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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo caracterizar morfoldgica y genéticamente las seis especies
taxondmicas mas un morfotipo del género Plukenetia reportadas para la Amazonia
peruana: P. volubilis, P. brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia, P. huayllabambana, P.
carolis-vegae y Plukenetia sp. morfotipo Cusco. Para lo cual se colectaron muestras
biologicas de entre cuatro a seis individuos por especie y morfotipo en las localidades de
procedencia de las diferentes especies en la Amazonia peruana (regiones Amazonas,
Cusco, Loreto y San Martin). Para la caracterizacion molecular fue realizado el
secuenciamiento nucleotidico de dos regiones del genoma de estas especies (region nuclear
ribosomal ITS y la region cloroplésica trnH-psbA). El analisis de divergencia genética y
los arboles filogeneticos permitieron corroborar la identidad taxondmica de cinco de las
seis especies taxonomicas (P. volubilis, P. brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia, P.
huayllabambana), ademas de determinar que las especies P. huayllabambana y P. carolis-
vegae constituyen una sola entidad genética (Distancia genética = 0.000), es decir
constituirian especies sinonimas. Al contrario P. volubilis y P. volubilis morfotipo Cusco
presentan dos entidades genéticas diferentes (Distancia genética entre 0.010 y 0.033), es
decir seria una nueva especie. Asimismo, las especies taxonomicas P. volubilis, P.
huayllabambana y P. carolis-vegae, mas el morfotipo Cusco Plukenetia sp estarian

conformando un grupo monofilético (presentan un ancestro comun).

Palabras clave: Plukenetia, secuenciamiento nucleotidico, ITS, trnH-psbA.
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Abstract

This study aimed to characterize morphologically and genetically six taxonomic species
plus one morphotype of the genus Plukenetia reported for the Peruvian Amazon: P.
volubilis, P. brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia, P. huayllabambana, P. carolis-
vegae and Plukenetia sp. morphotype Cuzco. For which biological samples were collected
from four to six individuals per species and morphotype in the localities of origin of the
different species in the Peruvian Amazon (Amazonas, Cusco, Loreto and San Martin
regions). For the molecular characterization was performed the nucleotide sequencing of
two regions of the genome of these species (nuclear ribosomal ITS region and the
chloroplast trnH-psbA region). The analysis of genetic divergence and phylogenetic trees
allowed to corroborate the taxonomic identity of five of the six taxonomic species (P.
volubilis, P. brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia, P. huayllabambana), in addition to
determining which species P. huayllabambana and P. carolis-vegae constitute a single
genetic entity (genetic distance = 0.000), is they constitute synonymous species. Unlike P.
volubilis and P. volubilis Cuzco morphotype present two different genetic entities (Genetic
distance between 0.010 and 0.033), ie would be a new species. Also the taxonomic species
P. volubilis, P. huayllabambana and P. carolis-vegae plus Plukenetia sp Cuzco
morphotype. They would be forming a monophyletic group (they have a common

ancestor).

Keywords: Plukenetia, nucleotide sequencing, ITS, trnH-psbA.




Introduccion

La Amazonia peruana es una de las regiones biologicas mas diversas del mundo,
presenta diferentes ecosistemas y un elevado numero de especies (Kalliola, 1993). Los
pisos ecoldgicos diversos presentes en la region amazonica permitio, la domesticacion de
numerosas especies nativas de plantas con una gran variabilidad genética (Zapata, 2001),
muchas de las cuales poseen gran potencial econdmico y constituyen un importante aporte
en la region. En las ultimas décadas la Amazonia ha sufrido una fuerte ocupacion
poblacional y territorial. Generando en algunas regiones, una gran pérdida de diversidad en
la flora y fauna amazodnica (muchas de las cuales todavia no estudiadas, es decir sin que se
tenga una real vision de su potencial econdémico), debido a un continuo reemplazo de los
bosques por una agricultura extensiva de especies domesticadas o en proceso de
domesticacion. Existe la necesidad de generar informacion base (biologia, sistematica
morfologia y molecular, etc.) sobre la biodiversidad para conocer la real amplitud de estos
recursos, especialmente de aquellas que posean un potencial econdmico. El conocimiento
de la identidad taxonomica de las especies, es un factor importante para la conservacion y
en los procesos de domesticacion o mejoramiento de las especies de un determinado

geénero.

Este es el caso de especies diversas como el sacha inchi, en la que hasta el momento
no conocemos la real extension de su biodiversidad. Hasta el 2009 los estudios existentes,
abordaban la caracterizacion taxondmica solo en base a analisis morfologicos, los cuales
no permitian diferenciar claramente las especies; debido a que los caracteres diagnosticos
(caracteres diferenciales entre las especies) dificultaban una identificacion taxondmica
segura (Rodriguez et al., 2010). En el afio 2010 se realizo la primera revision taxondmica
molecular en base a tres primers (CAA (CAACAACAACAACAA), CAG
(CAGCAGCAGCAGCAG) y GACA GACAGACAGACAGACA)), o cebadores
universales (ISSR) disefiados por Bornet & Branchard (2001) (Rodriguez et al., 2010). Los
marcadores utilizados en este estudio no permitieron conclusiones definitivas a cerca de la
extension de la diversidad especifica y las relaciones entre las especies en este género, por
lo que fue necesario realizar nuevas evaluaciones en base a herramientas moleculares
mucho mas sélidas. Como las secuencias nucleotidicas que son utilizados no solo para la

identificacion de especies (codigos de barras), sino también para establecer y esclarecer



relaciones filogenéticas dificiles de abordar por otros métodos, asi como también para
cuestionar visiones basadas solo en evaluaciones morfoldgicas (Judd et al., 1999; Bornet

& Branchard, 2001; Garcia-Davila et al., 2013).

En este sentido, para el presente estudio se utilizo las secuencias nucleotidicas del gen
nuclear (ITS) y gen cloropléstico (#rnH - psbA) para generar informacion sobre las
relaciones filogenéticas entre las diferentes especies y morfotipos del género Plukenetia
Linnaeus, 1753 (Euphorbiaceae) presentes en la Amazonia peruana. Pretendiendo de esta
manera generar informacion que pueda contribuir al conocimiento y domesticacion de este

género en la Amazonia peruana.

Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo general: Caracterizar genéticamente

las especies del género Plukenetia en la Amazonia peruana.

Y como objetivos especificos: Caracterizar morfoldégicamente seis especies y un
morfotipo del género Plukenetia provenientes de poblaciones naturales de la Amazonia
peruana y Establecer las relaciones filogenéticas entre seis especies y un morfotipo del

género Plukenetia provenientes de poblaciones naturales de la Amazonia peruana.

El presente trabajo de investigacion tuvo las siguientes estructuras:

Referencias bibliograficas, materiales y métodos y resultados y discusiones.



1.1.

1.2

CAPITULO 1
REVISION BIBLIOGRAFICAS

Evolucion

La evolucion es el cambio hereditario de los organismos que se da a través del
tiempo, el cual se forma con la interaccion que existe entre el organismo y su
ambiente, modificando (directa o indirectamente) los cambios que se daran de una
generacion a otra (Soler, 2002; Aguilar, 2002). En 1859 se aceptd formalmente la
teoria del origen de las especies propuesta por Darwin, que explica los principios de
la evolucién como: (1) la “variacion”, que es la que explica que los individuos
pueden tener genes similares, pero diferir en las caracteristicas fenotipicas y
ambientales; (2) la “herencia”, que es la que permite que las variaciones puedan ser
transmitidas de una generacion a otra; y por ultimo, (3) la “seleccion natural”, que es
considerada como el principal motor de la evolucion, porque permite que los
caracteres favorables sean fijados de una generacion a otra y los desfavorables sean
eliminados por seleccion, de esta manera las diferencias biologicas heredables
existentes entre los individuos conducen al cambio genético en poblaciones o
especies (Endeler, 1986; Harrison, 2001; Reznik, 2001; Zamora, 2002). Esta teoria
afirma también, que los cambios que se dan en los organismos, ocasionados por la
seleccion natural, después de un prolongado periodo de tiempo producen organismos
diferentes a su ancestro, es decir otra especie (Ayala et al., 2000). Asi mismo con la
complementacion de la “teoria mendeliana de la herencia”, dan lugar actualmente a
la “teoria sintética de la evolucion”, apoyado en los conocimientos de la genética y
del tratamiento matematico de la dinamica de poblaciones (Fisher, 1930;

Dozhansky, 1937; Soler, 2002; Aguilar, 2002).

Especiacion

Para comprender la especiacion, es necesario saber qué es una especie. El concepto
de especie es basico en la biologia, pero cada area como la genética, taxonomia,
biogeografia, paleontologia, etc., presentan su definicién propia (Tinnaut & Ruano,
2002). La especie es una palabra del latin “specie”, que significa, conjunto de cosas
a las que conviene una misma definicion. Las especies son grupos de poblaciones

naturales que potencialmente pueden entrecruzarse y que estan reproductivamente



1.3.

1.4.

aislado de otros organismos (Mayr, 1942). Asi mismo, la especie es el fundamento

para crear las clasificaciones (Mishler & De Luna, 1997).

Entonces, la especiacion se puede definir, como el proceso de formaciones de
nuevas especies por la presencia de barreras (reproductivas, geograficas) las cuales
se definen como aquellas caracteristicas internas o externas de los organismos que
impiden o minimizan el intercambio de genes entre organismos de poblaciones
distintas (Cuevas, 2012), asi mismo es la responsable de la diversidad bioldgica
existente (Wood & Rieseberg, 2001). Para que se de este proceso, debe existir
divergencia genética y aislamiento reproductivo entre especies antes relacionadas,
ambos procesos se pueden dar por especiacion alopatrica o por especiacion
simpatrica (Otte, 2001). Especiacion alopatrica o geografica, el cual consiste en la
separacion geografica de una especie con su ancestro comun, llegando a formar
poblaciones geograficamente aisladas (Mayr, 1942; Mousseau & Olvido, 2001;
Perfectti, 2002). Mientras que la especiacion simpatrica o reproductiva, se refiere a
la formacion de nuevas especies en el mismo espacio geografico. (Kondrashov &

Kondrashov, 1999; Dieckmann & Doebeli, 1999; Perfectti, 2002; Cuevas, 2012).

