los primeros estadios, ademas se

ha establecido cuatro estadios hasta la aparicién e u



2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El aguaje es una palmera restricta a América del sur y se distribuye
desde el Norte (cuenca del Orinoco, las Guayanas, Venezuela, Trinidad
y Tobago) hasta el Sur (Cerrado brasilefio, llegando a Mato Grosso del
Sur, Minas Gerais, Goids y Sao Paulo); por el Este en el litoral
brasilefio; y por el Oeste en los valles del piedemonte andino en Bolivia,
Colombia, Ecuadory Peru ( 7, 15, 5).

‘2 Mauritia flexuosa L.
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Figura 01. Mapa de distribucién geogréfica de Mauritia flexuosa

L. f. en el mundo.

En la selva peruana, se cultiva y explotan poblaciones naturales en los
departamentos de Loreto, Ucayali, Huanuco y San Martin,
probablemente estas poblaciones sean originarias de las cuencas de
los rios Huallaga, Ucayali y Maraion. La alta concentracion de
poblaciones casi monoespecificas presentes en la Depresion Ucamara



(area de influencia de los rios Ucayali y Marafién) sugiere que el centro

de diversidad del aguaje podria estar en la Amazonia peruana (15).

BOLMA

® Mauritia flexuosa L f.

Figura 02. Mapa de distribucion geogréafica de M. flexuosa L. f.

en la selva Peruana.

El habitat natural del aguaje esta formado por humedales o pantanos y
zonas con suelos temporal o permanentemente inundados
denominados "aguajales" (en la amazonia peruana son de 6 a 8
millones de hectareas). Aunque esta especie también préspera en
terrenos no inundables con buen drenaje o drenaje deficiente,

soportando inundaciones permanentes de su sistema radicular ( 15, 6)

Segun Linneo (1782) citado en Wikipedia, el aguaje se clasifica en:



Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Mauritia flexuosa L.f.

Reino Vegetal

Division Fanerdgamas

Clase Monocotiledéneas

Subclase Aricidae

Orden Arecales

Familia Arecaceae

Genero Mauritia

Especie flexuosa Linnaeus filius
1782

Mauritia flexuosa es conocido con diferentes nombres cientificos:
Mauritia vinifera Mart, Mauritia sagus Schult. &Schult.f, Mauritia setigera
Griseb. & H.Wendl. 1864, Mauritia sphaerocarpa Burret, Mauritia

flexuosa var. Venezolana Steyern y Saguerus americanus ( 6 ).

Segun el territorio, su nombre comun cambia. Por ejemplo, se llama
aguaje o achual en Peru; caranday, guazi o en Bolivia; butiri-do-brejo,
miriti 0 buritirana en Brasil; canangucha, moriche, aguaje o miriti en

Colombia y moriche en Venezuela ( 6).

Los diferentes morfotipos de frutos encontrados del aguaje se
caracterizaron baséndose en la clasificacion propuesta por ( 15 )
morfotipo “amarillo o ponguete”, con mesocarpio amarillo; morfotipo
“color”, parte superficial del mesocarpio rojo y parte interna amarillo; y el

morfotipo “shambo”, con mesocarpio totalmente rojo (Figura 1).
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Figura 3. Color de pulpa del fruto maduro de aguaje de los

morfotipos amarillo (A), color (B) y shambo (C).

Recientemente, una variedad enano fue identificada en el departamento
de Loreto. Esta variedad se llama aguaje enano o shapishico aguaje.
Ella tiene su fructificacion después de 5, 6 6 7 afios cuando el estipete
mide maximo un metro ( 6 ). Esta variedad tiene un interés econémico
muy grande porque tiene una fructificacidon precoz y la cosecha es facil

(porgue es pequefio) ( 6).
2.2.2 FACTORES ECOLOGICOS
2.2.3.1 Suelo

Los aguajales prosperan naturalmente en terrenos temporales 0
permanentemente inundados, de preferencia en é&reas pantanosas
(suelos histosoles). Asimismo, se adapta a terrenos no inundables con
buen drenaje (suelos ultisoles, oxisoles, inceptisoles, alfisoles y
spodosoles), desde arenosos hasta gley humicos hidromorfos y
provistos de abundante materia organica.

2.2.3.2 Clima



Las condiciones ambientales de adaptacion son: temperatura media
anual maxima de 25.1 °C; temperatura media anual minima de 17.2
°C; promedio maximo de precipitacion total por afio de 3319 mm;
promedio minimo de precipitacion total por afio de 936 mm. Puede ser
encontrado en altitud de 50 m.s.n.m. hasta 1500 m.s.n.m. ( 6, 21).

2.2.4 FENOLOGIA

El sistema de reproduccién del aguaje es exogamico (es decir que la
polinizacién es cruzada entre individuos distintos). La polinizacion es
entomofila. Numerosos insectos estaban identificados en las flores
(cole6pteros, moscas, avispas, etc.) pero los polinizadores mas
probables son algunos crisomélidos (Cryptocephalinaeet Alticinae) ( 14)

La antesis masculina y femenina es nocturna pero no ocurre en el
mismo tiempo para todas las flores de una inflorescencia. La antesis
femenina empieza a la noche y puede durar hasta 4 dias. Ella se nota
por la presencia de una mucosidad interna en la zona del estigma y por
la emision de un olor agradable. La antesis masculina se reconoce por
la apertura de las bracteas florales y la emisién de un olor fuerte y
agradable. Ella dura menos de una noche para cada flor pero toda la

inflorescencia puede persistir 5 a 6 dias ( 14).

La formacién de una inflorescencia femenina como masculina dura
aproximadamente tres meses. Las raquillas emergen entre la quinta y
sexta semana después de la aparicidon de la inflorescencia. Los botones
florales aparecen entre la segunda y tercera semana de las raquillas. La
antesis se produce entre la quinta y sexta semana después de la
aparicion de los botones florales. La maduracién de los frutos varia de 9
al2 meses (14).



2.2.5 FLORACIONY FRUCTIFICACION

El aguaje es una palmera dioica. Por tanto, las inflorescencias

masculinas y femeninas son en diferentes individuos.

La floracién y la fructificacion del aguaje se distribuye irregularmente
durante el afio, pero siempre ocurren anualmente ( 15 ). El niumero de
inflorescencias por palmera varia de 5 a 8, siendo que el periodo de
formacion de una inflorescencia masculina hasta la produccion de flores
es de 2 a 3 meses y el de una inflorescencia femenina, es
aproximadamente 2 meses; y la producciéon de frutos hasta el

desprendimiento del raquis varia de 9 a 12 meses ( 16, 17).

El aguaje, da inicio a su fructificacion entre los 7-8 afios después de la
plantacién, cuando alcanzan una altura de 6-7m; aunque han sido
observadas plantas de menor porte que iniciaron la fructificacion a partir
del 4to afo, se observa mayores concentraciones entre Febrero —

Agosto y relativa escasez de Setiembre — Noviembre ( 22,16, 15).

En el Pertd y la Amazonia norte de Brasil abundan los frutos en la
primera mitad del afio; mientras que en Colombia, Venezuela y la
Amazonia central de Brasil en la segunda mitad del afio ( 24, 15 ). El
aguaje presenta una fructificacion continua durante muchos afios y

decrece a partir de los 40 a 50 afios ( 4).

2.2.6 PROPAGACION

La propagacion por semilla botanica es el método tradicional utilizado.
La vida util de la semilla es corta (aprox. 30 dias). La germinacién es
lenta y epigea, iniciandose la germinacion de los 30 a 82 dias. Las

plantulas estan listas para el trasplante cuando tienen como minimo 30



cm. de altura; esto se logra de 4 a 5 meses después de la siembra en
bolsas plasticas negras, que contienen 2 Kg de sustrato organico

descompuesto mezclado con suelo superficial.

En sistemas monoculturales, el distanciamiento en la siembra del
aguaje varia de 8m x 10 m. debera mantenerse la poblacion maxima de

3 a 10 % de machos.

2.2.7 PLAGAS

Un estudio sobre los insectos del aguaje enano ha identificado ocho
especies peligrosas para la produccién de los aguajes. Estas tienen
que ser controladas porque ellas atacan los racimos, los frutos o las

palmas de manera que pueden llevar a su pérdida ( 6 ).

El predador mas frecuente y mas problematico es un lepidoptero
Eupalamides cyparissais Fab. El pone en la infrutescencia sus larvas,
cavan en los racimos de manera que la savia no puede circular

correctamente y los frutos se caen ( 6 ).

Cuadro 2. Insectos peligrosos para la produccion de los aguajes

(Segun 25)
Insecfos Tipo de dario
Eupalamides cyparissais Fab. Las larvas hacen dafio dentro de los pedunculos,
(Lepiddpteros) los raquis, las raquillas, los peciolos y el estipete.

Antiteuches kerzhneri Rider (Hemipteros) | Pone sus huevos en las raquillas, flores y frutos.

Stenoma sp. (Lepiddpteros) Hace galerias dentro de las raquillas
Clinodiplosis sp. (Dipteros) Las larvas atacan las flores femeninas
Cecidomyiidae (no identificado)

Las larvas producen una llaga en los frutos

(Lepidopteros)




Curculionidae (2 especies

identificadas) (Coledpteras)

no

Las larvas crecen en la pulpa de los frutos

Tyraninion sp. (Coledpteros)

Las larvas crecen en la pulpa de los frutos.

Rhynchophorus palmarum

Vector del nematodo Bursaphelenchus cocophilus
(Cob), agente causal de la enfermedad “Anillo

rojo.” Y las larvas crecen en la corteza del arbol.

2.2.8 VALOR NUTRITIVO DEL FRUTO

La pulpa del aguaje, es el alimento mas nutritivo de los frutos del

tropico.- El andlisis quimico y valor nutritivo de la pulpa es el siguiente:

Cuadro 01. Composicion nutricional de la pulpa de aguaje.

Componentes

Energia

Agua
Proteinas
Lipidos
Carbohidratos
Fibra

Ceniza

Calcio
Fosforo

Hierro

Vitamina A (Retinol)

Tiamina
Riboflabina

Niacina

100 g de pulpa

283,0 kcal
53,69
3,09
21,19
18,1 g
10,4 g
0,99

74,0 mg
27,0 mg
0,7 mg
1062,0 mg
0,12 mg
0,17 mg
0,30 mg




Vitamina C (A. ascorbico) 26,0 mg

2.2.9 MARCADORES MOLECULARES

Existen dos clases de marcadores genéticos: los morfolégicos y los
moleculares (26). En primer orden, la caracterizacion e identificacién
tradicional de variedades se ha basado en el empleo de caracteres
morfologicos y/o agrondmicos (32). No obstante, el uso de marcadores
morfologicos en las plantas tiene muchas limitantes, pues su expresion
puede estar sujeta a factores ambientales o fenolégicos;

por ejemplo la presencia o ausencia de espinas en los citricos. Con
frecuencia estos marcadores solo es Estos marcadores moleculares son
fenotipicamente neutros, presentan mayor segregacion o polimorfismo
gue los morfoldgicos, pueden ser evaluados desde los primeros estados
de desarrollo de las plantulas, son aplicables a cualquier tipo de material
vegetal, son independientes de la época del afio en que se realiza el
analisis, permiten la identificacion correcta de la variedad sin necesidad
de muchos caracteres y estan libres de los efectos epistéticos (26,2,27 ).
Dentro de los marcadores moleculares se menciona la existencia de dos
tipos: las proteinas (principalmente las isoenzimas) y los marcadores de
ADN.

