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hypogaea L. en la Regién Ucayali, Peru

Genetic variability and geographic distribution of peanut Arachis hypogaea
L. in Ucayali, Peru
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Rolando Estrada J.%3

Resumen

El Pert ha sido reconocido como uno de los mas importantes centros de diversidad del cultivo de mani y de
acuerdo a la evidencia arqueoldgica, pudo haber sido el centro de origen para dicho cultivo. Para incrementar
el conocimiento de la diversidad genética del mani en el Peru, se evaluaron 65 accesiones de mani, correspon-
dientes a 21 variedades locales, de las cuencas de los rios San Alejandro, Ucayali y Aguaytia, de la Region
Ucayali. Las accesiones fueron proporcionadas por el proyecto “Modelos de diversidad y de erosion genética
en cultivos tradicionales: Asesoria rapida y deteccién temprana de riesgos usando herramientas SIG”, ejecutado
en el Instituto Nacional de Innovacion Agraria. Se utilizé la técnica AFLP para estimar la variabilidad genética
del cultivo, asi como para identificar areas con la mayor riqueza genética. Se obtuvo un total de 157 bandas
polimorficas (45,6%), a partir de 10 combinaciones de iniciadores AFLP en nuestras 65 entradas de mani. Se
consideraron solo 135 bandas polimérficas, en base a su contenido de informacion polimérfica (0,1<PIC< 0,5),
para los analisis de similaridad genética y agrupamiento. Se conformaron 8 grupos principales a un nivel de
similitud 0,65 en el dendrograma de ligamiento completo, los cuales fueron evaluados segln su Correlacion,
Reproducibilidad y Estructura. El programa de computo DIVA-GIS y los datos de pasaporte de las accesiones,
junto a los marcadores AFLP obtenidos, identificaron a la cuenca del rio Ucayali como el area geografica con
la mayor cantidad de grupos genéticos de mani.

Palabras clave: Biodiversidad; marcadores AFLP; diversidad genética; mani cultivado.
Abstract

Peru has been recognized as one of the most important centers of diversity of the peanut crop and according to
archaeological evidence, may have been the center of origin for it. Due to poor knowledge of the current levels
of genetic diversity of peanut in Peru, they were evaluated 65 peanut accessions, corresponding to 21 local
varieties from the basins of the rivers San Alejandro, Ucayali and Aguaytia, in the Ucayali region; kindly provided
by the project "Models of diversity and genetic erosion of traditional crops: Rapid advice and early detection of
risks using GIS tools", performed at the “Instituto Nacional de Innovacion Agraria”. AFLP technique was used
to estimate the genetic variability of the crop in the region and to identify areas with the greatest genetic wealth.
There were a total of 157 polymorphic bands (45.6%), from 10 AFLP primer combinations in our 65 entries
of peanuts. We considered only 135 polymorphic bands, based on their polymorphic information content (0.1
<PIC <0.5), for analysis of genetic similarity and grouping. Eight groups were formed leading to a similar level
of 0.65 in the complete linkage dendrogram, which were evaluated by correlation, reproducibility and structure.
The computer program DIVA-GIS and passport data of accessions with AFLP markers, identified the Ucayali
river basin as the geographical area with the greatest amount of genetic groups of peanuts.

Keywords: Biodiversity; AFLP markers; genetic diversity; Cultivated peanut.

considerada como el prototipo del mani y biosistemdticamente
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El mani (Arachis hypogaea L.) es la tercer leguminosa de
importancia mundial, originaria de Sudamérica, donde se reco-
noce al Perti como centro de diversificacién genética (Stalker &
Chapman 1989). Esta especie fue ampliamente cultivada por los
nativos del nuevo mundo en el tiempo de la expansion europea
por el siglo XV1 y fue llevado a Europa, Africa, Asia e Islas del
Pacifico. Los primeros restos arqueoldgicos del mani cuentan
con una antigiiedad de 2000 afios ac. y han sido hallados en el
Perti, fuera de su hdbitat silvestre (Sauer 1993).

Es probable que la especie Arachis hypogaea L. se halla origi-
nado en el sur de Bolivia y noreste de Argentina (Krapovickas
1969) sobre los 25° S. Las condiciones climdticas y la topografia
de ésta regién se encuentra entre las mds variables del mundo. En
esta regidn existen especies silvestres emparentadas con el man,
como la especie tetraploide A. monticola Krapov. & Rigoni,

una forma silvestre de Arachis hypogaea L. (Singh & Moss 1982).