Mutacion

La mutacion es el cambio, alteracion o variacidon desde una simple base hasta todo el
codigo genético del ADN que es heredable (Judd et al, 1999), asi mismo, es la
fuente principal de la basta variabilidad genética existente (Judd et al., 1999; Garcia-

Ruiz, 2003).

Sistematica

La sistematica es la rama de la biologia que estudia (detecta, describe y explica) la
diversidad bioldgica y su historia evolutiva existente (Judd et al., 1999; Garcia-Ruiz,
2003; Benitez et al., 2006). A partir de mediados del siglo pasado se desarrolld
aspectos teoricos y metodoldgicos relacionados con la clasificacion (Mayr, 1942),
desde ese entonces empez6 a aportar en la obtencion de informacién que son
empleadas en otras disciplinas bioldgicas (genética, biologia molecular, anatomia,
etc.) con el fin de construir clasificaciones y proponer hipotesis generales sobre
evolucion de los organismos (Eldredge & Cracraft, 1980; Garcia-Ruiz, 2003; Lanteri

et al., 2006).



1.5.

1.6.

1.7.

Filogenia

El termino deriva del griego (“pvAov”, raza y “genia”, nacimiento, produccion,
generacion). La filogenia es la historia evolutiva de distintos grupos de organismos
(especies), que permite ver el grado de homologia y se visualizan como arboles
(dendograma o cladograma) u hipétesis evolutivas (De Luna et al., 2005). La
filogenia estd basada en grupos historicos que resultan de la division de linajes a
través del tiempo (grupo monofiléticos) en relacion al proceso evolutivo (Frost &
Kluge, 1994). Actualmente para la reconstruccion de la filogenia de los organismos
se utilizan secuencias de ADN que se conoce como filogenia molecular, el cual
pueden ser complementados con caracteres morfoldgicos (Carpenter & Wheeler,

1999; Aguilar, 2002).

Métodos de reconstruccion filogenética

La finalidad de la reconstruccion filogenética es estimar mediante un arbol
filogenético el grado de similitud que existe entre los individuos en estudio, que
refleja el proceso evolutivo donde los organismos bioldgicos son el resultado de la
progenie con modificacion que es heredado de su ancestro (Darwin, 1859; Pena,
2011). Para la reconstruccion filogenética existen métodos, los que se utilizan en
distancia genética, siendo mas conocidos el método neighbor-joining (NJ), minima
evolucion (ME) y los basados en caracteres o sistematica filogenética, como los
métodos de maxima parsimonia (MP), de maxima verosimilitud (MV) (en inglés,
maximum likelihood) y de inferencia Bayesiana (IB) (Swofford et al., 1996; Holder
& Lewis, 2003).

Maximum Likelihood o Maxima Verosilitud

La utilizaciéon de maxima verosimilitud en filogenia fue introducida por Cavalli-
Sforza y Edwards (1967), posteriormente fue desarrollada y popularizada por
Felsenstein (1981). La MV es un método estadistico fiable que es basado en el
modelo de evolucidn para calcular las probabilidades y consiste en hallar el arbol o
arboles mas verosimil (Yang, 1996; Pefia, 2011; Felsenstein, 2004). A partir de la
adopcién de un cierto modelo de evolucion (M) y de la observacion de los caracteres
de determinados taxones (D), la verosimilitud de un arbol (T) es la probabilidad (P)
de las observaciones (caracteres), dado de dicho arbol y el modelo asumido, P (D; T,

M), y es considerado como funcién de los arboles (Felsentein, 1988).



1.8.

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son definidos como cualquier molécula orgéanica o
inorganica (ADN, ARN o proteinas, de tamafio conocido) que caracterice a un
organismo de interés (SIDTA, 1999; Azofeifa-Delgado, 2006). El marcador que es
mas utilizado es el ADN, porque no es afectado por el ambiente y no varia a pesar
de la edad del organismo (Aguilar, 2002). Existen distintos tipos de marcadores que
pueden ser dominantes o co-dominantes (Karp & Edwards, 1998; Vaco, 2011).
Algunos ejemplos de ellos son: Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP), Amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD),
Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), ISSR (inter
secuencias simples repetidas), Microsatélites o Secuencias simples repetidas (SSR),
Amplificacion aleatoria del polimorfismo de microsatélites (RAMPO) etc. (Rallo et
al., 2002; Vaco, 2011). Es preciso mencionar que se realiza mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el cual es una herramienta muy ttil e
importante por la facilidad y rapidez para sintetizar y multiplicar los fragmentos de

ADN en estudio (Valadez & Kalh, 2000; Azofeita-Delgado, 2006).

1.8.1. Secuenciamiento en plantas

En la década de los 70's se publicaron dos métodos de secuenciamiento (enzimatico
y quimico), siendo el primero el mas utilizado. El cual consiste en la determinacion
del orden de las bases nitrogenadas de un fragmento especifico del ADN,
produciendo radicalmente un cambio en la forma de comprender la genética
(Jiménez-Escrig et al., 2012). Hoy por hoy este se ha mejorado, obteniendo
secuencias por sintesis mediante la catalizacion del ADN polimerasa, utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); permitiendo la multiplicacion de
fragmentos cortos y estandarizados de ADN de las secuencias en estudio (Bentley et
al., 2008; Pena-Castro et al., 2013). Las secuencias nucleotidicas son consideradas
como una fuente muy util de caracteres para estudios filogenéticos en angiospermas
(Baldwin et al., 1995; Arjona, 2012). Ya que se encuentran altamente representadas
en el genoma, se puede amplificar con cantidades pequefias de DNA y las
secuencias estan altamente conservadas dentro de la mayoria de los genes del
ADNn y ADNc (Liston et al., 1996). Estas regiones han sido ampliamente usadas
para el esclarecimiento de las relaciones entre taxa a niveles inter e intragenéricos o

inter e intraespecificas (Baldwin ef al., 1995; Liston et al., 1996).
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Diferentes marcadores moleculares son utilizados para los estudios filogenéticos en
plantas, esto debido, a que un marcador puede ser informativo (capaz de establecer
diferencia en base a la variabilidad molecular) para un grupo de plantas, en tanto,
que el mismo marcador puede ser conservado para otro (no ser capaz de discriminar

las especies dentro de un grupo).

Los marcadores moleculares informativos determinados para el estudio de la
filogenia del género Plukenetia fueron trnH-psbA (RNAt His - proteina D1 del
fotosistema II) y ITS (Espaciador transcrito interno), los cuales también fueron

informativos en el estudio de la filogenia de otros grupos de plantas.

Espaciador intergenético trnH-pshA

El genoma del cloroplasto es el mas corto (promedio de 160Kb) con respecto a los
demas genomas (DNAnr y DNAmt), es muy propicio la utilizaciéon como fuente de
caracter para el rastreo de eventos de interés, tiene una alta tasa de sustitucion y poca
recombinacion, es decir, que es muy variable tanto en el tipo como en la velocidad de
mutacion, siendo las regiones intergenéticas las mas usadas (Cuéllar-Martinez, 2011;
Vaco, 2011; Molineros, 2012). La region trnH-psbA es un espaciador ubicado entre
los genes que codifican la proteina D1 del fotosistema II (PsbA) y el RNAt His (GUG)
(TrnH), asi mismo tiene una alta tasa de mutacion (indels), dentro del genoma
(Sugiura, 1992; Shaw et al., 2005; Vaco, 2011). Esta region esta siendo utilizada en
diversos estudios filogenéticos, debido al grado de discriminacion de especies (69%) y
el porcentaje de amplificacion en plantas angiospermas (93%). A pesar de la baja
calidad en las secuencias (Kress & Erickson, 2007; Ji et al., 2008; Hollingsworth et
al., 2009; Gonzalez et al., 2009; Pang et al., 2012, Cadavid, 2013; Santhosh-Kumar et
al., 2015).

Espaciador de transcripcion interna (ITS)

El genoma nuclear es el mas grande y puede tener millones de kb (Cuéllar-
Martinez, 2011). La region de los espaciadores transcritos internos estd en el ADN
ribosomal nuclear (ADNnr), es relativamente homogénea en el genoma, estd
formado por ITS2 + subunidad 5.8S + ITS2 y es muy variable dentro la region ITS,
asi mismo es una fuente muy util en estudios filogenéticos para determinar y

discriminar relaciones inter e intra especificas en angiospermas (Baldwin et al.,



1995; Aguilar, 2002; Kress et al., 2005; Hollingsworth et al., 2011; Garcia-Aguilar,
2014). Sin embargo, presenta limitaciones como la dificil capacidad de amplificar y
presenta una pequeiia cantidad de nucledtidos (550 - 700 pb) (Baldwin et al., 1995;
Gonzalez et al., 2009).

1.9. Descripcion taxonémica de la familia Euphorbiaceae
La familia Euphorbiaceae es uno de los grupos mas diversos de dicotiledoneas en los
tropicos (Webster, 1994), alberga gran diversidad y esta representada en regiones
tropicales y subtropicales, encontrandose desde plantas rastreras hasta arboles, asi
mismo desde plantas anuales a perennes, conociendo alrededor de 6500 especies en
245 géneros y se caracterizan principalmente por la presencia de una sustancia
lechosa, tipo latex y frutos pueden ser esquizocarpos, bayas, drupas (Goaverts et al.,
2000). En el Pert esta familia esta representada por 61 género y alrededor de 323

especies aproximadamente (Ledn et al., 2006).

1.10. Género Plukenetia

1.10.1. Clasificacion sistematica del género Plukenetia
La clasificacion de las especies peruanas de Plukenetia aqui presentadas fue
realizada segun, Gillespie (1993); Gillespie & Armbruster (1997), Mobot (2007),
Bussmann et al. (2009), Rodriguez (2010) y Bussmann et al. (2013).

Reino : Plantae

Subreino : Fanerogama

Clase : Magnoliopsida (Angiospermae)
Subclase : Rosidae

Orden : Euphorbiales

Familia : Euphorbiaceae

Subfamilia : Alcalyphoideae

Tribu : Plukenetieae

Género : Plukenetia

Especies : Plukenetia volubilis (Linnaeus, 1753)

Plukenetia brachybotrya (Muell. Arg., 1865)
Plukenetia loretensis (Ule, 1980)



Plukenetia polyadenia (Miiller. Arg., 1874)
Plukenetia huayllabambana (Bussmann et al., 2009).
Plukenetia carolis-vegae (Bussmann et al., 2013).