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier
diferencia no tipica controlada genéticamente. Se puede considerar que
cualguier molécula, organica o inorganica, que sea caracteristica de un
organismo o proceso sea un marcador. Los marcadores idoneos son los
de ADN, siendo valido cualquier fragmento que se encuentre muy cerca
del gen o de la secuencia de interés y que l6gicamente no afecte al
caracter en estudio (25). Para (28) un marcador se refiere a cualquier
molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso molecular conocido

gue sirve para monitorear o calibrar la separacion de las mismas



utilizando electroforesis o cromatografia, y un marcador genético como
cualguier gen cuya expresion permite un efecto fenotipico que puede ser
detectado facilmente (por ejemplo, un gen que ocasiona resistencia para

algun antibiotico).

Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el analisis de
las diferencias en pequefias secuencias del ADN entre individuos. Las
técnicas empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los
distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de caracter

dominante o codominante (26).

Algunos ejemplos de ellos son: Polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), Amplificacion aleatoria del ADN
polimoérfico (RAPD), Polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP), Microsatélites o Secuencias simples repetidas
(SSR), Amplificaciéon aleatoria del polimorfismo de microsatélites
(RAMPO) etc. (26).

2.2.10 TIPOS DE MARCADORES

Isoenzimas

Las isoenzimas, o aloenzimas, son las proteinas mas ampliamente
usadas como marcadores moleculares y éstas fueron los primeros
marcadores moleculares usados en genética de plantas (26). Las
isoenzimas son variantes de una misma enzima (son formas
funcionalmente similares de enzimas), que comparten un sustrato en
comun pero difieren en su movilidad electroforética. Incluyen todos los
polimeros de subunidades producidos por diferentes loci o por alelos
diferentes en el mismo locus. Diferentes individuos en una misma
poblacién pueden tener diferentes formas moleculares de la misma
proteina. Esa variabilidad en cuanto a la estructura de las proteinas es

producida por factores genéticos o epigenéticos. Su analisis se realiza



extrayendo la enzima de los tejidos de la planta, tras lo cual, las
variantes son separadas con electroforesis y visualizadas mediante la
tincion del gel con colorantes especificos (27 y 25). Entre las variantes
enziméticas frecuentemente empleadas se mencionan; malato
deshidrogenasa, fosfoglucomatasa, glutamato oxaloacetato
transmitasa, shikimato deshidrogenasa y peroxidasa (29). No obstante,
(26) menciona que el uso de las isoenzimas ha estado muy limitado por
el escaso numero de colorantes enzimaticos disponibles y por la
imposibilidad de contar con suficientes marcadores para cubrir todo un

genoma.

(29) menciona que las isoenzimas han probado ser de gran valor en
estudios de mejoramiento tanto en poblaciones naturales como en
plantaciones de arboles y mantienen cierto valor de utilidad,
especialmente

en estudios a gran escala de estructura poblacional y en relacion con la
resistencia a plagas y enfermedades. También, (29) utilizaron los
sistemas isoenzimaticos como marcadores para discriminar entre varios

clones de bananos y platanos.

Marcadores de ADN

Otro grupo de marcadores son los marcadores de ADN. Segun (27)
dentro de este grupo se incluyen tres categorias basicas. Categoria 1:
métodos que no se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Por ejemplo, RFLP y numero variable de repeticiones en tandem
(VNTRs). Categoria 2: técnicas que utilizan iniciadores (“primer”)
arbitrarios o semiarbitrarios. Por ejemplo, iniciadores PCR multiples
arbitrarios (MAAP), RAPD, RAMPO. Categoria 3: PCR con sitio

“objetivo especifico”. Por ejemplo, SSR, Inter secuencias simples



repetidas (ISSR). Las categorias 2 y 3 son marcadores basados en la
PCR.

Segun se observd en la revision bibliogréafica, los investigadores han
utilizado mayoritariamente unos pocos tipos de marcadores para los
estudios desarrollados en especies frutales del tropico. A continuacion
se presentan una breve referencia de cada uno, asi como ejemplos de

los mismos.

2.2.11POLIMORFISMO DE LA LONGITUD DE LOS
FRAGMENTOS DE RESTRICCION (RFLP)

El andlisis RFLP es una técnica usada en los programas de
investigacién desde los afios 1970. Inicialmente fue empleada para el
mapeo fisico de los adenovirus (27) y en la construccién de un mapa
genético de ligamiento para humanos (31). Ademas en ellas, se
presentan los principios béasicos que sustentan el uso de “Marcadores
Moleculares” y que representan el fundamento de los posteriores
analisis genético - molecular en plantas y animales.

(28) define los RFLPs como la variacion en la longitud de los
fragmentos de ADN producida por una endonucleasa de restriccion
especifica a partir de ADNs gendmicos de dos o mas individuos de una
especie. Los RFLPs se generan por rearreglos o mutaciones que dan
lugar a la creacion o deleccion de sitios de reconocimiento para las
endonucleasas especificas. Estas variaciones también pueden deberse
a la presencia de ADN repetido con diferente cantidad de copias sobre
una region cromosomica especifica (por ejemplo, nimero variable de
repeticiones en serie). El concepto principal fue que la mutacién en el
sitio de restriccidon, o la mutacién que altera la distancia entre los sitios
adyacentes de restriccion podria ser visualizada como “Marcadores de
ADN?”. Para realizar el analisis se necesitan las “enzimas de restriccion”.

(31) menciona que éstas actian como “tijeras moleculares” altamente



especificas. Estas enzimas reconocen y cortan el ADN en sitios
especificos. La alta especificidad para reconocer secuencias es la base
para la mayoria de estrategias de clonaje del ADN. La gran mayoria de
las enzimas de restriccion utilizadas en el clonaje molecular reconocen

secuencias de cuatro, cinco 0 seis nucleotidos de longitud.

Después de la publicacion de (31). En 1980 los RFLPs han sido
ampliamente usados en plantas con diferentes objetivos:
caracterizacion de germoplasma, estudios filogenéticos, pureza de
semillas hibridas, seleccion y/o localizacion de genes especificos
(mediante analisis de ligamiento) de caracteristicas agronomicas

importantes, etc. ( 27, 28).

Los marcadores RFLP se comportan como marcadores codominantes,
en tanto que los marcadores morfologicos y los marcadores basados en
PCR, poseen alelos que interactian de manera dominante/recesiva.
Ademas, el nivel de variacion alélica de los marcadores RFLP en
poblaciones naturales de plantas es mayor que con los marcadores

morfologicos (26).

Los pasos generales para el analisis RFLP son los siguientes: Paso 1.
Aislamiento del ADN. 2. EI ADN se digiere con endonucleasas de
restriccion, que cortan el ADN en puntos que poseen una secuencia
particular de reconocimiento. 3. Los fragmentos son separados con
base en su tamafio usando electroforesis en gel de agarosa. 4. Luego
se aplica la técnica denominada “Southern Transfer” (Transferencia de
ADN), la cual involucra la transferencia del patrén de fragmentos de
electroforesis, a un soporte sdélido y manipulable, por ejemplo a una
membrana de “nylon”. 5. Luego de la transferencia, la membrana se
expone a una sonda marcada, que posee una secuencia homologa a

uno o mas fragmentos o a parte de estos, de tal manera que se produce



la hibridacién del ADN. 6 y 7. La técnica general para producir la sonda
marcada se conoce como “Nick Traslation” y se basa en la remocién en
la sonda, de pequefios grupos de nucledtidos (aproximadamente 10)
con una exonucleasa. Mediante la accion de la enzima ADN polimerasa
I, la cadena se resintetiza a través de la reincorporacién de nucleétidos

marcados radioactivamente o por medio de otras técnicas.

La deteccién de las bandas de hibridacion se realiza por luminiscencia (
27 ). Uno de los pasos del analisis RFLP incluye un procedimiento de
electroforesis. En general, la electroforesis es una técnica comunmente
empleada para la separacion, identificacion y purificacion de moléculas
de acidos nucléicos. Se basa en el hecho de que las moléculas de los
acidos nucleicos estdn cargadas negativamente y migran hacia el
anodo en un campo eléctrico. La electroforesis del ADN usualmente se
realiza en una matriz de agarosa o poliacrilamida, inmersa en un buffer

salino que permita el establecimiento de un campo eléctrico (31).

Segun (31) el costo, la complejidad técnica y la gran cantidad de ADN
que se requiere pueden ser limitantes para el empleo de los RFLP como
técnica de diagnéstico. Otra limitante, que en algunos casos, aunque la
variacion interespecifica es alta, los individuos de una poblacion o los
cultivares de una especie muestran una variacion baja, lo cual reduce
las posibilidades de encontrar polimorfismos utiles. Aunque esto puede
ser solucionado wusando enzimas que corten el ADN mas
frecuentemente, o simplemente, evaluando una mayor variedad de

enzimas.

Para (31), las limitaciones de los marcadores RFLP mencionadas
condujeron a la implementacion de nuevas técnicas moleculares. Este

mismo autor menciona, que en el caso de las plantas, para cierto tipo



de analisis, los RFLP contintan teniendo relativa importancia como

técnica molecular.
2.2.12 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El analisis PCR es un procedimiento in vitro para la sintesis y
duplicacion de secuencias especificas de ADN. Esta tecnologia utiliza
secuencias de oligonucleétidos que inician la sintesis de fragmentos de
ADN de longitudes variables, no mayores de 6 Kb en promedio ( 28 ).
Usa, segun la técnica, uno o dos oligonucleétidos sintéticos
(iniciadores), generalmente de entre 10 a 30 pares de bases de longitud
y complementarios a la secuencia nucleotidica de los extremos del ADN
blanco y disefiados para hibridar en direccion contraria. EI método
implica la ejecucion de una serie repetitiva de ciclos (conocidos como
ciclos térmicos), cada uno de los cuales involucra la desnaturalizacién
del ADN, la union del iniciador a la cadena desnaturalizada y la sintesis,
a partir del iniciador, de una doble cadena mediante la accion de la
polimerasa. Lo anterior resulta en una acumulacion exponencial de un

fragmento especifico de ADN ( 28).

El andlisis PCR, desde su invencion, por Saiki et al. (1985), ha sufrido
modificaciones y en algunos casos ha generado incluso nuevas
técnicas ( 27 ). (26) mencionan que la gran mayoria de los marcadores

moleculares del ADN, de uso actual, se basan en la técnica del PCR.

