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RESUMEN

Bactris es el segundo género mas grande de las Arecaceas, estdn en todas las regiones de Colombia, la mayoria
en la costa pacifica y amazonia. Contiene 31 especies, incluida la palma del chontaduro, domesticada desde
la época precolombina, es una especie altamente productiva y de gran importancia socioecondémica. Este
estudio tuvo como objetivo determinar las relaciones entre especies silvestres del género Bactris (subtribu
Bactrinidinae) y Bactris gasipaes, mediante amplificaciones de espaciadores internos transcritos (ITS) del
ADNnr, y regiones de genes de la fosforibuloquinasa (PRK) enzima del ciclo de Calvin. Las relaciones
filogenéticas fueron estimadas mediante el método de maxima verosimilitud (ML); maxima parsimonia (MP)
y anélisis bayesiano. Los nodos fueron soportados por los valores de bootstrap (BS). Los resultados de los
andlisis (MP), (ML) y andlisis bayesiano fueron congruentes. Con el andlisis de la regién ITS se encontré una
estrecha relaciéon de algunos individuos de B. gasipaes var. gasipaes con las especies silvestres Bactris coloniata
y Bactris hondurensis, Mientras que con el analisis de la region PRK, todos los individuos de B. gasipaes son
mas ancestrales que las especies silvestres. B. gasipaes var. chichagui es el taxén mas ancestral. En conclusion,
se confirma que los individuos de B. gasipaes tienen distintos origenes, probablemente provenientes de eventos
de domesticacion independientes. Ademas, los andlisis tanto de la regién ITS como PRK confirman la polifilia
de B. gasipaes var. gasipaes

Palabras clave Arecdceas, domesticacion, filogenia, precolombina, ITS, ADN.

ABSTRACT

Bactris is the second largest genus of Arecaceas, they are in all regions of Colombia, mostly in the Pacific
Coast and Amazon. It contains 31 species, including Peach palm, domesticated since pre-Columbian times,
is a highly productive and species of major socioeconomic importance. This study aimed to determine the
relationships among species of the genus Bactris (subtribe Bactridinae) and Bactris gasipaes by amplifications
of Internal Transcribed Spacer (ITS) of ADNur, and regions of genes phosphoribulokinase (PRK) Calvin cycle
enzyme. Phylogenetic relationships were estimated by the method of maximum likelihood (ML), maximum
parsimony (MP) and Bayesian analysis. The nodes were supported by bootstrap values (BS). The results of
the analysis (MP), (ML) and Bayesian analysis were consistent. With the analysis of the ITS region close
relationship of some individuals of B. gasipaes var. gasipaes with specie wild and Bactris coloniata and Bactris
hondurensis, While the analysis of PRK region, all individuals of B. gasipaes var. gasipaes are ancestral wild
species B. gasipaes var. chichagui is the ancestral taxon. In conclusion, it is confirmed that individuals of B.
gasipaes have different origins, probably from independent domestication events. Furthermore, analysis of
both the ITS region as PRK confirm the polyphyly of Bactris gasipaes var. gasipaes.
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INTRODUCCION