Aunque no hay suficientes datos para establecer cudndo
ocurrié la domesticacidn del mani, existe evidencia arqueold-
gica que sugiere que la domesticacién del mani fue anterior al
del maiz de Huaca Prieta. El mani no estd representado en los
restos pre-cerdmicos, pero parece haber sido introducido en
asociacion con las primeras cerdmicas. Los datos de carbono de
este periodo, y por lo tanto del mani, fluctiian entre los 1200 a
1500 anos ac. (Hammons 1973). Evidencia arqueoldgica indica
gran variacién en los manis hallados en Supe, ciudad costefia
del Pert (Hammons 1994), aunque la domesticacién del mani
cultivado haya sido realizada por indigenas de las tierras bajas
tropicales de Sudamérica (Krapovickas 1995).

Antonio Krapovickas (1995) sugiere el origen de la subespecie
hypogaea en el Sureste de Bolivia y que la subespecie fastigiata
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se haya diferenciado més al norte, posiblemente en Pert, donde Tabla 1. Variedades locales de mani analizadas.
presenta su mayor variabilidad, con la presencia de las varieda-

Codigo Codigo

des fastigiata, peruviana y aequatoriana (Williams 1989), no de de  Nombrelocal Subespecie Comunidad  Cuenca
descartando la posibilidad de la participacién de alguna otra trabajo  entrada
especie silvestre. G03 E03 Aguaytia
Estudios previos en distintas variedades de mani analizadas o oayel
tudios previos ef Vv : i G29 | VE29 Ucayali
con técnicas bioquimicas y moleculares tales como isoenzimas, 38 | Y38 Ucayali
RFLP, RAPD, SSR; no habian reportado variacidn significativa G39 | CH39 colono Ucayali
a nivel del DNA en los genotipos analizados. Sin embargo en G40 | SFAQD | Ucayali
los Gltimos afios, se ha logrado encontrar polimorfismos signi- G2 | TuR hypogaca | Ucayali
. L. . G44 TU44 Ucayali
ficativos con la ayuda de técnicas como AFLP y recientemente o | o T Ucayali
SSR, lo que estd permitiendo estructurar un mapa genético en 37 P37 Bolisho Ucayali
la especie para su uso en el mejoramiento genético del cultivo. G09 | SJTU09 ; Aguaytia
nativa . .
) , ) G3 | SIB23 Ucayali
Es necesario que toda especie vegetal posea, unida a ella, o | NBZ | Ucayali
informacién concerniente a su ubicacién en determinado G28 | NB28 fastigiata | nativa Ucayali
tiempo y espacio, para facilitar el proceso de conservacién. Esta G07 | No7 Aguaytia
informacién geo-referenciada puede ser complementada con g‘; 51553 fustigiata | colono Ecayaif
otros tipos de datos como clima, suelo, topografia, actividades o %
’ . v . . s . . Caya 1
humanas y demds aspectos del am/blente flSI'CO y bl(?l’oglco, con G0 | NB%0 | Angelite | hypogaea | colono Ucayali
el fin de establecer patrones geogréficos de distribucién de la di- G0 | po Blanco fustigiata | nativa Ucayali
versidad, identificando incluso dreas de alta diversidad, predecir G149 | AU49 Ucayali
posibilidades de encontrar una especie en dreas que no hayan G54 | SAV54 | Colombiano | fastigiata |  colono Ucayali
sido exploradas, as{ como en la seleccién y disefio de lugares para G56 | SANS6 Ucayali
cp . G15 SR15 hypogaea nativa | San Alejandro
la conservacién iz situ (Guarino et al. 1999). J
G19 PN19 Colorado fastigiat, " San Alejandro
. . ., . . astigiata nativa f—————————
El Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) mediante G26 | SIB2% Ucayali

Gl6 SR16 | Crema Oscuro | fastigiata nativa | San Alejandro

el proyecto: “Modelos de diversidad y de erosién genética en

. . . , I s G48 PC48 Liso hypogaea colono Ucayali
cultivos tradicionales de Perti: asesoria rdpida y deteccién tem- i P26 | Manco Tama | Jfustigiata | nativa Ucayali
prana de riesgos usando las herramientas de GIS” recolecté 65 G | mcw | | justiginta | nativa Aguaytia
entradas de mani Arachis hypogaea en las cuencas de los rios: San Gld | AAlL | om0 T iciata | colono Carretera
Alejandro, Ucayali y Aguaytia en la Region Ucayali, las cuales Go1 E01 fastigiata | colono Aguaytia
muestran considerable variacién fenotipica para importantes G34 | SRA34 | Morado hypogaea |  mativa | Aguaytia
caracteristicas morfoldgicas como color de grano, forma y re- gzg VLSSZ < Jtigiat . Ecayai?