La técnica PCR ha suministrado un conjunto de marcadores como por
ejemplo; los RAPDs, SSR, AFLPs, regiones amplificadas de secuencias
caracterizadas (SCARs), amplificacion selectiva de loci polimorficos
(SAMPLs), amplificacion azarosa de las huellas del ADN “ADN
Fingerprinting” (RAF) y amplificacién directa con ADN microsatélites
(DAMD) (26).



La ADN polimerasa ADN dependiente es una enzima que, en unas
condiciones determinadas y en presencia de una pequefia cadena de
ADN, que actia como cebador, es capaz de producir millones de copias
de determinados fragmentos del ADN. Estos fragmentos se separan
posteriormente por peso molecular y conformacién mediante técnicas
electroforéticas, obteniéndose un patron de bandas especifico que nos

permite diferenciar individuos (26).

2.2.13 AMPLIFICACION ALEATORIA DEL ADN POLIMORFICO
(RAPD)

Este andlisis fue descrito por primera vez en 1990 por dos grupos de
investigadores independientes ( 32, 33 y 27 mencionan que en esencia
es la misma metodologia PCR, por lo que a veces se le refiere con este

nombre.

La modificacion que les dio origen consistié en sustituir en la tecnologia
PCR, el uso de un par de iniciadores cuidadosamente disefiados y un
poco largos, por un solo iniciador corto, de alrededor de 10 nucleétidos
de longitud y de secuencia arbitraria, con la capacidad de unirse a

regiones especificas en el genoma ( 33y 26, 28).

En el andlisis PCR los dos iniciadores son usados para amplificar una
secuencia especifica del genoma, y en el analisis RAPD, el iniciador se
usa para amplificar secuencias al azar de un patrén complejo de ADN
(27).

Los polimorfismos producidos con la técnica RAPD se denominan
marcadores RAPD, y pueden resultar de cualquier cambio en la
secuencia o sitio de union del iniciador (mutacion puntual), lo cual

impide que el iniciador se una a la cadena, o también pueden ser el



producto de cambios que alteren el tamafo o impidan la exitosa
amplificacion del ADN molde.

Como regla general, el tamafio de las variantes se detecta muy
escasamente y los productos de amplificacion individuales representan
un alelo por locus. En los estudios de herencia, los productos de

amplificacion se comportan como marcadores dominantes ( 33 y 26).

Los RAPDs generan un niumero inmenso de marcadores y, al contrario
de los RFLPs, no requieren de sondas especificas para cada especie y
la cantidad de ADN necesaria para el andlisis es mucho menor (27).

El andlisis RAPD requiere de cinco elementos basicos:

1). ADN molde: ADN proveniente de la muestra a analizar.

2). El iniciador: que es un oligonucledtido, con la propiedad de localizar
y unirse a sitios complementarios del ADN desnaturalizado. Debe tener
un contenido de al menos un 50% de guanina-citocina para funcionar
correctamente.

3). Desoxirribonucleétidos: se requiere de concentraciones adecuadas
de dATP, dGTP, dCTP y de dTTP para la sintesis de la cadena.

4). Solucién buffer.

5). Tag-polimerasa: es una enzima ADNpolimerasa ADN dependiente
termoestable. Tiene la propiedad de restituir la doble cadena de ADN
usando una cadena simple como molde a partir de un punto

determinado, fijado en este caso, por el iniciador ( 27 ).

Durante el andlisis RAPD se dan una serie de reacciones quimicas en
forma ciclica de manera similar a lo que ocurre en una reaccion PCR
pero contemplando la modificacion mencionada anteriormente.

La eficiencia de los marcadores RAPDs puede estar influenciada por
varios factores, entre ellos: EI nimero de ciclos de amplificacion, la
cantidad de ADN inicial, la longitud del ADN, el iniciador y la

temperatura ( 27 ).



2.2.14POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS
FRAGMENTOS AMPLIFICADOS (AFLP)

Los AFLPs son considerados marcadores de alta eficacia, permiten el
analisis de un elevado numero de loci por experimento sin requerir
informacion previa sobre su secuencia, son en su mayoria dominantes y
altamente reproducibles. Sin embargo, la técnica es mas complicada de
ejecutar que la de los RAPD y el SSR, ademas requieren una mayor
cantidad de ADN (26). Se pueden emplear, por ejemplo, en la
construccion del armazoén de los mapas genéticos en el que se localizan
los marcadores codominantes, para discriminar entre individuos
cercanamente relacionados y para localizar genes especificos

en genomas complejos ( 28).

El analisis AFLP combina la digestion con enzimas de restriccion con el
PCR. El primer paso involucra la digestion del ADN con dos enzimas
especifica de restriccion, una de las cuales corta secuencias precisas y
la otra corta mas frecuentemente. Es necesario agregar adaptadores
para que éstos se peguen en los bordes de los fragmentos recién
formados y de esta manera proveer una secuencia conocida para poder
amplificar mediante PCR. En este paso, también se requiere el uso de
ligasas para facilitar la unién entre los bordes de los fragmentos y las

secuencias cortas conocidas.

El uso de adaptadores es necesario porque las secuencias que quedan
en los bordes de los fragmentos, luego de ser cortados, no son

adecuadas para actuar como iniciadores (26).

Si el primer paso se realiz6 adecuadamente, todos los fragmentos de
restriccion se amplificarian mediante PCR. Para poder discriminar entre
todos los fragmentos de restriccion que se forman, se disefian los

iniciadores de tal manera que incorporen el adaptador de secuencia



conocida mas uno, dos o tres pares de bases (dejando por fuera alguna
de las cuatro posibles: A, G, C o T). La amplificacion mediante PCR
solo ocurrira en aquellos fragmentos en donde los iniciadores
encuentren las secuencias complementarias tanto para el adaptador
como para los pares de base adicionales. En este caso, los pares de
bases adicionados actian como nucleétidos selectivos. Si solamente se
utiliza uno de estos nucleétidos se amplificaran mas fragmentos de los
gue se podrian amplificar si se utilizaran dos nucle6tidos. Del mismo
modo, si se utilizan tres nucleétidos se obtendrian menos fragmentos
amplificados. Por alguna razon técnica, la adicion de mas de tres
nucledtidos selectivos al iniciador resulta en una amplificacion PCR no

especifica (26).

Durante el PCR normalmente se realizan dos ciclos térmicos selectivos.
En el primero se utiliza un Unico nucleétido selectivo, en el segundo
ciclo térmico, se utiliza el anterior nucleétido mas uno o dos nucleétidos
selectivos adicionales. Los fragmentos amplificados de esta forma
pueden ser luego separados en un gel de poliacrilamida mediante
electroforesis y los productos de la amplificacion pueden ser

visualizados mediante fluorescencia (26).

(28) menciona que los AFLPs surgen a partir de:

A) Polimorfismos en los sitios de restriccion, en donde una secuencia
especifica para el reconocimiento de una endonucleasa de restriccion,
esta presente o ausente.

B) Polimorfismos en la longitud de la secuencia, donde el nimero de las
secuencias repetidas arregladas en serie (“tandem”) tienen sitios
variables.

C) Cambios en los pares de bases de ADN no asociados con sitios de

restriccion.



2.2.15 MICROSATELITES O SECUENCIAS SIMPLES REPETIDAS
(SSR; MP-PCR)

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) son regiones
de secuencias pequefias (dos a 10 pares de bases) repetidas,
arregladas en serie, las cuales se asume que estan distribuidas
azarosamente por todo el ADN. Son secuencias de ADN altamente
variables dispersas a través de los genomas de hongos, plantas y
animales, los cuales pueden o no estar asociadas con genes, son loci
altamente mutables que pueden estar presentes en muchos sitios del
genoma.

Dado que, la repeticion por si misma no codifica para formar ninguna
proteina, y debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden
recombinarse y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de
secuencias, estas regiones son a menudo altamente variables y
consecuentemente (tiles para medir el polimorfismo entre especies 0

variedades muy relacionadas ( 27, 28 ).

Los tipos de repeticiones que ocurren en los SSR varian entre las
especies. Las repeticiones mas frecuentes en las plantas son (AA)n y
(AT)n . Estas repeticiones estan concentradas en secciones grandes del
ADN que no codifican para genes conocidos y que se han llamado
macrosatélites, por lo que probablemente no son utiles como aquellos
marcadores que estan distribuidos al azar (27). (26) encontraron que las
secuencias (GA)n y (GT)n y sus complementos (CT)n y (CA)n se
presentan con mas frecuencia y estan aleatoriamente espaciadas en el
genoma de maiz. También observaron que estos loci son altamente
polimodrficos entre variedades de arroz, por lo que son utiles como
herramientas de mapeo y para estudios de polimorfismos

intraespecificos.



Los SSRs representan un nivel adicional de informacién genémica que
se puede usar para los estudios de mapeo y para la determinacion de

polimorfismos ( 27 ).

El desarrollo de marcadores SSR es muy laborioso debido a que deben
identificarse y secuenciarse regiones genémicas concretas (bordes del
microsatélite), aunque una vez conseguido presenta un sistema muy

informativo.

Al respecto, (27) mencionan que aunque los microsatélites permiten
analizar solo un locus por experimento son bastante informativos ya que
dejan diferenciar las variantes alélicas de los loci analizados y por lo
tanto identificar grupos de ligamiento entre diferentes mapas genéticos.
Sin embargo, para su desarrollo se precisa conocer la secuencia y, por
lo tanto, son menos numerosos que otros marcadores dominantes.
Estos marcadores son ideales para el estudio de ligamiento genético en
plantas y el mapeo fisico, los estudios poblacionales y la identificacion
de variedades.

La tecnologia para el andlisis de microsatélites es similar a la utilizada
para el andlisis RAPD, con la adicion de una evaluacion vy
secuenciacion previa para determinar los iniciadores. La deteccion del
polimorfismo SSR se realiza mediante un PCR y la separacién de los
productos mediante electroforesis en geles de agarosa, poliacrilamida o
geles de secuenciacion. Las variaciones detectadas por los SSR son el
resultado de cambios en el numero de unidades repetidas (27).

Una técnica derivada de la anterior se conoce como “PCR iniciada con
microsatélites anclados (AMPPCR)” la cual emplea iniciadores con
“anclas” en sus extremos 3" 0 5°. Esta clase de iniciadores consiste de

una, dos o tres bases adicionales al microsatélite, por ejemplo; C(CT)8,



CA(CT)8, CAC(CT)8 o (CT)8C, (CT)8CA y (CT)8CAC, y sirven para
seleccionar aquellas islas de microsatélites en el genoma que estan
flanqueandos con el complemento de bases especificas, por ejemplo;
T(TA)8, GT(GA)8, GTG(GA)8 o (GA)8G, (GA)BGT y (GA)8GTG, por lo
gue se incrementa su especificidad ( 28 ). Generalmente esta técnica es
mas eficiente que las técnicas SSR o RAPDs, ya que ha demostrado

detectar mas variabilidad genética.

