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RESUMEN

El nogal es una especie forestal perteneciente al género Juglans y la familia Juglandaceae,
caracterizado por ser un arbol monoico y caducifolio de vida larga. Esta especie posee
gran valor ecolégico, ambiental y econdémico, desempefiando un papel fundamental en el
ecosistema. Actualmente, se encuentra en peligro segun la JUCN principalmente por las
actividades antrdpicas (maderables extractivas, ganaderas y agricolas) que vienen
afectando drasticamente su distribucion. En este estudio, se amplificé el marcador
espaciador intergénico trns-trnfm de 74 muestras de nogal provenientes de ocho
localidades de la region Amazonas con la finalidad de determinar la red de haplotipos,
diversidad genética y divergencia genética para proponer estrategias de conservacion de
este recurso forestal. Se identificd i) un linaje con nivel de seccion entre las ocho
poblaciones de la regiobn Amazonas, ii) tres grupos genéticos dentro de la red de
haplotipos con la presencia de un haplotipo ancestral (H1), iii) una elevada divergencia
entre las poblaciones de Molinopampa y Luya (1,62-2,64%), iv) poblaciones con indices
de diversidad genética bajos (Levanto=0.31818, Molinopampa=0.41111) con amenazas
constantes por actividades antropicas, y V) elevada estructuracion genética de Juglans
dentro de las poblaciones. En base a estos resultados, se determind el nivel de riesgo alto
para conservacion prioritaria tanto in situ y ex situ en las poblaciones de nogal de Levanto

y Molinopampa de la region Amazonas.

Palabras clave: Analisis filogenético, distribucién geografica, diversidad genética,

estrategias de conservacion, indices genéticos, peligro de extincion.
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ABSTRACT

Walnut is a forest species belonging to the genus Juglans and the Juglandaceae family. It
is characterized by being a long-lived, monoecious and deciduous tree. This species has
great ecological, environmental and economic value, playing a fundamental role in the
ecosystem. Currently, it is in danger according to the [IUCN, mainly due to anthropogenic
activities (extractive logging, livestock and agriculture) that have been drastically
affecting its distribution. In this study, the intergenic spacer marker trns-trnfm was
amplified from 74 walnut samples from eight locations in the Amazon region with the
purpose of determining the network of haplotypes, genetic diversity and genetic
divergence to propose conservation strategies for this forest resource. It was identified 1)
a lineage with section level among the eight populations of the Amazon region, ii) three
genetic groups within the haplotype network with the presence of an ancestral haplotype
(H1), iii) a high divergence between populations of Molinopampa and Luya (1.62-
2.64%), iv) populations with low genetic diversity indices (Levanto=0.31818,
Molinopampa=0.41111) with constant threats from anthropogenic activities, and v) high
genetic structuring within the populations of Juglans. Based on these results, the high-
risk level was determined for priority conservation both in situ and ex situ in the Levanto

and Molinopampa walnut populations of the Amazon region.

Keywords: Conservation strategies, endangerment, genetic diversity, genetic indexes,

geographic distribution, phylogenetic analysis.
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1. INTRODUCCION

El nogal es una especie forestal perteneciente al genero Juglans y la familia Juglandaceae
(Vischi et al., 2017), caracterizado por ser un arbol monoico y caducifolio de vida larga
(Gaisberger et al., 2020). EI género Juglans consta de 21 especies y se encuentran
divididos en cuatro secciones (Cardiocaryon, Juglans, Rhysocaryon, Trachycaryon)
basado en caracteristicas morfologicas de sus flores y hojas (Dode 1906). La seccion
Cardiocaryon incluye tres especies (J. ailanthifolia, J. cathayensis, J hopoiensis), Juglans
incluye tres especies (J. regia, J. californica, J. sigillata), Rhysocaryon incluye catorce
especies (J. australis, J. guatemalensis, J, jamaicensis, J. hindsii, J. major, J. microcarpa,
J. molis, J. neotropica, J. nigra, J. olachana, J. soratensis, J. steyermaki, J.
venezuelensis), Trachycaryon incluye solo una especie (J. cinerea) (Dode 1906; Aradhya
et al., 2007; Dong et al., 2017; Zhou et al., 2021). Dos especies (J. australis y J.
neotropica) bajo la seccién Rhysocaryon y tradicionalmente conocidas como nogal negro
fueron reportadas en el Pert (Manning, 1960), las cuales se encuentran distribuidas en los
departamentos de Amazonas, Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Junin, La Libertad,

Lambayeque y Pasco (Hurtado et al., 2015).

El nogal es una especie arborea que posee una fructificacion temprana, alta tasa de
productividad y una fuerte tolerancia a plagas y enfermedades (Hu et al., 2017a). Los
arboles de nogal son originarios de las Indias Occidentales (Manning, 1960); sin embargo,
se distribuyen a nivel mundial en las zonas de vida del bosque himedo pre-montano y
montano bajo (Ross-Davis et al., 2008; Veintimilla et al., 2020). Su distribucion
altitudinal oscila entre 500 y 3300 msnm areas con climas frios que presentan
precipitaciones de 900 a 1800 mm/afio (Reynel & Marcelo, 2009). El nogal es un arbol
de gran vigor, por ello su crecimiento es relativamente lento, su crecimiento puede llegar
a mas de 10 metros de altura (Cosmulescu et al., 2019), sus flores son unisexuales y su
floracién es verdosa y abundante (Silva, 2017). Adicionalmente, es considerado un arbol
semiheliofita por sus primeras etapas de crecimiento de su necesidad media de sombra,
la cual se va reduciendo en su etapa de adultez siendo heliofila (exigente a la luz) (Clark
et al., 2008). Los procesos fisioldgicos junto con la interaccion de los arboles con los

factores ambientales influyen en la acumulacién de madera (Cosmulescu et al., 2019).

El nogal es altamente demandado por poseer una de las maderas de mejor calidad y frutos
con alto valor nutritivo (Lannamico, 2009). Asimismo, el nogal es considerado uno de

los arboles con los valores ecoldgicos, ambientales y econdmicos mas prometedores
17



(Vischi et al., 2017a), al jugar un papel muy importante en el ecosistema en la
recuperacion de suelos degradados y mejoramiento de la calidad de aire y agua (Vanegas
& Rojas, 2018). El nogal es actualmente catalogado en peligro (IUCN, 2023), por su
reduccion de su distribucion a consecuencia de actividades antropogénicas. Por su parte
Agricultura (2006), menciona que esta especie forestal se encuentra casi amenazado. Las
actividades del tipo maderables extractivas, ganaderas y agricolas son las que estan
desencadenando deforestacion, pérdida de diversidad y limitacion en su conservacion
(Gaisberger et al., 2020). En el Perd, el nogal estd considerado en la lista oficial de
especies forestales con fines maderables (SERFOR, 2018) con cifras de extraccién de
madera de 2457.21 m®afio de madera aserrada y 5416.64 m®afio de madera rolliza
(MINAM, 2016). Estas actividades generan pérdida de variabilidad genética limitando su
conservacion (Anabat et al., 2020). Esta disminucion de su diversidad biologica impide

que responda a la seleccién natural y limita su potencial evolutivo (Janat Gul et al., 2021).

Estudios de mejoramiento genético con fines de potencializar el uso comercial y restaurar
ecosistemas degradados (Veintimilla et al. 2020), asi como estudios de diversidad
genética con fines de conservacion y monitoreo espacial (Ross-Davis et al., 2008; Vischi
etal., 2017; Gaisberger et al., 2020) han sido desarrollados en el nogal. Estos estudios de
diversidad de poblaciones han sido evaluados con el uso de herramientas moleculares,
empleando marcadores moleculares neutrales a los efectos ambientales (Liu et al., 2019;
Choi & Lee, 2021). Entre los marcadores moleculares mas utilizados se encuentran los
plastidiales codificantes (rbcl, matk), plastidiales intergénicas (trnt-trnf, psba-trnh, trns-
trnf), y los nucleares no codificantes (ITS) (Aradhya et al., 2007). Estos marcadores
fueron utilizados para determinar la filogenia y la diversidad de genética de varias
especies de Juglans (Orel et al., 2003; Stone et al., 2009; Hu et al., 2017a).
Adicionalmente, secuenciamiento masivo para la obtencion de genomas plastidiales,
transcriptomas y genotipado por secuenciamiento (GBS) fueron utilizados con fines de
evaluar la genética de poblaciones, filogendmica y especiacion hibrida de Juglans (Zhao
et al., 2018). Por otra parte, se evalud la diversidad y estructura de diferentes poblaciones
de Juglans a través de microsatélites nucleares con la finalidad de comprender su patron
de distribucion (Magige et al., 2022). Sin embargo, estos estudios han encontrado
limitaciones en la dispersién y la distribucion geogréfica discontinua de la especie lo que
ha dificultado la interpretacion de los patrones genéticos (Gaisberger et al., 2020).