Plukenetia sp (morfotipo Cusco)

1.10.2. Descripcion taxonémica
El género Plukenetia L.u pertenece a la familia Euphorbiaceae. Es un género
pantropical de lianas y sogas enredadas de 22 especies descritas taxonomicamente
hasta el momento, perteneciendo a la tribu Plukeneticae de la subfamilia
Acalyphoideae (Gillespie, 2007; Bussmann ef al., 2009; Bussmann et al., 2013).
Caracterizandose por presentar ovarios de cuatro carpelos, glandulas
basilaminares, numerosos estambres y pistilos, con frecuencia largo, flores con

cuatro sépalos (Guillespie, 2007; Bussmann et al., 2013).

1.10.3. Descripcion morfologica
Las plantas del género Plukenetia no presentan latex y se diferencian de otros
géneros por ser lianas o bejucos trepadores, presentan hojas simples, alternas y
pecioladas o aserradas, con pequefias estipulas, presenta también glandulas
basilaminares sobre la superficie de la hoja, inflorescencia racimosa, flores
monoecia o unisexuales, estaminadas, pedicelada, de 4-5 sépalos valvados, sin
corola, estambres libres de 15 a 40 y ovario de 4 loculos, frutos en forma de de
bayas o capsula de cuatro lados (tetralobados o tetragonal) raramente 5 — 6
particiones y las semillas son subglobosas, ovoides y a menudo comprimidos
lateralmente, carunculada, de diferentes tamafos y superficie lisa o rugosa.

(Gillespie, 1993; Gillespie & Armbruster, 1997; Rodriguez, 2010).

1.10.4. Distribucién
Plukenetia L. es un género que posee 22 especies, se distribuye en zonas tropicales
y sub tropicales del mundo, es decir es un género pantropical (Figura 1),
encontrandose 14 especies en América, siete entre Africa y Madagascar, y una
especie en Asia. En el neotropico se han registrado diferentes especies de este
género en todos los paises de la cuenca amazonica incluyendo desde las Guayanas
hasta México (Gillespie, 1993; Gillespie, 2007; Bussmann ef al., 2009; Bussmann

et al., 2013). Actualmente en Perti se reportaron en este género siete especies y
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estan distribuidas en toda la Amazonia peruana: Plukenetia brachybotrya, P.
carolis-vegae P. huayllabambana, P. loretensis, P. polyadenia, P. verrugosa, P.
volubilis 'y un morfotipo Plukenetia sp. Cusco que es una nueva especie, todas
estas especies fueron reportadas en la amazonia peruana (Gillespie, 1993;

Bussmann et al, 2009; Rodriguez et al., 2010; Bussmann et al., 2013).

Figura 1. Distribucion del género Plukenetia en el mundo.

1.10.5. Ecologia

1.10.6.

Como el género Plukenetia crece en diferentes zonas (pisos altitudinales o
ecologicos) tropicales del mundo, desde bosques mas bajos y humedos hasta ceja
de selva o pies de montanas andinas, encontrandose a partir de 70 m.s.n.m. hasta
2200 m.s.n.m... En el Peru las especies Plukenetia brachybotrya, P. loretensis, P.
polyadenia, P. volubilis y P. verrucosa fueron reportadas hasta los 900 m.s.n.m.,
mientras que P. huayllabambana, P. carolis-vegae y Plukenetia sp. morfotipo
Cusco, por encima de los 1500 m.s.n.m. (Gillespie, 1993; Gillespie, 2007;

Bussmann et al., 2013).

Utilizacion, importancia nutricional y econémica

Algunas de las especies de este género fueron conocidas y cultivadas en el Pert
desde épocas pre incas e incas como es el caso de las especies Plukenetia volubilis
v P. huayllabambana, conocidas como sacha inchi, mani del monte o mani del
inca, mani peanuts, etc., siendo usadas para la alimentacion y medicacion (IIAP,

2009). Actualmente estas especies son consideradas como las mejores
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oleaginosas, esto debido principalmente a las bondades que muestran, por lo que
vienen siendo empleadas como alimentos, cosméticos, etc... Estudios realizados
pa ra P. volubilis en el ano 1980 por Hazen & Stoewesand, mostraron la gran
capacidad nutricional e importancia, el cual es rica en 4cidos grasos esenciales
(linolenico o omega 3 (48,60%), linoleico o omega 6 (36,80) y oleico o omega 9
(8,28%), de 54% aproximadamente) y no esenciales, proteinas (33%) y vitamina
A y E (Corazon-Guivin, 2009; Rodriguez, 2010). Mientras para P.
huayllabambana muestra su capacidad nutricional como, linolenico o omega 3
(61,29%); linoleico o omega 6 (25,11%); oleico o omega 9 (9%); también

contiene vitamina A y E. (Bussmann et al., 2013).



CAPITULO I
MATERIAL Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Materiales de vidrio:
» Matraces.

Probetas.

Placas petri.

Probetas graduadas de 100 ml.

YV V VYV V

Vasos de precipitado.

2.1.2. Materiales de plastico:

Guantes quirurgicos.

Gradillas para microtubos.

Micropipetas de 2,5, 10, 20, 100, 200 y 1000 pl.
Microtubos de 0,2, 0,5, 1,5y 2 ml.

Tips de 10, 100, 200 y 1000 pl.

YV V. V V V V

Sistemas de electroforesis vertical y horizontal.

2.1.3. Material biologico:
» Brotes de hojas tiernas (Primordios foliares), de siete especies del género
Plukenetia Linnaeus 1753.
» Muestras botanicas (hojas, frutos y flores) de siete especies del género
Plukenetia Linnaeus 1753.
2.1.4. Reactivos:
Acido boérico.
Acido nitrico.
Agarosa.
Azul Bromofenol.
Bromuro de Etidio.
Carbonato de sodio.
Cloroformo.

Cloruro de Sodio (NaCl)

YV V.V V V V V V



2.1.5.

2.1.6.

» CTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromide).

» EDTA (Etylenodiaminetetraaceticacid).

» Etanol absoluto.

» Formaldehido.

» Hidroxido de Sodio.

» Isopropanol.

» Kit para PCR (Cloruro de Magnesio; desoxyribonucleosido trifosfatos
(dNTP’s); Taq DNA Polimerasa, Thermus aquaticus, Buffer).

» Nitrato de plata.

» Persulfato de amonio.

» Poliacrilamida.

» Primers (cebadores)

» Proteinasa K.

» Temed.

» TrisHCI (hydroxymethyl aminomethane).

Soluciones:

» Alcohol al 96 y 70%

Equipos:

» Autoclave Digital (Yamato — SE 310).

» Balanza analitica 220g (SARTORIUS).

» Bafio Maria (JSB).

» Camara de Electroforesis Horizontal pequefia. MINI — SUB (Bio — Rad).

» Camara de Electroforesis vertical (Fisher Biotech).

» Centrifuga Refrigerada (Eppendorf — 5804R).

» Destilador de Agua (BARNSTEAD).

» Espectrofotometro (Modelo Genesys 10uv).

» Foto documentadora de geles (GEL LOGIC 100 Imagengsisten kodak).

» Horno Microondas (LG).

» Mini Vortexer (Fisher Scientific).

» Sistema de Purificacion de Agua (MilliPore).

» Termociclador (Eppendorf — Master Cicler).

» TissueLyser II (Quiagen).

13



2.2

2.2.1.
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Metodologia

Lugar de muestreo

Se colectod el material bioldgico de seis especies taxondmicas mas un morfotipo del
género Plukenetia en la Amazonia peruana (Figura 2). Las colectas fueron
realizadas en base al banco de datos de Mobot (Jardin Botanico de Missouri, 2007);
las claves dicotomicas reportadas por Gillespie & Armbruster (1997), Gillespie
(1993), Bussmann et al. (2009 y 2013). En la region Loreto fueron colectadas: P.
polyadenia, P. loretensis y P. brachybotrya; en la region Amazonas: P.
huayllabambana y P. carolis-vega; en la region San Martin: Plukenetia volubilis y
en la regién Cusco fue colectado un morfotipo que en este estudio es denominado

P. sp Cusco (Tabla 1).

F. polyadenia

P brachybotrya. 4P loretensis

P huayllabambana
T g

vegas. 4P volubilis

iP._sp - Cusco

Data 510,

Figura 2. Mapa del Pert mostrando los puntos de colecta y las especies del

género Plukenetia Linneo, 1753.



Tabla 1.

Especies, localidad y coordenadas y colectores de la colecta del género
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Especie Localidad/Provincia/Region Latitud Longitud  Altura Colector
P. brachybotrya Puero Almendra, Maynas, Loreto 03°49'39,8" 73°22'302" 101,0 José Vértiz
Monte Alegre, Rodriguez de José Vértizy
P. carolis-vegae 06°34'534"  77°32'32,8" 1859,2
Mendoza, Amazonas Elsa Rengifo
San Nicolas, Rodriguez de Mendoza, José Vértizy
P. huayllabambana 06°23'255"  77°28'0,8" 16879
Amazonas Elsa Rengifo
José Vértiz y
P. loretensis Puerto Almendra, Maynas, Loreto 03°49'38,8" 73°22'30,6" 110,0
Maria Sanchez
Angel Rodriguez
P. polyadenia Pevas, Ramoén Castilla, Loreto 03°19'56,3" 71°55'584" 111,5
y Elsa Rengifo
José Vértizy
P. sp. Echarate, La Convencion, Cusco 12°42'34,9" 72°27'309" 1780,1
Angel Rodriguez
P. volubilis 02 de Mayo, Bellavista, San Martin ~ 06° 47' 34,4" 76°32'058" 286,9 José Vértiz

Fuente: Elaboracion propia (2015 y 2016)

2.2.2. Colecta de material biologico

Se recolecto material de las especies del género Plukenetia mediante muestreo al
azar, para que exista certeza de que un individuo sea diferente del otro se determino
una distancia de 10 a 15 metros. Los primordios foliares colectados fueron
conservados en tubos de 50 ml (tapa rosca) perfectamente identificados,
conteniendo Silica gel, cada muestra fue acondicionada con papel secante. Ademas,
fueron colectadas muestras botdnicas (hojas, flores, frutos) para la identificacion
taxondmica y se depositd de muestra testimonio (Muestra Voucher) en el

Hervarium Herrerensis del IIAP.

