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RESUMEN

Dipteryx Scherb. (Fabaceae) es un género neotropical que ocurre en América del Sur, América
Central y el Caribe. En el Perd, se reportan seis especies de Dipteryx (Macbride 1892, Brako &
Zarucchi 1993). La delimitacién morfolégica de estas especies no es clara, por lo cual, existe
una incertidumbre en la determinacion de las especies y su rango de distribucién geografico en
Perd. En el presente estudio se realizé la caracterizacion morfoldgica de 74 especimenes del
género Dipteryx colectados en los departamentos de Loreto, Ucayali, Hudnuco y Madre de
Dios utilizando el andlisis morfométrico de 22 caracteres vegetativos y la caracterizacion
molecular de 32 de estos especimenes mediante la secuenciacion de las regiones del cloroplasto
psbA-trnH 'y matK. Los resultados muestran que existen tres grupos morfolégicos y
genéticamente diferenciados: Uno conformado por especimenes de D. micrantha morfotipo 1,
un segundo grupo conformado por especimenes de D. micrantha morfotipo 2 y un tercer grupo
formado por especimines de D. charapilla. Los caracteres morfolégicos como ancho del
foliolo, longitud del foliolo, longitud de raquis y nimero de foliolos por hoja, ayudaron a
discriminar los grupos antes mencionados. Asi mismo, el andlisis genético indicdé que el
marcador molecular psbA-trnH discrimina mejor a las especies de Dipteryx. D. micrantha
morfotipo 1 estd distribuida en los departamentos de Loreto, Ucayali y Madre de Dios; en tanto
que D. micrantha morfotipo 2 se encuentra distribuida en los departamentos de Ucayali y
Loreto, y D. charapilla tiene una distribucion restringida a dos localidades en el departamento
de Loreto (Jenaro Herrera y Puerto Almendras). Asi mismo, ponemos en evidencia el erréneo
uso del nombre D. odorata o Courouma odorata para el Perd, probablemente estos nombres
son utilizados para referirse a especimenes de D. charapilla en los herbarios o a nivel

comercial a los dos morfotipos de D. micrantha.

Palabras claves: Dipteryx, Morfologia, Shihuahuaco, Andlisis de componentes, Secuencia

nucleotidica, ADN.
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I.  INTRODUCCION

El género Dipteryx pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Papilionideae y a la tribu
Dipterygeae junto a Pterodon, Taralea. Dipteryx presenta doce especies de madera dura que
se encuentran distribuidas en América del Sur, América Central, siendo Brasil el pais que

presenta mayor niimero de especies de este género (Figura 1).

Las especies de Dipteryx en Peri son principalmente apreciadas como madera en la
industria forestal debido a su dureza, ideal para pisos y aplicaciones externas (Reynel et al.
2003). Los registros reportados en Peru Forestal en Numeros se hay extraido mas de 900
mil metros cubicos de madera rolliza de Dipteryx en el periodo 2010-2015, con una
creciente demanda de exportaciones principalmente a China (Putzel et al. 2010). Para la
mayoria de especies maderables en Perd, monitorear la extraccion y asegurar el manejo
sostenible de las especies forestales es un desafio. Un factor limitante para el manejo
sostenible del genero Dipteryx en Perd es la presencia de especies con delimitacion
morfolégica poco clara y muchas veces con sobreposicion de caracteres sindpticos
(diferenciales). Hasta el momento a existido un solo intento de actualizacion de la situacién
taxondmica de las especies (de Lima, 1989) desde la ultima revision del género realizada en
1949 por Ducke. Esta falta de informacién taxonémica significa que los rangos de
distribucién de las especies no estan claros, la abundancia y ecologia no pueden ser
facilmente evaluadas, por lo que es dificil disefiar estrategias de manejo viables y efectivas.
Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar el conocimiento de la taxonomia y distribucién

de las especies de Dipteryx en el Pera.

La primera vez que se describi6 el género Dipteryx fue en 1775 por Fusée Aublet, quien la
describi6 bajo el nombre de Coumarouna; afios después se nombré Dipteryx por el botdnico
Johan C.D. Schreber (Francisco 2010). El género Dipteryx se asemeja vegetativamente con
Taralea, ya que tienen hojas gruesas y raquis alado, y con otros géneros y especies como

Apuleia por el fuste y con Geofroea inermis por sus frutos.

En el Pert, se ha registrado la presencia de al menos seis especies de Dipteryx, cuatro

especies citadas en Flora del Pert bajo el genero Coumarouna Aublet que actualmente es



sinonimo de Dipteryx (McBride 1943): D. micrantha Harms, D. charapilla (J.F Macbr.), D.
ferrea (Ducke) Ducke y D. odorata (Aubl.)Willd, y estudios posteriores han reportado a dos
especies adicionales: Dipteryx alata Vogel (Brako y zarucchi 1993, Véasquez 1997,
Montegaudo & Huamaén 2010, Monteagudo et al. 2015), y Dipteryx rosea Spruce ex Benth.
(de Lima 1989, Brako y Zarucchi 1993). Los registros de herbarios muestran que la mayoria
de estas especies se encuentran en Loreto (Spichiger et al. 1989, Brako y Zarucchi 1993,
Viasquez 1997). Sin embargo, en campo aparentemente no es facil determinar estas especies,
por lo que la comercializacion y exportacion de la madera se lleva a cabo bajo el nombre de

Coumarouna odorata o Dipteryx spp (Shihuahuco, cumart o charapilla).

Las descripciones botdnicas e identificaciones se basan tradicionalmente en los caracteres
morfoldgicos de las especies, sin embargo, no siempre estos caracteres pueden establecer los
limites taxondmicos de las especies de un género. Por esta razén a partir de 1990 la
literatura registra la incorporacion de la morfométria foliar en las plantas, la cual utiliza los
andlisis multivariados para ayudar a la delimitacién de las especies (Marcus 1990). Las
técnicas multivariadas son ttiles en la taxonomia debido a que permiten comparar muestras
de organismos provenientes de diferentes localidades o de lo que se cree taxones diferentes
o iguales (Borazan y Babac 2003). Esta herramienta ha sido usada satisfactoriamente para
determinar los caracteres discriminantes de las variedades de Hymenaea courbaril (Souza et
al. 2014), y de las especies de los géneros Quercus (Martinez-Cabrera et al. 2011) e

Indigofera (Soladoye et al. 2010).

Ademas, a partir del afio 2003, se dio a conocer una nueva herramienta de identificacién de
especies basada en secuencias nucleotidicas, utilizadas como cédigo de barras para plantas,
que sirve para identificar especies sin la necesidad de contar con muchos caracteres visibles
(Ferreira y Grattapaglia 1998, Hebert 2003). Estas herramientas cuando se utilizan en forma
combinada pueden ser de gran ayuda, mds ain cuando se utilizan para la verificacion de

especies y para explicar confiablemente las relaciones genéricas y supragenéricas.

El objetivo del presente estudio es contribuir al conocimiento taxonémico, dendrolégico y
genético del género Dipteryx Scherber. en la Amazonia peruana. Para esto se colectd
material biolégico de drboles provenientes de bosque naturales y se recopilaron especimenes
de herbarios con el fin de contestar las siguientes preguntas: (1) ;Cuéles son los caracteres
morfoldgicos que diferencian las especies de Dipteryx en el Perii?, (2) ;Se logran diferenciar

los grupos morfolégicos mediante la aplicacion de marcadores moleculares de los genes



cloroplasticos Mutarsa k (matK) y psbA-tmH?, (3) (Cudl es la distribucién geografica de las
especies de Dipteryx caracterizadas morfolégica y molecularmente?, (4) (Es Dipteryx
odorata la especies que mds se comercializa? Este estudio dard las bases para entender
mejor la ecologia, delimitar la distribucién de estas especies y desarrollar 6ptimos planes de

manejo y conservacion de Dipteryx en la Amazonia Peruana.






II. REVISION DE LITERATURA

1. CONTEXTO

El presene estudio se realizd en el marco del proyecto: “Aplicacion de marcadores
moleculares para la caracterizacion, identificaciéon y determinacién de origen geogréfico en
la comercializacion de la caoba y el shihuahuaco en la Amazonia Peruana” del Programa

Nacional de Innovacién para la Competitividad y Productividad (Innévate Pert).

Ademds, las muestras obtenidas en el presente estudio se utilizardn en el proyecto Proyecto
Large Scale Project on Timber Verification al Instituto Thiinen, que busca desarrollar una

base de datos genetica de referencia para verificar la procendia de la madera.

2. EL GENERO DIPTERYX

2.1. HISTORIA

El género Dipteryx se encuentra dentro de la tribu Dipterygeae juntos a los géneros
Pterodon y Taralea (Pennington et al. 2001; Francisco 2010; Cardoso ef al. 2012). Aublet
(1775) describié al género Dipteryx por primera vez bajo el nombre de Coumarouna,
tomando como especie tipo a C. odorata, luego Schreber (1791) agrupd a Taralea y
Coumarouna bajo el género Dipteryx, el cual se basé solo en las caracteristicas florales sin
considerar las diferencias entre sus frutos. Posteriormente en el congreso de Viena de 1905
este nombre fue conservado sobre Coumarouna y Taralea fue considerado un género
distinto (Francisco 2010). En la actualidad esto es verificado por los estudios morfoldgicos y
filogenéticos que determinaron que los géneros Dipteryx y Taralea son distintos (Francisco

2010; Cardoso 2012; Cardoso 2013).

El género Dipteryx presenta doce especies, nueve aceptadas y tres por resolver, distribuidas
en América del Sur, América Central, en paises como Costa Rica, Panama, Guyana,
Surinam, Venezuela, Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia, Brasil, y Paraguay (The plant List
2013; Tropicos 2016). Brasil es el pais que presenta mayor nimero de especies de este
género (ocho especies; Figura 1). Para el Perd, Macbride en 1943 reportd cuatro especies de

este género: D. charapilla (J.F. Macbr.) Ducke, D. ferrea (Ducke) Ducke, D. micrantha



Harms, D. odorata (Aubl.) Willd., y dos especies adicionales fueron agregadas en el listado
de especies de angiospermas y gimnospermas de Perd (Brako & Zarucchi 1993): D. alata
Vogel y D. rosea Spruce ex Benth. El servidor Web The Plant List al 2017 muestra como
sinbnimos botanicos de D. micrantha y D. rosea a D. ferrea y D. charapilla
respectivamente. Los registros de herbarios y otras referencias bibliograficas muestran que
Dipteryx alata se encuentra en Loreto, Huanuco y Ucayali (Vasquez 1997, Montegaudo &
Huamin 2010, Monteagudo et al. 2015) y Dipteryx micrantha se encuentra en los
departamentos de Ucayali y Madre de Dios (Reynel et al. 2003; Baldeon er al. 2003),
estudios recientes (Pariente 2017) muestran que D. micrantha se encuentra en Loreto,
Huanuco y Ucayali, y que D. alata se encuentra en los departamentos de Ucayali y Madre
de Dios, mientras Dipteryx odorata (Spichiger et al. 1989) y Dipteryx rosea (De Lima 1989,

Pariente 2017) fueron escasamente reportadas en Loreto.

2.2.  DESCRIPCION BOTANICA

Viasquez (1997) presenta la siguiente descripcidn para el género Dipteryx Schreb., el cual se
caracteriza por presentar hojas alternas, paripinnadas o aparentemente imparipinnadas,
raquis alado aplanado o alado, prolongado en el dpice, foliolos 5-9(11), generalmente
grandes, glabros, a veces con puntos translucidos, nervio medio excéntrico, estipelas
ausentes, estipulas pequefias o ausentes. Inflorescencia en paniculas terminales, bricteas y
bractéolas presentes o ausentes; cdliz 2-labiado, caduco, a menudo glandular-punteados;
corola rosada-blancuzca; 10 estambres, monadelfos, a veces 5 pequefios o abortivos. Fruto

drupéceo, indehiscente, ovoide, aceitoso; semillas aromadticas.

En las claves taxondmicas, las especies de Dipteryx se caracterizan por el numero de
foliolos, forma del apice (agudo, acuminado, obtuso o cuspidado), forma de la base (Retusa,
obtusa, cuneada), consistencia del foliolo (membranoso, cartaceo, coridceo), forma de
foliolos (oblongos, elipticos, lanceolados), patrén de venacion (broquidédromo,
casped6dromo), presentar hojas con raquis alada hasta estrechamente alado, peciolo y raquis
surcado el tamaiio y el color de las flores (lilas, rosadas, fucsias), textura del céliz (coridceo
0 membranoso), tamafio y forma del fruto (eliptico o oblongo) y las semillas (McBride

1943, Vasquez 1997, Spichiger 1989, Francisco 2010).
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D. casiquiarensis, D. coreacea y D. emarginata son conocidas solo por las muestras tipos colectadas en Venezuela, Guiana, y Brasil, repectivamente.

Figura 1: Distribucion global del género Dipteryx.

FUENTE: Elaboracion propia, Kew: Geocat




2.3.  ECOLOGIA

La floracién del género Dipteryx ocurre durante la estacion seca en los meses de julio a
noviembre y la fructificacion en los meses de Septiembre a Diciembre (Reynel 2003). La
polinizacién no es conocida para todas las especies, solo se conoce que es realizada por
abejas en Dipteryx alata (Oliveira 2008). El género tiene una dispersion primaria de semillas
realizada por los murciélagos frugivoros (Artibeus spp.) y una dispersion secundaria
realizada por el aiuje (Dasyprocta spp) y las ardillas (Sciurus spp), siendo las semillas parte
de la dieta de estos animales (Romo 2004, Brightsmith 2005). Los murciélagos se alimentan
del mesocarpo carnoso. Estos murciélagos alejan los frutos de los drboles progenitores,
haciendo que el fruto pueda caer durante el transporte o la semilla puede caer cerca del nido
cuando terminan de alimentarse, por eso aparecen a menudo bajo las hojas de palmas o
cerca de los bordes de caminos forestales abiertos que facilitan su movimiento a través del
bosque (Howe 1986, Janzen et al. 1976, Putzel et al. 2011). Cuando los frutos caen al suelo,
los mamiferos terrestres inician la dispersion secundaria (Ruiz et al. 2010). Ademds, puede
presentar una dispersion hidrocora, es decir, mediante el agua por quebradas o rios (Ducke

1940).

Se ha registrado la presencia de semillas de Dipteryx en bosques maduros, aunque también
estdn presentes bajo nidos de murciélagos en bosques de sucesion, demostrando el
movimiento de estas semillas entre bosque primario y secundario, y en una variedad de
hébitats, desde los bosques de tierras bajas hasta los bosques de tierras altas (Romo 1997,

Romo 2004, Putzel 2011).

El género Dipteryx presenta una adaptacion esciofita en el primer estadio de desarrollo
(Louman 2001, Romo et al. 2004), pero luego necesita aumento de luz para continuar su
crecimiento comportdndose luego como helidfita (Louman 2001). Por lo tanto, presenta

adaptaciones morfoldgicas de acuerdo a su estadio de desarrollo.

2.4.  APROVECHAMIENTO FORESTAL EN PERU

Cuando se extrae madera de Dipteryx en el Perd, ésta es registrada como charapilla o
Shihuahuaco, bajo los nombres cientificos de Dipferyx odorata y Coumarouna odorata
respectivamente (SERFOR 2016). Segin los registros reportados en Pert Forestal en
Numeros se ha extraido cerca de 193 mil metros ciibicos de madera de estas dos especies en
el 2015, con una creciente demanda en las exportaciones principalmente dirigidas a la China

(Putzel, 2010). La comercializacién en el pais se realiza como madera rolliza, madera



aserrada, parquet, carbon, durmientes. Siendo los departamentos con mayor extraccion de
estas especies Madre de Dios (126 mil m3), Loreto (47 mil m3), Ucayali (17 mil m3), Pasco
(162 m3) y Junin (125 m3) (SERFOR, 2016).

3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

3.1. DEFINICION.

Los individuos que conforman una especie vegetal estdn bajo interacciones de adaptacion
con el medio donde se desarrollan. Estas adaptaciones se almacenan en el genoma a lo largo
del tiempo entre los miembros de la poblacion que conforman la especie y puede expresarse
0 no en caracteristicas fenotipicas que permitan ser identificadas. Las caracteristicas que lo
conforman corresponden a la descripcion morfoldgica de la planta, estas caracteristicas se
denominan descriptores morfolégicos. Un descriptor es una caracteristica facil de medir,
registrar o evaluar que ayuda a la diferenciacion y expresa el atributo de manera precisa y

uniforme (Franco e Hidalgo 2003).

La caracterizacién morfoldgica es la determinacion de un conjunto de caracteres mediante el
uso de descriptores que permiten diferenciar taxondmicamente a las especies y que son
comunes a todos los individuos de una especie. Algunos caracteres pueden ser altamente
heredables, faciles de observar y expresables en cualquier ambiente y serdn los més ttiles al
momento de diferenciar especies (Herndndez 2013, Franco e Hidalgo 2003). Ademas esta
basada en rasgos cuantitativos y cualitativos, dentro de los cuantitativos incluyen a las
medidas morfométricas. La morfométria ha tenido un avance con el desarrollo de métodos
informdticos de andlisis de imagen, los que facilitan el proceso de mediciéon de los

descriptores (Gonzalez-Andres 2001).

Ademas se debe tener en cuenta que lo cambios fenotipicos inducidos por el ambiente en un
organismo se denominan plasticidad fenotipica (Nufiez-Farfan et al. 2003) y que cuando un
género presenta esta plasticidad hace complicado delimitar adecuadamente las especies, por
lo cual se espera una superposicién de caracteres morfoldgicos. Sin embargo, esta
plasticidad podria ser una ventaja adaptativa a ambientes heterogéneos o de transicién como
presenta la Amazonia Peruana (Pedroso et al. 2010). Ademds, si estas condiciones se
mantienen a lo largo del tiempo el fenotipo experimentard una asimilacién genética lenta, lo

cual podria terminar en un proceso de especiacion (Lande 2009).



3.2. ESTUDIOS DE CARACTERIZA CION MORFOLOGICA

Antiguamente las descripciones e identificaciones se basaban tnicamente en caracteres
morfolégicos de las especies, pero no siempre estos caracteres establecen los limites
taxondmicos de las especies de un género. Los limites morfolégicos podrian ser mds ténues
cuando las especies presentan plasticidad fenotipica asociada a las condiciones ambientales
en las que se desarrollan (Pedroso et al. 2010). Por esta razon a partir de 1990 la literatura
registra la incorporacion de nuevas herramientas al momento de identificar especies, como

es la morfométria tradicional el cual utiliza analisis multivariados (Marcus 1990).

