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RESUMEN

La region Neotropical alberga una gran cantidad de especies arboreas que presentan amplia
variabilidad y distribucion. En las tierras bajas de la Amazonia, la distribucion de especies
arbdreas hiperdominantes se restringe a un conjunto reducido mientras las especies raras
abarcan una mayor proporcion. Lecythidaceae es una de las familias con mayor nimero de
especies hiperdominantes, donde el geénero Eschweilera se destaca por exhibir una gran
cantidad de especies hiperdominantes y raras como miembros del genus. Sin embargo, la
identificacion botanica basada en rasgos morfoldgicos y las relaciones filogenéticas en este
género son poco concisas debido a la semejanza de especies arboreas estrechamente
relacionadas, existencia de especies cripticas y procesos evolutivos complejos. En Ecuador, la
comprension acerca de la distribucion y la delimitacion taxondémica de Eschweilera es ain
limitada, por tanto, el objetivo del presente estudio fue el analisis de la estructura poblacional,
diversidad genética y alélica en el complejo de especies de Eschweilera del clado Parvifolia.
Para esto, se secuencid el genoma de diversas especies de Eschweilera a través del método
SSR-Seq. Los resultados obtenidos fueron analizados por diversos programas computaciones
para determinar la delimitacion de especies y verificar su distribucién por las poblaciones. El
andlisis a partir de marcadores microsatélite permiti6 comprender la diversidad genética a
través de una diferenciacion geogréfica, sin embargo, se requiere mayor investigacion para
establecer una delimitacion genética de especies de Eschweilera del clado Parvifolia. Estos
resultados pueden ser Utiles para estimar la diversidad de especies amazoénicas y definir con
precision la taxonomia e historia evolutiva de especies hiperdominantes en Ecuador. De esta
manera se podria comprender mejor los procesos ecosistémicos y las implicaciones para la
conservacion de la Amazonia.

Palabras clave: Eschweilera, microsatélite, delimitacion de especies, especies

hiperdominantes, relaciones filogenéticas



ABSTRACT

The Neotropical region harbors a large number of tree species with wide distribution ranges.
In the Amazonian lowlands, the distribution of hyperdominant tree species is restricted to a
reduced number, while rare species comprise a larger proportion. Lecythidaceae is one of the
families with a high number of hyperdominant species, where the genus Eschweilera stands
out with both hyperdominant and rare species. However, botanical identification based on
morphological characteristics and phylogenetic relationships in this genus is not very clear
due to the similarity of closely related tree species, the existence of cryptic species, and
complex evolutionary processes involved. In Ecuador, the understanding of the distribution
and taxonomic delimitation of species complex Eschweilera is still limited. Therefore, the
objective of the present study has been to explore the genetic delimitation of Eschweilera
species in Ecuador and French Guiana. For this purpose, the genome of several Eschweilera
species was sequenced using the SSR-Seq method. The results obtained were analyzed using
an array of population genetic software to determine the species delimitation and to verify
their population. The analysis of microsatellite markers allowed us to understand the genetic
diversity through geographic differentiation; however, further research is required to establish
a more detailed genetic delimitation of Eschweilera species of the Parvifolia clade. These
results can be useful to estimate the diversity of Amazonian species and to precisely define
the taxonomy and evolutionary history of hyperdominant species, thereby facilitating a better
understanding of ecosystem processes with implications for the conservation of the Amazon
Rainforest.

Key words: Eschweilera, microsatellite, species delimitation, hyperdominant species,

phylogenetic relationships
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1. INTRODUCCION

El Neotropico es una region biogeogréafica que abarca la region tropical del continente
Americano (Zunino & Zunilli, 2003). Se distribuye a lo largo de Sudamérica, América
Central, el sur de México, las Antillas y el sur de Florida. La regién Neotropical se compone
de 3 subregiones (Antillana, Brasilefia y Chaquefia), 2 zonas de transicion (Mexicana y
Sudamericana), siete dominios (Mesoamericano, Pacifico, Boreal Brasilefio, Sudoeste
Amazonico, Sudeste Amazonico, Chacoano y Parand) y 53 provincias (Morrone, 2014). La
biodiversidad presente en los tropicos americanos es la mas rica del mundo (Antonelli et al.,
2018), resultado de una evolucion de miles de afios que involucra diversos procesos bi6ticos y
abioticos, cambios climéticos y geoldgicos, habitats heterogéneos e interacciones ecoldgicas
(Antonelli, 2021). Los bosques himedos neotropicales se caracterizan por ser ecosistemas con
gran diversidad de plantas a escala local y entre sitios, siendo la Amazonia una de las areas
mas notables (Urquhart, 2020). Una hectarea de selva amazonica es capaz de albergar 900

especies de plantas vasculares y 300 especies de arboles (Balslev et al., 1998).