. . . . . egro astigiata colono cayall
ticulado de la vaina, entre otras. (Mori & Mori 2010). Dichas & g : e
) . G45 P45 Pelado hypogaea nativa Ucayali
entradas corresponden a 21 variedades locales cultivadas por las 58 | MCss Aguaytia
comunidades nativas y las colonizadoras. G59 | PA59 fastigiata | nativa Aguaytia
o, L. G61 PA61 Aguaytia
Se utiliz6 la técnica AFLP para generar marcadores moleculares G0 | o Aguaytia
y determinar la variabilidad genética de estas 21 variedades locales G62 B62 Pintadito Aguaytia
de mani, en base a sus relaciones de similitud y distancia genética. Ge3 | SJT63 fastigiata | colono Aguaytia
Asimismo, a partir de los datos de pasaporte y los marcadores mo- Go4 | NCHed Aguaytia
leculares, determinar las dreas geograficas con la mayor riqueza de G5 | NCH65 Aguaytia
4 . , G25 PB25 Pintado hypogaea nativa Ucayali

grupos genéticos haciendo uso del programa de cémputo DIVA. o | sBx hyposaea | mativa Ucayali

Materiales y métodos G | TU8 Rojito fustigiata | colono Ucayali

M ial bioléei S i 6 das d (4 G57 SAN57 Ucayali
aterial biolégico.- Se analizaron 65 entradas de mani A. a5 | N5 Aguaytia
hypogaea (30 entradas pertenecientes a la especie fastigiata y 35 G06 | SPJ06 Aguaytia
a hypogaea), correspondientes a 21 cultivares nativos del Banco Gl0 | NT10 Aguaytia
Nacional de Germoplasma de Mani del Instituto Nacional de Gl1 | NT1 hypogaea | colono | —SguAYHa
Investigacién y Extensién Agraria del Perd (Tabla 1). Se analizé gi; VTI::f; ELW?
. ; . . cayali
- R | Ceayal
s6lo 1 planta} por entr:elda por ser el manf una especie de repro 1l | rost ojo Ucayali
duccién autégama. Dichas entradas sélo corresponden a las co- 2 | sk Ucayali
lectadas en la regién Ucayali dentro de las cuencas mencionadas. G08 | SJTUOS Aguaytia
. . G12 SRA12 . Aguaytia
Obtencién de marcadores moleculares AFLP-- Para realizar ~ — 57 137 | hypogaen | mativa ol ayali
el andlisis AFLP se utiliz6 el kit: AFLP® Analysis System I (Life G33 | SIB33 Ucayali
Technologies 2001), en base a 10 combinaciones de iniciadores G4 NO04 | RosaTenue | fastigiata | colono Aguaytia
(Tabla 2) que mostraron polimorfismo en estudios previos (He GI3 |VACHI3| Rosado lypogaea | colono | San Alejandro

G17 PN17 | Tama Minasa | fastigiata nativa | San Alejandro
G18 PN18 Tama Rola | fastigiata nativa | San Alejandro
G35 SRA35 | Tama Ushin | hypogaea nativa Aguaytia

& Prakash 1997), los cuales fueron repetidos 2 veces y aplicados
segtin lo indicado en el manual de instruccién (Life Technologies

2001) con algunas modificaciones menores que se detallan a
continuacién.
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VARIABILIDAD GENETICA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL MAN{

N Bandas Bandas Proporcion Contribucién al .

Iniciadores Escoreables Polimérficas de. Band.as total .de Ba.ndas PIC promedio
Polimérficas Polimérficas

*Eco-RI: AAC / Mse-I: CAG 35 17 0,48571 0,10828 0,34272
*Eco-RI: ACG / Mse-I: CTT 32 14 0,4375 0,08917 0,33501
Eco-RI: AAC / Mse-I: CAA 34 13 0,38235 0,0828 0,22906
*Eco-RI: ACG / Mse-I: CAT 30 18 0,6 0,11465 0,22348
Eco-RI: ACT / Mse-I: CAA 35 14 0,4 0,08917 0,09664
*Eco-RI: ACT / Mse-I: CTA 33 20 0,60606 0,12739 0,23247
Eco-RI: ACC / Mse-I: CAC 32 14 0,4375 0,08917 0,27915
Eco-RI: AGC / Mse-I: CTT 30 8 0,26667 0,05096 0,15751
*Eco-RI: AAG / Mse-I: CAC 43 21 0,48837 0,13376 0,24561
*Eco-RI: ACC / Mse-I: CTA 40 18 0,45 0,11465 0,15353

Extraccién de ADN.- La extraccién se realizé mediante el
método CTAB (Doyle & Doyle 1990; CIP 1987). Para ello se
incrementé la concentracién del PVP (polivinilpirrolidona),
en el buffer de lisis, del 1 al 2%. El ADN se obtuvo a partir de
foliolos sanos de plantulas de mani sembradas en el invernadero.

