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RESUMEN

La diversidad genética poblacional de sacha inchi Plukenetia volubilis L. fue estimado mediante la técnica DALP
(Amplificacion Directa de Polimorfismo de Longitud), en cuatro localidades deL departamento de San Martin.
Para lo cual, un total de 83 muestras fueron colectadas en las localidades de Habana (21), Shica (20), Cerro Alto
(21) y Tununtunumba (21). El estudio fue basado en el andlisis de ocho marcadores DALP; de los cuales, tres
(DALP221, DALP233 y DALP242) resultaron ser informativos para esta especie, mostrando diferencias a nivel
intra e interpoblacional. Los resultados del Anélisis Factorial de Correspondencia (AFC), indice de fijacion
(promedio de F, = 0.83) y distancia genética (promedio de D = 2.56) muestran que las cuatro poblaciones
estudiadas forman entidades genéticas independientes. Esto, podria ser atribuido al sistema mixto de polinizacion
(autégamo y alégamo) presente en esta especie, que estaria actuando preferentemente dentro de cada poblaciény
no entre las poblaciones. A nivel intrapoblacional, la poblacién Shica presento la mayor diversidad genética (15
genotipos) entre las cuatro poblaciones estudiadas, lo cual estaria relacionado con el mayor tamafio y densidad
poblacional, que favoreceria la polinizacion cruzada, trayendo como consecuencia una mayor diversidad genética.
Laalta divergencia (diferenciacion) genética encontrada entre las cuatro poblaciones evaluadas, podria ser causada
por la ausencia de insectos polinizadores directos, asi como por la presencia de barreras naturales y por la distancia
geogréficaentre ellas, que estaria restringiendo el flujo de genes entre las poblaciones.
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GENETIC VARIABILITY IN NATURAL POPULATIONS OF SACHA INCHI Plukenetia volubilis L.
(EUPHORBIACEAE) IN THE REGION SAN MARTIN (PERU)

ABSTRACT

The population genetic variability in sacha inchi Plukenetia volubilis L. was analyzed in four localities of the San
Martin region. A total of 83 samples collected in the localities of Havana (21), Shica (20), Cerro Alto (21) and
Tununtunumba (21) was analyzed with the technique DALP “Direct Amplification of Length of Polymorphism”.
From eight DALP markers used, three turned out to be informative (DALP221, DALP233y DALP242), showing
differences at intra and inter-population level. The results of the AFC, index of fixation (average of F, = 0.82) and
genetic distance (average of D = 2.56) show that the four populations form independent genetic entities. This could
be attributed to the mixed pollinization system (autogamy and allogamy) present in this species. That would be
acting preferably only among the individuals of each population, but not among different populations. At
intrapopulation level, the population of Shica has the greatest genetic diversity (15 genotypes) of the four studied
populations, which would be related to the great size and population density. This would favor the crossing-
pollinization, having as a consequence a greater genetic diversity. The high genetic diversity among the four
populations of this species could be due to the absence of direct pollinizer insects as well as the presence of natural
barriers and the geographic distance among them, which would be restricting the gene flow among the populations.
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INTRODUCCION

La Amazonia peruana, presenta una extension de
756 866 km2y constituye la décima parte de todos los
bosques del mundo (Kalliola, 1993). En el Perq, la
Amazonia se divide en dos areas geograficas
naturales: selva baja y selva alta, segun su ubicacion
altitudinal, la regién de San Martin se encuentra
ubicada entre estas dos areas geograficas. Esta region,
presenta dentro de su diversidad de recursos
bioldgicos plantas silvestres como el “sacha inchi”
Plukenetia volubilis L. (Valles, 1997), cuyas semillas
presentan elevadas concentraciones de acidos grasos
esenciales tipo -3 y -6 (Hamaker et al., 1992), que le
confieren un potencial econdmico en el mercado
nutracedtico, farmacéutico y alimenticio.