Estos nuevos andlisis morfométricos ayudaron de manera rdpida a determinar qué
caracteristicas son necesarias evaluar para identificar grupos taxondémicos (Souza et al.
2014, Danquah et al. 2011). Estas mediciones se aplican generalmente a las hojas debido a
que son organos importantes para la produccién de la planta por la fotosintesis y la
transpiracion. El tamafio, forma y disposicién de las hojas tienen asociacion significativa
con los factores ambientales y difieren por el entorno en el que crecen, y la influencia de luz
sobre la rama (Bruschi et al. 2003). Poder conocer las caracteristicas morfométricas que
diferencian las especies complejas seria de mucha ayuda para los inventarios rapidos en

donde rara vez se cuenta con material fértil para determinar las especies.

Los estudios de caracterizacién morfoldgica en especies forestales, han sido usados para
evaluar y comparar la variacién morfoldgica entre especies de un mismo género que son
muy similares entre si. Ademds, permiten determinar cudles caracteres separan las especies.
Este es el caso del Quercus sartorii y Q. xalapensis realizado por Martinéz-Cabrera et al.
(2011) que muestra que los caracteres cuantitativos como el patrén de venacion, la forma y
numero de areolas, entre otros, contribuyeron a la distincién de cada especie. Ademads, el
estudio morfométrico del genero Indigofera Linn realizado por Soladoye et al. (2010)
menciona que los caracteres foliares como ancho y largo del foliolo son los que
principalmente contribuyen significativamente para la delimitacion de las diferentes
especies de este género. En el caso de Hymenaea courbaril (Fabaceae) se trabajé al nivel de
variedades, quedando las seis variedades agrupadas en tres especies y en donde el andlisis
morfométrico se complementd con informacién geogrifica y de habitat para delimitar mejor

las especies (Souza et al. 2014).

Ademds, estudios recientes del genero Dipferyx en la amazonia peruana, donde se analiza

los patrones de nervaduras del foliolo, dio como resultado dos grupos de especies
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claramente diferenciables de 1) D. alata, D. micrantha y 2) D. charapilla, D. rosea, D.
ferrea y que la especie D. odorata ha sido erréneamente reportada para el Pert (Pariente

2017).

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

41. MARCADORES MOLECULARES

Un marcador de ADN es un punto de referencia en un cromosoma, que puede o no
corresponder a un gen (marcadores moleculares). Los marcadores moleculares se
fundamentan en el andlisis de las diferencias en pequefias secuencias del ADN entre
individuos (Azofeifa-Delgado 2006; Ferreira y Grattapaglia 1998). La utilizaciéon de
marcadores moleculares incluye la identificacion de las variaciones del ADN y proteinas.
Una de las ventajas del uso de los marcadores moleculares es que no cambian por efecto del
medio ambiente, ni por la fase de desarrollo de la planta como es el caso de las
caracteristicas fenotipicas, como el vigor, calidad de fuste y diversas caracteristicas
morfolégicas que cambian a lo largo del desarrollo de la planta y son influenciados por el
ambiente. Los marcadores moleculares se pueden también aplicar a cualquier tipo de
material vegetal, indiferente a la época del afio en que se realiza el andlisis siempre que se
pueda obtener la cantidad adecuada de ADN (Martinez et al. 2010; Ferreira y Grattapaglia
1998).

4.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La PCR es una técnica que comprende la sintesis in vitro de millones de copias de un
segmento especifico de ADN en presencia del ADN polimerasa, la cual se basa en el
apareamiento y la polimerizacién enzimadtica de un par de oligonucleétidos utilizados como
iniciadores “primers” que delimitan la secuencia ADN de doble cadena (Ferreira y
Grattapaglia 1998). La reaccién de cadena de la polimerasa ha sido uno de los avances mds
espectaculares que se han suscitado en los dltimos decadas dentro del campo de la biologia

molecular (Zavala 2005).

Las secuencias cortas de ADN llamadas “primers” son disefiadas para enlazar el inicio y el
final del ADN molde. Para realizar la PCR se debe afiadir el ADN molde con los primers,
los nucleétidos libres y la enzima Taq polimerasa en la maquina de PCR. Un ciclo de PCR
consta de tres etapas: desnaturalizacion, pareamiento y elongaciéon o polimerizacién

(Ferreira y Grattapaglia 1998).
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4.3. BARCODING DE PLANTAS

DNA Barcoding o DNA barcode es una técnica desarrollada por Herbet et al. (2003) y
consiste en identificar especies mediante el andlisis de pequefias secuencias nucleotidicas
del ADN (Cadavid 2013). Los cddigos de barras vienen siendo utilizados para la
identificaciéon de especies cripticas, confirmacion de especies recientemente descritas,
conocimiento de dietas alimenticias de los animales, paleoecologia, monitoreo del comercio
de subproductos animales y de madera (Costion et al. 2011; Valentini et al. 2006, Kress

2017).

Para considerar a una regiéon como DNA barcode, ésta debe ser facil de amplificar y
secuenciar, debe ser idéntica en la misma especie, pero diferente entre especies, debe ser
estandarizada para diferentes grupos taxondémicos, debe ser filogenéticamente informativa
para asignarlo a un grupo taxonémico y de fragmento corto para permitir la amplificacién de

ADN degradado (Valentini et al. 2006).

Se ha demostrado que la regiéon del gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad 1
(COI) es ideal como cdédigo de barras para varios grupos de aves, peces, mamiferos,
lepidépteros y otros insectos (Paz et al. 2011). En el caso de plantas y hongos los genes
mitocondriales no son muy informativos por presentar baja sustitucion, lo que significa que
la variacién de la secuencia entre individuos del mismo género es baja (Hebert 2003;
Cadavid 2013). Estudios en plantas han demostrado que los genes del cloroplasto son mds
efectivos para identificar especies, como el gen matK y rbcL. Estas regiones fueron
aprobadas por el CBOL (Consortium for the Barcode of Life, Plant Working Group 2009)
como DNA barcode. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que estos marcadores,
aun combinados, no pueden diferenciar especies en algunas familias de Angiospermas, por
lo que se ha propuesto otros marcadores como la region transgénica psbA-trnH, la regién
nuclear ITS y el intron trnlL (Chen et al. 2010; Costion et al. 2011; Paz et al. 2011; Taberlet
et al. 2007).

44. REGIONES BARCODING INCLUIDAS

44.1. GEN PSBA-TRNH

Es un gen espaciador no codificante del cloroplasto de cadena corta (aprox. 500 a 1000bp) y
posee alto porcentaje de sitios variables. Esto significa que puede ofrecer altos niveles de
discriminacion de especies. Sin embargo, las secuencias nucleotidicas obtenidas de este gen

presentan problemas al momento de alinear, debido a las alta tazas de insercién y deleccién
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que podrian mostrar (Chase et al. 2007; Kress et al. 2005). Ademds, también pueden
presentar inversiones dentro de la secuencia nucleotidica, lo cual si no se reconoce
adecuadamente puede sobrestimar el ndmero de sustituciones, separando taxones
cercanamente relacionadas y uniendo taxones distantemente relacionadas que muestran la
misma forma de inversion (Whitlock et al. 2010). Por esta razén se debe tener mucho

cuidado durante el alineamiento de las secuencias de este gen.

La region psbA-trnH presenta en algunos grupos de plantas una cadena corta (aprox 300bp)
y en otros grupos como las orquideas presenta una cadena larga (aprox. 1000 pb) debido a
que contiene copias de otro gen que se encuentra dentro de esta regiéon (Chang et al. 2006;
Kress & Erickson 2007). A pesar de presentar un nimero variable de bases, este gen
demuestra altos porcentajes de identificacidon de especies de plantas terrestres (68-69%) y

m4s ain cuando se complementa con otros genes (CBOL Plant Working Group 2009).

La region psbA-trnH ha sido usada para hacer andlisis filogenéticos e identificar especies en
varios grupos taxondmicos incluyendo estudios con especies de la familia Fabaceae. Este
gen fue utilizado para determinar la especie en plantas medicinales de Fabaceae, y presento
determinaciones aceptadas en un 93% de los 152 individuos evaluados (Gao et al. 2013). La
aplicacion del primer psbA-trnH ayuddé también a esclarecer las relaciones taxondmicas
entre los géneros Acaceae e Ingaeae (Fabaceae) (Miller et al. 2003). Ademads, se demostrd
que el gen psbA-trnH y rbel juntos pueden realizar una estimacion de la riqueza de especies
arboreas en el bosque tropical en zonas poco conocidas o en poblaciones cripticas debido a
que presentan mayor poder discriminativo de especies (Costion et al. 2011). También se
utiliz6 para reforzar la congruencia de la filogenia de cédigos de barras (psbA-trnH, matK,
rbcl) con la filogenia de plantas terrestres segun la clasificacion de APG (Grupo filogenia de
Angiospermas) y esta informacion junto con informacién demogrifica ayud6 a dar una
mejor idea de la evolucién de la comunidad y de los factores bidticos y abidticos que pueden

afectar a la diversidad de las especies (Kress et al. 2009, 2010).

44.2. GEN MUTARSA K - MATK

Es un gen codificante, con una cadena completa de aproximadamente 1500bp que codifica
para una proteina mutarasa. La region codificante de matK se encuentra situado dentro de un
intron del gen trnK. El gen matK posee una alta tasa de evolucién por lo cual este ha sido
utilizado para realizar la reconstruccion filogenética y evolucion de Ordenes, familias e

incluso género y especies (Yu et al. 2011, Gao et al. 2011).
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La aplicacion de este gen ha sido util para ordenar las tribus y clados. Por ejemplo, en la
familia Fabaceae ayudaron a aclarar las relaciones entre taxones, permitiendo identificar que
el género Monopteryx es hermano de los géneros de la tribu Dipterygeae (Cardoso et al.
2012, 2013, 2015). En la tribu Acacieae ayudd a establecer las relaciones filogénicas de los
géneros Acacia y Faidherbia y sus subgéneros (Miller & Bayer 2001) y ademads identifico

siete clados en la subfamilia Papilionidae (Wojciechowski et al. 2004)

Ademds, también han sido aplicados para identificar especies de plantas medicinales de la
familia Fabaceae en China, consiguiendo identificar el 80% de especies y el 96% géneros de
un total de 1335 muestras de plantas (Gao et al. 2011). Cuando este marcador es usado solo
muestra buen resultado discriminativo de especies, pero al utilizarse adicionalmente con otro
gen aumenta su poder. Con el gen rbcL para identificar especies forestales de un bosque
seco tropical en la India donde se identificaron el 95% de las 143 especies evaluadas
(Nithaniyal et al. 2014). Asi mismo Burgess et al. (2011) también utilizé genes (matK, rbcL.
y psbA-trnH) combinados para discriminar géneros y especies de angiospermas. Ademas se
utilizo para identificar especies de los generos Acacia, Dalbergia empleando los genes rbcL,

ITS, psbA-trnH (Purushothaman et al. 2014, Hartvig et al. 2015).

4.5. FILOGENETICA MOLECULAR

La filogenética molecular es la reconstruccién de historias evolutivas de los organismos a
partir de datos de secuencias moleculares, teniendo en cuenta que las mutaciones que se
producen en un determinado gen se acumulan a largo del tiempo. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que la velocidad con que se acumulan las mutaciones no es constante, si no
que depende de los cambios morfoldgicos o los factores ambientales (Pallds et al. 2008,

Muller-Sterl y Werner 2004).

La obtencion de filogenias moleculares en plantas se basa en la seleccion, extraccion,
amplificacion y secuenciacién de regiones de ADN nuclear, mitocondrial o cloroplésticos.
Finalmente, se obtienen darboles filogenéticos teniendo como base diferentes modelos

evolutivos y métodos de reconstrucciones filogenéticas.

Los modelos evolutivos son modelos matemadticos que intentan demostrar como se fijan los
cambios a lo largo del tiempo en la secuencia de ADN, a partir de estos modelos se puede
calcular las distancias genéticas entre las secuencias. Existen varios modelos como el de

Jukes con un pardmetro (JC), Kimura con dos pardmetros (K2P), Hasegawa, Kishino y
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Yano con cuatro pardmetros (HKY85), Tamura y Nei (TN93) y General reversible de ocho
pardmetros (GTR). El modelo K2P asume que la frecuencia de los cuatro nucleétidos es la
misma y las mutaciones ocurren con igual probabilidad de manera independiente a lo largo

de la secuencia (Pallas et al. 2008).

La reconstruccién filogenética se realiza utilizando el método de Maxima parsimonia,
Maxima verosimilitud y/o método bayesiano. El método de Maxima verosimilitud (ML,
méaximum likelihood) es un método que tiene muchas ventajas como, por ejemplo, es
estadisticamente fiable y considera la informacién de todas las posiciones del alineamiento.
Ademas, no sélo dice cudl es el arbol mds verosimil, sino que, si hacemos la inferencia con
distintos modelos, también podemos saber cudl es el modelo de evolucién que mejor encaja
en los datos (ofreciéndonos informacién del proceso evolutivo que ha conducido a la
situacion actual). La desventaja mayor de este método es que si el modelo de evolucion es
incorrecto, posiblemente el drbol también serd incorrecto (Pallas et al. 2008, Abascal et al.

2014).

4.6. ESTUDIOS MOLECULARES.

Un trabajo de investigacion recientemente realizado por el Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana - IIAP del genero Dipteryx en la amazonia peruana basado en el andlisis
de marcadores moleculares de microsatelites, con muestras poblacionales de D. micrantha
de siete localidades de Ucayali y Madre de Dios, muestra entre sus resultados que las

muestras poblaciones analizadas tienen una gran semejanza genética entre ellas (Diaz 2018).

4.7. RELACION ENTRE LA GENETICA Y LA MORFOLOGIA

Las diferentes técnicas de identificacidén, como caracterizacidén anatdmica de la madera,
caracterizacién quimica, caracterizacion morfolégica, etc., han sido desarrolladas para
resolver problemas de identificacion, siendo la mds estable los estudios de anatomia de
madera. Sin embargo, estas técnicas deben de usarse de manera integral con la genetica
cuando estas solas no puedan responder las preguntas de identificacion o cuando las

preguntas de investigacion sean dificiles de aclarar (Dormontt E. E. et al. 2015).

La genética y la morfologia son dos herramientas complementarias que se utilizan en
estudios filogenéticos y taxondmicos para la determinacién y la confirmacién de nuevas
especies. Decimos que son complemetarias porque para poder aplicar la genética, primero

debemos conocer la especie de interés, y esto es solo posible revisando la descripciéon
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realizada con los caracteres morfolégicos por los taxdnomos. El andlisis taxondmico suele
tardar mucho por lo que el uso de la genética molecular podria acelerar el descubrimiento de
nuevas especies. Mds adn, el uso de la genética es muy valioso cuando se trabaja con
material botdnico cuyas caracteristicas fenotipicas podrian variar dependiendo de la edad o
condicién ecoldgica de la planta. En el caso del DNA barcoding el uso de esta técnica
depende del desarrollo de las bases de datos de referencia inical de las especies y podria ser
complicado conseguir regiones que sean diferenciadas en grupos taxonémicos muy diversos
y con divergencia reciente (Hajibabaei et al. 2007). Entonces, los estudios moleculares y
morfoldgicos pueden ser de gran ayuda cuando se utilizan en forma combinada y mds atn

como herramienta de verificacion de especies.

Un claro ejemplo es el estudio publicado en 2011, donde se utilizé6 marcadores moleculares
del nucleo y del plastidio para estudiar el genero Cedrela. Revel6 4 nuevas especies que
forman unidades morfoldgicas y genéticamente distintas y que ademds estan apoyadas por
su bien definida y restringida distribucion geografica y sus caracteristicas ecoldgicas. Sin
embargo, el estudio también pudo identificar 3 grupos genéticamente distintos de Cedrela
odorata que morfologicamente no fueron separadas, lo cual sugiere que deben hacerse mas
estudios de apoyo a este grupo genéticamente distinto. Esta informacién reveld especies
cripticas y demostrd ser ttil en la identificacion de las especies incluidas en los apéndices
del Convenio sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna

Silvestre (Pennington & Muellner 2010).

Otro ejemplo, es el estudio realizado del clado Dipterygeae, en el cual se utilizaron
marcadores moleculares del nucleo y del plastidio y la caracterizaciéon morfoldgica para
analizar la tribu Dipterygeae. Evidencié que los tres generos, Dipteryx, Taralea y Pterodon,
estdin morfologica y molecularmente diferenciads y que tienen un ancestro en comun

(Francisco 2010).

En el comercio de madera el uso de técnicas moleculares podria utilizarse para identificar,
en la cadena de suministro de madera, si el origen de extraccion de la madera o los
productos maderables provienen del lugar declarado. Sin embargo, esta aplicacion ain esta
siendo desarrollada y necesita mayores estudios para que pueda aplicarse (Dormontt E. E. et
al. 2015).
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III. MATERIALES Y METODOS

1. LUGARES DE MUESTREO

El estudio tuvo una fase de campo en la Amazonia baja peruana para poder complementar
las colectas botdnicas del género Dipteryx y obtener muestras frescas para el estudio
genético. Para esto, se muestrearon 17 localidades donde existia el reporte de presencia de
especimenes de Dipteryx distribuidos naturalmente segin las bases de datos, tales como
investigaciones, reportes forestales, libros, colecciones botdnicas de herbarios, etc. En total,
se muestrearon 12 localidades en Loreto, cuatro localidades en Ucayali y una en Madre de

Dios (Tabla 1, Figura 2).

Sin embargo, el lugar de muestreo Jenaro Herrera y en el Huayo son éreas de alta actividad
antrépica, en donde la ubicacion y la distribucion de los drboles de Dipferyx sugieren que

estos individuos han sido plantados.

2.  RECOPILACION DE MATERIAL BIOLOGICO

Se recopilaron 74 muestras botdnicas del género Dipteryx para la Amazonia Peruana, de las
cuales 56 muestras fueron colectadas durante el presente estudio y como parte del proyecto
de verificacion genética de la madera de especies maderables tropicales. Las muestras
boténicas fueron prensadas en papel periddico, codificadas y conservadas con soluciéon de
alcohol-agua (en proporciéon 1:1 respectivamente) para posteriormente ser secadas en un
secador de 50 a 60° C por 8 horas. Durante la colecta en campo, se tomaron fragmentos de
hojas y/o cambium de cada individuo colectado para la extraccion de ADN. Estos
fragmentos de material bioldgico de aproximandamente 10 cm2 fueron conservados en
bolsas ziploc conteniendo silica gel para ser secados rdpidamente. Hubo un control
exhaustivo del material para lograr el secado eficiente de las muestras y para esto se realizo

el cambio de la silica cuando ésta cambia de color por saturacion de agua.