Cuantificacién del ADN.- La cuantificacién del ADN se
llevd a cabo por comparacién, utilizando como patrén de re-
ferencia cuantitativa al fago Lambda cortado con la enzima de
restriccién Pst I, en geles de agarosa al 1% (bromuro de etidio
(10mg/mlL)), (CIP 1987). El DNA fué posteriormente diluido
con buffer TE hasta obtener una concentracién aproximada de
25 ng /pL.

Preparacién del ADN genémico molde.- Un total de 125 ng
de DNA fueron digeridos con 1U de las enzimas de restriccién
Eco RI y Mse I, durante 2 horas a 37 °C; luego se ligaron los
adaptadores a los fragmentos generados en la digestién, durante
2 horas a 20 °C, con lo cual se obtuvo el DNA molde necesario
para la preamplificacidn.

Pre-Amplificacién.- Se procedié a realizar una dilucién 1/10
(v/v) de la mezcla obtenida anteriormente, con el buffer TE
proporcionado en el kit. La dilucién obtenida (DNA molde di-
luido) fue utilizada para realizar la reaccién de Pre-Amplificacién
en el termociclador Perkin Elmer modelo 2400, de acuerdo al
programa de amplificacién siguiente: 94 °C (30 segundos); 56
°C (60 segundos); 72 °C (60 segundos) durante 20 ciclos. La
mezcla resultante conformard el DNA molde pre-amplificado,
bésico para las amplificaciones con los nucledtidos selectivos.

Amplificacién Selectiva.- El DNA molde preamplificado,
es diluido en 1/50 (v/v) con el buffer TE. La dilucién obtenida
es utilizada para las reaccién de amplificacién selectiva en pla-
cas PCR, de acuerdo al programa de amplificacién selectiva:
Denaturacién a 94 °C (60 s), Anillamiento a 65 °C (60 s) y
Extensién a 72 °C (90 s) durante un ciclo; luego del cual se
reduce la temperatura de Anillamiento en 1 °C para los pos-
teriores ciclos, hasta llegar a los 56 °C (Fase “touch down”).
Posteriormente se contintia con 23 ciclos a 94 °C (30 s), 56

°C (305) y 72 °C (60 s).

Electroforesis de los productos de amplificacién.- Los
productos de amplificacién fueron separados en geles denatu-
rantes de poliacrilamida (Acrilamida al 6%-Urea 7M) mediante
electroforesis vertical en un sistema de secuenciamiento Bio Rad,
modelo Sequi-Gen GT, con solucién tampén TBE 0,5 X. Se
realiz6 una precorrida a 1600 voltios por 50 minutos.

Se le adicioné a las muestras un tampén de carga (forma-
mida al 96 %) equivalente al 50% del volumen de la muestra
amplificada, para luego denaturarlas a 95 °C por 5 minutos y
colocadas rdpidamente sobre hielo, con la finalidad de evitar
posibles renaturaciones, antes de ser cargadas en el gel. Después
de denaturar, se cargaron en el gel 8 pL de las muestras am-
plificadas. El tiempo de corrida electroforética fue de 5 horas
a 1700 voltios.

Revelado de los productos de amplificacién.- Para visuali-
zar las bandas amplificadas, se utilizé la tincién con nitrato de
plata sugerido por Promega (Corporacién Promega 1994), con
las siguientes modificaciones: solucién fria de 4cido acético al
10%; enjuagues con agua destilada fria, solucién de nitrato de
plata al 0,1%. Enjuagar durante 7 segundos con agua destilada
fria. El gel es sumergido y agitado en una solucién reveladora fria
de carbonato de sodio hasta obtener la intensidad y contraste
deseados de las bandas AFLDs.

Registro de las bandas.- Las bandas reveladas en la tincién
fueron registradas en una matriz de datos, en una hoja Excel
de Windows. Se considerd 1, para la presencia de una banda y
0 para la ausencia de la misma.

Andlisis de la variabilidad genética.- La Heterocigosidad
(H) es ampliamente usada para medir la diversidad alélica o
la informatividad de un marcador genético para un locus con
varios alelos y es calculada por la férmula:

H=1-Yp’

donde p, es la frecuencia del “iésimo” alelo y “4” es el niimero

de alelos. (Nei, 1 973).