Ademas, aln existe vacios de informacion sobre algunas areas donde han disminuido las
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poblaciones de nogal debido a que las actividades humanas (maderables extractivas,
ganaderas y agricolas) han contribuido significativamente en la disminucion de su
distribucion (Vischi et al., 2017).

Por ello, la comprension de la distribucién y diversidad genética del nogal (Juglans) es
importante para el desarrollo de estrategias de conservacion y sostenibilidad (Zhao et al.,
2018) porque refleja el estado y el potencial de supervivencia de una poblacion para
resistir a diversos factores (Caruso et al., 2015, Stojni¢ et al., 2019). En ese sentido, el
presente estudio tuvo como objetivo general evaluar la diversidad genética del nogal
(Juglans sp.) en la regidbn Amazonas para el desarrollo de estrategias para su
conservacion, y tres objetivos especificos: i) identificar la diversidad de haplotipos
genéticos en las poblaciones del nogal (Juglans) en la region Amazonas, ii) determinar el
flujo genético entre las poblaciones del nogal (Juglans) en la region Amazonas, iii)
proponer estrategias de conservacion para las poblaciones de nogal (Juglans) en la region

Amazonas.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Procedencia de las muestras

Las muestras fueron colectadas de las diferentes localidades de las provincias de
Chachapoyas (Levanto, Leymebamba, Molinopampa, Nogalcucho, San Isidro de Maino,
Yerbabuena), Luya (Luya), y Utcubamba (Tambolic), basados en los datos obtenidos de
un monitoreo preliminar exploratorio realizado entre 2019 y 2020 para identificar zonas
de presencia de nogal en la region. Los puntos de colecta también fueron definidos
mediante la revision de la distribucién de nogal en Amazonas registrados en la base de
datos de herbarios internacionales, tales como, JSTOR Global Plants
(https://plants.jstor.org/), the New York Botanical Garden Steere Herbarium
(http://sweetgum.nybg.org/science/), the Global Biodiversity Information Facility
(https://www.gbif.org/) 'y  Tropicos del  Missouri  Botanical  Garden
(http://www.tropicos.org). No se pudo identificar diferencias fenotipicas en las plantas de
nogal, se realiz6 un tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia para maximizar
la mayor cantidad de muestras con posibles diferencias genéticas (Nyarumbu et al., 2019).
Los criterios de seleccion para el muestreo no probabilistico se basaron en: i)
accesibilidad a las plantas del nogal para colectar el material genético (hojas), en algunos
casos se encontraban dentro de huertos familiares el cual nos permitieron el acceso y en
otros expuestos a las vias, ii) el nimero de plantas presentes en cada localidad, iii) el
tamafio de las plantas (altura), iv) plantas de nogal més jovenes.

Adicionalmente, se colecto las muestras de lugares con presencia de actividades

antrdpicas tales como agricultura, pastoreo, y sobreexplotacion del suelo (Tabla Al).

2.2.  Areade estudio y colecta de las muestras

El estudio contd con el permiso de investigacién cientifica de flora silvestre (D000506-
2020-MINAGRI-SERFOR-DGGSPFFS) otorgado por el Servicio Nacional Forestal y de
Fauna Silvestre (SERFOR). Las muestras se colectaron en las provincias de
Chachapoyas, Luya y Utcubamba de la region Amazonas (Figura 1). Estas provincias se
encuentran dentro del rango de distribucion altitudinal (500 y 3300 msnm) del nogal y
poseen un clima adecuado para su crecimiento (Reynel & Marcelo, 2009). La colecta
consistié en una muestra por arbol distanciados entre si por al menos 15 metros (Deng et
al., 2020). La eleccion de las plantas de nogal para la colecta fue arboles jovenes, con

brotes nuevos de hojas y floracion. Ademaés, se tomd en consideracion que las hojas sean

20



tiernas con ausencia de epifitos y libres de plagas y enfermedades. Estas muestras fueron

etiquetadas y preservadas en sobres de papel Kraft para su transporte al laboratorio de

Biologia Molecular y Gendmica (FISIOBVEG), ademas cada punto de colecta fue

georreferenciado (Figura 1). En total se colectaron 74 muestras distribuidas de la

siguiente manera: 12 provenientes de Levanto, 10 de Leymebamba, 13 de Luya, 10 de

Molinopampa, 8 de Nogalcucho, 9 de San Isidro de Maino, 2 de Tambolic y 9 de

Yerbabuena. En la Tabla 1 se detalla los codigos por cada una de las localidades.
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Figura 1. Mapa de los lugares de colecta de las muestras de nogal en las provincias de la

region.

Tabla 1. Puntos de colecta de las muestras de nogal en las provincias de la region Amazonas.

i COORDENADAS
CODIGO DISTRITO PROVINCIA ALTITUD
(msnm) ESTE NORTE ZONA UTM

Nogl Nogalcucho Chachapoyas 1848 181863 9289332 18
Nog?2 Nogalcucho Chachapoyas 1843 181865 9289291 18
Nog3 Nogalcucho Chachapoyas 1837 181852 9289140 18
Nog4 Nogalcucho Chachapoyas 1837 181886 9289113 18
Nog5 Nogalcucho Chachapoyas 1827 181851 9289139 18
Nog6 Nogalcucho Chachapoyas 1829 182014 9289290 18
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COORDENADAS

CcODIGO DISTRITO PROVINCIA ALTITUD
(msnm) ESTE  NORTE ~ ZONAUTM
Nog7 Nogalcucho Chachapoyas 1822 182058 9289303 18
Nog8 Nogalcucho Chachapoyas 1821 182090 9289380 18
Yerl Yerbabuena Chachapoyas 1846 187971 9272493 18
Yer2 Yerbabuena Chachapoyas 1835 187486 9273612 18
Yer3 Yerbabuena Chachapoyas 1837 188327 9273657 18
Yerd Yerbabuena Chachapoyas 1831 188267 9271701 18
Yer5 Yerbabuena Chachapoyas 1829 187787 9273973 18
Yer6 Yerbabuena Chachapoyas 1830 188019 9273174 18
Yer7 Yerbabuena Chachapoyas 1827 188796 9271123 18
Yer8 Yerbabuena Chachapoyas 1831 188794 9271123 18
Yer9 Yerbabuena Chachapoyas 1830 188774 9272381 18
Levl Levanto Chachapoyas 2319 175712 9302901 18
Lev2 Levanto Chachapoyas 1725 175258 9302132 18
Lev3 Levanto Chachapoyas 1731 174956 9301832 18
Lev4 Levanto Chachapoyas 1735 175655 9300476 18
Levb Levanto Chachapoyas 1735 175699 9300410 18
Levb Levanto Chachapoyas 1750 175775 9300407 18
Lev7 Levanto Chachapoyas 1739 175756 9300245 18
Lev8 Levanto Chachapoyas 1740 175749 9300120 18
Lev9 Levanto Chachapoyas 1738 175748 9300335 18
Lev10 Levanto Chachapoyas 1736 175894 9299905 18
Levll Levanto Chachapoyas 1740 175661 9303565 18
Levl2 Levanto Chachapoyas 1742 175662 9303565 18
May01 Sa”,\}lzl'ﬁ]rg 9 Chachapoyas ~ 1802 182658 9294197 18
May02 Sa”,\}lzl'ﬁ]rg 9 Chachapoyas ~ 1806 183450 9294433 18
May03 Sa”,\}lzl'ﬁ]rg 9 Chachapoyas ~ 1800 183494 9293866 18
May04 Sa”,\}lzl'ﬁ]rg 9 Chachapoyas ~ 1801 183858 9294022 18
May05 Sa”,\}lzl'ﬁ]rg 9 Chachapoyas 1807 184904 9293531 18
May06 Sa”,\}lzl'ﬁ]rg 9 Chachapoyas 1812 184378 9293459 18
May07 Sa”,\}lzl'ﬁ]rg 9 Chachapoyas 1821 184354 9293658 18
May08 Sa”,\}lz'g]rg 98 Chachapoyas 1860 184105 9294258 18
May09 Sa”,\}gi‘:]rg 98 Chachapoyas 1828 182145 9294481 18
Moll Molinopampa  Chachapoyas 1790 202275 9308646 18
Mol?2 Molinopampa  Chachapoyas 2406 203558 9311089 18
Mol3 Molinopampa  Chachapoyas 2372 206566 9311688 18
Mol4 Molinopampa  Chachapoyas 2342 206566 9311688 18
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COORDENADAS