Para obtener los fragmentos de hojas se utiliz6 una tijera y para el cambium un sacabocado
y un bistiru. Los materiales utilizados fueron desinfectados con alcohol de 90° para evitar la

contaminacion entre muestras. Todas las muestras botanicas fueron foto documentadas



usando una cdmara digital NIKON D800 y depositadas como muestra testimonio de este
estudio en el Herbario Herrerense (HH) del Instituto de Investigaciones de la Amazonia

Peruana (IIAP).

3. DETERMINACION DE ESPECIMENES BOTANICOS.
Los especimenes fueron clasificados en grupos por dos boténicos especialistas del género
Dipteryx, Haroldo de Lima y Catarina Carvalho del Jardin Botdnico de Rio de Janeiro,

teniendo en cuenta los caracteres morfoldgicos de las hojas, flores y frutos

Diez especimenes colectados en las localidades de Jenaro Herrera y el arboreto “El Huayo”
en el departamento de Loreto fueron identificadas como Dipteryx charapilla. Otros 61
especimenes colectados en Loreto, Ucayali, Hudnuco y Madre de Dios fueron determinados
como Dipteryx micrantha. Se incluyeron las muestras tipo de D. charapilla (Schunke 362) y
D. micrantha (Tessman 4967) correspondientes a los codigos 71 y 74, respectivamente y el
especimen 43 que fue considerado como Dipteryx sp. (Flores 53). Los especimenes de D.
micrantha fueron divididos en dos morfotipos que se diferencian a simple vista por el
tamafio y nimero de foliolos: el morfotipo 1 con 38 especimenes presenta foliolos grandes,
eliptico-ovalados, y 6-10 foliolos por hoja; y el morfotipo 2 con 23 especimenes presenta

foliolos pequeiios, oblongos y 8-14 foliolos por hoja.
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Tabla1: Lugares de muestreo del género Dipteryx en la Amazonia peruana.
ID Lugar Ubicacion Longitud Latitud Caracteristicas
Y Bosque primario de tierra firme con
1 | Allpahuayo Dg:?ﬁ;‘r?éﬁzg’ (Efﬁijygé?as’ R.N.Allpahuayo - Mishana, parcela -73,43388 -3,95006 suelo arcilloso o franco arcilloso
P (Vasquez, R. 1997)
° Jenaro Dpto. Loreto, Prov. Requena, Dist. Jenaro Herrera, Jenaro 73.64759 -4.87896 Bosque de terraza con suelos arenoso
Herrera Herrera Centro de investigacion del IIAP ’ ’ limoso (Claussi et al. 1992)
- . Dpto. Madre de Dios, Prov. Tahuamanu, Dist. Iiapari, Concesion ) ) Concesion forestal maderable con
3| Inapari MADERACRE 69,72675 11,15454 bosque primario
5| Macuya Dpto. Ucayal, Prov. Padre Abad, Dist. razola, Estacion de -75,00368 -8,87631 Bosque de colinas medias
investigacion Forestal
11 | Huirirma Dpto. Lorgto, Prov. Maynas, Dist. El Napo, Huiririma Native -73,76553 -2,49128 Bosque de terraza baja a media
Community
Bosque de planicie inundable con suelos
12 | Yanamono Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist. Indiana, Yanamono, Explorama -70,84524 -3.43935 Ilmqsos y sgelos arcillosos o.francq
Lodge arcillosos bien drenados en tierra firme
(Vasquez, R. 1997)
Bosque de planicie inundable con suelos
. Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist. Indiana, Sucusari, Explornapo ) i franco arcilloso y suelos arcillosos y
13| Sucusari Camp 72,9035 3,2515 franco arcilloso bien drenados en tierra
firme (Vasquez, R. 1997)
14 | Contamana [ Dpto. Loreto, Prov. Ucayali, Dist. Contamana, Contamana -74,98722 -7,26939 Bosque de colinas medias a altas
Bosque de colinas bajas ligeramente
16 | Yarina Dptg. Loreto, Prov. Mayna, Dist. lquitos, Comunidad Campesina -73,56356 -3,820749 disectados, suelos profundos a
Yarina moderadamente profundos (MINAM
2015)
18| Breu Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Distr. Yurua, Comunidad Nativa 72,75622 -9.48503 Bosques de terraza media
Santa Rosa
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist. Iquitos, Centro de investigacién i i .
19 | Huayo y ensefanza Forestal Puerto Aimendra, Arboreto "El Huayo" 73,37338 383333 Bosques de terraza media
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Continuacion Tabla 1

ID Lugar Ubicacion Longitud Latitud Caracteristicas

Bosque huimedo tropical de colina baja,
20 | Gastabala | Dpto. Loreto, Prov. Purus, Dist. Purus, Comunidad Gastabala -71,00557 -10,16469 suelos arcillosos, profundos y bien
drenados (SERNANP 2013)

Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist. Tahuania, Comunidad Santa

21| Santa Clara
Clara

-73,98959 -9,96392 Bosques de terraza alta

Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist. Raymondi, Comunidad San

22| Inuya Juan de Inuya

-73,05022 -10,54662 Bosque de terraza media a altas

Bosque de terraza alta a colinas bajas,
30 | Pevas Dpto. Loreto, Prov. Mariscal Ramén Castilla, Dist. Pevas -71,73775 -3,23854 con suelos arcillosos bien drenados
(MINAM-SERNANP 2016)

Bosque de terraza alta a colinas bajas,
32| Tangarana | Dpto. Loreto, Prov. Mariscal Ramon Castilla, Dist. San Pablo -70,95866 -3,569 con suelos arcillosos bien drenados
(MINAM-SERNANP 2016)

Bosque himedo de terraza media (GRL

35 | Jeberos Dpto. Loreto, Prov. Alto Amazonas, Dist. Jeberos -76,30881 -5,21932 2015)
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Figura 2: Mapa de ubicacion de las 74 muestras botanicas del género Dipteryx
obtenidas para este estudio.
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4. CARACTERES MORFOLOGICOS EVALUADOS.

La morfologia foliar fue analizada usando 30 caracteres vegetativos morfolégicos de los
cuales 24 son variables cuantitativas y seis son variables cualitativas (Tabla 2, Figura 3). Las
variables cuantitativas incluyen variables como el largo y ancho de los foliolos, el
desplazamiento de la vena media en los foliolos (debido a que el lado exterior del foliolo es
mds ancho que la parte interior dando como resultado una base asimétrica), entre otros. Las
mediciones fueron tomadas en 3 a 4 foliolos maduros por espécimen, usando una regla con
1 mm de precision. Las imagenes digitales se analizaron en el programa Image J (Schneider
et al. 2012). Asimismo, otros cinco caracteres morfolégicos florales fueron evaluados a siete
especimenes fértiles disponibles, es asi que se evalué también el color de la flor (registrado
durante la colecta en campo), longitud de flor, del pedicelo, del cdliz y la corola a tres flores

maduras por espécimen.

Los nimeros refieren a los caracteres descritos en la tabla 2.

Figura 3: Ejemplo de las caracteristicas morfolégicas cuantitativas de los foliolos
tomados a los especimenes de Dipteryx.

FUENTE: Elaboracion propia



Tabla2: Caracteristicas morfolégicas evaluadas.

N° Caracteres morfologicos Abreviacion Unidad

Foliares - Variables cuantitativas

1 Longitud de foliolo LF cm
2 Ancho del medio del foliolo AF cm
3 Ancho menor del tercio superior del foliolo ASH cm
4 Ancho mayor del tercio superior del foliolo AS2 cm
5 Ancho menor medio del foliolo AM1 cm
6 Ancho mayor medio del foliolo AM2 cm
7 Ancho menor del tercio basal del foliolo AB1 cm
8 Ancho mayor del tercio basal del foliolo AB2 cm
9 Extension de base EB cm
10 Ancho del peciolulo APL cm
11 Longitud de peciolulo LPL cm
12 Longitud de &pice LAP cm
13 Longitud peciolulo /Longitud foliolo LPF cm
14 Longitud / Ancho del foliolo LAF cm
15 Longitud de peciolo LP cm
16 Longitud de raquis LR cm
17 Ancho de raquis medio AR cm
18 Ancho de ala medio AL cm
19 Distancia promedio entre foliolos PF
20 Numero de foliolos por hoja N

21 Desplazamiento vena media (AIM-AEM)/(AIB-AEB)
22 Proporcién basal/apical (AIS+AES)/(AIB+AEB)
23 Promedio de angulo de base
24 Ancho / Longitud peciolulo
Foliares - Variables cualitativas
25 Disposicion de foliolos
26 Forma de foliolo
27 Base del foliolo
28 Apice del foliolo
29 Borde del foliolo
30 Patrén de nervadura
Florales — Variables cualitativas y cuantitativas

31 Color

32 Longitud total de la flor cm
33 Longitud de pedicelo cm
34 Longitud de caliz cm
35 Longitud de corola cm
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5.  EXTRACCION DE ADN Y OBTENCION DE SECUENCIAS.

El andlisis molecular (extraccion de ADN, obtencion y andlisis de secuencias nucleotidicas)
se realiz6 en el Laboratorio Biologia y Genética Molecular (LBGM) del IIAP, en la Estacion
Experimental Fernando Alcédntara Bocanegra, ubicada en la carretera Iquitos-Nauta km 4.5,

distrito de San Juan Bautista, regidon Loreto, Pert.

Para un mejor entendimiento de la metodologia usada para la caracterizacién molecular, se

realiz6 el siguiente esquema (Figura 4).

Colecta de Extraccién de Amplificacién
muestras ADN del ADN
Caracterizacién Consenso de
genética de secuen01as de Secuenciamiento
especies

Figura 4: Esquema metodolégico de la caracterizacion molecular

FUENTE: Elaboracion propia

5.1. EXTRACCION DE ADN
Fue extraido el ADN total de 32 especimenes de Dipteryx obtenidos a partir de tejido foliar
o cambium (seca y preservadas en silica gel), el método de extraccion utilizado fue el de

CTAB (Protocolo modificado de Doyle & Doyle 1987) el cual se describe a continuacién:
1) Pesar y triturar 350mg de hoja en el “Tissuelyser II” y ponerla en un microtubo de
2.0 ml conteniendo 300ul de Buffer de extraccién calentado a 60°.

2) Completar con 600 ul de buffer de extraccién o hasta enrazar hasta 1,0 ml y agregar

10 pl de proteinasa K (10 mg/ml).

3) Incubar las muestras en bafio maria a 60 °C por una noche, mover las muestras

ocasionalmente.
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4) Agregar 1 ml de cloroformo, mezcle suavemente por inversion durante 5 minutos.

Centrifugar a 8000 rpm por 5 minutos.
5) Tomar 500 pul de sobrenadante y ponerlo en un microtubo nuevo de 1,5 ml.

6) Agregar 750 ul de isopropanol frio, mezclar suavemente por inversion durante 2

minutos. Poner las muestras al congelador por 2 horas.

7) Centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos. Desechar la parte liquida de la solucién

cuidadosamente procurando no perder el pellet de ADN en el fondo del tubo.

8) Agregar 750 ul de etanol al 70%, vortexear. Centrifugar a 13000 rpm por 15
minutos. Desechar la parte liquida cuidando de no perder el pellet de ADN.

9) Secar el sedimento en un bloque de calor a 37°C.

10) Diluya el precipitado en 30 pl de agua ultrapura. Guardar el extracto en el

congelador.

5.2.  VERIFICACION DE LA EXTRACCION

Para la evaluacion de la pureza y concentracion aproximada del ADN extraido se usé el
método espectrofotométrico de Maniatis et al. (1989), que mide las longitudes de ondas de
260 nm y 280 nm. Se utilizé un Biophotometro de la marca Epphendorf, 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.

Para constatar el grado de fragmentacion que presenta el ADN extraido, fue realizado una
verificacion en electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, 3 uL del ADN extraido se mezclo
con 3 pL del buffer de siembra (Gel red). La migracién de ADN se realiz6 en una cdmara
electroforética horizontal (Marca Bio Rad, modelo Mini Sub Cell GT) conteniendo buffer
(TBE 1X). Las condiciones de la corrida electroforética fueron: 100 Voltios (V) por 45

minutos.

La visualizaciéon del ADN en gel y el registro de los mismos fueron realizados en un

fotodocumentador de luz UV, en un sistema de imagen KODAK, modelo GEL LOGIC 100.

5.3. REACCION DE AMPLIFICACION Y SECUENCIAMIENTO
A partir del ADN extraido se realizé la amplificaciéon del gen por medio del PCR. Las
regiones empleadas corresponden a un fragmento del gen matK y al espaciador intergenico

psbA-trnH. La secuencia de los primers utilizados se presenta en la tabla 3.
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Tabla3: Secuencias de los primers usados en el género Dipteryx Schreb

Region Pb Cebador Secuencia (5' 3') Autor
psbA GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCTC
psbA-trnH  300-1000 Shaw et al. 2005
trnH CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC aweta

1R_KIM ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

MatK Ki- Ki 1
850 3F KIM  CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Joong Kim

1Ki-Joong Kim, School of Life Sciences and Biotechnology, Korea University, Seoul, Korea,
unpublished primers.

Las amplificaciones de la region matK se realiz6 en un volumen final de 10 pl. Se utilizd,
0,5 pl de 10x PCR buffer, 2 ul de 25 mM MgSO4, 0,5 ul de 2 mM de dNTPs, 0,8ul de 10
uM de cada primer, 0,4 pl de 1U/ul Taq polimerasa (Hot start) y 1, 3,5 y 1,75 ul de 100
ng/ul de ADN de D. micrantha morfotipo 1 (Dm1), D. micrantha morfotipo 2 (Dm2) y D.
charapilla respectivamente, y se completé con agua Milli-Q. Las condiciones de reaccion de
PCR fueron: desnaturalizacidn inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C
por 30 segundos (desnaturalizacion), 56,8°C para Dm1 y 57°C para D. charapilla ambos por
30 segundos (hibridacién) y 72°C por 1 minuto (elongacién). Seguida de una extension final
a 72°C por 5 min. Para Dm2 las condiciones de reacciéon de PCR fueron: denaturalizacién
inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos
(desnaturalizacién), 6,1°C por 1,5 minutos (hibridacién) y 72°C por 2,5 minutos

(elongacion). Seguida de una extension final a 72°C por 7 min.

Las amplificaciones de la region psbA-trnH se realizé en un volumen final de 10 pl. Se
utilizé para Dm1; 1ul de 10X PCR buffer, 1,2 ul de 25 mM MgSO4, 2 ul de 2 mM de
dNTPs, 0,9 ul de 10 uM de cada cebador, 0,7 ul de 1U/ul Taq polimerasa (Hot start) y 2,5ul
de 100 ng/ul de ADN, se completé con Milli-Q. Para Dm2; 1ul de 10X PCR buffer, 1,2 pl
de 25 mM MgSO4, 2 ul de 2 mM de dNTPs, 0,8 ul de 10 uM de cada cebador, 0,7 ul de
1U/ul Taq polimerasa (Hot start) y 2,5ul de 100 ng/ul de ADN, se completé con agua Milli-
Q. Para D. charapilla; 1 pl de 10X PCR buffer, 1 ul de 25 mM MgSO4, 2 ul de 2 mM de
dNTPs, 1,2ul de 10 uM de cada cebador, 0,7 ul de 1U/ul Taq polimerasa (Hot start) y 1,3ul
de 100 ng/ul de ADN, se complet6 con agua Milli-Q. Las condiciones de reacciéon de PCR
fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 1 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30
segundos (desnaturalizacion), 63,5°C para Dml, 65°C para D. charapilla y 60,5°C ambos
por 40 segundos (hibridacién) y 72°C por 40 segundos (elongacién). Seguida de una

extension final a 72°C por 5 min.
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La verificacion del producto amplificado fue realizada por electroforesis en gel de agarosa al
2%, 3 uL del ADN amplificado fue mezclado con 3 pL del buffer de siembra (Gel red). La
migraciéon de ADN se realiz6 en una cdmara electroforética horizontal (Marca Bio Rad,
modelo Mini Sub Cell GT) conteniendo buffer (TBE 1X), las condiciones fueron: 100
Voltios (V) por 30 minutos y fotodocumentado en un sistema de imagen KODAK, modelo

GEL LOGIC 100.

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 enziméatico de
incorporacién de desoxinucledtidos marcados con flurocromos. El volumen final de la
reaccion fue de 10 pl, para el gen matK contenia 6 pl del producto de PCR; 2 ul de Big dye;
0,8 ul de uno de los primers y 1,2 ul de agua Milli-Q, para el gen psbA-trnH contenia 3 pl
del producto de PCR; 2 ul de Big dye; 1,3 ul de uno de los primers y 3,7 ul de agua Milli-Q
Las condiciones de temperatura fueron: desnaturalizacién inicial a 96°C por 1 minuto,
seguida de 30 ciclos consistentes en: 96°C por 15 segundos (desnaturalizacion), 50°C por 15
segundos (hibridacién), 60°C por 4 minutos (extension), seguida de una extension final a

72°C por 10 minutos.

La purificacién de los productos de secuenciamiento (eliminacién de los productos no
incorporados durante la PCR), fue realizada por precipitacién y limpieza con alcohol. Este
proceso consiste en agregar 40 ul de isopropanol 65%, dejar a temperatura ambiente por 20
min, posteriormente centrifugar en 4°C a 14000 rpm por 25 min, remover el isopropanol por
inversion. Posteriormente lavar el ADN por adicion de 200 pl de etanol 60% vy
centrifugacion en 4°C a 14000 rpm por 5 min, luego remover el etanol y finalmente, secar al

vacio a 45°C por 15 min.

De cada gen estudiado fue obtenido dos secuencias nucleotidicas (sentido senso - Forward y
antisenso - Reverse) con ayuda de un analizador genético Applied Biosystems ABI3130XL.
Las secuencias fueron analizadas con el software Sequencing Analysis v5.3.1. La obtencién
de las dos secuencias nucleotidicas permitio obtener casi toda la secuencia de la regién de

interés en las muestras en estudio.
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6. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS.

6.1. PARA LA CARACTERIZACION MOFOLOGICA.

El andlisis morfologico fue realizado en base a 74 muestras botdnicas recopiladas de
herbarios y colectadas en campo. En total, se trabajé con 10 muestras de D. charapilla
(Dch), 38 muestras de D. micrantha morfotipo 1 (Dml), 23 muestras de D. micrantha
morfotipo 2 (Dm2), una muestra tipo de D. micrantha, una muestra tipo de D. charapilla y

una muestra determinada como D. sp.