2.2.3. Ubicacion del area de trabajo

El trabajo de investigacion fue realizado de manera descriptiva y se ejecutd en el
Laboratorio Biologia y Genética Molecular (LBGM) del “Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana” (IIAP), en la Estacion Experimental
Fernando Alcantara, ubicada en la carretera Iquitos-Nauta km 4.5, distrito de San

Juan Bautista, region Loreto — Peru.
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2.2.4. Identificacion botanica
La identificacion botédnica de los grupos estudiados fue realizada mediante la clave
propuesta por Gillespie (1993) para las especies neotropicales del género
Plukenetia (Anexo 1). Segun estas claves y en base a los caracteres morfologicos
se pudieron identificar seis especies taxondmicas dentro del grupo Plukenetia
estudiado: P. loretensis, P. brachrybotrya, P. polyadenia, P. volubilis, P.
huayllabambana y P. carolis-vegae. Los caracteres morfologicos de las muestras
provenientes de Cusco no se ajustan a los caracteres morfologicos de las especies
antes mencionadas, por lo que fueron consideradas como un morfotipo, e

identificado en este estudio como de Plukenetia sp. (Cusco).

La descripcion de las especies fue realizada en base a las descripciones oficiales de
la especie; Gillespie (1993) para las especies P. volubilis, P. brachybotrya, P.
polyadenia y P. loretensis; Bussmann et al. (2009) para P. huayllabambana y
Bussmann et al. (2013) para P. carolis-vegae. Para el morfotipo Plukenetia sp.

(Cusco) se utilizo la descripcion preliminar realizada por Rodriguez (2010).

Por cada una de las seis especies fue elaborada una exsicata, s6lo no fue elaborado
del morfotipo proveniente de Cusco, debido a la pérdida del material biologico. Las
exsicatas fueron fotodocumentada con el padron de coloracion oficial utilizado en
los depositos digitales de los herbarios a nivel mundial. Las exsicatas fueron
depositadas como muestra testimonio de este estudio en el herbario Herrerensis del

IIAP (uno de los depositarios oficiales de material bioldgico en el Peru).

2.2.5. Extraccion de DNA usando el método CTAB
La extraccion de DNA total se realizé a partir de hojas tiernas (primordios foliares),
mediante el método de extraccion modificado CTAB (Doyle & Doyle, 1987) descrito

a continuacion:

e Pesar 100mg de muestra, liofilizar en el TissueLyser II, colocar Iml de la
solucion buffer tampon CTAB (CTAB 2%, NaCl 1M, EDTA 0,1M pH 8, Tris
Base 0,2M) y agregar 10 uL de proteinasa K y macerar la muestra a 60 °C por
24 horas.
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e Luego adicionar 1 ml de cloroformo, mezclar suavemente por 5 min,
centrifugar a 8000 rpm/5 min, tomar 500 pL de sobrenadante, colocar en un

microtubo de 1,5 ml.

e Precipitar con de isopropanol frio por 2 horas a -20°C, luego centrifugar a
13000 rpm / 15 min desechar el sobrenadante, lavar el ADN con de etanol al

70% y centrifugar a 13000 rpm / 15 minutos (repetir este paso).

e Secar el precipitado en el concentrador (centrifuga al vacio) por 15 minutos y

finalmente diluir el precipitado en 30 uL de agua ultrapura.

2.2.6. Verificacion de la extraccion
A. Cuantificacion por espectrofotometria del ADN
Para la evaluacion de la pureza y concentracion aproximada del ADN se usé el
método espectrofotométrico de Maniatis ef al. (1989), que mide las longitudes de
ondas de 260 nm y 280 nm. Se utilizé6 un Biophotometro de la marca Merck, este
equipo determina la pureza del ADN extraido por division de las longitudes de
ondas de 260 nm y 280 nm., considerdndose como ADN puro los que presentaban

rangos entre: 1,7 —2,0.

La concentracion de las muestras es establecida autométicamente por el equipo en
base a la capacidad de absorbancia de la longitud de onda de 260 nm, mediante la

siguiente formula.

Azeo X F.D. x 50 ng/uL

Donde: A = Absorbancia
FD = Factor de dilucion (1:100)

B. Verificacion de la calidad del ADN extraido por electroforesis
Para constatar cual es el grado de fragmentacioén que presenta el ADN extraido, fue
realizado una verificacioén de la integridad de la banda, Para lo cual 3 pL del ADN
fue mezclado con 3 pL del buffer de siembra (Gel red) y sembrado en un gel de
agarosa al 0,8%. La migracion de ADN se realiz6 en una céamara electroforética

horizontal (Marca Bio Rad, modelo Mini Sub Cell GT) conteniendo buffer de
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corrida (TBE 1X), las condiciones de la corrida electroforética fueron: 100 Voltios
(V) por 45 minutos, la visualizacion de los geles y el registro de los mismos fue
realizado en un fotodocumentador de luz UV, en un sistema de imagen KODAK,

modelo GEL LOGIC 100.

Primera amplificacion de DNA (via PCR)

Fue amplificado via PCR la regién cloropléstica no codificante del espaciador
intergenético trnH-psbA y la region nuclear ITS (Internal Transcriberd Spacer), que
es un ADN no codificante que flanquea la region que codifica la subunidad 5.8S
del ARN estructural de los ribosomas. Las secuencias de los cebadores utilizados

son presentadas (Tabla 2).

Tabla 2.

Secuencias de cebadores usados para la secuenciacion del género Plukenetia L.

Region Pb Cebador Secuencia (5'3") Autor

trnH-psbA  300-1000 trnH CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC Shaw et al., 2005
psbA GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C

ITS 565-700 17SE ACG AAT TCA TGG TCC GGT GAA GTG TTC G Sun et al., 1994

26SE TAG AAT TCC CCG GTT CGC TCG CCG TTA C

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 20 pl. Para ITS se utilizé
2,5 ul de 100 ng/ul de ADN; 2,0ul de 10x PCR buffer; 2,6 pl de 25 mM MgSO4;
8,0 ul de 2 mM de dNTPs; 0,8ul de 10 uM de cada cebador; 1,2 pl de 1U/ul Taq
polimerasa (Hot start) y se completd con agua ultrapura. Las condiciones de
temperatura fueron: una desnaturalizacion inicial a 95°C x 2min, seguida de 30
ciclos consistentes en: desnaturalizacion (95°C x 1 min), hibridacion (59,8°C x 1
min), elongacion (72°C x 2min) Seguida de una extension final a 72°C x 5 min.
Para trnH - psbA se utiliz6 2,5ul de 100 ng/pl de ADN; 2,0ul de 10x PCR buffer;
2,4 ul de 25 mM MgSO04; 4,0 pul de 2 mM de dNTPs; 1,6 pl de 10 uM de cada
cebador; 1,2 pl de 1U/ul Taq polimerasa (Hot start) y se completd con agua
ultrapura. Las condiciones de temperatura fueron: una desnaturalizacion inicial a
95°C x 4 min, seguida de 35 ciclos consistentes en: desnaturalizacion (94°C x 30
seg), hibridacion (de acuerdo a cada especie x 1 min), elongacion (72°C x 1 min)

Seguida de una extension final a 72°C x 10 min.
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2.2.8. Electroforesis y visualizacion de los productos amplificados
Los productos amplificados fueron verificados en corridas electroforéticas,
utilizando gel de agarosa al 2 %, las condiciones de la corrida electroforética
fueron: 100 Voltios (V) por 30 min, visualizando la migracién del ADN en un
transluminador de luz UV y fotodocumentado en un sistema de imagen KODAK,

modelo GEL LOGIC 100.

2.2.9. Reaccion de secuenciamiento
El PCR de secuenciamiento fue realizado con el kit comercial de secuenciamiento
ABI PRISM Big Dye Terminators v3.1 Cycle Sequencing el cual utiliza el método
enzimatico de incorporacion de desoxinucleotidos marcados con flurocromos. El
volumen final de la reaccion fue de 10 pl, conteniendo 5,0 pul del producto de PCR;
3,0 ul de Big dye; 0,8 ul de uno de los primers y 1,2 ul de agua MiliQ. Las
condiciones de temperatura fueron: una desnaturalizacién inicial a 96°C x 1min,
seguida de 30 ciclos consistentes en: desnaturalizacion (96°C x 15 s), hibridacion
(50°C x 15 s), elongacion (60°C x 4 min) Seguida de una extension final a 72°C x

10 min.

2.2.10. Purificacion y secuenciamiento
La purificacion de los productos de secuenciamiento (eliminacion de los
productos no incorporados durante la PCR), fue realizada por precipitacion y
limpieza con alcohol. Este proceso consiste en precipitacion con isopropanol
65%, dejar a temperatura ambiente por 20 min, luego centrifugar a 14000 rpm por
25 min, remover el isopropanol por inversion. Posteriormente lavar el ADN para
eliminar los productos no incorporados por adicion de 200 ul de etanol 60% y
centrifugacion por 5 min a 14000 rpm. Finalmente, secar en bafio seco por 15 min
a 45°C. La composiciéon de bases nucleotidicas fueron determinadas en un
Analizador Genético 3130XL (AppliedBiosystems), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Los productos fueron secuenciados en ambos sentidos de la cadena
(Forward y Reverse). Las secuencias fueron analizadas mediante el software

Sequencing Analysis v5.3.1.

2.2.11. Edicion y Alineamiento de las secuencias
Para cada espécimen analizado fue generado una secuencia consenso, a partir de las

secuencias brutas (Forward y Reverse) que fueron alineadas y editadas con ayuda
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del programa BioEdit v.7.0,9 (Hall, 1999). La veracidad de la composicion de
bases nucledtidicas fue realizada por comparacion de la version fasta con el

cromatograma de las secuencias analizadas.

Para cada region analizada fue generada una matriz inica (que reunia todas las
secuencias consensos de los especimenes analizados) con ayuda del software de
alineamiento multiple ClustalW de Thompson et al. (1994) contenido en el
software BioEdit v.7.0,9. La matriz general de cada region fueron alineadas
mediante la inserciéon de espacios o “gaps”, con la finalidad de mantener la
homologia entre algunas de las bases nucleotidicas de los especimenes estudiados.
Las diferencias en la longitud de los extremos de las secuencias consenso, fueron
cortadas para obtener secuencias de la misma longitud; asi, la planilla general para
el ITS qued6 conformada por 668 pares de bases, en tanto que la de trnH - psbA
por 350 pares de bases. La region ITS fue utilizada para evaluar las seis especies de
Plukenetia descritas para el Peri mas el morfotipo proveniente de Cusco, en tanto
que la region trnH — psbA pudo ser utilizada solo en cinco especies mas el
morfotipo cuzco, la especie P. polyadenia no pudo ser amplificada por

incompatibilidad con el cebador.