2.3 DEFINICIONES CONCEPTUALES

o Acido desoxirribonucleico (ADN). Componente
basico de los genes y del &cido nucleico de Ilos
cromosomas. Constituido por adenina -timina, guanina-
citocina, fosfato y azlcar desoxirribosa.

o Aguajales. Son ecosistemas naturales, que se
encuentran constituidas por rodales o plantaciones de
aguaje (Mauritia flexuosa)

Dioicas. Plantas con flores imperfectas. Las flores
masculinas y flores femeninas, nacen en planta diferentes
Ecologia. Ciencia que se ocupa de las relaciones entre los
organismos y el medio en que viven.

Ecotipo. Individuo o grupo de ellos, que por seleccion
natural o por métodos genotécnicos, se han adaptado a un
medio ambiente o habitad natural.

Embriéon. Se origina con la uniébn de gameto y femenino vy
masculino que es el cigoto .

Electroforesis. Movimiento de una particula cargada (ion)

en un campo eléctrico.



Enzima. Una proteina capaz de catalizar una reaccion,
donde el sustrato, convertido en producto a través de la
formacién de enzim as intermedias sustrato complejo.
Especie. Unidad de clasificacion que sigue al género,
caracterizando que los individuos de esta poblacion pueden
cruzarse libremente en forma natural.

Explante. Segmento pequefio de tejido u o6rgano de la
planta que son usados para inicio de cultivo in vitro.
Fenotipo. Es el caracter externo que se expresa en o0sS
individuos, como resultado de la interacciéon genotipo -medio
ambiente.

Gen. Particula o gran molécula de ADN, que es la unidad
basica de la herencia de los caracteres cualitativos y
cuantitativos.

Genotipo. Conjunto de genes que deter minan el desarrollo
de todos los caracteres y cualidades del organismo.
Mejoramiento genético. Ciencia y arte que permite mejorar
la herencia de las plantas.

Marcadores Moleculares. Son regiones o0 segmentos del
DNA cuya funcion codificadora generalmente se desconoce,
pudiéndose ubicar en las inmediaciones de un gen y
determinar un caracter de interés agrondémico que pueda
evaluarse en cruzas genéticas.

Meristema. Extremo distal del tallo o de la raiz. Tejido de
células indiferenciadas, las cuales se dividen continuamente
y se diferencian en tejidos especializados.

Mutacién. Cambio repentino en los genes o cromosomas de
las plantas, los cuales se caracterizan porque estos cambios
son heredables.

PCR. Se traduce en Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Es una reaccién ciclica dirigida enzimaticamente que la



ampliacion in vitro de una region del acido
desoxiribonucleasa (DNA) localizada en dos regiones de
secuencia conocida.

Seleccién. Cualquier proceso natural o artificial, que
favorece al sobreviviente y a la propagacion de ciertos

individuos.

2.4 BASES EPISTEMICOS

El aumento de la concentracion de CO2 atmosférico por la
combustion de recursos foésiles y la deforestacién constituye
hoy en dia uno de los grandes problemas ambientales. Para
almacenar carbono y asi disminuir la concentracion de CO?2
emitido por la actividad humana, serd necesario interven ir
sobre los sumideros de carbono situados en la biosfera
continental. La reserva superficial mas grande de carbono
susceptible de reaccionar a los modos de gestiéon es el
suelo, que almacena 1600 Gt de carbono.

Ademas se sabe, que la actividad humana produce un Gas
Efecto Invernadero (GEI), el mas importante es el CO” que
representa el 50%, ademdas la actividad humana, mediante
la deforestacion, también es responsable de un 14% vy la
agricultura con un 13%, por lo tanto ambos cumplen un

papel importante en el Cambio Global.

La deforestacién de los bosques tropicales y su conversion
en tierras de cultivo y pastos resulta en un flujo neto de
carbono. Un forma de mitigar este fendOmeno es reducir las
emisiones de CO2 fijandolo y manteniéndolo el mayor
tiempo posible en la biomasa vegetal ( a través d la

fotosintesis), o capturandolo en el suelo a través de la



humidificacion de la materia organica mediante précticas de

manejo adecuadas (1).

El uso de sistemas agroforestales o de reforestacion
planificada, incluyendo el manejo de pastizales mediante el
establecimiento de  sistemas silvopastoriles, pueden
secuestrar en promedio 95 t de carbono por ha. en 15 afios,
ademas de proporcionar bienes y servicios que pueden
evitar la deforestacion de aproximadamente 5 a 20 has
manejadas con sistemas tradicionales (1).

Los Ecosistemas Amazolnicos son fundamentales para la
regulacion del ciclo bioge oquimico del carbono a escala
planetaria por su importancia como sumideros y fuentes de
CO2 atmosférico, y por lo tanto es el balance entre la
mitigacion y emision. La mitigacion se produce por la fijacion
de carbono en la vegetacion por la actividad fotosintética, y
por su secuestro en los suelos por los procesos de
humificacion, mientras la emisiébn se da por la practica de
sistema de uso y gestion inadecuada, como la deforestacion

y quema incontrolada de bosques (1).

La deforestacion de los bosques tropicales es un
componente mayor del ciclo de carbono vy tiene profundas
implicancias para la biodiversidad. La conversion de los
bosques en tierras de cultivo y pastos, resulta es un flujo
neto de carbono a la atmésfera debido a que la
concentracién del carbono en los bosques es mas alta que
en los cultivos en tierras agricolas que los reemplazan (1).
Se ha comprobado que las emisiones de CO2 pueden
aumentar considerablemente después de la tala. Las



diferentes respuestas correctores estan relacionadas con la
modificacion de las condiciones ambientales del suelo,
después de la retirada de la cubierta arborea, en parte
determinadas por los diferentes tratamientos que pueden
recibir las grandes cantidades de residuos generados por la
corta (1).

Los suelos de ecosistemas de aguajales poseen 8% mas de
acidos humicos que los otros ecosistemas, informaci 6n
importante en la estructura de la materia orgéanica de los
suelos, por lo tanto este dato es de especial relevancia
desde el punto de vista de la capacidad de estos
ecosistemas de aguajales para el secuestro de carbono y su
influencia en la reduccion de CO2 atmosférico y/o mitigacion
del calentamiento global.

Como el tiempo de resiliencia de la materia organica
secuestrado en el suelo puede mantenerse miles de afos, y
teniendo en consideracion los resultados recientes derivado
de muchos afios de investigacion exhaustiva respecto a los
estudios realizados en &cidos huamicos en suelos de
ecosistemas de aguajales, nos permite afirmar la esta bilidad
de esta fraccion coloidal, contribuyendo  asi al
almacenamiento del dioxido de carbono (CO2) en el sistema

terrestre.

Ademas esta palmera es particularmente importante por s
valor en la economia social, debido al consumo de su fruto,
como fuentes alimentaria tanto domeéstico e industrial, uso

de hojas y tronco como material de construccion vy



artesania, y ecolbégicamente por su capacidad de

secuestrar.

Los ecosistemas de aguajales en lo que se refiere a
beneficios ambientales proporcionan mayor almacenamiento
por captura de carbono, siendo el suelo el componente que
presenta de 532-632 t/ha (1).

Tradicionalmente los aguajales, estd siendo manejadas de
manera no sostenible, talando los arboles para cosechar sus
frutos. Existiendo en la actualidad la cosecha por ascension,
esto lo practican en la reserva Natural de Pacaya Samiria,
aprovechando aproximadamente 40 afios de produccion

promedio.

Es importante que el Estado Peruano tome la medidas
urgente para el manejo y conservacion de 6.5 millones
aproximados de aguajales, especialmente por sus bondades

ambientales, ecoldgicas, econdmicas y sociales.

Razon méas que suficiente, que el trabajo de investigacion
propuesta a través de la tecnologia molecular, tienen
ventajas sobre otras metodologias que por su alto costo y
otros factores tienen ciertas limitaciones; ademas se puede
aprovechar para realizar otros protocolos y ser aplicados a
los demés recurso naturales que tiene nuestra region

amazonica.



I1l.- MARCO METODOOGICO

3.1. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion, es aplicada y nivel experimental,
debido que la misma esta orientada, a determinar la
diferenciacién sexual analizando muestras de plantas

hembras y machos de plantas adultas en el laboratorio.

3.2 DISENO Y ESQUEMA DE INVESTIGACION

El Disefio de investigacion es experimental con aplicacion de pruebas
de observaciéon y evaluacién cualitativa de bandas monomorficas, que

puedan diferenciarse alguna caracteristica ligadas al sexo.

Reconocimiento y seleccion del area de estudio

El centro de estudio fué la Universidad Nacional de Ucayali,
geograficamente ubicado a 08° 22 31" latitud sur y a 74° 34 237

longitud oeste y 154 msnm.

Los trabajos de analisis de marcadores moleculares se realizé en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Meristemas de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Ucayali y
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La
Molina.

Toma de datos

La toma de datos preliminares de campo se realizo:



a. Durante la evaluacion de los campos de cultivo seleccionados y
con los genotipos hembras, machos y hermafroditas en proceso
productivo(marzo-mayo)

b. Durante el analisis molecular en laboratorio
Tratamientos a realizar
Se realizé la identificacion de genotipos de plantas en proceso

productivo:

T1 = plantas hembras
T2 = plantas machos

T3 = plantas hermafroditas

Caracterizacion de sexo de plantulas en vivero, procedente de

diferentes localidades (mediano plazo)

L1 = Universidad Nacional de Ucayali

L2 = Campo Verde Km 34 C.F.B.

L3 = Alexander Von Humbolt Km 86 C.F.B.
L4 = San Alejandro Km 110 C.F.B.

L5 = Aguaytia

L6= Abujao

L7=rio ucayali y afluentes

La extraccion de ADN se realizé a partir de las hojas frescas jovenes de
cada entrada, siguiendo el método CTAB en pequefia escala de Doyle
& Doyle (1990). Se utilizé genotipos bien identificados de plantas

machos, hembras 50 accesiones de cada una.

3.3 POBLACION Y MUESTRA



El universo lo constituyé los aguajales ( rodales) de las
zonas de Abujao, Masisea, Aguaytia, Nueva Requena, UNU
(plantas que se vienen manejando en el campo de cultivo de
aguaje del Centro de Produccién de la Universidad Nacional
de Ucayali).

La muestra fue constituida por 100 plantas de aguaje,

colectadas proporcionalmente de las zonas mencionadas

La colecta de frutos para desarrollar el vivero, se realizara dentro de las

localidades de Campo Verde, Aguaytia, Masisea, Abujao y caserios del

rio Ucayali y afluentes.

3.4 INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1 Operacionalizacion de las variables

J Coleccién de germoplasma
. Caracterizacion molecular
. Analisis estadistico de la informacion.