6.1.1. TRANSFORMACION DE DATOS MORFOLOGICOS

Los valores de las variables tomados de los foliolos por espécimen fueron promediados,
ordenando los datos en una matriz general de datos. Previo al andlisis, las variables
cuantitativas continuas como las longitudes fueron multiplicadas por 10 y sumadas més 1 en
el caso de valores pequefios, y las proporciones fueron multiplicadas por 100. Estas
variables y los 4ngulos se transformaron con logaritmo base 10 (Logl0O) y la variable
cuantitativa discreta (nimero de foliolos) fue transformada usando la raiz cuadrada (\/ x). Las
seis variables cualitativas fueron utilizadas como informacién complementaria para la

descripcion morfoldgica de las especies de Dipteryx.

La transformacién es deseable para estabilizar la varianza sobre el rango de la variable y
mejorar la simetria alrededor de la media y la aproximacién a una distribucién normal para
proporcionar expresiones mds naturales de la caracteristica estudiada y para que pueda

resultar en un andlisis mds interpretable.

6.1.2. ANALISIS MULTIVARIADO

Previo al andlisis multivariado, se excluyeron 13 individuos con didmetro menor a 15 cm
con el fin de enfocar en los individuos maduros con caracteristicas morfoldgicas definidas.
Asimismo, se realiz6 una prueba de correlacion entre los caracteres para determinar la
relacion entre ellas y excluir aquellas que estuvieran altamente correlacionadas. Después de
la exclusion de algunos individuos y variables, el andlisis de datos se realizé utilizando una
matriz con 61 especimenes y 22 variables cuantitativas por medio de métodos multivariados

de agrupamiento y similitud usando el software PAST version 3.1 (Hammer et al. 2001).

Primero, los datos fueron analizados usando el andlisis de agrupamiento a través de la media
aritmética no ponderada (UPGMA) basado en la matriz de disimilitud de Bray-Curtis.

Segundo, se realiz6 el andlisis de Componentes Principales (PCA) y Andlisis Discriminantes
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(LDA) utilizando la misma matriz de datos. Ademas, se realizé el andlisis de similaridad
(ANOSIM; Clarke 1993) y el andlisis multivariado no paramétrico de la varianza
(NPMANOVA; Anderson 2001) con 10 000 permutaciones y distancia de Bray-Curtis para
evaluar la diferencia significativa entre las tres especies determinadas. Finalmente, se
desarrollaron mapas de distribucién de las especies de Dipteryx definidas para Pert

utilizando los 74 especimenes recopilados para el presente estudio.

6.2. PARA LA CARACTERIZACION MOLECULAR

El andlisis molecular fue realizado usando 32 especimenes de las 74 muestras botdnicas
evaluadas en el estudio morfométrico. En total, se trabajé con 6 muestras de D. charapilla
(Dch), 15 muestras de D. micrantha morfotipo 1 (Dml) y 10 muestras de D. micrantha

morfotipo 2 (Dm2) y una muestra determinada como D. sp.

6.2.1. EDICION Y ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias brutas (Forward y Reverse) fueron alineadas y editadas con ayuda del
programa BioEdit v.7.0.9. (Hall 1999) generando una secuencia consenso para cada
especimen de cada gen. La veracidad de la composicidn de bases nucledtidicas fue realizada
por comparacion con el cromatograma de las secuencias analizadas con ayuda del programa
Chromas 2.6. Las secuencias consenso de todos los especimenes analizados fueron
alineadas en una matriz Gnica y de manera independiente para el gen psbA-trnH y para la
region parcial de matK con ayuda del software de alineamiento multiple ClustalW de
Thompson et al. (1994) contenido en el software BioEdit v.7.0.9. Para mantener la
homologia de las bases nucleotidicas de los especimenes estudiados en la matriz general fue
necesario la insercién de espacios o “gaps”. Los extremos de la matriz fueron igualados
eliminando las bases nucleotidicas de las secuencias mds largas. Una vez obtenidas las
secuencias alineadas, estas fueron concatenados en una matriz general usando las dos
secuencias obtenidas (psbA-trnH + matK) con la finalidad de aumentar el mimero de bases

nucleodtidicas a analizar.

6.2.2. ANAL[SIS DE POLIMORFISMO DEL ADN Y DETERMINACION DE
HAPLOTIPOS

Fueron determinados con ayuda del software DnaSP v.5.00 (Librado & Rozas 2009), el
nimero de Haplotipos (H), diversidad haplotipica (Hd), nimero de sitios variables, nimero
de sitios conservados, nimero de sitios parsimonia (S). Los andlisis fueron realizados para

los genes concatenados y para los genes individuales.
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6.23. DETERMINACION DE LOS MODELOS DE EVOLUCION
MOLECULAR Y DIVERGENCIA GENETICA

Se determind el modelo de evolucién nucleotidica para la matriz con genes concatenados, a
partir de 24 modelos alternativos y de acuerdo con los valores del Criterio de Informacién
Akaike-AIC (Akaike 1973) basado en el Andlisis de Filogenia y Evolucién (APE), usando
el software MEGA 6 (Nei & Kumar 2000, Tamura et al. 2013). El mejor modelo de
evolucién determinado fue Tamura 3 parametros (T92). Este modelo fue utilizado para

estimar las distancias genéticas intra e interespecificas de los grupos.

6.24. ANALISIS FILOGENETICO

Las relaciones filogenéticas entre las especies de Dipteryx fueron evaluadas con los dos
genes concatenados (psbA-trnH + matK). Esta concatenacion se realizé no solo con la
finalidad de aumentar el nimero de nucledtidos, sino también el nimero de sitios variables,
asi como mejorar el nivel de confianza en los dendrogramas. El andlisis se baso en el
modelo de evolucién Tamura 3 pardmetros (T9) previamente determinado. El dendrograma
fue construido bajo el criterio de Médxima Verosimilitud-MV o Maxuimun Likelilhood-
MLE (Felsenstein 1981). El nivel de confianza fue testado mediante el método no
paramétrico bootstrap (Felsenstein, 1985), con 100 réplicas. Para ayudar a determinar la
relacién evolutiva de los grupos se adiciond una secuencia nucleotidica concatenada con
ambos genes de la especie Dipteryx oleifera. Estas secuencias pertenecen al mismo
individuo y fueron obtenidas del servidor virtual GenBank: GQ982209 (gen psbA-trnHO) y
JX295933.1 (gen matK). La secuencia o grupo externo adicionada al analisis esta
distribuido geogrificamente en centro america, desde Nicaragua hasta Colombia, fuera del

rango de distribucion de las especies de interés.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

El andlisis de correlacion de los 24 caracteres mostré que los caracteres del 3 al 8 estdn
fuertemente correlacionados. Sin embargo, los caracteres 3, 4, 7 y 8 ayudan a diferenciar
mejor las especies por lo que fueron incluidas en los andlisis, y los otros caracteres fueron
excluidas. Por lo tanto, los analisis de datos se realizaron con 22 variables cuantitativas

(Anexo 2).

1.1.  ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

El andlisis de agrupamiento (UPGMA), al 0,948 de similitud, muestra que los 61
especimenes de Dipteryx estdn agrupados en tres grandes grupos (Figura 5a). Un grupo que
se encuentra formado por especimenes de D. charapilla y la muestra tipo de la misma
especie (70.Dch), un segundo grupo cercano que contiene las muestras de D. micrantha
morfotipo 1 y una muestra de D. micrantha morfotipo 2 (18.Dm?2), y un tercer grupo que
incluye los especimenes de D. micrantha morfotipo 2 y la muestra tipo de la especie

(73.DmT).

1.2.  ANALISIS DE ORDENACION

En el andlisis de ordenacién (PCA), los cuatro primeros componentes explican el 82,5% de
la variacién, obteniendo los dos primeros componentes el 47,2% y 17,9%, respectivamente
(Figura 5b). En el primer componente resalta la cercania entre los especimenes de D.
micrantha morfotipo 1 y D. charapilla, y estos a su vez fueron mds distantes a los
especimenes de D. micrantha morfotipo 2. Los caracteres mds importantes que explicaron la
variacion del primer componente fueron el ancho del foliolo (Valor de correlacion: r = 0,97)
y la longitud del foliolo (0,90); mientras distancia entre foliolos (0,87), longitud del
peciolulo (0,82) y nimero de foliolos por hoja (-0,70) fueron también importantes. Longitud
de raquis (0,80) y la proporcion entre ancho y longitud del foliolo (-0,74) fueron mds
importantes para el segundo componente, y extension de base (0,87) fue importante para el

tercer componente (Tabla 4, Anexo 3).
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de D. charapilla (Schunke 362) y D. micrantha (Tessman 4967), respectivamente, y 43 a un

espécimen de Dipteryx sp.
Figura 5: Analisis de agrupamiento UPGMA y ordenacion PCA de 61
especimenes de Dipteryx.



Tablad: Resultados de los cuatro primeros componentes del analisis de ordenacion
de 61 especimenes de Dipteryx en la Amazonia peruana, considerando 22

caracteres.

ID Carécter PC1 PC2 PC3 PC4
1 Longitud de foliolo 0,90 0,38 0,03 0,03
2 Ancho del medio del foliolo 0,97 0,01 0,10 0,01
3 Ancho menor del tercio superior del foliolo 0,92 -0,02 0,13 0,13
4 Ancho mayor del tercio superior del foliolo 0,91 0,01 0,21 -0,11
7 Ancho menor del tercio basal del foliolo 0,89 -0,01 0,11 0,24
8 Ancho mayor del tercio basal del foliolo 0,92 0,12 0,18 -0,08
9 Extension de base -0,08 -0,14 0,87 0,34

10 Ancho del peciolulo 0,44 -0,10 0,27 0,17
11 Longitud de peciolulo 0,82 -0,01 0,22 -0,40
12 Longitud de apice 0,51 0,49 -0,41 0,46
13 Longitud peciolulo/Longitud foliolo -0,27 -0,54 0,22 -0,53
14 Ancho / Longitud del foliolo 0,18 -0,74 0,15 -0,05
15 Longitud de peciolo 0,67 0,28 0,18 -0,32
16 Longitud de raquis 0,37 0,80 0,13 -0,25
17 Ancho de raquis medio 0,50 0,00 0,22 0,45
18 Ancho de ala medio 0,39 -0,11 0,07 0,35
19 Distancia promedio entre foliolos 0,87 0,36 0,00 -0,20
20 Numero de foliolos por hoja -0,70 0,67 0,19 -0,02
21 Desplazamiento vena media 0,26 -0,27 -0,14 -0,22
22 Proporcion basal/apical 0,15 -0,17 0,10 -0,17
23 Promedio de angulo de base -0,39 -0,35 0,65 0,27
24 Ancho / Longitud peciolulo -0,56 -0,07 -0,03 0,57

Eigenvalor 0,227 0,086 0,046 0,038

% varianza 47,18 17,95 9,62 7,84

% varianza acumulada 47,18 65,13 74,65 82,49

1.3.  ANALISIS DISCRIMINANTE

El andlisis discriminante (LDA) define claramente los tres grupos de Dipteryx definidos; y
donde el espécimen 73 correspondiente a la muestra tipo de D. micrantha y el espécimen 42
dejado como indeterminado fueron mds similares a D. micrantha morfotipo 2, y el
espécimen 70 correspondiente a la muestra tipo de D. charapilla fue mas similar a los
especimenes de D. charapilla. El primer eje discriminante es responsable del 63,8% de la
variacion total, y fue determinado principalmente por el nimero de foliolos (Valor de
varianza: -0,05) y el ancho del foliolo (0,03). El segundo eje, responsable del 27,1% de la
variacion total, fue determinado por la longitud del peciolulo (0,03); mientras el tercer eje,

responsable del 5,6%, fue determinado por ancho de raquis (0,05) y ancho de ala medio
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(0,03) (Figura 6, Anexo 4). Ademads, el andlisis detecto que un 93,4% (57 especimenes) de
los especimenes de Dipteryx se clasificaron correctamente y el 6,6% (4 especimenes) se
clasific6 como otra especie de Dipteryx que el asignado en el estudio (Anexo 5). En este
caso, tenemos a las muestras tipo de D. charapilla (71.Dch-T) y D. micrantha (74.Dm-T)
siendo estos especimenes clasificados como D. charapilla y D. micrantha morfotipo 2
respectivamente, y a los especimines 41 y 43 que tienen didmetro de 185 y 18,1

respecivamente que se clasificaron como D. sp y D. micrantha morfotipo 2.

Axis 2 (27.1%)

52 Dch

L Dch
1DchT

Axis 1 (63 .89%)

Figura 6: Grifico de dispersion que muestra los dos primeros ejes del Analisis
Discriminante (LDA) basado en 22 medidas morfologicas cuantitativas de
especies de Dipteryx.

1.4. ANALISIS DE SIMILITUD

Los especimenes 74, 43 y 71 fueron asignados a los grupos correspondientes (74 y 43 a D.
micrantha morfotipo 2 y 71 a D. charapilla) antes de realizar los andlisis de ANOSIM y
PERMANOVA. Estos andlisis muestran que hay diferencia significativa entre los tres
grupos (Tabla 5), habiendo cierta distancia y diferencia significativa entre los dos
morfotipos de D. micrantha (RANOSIM = 0,81, FPERMANOVA = 37,1; ambos p<0,001)
y entre D. micrantha morfotipo 2 y D. charapilla (RANOSIM = 0,94, FPERMANOVA =
37,6; ambos p<0,001).

Las diferencias morfoldgicas cuantitativas y cualitativas de los tres grupos formados se

resumen en la tabla 6 utilizando los valores promedios de los 61 especimenes utilizados en



los diferentes andlisis, y en la figura 7 se muestra una imdgen representativa por grupo

formado.
Tabla5: Resultados de ANOSIM y NPMANOVA probando la consistencia de los
grupos de Dipteryx en la Amazonia Peruana.
N° Especie 1 2 3
1| D. charapilla 0,5736 (0,0003) 0,9377 (0,0003)
2 | D. micrantha morfotipo 1 10,26 (0,0003) 0,8097 (0,0003)
3 | D. micrantha morfotipo 2 37,58 (0,0003) 37,13 (0,0003)

Los valores R de ANOSIM se dan por encima de la diagonal y los valores F de PERMANOVA se
dan por debajo de la diagonal. Los niimeros entre paréntesis son valores de p corregidos por
Bonferroni.

Tabla 6:

Comparacion morfologica de las especies de Dipteryx presentes en la
Amazonia Peruana

Caracter

D. micrantha
morfotipo 1

(Dm1)

D. micrantha
morfotipo 2

(Dm2)

D. charapilla

Foliolo
Nervadura del foliolo
Borde del foliolo

Base del foliolo
Apice del foliolo

Foliolos basales
Numero de foliolos

Longitud de foliolo
Ancho de foliolo
Longitud de peciolulo
Ancho de peciolulo
Distancia entre foliolos

Longitud del raquis

Eliptico-ovalado

Eucamptédroma
Entero
Redonda a obtusa

Ampliamente
acuminado

Opuestos
7
(6—10)
11,6 cm
(6,3 —22,4 cm)
5,4 cm
(3,4-8,0cm)
0,6 cm
(0,4-0,8cm)
0,2cm
(0,1 -0,3cm)
4,0cm
(2,0-6,8cm)
13,3 cm
(5,7 —22,8 cm)
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Oblongo- alargado
Oblongo- eliptico
Eucampt6édroma
Entero

Redonda a cordada

Ampliamente
acuminado

Opuestos
10
(8—12)
7,4cm
(4,5-13,1cm)
3cm
(2,2—-4,6 cm)
0,3cm
(0,2-0,5cm)
0,2cm
(0,1-0,2cm)
2,3cm
(1,2—4,2 cm)
10,9 cm
(5,2—-19,1 cm)

Ovalado
Eliptico-ovalado
Eucamptodroma
Entero

Redonda
Cuspidado

Alternos
6
(5-8)
14,4 cm
(8,9-21,3cm)
6,8 cm
(4,9-8,5cm)
0,5cm
(0,4—0,6 cm)
0,2cm
(0,1—-0,3cm)
4,2cm
(1,8—6,5cm)
10,8
(5,5—-15,2cm)



Continuacion Tabla 6

D. micrantha

D. micrantha

Caracter morfotipo 1 morfotipo 2 D. charapilla
(Dm1) (Dm2)

Color de la flor Lilas Rosadas Fucsia

Longitud de flor 1,3¢cm 0,8cm 2,7cm
(1,0-1,5cm) (0,6—1,1cm) (2,2—3,0cm)

Longitud de pedicelo 0,2cm 0,1 cm 0,5cm
(0,2-0,3cm) (0,1-0,2cm) (0,4—0,6 cm)

Longitud de céliz 0,2cm 0,2cm 0,4cm
(0,2-0,3cm) (0,1-0,2cm) (0,2—0,6 cm)

Longitud de corola 0,9cm 0,5cm 1,7cm
(0,6 —1,0cm) (0,3—-0,7cm) (1,4—1,9cm)

1.5. DISTRIBUCION MORFOLOGICA

Los resultados del anélisis morfoldgico muestran que D. micrantha morfotipo 1 tiene amplia
distribucion y ocurre en los departamentos de Loreto (zona sur), Ucayali, Madre de Dios y
Huédnuco (Figura 7a); D. micrantha morfotipo 2 ocurre en Loreto y Ucayali (Figura 7b); y

D. charapilla en Peru esté restringida al departamento de Loreto donde existen reportes en

las localidades de Jenaro Herrera, Puerto Almendras y Rio Mazan (Figura 7¢).
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Las estrellas en los mapas representan los especimenes con didmetro menor a 15 cm que no fueron
utilizados en los andlisis multivariados.

Figura 7: Morfologia y distribucion geografica de las especies de Dipteryx en Peru.



2. CARACTERIZA CION MOLECULAR.

En total se obtuvieron 32 secuencias de matK y 32 secuencias de psbA-trnH
correspondientes a las tres especies de Dipteryx estudiadas en la caracterizacion morfologica
y una secuencia de la especie Dipteryx oleifera obtenida de GenBank, dando un total de 33

secuencias.

2.1. POLIMORFISMO DEL ADN

Las secuencias obtenidas de matK representan un segmento de este gen localizado entre la
posicion 516 y 1287 del gen completo de la especie D. odorata (Cédigo GenBank:
JX295898). Por lo tanto, las secuencias que se obtuvieron presentan 772 pares de bases
nucleotidicas. Mientras, las secuencias obtenidas del gen psbA-trnH representan la region

completa de este gen, con una longitud de 546 pares de bases nucleotidicas.