Actualmente, el sacha inchi viene siendo
fuertemente cultivado (I1AP, 2009). Las semillas
iniciales para la mayoria de estos cultivos provino de
sus escasas poblaciones naturales, las cuales fueron
sometidas a grandes presiones de colecta, muchas
veces con métodos prohibitivos. La presion de colecta
sumada a la creciente fragmentacion de habitats,
podria estar causando una fuerte erosion genética en
estas poblaciones. El estado de conservacion genética
de las poblaciones naturales, es esencial para
establecer futuros planes de manejo y de
mejoramiento genético de las especies (Rossiter et al.,
2000; Eirizik et al., 2001; Ferreira & Gratapaglia,
1998). En este sentido, las técnicas moleculares son
poderosas herramientas para el estudio de la
diversidad genética de poblaciones naturales.

Los marcadores DALP (amplificacion directa de
polimorfismo de longitud) utilizados en este estudio
son marcadores que no requieren de informacion
previa sobre el genoma del organismo en estudio, pues
usan primers universales, conocidos también como
primers arbitrarios, los cuales se acoplan a regiones
homologas desconocidas del genoma produciendo
patrones de bandas maultiples. Fueron inventados y
utilizados por primera vez por Desmarais et al. (1998),
para separar dos sub especies de ratones (Mus
musculus musculus y M. musculus domesticus),
reportando diferencias genéticas a nivel
intraespecifico. Esta técnica también fue utilizada
exitosamente para estudiar la variabilidad genética
poblacional en especies vegetales medicinales como
Panax ginseng y Panax quinquefolius (Ha et al.,
2001); y diez poblaciones naturales de Stephania
yunnanensis (Yun-Shu et al., 2008), obteniéndose
resultados informativos a nivel intra e
interpoblacional.
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El presente estudio tuvo como objetivo analizar la
variabilidad genética de cuatro poblaciones naturales
de de sacha inchi Plukenetia volubilis L. de la region
San Martin (Amazonia peruana), evaluados a través de
latécnica DALP.

MATERIALES Y METODOS
MUESTREO DE MATERIAL BIOLOGICO

Fueron colectadas 83 muestras bioldgicas (tejido
foliar) en cuatro poblaciones naturales de sacha inchi
Plukenetia volubilis L. de la region de San Martin
(Figura 1): Tununtunumba (UTM 9275914, 18M
0377811), Shica (UTM 9301077, 18M0315372),
Cerro Alto (UTM 9281954, 18M 0357544) y Habana
(UTM 9326684, 18M 0268917).

EXTRACCION Y AMPLIFICACION DE ADN

La extraccion de ADN, fue realizada mediante el
protocolo CTAB de Doyle & Doyle (1987), a partir de
100 mg de tejido foliar; y laamplificacion del ADN, se
realizé a través de la técnica DALP, utilizando ocho
primes selectivos (Tabla 1), que en combinacion con
un primer reverso permitieron la amplificacion de
diversos fragmentos arbitrarios de ADN gendmico.
Produciendo cada combinacién (marcador), un patrén
especifico de bandas multiples; es decir, cada
marcador amplifico una determinada regién del
genoma. La reaccion de amplificacion fue realizada
en un volumen total de 25 ul, conteniendo 5 U/ul de
Taq polimerasa, 100 ng/ul de ADN molde, 5X de
Buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM de MgCl,, 10 uM de
cada primer y agua ultrapura. Las condiciones de
temperatura fueron: denaturacion inicial a 95 °C x
1min.; seguida de 29 ciclos de: denaturacién a 91 °C x
30 seg., hibridacion a 42.9 °C x 30 seg., y extension a
72 °C x 30 seg.; seguida de una extension final a 72 °C
x 5 min. El patron de bandas obtenido, fue verificado
en geles de poliacrilamida al 6%, tefiido con nitrato de
plata mediante método Rabat (Sambrook & Russell,
1991).