textitBactris es un género muy diverso en formas
y tamanos, asi como en su ecologia. Las especies
de Bactris son palmas espinosas en mayor o menor
grado, dependiendo de la especie, aunque las més
pequenas, son casi completamente. En Colombia
se han hallado 31 especies, distribuidas en casi to-
do el pais, creciendo tanto en zonas humedas como
secas, desde las playas marinas, hasta elevaciones
usualmente menores de 1000 de altitud (Galeano
& Bernal 2010), y ocasionalmente son encontra-
das por encima de los 1800 m.s.n.m. como es el
caso de la region del Cauca (Tambo) Colombia
(Graefe 2013). La mayor diversidad de especies
se encuentra en los bosques muy htimedos de la
Amazonia y del Pacifico. (Galeano & Bernal 2010).
La gran diversidad y amplia distribucién de este
género han sido muy debatidas, por no tener cer-
teza de su origen. (Sanders 1991). Dentro de este
género se encuentra la especie Bactris gasipaes
conocida en Colombia como chontaduro, la cual
fue un alimento basico en la dieta de las comuni-
dades amerindias pre-colombinas del neotrépico;
Los amerindios lo domesticaron y fue distribuido
a lo largo de la Amazonia, el noroeste de la re-
gién andina y centro América, produciendo en este
proceso un complejo de variedades locales genéti-
camente ricas. (Mora-Urpi, et al 1997). El fruto
es uno de los alimentos tropicales de mayor valor
nutritivo, por su alto contenido en proteina de alta
calidad, por el niimero y cantidad de aminoacidos
esenciales, su fina grasa constituida por aceites no
saturados y el alto contenido de Beta-Caroteno,
Calcio, Fésforo, Hierro (Piedrahita y Vélez, 1986);
el fruto es utilizado en alimentos bédsicos como: pul-
pa para consumo directo, harina preparada para
los infantes, productos horneados, aceite de cocina
y porciones para alimentar a los animales de granja
y cultivo de peces entre otros; por otro lado el pro-
cesamiento gourmet del corazén de palma para el
mercado internacional, ha convertido a esta espe-
cie en una importante agroindustria de los paises
productores. (Mora-Urpi et al 1997). En Colombia,
el chontaduro es la base econémica fundamental
de comunidades negras del bajo anchicaya y de ex-
tensas regiones del pacifico colombiano, surgiendo
un enlace muy fuerte entre productores y consu-
midores; También se produce en llanos orientales,
amazonia y valles andinos (Graefe 2013).

Se estima que en Colombia existen 400 hectareas
sembradas para la producciéon de palmito, mien-
tras que para fruto es incalculable su drea plantada
porque las palmas se encuentran distribuidas a lo
largo de rios, veredas y pequenas parcelas de agri-
cultores (Pena et al 2002). En los dltimos afios,
se ha observado en las plantaciones nativas de la

Costa Pacifica y del area continental de los de-
partamentos del Valle del Cauca, Cauca y Narino,
la caida de los frutos de chontaduro en forma-
cion, Inicialmente se creia que este disturbio era
ocasionado por problemas fisiolégicos de origen
nutricional; posteriormente se asocié el dano con
la presencia de un insecto plaga conocido como pi-
cudo (Coleoptera, Curculionidae) (Heinrich 1993).
Este problema ha llevado a la disminucion en la
productividad llegando en ocasiones a produccién
nula en algunos sitios (Heinrich 1993) El chontadu-
ro ubicado en el género: Bactris Jacquin (1777) y
posteriormente en Guilielma Martius (1826). Dru-
de (1887) fue el primero en colocar Guilielma como
un subgénero dentro de Bactris. Sin embargo Bu-
rret (1934), acept6 a Guilielma como un género y
redujo varias especies a sinonimia de B .gasipaes,
siguiendo a Bailey (1930) y, MacBride (1960) apo-
yaron la decisiéon de Drude basados en morfologia
externa. Sin embargo Tomlinson (1961) soport6 la
decisién de Burret basados en diferencias en la
anatomia de fibras en las hojas. Uhl y Dransfield
(1987), coloca a B.gasipaes dentro de Bactris sin
definir una categoria subgenérica. Sanders (1991),
sobre la base de un analisis cladistico preliminar,
considera a Bactris como un género monofilético,
vy Guilielma es reconocido como una secciéon dentro
de un subgénero expandido. La existencia de Gui-
lielma ha sido cuestionada y también el nimero de
especies incluidas dentro de este taxén durante los
ultimos 175 afios. Mora-Urpi & Clement (1981) y
Clement (1988) revisaron la historia e identificaron
el niicleo de un grupo de taxa que tienen rema-
nente dentro de Guilielma, pero es cuestionada la
validacién de muchos de estos. Mora-Urpi (1992) y
Mora-Urp{ et al (1993) numeraron varios taxa que
pueden ser nuevas especies dentro de Guilielma
pero ellas no han sido ain descritas en la literatura
(Mora-Urpi et al 1997). El acervo genético prima-
rio de B. gasipaes tuvo unas subespecies domesti-
cadas (utilis) que contiene las variedades locales,
unas subespecies silvestres (speciosa) que contie-
ne aparentemente poblaciones silvestres, el acervo
genético secundario contiene el resto de especies
de Bactris . Hay algunas controversias alrededor
de muchos de los taxa. Mora-Urpi{ (1993) propo-
ne que Guilielma es un complejo de especies, que
conceptualmente es muy similar a la propuesta de
acervo genético. Henderson (1995) propone reducir
el acervo genético primario a B.gasipaes y el acervo
genético secundario a B. macana, sin comentarios
o andlisis de la variacién. Debido a la incertidum-
bre sobre el origen del chontaduro cultivado y la
potencial importancia de las poblaciones silvestres
y especies relacionadas en programas de mejora-
miento, la revisién taxonémica debe estar basada