3.4.2 Ubicacién del trabajo de investigacion

a. Colecta: el trabajo de investigacion se inici6 en todas aquellas
zonas clasificadas e identificadas como plantas adultas machos y
hembras en la Regién Ucayali.

b. Laboratorio. Con el material vegetal colectado, se traslado al
Laboratorio de tejidos y Biotecnologia de la Universidad Nacional
Agraria La Molina, en ella se selecciond los foliolos en buenas
condiciones del tejido vegetal para la extraccion de ADN, para el



respectivo andlisis y evaluaciéon utilizando marcadores

moleculares.

3.4.2.1 Duracién del experimento

El trabajo de investigacion tuvo una duracion aproximada

de 12 meses febrero a diciembre del 2015.

3.4.3 Ecologiay clima
Segun el Sistema Holdrige, se clasifica como “bosque humedo
tropical” y segun la clasificacion de los bosques amazoénicos
pertenece al ecosistema “bosques tropicales semi-siempre verde

estacional”’. ( 35).

Las condiciones climaticas promedio para la Region Ucayali son:

¢ Temperatura maxima anual 36.5°C
¢ Temperatura media anual 26.9°C
¢ Temperatura minima anual 17. 4°C
¢ Precipitacion promedio anual 1773 mm

3.4.4 Materiales

3.4.4.1 Accesorios 0 equipos paralatomade muestra

Bolsas de polipropileno
Cajas de tecnopor
Bolas con hielo seco

Tijeras

*® & & oo o

Plumones marcadores



Tableros

Lapiz

Alambre galvanizado
Etiquetas de aluminio
Gigantografia

GPS

Termociclador

® & & &6 6 o oo o

Electroforesis

3.4.5.2 Escritorio

e Lapiceros

e Papel bond

o Folder

e Camara fotografica
e CD

e Formatos de evaluacion

3.5 TECNICAS DE RECOJO, PROCESAMIIENTO Y
PRESENTACION DE DATOS

3.5.1 Técnicade andlisis

En la colecta en campo, se hizo un caracterizacion bésica de las
plantas adultas, utilizando un descriptor (IIAP, 2006), de las cuales se
selecciond para el analisis respectivo de las variables evaluados, se
elaboré una base de datos en el programa Excel, para luego ser

analizados utilizando estadistica descriptiva.



Descriptores
Definicién: Es una caracteristica o atributo cuya expresion es facil de medir,
registrar o evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o

comportamiento de una accesion.

Cuadro N°

1.1 Presencia del 0. Np es notor.ia el estjp_ite
o 0/1 1. Si es notoria el estipite
estipite

F_‘ - 'u- iy T 55}‘ p
Figura 1- Aguaje sin estipite distinguible © IIAP, 2006
distinguible © Nahuinlla, 2011

Figura 2 -uje con estipite

1.2 Altura del estipite [m] Es la toma de medida desde el cuello del estipite
hasta la insercién de la hoja viva o funcional.
1.3 Diametro del [cm]  Se mide la circunferencia ubicado entre el 7moy
estipite 8vo entrenudo luego se divide entre pi (3.1416)




1.4 Forma del 1-8 1. Recto
estipite
2. Ensanchado basal
3. Cobnico
4. Cono inverso
5. Ensanchado medio
6. lIrregular

7. Ensanchado superior

8. Estrangulamiento superior y recto hasta la
base

1.5Numero de 4 Contar desde el entrenudo de la base hasta el
entrenudos entrenudo que esta la hoja viva.

Marca de la insercion de

Entrenud

Figura 3 — Entrenudos © Nahuinlla, 2011

Para comparar la longitud promedio se mide los 5
primeros nudos de la base y los 5 ultimos nudos
ubicados cerca a las hojas vivas.(la disminucién
de la longitud de los nudos en el crecimiento del
estipite significa que el esta finalizando el
crecimiento de la planta)

1.6 Longitud de

cm
entrenudos [cm]



1.7 Numero de

entrenudos con 4 Contar el numero de entrenudos que incluyan
raices aéreas raices vivas.
adventicias

N

1 ’
Figura 3 - Entrenudos con raices aer

eas adventicias © Nahuinlla, 2011

2. HOJAS UNID DESCRIPCION
AD
Paratomar los datos a estudiar se corto la 5ta hoja utilizando una escaleray un
machete.

2.1 Filotoxia 1. Copa con tendencia horizontal.
2. Copa con tendencia vertical.

1/2

(b)




) i,,. ' /
Figure 4 - (a) Copacon tendencia horizontal — (b) Copacon tendencia vertical ©
Nahuinlla, 2011

2.2 Sentido de giro D: dextrdgiro - En sentido antihorario.

DL L: levégiro - En sentido horario.
2.3 Numero de hojas 4 Contar las hojas funcionales pero no las muertas.
funcionales
2.4 Color de la hoja Usar la tabla de colores munsell.
bandera
2.5 Color de hojas Usar la tabla de colores munsell.
maduras

2.6 Longitud del peciolo  [cm Se mide donde se ubica la inserciéon del peciolo
] en el estipite hasta las foliolos del escudo.

2.7 Longitud del canal [cm Se mide desde la insercion del peciolo hasta el
]  punto donde nace el canal del peciolo (figura 14)

> 4
. v/

- S B

Figufe 5 - Peciolo y canal. © Nahuinlla, 2011

2.8 Longitud del peciolo Medida donde comienza el canal del peciolo
entre la insercién de [cm hastalainsercion de los foliolos en el escudo

foliolos en el escudo ]  delahoja (figura 13)
hasta el inicio del



canal

2.9 Diametro del peciolo

2.10 Longitud
escudo

del

Medir la circunferencia donde comienza el canal
[cm | del peciolo, luego dividir por el valor de pi (3.1416)
]

[cm Mirar la figura 15

-

Figure 6 - Escudo en el haz de la hoja. © Nahuinlla, 2011
2.11 Longitud del

raquis

2.12 Foliolos

2.12.1 Numero de
foliolos en el
escudos

2.12.2 Numero de
foliolos en el
raquis

2.12.3 Longitud de
foliolo del
escudo

2.12.4 Longitud del
foliolo mayor
del raquis

2.12.5 Longitud del
foliolo menor
del raquis

2.13 Espinas

2.13.1

2.13.2

Presencia en
los foliolos del
escudo

Presencia en
los foliolos del
raquis

[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

0/1/2

0/1/2

Medir desde el escudo hasta el extreno del raquis.

Contar los foliolos que pertenezcan al escudo.

Contar los que estan ubicados en el raquis de la
hoja.

Calcular el promedio midiendo dos foliolos
perpendiculares al peciolo y opuestos
diametralmente.

Medir el foliolo mas grande del raquis

Medir el foliolo menor del raquis

0. Ausente.-no presenta espinas en los
foliolos pertenecientes al escudo.

1. En el haz.- presenta espinas en el haz de
los foliolos pertenecientes al escudo.

2. En el envez.- presenta espinas en el envez
de los foliolos pertenecientes al escudo.

0. Ausente.-no presenta espinas en los
foliolos pertenecientes al raquis.

1. En el haz.- presenta espinas en el haz de
los foliolos pertenecientes al raquis.

2. En el envez.- presenta espinas en el envez



2.13.3 Ubicacion de
espinas en el

foliolo
2.13.4 Numero de
espinas en
los foliolos
del escudo
2.13.5 Numero de
espinas en
los foliolos
del raquis
2.13.6 Longitud
entre la
primera \
ultima
espina de
los foliolo
del escudo
2.13.7 Longitud
entre la
primera y
ultima
espina de
los foliolo
del raquis
2.13.8 Forma de
espinas
3. FLORACION
3.1 Sexo
3.2 Altura a
floracion
3.3 Fecha de
aparicion de la
primera

inflorescencia

3.4Fecha de

1/2/3

[cm]

[cm]

1/2/3

UNIDAD

1/2/3

[m]

de los foliolos pertenecientes al raquis.
1. tercio proximal
2. tercio medio
3. tercio distal

Contar las espinas que se encuentra en cuatro
foliolos pertenecientes al escudo.

Contar las espinas que se encuentran en
cuatro foliolos pertenecientes al raquis.

Medir la distancia desde la primera espina hasta
la altima espina de los cuatro foliolos donde se
conto las espinas

Medir la distancia desde la primera espina hasta
la ultima espina de los cuatro foliolos donde se
conto las espinas

1. rectas
2. curvas
3. otros

DESCRIPCION

1. hembra o pistilada.- Presenta 6rgano
reproductor femenino o pistilos.

2. macho o estaminada.- Presenta 6rgano
reproductor masculino es decor presenta
estambres.

3. hermafrodita.- presenta los dos sexos en la
misma planta.

1. Medicion desde el estipite hasta la primera
floracion.

2. medicion desde el estipite hasta el primer
racimo de de la floracion actual.

Anotar en el orden: DDMMAAAA

Anotar en el orden: DDMMAAAA



aparcion de la
ultima
inflorescencia
3.5Racimos
3.5.1 Numero de
racimos florales
3.5.2 Longitud del

racimo [cm]

3.5.3 Diametro del
racimo [cm]
3.5.4 Numero de
raquillas por racimo
3.5.5 Longitud de las
raquillas
1. Del tercio
proxima
2. Del tercio
medio
3. Del
distal

[cm]

tercio

3.5.6 Numero de
espiguetas en raquillas
1. Del tercio
préxima
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal
3.5.7 Longitud de las
espiguetas
1. Del
préxima
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal

tercio
[cm]

3.5.8 Diametro de la
espiguetas
1. Del
proxima
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal
3.5.9 Numero de flores

masculinas por #
espigueta

tercio
[cm]

Contar los racimos maduros e inmaduros.

1. En el pedunculo medir desde la insercion
en el tallo hasta el inicio de las raquillas.

2. En el raquis medir desde el inicio de la
primera raquilla hasta el apice del racimo.
Medir la circunferencia a nivel antes de
comensar la primera raquilla y el recultudo
dividir entre el valor de pi (3.1416).

Contar las raquillas presentes en un racimo.

Calcular el promedio de seis raquillas ubicadas
en el racimo obtenidas al dividir el racimo en
tres partes o tercios, de cada parte o tercio se
mide dos raquillas opuestas.

Se divide el racimo en tres partes o tercios y
se escoge dos raquillas opuestas de cada
parte o tercio entonces se procede a contar
las espiguetas de cada raquilla.

Se divide el racimo en tres partes o tercios y se
escoge dos raquillas opuestas de cada parte o
tercio luego se divide en tercios la raquilla 'y se
escoge dos espiguetas a continuacion se mide
la longitud de las espiguetas. Calcular el
promedio de las medidas.

Se mide la circunferencia de las espiguetas

escogidas utilizando el sistema anterior luego
dividir entre el valor de pi (3.1416).

Utilizando el sistema anterior se procede a
contar las flores masculinas.