A pesar de ser conceptos diferentes, los términos PIC (Con-
tenido de Informacién Polimérfica) y H (Heterocigosidad) se
utilizan como sinénimos para estimar la “diversidad genética”
(Smith et al. 1997; Smith et al. 1992; Raina et al. 2001) y
resultaria ser la probabilidad de que un marcador encuentre
diferencias entre 2 individuos en al menos 1 locus (Duque
1998). Los valores del PIC varfan desde 0 (monomérfico o
no discriminatorio) hasta 1 (muy polimérfico o altamente
discriminatorio, con varios alelos en igual frecuencia). (Smith

etal. 1997).

Sin embargo para un locus con dos alelos se utiliza la si-
guiente férmula:

PIC=1-pi— ¢

Rev. peru. biol. 19(3): 241 - 248 (December 2012)

243



RIMACHI ET AL.

donde “p” es la frecuencia de la presencia del marcador (alelo
1) y “qQ” es la frecuencia de la ausencia del marcador (alelo 2)

(Ghislain et al. 1999; Powell et al. 1996).

Los valores PIC nos dan una idea de la capacidad de cada
marcador generado para revelar loci polimérficos en nuestras
entradas (Ghislain et al., 1999), asi, como el valor de la frecuen-
cia de ocurrencia de cada una de nuestras bandas (alelos) y es
considerada ademds, una medida de diversidad genética (Senior
et al. 1998; Smith et al. 1997; Raina et al. 2001).

Obtenidos los valores PIC de cada uno de los marcadores
o bandas se procedié con la eleccién de aquellas cuyo PIC sea
>0,1y <0,5, por ser considerados estos niveles como los limites
empiricos para detectar diferencias utilizando un gran niimero
de repeticiones (Ghislain et al. 1999). Las demds bandas fueron
descartadas por su bajo contenido de informacién polimérfica.

Los andlisis de asociacion en base a las similitudes genéticas
se realizaron en el programa NTSYSpc 2.1, utilizando el coefi-
ciente de similitud simple, ya que se asume que cada banda en
el gel corresponde a un locus con 2 alelos: presencia (alelo 1) y
ausencia de la banda (alelo 2). Al comparar 2 entradas que no
posean una determinada banda serdn consideradas que poseen
el mismo alelo en ese locus (Powell et al. 1996; Ghislain 1999).
Sin embargo, otras matrices de similitud fueron generadas en
base a los coeficientes de Jaccard y el de DICE, las cuales fueron
comparadas con la matriz de similitud simple matching, para
encontrar posibles diferencias entre los valores de similitud
genética y disminuir el sesgo por la eleccién del coeficiente de
asociacion.

Para construir nuestra matriz de similitud se consideré el
criterio de seleccién para marcadores dominantes en base al PIC,
el cual s6lo considera a aquellos marcadores con frecuencias PIC
> 0,10y < 0,50, con lo cual se redujo el nimero de marcadores
de nuestra matriz de datos, de 157 bandas polimérficas a 135
bandas polimdrficas. Esta nueva matriz de datos de 135 bandas
polimérficas y 65 entradas fue utilizada para obtener la matriz
de similitud genética.

Luego de comparar de par en par todas las entradas, para
generar la matriz de similitud, se procedié al andlisis de agru-
pamiento para la obtencién del dendrograma y los respectivos
clusters. Los andlisis de agrupamiento o clusters fueron realizados
en base a la matriz de similitud “simple matching” (SM). Se
utilizaron tres tipos de ligamiento: simple, completo y promedio,
para construir los dendrogramas y visualizar las relaciones de
similitud existente en las entradas. Las diferencias entre estos
dendrogramas fueron evaluadas mediante la correlacién entre los
valores cofenéticos de cada dendrograma y la matriz de similitud
mediante el test de Mantel.

Para validar el ndimero de grupos generados (clusters) en el
dendrograma de acuerdo a cada tipo de ligamiento, se utiliza-
ron 3 controles: correlacién entre la matriz de similitud y la
matriz cofenética generada en base al dendrograma mediante
el test de Mantel; reproducibilidad de los grupos por el anilisis
“bootstrap”, mediante el programa Winboot (Yap 1996), apli-
cando 500 repeticiones en base al agrupamiento UPGMA; y
la estructura de los grupos conformados, el cual nos permitié
conocer la proporcién de similitud entre los integrantes de un
grupo, en base a las bandas compartidas y las bandas exclusivas

de dicho grupo (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de similitud genética obtenidos entre las accesiones
de cada cuenca.