ANALISIS DE DATOS

El polimorfismo entre las muestras fue analizado
mediante la observacién de presenciay ausencia de las
bandas entre los individuos. A partir del cual se realiz
una matriz binaria en base a la presencia (1) y ausencia
(0) de las bandas diferenciales (polimorficas). El
genotipo para cada uno de los individuos fue
establecido a partir de la combinacion de los perfiles
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de bandas generadas por cada uno de los tres primers
DALP. La variabilidad genética a nivel intra e
interpoblacional fueron establecidas mediante el
Anadlisis Factorial de Correspondencia (AFC). La
diferenciacion entre las poblaciones fue estimada en
base al indice de fijacién (F,) propuesto por Weir &
Cockerham (1984); ambos analisis fueron realizados
con la ayuda del software GENETIX version 4.05
(Belkhir et al., 2004). Las relaciones entre las
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poblaciones fue establecida en base a un dendrograma
(método UPGMA), elaborado a partir de la distancia
genética (D) obtenida mediante laférmulaD =- LN (1
-F,) propuesta por Reynolds et al. (1983), asi como los
valores de Bootstrap (calculados en base a 1000
repeticiones) fueron obtenidos con la ayuda de los
softwares PHYLIP version 3.5 (Felsenstein, 1993) y
TREVIEW (Page, 1996).
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Figura 1. Mapa del departamento de San Martin indicando la localizacion
geografica de las cuatro poblaciones naturales de sacha inchi Plukenetia volubilis,

evaluadas en el estudio.
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Tabla 1. Marcadores DALP (Desmarais et al., 1998) utilizados en el andlisis de las
poblaciones de sachainchi (Plukenetia volubilis) de la regién San Martin.

TIPO DE PRIMERS |  PRIMERS SECUENCIA
Primer reverso DALP R TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC
DALP 221 GTTTTCCCAGTCACGACGC
DALP 231 GTTTTCCCAGTCACGACAGC
DALP 232 GTTTTCCCAGTCACGACGAC
Primers DALP 233 GTTTTCCCAGTCACGACACG
selectivos DALP 234 GTTTTCCCAGTCACGACCAG
DALP 235  GTTTTCCCAGTCACGACCAC
DALP 241 GTTTTCCCAGTCACGACTCAG
DALP 242 GTTTTCCCAGTCACGACCTAG

RESULTADOS Y DISCUSION

De los ocho marcadores DALP analizados, tres
resultaron ser polimorficos (DALP221, DALP233 y
DAL242), mostrando diferenciacién a nivel intra e
interpoblacional. EI marcador DAL221 fue el mas
polimérfico, presentando nueve bandas informativas
entre las poblaciones; dos de las cuales fueron
diagnosticas para la poblacién de Tununtunumba
(bandas presentes Unicamente en esta poblacion),
pudiendo diferenciarla genéticamente de las otras
poblaciones. Asi mismo, el marcador DALP233
mostré siete bandas informativas compartidas entre
las diferentes poblaciones de sacha inchi estudiadas.
Finalmente, el marcador DALP242 mostré cinco
bandas informativas, de las cuales, solo una fue
diagnostica para la poblacion de Shica (banda ausente
Unicamente en esta poblacidn).

DIVERSIDAD GENETICA POBLACIONAL

En la region San Martin, las poblaciones naturales
de sacha inchi presentaron diferentes niveles de
diversidad genética poblacional (Figura 2),
encontrdndose un total de 24 perfiles genéticos
(genotipos). La mayor parte de los cuales fueron
encontrados en la poblacién Shica (15); en tanto, los
nueve genotipos restantes se encuentran distribuidas
entre las poblaciones de Cerro Alto (4), Habana (3) y
Tununtunumba (2) que fueron menos diversas.