La informacién obtenida de las secuencias para los genes matK y psbA-trnH se presentan en
la tabla 7. El gen matK presenta 4 sitios variables, siendo todos informativos, mientras el
gen psbA-trnH presenta 57 sitios variables, siendo 35 sitios informativos. En cuanto a
haplotipos, el gen matK presento 5, en tanto que el gen psbA-trnH presento 7. Cuando las
secuencias de ambos genes fueron analizadas juntas el nimero de haplotipos fue 10,
observandose también un aumento en la diversidad haplotipica, el nimero de sitios variables

y los sitios informativos.

Tabla7: Parametros genéticos para los marcadores moleculares matK y psbA-
trnH de las especies estudiadas del género.

Parametro Genético matK psbA-trnH psbA-trnH + matK
N° de secuencias (N) 32 32 32
N° de haplotipos (H) 5 7 10
Diversidad haplotipica (Hd) 0,7117 0,7379 0,7863
Numero de bases nucleotidicas 772 547 1319
Ne°total de sitios (Excluyendo gaps) 771 381 1152
Numero de sitios variables 4 57 61
Numero de sitios conservados 767 488 1255
Sitios informativos parsimonia (P) 4 35 39
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2.2. VARIABILIDAD GENETICA DEL GEN PSBA-TRNH + MATK

2.2.1. PROPORCION DE HAPLOTIPOS

Cuando concatenados las dos regiones analizadas de los 32 individuos evaluados se
encontraron diez haplotipos. Dipteryx micrantha morfotipo 1 fue la menos variable,
mostrando un solo haplotipo (Hap6); entanto que Dipteryx micrantha morfotipo 2 fue la
mas varible con cinco haplotipos. No se observo ningin haplotipo compartido entre las

especies (Tabla 8).

Tabla8: Proporcion de haplotipos del gen psbA-trnH+matK de todos los
individuos analizados.

Especie Haplotipos H Especimenes

2.Dm1, 6.Dm1, 11.Dm1, 12Dm1, 20.Dm1,

Dipteryx micrantha 21.Dm1, 22.Dm1, 26Dm1, 30.Dmf,

morfotipo 1 Hap6 14 35DPm1,35Dm1, 36.Dm1, 37.DmA,
38.Dm1
Hap3 2 15.Dm2, 23.Dm2
Hap5 2 13.Dm2, 18.Dm2
Dipteryx micrantha
morfotipo 2 Hap2 2 42.Dm2, 56.Dm2
Hap1 4 14.Dm2, 19.Dm2, 45.Dm2, 43.Dsp
Hap4 1 24.Dm2
Hap9 1 46.Dch
. . Hap7 4 5.Dch, 47.Dch, 51.Dch, 50.Dch,
Dipteryx charapilla
Hap8 1 49.Dch
Hap10 1 52.Dch

2.2.2. RELACION FILOGENETICA

El dendograma obtenido muestra que los 32 individuos de Dipteryx analizados mas el grupo
externo, se encuentran conformando tres grupos genéticos diferentes: el primer grupo
conformado por los especimenes de D. micrantha morfotipo 2 (bootstrap = 86%), el
segundo grupo constituido por todos los especimenes de D. charapilla (bootstrap = 97%).
Estos dos grupos presentan un ancestro comun que es diferente al ancestro del grupo tres,
que estd constituido por los especimenes de D. micrantha morfotipo 1. Este tltimo grupo
estd mds relacionado con D. oleifera (utilizado como grupo externo) que con los grupos dos

primeros grupos (Figura 8).
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Figura 8: Arbol filogenético de Maximum likelihood con modelo T92 y bootstrap
de 100 repeticiones del gen psbA-trnH+matK.

2.2.3. DISTANCIA GENETICA INTRA E INTERESPECIFICAS

Las distancias genéticas tanto a nivel intraespecifico como a nivel interespecifico fueron
mayores de cero, a excepcion de D. micrantha morfotipo 1, que presento una distancia
intraespecifica nula (D = 0), debido a que todos los individuos analizados comparten un
unico haplotipo. La distancia genética interespecifica de las especies D. micrantha
morfotipo 1 y D. micrantha morfotipo 2 fue menor (D = 6,545) a la estimada entre las otras
combinaciones entre especies, y siendo la variacion mayor (D = 8,143) entre D. charapilla y

D. micrantha morfotipo 2 (Tabla 9).

Tabla9: Distancia genética intraespecifica e interespecifica de los grupos de
Dipteryx con bootstrap de 100 repeticiones del gen psbA-trnH + matK.

N° Especie 1 2 3 4
1| D. charapilla 0,857 8,143 6,688 9,143
2| D. micrantha morfotipo 1 0,0000 6,545 1
3 | D. micrantha morfotipo 2 1,164 7,545
4| D. oleifera -

Los valores en la diagonal representan la divergencia genética intraespecifica, los valores en
la regién superior representan la divergencia genética interespecifica.
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2.3.  DISTRIBUCION MOLECULAR

Los haplotipos de los tres grupos genéticos identificados se encuentran distribuidos en la
amazonia peruana, el haplotipo de D. micrantha morfotipo tiene amplio rango de
distribucién encontrdndose en los departamentos de Loreto, Ucayali y Madre de Dios; los
haplotipos de D. micrantha morfotipo 2 se encuentra distribuido al norte de Loreto; y los
haplotipos de D. charapilla tiene una distribucion restringida y localizada en las localidades
de Jenaro Herrera y Puerto Almendras (Arboreto El Huayo), en el departamento de Loreto

(Figura 9).
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El tamafio de los circulos es proporcional al nimero de individuos por cada haplotipo, construido
con las 32 secuencias de Dipteryx.

Figura 9: Red de Haplotipos psbA-trnH+matK y su distribucion en la Amazonia
Peruana.
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3. DISCUSIONES

3.1. DE LOS RESULTADOS MORFOMETRICOS

Los resultados de los andlisis morfométricos muestran consistentemente la presencia de tres
grupos morfoldgicos distintos de Dipteryx en la Amazonia Peruana: D. micrantha morfotipo
1, D. micrantha morfotipo 2 y D. charapilla. Los dos morfotipos de D. micrantha son
considerados como taxones diferentes. A simple vista, el morfotipo 1 pareciera corresponder
a individuos de D. micrantha con caracteristicas vegetativas de mayor tamafio que el
morfotipo 2, esto estaria concordando con los resultados obtenidos por Pariente (2017), el
cual meciona que D. alata y D. micrantha en base al patron de nervaduras forman un dnico
grupo sin diferencia dentro del mismo, sin embargo, la proporcion encontrada en este
estudio entre los caracteres es diferente entre los morfotipos definiendo formas particulares
en las hojas y en las flores, ademas D. micrantha morfotipo 2 presenta mayor similitud
morfolégica al Tipo de D. micrantha. D. micrantha morfotipo 1 presenta generalmente 3
pares de foliolos elipticos (5,4 cm x 11,6 cm) con flores de 1,3 cm de longitud promedio
(1,0 a 1,5 cm) y D. micrantha morfotipo 2 presenta 5 pares de foliolos alargados (3,0 cm x
7,4 cm) con flores de 0,8 cm de longitud promedio (0,6 a 1,1 cm). La superposicién de
caracteres en algunos individuos de los dos morfotipos muestra la plasticidad fenotipica de
la especie D. micrantha potencialmente relacionada a la adaptacion a ambientes

heterogéneos de la Amazonia peruana (Pedroso et al. 2010).

Los morfotipos de D. micrantha difieren considerablemente de D. charapilla que presenta
generalmente tres pares de foliolos ovalados (6,8 cm x 14,4 cm) con flores de 2,2 a 3,0 cm
de longitud, y ademds en el estudio realizado por Pariente (2017) también se puede observar
esta diferenciacion morfolégica entre ambos grupos. Los caracteres morfoldgicos evaluados
en los especimenes recopilados en el presente estudio no coinciden con las descripciones
originales de D. alata o D. odorata, correspondiendo potencialmente estos nombres a
determinaciones equivocas en especimenes colectados en Perd. Dipteryx alata podria
confundirse vegetativamente con D. micrantha morfotipo 2 porque ambas especies
presentan foliolos alargados. Sin embargo, los especimenes de D. alata revisados en los
herbarios virtuales presentan 6 a més pares de foliolos y frutos globosos (4 cm x 5 cm),
mientras D. micrantha morfotipo 2 presenta 4-6 pares de foliolos y frutos elipticos (3 cm x 5
cm). Ademds, los lugares de colecta sugieren que estas especies prefieren condiciones
ecologicas diferentes; mientras D. alata ocurre en bosques de savanna del sureste de Brasil y

Bolivia, D. micrantha ocurre en los bosques himedos amazoénicos (Barham 2005).
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En el caso de D. odorata, esta especie podria facilmente confundirse con D. charapilla
debido a que ambas especies presentan 6-8 foliolos, foliolos coridceos y basales alternos, sin
embargo, D. charapilla se diferencia por la base redonda de los foliolos, dpice cuspidado y
flores mds grandes que las presentes en D. odorata que cuenta con base marcadamente
asimétrica y dpice acuminado (Linneo 1800). La cercania en la descripciéon morfoldgica de
D. charapilla con D. rosea reportada para Brasil sugiere potencialmente la presencia de
sinonimia entre estas especies, aunque Macbride hace notar que son especies diferentes
debido al tamafio de las flores (Macbride 1943). En el caso de D. ferrea, esta especie es
considerada actualmente un nombre sinénimo de D. micrantha, y en base a los resultados D.
férrea podria ser considerada como D. micrantha morfotipo 2, sin embargo, necesita

estudios taxondmicos que permitan corroborar esta informacion.

Cabe resaltar que existe variacién en el tamaio de los foliolos de las especies de Dipteryx
reportadas en Perd. Mds adn los individuos pequefos, con didmetro menor a 15 cm,
presentan mayor variacion en las variables medidas como la longitud y ancho del foliolo.
Los individuos pequefios, que se encuentran bajo el dosel o en estado juvenil presentan
mayor tamafio foliar que los individuos que se encuentran sobre el dosel o los drboles
senescentes, siendo estos eliminados antes de realizar los andlisis para evitar el efecto de
edad y disponibilidad de luz en los resultados (Morales et al. 1992, Bruschi et al. 2003,
Puntieri et al. 2001, Louman 2001, Raven et al. 1992). La importancia de las flores y frutos
en estudios taxonémicos han sido de mucha ayuda al identificar especies de Dipteryx que se
encuentran cercanamente emparentadas (Mcbride 1943, Francisco 2010). Es asi, que en este
estudio se realizé el seguimiento de algunos individuos en campo para poder obtener la
descripciéon morfolégica de las flores y los frutos que resultaron ser marcadamente

diferentes entre las especies.

Los resultados también muestran que las especies de Dipteryx en Pert tienen distribucién
geogréfica distinta (Figura 7). D. micrantha se encuentra distribuido en los paises de
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador y en Perd encontramos que D. micrantha morfotipo 1
tiene amplia distribucién y ocurre en los departamentos de Loreto (zona sur), Ucayali,
Madre de Dios y Hudnuco; D. micrantha morfotipo 2 ocurre en Loreto y Ucayali; y D.
charapilla se encuentra en los paises de Brasil, Colombia, Venezuela y en Perd estd
restringida al departamento de Loreto donde existen reportes en las localidades de Jenaro

Herrera, Puerto Almendras y Rio Mazan. Cabe resaltar que las tres especies de Dipteryx
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ocurren en el departamento de Loreto, siendo este departamento la region mds diversa para
el género. En relacion a los resultados, es posible considerar D. alata y D. micrantha del

estudio de Parinte (2017) corresponde a los morfotipos 1 y 2 respectivamente.

Por mucho tiempo se ha creido que Dipteryx odorata es la especie del género Dipteryx con
mayor extraccion y exportacion del Perd, es asi que el Ministerio de Agricultura a traves del
SERFOR incluye en la lista de especies maderables a Dipteryx odorata y Coumarouna
odorata, bajo los nombres comunes de charapilla y shihuahuaco, respectivamente. Sin
embargo, la revision exhaustiva de mas de 70 especimenes de herbario demuestra que la
especie D. odorata o C. odorata no han sido ain reportada en Peru, resultado que concuerda
con el estudio realizado por Pariente (2017), y potencialmente, estos nombres son
erroneamente utilizados para nombrar los especimenes de D. charapilla (Brako & Zarucchi
1993, Spichiger et al. 1989), o a nivel comercial a los dos morfotipos de D. micrantha.
Basdndose en los volimenes extraidos a nivel de departamento en el afio 2016, podemos
indicar que D. micrantha morfotipo 1 es probablemente la especie de mayor extraccion en el
Perd, proveniente de los departamentos de Ucayali y Madre de Dios con volimenes de 17
mil metros cibicos y 126 mil m3, respectivamente (SERFOR 2016). La extraccién en
Loreto es también alta (47 mil m3) y probablemente corresponde a la extraccion de ambos
morfotipos de D. micrantha. Otros departamentos registrados con extraccion de madera de

Dipteryx son Pasco (162 m3), Junin (125 m3) (SERFOR 2016).

3.2. DE LOS RESULTADOS MOLECULARES.

Los andlisis moleculares son herramientas valiosas para la discriminacién de especies
taxondmicas cuando los caracteres morfoldgicos sindpticos presentan sobreposiciones o no
estdn bien delimitados, lo que impide la discriminacion precisa de las especies (Hebert et al.
2003, Kress 2017). Las secuencias nucleotidicas son utilizadas para la discriminacién de
plantas a diferentes niveles taxondmicos, debido a que pueden contener suficiente variacién
y ofrecer elementos nuevos y esclarecedores para resolver tales cuestiones (Kress et al.
2009, 2010, Cardoso et al. 2012, 2013, 2015). En la discriminacién de las especies peruanas
del genero Dipteryx utilizamos la combinacién de dos regiones del genoma (genes matK y
psbA-trnH). Cuando analizado por separado, el gen matK fue mostro ser una regién muy
conservada entre los taxa estudiados, no siendo muy eficaz en la discriminacién de las
especies de Dipteryx peruanas. Dos de las tres especies analizadas (D. micrantha morfotipo

1 y D. charapilla) compartieron el mismo haplotipo (Hap4), inclusive este haplotipo era
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compartido una especie Centroaméricana del genero Dipteryx (D. oleifera, grupo externo en
el presente estudio). La secuencia nucleotidica de este gen tampoco logré discriminar las
especies del género Dipteryx en un estudio realizado en Brasil (Francisco 2010). No en
tanto, fue muy eficaz en la discriminacién entre géneros dentro de la tribu Dipterygeae:
Taralea, Pterodon y Dipteryx (Francisco 2010, Cardoso et al. 2012, 2015), mostrando ser
eficiente en la discriminacién de géneros dentro de esta tribu. A pesar que matK no podria
ser utilizado como c6digo de barras para Dipteryx, este gen ha sido utilizado para identificar
especies de los generos Cassia y Dalbergia cuando fue utilizado en combinacién con genes
como rbcL, psbA-trnH, ITS (Purushothaman et al. 2014, Hartvig et al. 2015). Asi mismo, el
gen psbA-trnH demostré que a pesar de ser una cadena corta tuvo mds sitios informativos
que el gen matK. Esto coincide con otros estudios, donde se demostrd que este gen tiene un
gran potencial para identificar especies dentro de la familia Fabaceae (Gao et al. 2013,
Miller et al. 2003). Ademds, su potencial en la discriminacién de especies puede ser
incrementado cuando el gen es usado complementariamente con otros genes como matK o
rbcL. (Costion et al. 2011, Kress et al. 2009, 2010). Debido a todos estos precedentes en el
presente estudio se utilizé la combinacién psbA-trnH + matK, para lograr potencializar el
nimero de caracteres informativos y asi poder discriminar las especies peruanas de

Dipteryx.

Cabe mencionar, que la obtencion de las secuencias del gen matK se realizo con menos
dificultad que el gen psbA-trnH. Para poder secuenciar adecudamente y con eficiencia el
gen psbA-trnH es necesario que el producto de la extraccion de ADN sea de buena calidad y

con pocas impurezas.

D. oleifera es una especie de centro america, &mbito biogegrafico que ha completado su
levantamiento geografico hace 5-3 Ma, y los grupos de Dipteryx estudiados se encuentran
en las formaciones geoldgicas del centro y norte de suramerica (los andes, la cuenca del
Amazonas, la del Orinoco, y los escudos geoldgicos Guyanense y brasilefio) el cual ha
dominado el relieve desde hace 245-208 Ma (Reynel et al. 2003). A pesar de la diferencia
temporal se asume que D. oleifera es el taxdn ancestral dentro de andlisis debido a que esta

especie no esta en presente en el rango de distribucion de las especies de interés.

La filogenia inferida con el andlisis de likehood obtenida a partir del modelo de evolucién
molecular T92 (Tamura, 1992) muestra que las especies peruanas del genero Dipteryx estin

conformando tres grupos genéticos diferentes y que estos son correspondientes a los grupos
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determinados en los andlisis morfométricos, donde los especimenes de D. micrantha
morfotipo 1 conforman un primer grupo, D. micrantha morfotipo 2 un segundo grupo y D.
charapilla un tercer grupo. Los resultados del andlisis filogenético muestra que los dos
morfotipos de D. micrantha no forman un grupo monofiletico, ellos tiene otras entidades
taxondmicas entre si, para que ellos sean considerados como grupo monofiletico tienen que
tener un ancestro comun, en este caso vemos que D. micrantha morfotipo 2 y D. charapilla
son los taxa que comparten un antecesor y que este es distinto al ancestro de D. micrantha
morfotipo 1, esto muestra que D. micrantha morfotipo 1 presenta un origen distinto a los

grupos antes mencionados.