en un andlisis exhaustivo de la variaciéon dentro del
complejo Guilielma y la divisién de esta variacion
entre y dentro de las especies que han sido final-
mente aceptadas. La distribucién geografica del
chontaduro hoy implica un complejo de patrones de
variedades locales (Mora-Urpi 1984; Clement 1988;
Mora-Urpi y Clement 1988; Mora-Urpi 1992), que
han sido divididas dentro de subcomplejos occiden-
tal y orientales basados en diferencias vegetativas
(Mora-Urpi 1984), ademds divididos en cultivares
basados en el tamatio de los frutos (Mora-Urpi y
Clement 1988; Mora-Urpi 1992; Mora-Urpi et al .
1993): la microcarpa de variedades locales de fruto
pequeno tienen (j20g) de peso, el mesocarpo de
variedades locales de fruto intermedio tienen un
peso de (20-70g), y la macrocarpa de variedades
locales de frutos muy grandes tienen un peso de
(70-250g). Mora-Urpi y Clement 1997). El acervo
genético del chontaduro cultivado y sus parientes
silvestres son ricos en diversidad, esta considerable
variabilidad en rasgos importantes pueden servir
para programas de mejoramiento genético dirigido
a la produccién de frutos y a su utilizacién para
palmito (Clement y Mora-Urpi 1987; Mora-Urpi et
al . 1993). El objetivo de esta investigacién fue la
construccién de la filogenia con caracteres molecu-
lares, de Bactris gasipaes y las especies silvestres.

Ademads, conocer como es la relacion filogenética
de los diferentes individuos de la especie cultivada,
Bactris gasipaes var. gasipaes, y Bactris gasipaes
var. chichagui se inicié muestreando los individuos
que se encuentran en la Costa Pacifica del Valle
del Cauca, de manera que contribuya a un estu-
dio futuro més amplio en el territorio colombiano
con una contribucién al entendimiento de la gran
diversidad y la domesticaciéon del chontaduro.

METODOS

Material vegetal

Se utilizaron un total de 26 muestras representan-
do seis especies del género Bactris, de la subtribu
Bactridinae. La especie principal fue Bactris ga-
sipaes para la cual se colectaron individuos de
diferentes lugares, del pacifico vallecaucano, para
un total de 11 individuos de Bactris gasipaes var
gasipaes y un individuo de Bactris gasipaes var.
chichagui. Las especies silvestres de Bactris fueron
colectadas basada en morfologia externa. Algunos
individuos de Bactris gasipaes se colectaron en el
municipio de Buenaventura y otros provienen de la
coleccion viva de CORPOICA Palmira, los cuales
estaban catalogadas de acuerdo al color del fruto.
Tabla 2.

Tabla 1. Determinaciéon de individuos de Bactris gasipaes colectados

Denominacién

Descripcién

Bactris gasipaesROY
Bactris gasipaesBUEN1
Bactris gasipaesBUE2
Bactris gasipaesCAL
Bactris gasipaesROJ
Bactris gasipaesANR,
Bactris gasipaesVENAR,

Planta de chontaduro, color de fruto rojo rayado

Planta de chontaduro, individuo 1 procedente de Buenaventura
Planta de chontaduro, individuo 2 procedente de Buenaventura
Planta de chontaduro, individuo 1 procedente de Cali

Planta de chontaduro, color de fruto rojo

Planta de chontaduro, color de fruto anaranjado

Planta de chontaduro, color de fruto verde-naranja

Bactris gasipaes var chichagui Planta de chontaduro, individuo de especie silvestre

Extraccion de ADN

Se colectaron fragmentos de hojas jovenes las cua-
les fueron almacenadas y transportadas en bolsas
selladas que contenian silica gel, marcador cobal-
to, para asegurar la conservacién de las muestras
en seco (Chase & Hills, 1991). El ADN gendmi-
co se obtuvo siguiendo el protocolo de extracciéon
de ADN Doyle & Doyle (1990); las muestras se
almacenaron en tubos eppendorf de 1.5ml a una
temperatura de -20°C. se hicieron mediciones de
la concentracién y pureza del ADN obtenido, con
NanoDrop 2000.