CcODIGO DISTRITO  PROVINCIA ALTITUD
(msnm) ESTE NORTE ZONA UTM
Mol5 Molinopampa  Chachapoyas 2410 203736 9312776 18
Mol6 Molinopampa  Chachapoyas 2047 200765 9310140 18
Mol7 Molinopampa  Chachapoyas 2015 203859 9309997 18
Mol8 Molinopampa  Chachapoyas 1991 204884 9312264 18
Mol9 Molinopampa  Chachapoyas 2004 202303 9313973 18
Mol10 Molinopampa  Chachapoyas 1936 203006 9313074 18
Taml Tambolic Utcubamba 2258 148011 9336263 17
Tam?2 Tambolic Utcubamba 2313 145917 9333615 17
Luyl Luya Luya 2367 176259 9317320 17
Luy2 Luya Luya 2400 175341 9317719 17
Luy3 Luya Luya 2385 176247 9316589 17
Luy4 Luya Luya 2311 174588 9318924 17
Luy5 Luya Luya 2303 173919 9319322 17
Luy6 Luya Luya 2308 175304 9316719 17
Luy7 Luya Luya 2301 173754 9318669 17
Luy8 Luya Luya 2307 173914 9317893 17
Luy9 Luya Luya 2342 173726 9317615 17
Luy10 Luya Luya 2339 174084 9317048 17
Luyll Luya Luya 2165 175392 9314686 17
Luyl2 Luya Luya 2088 176034 9313993 17
Luy13 Luya Luya 1725 176277 9313024 17
Leyl Leymebamba  Chachapoyas 2413 190628 9255868 17
Ley2 Leymebamba  Chachapoyas 2413 190630 9255866 17
Ley3 Leymebamba  Chachapoyas 2420 190662 9255818 17
Leyd Leymebamba  Chachapoyas 2422 190662 9255783 17
Ley5 Leymebamba  Chachapoyas 2413 190659 9255948 17
Ley6 Leymebamba  Chachapoyas 2413 190631 9255996 17
Ley7 Leymebamba  Chachapoyas 2410 190695 9256074 17
Ley8 Leymebamba  Chachapoyas 2406 190740 9256135 17
Ley9 Leymebamba  Chachapoyas 2314 190167 9256494 17
Leyl0 Leymebamba  Chachapoyas 2303 190443 9256621 17

2.3.  Andlisis Molecular

2.3.1. Preparacion de las muestras

Las 74 muestras colectadas de nogal fueron limpiadas minuciosamente mediante el uso
de un estereoscopio (Labtech, Linitron), bisturi, papel toalla, pincel y pinzas en el area de
Biologia Molecular y Gendmica del laboratorio FISIOBVEG de la Universidad Nacional

Toribio Rodriguez de Mendoza. Se procedio a cortar fragmentos pequefios de 3 cm?y se
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depositaron en microtubos de 1.5 mL para ser sumergidas en nitrégeno liquido y

trituradas por un equipo de congelacion y aplastamiento (Disruptor SK-10, Japon).

[ Limpieza y corte de las muestras ]

Muestras en tubos de 1.5mL junto a una
balita y su posterior etiquetado

[ Proceso de trituracion de la muestra ]

Figura 2. Proceso de preparacion y limpieza de muestras para los anélisis moleculares

posteriores.

2.3.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico de las muestras limpias de nogal se realizo utilizando el
kit NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel, Diuren, Alemania) siguiendo el protocolo del
fabricante. La calidad del ADN extraido se determiné en gel de agarosa al 1% y mediante

cuantificacion fluorométrica con QuantusTM (Promega, Madison, Estados Unidos).
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Finalmente, el ADN extraido se almacend en un ultracongelador a -80°C para su

conservacion.

[ Incubacion de las muestras ]

Extraccion de ADN con el kit
Ndcleo Spin Plant I

ADN extraido ]

Figura 3. Proceso de extraccion de ADN de hojas de nogal.

2.3.3. Amplificacion y purificacion del ADN

Se amplificé el marcador intergénico trns-trnfm con los primers desarrollados por
Aradhya et al. (2007). La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se desarroll6 en una
reaccion de 10 pL de volumen total conteniendo 5.0 uL. de Master mix, 2.6 pL de agua
destilada, 0.2 uL de cada primer (forward y reverse) y 2 uL. de ADN gendémico (Deng et
al., 2020). Los protocolos de PCR para el marcador se ejecutaron segun la Tabla 2. Los
amplicones obtenidos se visualizaron mediante electroforesis de 2 uL de la solucion de
reaccion cargada en geles de agarosa al 1% en un tampon (Tris-borato 0.045M; EDTA
0.001M) durante 15 minutos a 100V (Porth & El-Kassaby, 2014). Amplicones con bandas
claras fueron purificadas con el kit de limpieza Zymo Reseach DNA Clean &
ConcentratorTM-5 (Zymo, California, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los amplicones purificados fueron secuenciados comercialmente por

Macrogen (Daejeon, Corea).
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Tabla 2. Protocolos de PCR para la amplificacion del marcador intergénico trns-trnfm

trns-trnfm
Fase
T°C Tiempo Ciclos
Pre - desnaturalizacion 94 °C 5 min 1x
Desnaturalizacion 94°C  45seg
Alineamiento 62 °C Imin 40X
Extension 72 °C 2min
Extension Final 72 °C 7min 1X

Primer trns -trafm (foward y
reverse) utilizado para la
preparacion de la solucién del
PCR

[ Condiciones del PCR ]

Carga del PCR en el gel de agarosa y
visualizacion mediante electroforesis
de los ampliconesobtenidos

T

"”f Hr‘j
Ay H"”

S YT

Purificacion y secuenciccion por
Macrogen

Figura 4. Proceso de extraccion y purificacion de ADN.
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2.4.  Andlisis de datos (Analisis bioinformatico)

2.4.1. Andlisis filogenético

Los cromatogramas de los amplicones fueron editados con el software Chromas (Ali et
al., 2015). Las secuencias generadas se alinearon con otras secuencias descargadas de
GenBank utilizando el algoritmo MUSCLE vy se ajustaron manualmente con el software
MEGAT7 (Shiragaki et al., 2020). El andlisis filogenético se realiz6 usando un total de 74
muestras colectadas de las diferentes provincias de la region Amazonas con una longitud
de 502 nucleétidos y 49 secuencias descargadas de GenBank. Para la seleccion del
modelo evolutivo se utilizo el sofware PartitionFinder v. 2.1.1 (Coates et al., 2018). La
reconstruccion de los arboles se realizo utilizando el método Maximum Likelihood (ML)
mediante el programa RaxML GUI v. 2.0.0 beta 10 con un analisis de Bootstrap de 1000
réplicas (Rosenfeld et al., 2019; Tineo et al., 2020).