Ademds el hecho que D. micrantha morfotipo 1 este filogenéticamente mds relacionada a
otra entidad taxonémica no descrita para el Perd (D. oleifera) que a D. micrantha morfotipo
2; y que la distancia genética entre ambos morfotipos de D. micrantha sea mucho mayor
(6,546) que la estimada entre D. micrantha morfotipo 1 y D. oleifera, indican que los dos
morfotipos de Dipteryx en la Amazonia Peruana no solo son morfoldgica y
morfometricamente diferentes, sino que también forman entidades genéticas distintas. D.
micrantha morfotipo 1 comparte un ancestro comuin con D. oleifera mostrando que son
especies hermanas de un mismo grupo monofiletico. Estos dos grupos monifileticos (D.
micrantha morfotipo 2 con D. charapilla y D. micrantha morfotipo 1 con D. oleifera) tienen
tasas de evolucion diferente, siendo que el evento de especiacion de D. micrantha morfotipo
1 y D. oleifera es un evento anterior al de D. micrantha morfotipo 2 y D. charapilla.
Podemos considerar que D. micrantha morfotipo 1 es un grupo basal y mds antiguo del
género Dipteryx en la Amazonia Peruana, debido a que su ancestro esta al nodo del cual
deriva el ancestro de los otros dos Dipteryx peruanos. La presencia de un solo haplotipo en
D. micrantha morfotipo 1 quizd pueda deberse a que tenemos un nimero limitado de
individuos en nuestros andlisis y que, al incorporar un mayor nimero de especimenes,
podremos tener una mayor variacion genética dentro del morfotipo. O quiza estemos en el
borde de la distribucién de este grupo genético y estariamos ante un efecto fundador o por
ultimo quizd se trate de un morfotipo bien antiguo que por efecto de la deriva genética ha
fijado un solo haplotipo. Es probable que estos dos grupos monofileticos hayan quedado
aislado debido a los procesos geoldgicos histdricos que modelaron la Amazonia hasta la
actualidad como son el surgimiento de la cadena montafiosa de sierra de divisor que se
levant6 en la region de Ucayali en la época del Pleitoceno y que dio origen al aislamiento de

las poblaciones de algunas especies (Reynel et al. 2013)
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Todo esto nos muestra que la taxonomia del genero Dipteryx tiene que ser revisada en la
Amazonia peruana, debido a que esta subestimando la diversidad especifica del genero al
considerar solo dos entidades taxonémicas (D. micrantha y D. charapilla) donde hay tres.
Asi mismo es probable que D. micrantha morfotipo 2 y D. charapilla sean especies

endémicas del Perti que tienen un origen reciente en la historia evolutiva del género.
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V. CONCLUSIONES

Encontramos tres grupos morfolégica y genéticamente diferenciados de Dipteryx en
la Amazonia Peruana: D. micrantha morfotipo 1 distribuido en los departamentos de
Loreto, Ucayali, Madre de Dios, Hudnuco y Pasco; D. micrantha morfotipo 2
distribuido en los departamentos de Loreto y Ucayali; y D. charapilla reportado solo

en dos localidades del departamento de Loreto.

Los caracteres morfologicos mds resaltantes que diferencian estas tres especies
fueron D. micrantha morfotipo 1 con 3 a 5 pares de foliolos, foliolos de 5,4 cm x
11,6 cm en promedio, flor color lila con longitud de 1 a 1,5 cm. D. micrantha
morfotipo 2 con 4 a 6 pares de foliolos, foliolos 3,0 cm x 7,4 cm en promedio, flor
color rosada con longitud de 0,6 a 1,1 cm. D. charapilla con 3 a 4 pares de foliolos,

foliolos de 6,8 cm x 14,4 cm, flor de color fucsia con logitud de 2,2 a 3 cm.

En el andlisis molecular, el gen psbA-trnH presenté la mayor cantidad de sitios
informativos entre los grupos, siendo este gen combiando con matK sugeridos como

ADN barcode para discriminar las especies de Dipteryx en el Pera.

La revision de los especimenes demostré que D. odorata o C. odorata no fueron ain
reportadas en Perd, por lo tanto, estos nombres han sido erréneamente utilizados
para nombrar a los especimenes de D. charapilla o a nivel comercial a los dos
morfotipos de D. micrantha. Por lo tanto, D. micrantha morfotipo 1 es la especie de

mayor extraccion en el Perd.

La combinacién de los estudios morfométricos y moleculares fueron necesarios y
valiosos para delimitar las especies del género Dipteryx en la Amazonia peruana y

asi contribuir con la conservacion de las especies y un mejor y adecuado manejo.






VI. RECOMENDACIONES

Realizar una revisién taxonémica y molecular de las otras especies del género
Dipteryx a nivel del Neotrépico para tener las caracteristicas morfoldgicas y

moleculares que permitan discriminar correctamente todas las especies.

Hacer la revision taxonémica de ambos morfotipos de D. micrantha y D. charapilla

para asignar los nombres cientificos adecuados.

Realizar nuevos estudios sobre las descripciones anatdmicas de la madera de los tres
grupos de Dipteryx reportadas en el presente estudio para determinar las

caracteristicas anatémicas de la madera y los usos en la industria de la madera.

Realizar més inventarios en buisqueda de Dipteryx charapilla con el fin de recabar
informacién relevante de su distribucién y abundancia que puedan servir para

considerar a esta especie en un estado de conservacion adecuado.

Realizar estudios de crecimiento de las especies mds comerciales con el fin de poder

determinar ciclos de corta adecuados para cada especie.

Utilizar las muestras botdnicas colectadas en el Proyecto Large Scale Project on
Timber Verification en las muestras de referencia para el desarrollo desarrollar una
base de datos genetica de referencia para verificar la procendia de la madera del

genero Dipteryx.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1
HERBARIOS

Herbario

Acronimo

Link

Instituto de Investigaciones de la

! Amazonia Peruana HH )

> IL\J/lgil\i/r?;Sidad Nacional Agraria La MOL )

3 | Field Museum of Natural History F http://fm1.fieldmuseum.org/vrrc/

4 | Jardim Botéanico do Rio de Janeiro | RB http://jabot.jbrj.gov.br/

5| Smithsonian Institution us http://collections.nmnh.si.edu/search/botany/?ti=3




ANEXO 2
MATRIZ DE CORRELACION DE LOS 24 CARACTERES MORFOLOGICOS.

D 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 0,88 [ 083 |08 |08 |08 |08 |08 |-009)035 |07 |0,61 |-053]-021)0,70 | 063|046 |030 0,9 |-037]|0,09 | 0,04 | -048]|-051
2 0,88 0,94 [ 09 | 097 | 098 | 093 | 09 |-001|0,46 081 |046 |-025] 0,28 | 060 |037 | 045 )03 |08 |-062]0,25 |0,19 | -0,30 | -0,54
31083 | 094 0,92 097 |08 |09 |08 |003])045|067 |03 |-034)|027 |05 |029 052|049 |0,75 |-059]|025 0,34 |-025]-0,39
4108 | 09 | 092 0,89 | 0,9 | 084 | 091 | 003 | 044 |08 |03 |-045]032 058037 |04 034|077 |-053]0,34 | 0,39 |-0,25] -0,56
51085 | 097 | 097 | 0,89 091 1097 | 088 | 0,00 | 0,44 | 068 | 0,48 | -0,37 | 0,27 | 0,51 | 0,28 | 0,51 | 0,46 | 0,75 | -0,63 | 0,18 | 0,17 | -0,28 | -0,40
6086 | 098 | 0,89 | 0,96 | 0,91 0,86 | 0,97 | -0,01 | 0,47 | 0,87 | 0,43 | -0,16 | 0,28 | 0,63 | 0,40 | 0,39 | 0,33 | 0,83 | -0,60 | 0,28 | 0,18 | -0,29 | -0,60
7/08 | 093 | 093 | 084|097 | 0,86 0,86 | 0,07 | 043 | 0,61 | 0,47 | -0,40 | 0,25 | 0,47 | 0,27 | 0,49 | 0,42 | 0,69 | -0,59 | 0,14 | 0,05 | -0,20 | -0,34
8,088 |09 |08 |091 |08 | 097 | 086 0,04 | 0,44 | 085 | 0,45 | -0,21 ] 0,18 | 0,63 | 0,48 | 0,33 | 0,28 | 0,84 | -0,52 | 0,06 | -0,01 | -0,24 | -0,59
9]-009]|-001] 0,03 | 003|000 |-001]007 | 0,04 0,17 1 0,01 | -0,23 | 0,12 | 0,15 | -0,03 | -0,12 | 0,20 | 0,06 | -0,17 | 0,09 | -0,21 | -0,07 | 0,75 | 0,13

10035 | 046 | 045 | 044 | 044 | 047 | 043 | 0,44 | 0,17 0,48 | 0,15 | 0,09 | 0,24 | 0,28 | 0,15 | 0,36 | 0,18 | 0,30 | -0,31 | 0,17 | 0,09 | 0,10 | 0,26

1/071 {081 | 067 |08 | 068 | 087 | 061 | 085 | 0,01 | 0,48 0,22 1021 | 023 | 066 | 0,43 | 0,30 | 0,12 | 0,77 | -0,52 | 0,26 | 0,14 | -0,26 | -0,72

12| 061 | 046 | 039 | 032 | 048 | 043 | 047 | 045 |-023]| 0,15 | 0,22 -059 | -0,29 | 0,26 | 0,40 | 0,28 | 0,17 | 0,51 | -0,12 | -0,02 | -0,21 | -0,44 | -0,13

13| -053 | -025|-0,34|-0,15| -0,37 | -0,16 | -0,40 | -0,21 | 0,12 | 0,09 | 0,21 | -0,59 0,57 | -0A47|-0,35]| -0,29 | -028 | -0,35 | -0,11 | 0,19 | 0,11 | 0,34 | -0,16

14| -021 ] 028 | 027 | 032 | 027 | 028 | 025 | 0,18 | 0,15 | 0,24 | 0,23 | -0,29 | 0,57 -0,20 | -0,51 | -0,02 | 0,17 | -0,17 | -0,58 | 0,34 | 0,29 | 0,35 | -0,07

15) 0,70 | 0,60 | 0,52 | 0,58 | 0,51 | 0,63 | 0,47 | 0,63 | -0,03 | 0,28 | 0,66 | 0,26 | -0,17 | -0,20 052 |03 | 0,18 | 0,77 | -0,26 | 0,18 | 0,07 | -0,35 | -0,51

16 | 063 | 0,37 | 0,29 | 0,37 | 0,28 | 0,40 | 0,27 | 0,48 | -0,12 | 0,15 | 0,43 | 0,40 | -0,35 | -0,51 | 0,52 0,12 1 0,00 | 0,68 | 0,28 | -0,11 | -0,07 | -0,39 | -0,36

171 046 | 045 | 052 | 041 | 051 | 039 049 |033 |020 | 036 | 030 | 028 | -029 | -0,02 | 0,32 | 0,12 0,48 | 0,39 | -0,31 | 0,10 | 0,22 | -0,07 | -0,05

18 | 0,30 | 0,38 | 0,49 | 0,34 | 0,46 | 0,33 | 0,42 | 0,28 | 0,06 | 0,18 | 0,12 | 0,17 | -0,28 | 0,17 | 0,18 | 0,00 | 0,48 0,26 | -0,32 | 0,00 | 0,22 | -0,01 | 0,01

19 /09 |08 | 075 | 0,77 | 0,75 | 083 | 0,69 | 0,84 | -0,17 | 0,30 | 0,77 | 0,51 | -0,35 | -0,17 | 0,77 | 0,68 | 0,39 | 0,26 -0,38 | 0,12 | 0,09 | -0,55 | -0,61

20| -037|-062)|-059|-053|-063]|-060  -059|-052| 009 |-031]|-052]|-0,12 | -0,11 | -0,53 | -0,26 | 0,28 | -0,31 | -0,32 | -0,38 -0,33 | -0,11 | 0,14 | 0,33

210,09 | 025|025 | 034 | 0,18 | 0,28 | 0,14 | 0,06 | -0,21 | 0,17 | 0,26 | -0,02 | 0,19 | 0,34 | 0,18 | -0,11 | 0,10 | 0,00 | 0,12 | -0,33 0,60 | -0,18 | -0,15

22004 019|034 |03 |017 | 0,18 | 0,05 | -0,01 | -0,07 | 0,09 | 0,14 | -0,21 | 0,11 | 0,29 | 0,07 | -0,07 | 0,22 | 0,22 | 0,09 | -0,11 | 0,60 -0,12 | -0,08

23 | -048|-0,30|-025|-025|-0,28 | -0,29 | -0,20 | -0,24 | 0,75 | 0,10 | -0,26 | -0,44 | 0,34 | 0,35 | -0,35 | -0,39 | -0,07 | -0,01 | -055 | 0,14 | -0,18 | -0,12 0,36

24 | -051|-054|-039 | -056 | -0,40 | -0,60 | -0,34 | -0,59 | 0,13 | 0,26 | -0,72 | -0,13 | -0,16 | -0,07 | -0,51 | -0,36 | -0,05 | 0,01 | -0,61 | 0,33 | -0,15 | -0,08 | 0,36
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ANEXO 3
MATRIZ CORRELACIONES DE LOS COMPONENTES PRINCIPALES CON LOS CARACTERES MORFOLOGICOS.

PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC
ID| PC1| PC2| PC3| PC4| PC5| PC6| PC7| PC8 | PC9
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1 0,90 0,38 00| 0,03 0,02 -001] -0,09| -0,05| o001 -0,09| -0,05 -0,07f -0,11] -0,03f -0,02/ 0,01| 0,00/ 0,02/ 0,01] 0,00/ 0,00f 0,01

2 0,97 0,01, 0,10, 0,01 -0,07| 0,18 0,00 0,02 0,02 0,03 -004, 0,02 -0,01] -0,01] 0,03 -0,02| -0,03] 0,05 0,00f 0,00/ 0,01] -0,01

3 0,92 -0,02/ 0,13 0,13 0,08 0,29 -0,09| 0,00 0,05 0,00 001 -0,04f 0,07 0,04 -007 0,10/ -0,05] -0,03] 0,00 0,00/ 0,00 0,00

4 091 0,01, 021, -0,11] -0,02/ 0,29 0,03 0,10 0,06] 0,01] -0,01] -0,05| 0,04 -0,09| -0,01] -0,08 0,05 -0,02| 0,00 -0,01] 0,00{ 0,00

7 0,89 -0,01] 0,11 0,24| -0,06f 0,21 -0,13| -0,08] 0,03 -0,03] -0,11| 0,15 -0,02| 0,13 -0,02| 0,01| 0,06/ 0,000 0,00f 0,00/ 0,00 0,00

8 0,92 o0,12, o,18| -0,08| -0,22| 0,08/ -0,03| -0,07| -0,07] 0,07 -0,09| 0,02 -0,02| -0,07| 0,07 -0,04| -0,04] -0,05| -0,01] 0,01 0,00{ 0,00

9 -0,08| -0,14, o,87| 0,34 -0.20f -0,19| -0,03] 0,05 0,08 -0,07{ 0,08 -0,05/ 0,00/ 0,04 0,00 -0,03 -0,01] 0,000 0,00f 0,00/ 0,00{ 0,00
10 0,44 -0,10/ 0,27| 0,17 o0,11| 0,14 0,64| -048| -0,11| 0,02 -0,06| -0,10| -0,07] 0,01 0,00f 0,01] 0,00/ 0,01 -0,01] -0,02| 0,01 0,00
1 0,82 -0,01) 0,22 -040| -0,12| -0,07| 0,24| 0,08 -0,13] 0,04 -0,07] -0,06/f -0,10] 0,02 -0,04] 0,03 0,00/ 0,01] 0,00f 0,01 -0,01] 0,00
12 0,51 0,49 -0,41 0,46| -025| -012, o417, 0O,1| 006 0,05 003 -001 0,02/ 0,00f -0,01] 0,01 0,00/ 0,000 0,00f 0,00/ 0,00[ 0,00
13 | -027| -054] 0,22 -053| -0,18| -0,07| 042| 0,15| -0,16] 0,17] -0,01] 0,01] 0,05 0,09 -0,02| 0,03] 0,03 -0,02] 0,02 0,00] 0,01 0,00
14 0,18 -0,74/ o0,15| -0,05| -0,21| 0,38/ 0,19 0,13 001 0,22 002 o0,17| 0,21 0,06 0,10 -0,07| -0,06f 0,07 0,00 -0,01] -0,01] 0,02
15 0,67 0,28 0,18 -0,32| 0,23/ -0,36| 0,03 -0,14| 0,33 0,14 -0,07| 0,05| 0,05 -0,01| -0,03] -0,01| 0,00/ 0,00f 0,00f 0,00/ 0,00f 0,00
16 0,37 o080 0,13 -0,25| o0,01| -0,02/ 0,05 -0,10| -0,21| -0,10| 0,23 0,12 0,04 -0,01| -0,05| -0,03] -0,01] 0,00f 0,00f 0,00/ 0,00{ 0,00
17 0,50 0,00, 022 045 057 -017| o0,1] 0,27 -022| -0,04| -0,11] 0,06/ 0,02/ -0,02f 0,01 -0,01| -0,01] 0,00/ 0,00f 0,00/ 0,00{ 0,00
18 0,39 -0,11 o,07| 035 0,37 0,11| -022| 0,01 -008] 058 036 -0,04 -0,15 0,04 0,01 -0,02/ 0,01] 0,000 0,00f 0,00/ 0,00f 0,00
19 0,87 036, 0,00, -0,20f 0,07 -0,11| -0,06| -0,04| -0,06] -0,05| 0,07 -0,10/ 0,06/ 0,05 0,15 0,05/ 0,03 0,000 0,00f 0,00/ 0,00{ 0,00
20 | -070/ o067 0,19| -0,02| 0,02/ 0,13] 0,02 005| 0,03 0,04 -005 000 -001] 0,01 0,01 0,01 0,00 000 0,00f 0,00 0,00 0,00
21 0,26| -0,27| -0,14| -0,22| 0,25/ 0,25 o041| 0,29| 048] -025 024, 0,13 -0,17] 0,05 0,09 0,01 -0,02f -0,02| 0,00{ 0,00/ 0,00f 0,00
22 0,15 -0,17, o,10, -0,17| o046| 0,48 0,14 036| 025 -0,07| 023 -0,33] 0,21 -0,41| -0,15] 0,03 0,05 0,04 -0,03] 0,02 0,01 0,01
23 | -0,39] -035 065 027 -022| 0,00 0,06 -006| 0,02 009 0,08 021 -002 -026| 005 0,19] 0,04 0,02 0,00f 0,00] 0,00] 0,00
24 | -056| -007 -0,03] 057 022 0,18] 0,24| -046]| 0,06/ -0,03] 0,03 -0,03 0,05| -0,01] 0,03 -003] 0,01 -0,01] 0,01 0,01] 0,000 0,00
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MATRIZ DE VARIANZAS DE LOS EJES CON LOS CARACTERES

ANEXO 4

MORFOLOGICOS DEL ANALISIS DISCRIMINANTE.