Los diferentes niveles de diversidad genética
observada en cada una de las poblaciones, podrian
estar influenciados por el sistema mixto de
polinizacion (alégamo y autégamo) presente en esta
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especie, por la capacidad de dispersién del polen y de
las semillas, y por el tamafio y densidad poblacional.
La poblacion de Shica, que muestra la mayor
diversidad genética, es la que presenta el mayor
tamafio y densidad poblacional, por lo que suponemos
que la accion del viento y otros factores abidticos
tienen un mejor efecto en la polinizacion cruzada
(alogamia) en esta poblacidon, aumentando el
intercambio genético dentro de la poblacion y
eventualmente con las otras poblaciones vecinas,
aumento asi su diversidad genética. Esta hipotesis se
ve sustentada por Raven et al. (1992), quien manifiesta
que la polinizacion cruzada por accién del viento
(anemofilia) no es muy eficaz entre individuos
distantes, por no lograr abarcar grandes distancias;
pero es eficiente si los individuos de una especie
crecen unos junto a otros como es el caso de esta
poblacion. En el sacha inchi, los insectos no serian
considerados como polinizadores directos; debido a
que estos, visitan preferentemente solo a las flores
masculinas mas no las flores femeninas, por no
considerarlas atractivas (Cachique, 2006).

En contraste a la poblacién Shica, las poblaciones
Tununtunumba, Habana y Cerro Alto mostraron una
baja diversidad genética (genotipos). Esto podria ser
atribuido a que estas poblaciones presentan un menor
tamafio y densidad poblacional, lo que también habria
dificultado la accion del viento en la polinizacion
cruzada entre plantas dentro de cada una de estas
poblaciones. Pudiendo experimentar procesos de
deriva genética favorecidos por una autofecundacion
constante, facilitando la homogenizacion de los
genotipos y disminuyendo los niveles de diversidad
genéticaen estas poblaciones.
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Figura 2. Genotipos obtenidos con los marcadores DALP 221, DALP 233 y DALP 242 en las cuatro
poblaciones natural de sacha inchi Plukenetia volubilis de la region de San Martin.

VARIABILIDAD GENETICA INTERPOBLACIONAL

Los resultados del Analisis Factorial de
Correspondencia (AFC) muestran una fuerte
estructuracién (diferenciacion) entre las cuatro
poblaciones naturales (Figura 3). Esto es corroborado
por los niveles de diferenciacion genética (promedio
del indice de fijacion: F,= 0.83) encontrados entre la
poblaciones de sacha inchi (Tabla 2). La literatura
reporta que las poblaciones de plantas autégamas
estan fuertemente estructuradas en lineas puras, en
comparacién de las plantas alégamas que
generalmente no presentan una estructuracion
definida (Loveless & Hamrick, 1984). La
estructuracion y altos niveles de diferenciacion
genética encontrados en el sacha inchi, podrian ser
atribuidos a la restriccion del flujo genético resultante
de un conjunto de factores como: la presencia de
barreras naturales entre las poblaciones, la distancia
geografica y el sistema mixto de polinizaciéon que
actuaria preferentemente a nivel intrapoblacional. A
esto se podria sumar que en décadas recientes, la
deforestacion y el dafio de los bosques con la
consecuente fragmentacion de los mismos, podria
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haber dificultado todavia mas, el flujo genético entre
las poblaciones naturales de sacha inchi,
contribuyendo fuertemente al aislamiento de las
mismas, 0 a la disminucion drastica de los agentes
polinizadores 6 dispersores de semilla de esta especie
(si los hubiera); a los cuales, les seria cada vez mas
dificil salvar las distancias entre los fragmentos,
causando a la larga una fuerte diferenciacién genética
entre las poblaciones estudiadas.

En Croton alabamensis, otra Euphorbiaceae que
presenta un sistema mixto de polinizacion (Farmer,
1962) similar al sacha inchi, Van Ee et al. (2006),
reportaron un F, promedio de 0.28 entre poblaciones
naturales, obtenido con la técnica AFLP (marcador
con caracteristicas muy similares al DALP, los autores
usaron también una matriz binaria elaborada en base a
la presencia y ausencia de bandas). Mientras que en el
sacha inchi, nosotros reportamos un F, promedio de
0.83 entre poblaciones naturales. Esta diferenciacién
del F, entre las poblaciones de estas dos especies,
podria ser explicada por la diferencia en los agentes
polinizadores y sus preferencias. En el Croton
alabamensis, la polinizacion es realizada
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directamente por los insectos segin observaciones
hechas por Van Ee et al. (2006), quienes mencionan
que estos visitan tanto a flores masculinas como a
flores femeninas, lo que podria estar favoreciendo el
flujo genético entre las poblaciones de esta especie,
disminuyendo los niveles de F,. En cambio, en el
sacha inchi la polinizacion estaria mas fuertemente
influenciada por accion del viento, que tiene un area de