2.4.2. Evaluacion de la diversidad genética

La diversidad genética del nogal se obtuvo calculando las frecuencias de distribucién
utilizando DnaSP v6 (Librado y Rozas, 2009) para calcular el nimero de haplotipos (h),
la diversidad de haplotipos (Hd), y la diversidad de nucledtidos (w). Adicionalmente, se
construyd un mapa de calor (heatmap) basado en las distancias genéticas por pares
(pairwise distance), la escala de colores representa la relacion de divergencias genéticas
de los individuos del nogal en las coordenadas respectivas x e y (Magige et al., 2022).
Los valores de las distancias genéticas se obtuvieron mediante el programa MEGAX y
luego fueron exportadas al software R (R Development Core Team 3.4.2) haciendo uso

de la extension pheatmap.

2.4.2.1.Construccion de la red de haplotipos

Los andlisis de conectividad entre los haplotipos se realizaron mediante un diagrama con
el método de la red de unién mediana (MJ) utilizando el software PopArt v1.7 (Xu et al.,
2021). Para una mejor evaluacion, se construyo tres redes de haplotipos. La primera se
encuentra representada por las poblaciones de la region Amazonas. La segunda red
incluye las poblaciones de la region Amazonas mas dos individuos adicionales
procedentes de Sudameérica, especificamente de Argentina (AY293379) y de Ecuador
(AY293368). La tercera red contiene todos los individuos de la region Amazonas mas 49
individuos adicionales provenientes de Argentina, China, Corea, Espafia, Estados Unidos
Guatemala, Japon, México, Taiwan (Tabla 3).
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Tabla 3. Cddigos de acceso del GenBank y procedencia de los individuos adicionales

incluidos en los analisis.

Codigo del Nombre de la especie Lugar Referencia
GenBank
AY293365 Juglans ailanthifolia Japon
AY?293379 Juglans australis Argentina
AY293377 Juglans californica Estados
Unidos
AY293367 Juglans cathayensis Taiwan
AY?293374 Juglans guatemalensis Guatemala
AY293373  Juglans hindsii Estados Aradhya et al., 2007
Unidos
AY293371 Juglans hopeiensis China
AY293364 Juglans mandshurica Corea
AY?293372  Juglans microcarpa Estados
Unidos
AY?293368 Juglans neotropica Ecuador
AY?293380 Juglans olanchana México
AY293370 Juglans sigillata China
MH188298 Juglans cinerea Estados
MH188294 Juglans nigra Unidos Zhou ctal., 2021
MF167457 Juglans cathayensis China
NCO035960 Juglans cinerea
MF167460 Juglans major Estados
NC035966 Juglans major Unidos
MF167461 Juglans mandshurica
MF167461 Juglans mandshurica
NC031373  Juglans microcarpa Dong et al., 2017
NC035965 Juglans hindsii
NC035967 Juglans nigra China
MF167464 Juglans regia
MF167463 Juglans regia
NC028617 Juglans regia
MF167465 Juglans sigillata
MN397935  Juglans regia Espaiia Peng et al., 2017
041\71‘(1:15 Juglans cathayensis China Ma et al., 2020
MN397934  Juglans regia
MN397933  Juglans regia Estados
MN397932  Juglans regia Unidos
MN397929  Juglans regia
MN397927 Juglans regia Teske et al., 2019
MN397926 Juglans regia
MN397924  Juglans regia
MN397925  Juglans regia
MN397931 Juglans regia China



MN397928

Juglans regia

MN397930

Juglans regia

NC046433

Juglans alianthifolia

OR134831

Juglans cinérea

NC033894

Juglans hopeiensis

NC033893

Juglans hopeiensis

NC033892

Juglans mandshurica

OP837962

Juglans mandshurica

OP837963

Juglans microcarpa

OP837963

Juglans microcarpa

China

Hu et al., 2017

OP837963  Juglans microcarpa
OP837964 Juglans regia

2.4.3. Andlisis de varianza molecular

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) se realiz6 utilizando el software Arlequin
3.11 (Excoffier et al., 2005) para obtener la distribucion de la varianza y el nivel de
significancia de todas las poblaciones del nogal, poblaciones individuales y determinar la

fuente de la variacion genética.

2.5. Parametros para la propuesta de estrategias de conservacion

La propuesta de conservacion se plante6 en base a indicadores clave de diversidad
genética (Coates et al., 2018) siguiendo la metodologia planteada por Vinceti et al.,
(2013). Aqui se menciona que los indicadores claves de diversidad genética estan
referidos a la riqueza alélica y diversidad. Los niveles de riesgo se definieron en base a
los indicadores claves de diversidad genética. Los valores que oscilan entre 0,1-0,45
suelen ser bajos y como consecuencia son mas vulnerables a las fluctuaciones en el clima
y la alteracion del habitat, representando riesgos altos de amenaza (Aguirre et al., 2022).
Los valores de 0,45-0,6 (valores medios), indican que las poblaciones tienden a ser mas
adaptables ante alguna fluctuacion, representando niveles de riesgos medios (Rodrigues
etal., 2013; Fu et al., 2021). Posteriormente, se seleccionaron poblaciones que tengan la
mayor riqueza alélica (diversidad de haplotipos), y poblaciones que merecen prioridades
de conservacion por su menor riqueza alélica (Magige et al., 2022). Esto permitio
proponer estrategias de conservacion mas adecuadas y necesarias para cada una de las
poblaciones del nogal en la region Amazonas. Con uso del software Argis 10.5 (Bobo-
Pinilla et al., 2021) se construyé un mapa de distribucion geografica con todas las

poblaciones para mejor visualizacidn de las poblaciones de riesgo usando una escala de
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color para cada poblacion (de mayor a menor riesgo), y permitié la construccién de un
mapa con las &reas de conservacion para la propuesta de estrategias.
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3. RESULTADOS
3.1.  Analisis Filogenético

El anélisis filogenético de la familia Juglandaceae, que incluy6 al género Cyclocarya
(Cyclocarya paliurus) como grupo externo, mostrd el agrupamiento de 3 secciones
taxonémicas (Cardicaryon, Juglans, Rhysocaryon). La seccién Rhysocaryon incluyé a
siete especies (J. cinerea, J. guatemaiensis, J. hindsii, J. major, J. microcarpa, J. nigra,
J. olanchana); mientras que las secciones Cardiocaryon y Juglans estuvieron
conformadas por tres especies cada una (Cardiocaryon: J. ailanthifolia, J. cathayensis,
J. mandshurica y Juglans: J. californica, J. regia, J. sigillata). Adicionalmente, se
identificdé un linaje mayor que tendria nivel de seccion donde se agruparon los
especimenes de la region Amazonas y colectados en este estudio (Figura 5). Para este
andlisis se optd no incluir a la especie Juglans neotropica porque se agrupa fuera del

género taxonémico.

3.2.  Divergencia genética

Las 74 secuencias generadas con el marcador intergénico trns-trnfm tuvieron una
longitud de 502 pares de bases (pb). Las divergencias genéticas basadas en las distancias
por pares de los individuos de nogal colectadas en la regiébn Amazonas y 16 poblaciones
adicionales de Argentina (AY293379), China (AY293370, MF167461, KX671977,
NC047415), Ecuador (AY293368), Espafia (MN397935), Guatemala (AY293374), Japon
(AY293365), México (AY293380), USA (AY293377, AY293373, MF167460,
MH188298, MH188294, AY293372) oscilaron entre 0 - 5% (Figura 6).