Analisis de polimorfismos del ADN y determinacion de haplotipos

Para cada region con ayuda del software DnaSP v.5,00 (Librado & Rozas, 2009)
fue determinado los siguientes pardmetros genéticos: nimero de Haplotipos (H),
diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (m), numero total de
mutaciones (Eta), media de las diferencias nucleotidicas entre pares de individuos
(K), numero total de sitios, nimero de sitios polimoérficos (S) y numero de indels

(Nei, 1987).

Determinacion de los modelos de evolucion molecular y divergencia genética

Antes del analisis de los datos fue necesario determinar el modelo de evolucion
nucleotidica para cada region analizada, los cuales fueron seleccionados de entre
24 modelos alternativos de acuerdo con los valores del (AIC) Criterio de
Informacion Akaike (Akaike, 1973) basado en el Analisis de Filogenia y Evolucion
(APE), usando el software MEGA 6 (Nei & Kumar, 2000; Tamura et al., 2013).

Tanto para el gen ITS como para la region trnH-psbA el mejor modelo de
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evolucion fue Tamura 3 pardmetro + gamma (T92 + G). Este modelo fue utilizado

para estimar las divergencias genéticas par a par dentro y entre las especies.
Analisis filogenético

Para establecer las relaciones filogenéticas entre las especies de Plukenetia fueron
construidos un arbol filogenético consenso para cada una de las regiones analizadas
(ITS y trnH-psbA). Los cuales se basaron en el modelo de evolucion previamente
determinado (T92 + G), los arboles fueron construidos bajo el criterio de Maxima
Verosimilitud MV (Felsenstein, 1981), cuyo principio es evaluar la probabilidad de
un determinado modelo de cambio evolutivo para secuencias nucleotidicas y
explicar el origen de los datos observados, y asi permitir seleccionar a partir de una
matriz, la topologia que sea mas verosimil. El nivel de confianza fue testado
mediante el método no paramétrico bootstrap (Felsenstein, 1985), con 1000
réplicas; este andlisis permite el remuestreo de caracteres de la matriz con
reposicion de datos, generando asi nuevas matrices. Los arboles fueron construidos

utilizando el Software MEGA 6 (Nei & Kumar, 2000; Tamura et al., 2013).
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3.1.1.

CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados
Descripcion morfologica de las especies identificadas
A continuacion, se presenta una breve descripcion taxondmica de las especies

estudiadas:

Plukenetia brachybotrya (Muell. Arg., 1865)

Plukenetia brachybotrya Muell. Arg. Linnea 34:158. 1865.

Sinénimo: Apodandra brachybotrya (Muell Arg.), J.F. MacBr., Field Mus. Nat.
Hist.Bot. Ser. 13(3a): 117. 1951.

Distribucion. Se encuentra en la region oeste de la Amazonia brasilera (Acre,
posiblemente Amazonas, Mato Grosso y Pard); Ecuador; Perti (Loreto) y Bolivia
(Figura 3). Habita en tierras bajas y bosque himedo montano bajo, con frecuencia

en zonas perturbadas, hasta 900 msnm

Figura 3. Distribucion de Plukenetia brachybotrya (Muell. Arg., 1865).

Descripcion. Es una liana retorcida poco conocida que puede distinguirse de otras

especies estrechamente relacionadas y similares vegetativamente, por presentar

columnas estilares globosos (tipicamente de 2-3 mm en diametro). Cépsula con

tubérculo redondeado en cada carpelo del 16bulo, y anteras que son en nimeros de (24)

30-50 tipicamente, glandulas basilaminares. Diametro de la capsula aproximado 1.15

cm. Semilla redondeada, lisa (Figura 4).



Figura 4. A. Exsicata de Plukenetia brachybotrya, B. Habita de Plukenetia
brachybotrya; C. Hoja mostrando glandulas basilaminares de Plukenetia
brachybotrya; D. Forma de la hoja de Plukenetia brachybotrya; E. Frutos de
Plukenetia brachybotrya.
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2. Plukenetia loretensis (Ule, 1980)
Plukenetia loretensis Ule, Vert. Bot. Vereins. Prov. Brandenburg 81. 1980.
Sinonimo: Apodandra loretensis (Ule) Pax & K. Hoffm., Pflanzenr. IV.147. 1X
(Heft 68): 21, 1919. [Tipo: Pera. Loreto. Iquitos, Ule 6837 (isotipo, G!)].
Distribucién. Se encuentra en la parte media y alta de la cuenca amazodnica en
Perti, Bolivia y Brasil [Amazonas, Mato Grosso, y Rondonia], y meridional de

Venezuela y sudeste de la Guayana (Figura 5).

Figura 5. Distribucion de Plukenetia loretensis (Ule, 1980).

Descripcion. Es una liana delgada que habita bosques bajos, de humedo a lluvioso, a
700 msnm. Es la Uinica entre las especies Neotropicales en tener estiletes completamente
fusionados, columna estilar cilindrica, y una distincidon de ovario de cuatro-cornudo y
capsula madura, nimero de anteras 15 — 25 y glandulas basilaminares frecuentemente en

pares multiples en una sola cara de la nervadura (Figura 6).
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Figura 6. A. Exsicata de Plukenetia loretensis, B. Habita de Plukenetia

loretensis; C. Flores de Plukenetia loretensi; D. Hoja mostrando glandulas

basilaminares Plukenetia loretensis; E. Fruto de Plukenetia loretensis.
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3. Plukenetia polyadenia (Muell. Arg., 1874)

Plukenetia polyadenia Muell. Arg. in Mart., Fl. bras., 11(2):334, 1874. Sinonimo:
Elaeophora polyadenia (Muell. Arg.) Ducke, Arch. Jard. Bot. Rio de Janeiro,
5:146, 1930. Elaeophora abutifolia Ducke, Arch. Bot. Rio de Janeiro, 4:112, 1925.
Plukenetia abutifolia (Ducke) Pax & K. Hoffm., Nat. Pflanzenfam., ed. 2, 19¢: 141,
1931.

Distribucion. Difundido en las Guayanas y Venezuela oriental, y en la cuenca
amazodnica de Ecuador, norte de Pert (Loreto), y Brasil: Amapa, Amazonas, Para.

Habita en bosques bajos, de himedo a lluvioso, hasta 1000 msnm (Figura 7).

Figura 7. Distribucion de Plukenetia polyadenia (Muell. Arg., 1874).

Descripcion. Liana del dosel (Figura 8). Tallos glabros. Peciolo 1.5-5 c¢cm de largo,
glabros; hoja cartacea a subcoridcea, oval-eliptica, glabra, trinervada en la base, 1 par de
glandulas basilaminares. Inflorescencias axilares, racemosas o a veces panicula,
usualmente unisexual. Fruto mayor de 8 cm de longitud; baya subglobosa, cuadrangular
en secciones transversales, con angulos quillados, glabro, carnoso, indehiscente, con una
amplia protuberancia conica apical. Semillas ovoides, base redondeada, marrén opaco,

superficie aspera (Figura 8).
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Figura 8. A. Exsicata de Plukenetia polyadenia, B. Habita de Plukenetia polyadenia; C. Hoja
mostrando glandulas basilaminares de Plukenetia polyadenia; D. Flores de Plukenetia

polyadenia; E. Fruto de Plukenetia polyadenia.
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4. Plukenetia volubilis (Linnaeus, 1753)

Plukenetia volubilis L., Sp. pl., 1192, 1753. [Tipo: India occidental. Ilustracion t.
13 (mitad inferior) en Plumier, Nov. Pl. Amer., 47, 1703].

Sinonimias: Plukenetia peruviana Muell. Arg., Linnaea, 34: 157, 1865. Plukenetia
macrostyla Ule, Verh. Bot. Vereins Prov. Brandenburgo 50: 80, 1908. Fragaropsis
paxii Pittier, J. Wash. Acad. Sci. 19: 351. 1929.

Distribucion. Ampliamente distribuido en las Antillas Menores y América del Sur,
donde se encuentra principalmente en las regiones del norte y oeste y los margenes
de la cuenca amazoénica en Surinam, Venezuela (Amazonas), Colombia (Meta),
Ecuador, Perti (San Martin), Bolivia y Brasil: oeste de Amazonas, habita en

bosques altos o bosques bajos himedos, a 900 msnm. (Figura 9).

Figura 9. Distribucion de Plukenetia volubilis (Linnaea., 1753).

Descripcion. Liana delgada y retorcida, monoica. Tallo glabrescente. Peciolo 2.5-5 cm
de longitud, glabro a pubescente; hoja membranosa, triangular-ovada, apice largo-
acuminado, borde crenado y base caudada; par de glandulas basilaminares.
Inflorescencia axilar o terminal en pequefio vastago, racemosa. Capsula generalmente 4-
lobada, glabro, inicialmente carnosa, siendo lefioso y dehiscente, cada carpelo con ala
central de 2 mm de ancho. Semillas aplanadas, lisas, oblonga en el contorno, marrén a

marron oscuro (Figura 10).
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Figura 10. A. Exsicata de Plukenetia volubilis; B. Habita de Plukenetia volubilis; C.

Hoja mostrando glandulas basilaminares de Plukenetia volubilis; D. Hojas y flores

Plukenetia volubilis; E. Fruto de Plukenetia volubilis.
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5. Plukenetia huayllabambana (Bussmann et al., 2009)
Distribucion: La serie tipo proviene del Peru, region Amazonas, provincia de
Rodriguez de Mendoza, Distrito de Chirimoto, a 1659 m.s.n.m (Figura 11). Habita
en zonas pendientes rocosas del bosque nuboso cerca de la localidad El

Cedro_Cruzpata a 1676 m.s.n.m.

Figura 11. Distribucion de Plukenetia huayllabambana (Bussmann et al., 2009).

Descripcion: Liana delgada, tallo glabrescente, peciolo, glabro a pubescente; hoja
membranosa, triangular-ovada, dpice largo-acuminado, borde crenado y base caudada;
par de glandulas basilaminares relativamente distantes del peciolo. Inflorescencia
racemosa. Fruto con cépsula 4-lobada, glabro, carnosa, posteriormente lefiosa y
dehiscente, con dngulos guillados; diametro aproximado 6 a 8 cm. Semillas rugosas y
ligeramente aplanadas, marrén opaco a marrén oscuro. Base del tallo hexagonal en

individuos jovenes (Figural2).