En la region neotropical, asi como es en otras areas, la distribucion de las plantas no es
homogénea y el nimero de individuos por especies puede presentar una alta variabilidad.
Segun una investigacion reciente, las tierras bajas de la Amazonia comprenden alrededor de
16 000 especies de arboles, donde la mitad de los arboles de toda la Amazonia corresponden a
227 especies “hiperdominantes” mientras que 11000 especies raras se distribuyen en una
menor proporcion (Ter Steege et al.,2013). Los patrones de oligarquia o hiperdominancia en
la naturaleza se constituyen por comunidades que alojan un grupo reducido de especies y se
disponen de manera abundante en un area especifica (Draper et al., 2019). Se ha reportado
que los hiperdominantes se extienden por rangos geograficamente amplios, sin embargo, s6lo
son oligarcas en una o dos regiones y con frecuencia se especializan en habitats (Ter Steege et

al.,, 2013). En la regién amazonica, las especies hiperdominantes cumplen un rol
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fundamental, pues se encargan de almacenar la mitad del carbono del ambiente, ademaés de ser
importantes para mantener niveles de productividad altos (Fauset etl al., 2015). Entre las
familias con mayor proporcion de especies hiperdominantes predomina: Arecaceae,
Myristicaceae y Lecythidaceae (Ter Steege et al., 2013).

La clasificacion de especies arboreas como hiperdominantes tiene su base en la precisa
identificacion botanica, no obstante, este proceso puede resultar complicado debido a la
abundancia de hiperdominantes pertenecientes a géneros taxonomicos complejos y
abundantes en especies (Funk et al., 2007). Sin embargo, las limitaciones por establecer una
correcta identificacion botanica no se limitan a un unico factor, pues, existe carencia de
caracteres diagnosticos que evidencien una diferenciacion clara. en especies arboreas
estrechamente relacionadas cuya morfologia tiende a ser similar (Goodwin, 2015). Ademas, la
presencia de diversas especies hiperdominantes cripticas, caracterizadas por integrarse a una
erronea clasificacion de dos o mas especies bajo una sola especie, es un gran problema que
puede conllevar a errores en la tipificacion de especies hiperdominantes (Cavers et al., 2013;
Bickford et al., 2007).

El género Eschweilera perteneciente a la familia Lecythidaceae se divide en 3 clados
parafiléticos: Integrifolia, Tetrapetala y Parvifolia (Mori et al., 2017). Se caracteriza por
integrar varias especies hiperdominantes y raras, sin embargo, la asignaciéon de relaciones
evolutivas en los clados es poco clara, especialmente en el clado Parvifolia, lo cual, dificulta
conocer si la asignacion taxondémica fundamentada en elementos morfolégicos involucra uno
o0 varios linajes (Huang, Mori, & Kelly, 2015). La principal limitante en el clado Parvifolia
radica en la presencia de una gran variedad de especies en simpatria que comparten haplotipos
de ADN plastidial, cuyas secuencias son incapaces de segregar a las especies (Caron et al.,
2019; Mori, 1987; Mori & Lepsch-Cunha, 1995). Este suceso sugiere el surgimiento de
eventos de ascendencia comun recientes, divergencia genética incompleta, clasificacion

incompleta de linajes o hibridacion interespecifica (Mori et al., 2017; Heuertz et al., 2020).
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Ademas, estudios genéticos en Eschweilera reportaron la presencia de hasta cuatro alelos por
genotipo en ciertos loci, lo cual sugiere la presencia de taxones tetraploides originados de un
evento de duplicacion del genoma antiguo comun en todas las especies y loci reportados
(Heuertz et al., 2020). Debido a la variacion en la representacién morfoldgica dentro de las
especies de Eschweilera y la aleatoriedad e indeterminacion de eventos reproductivos en
especies arboreas tropicales, la delimitacion genética y botanica en especies relacionadas es
comunmente un desafio (Mori & Prance, 1990). Sin embargo, el uso de marcadores
moleculares microsatélite para la delimitacion de especies complejas puede contribuir
enormemente a detectar cambios genéticos que permitan establecer distincién entre especies,
ademas de otorgar una correcta inferencia filogenética (Twyford & Ennos , 2012).