Se observé que la mayor distancia genética fue la obtenida entre la poblacion de Luyay
la poblacion de Ecuador (AY293368) (4.75%). Por otro lado, la divergencia genética de
las poblaciones de Molinopampa, Tambolic y Yerbabuena frente a las poblaciones de
Argentina (AY293379), Estados Unidos (MH188298, MF167460) y Guatemala
(AY293374) fue 0.19%. Considerando sélo las muestras de la region Amazonas, las
poblaciones mas divergentes fueron Luya y Molinopampa (1.62- 2.64%), mientras que
las poblaciones méas similares fueron Levanto, Molinopampa, San Isidro de Maino y
Yerbabuena (0.19%) (Figura 6).
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Figura 5. Arbol filogenético basado en el analisis de maxima verosimilitud del marcador trns-
trnfm para las secciones del género Juglans. Valores de soporte (bootstrap) de méxima
verosimilitud se indican en las ramas. La escala indica el nimero de sustituciones de nucle6tidos
por sitio. Especimenes generados en este estudio se encuentran resaltados en azul. La barras

inclinidas indican un recorte de las ramas.
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Figura 6. Mapa de calor (heatmap) basado en las distancias por pares (pairwise distance) de
las poblaciones de nogal de la region Amazonas y 16 poblaciones adicionales.
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3.3. Diversidad genética

La composicion de nucledtidos de las muestras de la region Amazonas fue de A=30.88
%, G=17.33%, C=14.54%, T=37.25%. La data total de ADN muestra una diversidad de
haplotipos media (Hd) de 0.57127 y una diversidad de nucleotidos (Pi) relativamente baja
0.00350 (Tabla 4). Luya destaco entre todas las poblaciones, ya que fue: i) la poblacién
con mayor nimero de haplotipos (h=7), ii) la poblacién con mayor numero de sitios
polimorficos (s=11), iii) la poblacién con mas alta diversidad de nucleotidos (Pi=0.00955)
y iv) la poblacion con mayor nimero promedio de diferencias de nucle6tidos por pares
(k=3.97436). Por otro lado, la poblacion con mayor diversidad de haplotipos fue
Tambolic (H=1.00000).

El test de Tajima’s D para las poblaciones de Levanto, Molinopampa y Leymebamba
arrojaron valores negativos (p<0.05), lo que indica que dichas poblaciones han tenido una
expansion reciente después de un barrido selectivo. Para el caso de los valores positivos,
éstos indican una seleccion equilibrada (Luya, Nogalcucho, San Isidro de Maino,

Tambolic y Yerbabuena).

Tabla 4. Tabla de diversidad genética del nogal en la region Amazonas. n: nimero de muestras;
h: ndmero de haplotipos; s: nimero de sitios polimérficos; Hd: diversidad de haplotipos; Pi:
diversidad de nucle6tidos; K: namero promedio de diferencias de nucle6tidos por pares.

Poblaciones n h s Hd Pi k Tajima’s D
Levanto 12 3 5 0.31818 0.00200 0.83333 -1.89423
Leymebamba 10 3 2 0.60000 0.00160 0.66667 -0.65748
Luya 13 7 11 0.73077 0.00955 3.97436 0.09127
Molinopampa 10 3 5 0.41111 0.00278 1.15556 -1.38818
Nogalcucho 8 3 2 0.67857 0.00189 0.78571 0.06935
San Isidro de

Maino 3 2 0.66667 0.00227 0.94444 0.97505
Tambolic 2 2 1 1.00000 0.00240 1.00000 0.00000
Yerbabuena 10 2 1 0.53333 0.00128 0.53333 0.98627
Total 74 12 12 0.57127 0.00350 1.45428 -0.22724
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3.4. Analisis de la red de haplotipos

La red de haplotipos basado en Median Joining Network (Red de union mediana) de las
ocho poblaciones bajo estudio de la region Amazonas permitio identificar tres grupos. El
grupo | fue el més diverso y representativo conformado por 7 haplotipos: el primer
haplotipo (H1) incluy6 46 individuos procedentes de las 8 poblaciones colectadas, el
haplotipo 2 (H2) estuvo conformado por 16 individuos procedentes de las poblaciones de
Leymebamba (3), Luya (1), Molinopampa (2), Nogalcucho (3), San Isidro de Maino (2),
Tambolic (1) y Yerbabuena (4), mientras que el haplotipo 3 (H3) cuenta solo con 2
individuos de las poblaciones de Levanto (1) y San Isidro de Maino (1). Adicionalmente,
conformaron este grupo, 4 haplotipos Unicos procedentes de Levanto (1), Leymebamba
(1), Luya (1), y Nogalcucho (1). El grupo Il estuvo conformado por 2 haplotipos Unicos
provenientes de Luya (1) y Molinopampa (1). Finalmente, el grupo Il se conformo por
tres haplotipos Unicos pertenecientes a individuos de Luya.

H3

GRUPO 1

10 samples

1 sample

@ Levanto

@ Leymebamba

@ Luya

@ Molinopampa

@ Nogalcucho

@ San Isidro de Maino
@ Tambolic

H6 @ Yerbabuena

H10

H9 H7
GRUPO 111 GRUPO 11
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Figura 7. Red de haplotipos de las poblaciones de nogal de la region Amazonas. Las poblaciones
se encuentran representadas por colores. Las lineas perpendiculares a las ramas representan los

puntos mutacionales. H: haplotipo.

Ademas, se realizd una segunda red de haplotipos basado en Median Joining Network
(red de union mediana) que incluyé individuos de las poblaciones de la region Amazonas
y dos individuos adicionales descargadas del Genbank provenientes de Argentina
(AY293379) y Ecuador (AY293368) (Aradhya et al., 2007). Estos individuos se ubicaron
dentro del haplotipo 1 (H1), el cual contiene un total de 48 individuos, incluyendo los

colectados de las 8 poblaciones de la region Amazonas (Figura 8).

GRUPO 1

GRUPO 111

1sample

Argentina
@ Ecuador
® Levanto
@ Leymebamba
® Luya
@ Molinopampa
Nogalcucho
H10 o e
@ Tambolic
@ Yerbabuena

@ 5an Isidro de Maino

GRUPO 11

Figura 8. Red de haplotipos de las poblaciones de nogal de la regién Amazonas y dos individuos
adicionales de Sudamérica (Argentina y Ecuador). Las lineas perpendiculares a las ramas

representan los puntos mutacionales. H: haplotipo.

Por ultimo, se elabord una tercera red de haplotipos basado en Median Joining Network
(red de union mediana) con un total de 123 individuos, 74 de las poblaciones de la region
Amazonas y 49 individuos adicionales de Argentina, China, Corea, Espafia, Estados

Unidos, Guatemala, Japon, México, Taiwan (Tabla 5).

Esta red es semejante a los grupos formados en la Figura 8, solo se adicionan dos grupos

(Grupo IV y Grupo V). El grupo IV estuvo conformado por dos haplotipos (H9, H11) con
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individuos provenientes solo de las poblaciones de Asia (China, Corea, Japon, Taiwan)
(Figura 9, Tabla 5). El grupo V incluyd 5 haplotipos (H5, H6, H7, H8. H10), el haplotipo
5 fue el méas predominante y que estuvo conformado por 31 individuos provenientes de
las poblaciones de China (NC035967, NC035965, OR134831, OP837963, MN397931,
MN397930, MN397928, MN397925, MF167465, MF167464, MF167463, OP837963,
NCO031373, OP837964, AY293370), Espafia (MN397935), Guatemala (AY293374),
Meéxico (AY293380), Estados Unidos (MH188298, MH188294, NC035966, AY 293373,
MN397934, MN397933, MN397932, MN397929, MN397927, MN397926, NC028617,
AY293369, MN397924, AY293372).

GRUPO1

H3

=~
@ Argentina
Corea
China
@ Espana
@ Estados Unidos
Guatemala
Japén
@ Levanto
@ Leymebamba
@ Luya
@ México
@ Molinopampa
@ Nogalcucho
@ Sanlsidro de Maino

® Taiwan
H13 ® Tambolic
® Yerbabuena

Hé H11 GRUPOV

H7

GRUPO II GRUPO II1

Figura 9. Red de haplotipos de las poblaciones de nogal de la region Amazonas y otras partes del
mundo (74 de la region Amazonas y 49 individuos adicionales). Las lineas perpendiculares a las

ramas representan los puntos mutacionales. H: haplotipo.

Tabla 5. Grupos genéticos presentes en cada poblacion.