Figura 12. A. Exsicata de Plukenetia huayllabambana, B. Habita de Plukenetia
huayllabambana; C. Hoja mostrando glandulas basilaminares Plukenetia
huayllabambana; D. Inflorescencia de Plukenetia huayllabambana; E. Fruto de

Plukenetia huayllabambana.
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6. Plukenetia carolis-vegae (Bussmann et al., 2013)
Distribucion. Perti, Regiéon Amazonas, Provincia de Rodriguez de Mendoza,
Distrito Limabamba, finca del Sr. Rodriguez en Monte Alegre. 1,854m, Se
encuentra en las laderas orientales de los andes del norte del Pert, entre 1800 -
2200 m.s.n.m. Habita en zonas pendientes rocosas de bosque nuboso en las laderas

orientales de los andes del norte del Peru, region Amazonas. (Figura 13).

Ecuador

Figura 13. Distribucion de Plukenetia carolis-vegae (Bussmann et al., 2013).

Descripcion. Plukenetia carolis-vegae muestra caracteristicas similares a Plukenetia.
huayllabambana (Bussmann et al., 2009), pero difiere por tener flores masculinas con
un namero mas pequeio de sépalos 4 en vez de 5, una protuberancia glandular, estiletes
mucho mads cortos 4-7 mm en lugar de 10-12 mm, filamentos mucho mas amplios, hojas
de mayor tamafio 7-12 x 9-17 cm vs. 4-10 - 7-14 cm y cordadas en vez de elipticas a

ovado elipticas y frutos de mayor tamafio 4-8 - 5-10 cm en lugar de 3-4 - 4-6 cm (Figura

14).



Figura 14. A. Exsicata de Plukenetia carolis-vegae; B. Habita de Plukenetia carolis-
vegae, C. Hoja mostrando glandulas basilaminares Plukenetia carolis-vegae; D.

Inflorescencia de Plukenetia carolis-vegae; E. Fruto de Plukenetia carolis-vegae.
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7. Plukenetia sp. (morfotipo Cuzco)
Distribucion. Selva alta, Region Cusco, Provincia de La Convencion, Distrito de

Echarati, a 1706 m.s.n.m, habita en zonas pendientes rocosas (Figura 15).

Figura 15. Distribucion de Plukenetia sp (morfotipo Cuzco)

Descripcion. Liana delgada, monoica. Tallo glabro. Peciolo glabro a pubescente; hoja
membranosa, triangular-ovada, &pice largo-acuminado, borde aserrado y base caudada;
par de glandulas basilaminares relativamente distantes del peciolo. Cépsula
generalmente 4-lobada, glabro, inicialmente carnosa, siendo lefioso y dehiscente.

Semillas ligeramente aplanadas y rugosas, marrén a marron oscuro (Figura 16).
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Figura 16. A. Héabita de Plukenetia sp.; B. Hoja mostrando glandulas
basilaminares Plukenetia sp.; C. Inflorescencia de Plukenetia sp.; D. Fruto de
Plukenetia sp.

3.1.2. Analisis genético

3.1.2.1.  Analisis del polimorfismo de las secuencias de los genes ITS y trnH-psbA
Cuando analizadas las secuencias nucleotidicas de Plukenetia, se observd que las
secuencias de ITS fueron menos conservados (76,8% = 513 sitios conservados de
un total de 668 analizados) que las de trnH-psbA (81,4% = 285 sitios conservados
de un total de 350 analizados). Las secuencias de ITS presentaron 117 sitios
variables y las de trnH-psbA presentaron 55, de los cuales eran sitios informativos
de parsimonia 108 en ITS y 50 en trnH-psbA (Tabla 3). Las bases nucleotidicas
fueron conservadas (no presentaron mutaciones o cambios de bases) dentro de las

especies y ni en el morfotipo.

Tabla 3.
Resultados de polimorfismo del ADN para secuencias nucleotidicas de los genes ITS y

trnH-psbA de las especies estudiadas del género Plukenetia.

Sitios ITS (Gen nuclear) trnH-psbA (Gen cloroplastico)
Sitios informativos

parsimonia 108 50

Sitios variables 117 55

Sitios conservados 513 285
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Los parametros genéticos de ITS y trnH-psbA para todas las especies (Tabla 4), mostraron
que el gen ITS presentd una mayor diversidad nucleotidica (Hd) que trnH-psbA. También
se registraron un total de 126 mutaciones en los 668 sitios analizados del gen ITS, mientras
que un total 60 mutaciones fueron encontradas en las 350 bp de las secuencias del gen
trnH-psbA analizadas. Solo en el valor de la diversidad nucleotidica (m) el gen trnH-psbA
fue mayor (m = 0,083) que en ITS (0,063), los haplotipos observados en las secuencias
corresponde al nimero de grupos analizados (6 para ITS y 5 para trnH-psbA), no

observandose haplotipos dentro de las especies (Tabla 4).

Tabla 4.
Parametros genéticos para los marcadores moleculares ITS (nuclear) y trnH-psbA

(mitocondrial) de las especies estudiadas del género Plukenetia.

, , ITS trnH-psbA

PARAMETROS GENETICOS

(Gen nuclear) (Gen
N° de secuencias (N) 27 27
N° de haplotipos (H) 6 5
Diversidad haplotipica (Hd) 0,823 0,806
Diversidad nucleotidica () 0,063 0,083
N° total de sitios (excluyendo “gaps”) 513 285
N° total de mutaciones (Eta) 126 60
Media de las diferencias nucleotidicas entre pares de

32,342 23,729

individuos (K)

3.1.3. Divergencia (distancia) genética
En las regiones analizadas, la diferenciacion genética intraespecifica (dentro de las
especies) del género Plukenetia fue nula (0,000), no observandose ninguna
mutacion al interior de las especies y morfotipo (Tabla 5 y 6). Los valores de
diversidad interespecifica (entre especies) encontrados en el gen ITS fueron
menores a los encontrados en el gen trnH-psbA. En este analisis P.
huayllabambana y P. carolis-vegae no presentaron diferenciacion genética entre
ellas, en ninguna de las dos regiones analizadas (D = 0,000). Las menores
distancias interespecificas fueron encontradas estas dos especies con P. volubilis y
P. sp morfotipo Cuzco (Tabla 5 y 6). En tanto que en las dos regiones analizadas
las mayores distancias genéticas fueron presentadas entre P. brachybotrya y los

demas grupos analizados (Tabla 5 y 6).
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Divergencia intraespecifica e interespecifica de las especies estudiadas del género

Plukenetia obtenida con el gen nuclear ITS.

Especie 1 2 3 4 5 6 7

1 P. carolis-vegae 0,000 0,000 0,006 0,004 0,084 0,169 0,107
2 P. huayllabambana 0,000 0,006 0,004 0,084 0,169 0,107
3 P. volubilis 0,000 0,010 0,086 0,169 0,107

Plukenetia sp.

(morfotipo Cusco) 0,000 0,084 0,175 0,107
5 P. polyadenia 0,000 0,217 0,134
6 P. brachybotrya 0,000 0,199
7 P. loretensis 0,000

Los valores en negrita (en la diagonal) representan la divergencia genética dentro de cada especie (distancia

intraespecifica), los otros valores representan la divergencia genética entre las especies (distancia

Interespecifica).

Tabla 6.

Divergencia (distancia) intraespecifica e interespecifica de las especies estudiadas del

género Plukenetia obtenida con el gen nuclear trnH-psbA.

Especie 1 2 3 4 5 6
1 P. volubilis 0,000 0,014 0,014 0,041 0,204 0,261
2 P. carolis-vegae 0,000 0,000 0,033 0,207 0,244
3  P. huayllabambana 0,000 0,033 0,207 0,244
4 Flukenetia sp. 0,000 0219 0,237
(morfotipo Cusco)
5 P. loretensis 0,000 0,085
6  P. brachybotrya 0,000

Los valores en negrita (en la diagonal) representan la divergencia genética dentro de cada especie

(Intraespecifica), los otros valores representan la divergencia genética entre las especies (Interespecifica).
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3.1.4. Relaciones filogenéticas

Los arboles consenso de Maxima Verosimilitud (elaborados en base al modelo de
evolucion T92 + G) para el ITS como para la region rnH-psbA muestran la
presencia de cuatro (A, B, C, D) y tres (A, B, C) clados o agrupaciones
respectivamente (Figuras 17 y 18). En los dos arboles se observa que P.
brachybotrya es la especie basal entre las especies de Plukenetia reportados hasta

el momento para el Pertl (grupos D y B respectivamente).

Estos arboles muestran también, que las especies comerciales de sacha inchi (P.
volubilis, P. carolis-vegae, P. huayllabambana), ademas del morfotipo Cuzco estan
conformando un solo grupo o clado (grupo A), bootstrap = 94 en ITS y 100 en
trnH-psbA. Este grupo esta subdividido en tres subgrupos, el primero conformado
por P. carolis-vegae y P. huayllabambana que no presentan diferenciacion
genética entre ellas; el segundo constituido por P. volubilis que es el subgrupo mas
préximo al primero; Plukenetia sp (morfotipo Cuzco) constituye el tercer grupo y

es el mas distante de los dos anteriores.