Investigaciones botanicas realizadas en Guayana Francesa y la Amazonia Central ha
determinado que especies comunes y raras de Eschweilera son capaces de convivir en la
misma parcela forestal, lo cual es ideal para el estudio de la distribucion y las relaciones
evolutivas en este género (Huang, Mori, & Kelly, 2015). En Guayana Francesa la
delimitacion del complejo de especies de Eschweilera ha sido evidenciado en varias
investigaciones, especialmente en Eschweilera coriacea, la Unica especie arbdrea catalogada
como hiperdominante en seis regiones de la Amazonia (Ter Steege et al., 2013). Por otro lado,
en Ecuador la investigacion de especies hiperdominantes arbdreas locales es poco
profundizada. Por tanto, el contraste de investigaciones entre Guayana Francesa y Ecuador
podria establecer una base esencial hacia un mayor conocimiento de las especies
hiperdominantes, su distribucion en la Amazonia y las relaciones filogenética en Eschweilera
del clado Parvifolia.

El objetivo de este estudio fue analizar los datos obtenidos de la secuenciacion con
marcadores microsatelite de especies de Eschweilera en Guayana Francesa y Ecuador para
generar una delimitacion genéticamente de las especies presentes. Para lograr este objetivo se

secuencid el genoma de varias especies de Eschweilera mediante el método SSR-Seq. Los
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resultados obtenidos fueron analizados por diversos programas computacionales para
determinar la delimitacion de especies y verificar su distribucion por las poblaciones. Esta
informacion puede ser Gtil para estimar la diversidad de especies amazonicas y definir con
precision la taxonomia e historia evolutiva de hiperdominantes. De esta manera se podria
comprender mejor los procesos ecosistémicos y las implicaciones para la conservacion de la

Amazonia.



15

2. METODOLOGIA

2.1 Recoleccion de muestras y extraccion de ADN

El material vegetal fue recolectado en cuatro zonas de la Amazonia: La Estacion de
Biodiversidad Tiputini y la Estacion cientifica Yasuni en Ecuador y los inventarios forestales
de Piste de St Elie y Paracou en Guayana Francesa (Anexo 1). Se extrajo el material foliar de
190 arboles representativos como miembros de la familia Lecythidaceae pertenecientes al
género Eschweilera. Las muestras vegetales fueron extraidas y preservadas en bolsas con
perlas de silica. Posteriormente, la extraccion de ADN fue realizado con el protocolo Invisorb

DNA Plant HTS 96 kit segun las instrucciones del Kit.

2.2 Disefo de cebadores

Se disefiaron 48 cebadores en base a loci previamente desarrollados, utilizado como
referencia base las secuencias gendmicas de especies estrechamente relacionadas a
Eschweilera. Las secuencias de los cebadores se mapearon respecto al genoma de referencia
en bowtie 2 v2.3.4.1 (Langmead & Salzberg , 2012) y mediante bedtools v2.25.0 (Quinlan,
2014) se extrajo la secuencia genémica que comprende desde 200 pb aguas abajo del cebador
directo hasta 200 pb aguas arriba de la posicion del cebador inverso.

2.3 Pruebas de modificacion de cebadores y amplificacion simple

Los pares de cebadores se probaron mediante amplificacion simple utilizando el kit
Qiagen Multiplex (Lepais & Bacles, 2011) con un volumen final de 10 pL y una
concentracion final de cada cebador de 0,2 pM. Las condiciones de la amplificacion fueron:
95 °C por 15 minutos, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 20 segundos, 59 °C durante 60
segundos y 72 °C por 30 segundos, con una extension final de 72 °C durante 10 minutos. La

amplificacion de los locus se visualizé bajo luz ultravioleta.

2.4 Amplificacion multiple de microsatélite y construccion de bibliotecas de secuenciacion
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Se realiz6 una PCR multiplex de tres rondas para obtener la amplificacion simultanea
de los loci. En la tercera ronda se afiadieron los adaptadores de secuenciamiento llumina y los
cadigos de barras correspondientes. Se realizo el control de calidad de los amplicones con el
kit Agilent Tapestation D1000 y el sistema fluorométrico Qubit (Thermo Fisher Scientific),
mientras la cuantificacion total se realizd con el kit de cuantificacion de bibliotecas Kapa en
un PCR cuantitativo Roche LightCycler 480. Se secuenciaron 12 muestras, 6 de Guayana

Francesa y 6 de Ecuador en llumina MiSeq -1/3 V2 PE.