Poblaciones Grupo Haplotipo  Cddigo

H1 Levl, Lev2, Lev3, Lev4, Levs, Lev6, Lev7, Lev8, Levil0, Levll
Levanto | H3 Levl2

H12 Lev9

H1 Leyl, Ley2, Ley4, Ley5, Ley6, Leyl0
Leymebamba | H2 Ley3, Ley8, Ley9

H4 Ley7
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El indice de fijacion global (Fst), basado en el calculo de valores de correlacion entre
distancias genéticas, permite estimar valores de conectividad y sus valores van de 0- 0.05
(conectividad baja), 0.05-0.15 (conectividad moderada) y 0.15-<0.25 (conectividad alta)

(Aguirre et al., 2022). En la region Amazonas se obtuvo un valor de 0.03940, lo que

Poblaciones Grupo Haplotipo  Cddigo
H1 Luy2, Luy4, Luy8, Luy9, Luy10, Luyl1l, Luyl2
| H2 Luy7
H8 Luy6
Luya I H10 Luy3
H9 Luyl13
1l H7 Luy5
H1l Luyl
| H1 Mol2, Mol3, Mol5, Mol6, Mol7, Mol8, Mol10
Molinopampa H2 Mol4, Mol9
Il H6 Mol11
H1 Nog2, Nog3, Nog7, Nog8
Nogalcucho | H2 Nogl, Nog5, Nog6
H5 Nog4
. H1 Mayl, May2, May7, May8, May9
fﬂa:ir:f)'dm de H2 May4, May6
H3 May3, May5
. H1 Tam2
Tambolic | a2 Taml
Yerbabuena | H1 Yerl, Yer2, Yer3, Yerb, Yer6, Yer8
H2 Yer4 Yer7, Yer9, Yerl0
Argentina [ H1 AY?293379
NC035967, NC035965, OR134831, OP837963, MN397931,
Y H19 MN397930, MN397928, MN397925, MF167465, MF167464,
MF167463, OP837963, NC031373, OP837964, AY293370
China H16 NC035960
H14 NC046433, MF167461, NC033894, NC033892, OP837962,
\Y AY?293371
H18 NC047415, MF167457, NC033893
Corea v H14 AY293364
Ecuador [ H1 AY?293368
Espafia \Y H19 MN397935
MH188298, MH188294, NC035966, AY293373, MN397934,
H19 MN397933, MN397932, MN397929, MN397927, MN397926,
NC028617, AY293369, MN397924, AY293372
Estados unidos \YJ H13 MH188296
H16 AY?293376
H15 AY?293372
H17 AY293377
Guatemala \ H19 AY293374
Japén v H14 AY293365
México V H19 AY?293380
Taiwan v H18 AY?293367
3.5.  Estructura genética de poblaciones

representa un nivel bajo de conectividad genética entre las poblaciones.

Las poblaciones con mayor nivel de conectividad genética fueron Leymebamba con
Levanto (Fst = 0.10052), Leymebamba con Molinopampa (Fst = 0.10077), Nogalcucho
con Levanto (Fst = 0.07791) y San Isidro de Maino con Leymebamba (Fst = 0.08939).

Por otro lado, las poblaciones con menor nivel de conectividad genética fueron las de

38



Yerbabuena con las siguientes poblaciones Nogalcucho (Fst = -0.33397), Luya (Fst = -
0.37748), Molinopampa (Fst = -0.34328), Leymebamba (Fst = 0.15559), San Isidro de
Maino (-0.30178) y Tambolic (Fst = -0.22845) (Tabla 6).

El anlisis molecular de varianza (AMOVA) a nivel poblacional en la region Amazonas

reflejo que la mayor parte de la estructuracion y/o diferenciacion genética se encuentra

dentro de las poblaciones (96.59%, P < 0.05, Fst = 0.03940), mientras que, el menor

porcentaje de variacion geneética ocurrié entre poblaciones (3.41%, P < 0.05, Fst =
0.02843) (Tabla 7).

Tabla 6. indice de fijacion global (Fst) de las poblaciones de nogal de la region Amazonas.

Poblacion Levanto Leymebamba Luya Molinopampa  Nogalcucho  San Isidro Tambolic Yerbabuena
de Maino

Levanto 0.00000

Leymebamba 0.10052 0.00000

Luya 0.00938 0.06955 0.00000

Molinopampa  0.02527 0.10077 -0.09968 0.00000

Nogalcucho 0.07791 0.07322 -0.00938 -0.02527 0.00000

San Isidro de -0.01934 0.08939 -0.08450 0,08125 -0,05803 0.00000

Maino

Tambolic -0.03357 0.04409 -0.02639 -0.03879 0.03442 -0.04238 0.00000

Yerbabuena -0.09091 -0.15559 -0.37748 -0.34328 -0,33397 -0.30178 -0.15559 0.00000

Tabla 7. Anélisis Molecular de Varianza (AMOVA) global aplicado a las poblaciones de nogal

en la region Amazonas.

Fuente de df Suma de Componentes Porcentaje  Indice de
variacion " cuadrados devarianza  devariacion fijacion
Entre 3 3.739 0.02669 3.41 0.02843
poblaciones

Dentro de

las 69 52.644 0.76269 96.59 0.03940
poblaciones

Total 72 56.384 0.78993
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3.6. Propuesta de estrategias de conservacion

De las ocho poblaciones en estudio, dos resultaron con nivel de riesgo alto (Levanto y
Molinopampa) por su bajo nivel de diversidad genetica (0.31818 y 0.4111,
respectivamente). Ademas, son localidades que presentaron amenazas constantes de
actividades antropicas. A diferencia de las poblaciones de Leymebamba, Yerbabuena las
cuales presentaron niveles medios de amenazas por su diversidad de haplotipos (0.53333,
0.60000) (Tabla 8). Por otra parte, las poblaciones de Luya, Nogalcucho, San Isidro de
Maino y Tambolic presentaron un nivel de riesgo bajo al no encontrar muchas actividades
antropogeénicas y presentar alto nivel de diversidad de haplotipos.

Con la finalidad de conservar el acervo genético presente de Juglans sp. en la region
Amazonas se propone estrategias (ex situ). Para la conservacion ex situ se propone dos
maneras, siendo la primera los centros de flora (viveros) los cuales van a realizar el
manejo adecuado de los nogales teniendo en cuenta sus condiciones para plantar y
germinar, con el objetivo de una rapida reproduccion y conservacion. La segunda es la
introduccién de Juglans sp. en un area de conservacién (ANP, ACR, ACP), la Figura 12
incluye las areas que se encuentran cercanas a las localidades de estudio y las cuales
tienen condiciones ideales para el crecimiento optimo de Juglans sp. la inclusion va

permitir la conservacién de manera directa.

Como estrategia in situ se propone implementar manejo silvicultural y conservacion de
arboles semilleros, permitiendo las buenas practicas (pastoriles, agricolas y ambientales),
ademas, identificar y conservar arboles semilleros permite su conservacion posterior en
viveros contribuyendo a la propuesta planteada en la estrategias ex situ o la
implementacién en su habitad natural (reforestacion) con la finalidad de recuperar de
suelos degradados, aumento de poblaciones y conservacion directa, esta propuesta debe
estar respaldada previamente por un estudio reproductivo del nogal para identificar su
fenologia y productividad para la identificacion de arboles semilleros, ademas se debe
evaluar presencia de plagas y enfermedades.