En los arboles consenso de ITS y #rnH-psbA (Figuras 17 y 18), observamos que las
especies P. polyadenia, P. loretensis y P. brachybotrya constituyen clados o grupos
diferentes, inclusive se observa una fuerte diferenciacion genética entre las especies

enanas de sacha inchi (P. loretensis y P. brachybotrya).
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Figura 17. Arbol consenso de Maxima Verosimilitud del gen ITS para las seis especies de Plukenetia mas
el morfotipo Cusco, este arbol fue elaborado de acuerdo al modelo T92 + G. Los valores de bootstrap

mayores a 50% (1000 repeticiones), estan representados en los nodos.
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Figura 18. Arbol consenso de Maxima Verosimilitud del gen trnH-psbA para cinco especies de
Plukenetia mas el morfotipo Cusco, este arbol fue elaborado de acuerdo al modelo T92 + G. Los

valores de bootstrap mayores a 50% (1000 repeticiones), estdn representados en los nodos.
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3.2. Discusion

El empleo de marcadores moleculares y secuencias nucleotidicas para estudios
filogenéticos vienen siendo fomentado desde finales del siglo pasado, debido a que la
historia evolutiva de cada ser vivo es marcado en su genoma (Sanna et al., 2013).
Marcadores moleculares y secuenciamiento nucleotidico vienen siendo utilizados para el
esclarecimiento no solo de las relaciones filogenéticas en diferentes grupos de especies
vegetales y animales (Garcia-Ruiz, 2003; Roman-Valencia & Vanegas-Rios, 2009;
Spooner, 2009; Roy et al., 2010; Sirvas et al., 2011; Wang et al., 2012; Garcia-Davila et
al., 2013; Cadavid, 2013; Xu et al., 2015), sino también en los estudios poblacionales para
establecer el grado de relacion entre las poblaciones de una determinada especie (Garcia-
Davila et al., 2005; Corazon-Guivin et al., 2008; Ramirez-Valiente, 2010; Caruzo et al.,
2011; Garcia-Aguilar, 2014) y para el mejoramiento genéticos de las mismas (Marquez-
Sanchez et al., 2009; Corazon-Guivin et al., 2009; Marquez-Dévila et al., 2013). En sacha
inchi, marcadores moleculares universales DALP (Amplificacion Directa de Polimorfismo
de Longitud) fueron utilizadas para evaluar la diversidad genética en cinco poblaciones
naturales de la region de San Martin, ademds para caracterizar genéticamente accesiones
del banco de germoplasma de sacha inchi en la estacion experimental del INIA en la

ciudad de Tarapoto (Corazon-Guivin et al., 2008 y 2009).

En cuanto a los estudios taxonoémicos, hasta el 2008 para el Peru solo estaban reportadas
cuatro especies dentro del género Plukenetia: P. brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia
y P. volubilis (Gillespie, 1993); siendo que el sacha inchi proveniente de la regién Cusco y
Amazonas eran consideradas como morfotipos de P. volubilis (P. volubilis morfotipo
Cusco y P. volubilis morfotipo Amazonas). En el 2009 Bussmann y acompafiantes, en base
a caracteres morfologicos, describieron ha P. volubilis morfotipo Amazonas como una
especie nueva y la que denominaron P. huayllabambana. Estudios moleculares basados en
marcadores moleculares universales ISSR (Inter simple sequence repeats) y caracteres
morfologicos (Rodriguez et al., 2010), permitieron confirmar la identidad genética de las
cinco especies descritas hasta ese momento. Nuestros resultados basados en secuencias
nucleotidicas de las regiones ITS y trnH-psbA permiten también corroborar la entidad
taxonomica de estas cinco especies, aportando ademads la informacion de estas regiones
genoma del genero Plukenetia son altamente conservadas, es decir fueron observadas

mutaciones solamente entre las diferentes especies, mas no entre los individuos de una
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misma especie, es decir todas las secuencias de una misma especie fueron iguales en la

composicion de sus bases nucleotidicas.

Recientemente, Bussmann et al. (2013) describieron una nueva especie del genero
Plukenetia proveniente de la misma region de Amazonas (P. carolis-vegae). Los autores
reportaron como principales caracteres diagndsticos o diferenciales entre las dos especies
de Plukenetia de la region Amazonas, la diferencia en la textura y tamafio de la hoja, asi
como la diferencia en el tamafio del fruto. Nuestros resultados moleculares no muestran
ninguna diferencia en la composicion de bases nucleotidicas entre las secuencias de estas
dos especies taxonomicas (distancia genética entre las dos especies = 0.000), es decir no se
observa ni una sola mutacion entre las secuencias nucleotidicas de los individuos de ambas
especies en ninguna de las dos regiones analizadas, lo que nos permite afirmar que
constituyen un mismo taxa genético. Entonces las diferencias morfologicas observadas
entre estas dos especies que habitan relativamente cerca, podrian deberse a la plasticidad
que presentan algunos caracteres morfologicos y que son influenciados generalmente por
el medio ambiente, que, en este caso, podria ser la diferencia altitudinal (P.
huayllabambana = 1676 m.s.n.m y P. carolis-vegae = 1854 m.s.n.m). Plasticidad en
caracteres morfoldgicos ya fueron observados en otros grupos de plantas (Martins, 2007;
Pedroso et al., 2009; Ramirez-Valiente, 2010; Li et al., 2012; Villamizar-Cujar et al.,
2012).

Los arboles filogenéticos de las regiones ITS y trnH-psbA muestran, ademas, que
Plukenetia sp morfotipo Cusco es una taxa genética diferente a P. volubilis, P.
huayllabambana y P. carolis-vegae; 1o que significaria que este morfotipo en realidad es
una especie nueva hermana de P. volubilis, P. huayllabambana y P. carolis-vegae como
afirmado por Rodriguez et al, (2010). También observamos que las especies comerciales
de sacha inchi (P. volubilis, P. huayllabambana y P. carolis-vegae mas el morfotipo
Cusco) forman parte de un grupo monofilético (clado A), es decir descienden de un
ancestro comun (Bootstrap: ITS = 94% y trnH-psbA = 100%). Este grupo segtn el arbol
obtenido de la region ITS presentaria como grupo hermano a P. polyadenia (Bootstrap =
100%). Este resultado al contrario de lo reportado en Rodriguez et al., (2010), corroboraria
lo sefnalado por Gillespie (1993), quien afirmaba que P. polyadenia se encuentra mas

relacionado a P. volubilis que a P. loretensis 'y P. brachybotrya.
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Nuestros resultados muestran también que el sacha inchi P. brachybotrya considerado
como sacha inchi enano por presentar frutos pequefios (segin Rodriguez et al., 2010, sus
semillas tienen dimensiones 0,41 x 0,39 cm) es el grupo basal (grupo mas distante
genéticamente) de entre las especies de Plukenetia reportadas hasta el momento para la
Amazonia peruana. Esta especie presenta grandes distancias genéticas con las otras
especies, las distancias variaron entre 0,169 a 0,217 para ITS y 0,085 a 0,261 para trnH-
psbA; inclusive presenta una fuerte distancia genética con P. loretensis (ITS = 0,199 y
trnH-psbA = 0,085), otra de las especies consideradas como sacha inchi enano (segun

Rodriguez et al., 2010; las semillas presentan en media: 0,51 x 0,42 cm).
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CONCLUSIONES

El anélisis de las secuencias nucleotidicas de la region nuclear ribosomal ITS y de
la regién cloroplastica trnH-psbA, permitieron corroborar la identidad genética de
cinco de las seis especies taxonoémica del género Plukenetia descritas para el Pert
en base a caracteres morfologicos: P. brachybotrya, P. loretensis, P. polyadenia, P.

volubilis, P. huayllabambana.

Tanto las secuencias de la region ITS como las de la region trnH-psbA muestran
que la especie P. carolis-vegae no presenta diferencia en la composicion de sus
bases nucleotidicas con P. huayllabambana, lo que nos permite afirmar que
constituyen una misma entidad taxondmica. Por lo que P. carolis-vegae constituiria

una sinonimia de P. huayllabambana.

Plukenetia sp. (morfotipo Cusco) presenta una identidad genética diferente de las
especies P. volubilis, P. huayllabambana y P. carolis-vegae, lo que nos permite

afirmar de que se trata de una especie nueva aun no descrita morfoldégicamente.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio taxondmico para describir a Plukenetia sp. (morfotipo-Cusco)

como una nueva especie de Plukenetia para la Amazonia peruana.

Realizar una nueva revision morfologia de P. huayllabambana y P. carolis-vegae,
que incluya el anédlisis de un nimero mayor de especimenes y la revision de las
formulas florales de ambas especies, esto con la finalidad de determinar el estatus

taxondmico de las mismas.

Considerar estos resultados en los planes de conservacion, manejo y mejoramiento

de las especies del genero Plukenetia en el Peru.
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Anexo 1: Clave de las especies neotropicales de Plukenetia (Gillespie, 1993)

1. Hoja pennadamente nervadas, agudo, obtuso o redondeado en la base; protuberancia
glandular ausente en la base de la nervadura central, estipelas presente so6lo en P.
serrata; glandulas laminares dispersas por lo general presente en la superficie
inferior de la hoja (excepto en P. penninervia y P. serrata); estilos totalmente
connados, 1-4 mm de longitud; todas las anteras sésiles o estambres dimorfos con
anteras interiormente sésiles y exteriormente con filamentos cortos.

2. Fruto 4 cm. o mas de didmetro, carnosa; flores pistiladas 1-10 por inflorescencia;
todas las anteras sésiles y dispersas en receptaculo globoso, recipiente de 2 mm o
mas en diametro., claramente visible entre anteras; columna estilar masivo-
obovoide; par de estipelas presentes adaxialmente en la base del nervio
CONETAl. ...\t P. serrata
2. Fruto 1-2 cm de didmetro, capsular; 1 flor pistilada por inflorescencia; todos o

solo algunas anteras sésiles y densamente hacinados en receptaculo globoso,
receptaculo de menos de 1 mm de didmetro, no visible entre anteras; columnas

estilares diversas; estipelas ausentes.

3. Estambres de un tipo: 15-50 anteras sésiles sobre receptaculo globoso;
columna estilar masivo-globosa o cilindrico-delgada, (1) 2-4 mm de
longitud.

4. Columna estilar delgada-cilindrica, ovario y cépsula con cuerno en punta
en cada carpelo; 15-25 estambres; glandulas basilaminares en 1 a varios
Pares....ccvvveiiiannnn. P. loretensis

4. Columna estilar masivo-globosa, ovario y capsula con tubérculo
redondeado en cada carpelo; estambres (24) 30-50; un solo par de
glandulas basilaminares.................. P. brachybotrya

3. Estambres de dos tipos: verticilo exterior de 4 (5) estambres con filamentos,
grupo interior de 6-12 anteras sésiles sobre receptaculo globoso; columna
estilar solido- cilindrica, 1-2 (3) mm de largo.

5. Glandulas basilaminares en 3-5 pares; brotes jovenes y peciolos
densamente hirsutos; hojas inferiores hirsutas, pelos

PEISISENES. ..ttt P. multigaldulosa
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5. Glandulas basilaminares en 1-2 (3) pares; brotes jovenes y peciolos
puberulentos; hoja escasamente puberulenta por debajo, a menudo
llegando a ser glabros.