2.5 Andlisis bioinforméatico

La calidad de las  secuencias  se analizé mediante FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), se removieron las lecturas con
valores menores a 70 pb mediante cutadapt (Martin, 2011) y las lecturas se ensamblaron en
contigs utilizando pear (Zhang et al., 2014). A continuacion, se clasificaron las secuencias en
archivos fastq mediante fggrep (https://github.com/indraniel/fqgrep). Luego, se utilizé el
pipeline FDSTools v1.1.1 (Hoogenboom et al., 2017) para determinar las secuencias
correspondientes a los alelos microsatélite e identificar los genotipos de cada individuo. Se
tabul6 la tabla de genotipos resultantes y se analizd la cobertura de los locus, las

caracteristicas de los locus, informacidn de los alelos y genotipos encontrados

2.6 Filtracion de datos

Se utilizd Excel para generar una primera matriz tetraploide donde se conservaron
todos los individuos de la matriz cruda y se eliminaron los loci con >25% de datos faltantes,
estableciendo un tamafio de muestras final de 212 individuos, 10 loci y 20 especies de
Esxhweilera. Se generd una segunda matriz tetraploide donde se eliminaron los individuos
con replicas cuyos datos no correspondieran entre si. Adicionalmente, se excluyeron los
individuos con >80% de datos faltantes (139 individuos) y los loci con >50% de datos

faltantes (6 loci), estableciendo un tamafio de muestras final de 71 individuos, 17 loci y 13
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especies de Eschweilera.

Para la elaboracion de la matriz diploide se tom6 como base el tamafio de muestra
final de la matriz tetraploide y se realizd un subconjunto diplotizado de datos mediante la
eliminacion de los individuos con < 55% de datos con més de dos alelos (24 individuos) y los
loci con < 55% de datos con mas de dos alelos (8 loci), determinando un tamafo de muestra

final de 49 individuos y 9 loci.

2.7 Analisis de estructura poblacional

Las matrices fueron modificadas a un formato .txt para ser compatibles con el
Software STRUCTURE (Pritchard, Stephens, & Donn, 2000). Los parametros incorporados a
STRUCTURE fueron: modelo ancestral “admixture” con frecuencias alélicas correlacionadas.
El andlisis de datos diploides y tetraploides fue realizado en una Unica corrida y se genero
bajo los siguientes criterios: burning de 100000, MCMC de 100000, rango de, K=1 a K=10
por 10 iteraciones. Los resultados obtenidos fueron analizados en el programa Structure

Harvester (Earl & vonHoldt , 2012) y Clumpak (Earl & vonHoldt , 2012).

2.8 Analisis de diversidad alélica y genética

Las matrices se modificaron a un formato .txt para ser compatibles con R studio (R
studio team, 2015). Para ambos archivos se obtuvo el nimero de alelos, heterocigocidad
observada (Ho) y heterocigocidad esperada (He), nimero de alelos privados y la riqueza
alélica. Ademas, se ejecutd un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) para obtener la

distribucion de la diversidad alélica y la estructura poblacional de las muestras.
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3. RESULTADOS
3.1 Andlisis bioinformaético
Se determinaron 130 muestras provenientes de Ecuador, 155 muestras de Guayana
Francesa y 3 muestras indeterminadas, originando un tamafio de muestra de 212 individuos
incluidas réplicas. Los datos generaron un total de 48 loci. Se excluyeron los loci con >50%
de datos faltantes y un >10% de taza de error, estableciendo un tamafio de muestras final de
24 loci. Se establecieron 212 individuos pertenecientes a 20 diferentes especies de

Eschweilera 'y 5 especies fuera de grupo.

3.2 Analisis de datos (2n)
3.2.1 Andlisis de estructura poblacional.

El andlisis de estructura poblacional en Structure Harvester apunt6 a K 6ptimo de K=3
(AK = 87.478). Esto se contrasta con los datos de STRUCTURE analizados en Clumpak que
indicaron la presencia de tres linajes genéticos mostrados en color celeste, azul marino y
violeta entre las poblaciones analizadas. La distribucion del color azul se observa dominante
en Guayana Francesa, sin embargo, posee una distribucion mas pequefia del color violeta.
Mientras Catolica y Tiputini muestran una mayor dominancia del color celeste, como se
indica en la Figura # 1.

3.2.2 Analisis de diversidad alélica y genética.

Los datos obtenidos de R studio indican un nimero totales de 318 alelos distribuidos
entre las poblaciones de Guayana Francesa, Catdlica y Tiputini. En la Tabla #1 se aprecia los
datos de diversidad alélica y genética distribuidos a partir de los marcadores seleccionados. El
locus 38 alcanzé el mayor numero de alelos por locus (47 alelos) mientras el locus 4 obtuvo el
nimero mas bajo de alelos (12 alelos). Por otro lado, Guayana Francesa obtuvo los valores
mas elevados respecto al nimero de alelos (Na), numero de alelos privados (PA), riqueza

alélica (AR). Mientras Tiputini adquirio los valores méas bajos en los andlisis realizados. El