Como complemento final de las estrategias, un punto muy importante y esencial para la
conservacion de Juglans sp. es la sensibilizacion activa de su importancia en las
localidades es por ello que se propuso el establecimiento de programas, con la finalidad
de implementar la prohibicidn estricta de su explotacién, y garantizar su potencial

evolutivo del nogal en la region Amazonas.
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Tabla 8. Nivel de riesgo para poblaciones de Juglans sp. ubicadas en la regibn Amazonas
(Levanto, Leymebamba, Luya, Molinopampa, Nogalcucho, San Isidro de Maino, Tambolic,
Yerbabuena)

Diversidad de

Poblacion - Nivel de riesgo Amenazas
haplotipos
Ganaderia, agricultura excesiva,
Levanto 0.31818 Alto pastoreo, sobreexplotacion,
- perdida de material genético por
Mollnopampa 0.41111 la fragmentacién
Yerbabuena 0.53333
Medio Urbanizacién, pastoreo
Leymebamba 0.60000
San_ Isidro de 0.66667
Maino
Nogalcucho 0.67857 Bajo Agricultura, deforestacion
Luya 0.73077
Tambolic 1.00000
Diagrama de riesgo
1,2
=) 1
L 1
[72]
g 0,73
E 0.8 0,678 : 0,666
Q‘ 1
& 06 0,533
3 0,411
T 04 0,318
S
&
S 02
)
0
O O “\J‘A 00 \“ Q‘b« 0 02
L @o%a\wc v e e wo\'\ﬁ\"@“\ qeﬁ\"ab\)e ‘Jeﬂ‘“e‘o%ﬁ“

Poblaciones de la region Amazonas
Figura 10. indices de diversidad de haplotipos de las poblaciones del nogal en la region

Amazonas, y nivel de riesgo de poblaciones: riesgo alto (color rojo), riesgo medio (color
anaranjado) y riesgo bajo (color verde).
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4. DISCUSION
4.1. Analisis filogenético

Los reportes, en base a observaciones morfo-anatomicos, ubican a los miembros de la
familia Juglandaceae principalmente en las regiones de Amazonas, Cajamarca, Cusco,
Huancavelica, Junin, La Libertad, Lambayeque y Pasco (Hurtado et al., 2015). El analisis
filogenético del presente estudio resolvié la diversidad de Juglandaceae en linajes que
corresponden a tres secciones taxondmicas (Cardyocarion, Juglans, Rhysocaryon) y un
grupo no definido, presente exclusivamente en la Region Amazonas (Figura 5). El linaje
de la seccion Rhysocaryon, endémica de América del Norte y Central, incluyo a seis taxa
(J. cinerea, J. guatemaiensis, J. hindsii, J. major, J. microcarpa, J. nigra y J. olanchana)
(Fitz-Gibbon et al., 2023); mientras que el linaje en la seccién Cardyocarion se agruparon
tres especies nativas del Este asiatico (J. ailanthifolia, J. cathayensis, J. mandshurica)
(Aradhya et al., 2007). El linaje de la seccion Juglans, conocido como el nogal persa o
inglés cultivado, estuvo compuesto por dos especies (J. regia, J. sigillata), las cuales
tienen una distribucion que va desde el sureste de Europa hasta China y el Himalaya (Ren
et al., 2023). Por otro lado, los especimenes estudiados de la region Amazonas formaron
numerosos y pequefios linajes que podrian ser agrupados en una seccion hermana a la
seccidon Rhysocaryon y distinta a las otras dos secciones previamente mencionadas. Este
hallazgo rechaza la presencia de J. australis y J. neotropica (pertenecientes a la seccion
Rhysocaryon) en la region Amazonas, las cuales fueron reportadas previamente en las
localidades de Luya, Leymebamba y San Isidro de Maino (Manning 1960; Tropicos,
2023). En este sentido, es necesario secuenciar material topotipo de J. australis
(Argentina) y J. neotropica (Ecuador) para conocer su ubicacion filogenética, incluyendo
su asignacion a la seccion Rhysocaryon. Todos los especimenes colectados en la regién
Amazonas son grupos genéticos no reportados previamente con altas probabilidades de
ser candidatos a especies nuevas. Para ello, la amplificacion de marcadores moleculares
de origen plastidial adicionales seran necesarios para su descripcion (Hu et al., 2017;
Gaisberger et al., 2020).

4.2.  Divergencia genética

En la region Amazonas, la divergencia genética en base al p-distance de las poblaciones
de Juglans sp. fue menor al 5% (Figura 6), a diferencia de las poblaciones de Juglans sp.
de provenientes de Europa, Asia y Norteamérica que variaron 2-5,2 % (Ebrahimi et al.,

2017; Magige et al., 2022). Las poblaciones mas divergentes de la region Amazonas
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fueron las de Luya y Molinopampa (1,62- 2,64%). Esto podria deberse a que el flujo de
genes empieza a alterarse mediante la aparicion de barreras genéticas y geograficas
(Vischi et al., 2017). Por ejemplo, Molinopampa, es una localidad que se encuentra a una
distancia geogréafica de 63 km de la localidad de Luya, reporta poblaciones de Juglans sp.
con bajo nivel de diversidad genética y un alto nivel de amenaza causado principalmente
por la ganaderia, agricultura excesiva, pastoreo y sobreexplotacion (Oliva et al., 2016)
(Figura 9). Por otro lado, las poblaciones menos divergentes fueron Levanto,
Molinopampa, San Isidro de Maino y Yerbabuena (0.19%). La similitud genética entre
Levanto y San Isidro de Maino se explica por la cercania geografica de ambas localidades
(8 km) (Alarcon-Méndez et al., 2023). Sin embargo, las localidades de Yerbabuena y
Molinopampa tienen una distancia geografica mas amplia (104 km), por lo que la
similitud genética podria ser explicada por otros factores, tales como: i) acervo genético
comun, ii) conexiones genéticas previas de areas de distribucion que se fueron perdiendo
o iii) un posible transporte antropogénico o de forma natural podrian ser las causales de

esta similitud genética (Gaisberger et al., 2020).

4.3. Diversidad genética

A pesar del reducido espacio geogréafico analizado en el presente estudio, la diversidad
de haplotipos media en la region Amazonas (Hd=0.57127) fue ligeramente inferior a otros
estudios desarrollados en la seccion Juglans. Por ejemplo, Ebrahimi et al. (2017)
obtuvieron un valor de Hd=0.61 para especimenes de Europa, mientras que Dangl et al.
(2005) reportaron un Hd=0.60 para especimenes de Asia, Europa, y Norteamérica. Esto
sugiere una elevada diversidad de especies del género Juglans en la region Amazonas.
Esto puede ser confirmado con la elevada diversidad de nucleétidos (Pi=0.00350) de
Juglans en la region Amazonas, comparado a los encontrados en especimenes
provenientes de Asia (Pi = 0.00219) (Hu et al., 2017). Por ejemplo, en la poblacién de
Luya se obtuvo que la diversidad de nucleétidos (Pi=0.00955) y la diversidad de
haplotipos (h=7) fue la méas elevada de la regiobn Amazonas, lo cual puede ser
desencadenado por una alta tasa de mutacion (Pyhajarvi et al., 2007).

Los valores negativos del Tajima’s D para las poblaciones de Levanto, Leymebamba y
Molinopampa es causada por una reduccion repentina en el tamafio de la poblacién, la
cual podria estar relacionada a un posible cuello de botella o un barrido selectivo
(Ebrahimi et al., 2017). Estas poblaciones se estan enfrentando constantemente a

amenazas como la ganaderia, agricultura excesiva, pastoreo y sobreexplotacion (Casiano,
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2015; Olivaet al., 2016; Cachay, 2021), lo que ocasiona una pérdida constante del habitat
originando fragmentacion y, por ende, pérdida de material genético (Chikhi et al., 2010).
Por otro lado, las localidades de Luya, Nogalcucho, San Isidro de Maino, Yerbabuena y
Tambolic presentaron valores positivos, indicando una seleccion equilibrada (\VVahdati et
al., 2015). Esto debido a que son poblaciones que no presentan muchas amenazas por su
ubicacién estratégica, generando un aumento de la diversidad genética. Estos resultados
coinciden con lo encontrado por Muriira et al., (2018), quienes mencionan que podria
haber mayor conexion de diversidad en lugares donde hay una menor incidencia de
actividades humanas; por lo tanto, estas areas con menos perturbaciones del ecosistema
conducen a una mejor adaptabilidad con una seleccion equilibrada y mayor flujo genético
(Magige et al., 2022).