Amplificacién de ADN

El ADN genémico fue amplificado de forma selec-
tiva, utilizando los cebadores prk717f y prk969r,
diseniados especificamente para palmas (Lewis &
Martinez, 2000); (Lewis & Doyle, 2002) y los ce-
badores ITS4, ITS5A (White et al .1990). Tabla
1. Las reacciones de amplificacién se realizaron
utilizando un termociclador PTC-100. En el labo-
ratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Palmira. En el caso de
los cebadores correspondientes a la regién ITS se
preparo el coctel de PCR ajustando un volumen
final para cada muestra de 50ul, con las siguientes



proporciones: 23.5ul de agua desionizada, 2 ul de
cada cebador (10 uM), 0.5 ul de Taq polimerasa
(0.05 u/ pl; Fermentas), 2ul de ADN (10ng-50ng),
5 ul Taq Buffer 10X, 6 ul de MgCls (25mM), 8
pul ANTPS (1,25 mM) y 2ug/ml de BSA; para los
cebadores PRK se ajusté un volumen final para
cada muestra de 50ul, con las siguientes propor-
ciones: 20.5 ul de agua desionizada, 1.3 ul de cada
cebador (10 M), 0.5 ul de Taq polimerasa (0.05
u/ pl; Fermentas), 2 ul de ADN (10ng-50ng), 5
ul Taq Buffer 10X, 6 ul de MgCly (25mM), 8 ul
dNTPS (1,25 mM) y 2pg/ml de BSA. Las reac-
ciones para ITS estuvieron sujetas a las siguientes
temperaturas: desnaturalizacién inicial de 80°C

por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 1 min, 50°C por
1 min y 65°C por 4 min, y una extension fina de
65°C por 5 min. Y las reacciones para cebadores
PRK estuvieron sujetas a las siguientes temperatu-
ras: desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 min, 32
ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min y 72°C
por 1 min, y una extensién final de 72°C por 7
min. Los productos de PCR fueron visualizados en
geles de agarosa (1.2 %) y tenidos con 1ug/ml de
bromuro de etidio; se determiné la secuencia de los
amplificados mediante procedimiento estandar del
servicio suministrado por la compania Macrogen

®

Tabla 2. Cebadores:ITS y PRK utilizados para secuenciar el ADN de Bactris

Region Secuencia Especificidad
1TS4 TCCTCCCGCTTATTGATATGC Plantas, Hongos
ITS5A CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG Plantas, Hongos
Prk717f  GTGATAGGAAGAACGTGG Palmas
Prk969R. ATTCCAGGGTATGAGCAGC Palmas

Andlisis filogenético

Los resultados de las secuencias obtenidas espacios
intergénicos nucleares ITS4/ITS5A y de la fosfo-
ribuloquinasa prk717/prk969 fueron editadas de
manera independiente, con el programa Chromas
Pro version 1.7, las secuencias se alinearon con el
programa Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall
1999). La reconstruccién de la historia filogenética
fue inferida mediante el método de maxima verosi-
militud (ML) y méxima parsimonia (MP) utilizan-
do el software PAUP versién 4.0b10, se realizé una
busqueda heuristica con diez repeticiones, el al-
goritmo de TBR (Tree-Bisection-Reconnection)
fue usado para reajustar la topologia (Branch-
swapping), el modelo de substitucién nucleotidica
fue seleccionado por el criterio de Akaike en Model-
Test versién 2.1.3 (Darriba et al . 2012). El soporte
estadistico de los nodos de los arboles filogenéticos
fue evaluado usando los bootstrap (BS) de (MP),
(ML) y analisis de inferencia bayesiana; el (BS) de
MP fue realizado con 10000 re-muestreos, en el
caso de ML fueron 100; los anéalisis de inferencia
bayesiana se realizaron con el software MrBayes
version 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001, Ron-
quist & Huelsenbeck 2003), utilizando el algoritmo
de Cadena de Markov-Monte Carlo, con 1 millén
de generaciones, muestreando cada 100 generacio-
nes. El arbol consenso mayoritario para todos los
métodos fue construido usando los dltimos 5000
arboles.