19

valor p de la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg en los loci muestra valores p< 0.05 en casi
todos los locus presentados, excepto por el locus 43 (p= 1.00). Por otro lado, a nivel
poblacional, Guayana Francesa (p=0.0000) y Catolica (p=0.0000) presentan valores p< 0.05
mientras Tiputini no es significativo (p=0.2438). La heterocigocidad esperada (He) entre
poblaciones fue superior en Guayana Francesa (He = 0,90) e inferior en Tiputini (He= 0,69).
Por otro lado, la heterocigocidad observada (Ho) se determina con un valor mas alto en
Tiputini (Ho= 0,72) y con un valor mas bajo en Catdlica (Ho= 0,68). ElI Andlisis de
Coordenadas Principales (PCoA) mostré 3 agrupaciones marcadas definidas por las
poblaciones de Guayana Francesa, Catdlica y Tiputini como se observa en la Figura #2. Las
agrupaciones de Catdlica y Tiputini se superponen entre si, mientras Guayana Francesa se
ubica poco alejada de estas poblaciones. Las agrupaciones se manifiestan cercanas entre si,
especialmente entre Catdlica y Guayana Francesa. La dispersion de las muestras indica que
dos muestras de Guayana Francesa se encuentran cercanas a la agrupacion de Catolica.
Mientras una Unica muestra de Catdlica se vincula cerca de la agrupacion de Guayana
Francesa. Este contenido se respalda en la Tabla # 2 donde se determina las distancias
genéticas entre poblaciones. El valor de la distancia genética de Nei entre Catélica y Tiputini
es bajo (0.174) comparado con los valores de las distancias genéticas entre Guayana Francesa

y Catolica (0. 813), y Guayana Francesa y Tiputini (0. 749).

3.3 Anélisis de datos (4n)

3.3.1 Analisis de estructura poblacional.
El andlisis poblacional de la primera matriz tetraploide manifesto un K dptimo de K=8
(AK = 248.361). Esto se contrasta con los datos de STRUCTURE analizados en Clumpak que
indicaron la presencia de ocho linajes genéticos entre las poblaciones analizadas, mostrados
en color celeste, azul marino, azul, violeta, blanco, turquesa, verde agua y lila. La distribucion
de colores es muy diversa a través de las poblaciones, como se indica en la Figura #3.

Mientras el anélisis de estructura poblacional en la segunda matriz tetraploide apunté a K
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optimo de K= 7 (AK = 33.430). Esto se contrasta con los datos de STRUCTURE analizados
en Clumpak que indicaron la presencia de siete linajes genéticos mostrados en color azul
marino, azul, violeta, gris, turquesa, verde agua y lila entre las poblaciones analizadas. La
distribucion del color azul se observa dominante en Guayana Francesa, mientras Catolica y
Tiputini muestran una mayor dominancia del color azul marino, como se indica en la Figura
#4.

3.3.2 Analisis de diversidad alélica y genética.

Los datos obtenidos de R studio de la segunda matriz tetraploide indican un nimero
totales de 785 alelos distribuidos entre las poblaciones de Guayana Francesa, Catdlica y
Tiputini. En la Tabla #3 se aprecia los datos de diversidad alélica y genética distribuidos a
partir de los marcadores seleccionados. El locus 23 alcanz6 el mayor numero de alelos por
locus (68 alelos) mientras el locus 4 obtuvo el nimero mas bajo de alelos (10 alelos). Por otro
lado, al igual que en el andlisis diploide, la poblacion en Guayana Francesa obtuvo los valores
mas elevados respecto al numero de alelos (Na), numero de alelos privados (PA), riqueza
alélica (AR). Mientras Tiputini adquirié los valores mas bajos en los analisis realizados. La
heterocigocidad esperada (He) entre poblaciones fue superior en Guayana Francesa (He =
0,91) e inferior en Tiputini (He= 0,71). Sin embargo, la heterocigocidad observada (Ho)
mantuvo un mismo valor para todas las poblaciones (Ho= 1). EI Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA) mostré6 3 agrupaciones marcadas definidas por las poblaciones de
Guayana Francesa, Catdlica y Tiputini como se observa en la Figura #5. Las agrupaciones se
manifiestan cercanas entre si, especialmente Catdlica y Guayana Francesa. La dispersion de
las muestras indica que una muestra de Guayana Francesa se encuentra vinculadas a las
agrupaciones de Catodlica y Tiputini, y una muestras de Catélica se vincula a la agrupacion de
Guayana Francesa. Este contenido se respalda en la Tabla #4 donde se determina las
distancias genéticas entre poblaciones. El valor de la distancia genética de Nei entre Catdlica

y Tiputini es bajo (0.171) comparado con los valores de las distancias genéticas entre
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Guayana Francesa y Catolica (0.838), y Guayana Francesa y Tiputini (0.874).
Cabe destacar que el analisis de la primera matriz no se realiz6 ya que el propdésito de
dichos datos se destind Unicamente para la comparacion de diversidad genética entre los

resultados obtenidos de las dos matrices tetraploides
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4. DISCUSION