4. FRUCTIFICACION

4.1 Numero de racimos
con frutos formados
4.2 Tipo de fruto

UNIDAD
#

1/2/3/4

4.3 Fecha de inicio de
cosecha del primer
racimo

4.4 Fecha de termino de
cosecha del ultimo
racimo

4.5 Nimero de frutos por
raquilla
1. Del tercio préxima #
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal

4.6 Peso de fruto por

racimo

4.7 Peso de frutos por

raquilla
1. Del tercio préxima
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal

[ka]

(9]

4.8 Diametro ecuatorial

del fruto
1. Del tercio préxima [cm]
2. Del tercio medio

3. Del tercio distal

DDMMAAAA

DDMMAAAA

DESCRIPCION

Se cuenta el nimero de racimos con
frutos formados.

1. Shambo.- fruto de color rojo oscuro,
hay de tamario grande a pequefio, la
pulpa es gruesa de conscistencia
cremosa con alto contenido de grasa.
2. ponguete.- fruto de color amarillo,
hay de tamafio grande a pequefio, la
pulpa es delgada y presenta un bajo
contenido graso.

3. rojizo.- fruto de color rojo, hay de
tamarfo grande a pequefio y presenta
un nivel medio en contenido graso.

4. Coto carnozo.-se caracteriza por
tener un espesor de pulpa gruesa,
ademas la fruta es de tamafio grande
y forma es redonda.

Se anota la fecha de inicio de cosecha
del primer racimo en el orden: dia/
mes/ ano.

Se anota la fecha de termino de
cosecha del ultimo racimo en el orden:
dia/ mes/ ano.

Se cuenta el numero de frutos de
cinco raquillas en cada uno de los
términos.

Se pesa sin el péndulo ni la corola.

Se divide el racimo en tres partes o
tercios y se escoge dos raquillas
onuestas de cada parte o tercio lueao
se divide en tercios la raquilla 'y se
escoge dos frutos a continuacion se
pesa los frutos.

Se toma el didmetro ecuatorial del
fruto (figura 15)



Figura 7 — Fruto. © Nahuinlla, 2011 R
Diametro ecCuatorial >

se toma el diametro longitudinal

4.9 Diametro
longitudinal del fruto
1. Del tercio préxima
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal
4.10 Espesor de la
cascara del fruto
4.11 Espesor del
mesocarpio
4.12 Espesor del
epispermo
4.13 Diametro ecuatorial
de la semilla
1. Del tercio proxima
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal
4.14 Diametro
longitudinal de la
semilla
1. Del tercio préxima
2. Del tercio medio
3. Del tercio distal

5. SANIDAD
5.1 Estipite

51.1
Descascaramiento
de la corteza

[cm]

[cm]
[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

0/1

0/1/2/3/4

(figura 16)

Diametro longitudinal

se mide el espesor de la cascara del

fruto

se mide el espesor del mesocarpo sin
el episperma blanco.
se mide el espesor del epispermo(de

color blanco)

se toma el diametro ecuatorial de la

semilla.

se toma el diametro longitudinal de la

semilla.

DESCRIPCION

0.

1.
0.
1

N

Ausencia
presenta
Ausencia
En un cuarto del
estipite
En un medio del



5.1.2 Presencia de
agujeros

5.1.3 Produccién de
goma

5.1.4 Presencia de
termitas

5.1.5 Presencia de
hormigas

5.1.6 Presencia de
guemaduras

5.2 Hojas
5.2.1 Presencia de

agujeros en el
peciolo

5.2.2 Presencia de
dafios causados por
insectos en los
Foliolos

estipite
3. En tres cuartos del

estipite
4. Entodo el estipite
0/1/2/3/4 0. Ausencia

1. En un cuarto del
estipite
2. En un medio del
estipite
N 3. En tres cuartos del
© Nahuinlla, estipite
4. En todo el estipite

' 0/1/2/3/4 0. Ausencia

1. En un cuarto del
estipite

2. En un medio del
estipite

3. En tres cuartos del
estipite

4. Entodo el estipite

Ausencia
Presencia

Ausencia
Presencia

0/1/2/3/4 0. Ausencia

1. En un cuarto del
estipite

2. En un medio del
estipite

3. En tres cuartos del
estipite

4. En todo el estipite

o PO

0/1
0. Ausencia
1. Presencia

. Ausencia
Presencia

O
~
=
= O



5.2.3 Presencia de 0/1 0. Ausencia
fumagina 1. Presencia
5.3 Racimos
5.3.1 Presencia de 0/1 0. Ausencia
dafios causados por 1. Presencia
insectos
5.3.1 Presencia de 0/1 0. Ausencia
fumagina 1. Presencia
5.4 Frutos
5.4.1 Presencia de 0/1 0. Ausencia
dafios causados por 1. Presencia
insectos en los frutos
5.4.2 Presencia de 0/1 0. Ausencia
fumagina 1. Presencia

3.5.2 Desarrollo de marcadores SCAR

Primero se realizd la caracterizacion usando marcadores AFLP para

buscar asociacion con los diferentes sexos de las plantas.

Luego, de la asociacion los marcadores fueron secuenciados para
convertir en marcadores especificos para la identificacion de sexo, los
cuales seran probados en las plantulas en vivero, colectadas de
diferentes localidades de Coronel Portillo y Padre Abad si se encontrara

algun rasgo de diferenciacion en diferentes sexos.

3.5.3 Materiales para la caracterizacion molecular

Se utilizara la técnica de AFLP (Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos Amplificados), que son considerados marcadores de alta
eficacia, permiten el andlisis de un elevado ndmero de loci por
experimento sin requerir informacién previa sobre su secuencia, son en

su mayoria dominantes y altamente reproducibles.



- Enzimas de restriccién Eco y Mse

- Nitrégeno liquido

- Reactivos para extraccion de ADN

- Materiales para PCR

- Materiales para electroforesis

- Materiales y equipos para la documentacion

- Otros marcadores

3.1.1 Toma de muestra para analisis de marcadores moleculares

3.1.1.1 Codificacién

HEMBRAS MACHOS
C-7/H/IP-Y Al C-10 /M/P-Y Bl
C-3/H/P-SJ A2 C-4/M/P-Y B2
C-6/H/P-M A3 C-7/M/P-SJ B3
C-3/H/P-M A4 C-6/M/P-M B4
C-4/H/P-U A5 C-9/M/P-M BS
C-3/ H/P-U A6 C-5/M/P-U B6
C-2/H/P-CV A7 C-6/M/P-CV B7
C-1/H/P-CV A8 C-8/M/P-CV B8
C-2/H/P- K19 A9 C-11/M/P-K24 B9
C-5/H/P- K19 A10 C-11/M/P-K24  B10
C-6/H/P-K24 All C- /IM/P-N B11l
C- /H/P-N Al2 C- /IM/P-N B12
C-/HP-N Al3 C- IM/IP-K79 B13
C-/ H/IP-MA Al4 C- /IM/P-K86 B14
C- /H/IP-MA A15 C- /IM/P-K86 B15
C- /H/P-K86 Al6 C- IM/P-SA B16
C- /H/IP-A Al7 C- IM/P-SA B17

C-H/IP- A A18 C- IM/P-A B18



C- /H/P-B A19 C- /M/P-B B19
C-/H/P-B A20 C- /M/P-B B20

3.1.2 Analisis de marcadores moleculares

e Extraccion
La extraccion de las muestras de tejido foliar se realiz6 siguiendo las pautas
gue indica el protocolo de Doyle & Doyle CTAB 1987.
Se limpiaron las hojas y se procedié a pesar 100g de muestra en papel
aluminio, con ayuda de tijera y pinzas estériles se cort6 la muestra 'y se
colocé en morteros.
Con la ayuda del nitrégeno liguido a una temperatura de -196 °C se logro
extraer o eliminar el agua que contiene las hojas dejandolas secas, de este
modo se trituraron las muestras con un pilén hasta quedar completamente
polvo.
Con los micro tubo de ependorff completamente congelados se extrajo de
los morteros una cantidad aproximada de muestra triturada (polvo).
Se le agregd 700 pl de buffer o tampon de extraccion, se mezcldé muy bien,
homogenizando por completo la muestra con el tampon para evitar la
degradacion del ADN.
Se incubd las muestras a bafio maria a 65°C por 45 minutos, luego se agité
suavemente las muestras cada 15 minutos; luego se dej6 las muestras a
temperatura ambiente por 2 minutos.
Se agreg0 700 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a cada tubo; se
mezcl6é suavemente por inversion para evitar dafiar el ADN.
Se centrifug6 las muestras durante 5 min a 14000 rpm, se retiré las muestras
de la centrifuga donde se extrajo el sobrenadante a un tubo eppendorff
nuevo. Se tuvo el cuidado de no absorber la interface.
Se volvié a agregar 700 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) a cada

tubo; se mezclé suavemente por inversion para evitar dafiar el ADN.



Se centrifugo las muestras durante 5 min a 14000 rpm, se retir0 las muestras
de la centrifuga donde se extrajo el sobrenadante a un tubo eppendorff
nuevo.

Se agreg6 50 pl de tampdn CTAB al 10% (en NaCl 0.7 M), y se agito
suavemente hasta obtener una mezcla uniforme. Después de uno a dos
minutos se volvid a agregar 700 ul de (24:1) cloroformo/alcohol isoamilico
homogenizando suavemente. Se llevo a la centrifuga a 14000 rpm.

Se volvié a retirar el sobrenadante a un microtubo de 1.5 ml (tubo eppendorff)
al cual se le agreg6 500 ul de isopropanol frio a cada tubo, se invirti6 los
tubos varias veces y se dejé en refrigeracion a -20°C por espacio de 15
minutos.

Después se centrifug6 las muestras a 14000 rpm durante 20 minutos,
después de ello se eliminé cuidadosamente el sobrenadante para no perder
el precipitado de ADN, después se dejé que el precipitado seque colocando
los tubos abiertos de forma invertida por unos 2 minutos.

Luego se lavo el precipitado de ADN en 1ml de etanol al 70 %, se centrifugo
las muestras a 14000 rpm durante 30 minutos, se elimino el etanol y se volvio
a agregar 1 ml de etanol al 90% y se repitié el mismo proceso.

De este modo se dejo secar el precipitado durante toda la noche dejando los
tubos abiertos e invertidos.

Luego se disolvié el precipitado de ADN en 80 ul de ToE;.

- Prueba de Calidad en agarosa

La prueba de calidad se realiz6 en agarosa al 1% para verificar si existia

ADN y si este se encontraba en buen estado, es decir no degradado.

- RN-asa



Después de realizado el analisis de calidad del ADN se adiciono 1 pl de RN-
asa a cada una de las muestras para protegerla y evitar que la muestra se
degrade.

Una vez adicionado la RN-asa se llevé a la incubadora a una temperatura de
37 °C durante 2-3 horas para ayudar a que la RN-asa actue
adecuadamente.

Se retir6 de la incubadora las muestras y se colocé en la congeladora a —20.