6. Glandulas laminares dispersas ausentes o rara vez 1-8 cerca del
margen solamente en la superficie inferior de la de la hoja; hoja
cartacea a coriaceao, mayormente subcoridcea, margen claramente
serrulado y a menudo glandulas bien distinguibles; inflorescencia 1-
3 cm de largo (a s6lo 6 cm en Colombia)........................ P.
penninervia

6. Glandulas laminares dispersas numerosas, presente en ambas
superficies, superior ¢ inferior, de la hoja; hoja cartacea, margen
claramente serrulada, apariencia ondulada, glandulas nunca
distinguibles, inflorescencia 2-8 cm de
largo...c.oovevii P. supragaldulosa

1. Hoja palmadamente nervada o trinervada, cordada, redondeada, o en general obtusa
en la base; protuberancia glandular o estipelas presentes adaxialmente en la base
del nervio central; glandulas laminares dispersas ausentes en la superficie inferior
de la hoja; estilos parcial o totalmente connados, 1.5-30 mm de longitud; todos los
estambres con filamentos definidos o estambres dimorfos con anteras interiores
sésiles (solo en P. verrucosa).

7. Columna estilar globosa, 1.5-2 mm de largo, estilos totalmente connados;
estambres exteriores con filamentos, antera sésiles interiores; frutos menos de

1,5 cm de diametro., 4-lobadas,

CaAPSUIAT. ...t P. verrucosa

7. Columna estilar cilindrica, 2-30 mm de largo, estilos solo parcialmente connados

(a veces libre s6lo en la punta); todos los estambres con filamentos; frutos mas

de 2,5 cm de didmetro, 4-lobadas o subgloboso, carnosa o capsular.

8. Estilos libres para una mitad o mas de longitud, columna 3-6 mm de
longitud, brazos 3-6 mm de largo; 5 sépalos estaminados; segmentos de
discos ligulados (en forma de correa) entre estambres; fruto subgloboso,
cuadradangular y en secciones
transversales.......oo.ovviiiii i P. lehmanniana

8. Estilos libres para menos de la mitad de la longitud, columna 2-30 mm de

largo, brazos 1-2.5 (3) mm de largo; 4 6 5 sépalos estaminados; segmentos
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de discos estaminados ausentes, o si estan presentes diminutos y no

ligulados; frutos varios.

9. Columna estilar 3-7 mm de largo; fruto subgloboso, cuadradangular y en

secciones transversales, superior a 6 cm de diametro, indehiscente;

yema estaminada estrechamente oblongo-elipsoide; filamentos de 2-2.5

mm de longitud; inflorescencia mayormente unisexual, dimorfo,

inflorescencia pistilada con 3-4 (10) flores, base de hoja redondeada o

ampliamente obtuSO.........c.ovviiiiiiiiiiiiiiea P. polyadenia

9. Columna estilar 6-30 mm de largo; fruto 4-lobado, 2.5-4 (6) cm de

diametro, dehiscente; yema estaminada subglobosa; filamentos de 0.4-

1.2 mm de longitud; inflorescencia bisexual con una o dos flores

pistiladas en nodos basales; base de hoja cordada o truncada.

10.

10.

Par de estipelas presentes adaxialmente en el apice del peciolo;
protuberancia glandular diminuta o ausente entre estipelas;
estambres 25-40, filamentos delgados, 1-1.2 mm de longitud,
columna estilar 6-11 mm de longitud; 5 sépalos estaminados,
raramente 4..........oooviiininnn.. P. stipellata

Par de estipelas ausentes, protuberancia glandular unica presente
adaxialmente en el apice del peciolo; estambres 16-30, filamentos
solido-conicos, 0.4-0.5 mm de longitud; columna estilar 15-30 mm
de longitud; 4 sépalos

esStamINAdOS. ...ooeeee ettt P. volubilis
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Glosario

ADN (Acido desoxirribonucleico): Es la molécula portadora la informacion genética, que
posibilita su transmision de una generacion a la siguiente.

ADN ribosomal: Son secuencias que codifican para el RNA ribosomal y contienen
segmentos de secuencias transcritas y no transcritas.

Amplificacion: Cualquier proceso que causa la replicacion de una secuencia concreta de
ADN en cantidad desproporcionadamente elevada.

Ancestro. Es un grupo de antepasados relacionados a un antepasado directo del cual
desciende o cree descender un individuo.

Analisis del haplotipo: Estudio de genética molecular para identificar un conjunto de
segmentos de ADN que estdn estrechamente relacionados en su modo de herencia
(ligados). Se utiliza en el andlisis de ligamiento o cuando un rasgo o caracteristica
determinados presentan desequilibrio de ligamiento con un marcador genético o un grupo
de marcadores.

Apice: Extremo, punta terminal, parte distal de la base, situada en el extremo superior de
la planta.

Apomorfo: Caracter derivado de un estado ancestral. Por ejemplo, la presencia de alas en
los insectos es apomorfo ya que deriva de un estado anterior sin alas.

Arbol filogenético: Grafico que representa las relaciones filogenéticas entre los diferentes
taxones tal como son entendidas por un investigador particular. Es una hipotesis sobre las
relaciones filogenéticas de un taxon.

Biodiversidad: Esla variedad de formas de vida que se desarrollan en un ambiente natural.
Esta variedad de formas de vida sobre la tierra involucra a todas las especies de plantas,
animales, microorganismos y su material genético.

Cebador — Primer: Una secuencia corta de oligonucledtidos que se utiliza en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para la creacion de moléculas més largas de ADN.
Cladograma: Esquema dicotomico que muestra una hipotesis sobre las relaciones
filogenéticas de varios taxones.

Clasificacion: Accion de ordenar los seres vivos en grupos, es decir, distribuirlos por
categorias en funcion de las relaciones de parentesco.

Delacion. Alteracion genética consistente en la pérdida de un segmento de ADN. Su
magnitud es variable, pudiendo ser tan pequeiias como un solo par de bases o tan grandes

que afecten a uno o mas genes.


https://es.wikipedia.org/wiki/Individuo
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Dendrograma: Cualquier diagrama semejante a un arbol.

Denaturacion: Separacion de las dos hebras de DNA que se consigue por calor o por
aumento del pH, y que cambia muchas de las propiedades fisicas del DNA.

Divergencia genética. Es una fuerza evolutiva que actiia junto con la seleccion natural
cambiando las frecuencias alélicas de las especies en el tiempo.

Endémica: Planta que es propia exclusivamente de determinado pais, de una cordillera, de
una isla, etc. etc.

Especie: Es el grupo de organismos que pueden reproducirse y producir descendencia
feértil.

Especiacion: Incremento del nimero de especies en un grupo.

Evolucion: es el cambio en herencia genética fenotipica y genotipica de las poblaciones
bioldgicas a través de las generaciones.

Exén: Secuencia codificante de ADN.

Extension. Actua la polimerasa, tomando el ADN molde para sintetizar la cadena
complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario para la sintesis de
nuevo ADN.

Fenotipo: Caracteristicas fisicas y/o bioquimicas observables de la expresion de uno o
varios genes. Conjunto de rasgos clinicos de un individuo con un genotipo determinado.
Filogenia: Historia del desarrollo evolutivo de las especies. Curso historico de la
descendencia de los seres vivos.

Filogenética. Es una clasificacion cientifica de las especies unicamente en las relaciones
de proximidad evolutiva entre las distintas especies, reconstruyendo la historia de su
diversificacion desde el origen de la vida en la tierra hasta la actualidad.

Gen: Unidad que conserva datos genéticos, se encarga de transmitir la herencia a los
descendientes.

Genoma: Conjunto de los genes de un individuo.

Genotipo: Constitucion genética de un organismo o célula.

Grupo monofilético: Cuando las especies tienen un antepasado comun.

Haplotipo: Conjunto de alelos contenidos en un locus (o en varios loci) de una misma
dotacion haploide.

Herencia. Es donde los caracteres hereditarios, fisicos y mentales, se transmiten de una

generacion a otra, regidos por las leyes de la herencia, enunciadas por Mendel.


https://es.wikipedia.org/wiki/Evoluci%C3%B3n_biol%C3%B3gica
https://es.wikipedia.org/wiki/Selecci%C3%B3n_natural
https://es.wikipedia.org/wiki/Especies
https://es.wikipedia.org/wiki/Herencia_gen%C3%A9tica
https://es.wikipedia.org/wiki/Genotipo
https://es.wikipedia.org/wiki/Poblaci%C3%B3n_biol%C3%B3gica
https://es.wikipedia.org/wiki/Generaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n_de_ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n_de_ADN
http://definicion.de/herencia/
http://deconceptos.com/ciencias-sociales/generacion
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Hibridacion: Es un proceso por el cual se combinan dos cadenas de acidos nucleicos
antiparalelas y con secuencias de bases complementarias en una unica molécula de doble
cadena, que toma la estructura de doble hélice.

Homologia. Es la relacion que existe entre dos partes organicas diferentes con mismo
origen evolutivo.

Insercion: Anomalia cromosdmica en la que el material de un cromosoma se inserta en
otro cromosoma; mutacion en la que se inserta un segmento de ADN en un gen o en otro
segmento de ADN, alterando potencialmente la secuencia codificante.

Intrén: Secuencia no codificante de ADN que se transcribe a ARN mensajero (ARNm) en
su estado inmaduro.

Molécula: conjunto de 4tomos unidos unos con otros por enlaces fuertes. Es la expresion
minima de un compuesto o sustancia quimica.

Mutacion: Cualquier alteracion de la secuencia normal de un gen o mas de un gen.

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa): Procedimiento que genera millones de
copias de un segmento corto de ADN mediante ciclos repetidos.

Polimorfismo: Variaciones naturales en un gen sin efectos adversos sobre el individuo.
Alcanzan al menos una frecuencia del 1% en la poblacion general.

Secuenciacion: Proceso mediante el cual se determina la secuencia de nucle6tidos en un
segmento de ADN.

Sistematica filogenética. Es una rama de la biologia que define las relaciones evolutivas
entre los organismos basandose en similitudes derivadas.

Taxon: Grupo de organismos a los que se da un nombre.

Traduccion: Proceso por medio del cual se lee la secuencia de codones del ARN y se
elabora una cadena de proteina, con la secuencia correspondiente, de acuerdo con el
codigo genético.

Transcripcion: Proceso por el que un gene se expresa mediante la sintesis de un ARN que

contiene la misma secuencia del gene.