La distincion de especies putativas se basa en un diagnostico de caracteristicas
morfoldgicas, sin embargo, el uso de analisis genéticos es indispensable para confirmar una
correcta clasificacion botanica. EI uso de marcadores microsatélite para la delimitacion
geneética de especies del clado Parvifolia ha sido un gran avance para el descubrimiento de las
relaciones filogenéticas en Eschweilera, no obstante, el panorama sobre la constitucion
genética y los procesos de hibridacion desarrollados en el clado Parvifolia son ain un reto
(Heuertz et al., 2020). Por lo tanto, es importante implementar nuevas metodologias y
tecnologias capaces de establecer un escenario resolutivo ante la compleja relacion evolutiva

establecida en el clado Parvifolia.

La delimitacion genética en el complejo de especies de Eschweilera del clado
Parvifolia permitio establecer diferenciacion genética entre especies de Ecuador y Guayana
Francesa. El analisis de estructura poblacional en la matriz diploide permitié comprender el
proceso evolutivo de diplotizacion determinado en las especies de Eschweilera del clado
Parvifolia, donde Unicamente se detect6 2 acervos genéticos mayoritarios en toda la
poblacién, que se destacan por mostrar una diferenciacion notable entre la poblacion de
Ecuador y Guayana Francesa. Los diferentes patrones mostrados en cada acervo genético
pueden deberse a eventos climéaticos o geohistoricos capaces de generar barreras de dispersion
geografica a través del tiempo (Hughes, Pennington, & Antonelli, 2012). Ademas de
considerar diferentes zonas de muestreo en la Amazonia, lo cual indica diferenciacion
genética asociadas a barreras fisicas (Jinga & Ashley, 2018). Esto se confirma también en la
figura de Analisis de Coordenadas Principales (PCoA), donde existen dos agrupamientos
establecidos entre Ecuador y Guayana Francesa. Los resultados obtenidos en el PcoA se
respaldan con los valores de las distancias genéticas de Nei, donde se indica que los

individuos de Ecuador son genéticamente mas distantes que los individuos de Guayana
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Francesa. Respecto al andlisis de diversidad genética, se observo diversidad genética
moderadamente alta en Guayana Francesa frente a Ecuador, lo cual indica gran potencial
adaptativo y persistencia de la poblacion a largo plazo (Greenbaum et al., 2014). Un mayor
numero de alelos en Guayana Francesa puede relacionarse con un mayor nimero de especies
de Eschweilera recolectadas frente a Ecuador. Sin embargo, es posible que intervengan

posibles eventos fundadores en la Amazonia Ecuatoriana (Greenbaum et al., 2014).

Por otro lado, el analisis de los datos tetraploides permitié comprender la diversidad
genética y alélica en la paleoploidia presente de Eschweilera del clado Parvifolia. El andlisis
de estructura poblacional resulté en 8 y 7 acervos genéticos dentro de la poblacion. Ambos
resultados presentan gran congruencia entre si al tratarse de datos netamente comparativos,
sin embargo, indica una baja resolucion de los marcadores ya que el poder resolutivo no
permitié la delimitacion genética de las especies Eschweilera del clado Parvifolia. La baja
diferenciacion genética se relaciona con la introgresion y la hibridacion manifestada en los
procesos reproductivos del clado Parvifolia, lo cual ain representa un desafio (Gonzalez et al.,
2009). Aunque también puede vincularse una identificacion incorrecta de especies basada en

la morfologia dentro de los datos.