ID Axis 1 Axis 2 Axis 3 Axis 4 Axis 5
1 0,021 0,013 -0,010 0,024 0,000
2 0,025 0,019 -0,006 -0,004 0,003
3 0,026 0,009 0,001 -0,015 -0,003
4 0,022 0,022 -0,005 -0,012 -0,002
7 0,026 0,003 -0,006 -0,007 -0,004
8 0,019 0,021 -0,011 0,001 0,000
9 -0,001 -0,008 0,000 -0,030 0,012
10 0,007 0,005 0,007 -0,028 0,031
11 0,013 0,028 -0,010 -0,008 0,013
12 0,017 0,001 0,001 0,056 0,071
13 -0,008 0,015 -0,001 -0,033 0,012
14 0,004 0,006 0,003 -0,029 0,003
15 0,014 0,021 -0,005 0,026 -0,020
16 0,002 0,015 -0,002 0,040 -0,002
17 0,017 -0,005 0,045 0,019 0,017
18 0,009 -0,003 0,029 0,011 0,008
19 0,019 0,022 -0,002 0,028 -0,011
20 -0,045 -0,024 0,004 0,057 -0,016
21 0,005 0,009 0,009 -0,015 0,002
22 0,002 0,002 0,007 -0,012 -0,001
23 -0,005 -0,004 0,013 -0,033 -0,001
24 -0,006 -0,023 0,016 -0,021 0,019
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ANEXO 5

MATRIZ DE CORRECCION DE ESCIMENES CON EL ANALISIS

DISCRIMINANTE.
N° Especie 1 2 3 Total

1| D. charapilla 9 0 0 0 0 0 9
2| D. micrantha morfotipo 1 0 30 0 0 0 0 30
3| D. micrantha morfotipo 2 0 18 1 0 0 19
4|D. sp 0 1 0 0 0 1
5| D. charapilla tipo 1 0 0 0 0 1
6 | D. micrantha tipo 0 1 0 0 0 1

Total 10 30 20 1 0 0 61
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ANEXO 6

MUESTRAS ANALIZADAS.
. o DAP L Grupo | Grupo . . .
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Diptervx Dpto. Madre de Dios, Prov. Gerardo
mirar:/tha GFLOO5 14 | D. micrantha Dm1 Dm1 IRapari Tahuamanu, Dist. Iapari, flores 08/09/2015 HH
MADERACRE logging concession.
Diptervx Dpto. Madre de Dios, Prov. Gerardo
PYEVX 1 GrLo06 175 | D. micrantha | Dm1 | Dm1 | Si |lfapari  |Tahuamanu, Dist. Ifapari, 09/09/2015|  HH
micrantha ’ . . flores
MADERACRE logging concession.
Diptervx Dpto. Madre de Dios, Prov. Gerardo
mirar:/tha GFLOOS 9,9 | D. micrantha Dm1 Dm1 IRapari Tahuamanu, Dist. Ifapari, flores 11/09/2015 HH
MADERACRE logging concession
Dpto. Madre de Dios, Prov.
Diptervx Tahuamanu, Dist. lberia, In Cecilia
P v CBF064 15,9 | D. micrantha Dm1l Dm1l Iberia agricultural property 20 km from , 13/02/2015 HH
micrantha ’ . - Ballén
Iberia by the Interoceanic Highway.
Entrance by stockyard Genova.
Dpto. Loreto, Prov. Requena, Dist.
Dipteryx | naGo22 63 |D.charapilla | Dch | Dch | Si | Herrera |iSnarc Herrera, Jenaro Herrera David Aldana | 14/08/2015|  HH
rosea Reserch, Centro de investigacion del
IIAP
Diptervx Dpto. Ucayali, Prov. Padre Abad, Dist. Eduardo
P v EMLO01 47,7 | D. micrantha Dm1l Dml | Si |Macuya Irazola, Macuya Forestry Research ., 19/07/2015 HH
micrantha ’ Mejia

Station
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Continuacién Anexo 6

] o DAP L Grupo | Grupo n . _
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Diptervx Dpto. Ucayali, Prov. Padre Abad, Dist. Eduardo
P v EMLO06 9,9 | D. micrantha Dm1l Dm1l Macuya Irazola, Macuya Forestry Research ., 22/07/2015 HH
micrantha . Mejia
Station
Diptervx Dpto. Ucayali, Prov. Padre Abad, Dist. Eduardo
P 6 EMLO0S 16,6 | D. micrantha Dm1 Dm1 Macuya Irazola, Macuya Forestry Research - 30/07/2015 HH
micrantha . Mejia
Station
Diptervx Dpto. Ucayali, Prov. Padre Abad, Dist. Eduardo
9 prery. EMLO10 8 |D. micrantha Dm1l Dm1l Macuya Irazola, Macuya Forestry Research ., 04/08/2015 HH
micrantha . Mejia
Station
Dibtervx Dpto. Ucayali, Prov. Padre Abad, Dist. Eduardo
10 p 6 EMLO11 9.5 | D. micrantha Dm1l Dm1l Macuya Irazola, Macuya Forestry Research ., 04/08/2015 HH
micrantha ’ . Mejia
Station
g | DIPTEYX 1 Le13) 36 |D. micrantha Dml | Dml | Si |Gastabala |_Pwo- Loreto, Prov. Purus, Dist.Purus, jLuilsa 1\ 1q,10/5015|  h
micrantha Comunidad Gastabala Huaratapairo
Dipteryx . . Dpto. Loreto, Prov. Purus, Dist. Purus, |Luisa
12 micrantha LHC127 133 | D. micrantha Dmil Dml | Si |Gastabala Comunidad Gastabala Huaratapairo 15/10/2015 HH
Dpto. Loreto, Prov. Maynas,
Dipteryx . . R.N.Allpahuayo - Mishana, in Euridice
CBF029 D. rantha Dm2 Dm2 | Si |Alpahuayo 07/11/2014 HH
131 glata 11,3 micran ! pahuay permanent plot (RAINFOR); ALPO1- Honorio /m/
584
Dpto. Loreto, Prov. Maynas,
Dipteryx . . R.N.Allpahuayo - Mishana, in Euridice
14| Jiata CBF031 69 | D. micrantha Dm?2 Dm2 | Si |Alpahuayo permanent plot (RAINFOR); ALPO1- Honorio 18/02/2015 HH
585
Dipteryx Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist. El David
15| P 1 DAGO02 | 105 | D. micrantha Dm2 | Dm2 | Si |Huirirma | Pro- HOrEto, Frov. aynas, Bist. Aldana, 18/07/2015| HH
alata Napo, Huiririma Native Community Rossana Diaz
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Continuacion Anexo 6

i o DAP L Grupo Grupo . i i
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Dipteryx Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist. El David
16| PYYX 1 DAGO06 | 68 |D.micrantha | Dm2 | bm2 Huirirma | (D o -OTeto, Frov. Wiaynas, bist Aldana, 27/07/2015|  HH
alata Napo, Huiririma Native Community ,
Rossana Diaz
17| PPEEVX | GHpo14 137 | D. micrantha | Dm2 | Dm2 Sucusari | DPto- Loreto, Prov. Maynas, Dist. Gabriel 08/07/2015|  HH
alata ’ Indiana, Sucusari, Explorama Lodge Hidalgo
Dipt Dpto. Loreto, Prov. M Dist. Gabriel
18| “PTEYX | GHpo13 152 | D. micrantha | Dm2 | Dm2 | Si |Yanamono | P o- -Oreto, Frov. Maynas, Lis abrie 06/07/2015|  HH
alata ’ Indiana, Yanamono, Explorama Lodge | Hidalgo
Dipt Dpto. Loreto, Prov. M Dist. Gabriel
19| PeYX | GHPO15 | 574 |D. micrantha | Dm2 | Dm2 | Si |Sucusari | P -Or€to, Frov: Maynas, Dis avrie 14/07/2015|  HH
alata ’ Indiana, Sucusari, Explorama Lodge Hidalgo
20| DPEIYX 1 00G010 | 72 |D.micrantha | Dm1 | Dm1 | Si |Contamana | CPto: toreto, Prov. Ucayali, Dist. David Aldana | 04/09/2015|  HH
micrantha Contamana, Contamana
o1| DPEIYVX 00011 | 111 |D. micrantha | Dm1 | Dm1 | Si |Contamana | CPto: toreto, Prov. Ucayali, Dist. David Aldana | 05/09/2015|  HH
micrantha Contamana, Contamana
22| DPEIX 00012 | g1 |D.micrantha | Dm1l | Dml | Si |Contamana | CPtO: Loreto, Prov. Ucayali, Dist. David Aldana | 05/09/2015 |  HH
micrantha Contamana, Contamana
o3| DPEYX | 5AGO1s | 65 |D.micrantha | Dm2 | Dm2 | Si |Yarina Dpto. loreto, Prov. Mayna, DIt iy \gana | 11/11/2012 | HH
alata Iquitos, Comunidad Campesina Yarina
04| PIPEIYX | baGo16 53 |D. micrantha | Dm2 | Dm2 | Si |Yarina Dpto. Loreto, ' Prov.  Mayna, Dist.\n. .4 adana |18/11/2015|  HH
alata Iquitos, Comunidad Campesina Yarina
Dipt Dpto. Loret Prov. M Dist.
25| PEEIYX | bAGO19 44 |D. micrantha | Dm2 | Dm2 Yarina pro. toreto,  Frov. Wlayna, DIt pnavid Aldana |23/11/2015 |  HH
alata ’ Iquitos, Comunidad Campesina Yarina
. Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.
og | DPEEIVX | G034 50 |D.micrantha | Dml1 | Dm1 | Si |Inuya Raymondi, Comunidad San Juan de | S€727%° 18/11/2015|  HH
micrantha Flores
Inuya
Dpto. Ucayali, Prov. Coronel Portillo,
o7 Dlpteryx GFLO38 13 | D. micrantha Dl Dl Tamaya Dist. Ip?a'rla, Cuenca ”del. Rio Tamaya, | Gerardo 13/12/2015 HH
micrantha Concesidon Forestal "Oxigeno para el |Flores
Mundo"
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Continuacion Anexo 6

i o DAP L Grupo | Grupo . . .
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Dipteryx . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.|Gerardo
28 micrantha GFLO026 13,9 | D. micrantha Dm1l Dm1l Santa Clara Tahuania, Comunidad Santa Clara Flores 24/10/2015 HH
Dipteryx . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.|Gerardo
29 micrantha GFLO15 17,1 | D. micrantha Dm1 Dm1 Santa Clara Tahuania, Comunidad Santa Clara Flores 22/10/2015 HH
Dipteryx . . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.|Gerardo
30| o icrantha GFLO17 49 | D. micrantha Dm1 Dm1l | Si |SantaClara Tahuania, Comunidad Santa Clara Flores 22/10/2015 HH
Dipteryx . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.|Gerardo
31| icrantha GFLO16 38,9 | D. micrantha Dm1 Dm1 Santa Clara Tahuania, Comunidad Santa Clara Flores 22/10/2015 HH
. Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.
Dipt Gerard
32| PYX 1 GRL029 | 103 |D. micrantha | Dm1 | Dm1 | Si |Inuya Raymondi, Comunidad San Juan de| - oro° 05/11/2015|  HH
micrantha Flores
Inuya
Diptervx Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist. Gerardo
33 p % GFLO11 61 | D. micrantha Dm2 Dm2 Bolognesi | Tahuania, forestry concession at 40 km 17/10/2015 HH
micrantha . Flores
east of Bolognesi
Dpto. Madre de Dios, Prow.
Dibtervx Tahuamanu, Iberia, In agricultural
34 mira:tha CBF065 38,8 | D. micrantha Dm1l Dm1 Iberia property 20 km from lberia by the| Cecilia Ballon | 14/02/2015 HH
Interoceanic Highway. Entrance by
stockyard Genova.
Dipteryx . . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Distr.|Gabriel
35| micrantha GHP23 200 | D. micrantha Dm1 Dml | Si|Breu Yurua, Comunidad Nativa Santa Rosa Hidalgo 21/02/2016 HH
Dipteryx . . Dpto. Loreto, Prov. Purus, Dist. Purus, | Luisa
36| icrantha LHC130 90 | D. micrantha Dm1 Dm1l | Si |Gastabala Comunidad Gastabala Huaratapairo 16/10/2015 HH
Dipteryx . . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.|Gerardo
GFL021 D. th Dm1l Dml | Si |Santadl 23/10/2015 HH
87 micrantha 42.9 micrantha m m ! anta Llara Tahuania, Comunidad Santa Clara flores /10/
Dipteryx . . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.|Gerardo
GFLO13 D. th Dm1l Dml | Si |Santadl 22/10/2015 HH
38 micrantha 27,6 micrantha m m ! anta Llara Tahuania, Comunidad Santa Clara flores /10/
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Continuacion Anexo 6

i o DAP L Grupo | Grupo . . .
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Dipteryx . Dpto. Ucayali, Prov. Atalaya, Dist.|Gerardo
39 micrantha GFLO23 225 | D. micrantha Dm1 Dm1 Santa Clara Tahuania, Comunidad Santa Clara flores 23/10/2015 HH
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist.
40 Dlpteryx GFLOSO o5 | D. micrantha D2 D2 Huayo IqmtcN)s, Centro de investigacion vy |Gerardo 23/04/2016 HH
micrantha ensefianza Forestal Puerto Almendra, | flores
Arboreto "El Huayo"
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist.
Dipteryx . Iquitos, Centro de investigacién vy|Gerardo
41 alata GFLOS1 185 | D. micrantha Dm2 Dsp Huayo ensefianza Forestal Puerto Almendra, | flores 24/04/2016 HH
Arboreto "El Huayo"
Dipteryx . . Dpto. Loreto, Prov. Mariscal Ramon | Gerardo
42 alata GFLO52 69,3 | D. micrantha Dm2 Dm2 | Si |Pevas Castilla, Dist. Pevas flores 00/01/1900 HH
Dipter Dpto. Loreto, Prov. Mariscal Ramon | Gerardo
43| PV | GFLOS3 184 | D. micrantha | Dsp | Dm2 | Si |Pevas pro. tor V. varise n|oerar 00/01/1900 |  HH
sp ’ Castilla, Dist. Pevas flores
Dipteryx Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist. El David
44| IPEEYX | DAGOOS 70 |D. micrantha | Dm2 | Dm2 Huirirma | 0o , TTOV. VIaynas, PIStEH aldana, 02/07/2015 |  HH
alata Napo, comunidad nativa Huiririma ,
Rossana Diaz
Dipteryx Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist. El David
45| PYX 1 DAGO0O4 | 36 |D.micrantha | Dm2 | Dm2 | Si |Huirirma | PO , rrov. viaynas, PISt 1 Aldana, 21/07/2015|  HH
alata Napo, comunidad nativa Huiririma ,
Rossana Diaz
Dpto. Loreto, Prov. Requena, Dist.
Dipteryx . . |Jenaro Jenaro Herrera, Jenaro Herrera .
46| ceq DAG024 32 | D. charapilla Dch Dch | Si Herrera Reserch, Centro de investigacion del David Aldana | 10/07/2016 HH
AP
Dpto. Loreto, Prov. Requena, Dist.
Dipter Jenaro Jenaro Herrera, Jenaro Herrera .
47| O PEYX DAGO25 | 223 |D. charapilia | Dch | bech | si |TSM nar frera, -enaro  MErrera| o id Aldana | 1007/2016 | HH
rosea ’ Herrera Reserch, Centro de investigacion del
AP

72




Continuacion Anexo 6

. o DAP L Grupo | Grupo n . .
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Dpto. Loreto, Prov. Requena, Dist.
Dipteryx D. charanilla Dch Deh Jenaro Jenaro Herrera, Jenaro Herrera David Aldana | 10/07/2016 HH
48 rosea DAG026 1025 ¢ P ¢ ¢ Herrera Reserch, Centro de investigacién del v n /07/
IIAP
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist.
; Iquitos, Centro de investigacid .
49| DPEYX | 5aGo27 257 | D. charapilla Dch Dch | Si |Huayo quitos, en INVESHBACION V| pavid Aldana | 16/07/2016 |  HH
rosea ’ ensefianza Forestal Puerto
Almendra, Arboreto "El Huayo"
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist.
Dipteryx . . Iquitos, Centro de investigacién y .
50 rosea | DAG028 19,3 | D. charapilla Dch Dch | Si |Huayo enseRanza Forestal Puerto David Aldana | 16/07/2016 HH
Almendra, Arboreto "El Huayo"
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist.
Dipteryx . . Iquitos, Centro de investigacion y .
51 rosea | DAG029 21,6 | D. charapilla Dch Dch | Si |Huayo enseRanza Forestal Puerto David Aldana | 16/07/2016 HH
Almendra, Arboreto "El Huayo"
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist.
Dipteryx . . Iquitos, Centro de investigacién y .
52 rosea | DAGO30 21,2 | D. charapilla Dch Dch | Si |Huayo enseRanza Forestal Puerto David Aldana | 16/07/2016 HH
Almendra, Arboreto "El Huayo"
Dpto. Loreto, Prov. Maynas, Dist.
Dipteryx D. charapilla Dch Dch Huayo lquitos, Centro de investigadion v| . iy aldana | 16/07/2016 |  HH
53 rosea DAGO31 20,115 ¢ P ¢ ¢ uay ensefianza Forestal Puerto v n /07/
Almendra, Arboreto "El Huayo"
- . Dpto. Loreto, Prov. Alto A , | Gerard
54| DiPtEyx | e 0o 7.9 | D. micrantha Dm?2 Dm?2 Jeberos pro. Loreto, Frov. Alto Amazonas, ) serardo 09/07/2016 | HH
alata Dist. Jeberos Flores
. Dpto. Loreto, Prov. Alto A , | Gerard
55 | Dipteryx sp | GFL056 5,9 | D. micrantha Dm2 Dm2 Jeberos _po oreto, Frov. Alto Amazonas, | serardo 09/07/2016 HH
Dist. Jeberos Flores
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i o DAP L Grupo Grupo . i i
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Dipteryx . . Dpto. Loreto, Prov. Mariscal Ramon | Gerardo
56 alata GFLO54 70 | D. micrantha Dm2 Dm2 | Si |Tangarana Castilla, Dist. San Pablo Flores 03/06/2016 HH
Diptervx Dpto. Ucayali, Prov. Coronel Portillo,
57| PreryX I NN 9s - |D. micrantha | Dm1 | Dm1 Area3*  |Dist. Pucallpa, altura km 4200 |NN 08/04/1993 | MOL
P Carretera Federico Basadre ex-Cenfor
Diptervx Dpto. Huanuco, Prov. Puerto Inca,
58 alsta y Kroll 101 - | D. micrantha Dm1 Dm1 Dantas Dtto. Yuyapichis, Unidad Modelo de | kroll 16/11/1988 | MOL
Manejo y Produccion Forestal Dantas
Diptervx Dpto. Ucayali, Prov. Coronel Portillo,
59 alsta y Flores 165 - | D. micrantha Dm1 Dm1 Pucallpa Dist. Pucallpa, altura km 4200 |Imber Flores |23/02/2009| MOL
Carretera Federico Basadre ex-Cenfor
Dipter Gutierre Coronel Dpto. Ucayali, Prov. Coronel Portilllo, | Abelardo
go| _PreryX |Buterrez i\ b icrantha | Dm2 | Dm2 ron pto. Ucayall, Frov. toron o, Aberar 20/02/1962 | MoOL
sp 40 Portillo Loc. Aguaytia-Huacamayo Gutierrez R.
g1 |DPEEVX | jonsen22 | - | D. micrantha | Dm1 | bm1 Pachitea | DPtO- Huanuco, Prov. Pachitea, Dist.| Eduardo 30/03/1965 | MOL
alata Honoria, Carrera Tournavista Jenssen R.
Dipteryx . . Dpto. Hudnuco, Prov. Pachitea, Dist. | Eduardo
62 off Férrea Jensen 144 | 8,6 | D. micrantha Dm1 Dm1 Pachitea Honoria, Carrera Tournavista Jenssen R. 05/12/1964| MOL
63| DPEYVX | Revnel 808 | - | D.micrantha | Dmi1 | Dmi1 Contamana | DP0- toreto, Prov. Ucayali, - Dist. | Carlos Reynel) o, /1 /1905 | oL
alata Contamana R.
. Dpto. Madre de Dios, Parque Nacional .
Dipter Foste Cocha Rob B.
64 Ipreryx Ster - | D. micrantha Dm1 Dm1 ¢ del Manu, Rio Manu, Estacion biologica n 11/11/1980| MOL
alata 5520 cashu Foster
Cocha Cashu
Diaz- Camilo Diaz
Dipter Bahuaja Dpto. Madre de Dios, Tambopata
65| P | Ramirez - |D. micrantha | Dm1 | Dm1 12y P ) 195/ Pt 1 & Henry|16/11/1997| MoOL
sp 9529 Sonene Parque Nacional Bahuaja Sonene Ramirez