Similitud genética

Cuenca promedio Rango
Ucayali 0,724 0,519 - 0,993
San Alejandro 0,756 0,644 - 0,859
Aguaytia 0,764 0,593 - 0,956

Utilizando el programa DIVA-GIS se analiz6 la distribucién
de los grupos generados (clusters) en base a las similitudes gené-
ticas, con el objeto de dilucidar patrones geograficos, genéticos,
mapeo de riqueza y diversidad basada en datos de marcadores
moleculares. Para ello fue necesario utilizar la informacién re-
gistrada en el pasaporte de cada una de las entradas en cuanto a
su ubicacidn geografica (Latitud, longitud y la altitud).

Se realiz6 la bsqueda de dreas geograficas que posean la mayor
concentracién de grupos genéticos (clusters), utilizando para ello
celdas (grids) de 0,15° (aproximadamente 225 Km?). Cada grid o
cuadricula representa un drea en el cual estdn ubicadas las entradas
colectadas que pertenecen a un determinado grupo genético.

Al comparar la cantidad de grupos genéticos existentes entre
una cuadricula y otra, podemos obtener diferencias entre la va-
riabilidad presente en ellas; asi como, ubicar las cuadriculas con
el mayor niimero de grupos genéticos. Cada uno de los grupos
obtenidos fueron graficados en sus respectivas zonas geogréficas
de colecta para observar su distribucién.

Resultados

Registro de las bandas informativas amplificadas.- Los
patrones de bandas de las combinaciones de “primers” AFLP,
de cada una de las entradas, fueron registrados en una matriz
de datos en una hoja Excel de Windows. Se consideré 1, para la
presencia de una banda y 0 para la ausencia de la misma.

Las 10 combinaciones de iniciadores AFLP amplificaron un
total de 344 bandas reproducibles en nuestras 65 entradas, con
un promedio de 34 bandas escoreables por combinacién de ini-
ciadores (Rango: 30 a 43 bandas) cuyos tamafios se encuentran
comprendidas entre los 1100 y 250 pb.

De las 344 bandas reproducibles, sélo 157 bandas fueron in-
formativas o polimérficas (45,6%), que son aquellas que muestran
por lo menos 2 estados (alelos): presencia y ausencia del marcador.
Las demds bandas son consideradas no informativas o monomér-
ficas y son descartadas del andlisis, porque no presentan 2 alelos
o estados, por lo tanto no permiten encontrar diferencias entre
2 entradas. Se obtuvo en promedio 16 bandas informativas por
combinacién de iniciadores (Rango: 08 a 21 bandas).

Contenido del indice polimérfico (PIC).- Los marcado-
res con valores PIC menores a 0,1 y mayores a 0,5 no fueron
considerados, por lo que se eliminaron un total de 22 bandas
(14%), las cuales no alcanzaron los valores establecidos. Un
total de 135 bandas polimérficas (86%) lograron los niveles
de polimorfismo requerido. De estas 135 bandas el 68,8% son
generadas por sélo 6 combinaciones de iniciadores, sefialadas
con asterisco (*) en la Tabla 2.

La combinacién de iniciadores Eco-RI: AAC / Mse-1: CAG
generd los mayores valores PIC entre nuestras entradas y revela
la mejor calidad de bandas informativas. Por otro lado, la com-
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Tabla 4. Estructura de los grupos conformados.

Grupo Numero de Banda‘s Band.as ProI‘)or.c‘ién de
Integrantes Compartidas Exclusivas Similitud
1 3 69 5 0,54815
2 3 76 5 0,60000
3 2 101 4 0,77778
4 7 61 2 0,46667
5 3 69 7 0,56296
6 4 64 3 0,74074
7 2 91 9 0,54815
8 41 9 0 0,06667

binacién de iniciadores Eco-RI: ACT / Mse-I: CAA produce
los més bajos valores PIC y una baja calidad en el revelado de
los productos de amplificacién, al igual que las combinaciones

Eco-RI: AAC / Mse-1: CAA y Eco-RI: AGC / Mse-I: CTT.

Los valores PIC promedio de cada combinacién de inicia-
dores fluctdan entre los 0,097 y los 0,343, con un promedio
global de 0,23, lo cual indica una variabilidad media, teniendo
en consideracién que el valor mdximo que podria adquirir este
indice es de 0,5 para marcadores de tipo dominante.