RESULTADOS

Anailisis de secuencias ITS y PRK

Las secuencias ITS variaron desde 630pb (Bac-
tris barronis) hasta 1030pb (Bactris hondurensis)
con una longitud media de 753pb (total: 20 secuen-
cias). Las secuencias de PRK variaron desde 620pb
(Aiphanes Aculeatum) hasta 1207pb (Bactris gasi-
paesROY') con una longitud media de 940pb (total:
16 secuencias). La matriz de datos para ITS con-
tenia 729 caracteres de los cuales, 115 (15.78 %)
fueron parsimoniosamente informativos y 473 si-
tios variables. La matriz de datos de PRK que
contenia 824 caracteres los cuales 184 (22.33 %)
fueron parsimoniosamente informativos y 620 si-
tios variables.

Anélisis filogenético

La reconstruccién filogenética de las secuencias de
ITS y PRK encontradas como base al mejor arbol
generado por el método de méxima verosimilitud
se muestran en la Figura 1 y 2, respectivamente.
El modelo de sustitucion nucleotidica utilizado
para ITS fue GTR+G con 3.265 como paridme-
tro alfa de la distribucién gamma, las frecuencias
nucleotidicas fueron T= 0.2040, C= 0.3128, A=
0.1935, G= 0.2897. El modelo de sustituciéon nu-
cleotidica utilizado para PRK fue F81+G con 0.829
como parametro alfa de la distribucién gamma,
las frecuencias nucleotidicas fueron T= 0.27850,



C= 0.2074, A= 0.3104, G= 0.20370. Los resulta- pudo realizarse un anélisis combinado de las dos
dos de los analisis MP, ML y anélisis bayesiano regiones ya que no fue posible amplificar algunas
fueron congruentes, con un mediano grado de co- especies para PRK.

rrespondencia entre porcentajes de bootstrap . No
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Figura 1. Reconstruccién de la filogenia de Bactris para las secuencias de espaciadores internos transcritos
(ITS), con el método de méxima verosimilitud; los nimeros encima de las ramas son valores bootstrap de
maxima parsimonia, maxima verosimilitud y de inferencia bayesiana, respectivamente; si el analisis no soporta
el clado, se representa con el simbolo (-).
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Figura 2. Reconstrucciéon de la filogenia de Bactris para las secuencias de regiones de la fosforibuloquinasa
(PRK), con el método de méxima verosimilitud; los nimeros encima de las ramas son valores bootstrap de
maxima parsimonia, maxima verosimilitud y de inferencia bayesiana, respectivamente; si el andalisis no soporta
el clado, se representa con el simbolo (-).



DISCUSION

En las dos regiones utilizadas ITS y PRK, las es-
pecies como grupo externo tuvieron coincidencia,
se ubicaron por fuera.