74




Continuacion Anexo 6

i o DAP L Grupo | Grupo . . .
N° Especie Cadigo Determinacion L . ADN Sitio Localidad Colector Fecha Herbario
(cm) inicial final
Dibtervx Dpto. Ucayali, Prov. Coronel Portillo,
66 prery Fasabi 157 - | D. micrantha Dm1 Dm1 Pucallpa Dist. Pucallpa, altura km 4200 | Hilter Fasabi |19/11/2008| MOL
P Carretera Federico Basadre ex-Cenfor
Dpto. Madre de Dios, Prow.
Dipteryx | Gentry . Cusco Tambopata, Cuzco amazdnico, 15 km
67 sp 68734 10 | b. micrantha Dm1 Dm1 amazénico | ENE de Puerto Maldonado, Transecto Gentry 14/12/1989 | MOL
#6
R.T.
Dipteryx | Pennington . Jenaro Dpto. Loreto, Prov. Requena, Dist.|Pennington,
D. ch 1l Dch Dch 25/10/2002 | MOL
68 sp 1138 20 charapiiia ¢ ¢ herrera Jenaro Herrera C. Reynel, A. /10/
Daza
59 Dlpteryx Guitierrez - | b micrantha D2 D2 Corgnel Dpto. Ucay.all, Prov. Coronel Portilllo, Abe.lardo 08/08/1962 | MoOL
micrantha | 76 Portillo Loc. Aguaytia-Huacamayo Gutierrez R.
T.D.
Dipteryx | Pennington Reserva Dpto. Ucayali, Pucallpa - Tingo Maria | Pennington
70 micrantha | 17090 ) D. micrantha Dm2 Dm2 Von km 84, Reserva Von Humboldt A. Daza, E. 27/01/2001 MOL
Humboldt .
ceijas
Dipteryx | Shunke . . . Jose M.
| roseq 362 - | D. charapilla | Dch-tipo | Dch Mazan Dpto. Loreto, Rio mazan. Shunke 10/03/1935 us
Dipteryx | Gentry Dpto. Loreto, Prov. Maynas, C;S(;ir;ry’ E
72| iontha | 55993 - | D. micrantha Dm2 Dm2 Alpahuayo | Allpahuayo, Km 20 Iquitos- Nauta, ca. Grandes & N. 16/02/1987 RB
35 km .
Jaramillo
. Dpto. Madre de Dios, Prov. Manu
Dipti Maced Madre d ’ " | A.P. Maced
73 Ipreryx aceda - | D. micrantha Dm1 Dm1 .a reae Puerto Maldonado. Estacidon bioldgica .ace & 10/12/2003 BRIT
sp 1152 Dios . F. Espinos
Los amigos
74 Dlpteryx Tessman - D. micrantha | Dm Tipo | Dm2 Loreto Rio Marafidn G. Tessman |20/01/1925 F
micrantha | 4967
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ANEXO 7
HAPLOTIPOS DE LOS GENES MATK Y PSBA-TRNH

7.1 matK

Hap0O1: 13.Dm2, 18.Dm2

<TTTCTTTTATTTATTAAGGTTGTTTCTTTATGAATATTATAATTGGAATAGTCTTATTACTCCACAAAACTT
GATTGCTACTTTTTCAAAAAGTAATCCAAGATTCTTCTTGTTTCTATATAATTTTTATGTATGTGAATA
CGAATCTATCTTCCTTTTTCTCCGTAACAAATCCTCTTATTTACGATTAACATCTTTITAGCGTITTTTT
TGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAATAGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTTCGTCTA
TCGTGTCATTCTTCAAGGATCCTTTCATTCATTATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCA
AAGAATACGCCTCTTTTAATGAATAAATGGAAATACTATCTTATCCTTTTATGGCAATGTCATTTTTAT
GTTTGGTCTCAACCAGGAACGATCCATATAAACCAATTATCCGAGCATTCATTTGACTTTTTAGGCT
ATTTTTCAAATGTGCAGCTAAATCCTTCAGTGGTACGAAGTCAAATGCTGGAAAATTCATTTATAATC
GAAATTGTTATAAAAAAGCTTGATACAAGAATTCCAATTATTCTTCTAATTAGATCATTAGCTAAAGC
GAAATTTTGTAATGTTTTAGGGCATCCCATTAGTAAGCCGGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGAT
ATTATTGACCGGTTTTTGCAGATATGCAGAAATCTTTTTCATTATTACAATGGATCCTCAAAAAAAA-
AGAGTTTGTATCGAATAAA>

Hap02: 14.Dm2,15.Dm2, 19.Dm2, 23.Dm2, 24.Dm2, 43.Dsp, 45.Dm2

<TTTCTTTTATTTATTAAGGTTGTTTCTTTATGAATATTATAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAACTT
GATTGCTACTTTTTCAAAAAGTAATCCAAGATTCTTCTTGTTTCTATATAATTTTTATGTATGTGAATA
CGAATCTATCTTCCTTTTTCTCCGTAACAAATCCTCTTATTTACGATTAACATCTTTTAGCGTITTTTT
TGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAATAGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTTCGTCTA
TCGTGTCATTCTTCAAGGATCCTTTCATTCATTATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCA
AAGAATACGCCTCTTTTAATGAATAAATGGAAATACTATCTTATCCTTTTATGGCAATGTCATTTTTAT
GTTTGGTCTCAACCAGGAACGATCCATATAAACCAATTATCCGAGCATTCATTTGACTTTTTAGGCT
ATTTTTCAAATGTGCAGCTAAATCCTTCAGTGGTACGAAGTCAAATGCTGGAAAATTCATTTATAATC
GAAATTGTTATAAAAAAGCTTGATACAAGAATTCCAATTATTCTTCTAATTAGATCATTAGCTAAAGC
GAAATTTTGTAATGTTTTAGGGCATCCCATTAGTAAGCCGGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGAT
ATTATTGACCGGTTTTTGCAGATATGCAGAAATCTTTTTCATTATTACAATGGATCCTCAAAAAAAA-
AGAGTTTGTATCGAATAAA>

Hap03: 42.Dm2, 46.Dm2

<TTTCTTTTATTTATTAAGGTTGTTTCTTTATGAATATTATAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAACTT
GATTGCTACTTTTTCAAAAAGTAATCCAAGATTCTTCTTGTTTCTATATAATTTTTATGTATGTGAATA
CGAATCTATCTTCCTTTTTCTCCGTAACAAATCCTCTTATTTACGATTAACATCTTTITAGCGTTITTTTT
TGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAATAGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTTCGTCTA
TCGTGTCATTCTTCAAGGATCCTTTCATTCATTATGTTAGATATCAA
GGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCTCTTTTAATGAATAAATGGAAATACTATCTTATCCT
TTTATGGCAATGTCATTTTTATGTTTGGTCTCAACCAGGAACGATCCATATAAACCAATTATCCGAG
CATTCATTTGACTTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCAGCTAAATCCTTCAGTGGTACGAAGTCAAAT
GCTGGAAAATTCATTTATAATCGAAATTGTTATAAAAAAGCTTGATACAAGAATTCCAATTATTCTTC
TAATTAGATCATTAGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTTTTAGGGCATCCCATTAGTAAGCCGGTCTG
GGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGGTTTTTGGAGATATGCAGAAATCTTTTTCATTATT
ACAATGGATCCTCAAAAAAAA-AGAGTTTGTATCGAATAAA>

Hap04: 2.Dmi,6.Dm1, 11.Dm1, 12.Dm1, 20.Dm1, 21.Dm1, 22.Dm1, 26.Dm1, 30.Dm1, 32.Dm1, 35.Dmf1,
36.Dm1, 37.Dm1, 38.Dm1, 5.Dch, D. Oleifera GQ982209

<TTTCTTTTATTTATTAAGGTTGTTTCTTTATGAATATTATAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAACTT

GATTGCTACTTTTTCAAAAAGTAATCCAAGATTCTTCTTGTTTCTATATAATTTTTATGTATGTGAATA
CGAATCTATCTTCCTTTTTCTCCGTAACAAATCCTCTTATTTACGATTAACATCTTTTAGCGTTITTTTT
TGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAATAGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTTCGTCTA
TCTTGTCATTCTTCAAGGATCCTTTCATTCATTATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCA
AAGAATACGCCTCTTTTAATGAATAAATGGAAALACTATCTTATCCTTTTATGGCAATGTCATTTTTAT
GTTTGGTCTCAACCAGGAACGATCCATATAAACCAATTATCCGAGCATTCATTTGACTTTTTAGGCT
ATTTTTCAAATGTGCAGCTAAATCCTTCAGTGGTACGAAGTCAAATGCTGGAAAATTCATTTATAATC
GAAATTGTTATAAAAAAGCTTGATACAAGAATTCCAATTATTCTTCTAATTAGATCATTAGCTAAAGC
GAAATTTTGTAATGTTTTAGGGCATCCCATTAGTAAGCCGGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGAT
ATTATTGACCGGTTTTTGCAGATATGCAGAAATCTTTTTCATTATTACAATGGATCCTCAAAAAAAAG
AGAGTTTGTATCGAATAAA>

76




Continuacion Anexo 7

Hap05: 46.Dch, 47.Dch, 49.Dch, 50.Dch, 51.Dch, 52.Dch

<TTTCTTTTATTTATTAAGGTTGTTTCTTTATGAATATTATAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAACTT
GATTGCTACTTTTTCAAAAAGTAATCCAAGATTCTTCTTGTTTCTATATAATTTTTATGTATGTGAATA
CGAATCTATCTTCCTTTTTCTCCGTAACAAATCCTCTTATTTACGATTAACATCTTTITAGCGTITTTTT
TGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAATAGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTTCGTCTA
TCTTGTCATTCTTCAAGGATCCTTTCATTCATTATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCA
AAGAATACGCCTCTTTTAATGAATAAATGGAAATACTATCTTATCCTTTTATGGCAATGTCATTTTTAT
GTTTGGTCTCAACCAGGAACGATCCATATAAACCAATTATCCGAGCATTCATTTGACTTTTTAGGCT
ATTTTTCAAATGTGCAGCTAAATCCTTCAGTGGTACGAAGTCAAATGCTGGAAAATTCATTTATAATC
GAAATTGTTATAAAAAAGCTTGATACAAGAATTCCAATTATTCTTCTAACTAGATCATTAGCTAAAGC
GAAATTTTGTAATGTTTTAGGGCATCCCATTAGTAAGCCGGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGAT
ATTATTGACCGGTTTTTGCAGATATGCAGAAATCTTTTTCATTATTACAATGGATCCTCAAAAAAAA-
AGAGTTTGTATCGAATAAA>

7.2 psbA-trnH

HapO1: 13.Dm2, 18.Dm2, 14.Dm2, 43.Dsp, 19.Dm2, 42.Dm2, 45.Dm2, 46.Dm2

<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATATATATTATAA
TTATA--wmsrmmsemeeeees TATTTAATATATTTATATTTAATTA-ATAATTATTTAATTAATAATTAATATA-
TTTATATTTATTAATATTTAATATATTTATTAATATATTTATTTAATATATTTATATAATATATAATTATAA
TTTTATTATAATTTTTTTTTATTTCAATATTCTT-TTCTTT-—--
AGCATTTTTTATAGCATTCTTTATTTTAATTTCA---~-
GCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCTAATTTCTTATT
GTTTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAATAATATTTTTGTCTCTTTGCAATGAATGTTTCC
TTTCCATTTTTTTCTTTTCTATAATTAAAAATTAAAAGACGAATAAAAACTTAGAAGAAAAAAGAATGA
TAGCGAAAGAGTAGAAATTCAAGTATAGTTCA>

HapO02: 15.0m2, 23.Dm2

<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATATATATTATAA
TTATATATTTAATATATTTATATTTATTTAATATATTTATATTTAATTA-
ATAATTATTTAATTAATAATTAATATA-
TTTATATTTATTAATATTTAATATATTTATTAATATATTTATTTAATATATTTATATAATATATAATTATAA
TTTTATTATAATTTTTTTTTATTTCAATATTCTT-TTCTTT-—---
AGCATTTTTTATAGCATTCTTTATTTTAATTTCA----
GCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCTAATTTCTTATT
GTTTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAAGAATATTTTTGTCTCTTTGCAATGAATGTTTCC
TTTCCATTTTTTTCTTTTCTATAATTAAAAATTAAAAGACGAATAAAAACTTAGAAGAAAAAAGAATGA
TAGCGAAAGAGTAGAAATTCAAGTATAGTTCA>

Hap03: 24.Dm2

<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATATATATTATAAT
TATATATTTAATATATTTATATTTATTTAATATATTTATATTTAATTA-
ATAATTATTTAATTAATAATTAATATA-
TTTATATTTATTAATATTTAATATATTTATTAATATATTTATTTAATATATTTATATAATATATAATTATAAT
TTTATTATAATTTTTTTTTATTTCAATATTCTT-TTCTTT-----
AGCATTTTTTATAGCATTCTTTATTTGAATTTCA--—-
GCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCTAATTTCTTATTGT
TTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAATAATATTTTTGTCTCTTTGCAATGAATGTTTCCTTTC
CATTTTTTTCTTTTCTATAATTAAAAATTAAAAGACGAATAAAAACTTAGAAGAAAAAAGAATGATAGCG
AAAGAGTAGAAATTCAAGTATAGTTCA>

Hap04: 2.Dmi,6.Dm1, 11.Dm1, 12.Dm1, 20.Dm1, 21.Dm1, 22.Dm1, 26.Dm1, 30.Dm1, 32.Dm1, 35.Dm1,
36.Dm1, 37.Dm1, 38.Dm1

<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATAT-T-
TTATATTTATATATTT--TATAT--A----TATT-AAT-T-TT-ATATATA-TTA--TAAATATAAAAT-A--A-T-
JN -} ¥ O — AA-ATATAAAATAT-A-ATTTTTTTAAATATAAAAT A --cncmemcmeeemeacmeces
TAATTTTTTTTTATTTCAATATTCTTATTCTTTTCTTTAGCATTTTTTATAGCATTCTTTATTTCAATTTC
AATTTCAGCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCAAATT
TCTTATTGTTTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAATAATATT T--GT-------
AATGAATGTTTCCTTTCCATTTTTTTCTTTTCTATAATTAAAAATTAAAAGACGAATAAAAACTTAGAA
GAAAAAAGAATGATAGCGAAAGAGTAGAAATTCCAGTATAGTTCA>
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Hap05: 5.Dch, 46.Dch, 47.Dch, 50.Dch, 51.Dch
<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATATAT-TTATA--

GCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCTAATTTCTTATT
GTTTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAATAATATTTTTGTCTCTTTGCAATGAATGTTTCC
TTTCCATTTTTTTCTTTTATATAATTAAAAATTA------ GAATAAAAACTTAGAAGAAAAAAGAAT
GATAGCGAAAGAGTAGAAATTCAAGTATAGTTCA>

Hap06: 49.Dch

<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATATAT-TTATA--
-SSR ATTT-ATATATTTCTA------- TA--TATTT-AT-A-TA---

AGCATTTTTTATAACATTCTTTATTTCAATTTCA------
GCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCTAATTTCTTATTGT
TTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAATCATATTTTTGTCTCTTTGCAATGAATGTTTCCTTTC
CATTTTTTTCTTTTATATAATTAAAAATTA------
GAATAAAAACTTAGAAGAAAAAAGAATGATAGCGAAAGAGTAGAAATTCAAGTATAGTTCA>

Hap07: 52.Dch
<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATATAT-TTATA--

TATAATTTTATTTCAATATTCTT-TTCTTT-—-GCATTTTTTATAACATTCTTTATTTCAATTTCA—---
GCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCTAATTTCTTATTGT
TTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAATAATATTTTTGTCTCTTTGCAATGAATGTTTCCTTTC
CATTTTTTTCTTTTATATAATTAAAAATTA- -
GAATAAAAACTTAGAAGAAAAAAGAATGATAGCGAAAGAGTAGAAATTCAAGTATAGTTCA>

Hap08: D. oleifera GQ982209

<TAAAGGAGCAATATTAAACTCTATATTGCTCCTTTACTTTTTTAGTAGTCTCGTGATTTATAT-T-TTATA-T--—
-ATTT--TATAT--ATAT-AATTT-ATATAATTATA-ATAATTATATAAATATAAAAT-A-
TAATTTT-Torememeeee
TTTTATTTCAATATTCTTATTCTTTTCTTTAGCATTTTTTATAGCATTCTTTATTTCAATTTCA--——
GCATAAGAAATAGAAAATTTGTGAGTTTCCTATTATTATTTGTTATTTAGTGATTTCAAATTTCTTATTG
TTTTTTTTTTTCATCAATCTTTAAAAGAGAAAAAATAATATTT--GT-----
AATGAATGTTTCCTTTCCATTTTTTTCTTTTCTATAATTAAAAATTAAAAGACGAATAAAAACTTAGAAG
AAAAAAGAATGATAGCGAAAGAGTAGAAATTCCAGTATAGTTCA>
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