Similitud Genética.- El 47,5% de la poblacién analizada
posee una similitud genética comprendida entre los 0,7 y 0,8;
el 24,3% de la poblacién posee los mayores valores de simila-
ridad genética, comprendido entre los 0,8 y 1; y el 28,2% de
la poblacién posee los menores valores de similitud genética
comprendidos entre 0,5 y 0,7, lo cual indica nuevamente una
variabilidad media. La mayor variabilidad genética estaria dentro
de la cuenca del Ucayali, porque posee los menores valores de
similitud genética (Tabla 3); sin embargo, dichos valores son
muy cercanos al de las otras cuencas.

Ligamiento completo.- El dendrograma de ligamiento com-
pleto establecié la conformacién de 8 grupos genéticos a un nivel
de similitud de 0,65 (Fig. 1). Se puede notar cierta tendencia en
las accesiones de agruparse de acuerdo al tipo de suelo en la cual
fueron colectadas, ya que el 85% de las entradas colectadas en las
zonas denominadas de “altura” (162 — 367 m de altitud) estdn
ubicadas en el cluster 8, el cual es el mds numeroso. El 63,2% de
las entradas fueron colectadas en terrenos “bajos” (132 — 152 m),
sin embargo, la mayorfa de ellas pertenecen a diferentes clusters.

v Riqueza Chister:
B 0t Chunters
B -2 s

2-3 Chpers

3 - 4 Churters

B -5 Coumers
Holma

El 87,5% de los grupos estdn fuertemente estructurados, al
ser similares entre s los miembros de un grupo en un rango del
47 al 76%; excepto el grupo 8, el cual sélo alcanza un 7% de
bandas compartidas (Tabla 4). Es interesante hacer notar que el
54% de los miembros de este grupo 8 estdn ubicados en zonas
denominados de “altura” entre los 162 y 367 msnm, al igual
que los grupos 3 y 5 hallados entre los 175 y 303 m de altitud.

Distribucién espacial de la variabilidad genética del
mani.- Las entradas de mani fueron colectadas en 7 distritos
pertenecientes a 2 provincias (Coronel Portillo y Padre Abad)
abarcando 3 cuencas y a 4 tipos distintos de suelos. La mayor
cantidad de colectas (52%) se registran en el distrito de Callerfa,
provincia Coronel Portillo, cuenca del Ucayali, cuyos suelos son
predominantemente “bajos” (Barrizal, Playa y Restinga).

Riqueza de grupos.- La mayor riqueza de grupos genéticos
de mani se encuentran en la cuenca del Ucayali (Fig. 2), distrito
de Calleria, provincia Coronel Portillo del departamento de
Ucayali. En dicha cuenca se logra ubicar los 8 grupos genéticos,
siendo los grupos 1y 3 exclusivos de esta cuenca, con una riqueza
de hasta 5 grupos diferentes en una solo celda.

En la cuenca del Aguaytia se logra ubicar hasta 5 grupos ge-
néticos y en la cuenca del San Alejandro sélo se tiene 2 grupos.
Es importante mencionar que todas las entradas de la Cuenca
San Alejandro pertenecen al grupo 8.

Distancia genética.- Los datos de marcadores moleculares,
asociados a la ubicacién geogrifica de las localidades, fueron
analizados también con el programa DIVA-GIS con la finalidad
de estimar la variabilidad genética entre nuestras entradas. Para
ello se calcularon las distancias genéticas en base al coeficiente

de Sokal & Michener (1958).

Los valores de distancia genética se encuentran comprendidos
entre 0> y <0,5, lo cual indica una variabilidad predominan-
temente media; siendo la cuenca del Ucayali la que posee los
mayores valores de distancia genética (0,375 — 0,500). (Fig. 3).

Discusion

Variabilidad genética.- A pesar de que el mani posee una
gran variabilidad morfoldgica (Kochert et. al. 1996; Williams
1989), dicha variabilidad no habia podido ser demostrada

molecularmente al utilizar diversas técnicas de marcadores para

75

100 km

Figura 2. Riqueza de grupos en cada una de las cuencas. Cada grid
(cuadricula) tiene una dimension de 15 x 15 Km.

Figura 3. Distancia genética estimada mediante el programa DIVA
-GIS.
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encontrar polimorfismo a nivel del ADN en el man{ (Garcia et
al. 1 995; Halward et al. 1991; Halward et al. 1992; Hopkins et
al. 1999; Kochert et al. 1991; Subramanian et al. 2000).

Sin embargo algunos investigadores lograron encontrar po-
limorfismo genético a nivel del ADN del mani, empleando la
técnica de marcadores AFLP (He & Prakash 1997), con lo cual
fue posible estimar las relaciones genéticas entre las diferentes
variedades botdnicas del cultivo (He & Prakash, 2001), aunque
anteriormente, habfan sido estimadas las relaciones entre algunas
especies silvestres del mismo (He et al. 1995).