El arbol de la Figura 1del gen ITS, muestra que
en grupo A se encuentra gran parte de los in-
dividuos de Bactris gasipaes var gasipaes, todos
provenientes de la misma localidad (Buenaventu-
ra), y fueron catalogados de acuerdo al color de
fruto: rojo (ROJ), rojo rayado (ROY), anaranjado
(ANR) y verde-naranja (VENAR). El soporte de
BS indica que es un grupo estable de Bactris
gasipaes var gasipaes. En el grupo D se encuen-
tran otros individuos Bactris gasipaes var gasipaes
estrechamente relacionados con dos especies silves-
tres Bactris coloniata y Bactris hondurensis , y
con un soporte alto de BS. Este tipo de relaciones
confirma la diversidad que puede ser encontra-
da en Bactris gasipaes var. gasipaes o variedad
cultivada. Se confirman los distintos origenes que
pudieron darse a lo largo de ambos lados de la
cordillera de los andes, ocurriendo domesticaciéon
independiente en varias localidades a lo largo de
Colombia a partir de poblaciones de microcarpas
silvestres genéticamente diferentes. Ademas con-
firma la polifilia de Bactris gasipaes var. gasipaes.
Bactris gasipaes es considerado como resultante
de un proceso de sintesis, todavia en progreso, de
todos estos genotipos y se sugiere que ese nombre
cientifico sea conservado exclusivamente para las
poblaciones cultivadas. Como explicacién al origen
y domesticacion del chontaduro se consideran tres
hipétesis: 1. Tuvo origen en el centro andino de
plantas cultivadas y/o en la regién occidental de
la cuenca amazoénica (Huber, 1904; Vavilov, 1951;
Burret, 1933-1934; Seibert, 1950; Prance, 1982;
Clement et al, 1987), domesticado una vez y luego
difundido; 2. Su origen fue el occidente de Colom-
bia, en donde tuvo como uso primario la madera
y luego fue utilizado el fruto; 3. Tuvo origen sobre
una extensa area, que es la misma de su distri-
bucién natural, abarcando desde Bolivia-Brasil,
luego extendiéndose por el occidente de la cuenca
amazonica en Colombia, oriente de los andes, y
por el occidente de los andes extendiéndose en-
tre ambos océanos: pacifico y caribe en Panama-
Colombia — Venezuela. (Mora-Urpi. 1993).

En el siguiente grupo C de la Figura 1, comprende
todos los individuos de Bactris coloradonis con
BS superiores al 90 %. Igualmente sucede con los
individuos del grupo E en el cual se encuentran
los individuos de Bactris barronis, valores de BS
superiores a 60 %.

En el arbol filogenetico resultante para la region de
PRK evidencia la gran variacion en los diferentes
individuos de Bactris gasipaes var gasipaes, con-

gregandose en los diferentes grupos, confirméndose
la polifilia en la especie encontrada en los andlisis
de la regién ITS (Figura 2).

El grupo A y el grupo B relaciona dos individuos
de Bactris gasipaes var gasipaes, muy similar a la
relacion encontrada con la region ITS en donde
se encuentran agrupaciones entre estos individuos.
En esta regién todos individuos de Bactris gasipaes
son mas ancestrales que las especies silvestres. Los
individuos de Bactris barronis se agrupan entre
ellos con soportes de BS altos. Lo mismo sucede
con los individuos de Bactris coloradonis, que se
agrupan entre ellos y estan estrechamente relacio-
nados con Bactris barronis .

Bactris gasipaes var. chichagui, es el taxén mas
ancestral de todas las especies el cual es conside-
rado el pariente silvestre de la variedad cultivada.
La separacién de la B. var. Chichagui estd acorde
con Henderson (2002), quien propone reunir va-
rias poblaciones tanto silvestres como cultivadas,
designadas originalmente como especies diferentes
bajo un solo taxén, Bactris gasipaes. Este mismo
autor también propone reunir varias poblaciones
tanto silvestres como cultivadas, designadas ori-
ginalmente como especies diferentes bajo un solo
taxon, Bactris gasipaes. El mismo autor también
propone subdivididir esta especie en dos varieda-
des, Bactris gasipaes var. chichagui (silvestre) y
Bactris gasipaes var. gasipaes (cultivada), lo cual
es atin motivo de controversia. (Ugalde et al. 2007).
Las poblaciones, tanto silvestres como cultivadas,
presentan gran diversidad genética entre y dentro
de ellas; y en algunas de ellas el alto grado de
variabilidad acusa su condicién hibrida (Clement
1986, Mattos 1992, Mora-Urpi et al. 1993).

Esta investigacion es preliminar al usar regiones
de ADN en las especies silvestres relacionadas con
Bactris gasipaes var gasitpaes. Para un posterior
andalisis se sugiere méas especies del género, que
pertenezcan a varias subtribus y mayor cantidad
de individuos de la variedad cultivada (Bactris
gasipaes var gasipaes) y (Bactris gasipaes var chi-
chagui) de la variedad silvestre.

En conclusién, se confirma que los individuos de
Bactris gasipaes tienen distintos origenes, proba-
blemente provenientes de eventos de domesticacion
independientes. Ademas, los andlisis tanto de la
region ITS como PRK, confirman la polifilia de
Bactris gasipaes var gasipaes.
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