- Cuantificacion de ADN

La cuantificacion se realizé mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1%.

El gel de agarosa se corrié durante 20 a 30 minutos en la electroforesis
horizontal.

Después de pasado los 30 minutos se retiro el gel de la camara de
electroforesis horizontal para llevarlo a la cAmara de UV.

En la sala de UV se utilizé los accesorios adecuados para la visualizacion del
ADN y la debida cuantificacion; para ello se utilizaron lentes o protectores
gue evitan el contacto directo con los rayos UV que pueden causar dafios a
las retinas de los ojos.

La cuantificacién se realizé en base a una comparacién con un marcador
denominado lambda A que tiene un peso de 280 nanogramos.

De este modo la cuantificacion se realiz6 mediante la ayuda visual y la
comparacion entre el peso de las muestras con el marcador dando como

resultado:

HEMBRAS Unidada(ng) MACHOS Unidad (ng)

Al 100 Bl 80
A2 100 B2 100
A3 100 B3 100



A4 100 B4 100

A5 100 BS 100
A6 100 B6 80
A7 120 B7 100
A8 90 B8 100
A9 100 B9 100
Al10 120 B10 100
All 100 Bl1l 110
Al12 90 B12 100
Al13 100 B13 90
Al4 100 B14 100
Al5 110 B15 90
Al6 90 B16 100
Al7 100 B17 100
Al8 110 B18 110
Al9 100 B19 90
A20 100 B20 100

La cuantificacion se realiz6 con la finalidad de establecer la cantidad de ADN

con el que se cuenta en cada una de las muestras.

- Dilucion de ADN

Para la dilucién de las muestras se tomo la lectura de cuantificacion de ADN
con la finalidad de uniformizar las mismas mediante una dilucién a 50ng/pl
gue es lo que se trabajé en todos los casos en el laboratorio.

Por lo tanto para el manejo adecuado de las muestras se realizaron a todos
los materiales de ADN una respectiva dilucion, utilizandose la siguiente

formula:

Formula: CixVi=CfxVf



Se llevé las muestras a una concentracion de 50ng/pl en un volumen de 20
pl:
(220ng/u)Vi = (50ng/u) (20 i)
Vi=  1000/120
Vi= 8.3

e Digestidn

Para la digestion se utilizé un master mix de digestion; el contenido del
master mix contiene principalmente enzimas de restriccion Eco Rl y Msel.
Las enzimas de restriccion Eco Rl realizan un corte raro, mientras que la

enzima Msel realiza un corte cohesivo o corte palindrémico.

1 Reaccion pl
H.O 2.45
10x Buffer 1.0
BSA 1.0
Eco 0.5
Mse 0.05

Al realizar el master mix se tomé el nimero de muestras a digerir, mas un
promedio de 3 reacciones mas para reemplazar la pérdida de la mezcla en
los pipetores.

Para el calculo del master mix de digestion:

Reaccién 1 Rx 25 Rx
H,O 2.45 61.25
10x Buffer 1.0 25
BSA 1.0 25

Eco 0.5 12.5



Mse 0.05 1.25

Ademas de las 20 muestras de ADN se colocd 2 muestras repetitivas (B1y
Al) para la prueba de calidad de la digestion.

Se tomo 5 ul de muestra de ADN y 5 ul de master mix, se deposito en strips y
se homogenizé.

Las muestras muy bien homogenizadas fueron llevadas a la |

incubadora a 37 °C por un espacio de 16 horas.

- Calidad

Para la calidad de la digestion se utilizé el método de electroforesis
horizontal, de este modo se utilizé placas de agarosa para correr las dos
muestras repetitivas (Al y B1).

Las placas de agarosa se realizaron teniendo en cuenta el nUmero de
muestras a correr; es decir, mientras mayores sean el numero de las
muestras, mayor es el tamafio de las placas o camas de agarosa.

Para el gel de agarosa al 4% se utilizo:

0.4 gr de agarosa
40 ml de TBE 1X
0.8 pl de bromuro de etidio

De este modo se carg6 9 ul de azul de bromofenoly 1 pl de ADN en el

siguiente orden: A1y B1.

e Ligacion

La muestra que ya ha sido digerida se procedio a ligar, para ello se realizé un
master mix de ligacion que consistio en:

Master mix (Ax) pl (30x) ul

H.O 0.1 3



Eco 1+2 0.5 15

Mse 1+2 0.5 15
10x Buffer 15 375
Ligasa 0.25 7.5

A cada microtubo que fue digerido se le agreg6 2.5ul de master mix de
ligacién y se dejo actuar durante 16 horas a temperatura ambiente.
Después de haber sido digerido y ligado se procedio a realizar una dilucion
tomando 5 pl de la muestra de ADN y se coloc6 en microtubos nuevos o en
una placa de PCR; después se agreg6 en cada uno de ellos 20 ul de Buffer
T10 E 0.1 con lo que se obtuvo un total de 25 pl.

e Pre amplificacién

Para la realizacién de la pre amplificacion se realiz6 un master mix para un

total de 23 reacciones:

Master mix (x) (23x) pl
H.O 11.55 265.65
10x 2.5 57.5
MgCl 2.5 57.5
dNTPs 1.25 28.75
Eco+0 1.0 23
Mse+0 1.0 23

Taq 0.2 4.6

De la muestra de ADN digerido, ligado y diluido en T10 Eg; se extrajo 5 pl de
ADN + 20 pl de master mix de pre amplificacion dando un total de 25 pl que
fueron al termociclador por un espacio de 2 horas y media.

Después de retirarlo del termociclador, de la secuencia de PCR se adicion6
50 pl de H,O MQ.



e Amplificacion selectiva

Para la amplificacion selectiva se utilizaron las siguientes combinaciones:

Para ello se realiz6 un master mix de amplificacion selectiva:

33/40 38/49
45/61 32/49
45/47 30/41
12/61 12/35
Master mix (Ax)
H.O 2.8
10x 1.1
MgCl 1.0
dNTPs 0.6
Eco 2.0
Mse 0.3
Taq 0.2

(23x) pl
64.4
25.3

23

13.8

46

6.9

4.6

Después de realizado el master mix se procedio a tomar 8 ul de master mix y

2 ul de ADN. Que se coloco en una placa nueva de PCR.

Esta placa de PCR se llevo al termociclador para realizar la secuencia

completa de PCR (Amplificacion selectiva) por un promedio de 3 horas.

94.0 | 94.0

4:00 | 0:20

3.1.3 Anadlisis de

Scoreo

T2.0

0:30

resultados

S4.0

72.0

30

Consiste en identificar los fragmentos amplificados de ADN con la ayuda de

un transiluminador de luz.



El analisis de los resultados se realizé mediante la comparacion visual de los
fragmentos amplificados; es decir, se busco6 encontrar, que uno de los sexos
presente fragmentos monomaoérficos en todas las muestras a diferencia del

otro sexo.



IV. RESULTADOS

Teniendo en cuenta los objetivos trazados en este trabajo de investigacion, a

continuacion se presenta los siguientes resultados :

La siguiente tabla presenta datos generales segun la unidad, nimero de
palmeras a utilizar, dato minimo y dato maximo tomados en la plantacién,
promedio segun el nimero de palmeras y tomando en cuenta la varianza.
Cuadro N°

Dato Dato

Variable Unidad numero® o Promedio Varianza
minima maxima

Altura del estipite [m] 92 2.9 8.45 5.38 1.044
Diametro del estipite [cm] 100 41.3 72.45 54.0 5.289
Numero de # 91 45 93 63.7 9.284
entrenudos

Longitud de [cm] 100 5.5 18.1 11.6 2.552
entrenudos de abajo

Longitud de [cm] 92 1.8 8.0 4.4 1.272
entrenudos de arriba

Promedio de la [cm] 92 3.7 11.2 7.9 1.462
longitud de

entrenudos

Numero hojas # 83 12 19 16.2 1.435
Longitud del peciolo [cm] 84 240.0 419.0 321.56 38.32
Longitud del canal [cm] 84 199.0 383 295.67 36.14
Longitud del peciolo [cm] 84 1.0 82.0 25.17 17.83

entre la insercion de
foliolos en el escudo
hasta el inicio del

canal

! Numero de palmeras a estudiar, se observa que faltan palmeras y es necesario de una
escalera o un arnes para extraer una hoja y/o racimo tambien para medir la altura del estipite,
floracion..., etc.



Didmetro del peciolo
Longitud del escudo
Longitud del raquis
Numero de foliolos
del escudo

Numero de foliolos
del raquis

Longitud foliolos del
escudo

Longitud del foliolo
mayor del raquis
Longitud del foliolo
menor del raquis
Altura de la floracion
Numero de racimos
Diametro del
pedunculo

Longitud de racimos
Longitud de
pedunculo

Longitud de raquis
Numero de raquillas
Longitud de raquillas
del tercio préxima
Longitud de raquillas
del tercio medio
Longitud de raquillas
del tercio distal
Numero promedio de
espiguetas del tercio
proxima

Numero promedio de
espiguetas del tercio

medio

[cm]
[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

[m]

[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

[cm]

84

84

84

84

84

84

84

84

71

100

25

25
25

24

25

24

24

23

24

24

5.7

3.0

68.0

71

85

115.5

21.0

81.0

3.35

5.1

89.0
44.0

96.0

31

59.0

65.5

55.5

46.5

42.5

10.5

8.0

150.0

136

123

307.0

323.0

186.0

8.20

8.4

424.0
214.0

359.0

53

169.0

142.5

105.0

74

74

7.89

5.58

111.9

108.3

102.1

246.5

254.7

130.4

14.30

4.93

6.9

272.6
80.3

200.4

40.9

1131

98.1

77.80

58.85

53.85

0.8228

1.197

16.39

12.01

9.01

28.64

36.90

20.82

0.974

2.367

0.985

68.2
36.97

56.5

5.19

24.80

19.03

13.84

6.48

7.13



Numero promedio de
espiguetas del tercio # 23 28.5 56.5 45.98 6.50

préoximo

En el cuadro N° .. se presenta los datos morfoldgicos cuantitativos, estas
caracteristicas morfoldgicas evaluadas son las primeras en ser

cuantificadas, ya que no se ha encontrado registros anteriores desde la

germinacion hasta la fecha.

4.1 COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION Eco45/Mse61

Imagen 02. Combinacion 45/61

El andlisis del Scoreo de las combinaciones 45/61 se determino realizando
una comparacion visual de los fragmentos amplificados mediante una PCR ;
como se muestra en la Imagen 02, los primeros 10 fragmentos corresponden



a los individuos de sexo hembra y los 10 siguientes corresponden a los
individuos machos.