Al trabajar nosotros con las 10 combinaciones de iniciadores
AFLP que mostraron ser polimérficos en estudios previos, obtu-
vimos algunas diferencias. Las 10 combinaciones de iniciadores
amplificaron un total de 344 bandas, de las cuales 157 fueron
informativas; lo cual difiere de las 695 bandas totales y 53
informativas reportadas anteriormente. (He & Prakash 1997).

Dicha diferencia podria ser explicada por el nimero de
entradas de mani evaluadas, ya que en dicho estudio sélo se
trabajo con 6 entradas de mani, pertenecientes a 3 variedades
botdnicas, en cambio nosotros trabajamos con 65 entradas de
mani, lo que tal vez haya facilitado a la obtencién de un mayor
ntimero de bandas informativas.

Los valores PIC nos dan una medida de la variabilidad gené-
tica (Powell et. al. 1996; Agrama & Tuinstra, 2003), pero por
ser los marcadores AFLP dominantes, no muestran la totalidad
de alelos que existen en un locus, por lo que podriamos obtener
resultados diferentes si analizamos nuestras muestras con mar-
cadores codominantes. Sin embargo el gran poder de andlisis
multiloci de los marcadores AFLP nos permite encontrar un
mayor nimero de diferencias y similitudes a nivel del ADN,
con lo cual es posible obtener grupos genéticamente similares
al aplicar técnicas de taxonomia numérica en el andlisis de
nuestros resultados.

Los valores PIC fueron de gran utilidad para la eleccién de
las bandas informativas tomadas en cuenta para el andlisis de
similitud genética, porque nos permitié establecer las bandas que
detectan diferencias entre nuestras entradas, para establecer un
matriz de similitud genética. (Ghislain et al. 1999).

El coeficiente de asociacién simple considera las presencias y
ausencias de un marcador como similitudes genéticas. (Powell
et al. 1996; Ghislain et al. 1999); sin embargo la ausencia de
un marcador no implica necesariamente una similitud genética,
por lo tanto algunos investigadores utilizan los coeficientes de
Jaccard y DICE, los cuales sdlo consideran las presencias de las
bandas como una similitud genética. (Vipa & Huestis 1997;
Erschadi et. al. 2 000; Teulat et. al. 2000).

Por ello, se generaron matrices de similitud genética utilizan-
do diferentes coeficientes de asociacion para establecer si existian
diferencias entre las matrices de similitud generadas. Los altos
niveles de correlacidn entre las distintas matrices nos permiti6
determinar que no existfan mayores diferencias entre ellas, por
lo tanto podriamos trabajar indistintamente con cualquier tipo
de coeficiente de asociacidon genética, sin que ello ocasione
grandes distorsiones al realizar nuestro andlisis de agrupamiento
o dendrograma.

Los andlisis de agrupamiento son realizados principalmente
con el ligamiento promedio, sin embargo nosotros optamos

por el ligamiento completo (a pesar de que su correlacién cofe-
nética no es buena), porque fue el dnico dendrograma que nos
permitié distinguir los 8 grupos genéticos o clusters generados
en el andlisis de reproducibilidad “bootstrap”. Ademds los den-
drogramas generados por los ligamientos simple y promedio no
establecieron una clara distincién de grupos entre las entradas,
revelados en el andlisis “bootstrap”.

Distribucién espacial de la variabilidad genética.- El pro-
grama DIVA — GIS, permitié visualizar la distribucién espacial
de los grupos genéticos obtenidos, los cuales estdn distribuidos
principalmente en la cuenca del Ucayali. Al parecer dicha dis-
tribucién obedece principalmente al tipo de suelo (barrizales y
playas) de la cuenca del Ucayali, el cual es inundable durante
la temporada de crecida de los rios, lo que permite sembrar en
un terreno suave, ideal para el desarrollo de las vainas del man,
posibilitando un mayor nimero de comunidades dedicadas a
su cultivo; a comparacion de las comunidades de las zonas de
“altura”, la cuales no son inundadas por los rios, por lo que el
terreno es duro y compacto, limitando el desarrollo de las vainas.
(David Williams, comunicacién personal).

Sin embargo, en la cuenca del Ucayali se efectué la mayor
cantidad de colectas (52 %) lo que tal vez haya influido en que
la zona agrupe a la mayor cantidad de grupos, pero no debemos
dejar de considerar que 2 grupos, son exclusivos de la cuenca.
Los valores de distancia genética generados por el programa
DIVA - GIS, reafirma a la cuenca del Ucayali como la que posee
la mayor variabilidad genética del cultivo de mani.
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