DIVERSIDAD GENETICA EN POBLACIONES NATURALES DE SACHA INCHI Plukenetia volubilis L.
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accién mas corta en el transporte de polen (actuando
solo entre los individuos de una poblacion, no
pudiendo superar las distancias entre poblaciones
lejanas), lo cual contribuiria al aislamiento genético
entre las poblaciones por una disminucién del flujo
genético a consecuencia de la distancia geografica y
otros factores, trayendo como consecuencia un alto
valor del F,.
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Figura 3. Representacion gréfica de los resultados del Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC), inferidos en
funcion a los genotipos encontrados para las cuatro poblaciones naturales de sacha inchi Plukenetia volubilis de
laregion de San Martin. Los puntos estan distribuidos sobre un plano factorial bidimensional.

Tabla 2. Matriz del estimador Fst (parte superior tabla) y distancia genética (parte inferior tabla) para las cuatro
poblaciones naturales de sacha inchi Plukenetia volubilis de la region de San Martin.

POBLACIONES TUNUNTUNUMBA SHICA HABANA CERRO ALTO
Tununtunumba 0.8260*** 0.9487*** 0.9506***
Shica 1.7486*** 0.7955*** 0.5429***
Habana 2.9706*** 1.5873*** 0.9275***
Cerro Alto 3.0082*** 0.7829*** 2.6235***

*** Altamente significativo a P<<0.001
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RELACIONES FILOGEOGRAFICAS ENTRE LAS CUATRO
POBLACIONES

El dendrograma UPGMA (Figura 4), elaborado en
base a la distancia genética de Reynolds et al. (1983),
ver parte inferior de la Tabla 2, muestra la formacién
de dos grupos: el grupo A, conformado por tres
poblaciones (Habana, Shica, Cerro Alto) divididas en
dos sub grupos; y el grupo B, conformado Gnicamente
por la poblacién de Tununtunumba. Los resultados de
correlacion entre la distancia genética y la distancia
geografica entre estas poblaciones muestran que no
existe una correlacion entre estas dos variables (r
=0.12, p = 0.5). Esto es corroborado por el hecho de
que las poblaciones de Tununtunumba y Cerro Alto
que a pesar de ser las mas cercanas geograficamente
(21 Km) presentan la mayor distancia genética (D=
3.0082) entre ellas. Por lo que se presume, que la
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Cordillera Escalera que separa en gran parte a la
poblacion de Tununtunumba (grupo B) de las demés
poblaciones (grupo A), estaria actuando como una
barrera geogréafica natural (altitud = 1119 m.s.n.m).
Esto estaria limitando un posible flujo genético de esta
poblacion con las demas poblaciones, aumentando los
niveles de diferenciacion genéticaentre ellas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio,
tanto a nivel de genética intra e interpoblacional nos
permiten recomendar lo siguiente: i) conservar a la
poblacion de Shica como stock genético, debida a su
mayor diversidad genética; ii) realizar futuros
cruzamientos entre las poblaciones mas distantes
genéticamente, con la finalidad de obtener nuevas
variantes genéticas aprovechables para el
mejoramiento del sachainchi.

100

Shica

[ ]

Carro Alto

Tumarntunemlb a

Figura 4. Dendrograma de similitud (UPGMA) generado con la distancia genética de Reynolds et al.
(1983) para las cuatro poblaciones de sacha inchi Plukenetia volubilis de la regién de San Martin. Los
numeros en los nudos de las ramas representan valores de Bootstrap para 1000 repeticiones.
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