El analisis de bandas determiné que los fragmentos de los individuos del 1 al
10 son monomoérficos, como también los fragmentos del 11 al 20 que
corresponden al grupo de los individuos machos; encontrandose asi que no
existen bandas especificas para un solo sexo, que es lo que se esperaba

encontrar para alguno de los grupos en estudio.6

4.2 COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION Eco033/Mse40

Imagen 01. Combinacién 33/40

La comparacion visual de los 20 individuos en estudio, se muestran
amplificados mediante una PCR donde se puede ver la migracién del ADN de

los individuos en el vidrio de poliacrilamida; los primeros 10 individuos



corresponden al grupo de plantas hembras y los otros diez consecutivos
corresponden al grupo de las plantas machos.

La evaluacién de la combinacion 33/40, como muestra la Imagen 01,
presenta tanto bandas polimoérficas como monomorficos. Sin embargo la
amplificacion arroja como resultados bandas monomorficas para ambos
sexos esto posiblemente sea la expresidon de una caracteristica que se

encuentre presente en ambos grupos de estudio.

4.3. COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION Eco45/Mse47

Imagen 33. Combinacion 45/47



Los fragmentos amplificados de los 20 individuos seleccionados se muestran
definidos en 2 grupos de 10 hembras y 10 machos donde arrojan resultados
de caracteres similares; es decir, que estan expresando caracteristicas
monomorficas para ambos grupos.

De este modo en la combinacién 45/47 no se presenta bandas monomorficas
para un solo grupo; que es lo que se busca identificar para un posterior

secuenciamiento.

4.4. COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION Eco12/Mse61

Imagen 44. Combinacion 12/61



La amplificacién que se realiz6 mediante una PCR de los 10 individuos
hembras y 10 individuos machos se muestra en la migracion en el vidrio de
poliacrilamida se evalué mediante una comparacion visual.

La combinacion que se muestra presenta abundantes y pronunciadas bandas
monomorficas en los primeros 10 individuos tanto como en los otros 10
consecutivos; la evaluacion de cada una de ellas arrojo un resultado
desfavorable frente al posible hallazgo de un segmento monomorfico solo

para uno de los sexos.

4.5. COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION Eco38/Mse49

Imagen 55. Combinacion 38/49



El Scoreo de la Imagen 05 muestra polimorfismos entre los individuos
correspondientes al grupo de los machos, sin embargo los individuos del
grupo en estudio de las hembras presenta alto porcentaje de
monomorfismos.

Esto se debe a la diversidad que expresan las muestras y a la infinidad de

caracteres que pueden ser expresados mediante este procedimiento.

4.6. COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTICCION Eco32/Mse49

Imagen 66. Combinacion 32/49



La combinacién que se muestra en la Imagen 06 amplific6 mayor nimero de
bandas polimoérficas, estas se expresan al encontrarse marcadores a lo largo
de toda la migracion del ADN en el vidrio de poliacrilamida.

En esta imagen se muestra mayor niamero de polimorfismo intersexual asi

COomo entre grupos

4.7. COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION Eco30/Mse41

Imagen 07. Combinacion 30/41



La eleccion de las combinaciones repercute en el resultado que se desea
obtener; como se muestra en la Imagen 07, dicha combinacién presenta
baja cantidad de bandas amplificadas tanto monomaorficas como polimorficas.
Esto debido a que la combinacion 30/41 encontré pocos lugares de corte en

las cadenas de ADN de las muestras de los individuos en estudio.

4.8. COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION Eco12/Mse35

Imagen 08. Combinacion 12/35



Al igual que los resultados anteriores la Imagen 08 muestra bandas
monomaorficas en ambos grupos en estudio a lo largo de toda la migracién
del ADN amplificado.

Es decir que los resultados obtenidos en las anteriores combinaciones son
similares a esta debido a que muestran bandas monomorficas entre

individuos del mismo sexo asi como entre ambos grupo.

V. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Caracteristicas Morfologicas

Las caracteristicas morfolégicas evaluadas, estan resumidas en las mas
conspicuas entre el estipe (Tronco), hojas, peddnculo, foliolos, frutos
racimos y por tratarse de una plantacion sembrada y de las otras zonas
muestreadas coinciden con la misma época y afio; en base a ello
analizaremos los datos del cuadro adjunto, considerando una muestra de
100 plantas, cuya edades esta entre los 8 a 10 afios y una altura promedio
de 5 metros, coincidiendo con lo mencionado en afios a la fructificacion con
Villachica .(27)

El nimero de plantas evaluadas por cada caracteristica no suman los 100,
debido al momento de evaluar no estaban en condiciones adecuadas, para
registrar.

La germinacion como punto de inicio del ciclo vegetativo del cultivo es
considerada, tanto para las areas manejadas como los rodales naturales,
este tipo de muestreo se realizd para disminuir la variabilidad en la toma de

datos de las caracteristicas morfoldgicas y a nivel del ADN.



En el cuadro.... Se puede observar que los caracteres : altura de estipe,
longitud de entrenudos, niamero de hojas, diametro de peciolo, altura a la
floracién, nimero de racimos, altura a la floracion, diametro de pedunculo,
namero de raquillas, tiene una variancia entre 0.97 a 5.2. Estos resultados
nos indica una baja desviacién de los datos con respecto a la media
aritmética, o tiene una baja variabilidad entre dichos resultados de
medicion, Calzada 1980 (3)

Mientras que a nivel medio estdn : numero de entrenudos, niumero de
espiguetas, numero de foliolos, longitud de raquis y longitud de peciolo, la
variancia esta ente 7.13 a 17.8: nos indica una variabilidad media entre los
datos registrados por cada variable registrada, Calzada (3)

Y una alta variancia entre : longitud de raquillas, longitud de raquis,
longitud de foliolos, longitud de peciolos, longitud de racimos, longitud de
peciolo, la variancia esta entre 24 y 68, lo que nos indica una alta
variabilidad o dispersion entre los datos registrados con respecto a la
media aritmética. Calzada (3).

Esta diferencia de la variancia que encontramos en estos tres niveles,
podemos afirmar que se debe a una serie de factores : ambientales,
genéticos y sus interacciones.

Tratdndose de variables cuantitativas, tanto discretas como continuas, las
variancia como un parametro estadistico que nos indica la dispersion de
los datos registrados por cada caracteristica o variable; por lo que se
puede afirmar que los factores época y afio de siembra por tratarse de
areas manejadas empiricamente como los rodales naturales, no coinciden
por mas que aproximamos las plantas seleccionadas por su fenotipo . Los
factores climaticos son diferentes de un area a otro especialmente en la
precipitacion, también por el tipo de suelo o topografia.

Por ser una especie dioica, es una planta heterbgama de polinizaciéon
cruzada, por ende tiene una variabilidad genética natural y poblacion
heterogénea; sumado a la interaccion de la parte genética y el medio

ambiente, es predecible encontrar una variancia inusual cuando se toma



muestras que tienen caracteristicas o variables que no hayan sido tratadas
de acuerdo a los procedimientos estadisticos disefiados para cada tipo de
investigacion, por lo que no concuerdan con los resultados obtenidos por

(37) en frutales nativos .

Andlisis Molecular

Para la digestion del ADN, se utiliz6 dos enzimas de restriccion diferente,
uno de los cuales hacen los cortes mas frecuentes con cuatro bases y el
otro menos frecuentes con seis bases. Por lo que se utiliz6 ocho
combinaciones de enzima/ cebador, que son el Eco (corta solamente
cuando encuentra la secuencia 5”...GAATTTC...3” en la doble hélice) y
Mse, luego de utilizar el PCR y la corrida en electroforesis podemos afirmar
realizado el scoreo, la presencia de bandas monomdficas y polimorficas
tanto en las muestras del sexo masculino como femenino; también, se
observa que existe una gran variabilidad genética, por la presencia
indistintamente de estas bandas que pueden deberse a la manifestacion de
otras caracteristicas que es menester analizar y probar a que tipo de
caracteristicas se deba; como manifiesta Camarena. Chura.Blas.(2010),
gue no siempre los marcadores moleculares manifiestan las caracteristicas
en estudio a pesar de estandarizar los protocolos.

Las combinaciones Eco 45/Mse 61, Eco 45/Mse 47, Ecol2/Mse 61, tienen
en mayor porcentaje bandas monomorficas, tanto en las muestras de los
machos como en las hembras. Las combinaciones
Eco38/Se49,Eco30/Mse4l, Ecol2/Mse35, tienen un mayor porcentaje de
bandas de polimorfismo de machos y mayor porcentaje de monomorfismo
Las combinaciones Eco33/Mse40, Eco 32/Mse49, tienen bandas de
polimorfismo intersexual, es decir que tanto en las muestras de los
machos y hembras presentan en proporciones similares de polimorfismo,
la cual puede deberse a la presencia de otras caracteristicas que se

expresan mediante este procedimiento en ambos sexos.



Estos resultados no se puede decir que hayan obtenido otros similares
mediante esta técnica, a pesar que el sexado realizado en papaya (Carica
papaya L. ),por ( 18 ), son procedimiento diferentes, cuyo protocolo
descrito por (19), que emplea un PCR multi,el borojé (Borojo patinoi C.)
cuyo objetivo fue determinar marcadores moleculares AFLP asociados al

sexo, asi como algunos estudios realizados en el Brasil.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los objetivos. los resultados y discusiones obtenidos en
el presente trabajo de investigacion, se llegé a las siguientes conclusiones:

a). No se encontré diferencias sexuales a nivel molecular en las plantas
adultas hembras y machos utilizando la técnica de AFLP.

b). Se encontr6 bandas monomérficas para ambos sexos, que corresponde a
la expresion de una caracteristica no especifica, que se encuentre presente
en ambos sexos.

c). Se obtuvo un alto porcentaje de polimorfismo entre individuos del mismo
sexo mostrando asi diversidad genética.

SUGERENCIAS

a). Buscar el financiamiento con el fin de utilizar otras técnicas como es el
caso del marcador RAPD que no utiliza como principio la PCR, pero que
presenta un solo iniciador que se usa para amplificar secuencias al azar de
un patrén complejo de ADN.

b). Utilizacibn de ADN de otros 6rganos de la planta como raices, frutos,
tallos, 6rganos reproductivos, etc.

c). Utilizar una muestra mas grande de plantas adultas (200 plantas) o buscar
muestras pequefas pero de diferentes lugares de rodales naturales
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ANEXOS

FLUJOGRAMA DE TECNICA DE MARCADOR AFLP

EXTRACCION Prueba de calidad
DILUCION Prueba da calidad
DIGESTION rueba de calidad
LIGACION Prueba de calidad
DILUCION Prueba de calidad
PRE-

PCR - Termociciadar

AMPLIFICACION

AMPLIFICACION

SELECTIVA PCR - Termocidadar
ELECTROFORESIS it
VERTICAL poliacrilamida
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Extraccion de AND en tubos de plastico
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Muestras que fueron utilizadas con PCR
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Lamina en policrolamida al UV (escoreo)

ok DORE (R e Bl

e . = - |

= - B S

Una muestra de ADN de un sexo definido en tras luz de UV, tipo polimérfico