En Guayana francesa se presentan 3 acervos genéticos dominantes distinguidos en
color lila, gris y verde, mientras que Ecuador posee un Unico acervo genético mayoritario.
Esto puede deberse a las zonas de extraccion de muestras, ya que la mayoria de las especies
hiperdominantes se caracterizan por ser especialistas en habitats, especialmente dominantes
en ciertos tipos de bosques (Ter Steege et al., 2013). Lo cual posiblemente indicaria mayor
abundancia de especies en Guayana Francesa frente a Ecuador. Ademas, al comparar
resultados diploides y tetraploides se observa una diferencia entre los valores de acervos
geneticos, lo cual indicaria una posible diferencia en base a la diversidad y el nimero de

individuos homocigotos (Cazco, 2018). Por otro lado, la informacion tetraploide de la
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estructura poblacional se respalda con la figura de Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA), donde existen dos agrupamientos establecidos entre Ecuador y Guayana Francesa.
Los resultados obtenidos en el PcoA se confirman con los valores de las distancias genéticas
de Nei, donde se indica que los individuos de Ecuador son genéticamente mas distantes que
los individuos de Guayana Francesa, similares a los resultados obtenidos con la matriz
diploide. Respecto al andlisis de diversidad genética, se observo diversidad genética
moderadamente alta en Guayana Francesa frente a Ecuador. Por otro lado, se ha reportado que
especies tetraploides muestra mayores valores de riqueza alélica frente a especies diploides, lo

cual es acorde a los resultados obtenidos en este estudio. (Brown & Young, 2000).

En cuanto a la determinacion de secuencias microsatélite a través del método SSR- seq
demostré ser una herramienta importante para determinar especies con una falta de
diagndsticos fenotipicos, como es el caso de Eschweilera. No obstante, se requiere de un
mayor conjunto de marcadores microsatélite y un patrén de muestreo méas amplio y
homogéneo que permita determinar la constitucion genetica en el clado Parvifolia, ademas de
generar una caracterizaciéon acerca de la historia evolutiva de especies abundantes y raras
pertenecientes al complejo de especies de Eschweilera para comprender los elementos
genéticos detras de la hiperdominancia de especies arbéreas en la Amazonia (Heuertz et al.,

2020)
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5. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se logré analizar por primera vez la diversidad genética a través
de una diferenciacién geografica mediante el uso de marcadores microsatélite, dentro de
Ecuador y Guayana Francesa. EI método SSR-seq permitié una amplificacion y secuenciacion
adecuada para establecer un genotipado de microsatélite preciso y confiable, siendo eficaz
para la identificacion de marcadores microsatélite en el complejo de especies de Eschweilera.
En total se detectaron 3 acervos genéticos en Guayana Francesa y 1 acervo genético en
Ecuador dentro de la matriz tetraploides y en la matriz diploide se encontrd 1 acervo genético
mayoritario en Guayana Francesa y 1 acervo genético en Ecuador. Estos hallazgos son una
base para comprender las relaciones evolutivas dentro del clado Parvifolia. Los marcadores
microsatélite identificados representan elementos Utiles para profundizar en el anélisis de
estructuras poblacionales y el desarrollo de nuevos estudios en Eschweilera. Para lograr esto,
se recomienda realizar andlisis mas detallados que sean capaces de establecer delimitacion
genética a nivel de especie en el complejo de especies de Eschweilera. Asi se podra generar
mayor conocimiento sobre los posibles eventos evolutivos vinculados al clado Parvifolia.
Ademas, se propone llevar a cabo investigaciones que involucren marcadores microsatélite
con mayor poder resolutivo o la incorporacion de diferentes metodologias, con el fin de
mejorar la resolucion obtenida de los resultados. También, se debe considerar un enfoque
mixto que integre informacion de rasgos morfologicos, caracterizacion de nicho ecoldgico y
secuenciacion genomica de alto rendimiento. Esto permitira un mejor entendimiento sobre
los patrones de hiperdominancia y su importancia dentro de los procesos ecosistémicos en la

Amazonia.
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6. TABLAS

Tabla 1. indice de diversidad genética y alélica para individuos diploides en las zonas de
estudio de Eschweilera. A) Tabla de diversidad alélica presente en las muestras. B) Tabla de

diversidad genética en las muestras.

A.

Marcador Alelos por Heterocigocidad Heterocigocidad p-value prueba de

locus esperada (He) observada (Ho) desviacién del
por locus por locus equilibrio Hardy-
Weinberg

ssrseq eschweilera 12 0.633 0.612 0.018

004

ssrseq eschweilera 31 0.883 0.755 0.000

009

ssrseq eschweilera 24 0.892 0.673 0.000

018

ssrseq eschweilera 45 0.946 0.830 0.000

023

ssrseq eschweilera 13 0.851 0.6460 0.00%

028

ssrseq eschweilera 15 0.691 0.531 0.036

030

ssrseq eschweilera 47 0.955 0.755 0.000

038

ssrseq eschweilera 17 0.848 0.776 1.000

043

ssrseq eschweilera 23 0.910 0.714 0.000

047

B.

Grupo Muestras Nomerode  Numere  Riqueza alélica Riqueza alélica por  Heterocigocidad  Heterocigocidad ~ Valor p equilibrio

analizadas alelos de alelos (AR) rarefaccién esperada observada Hardy-Weinberg
(m) (Na) privados (ARr) (He) (Ho)
(P4)

Guyana 19 158 114 20.38 8.23 0.88 0.71 0.0000
Francesa

Catélica 23 103 51 16.29 5.88 0.73 0.68 0.0000
Tiputini 7 55 12 8.68 5.79 0.71 0.72 0.2438
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Tabla 2. Distancias genéticas de Nei para individuos diploides para cada zona de estudio de

Eschweilera

Catoélica Guvana Francesa  Tiputini

Catélica 0.000000
Guyana Francesa 08126372 0.000000
Tiputini 0.1744028  0.7487354 0.000000

Tabla 3. indice de diversidad genética y alélica para individuos tetraploides en las zonas de
estudio de Eschweilera. A) Tabla de diversidad alélica presente en las muestras. B) Tabla de

diversidad genética en las muestras.

A.
Marcador Aleloz Heterocigocidad Heterocigocidad
por locaz  esperada (He) obzervada (Ha)
por locaz por locaz

sarseq eschweilers 34 0,871 1
1

ssrzeq eachweilera 10 0.634 1
LLIES

szrseq eschweilers 33 0,805 1
Ly

sarseq eschweilers 33 0.815 1
013

ssrseq eschweilera 3E 0,851 1
01s

szrseq eschweilers 24 0,843 1
016

ssrzeq eachweilera 30 0.917 1
018

sarseq eschweilers i1 0,958 1
023

szrseq eschweilers 30 0.890 1
024

ssrzeq eachweilera &4 0.976 1
026

szrseq eschweilers 20 0.854 1
028

sarseq eschweilers 13 0.778 1
03m

ssrzeq eachweilera 46 0.942 1
a7

szrseq eschweilers 55 0,940 1
LEY

sarseq eschweilers 1% 0.824 1
043

szrseq eschweilers 51 0.950 1
045

szrseq eschweilers et 3 0,814 1

047
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B.
Grupo Muestras Nimero de alelos Numero de Riqueza alélica (AR) Riqueza alélica por  Heterocigocidad  Heterocigocidad
analizadas (n) (Na) alelos privados rarefaccién esperada observada
(PA) (ARr) (He) (Ho)

Guayana 31 420 346 2081 8.67 0.91 1

Francesa

Catdlica 29 238 132 21,28 6,33 0.78 1

Tiputini 11 127 41 12,16 5,90 0.71 1

Tabla 4. Distancias genéticas de Nei para individuos tetraploides para cada zona de estudio

de Eschweilera.

Catolica Guyana Francesa  Tiputini
Catdélica 0.000000
Guyana Francesa 08377348  0.000000
Tiputini 0.1713139  0.8740991 0.000000
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7. FIGURAS
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Figura 1. Gréfico de coeficientes de asignacion diploide para las zonas de estudio de
Eschweilera. ElI K optimo asignado es K=3. La variacion de colores azul, violeta y celeste

entre las zonas establece la representacion de linajes presentes y su distribucion.

d=02

Figura 2. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) entre las zonas de estudio de
Eschweilera. Representacion de la distribucién de muestras de Eschweilera en Guayana

Francesa, Tiputini y Catdlica.
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Figura 3. Grafico de coeficientes de asignacion tetraploide para las zonas de estudio de
Eschweilera. El K optimo asignado es K=8. La variacion de colores celeste, azul marino,
azul, violeta, blanco, turquesa, verde agua y lila entre las zonas establece la representacion de

linajes presentes y su distribucion.

Figura 4. Grafico de coeficientes de asignacion tetraploide para las zonas de estudio de
Eschweilera. EI K o6ptimo asignado es K=7. La variacién de colores azul marino, azul,
violeta, gris, turquesa, verde agua y lila entre las zonas establece la representacion de linajes

presentes y su distribucion.
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Figura 5. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) entre las zonas de estudio de
Eschweilera. Representacion de la distribucién de muestras de Eschweilera en Guayana

Francesa, Tiputini y Catdlica.
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ANEXO 1 : MAPA DE LAS ZONAS DE EXTRACCION DEL MATERIAL

FOLIAR DE ESCHWEILERA EN ECUADOR

Aol
I sosque 0 ahvial Se 12 A §
I 5osque siemprevende de temas baks del AQuarco-Putumayo-Caquetd
[ Bosque siempreverde de teTas bajs del Napo-Curaray

Descripcion: El mapa muestra las zonas de colecta de muestras determinadas en la Estacion

Cientifica Yasuni (ECY) y la Estacion de Biodiversidad Tiputini (EBT) dentro de Ecuador.