4.4.  Analisis de la red de haplotipos

La red de haplotipos de los individuos de las poblaciones de la region Amazonas se
dividieron en 3 grupos, predominando los individuos de la localidad de Luya con
presencia de 7 haplotipos distribuidos en los tres grupos (H1, H2, H7, H8, H9, H10, H11)
(Figura 7, Tabla 5). Esta alta frecuencia de haplotipos podria estar causada por una
adaptacion a cambios de habitats, por una probable fragmentacion o un aislamiento a lo
largo del tiempo (Sun et al., 2019; Gaisberger et al., 2020). Sin embargo, se descarta la
hipotesis de una separacion reciente en poblaciones pequefias fragmentadas porque los
resultados de diversidad genética arrojaron una seleccion equilibrada de las poblaciones
de Juglans sp. en la localidad de Luya (0.09127) (Tabla 4).

La inclusion de nuevos individuos provenientes de otras poblaciones fuera de Amazonas
(Figura 9), demostro la diferenciacion de poblaciones presentes en la region Amazonas
respecto a los nuevos grupos formados por especimenes de otros paises (1V, V) (Figura
9). Esta diferenciacion podria estar relacionada a grupos genéticos no reportados
previamente, ademas de la escasa informacion molecular de Juglans sp. en el hemisferio
sur. Por ejemplo, el grupo IV se distribuye exclusivamente en Asia (Hu et al., 2017),
mientras que el grupo V esta mas disperso a lo largo del hemisferio norte. Los individuos
del grupo IV presentan barreras geograficas, material cultivado o plantas autoctonas
locales que restringen su distribucion (Magige et al. 2022); mientras que la gran
distribucion del grupo V es consecuencia de un posible transporte humano o natural

reciente de propagulos a larga distancia (Gaisberger et al., 2020).
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4.5. Estructura genética de poblaciones

El analisis AMOVA reveld una mayor variacion genética de particion dentro de las
poblaciones (FST = 0.03940), un escenario comun, particularmente para especies con un
sistema de apareamiento cruzado como el nogal (Magige et al., 2022). Los resultados de
AMOVA fueron consistentes con la diferenciacion representada entre las poblaciones
(FST = 0.02843), lo que representa un nivel de conectividad baja (Aguirre et al., 2022).
Esto podria deberse a la fragmentacion del habitat como se menciond anteriormente
(Zhou et al., 2021). La fragmentacion de los habitats limita o previene los eventos de
polinizacién a larga distancia, lo que da como resultado la polinizacion solo dentro de

grupos de parientes cercanos (Shigaeva & Darr, 2020).

4.6. Propuesta de estrategias de conservacion

El ultimo objetivo del estudio estuvo relacionado con la conservacion para garantizar la
existencia continua de las poblaciones y asegurar el mantenimiento de su potencial
genético (Forester et al., 2022). El presente estudio ha permitido identificar los niveles
actuales de diversidad genética y el patron de variacion genética de Juglans sp. en la
region Amazonas. En las areas que presentaron niveles altos o0 muy altos de amenaza
(bajo nivel de riqueza alélica) se propuso la estrategia de conservacion combinada (ex
situ, in situ) (Shono et al., 2017). Los centros de flora (viveros) permiten mantener a la
especie forestal en condiciones minimas, pero 6ptimas para garantizar su reproduccion y
conservacion (Méndez-Espinoza & Vallejo Reyna, 2019). Es importante que dentro de
los centros de flora se pueda reconocer las principales plagas y enfermedades de Juglans
sp. para su adecuado manejo (Vanegas & Rojas, 2018). Adicionalmente, la introduccién
de Juglans sp. en un éarea de conservacion resultaria esencial para promover su
reproduccion (Vischi et al., 2017). Por ejemplo, la posible introduccion en ACP
contribuird a promover la conservacién directa de esta especie forestal para proteger su
acervo genético (Figura 12). Para un buen manejo de la propuesta de estrategia in situ en
cuanto a la identificacion se debe tener en cuenta tres etapas: i) que tengan caracteristicas
optimas (fuste recto, estado fitosanitario, una buena produccion de frutos), ii) Vigor
germinativo, viabilidad, iii) evaluacion del crecimiento inicial teniendo en cuenta la altura

y la relacion de tallo-raices (Vanegas & Rojas, 2018).
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En éareas donde las amenazas indican niveles menores, la prohibicion estricta de
explotacion y charlas de sensibilizacion serian las més adecuadas (Chazdon et al., 2017;
Crouzeilles et al., 2017). El enfoque genético de este estudio contribuy0 a identificar dos
poblaciones prioritarias (Levanto y Molinopampa), las cuales mostraron indices bajos de
diversidad de haplotipos (Tabla 8, Figura 10). Esto hace de estas poblaciones propensas
a la desaparicion o en un escenario fatalista llegaria a su pérdida total, especialmente si
se encuentran aisladas (Li et al., 2023). Actualmente, la agricultura excesiva, el pastoreo
y la sobreexplotacion son practicas comunes que afectan a las poblaciones de nogal,
conllevando al aislamiento genético (Gaisberger et al., 2020). Esto es confirmado en el
presente estudio, especialmente en las poblaciones de Levanto y Molinopampa al haberse
reportado constantes amenazas de origen antrépico (Oliva et al., 2016; Cachay, 2021)
(Tabla 8). Por lo tanto, se recomienda que en ambas poblaciones se realice una
conservacion ex situ e in situ como forma de mantener y conservar el acervo genético
(Wang, 2020). Con respecto a las amenazas a corto plazo, nuestro anélisis encontr6 dos
poblaciones (Yerbabuena y Leymebamba) que se mostraron un nivel de amenaza medio.
Esto indica que a pesar de la amenaza aln se mantiene la presencia de un flujo genético
y potencial de adaptacion que podria recuperarse sin mayor intervencién antropica
(Gaisberger et al., 2020). Por otra parte, las poblaciones que presentaron niveles bajos de
amenaza podrian estar relacionados a la adaptacion o a la interaccion entre poblaciones
existentes cercanas con flujo genético equilibrado (Shigaeva & Darr, 2020). Ademas de
ello, algunos de estos individuos de nogal fueron encontrados en huertos familiares, lo

que representa una forma indirecta de conservacién (Gaisberger et al., 2020).
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CONCLUSIONES

El uso del marcador intergénico trns-trnfm en el barcoding de Juglans resolvio un linaje
diferente compuesto por especimenes de la region Amazonas y hermano a la seccién
Rhysocaryon. Estos especimenes son grupos genéticos no reportados previamente con
altas posibilidades de ser descritos como especies nuevas.

Las divergencias genéticas del género Juglans en la region Amazonas fue ligeramente
inferior a los reportados en Europa, Asia y Norteamérica. Dentro de las poblaciones de la
region Amazonas se identificd una elevada divergencia en Molinopampa y Luya debido
probablemente a la presencia de barreras genéticas y geograficas; mientras que las
poblaciones de Levanto y San Isidro de Maino fueron menos divergentes por su
proximidad geografica y mayor interaccidn genética.

Dentro de las poblaciones de Juglans en la regiobn Amazonas, la mayor diversidad
genética se encontrd en Luya. Las poblaciones de Levanto, Leymebamba y Molinopampa
mostraron reduccion en su tamafio de poblacién, la cual podria estar ligada a un barrido
selectivo o un posible cuello de botella; mientras que las poblaciones de Luya,
Nogalcucho, San Isidro de Maino, Yerbabuena y Tambolic mostraron una seleccion
equilibrada. La red de haplotipos confirmd la presencia del haplotipo 1 (H1) como
ancestral en la region Amazonas.

Las poblaciones de Juglans de Levanto y Molinopampa mostraron un nivel de amenaza
alto a causa de la ganaderia, agricultura excesiva, pastoreo y sobreexplotacion. Por tal
motivo, para mantener su potencial evolutivo y conservar el material genético se propuso
una estrategia de conservacion combinada (ex situ, in situ). Las poblaciones
Molinopampa y Yerbabuena mostraron un nivel de amenaza medio causada por la
ganaderia excesiva y la urbanizacion, es por ello que se propuso una estrategia de

conservacion in situ.
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6. RECOMENDACIONES

v Resulta necesario hacer una evaluacion molecular mas amplia del género Juglans tanto
en la regibn Amazonas como a lo largo del Peru, abarcando expediciones en mas
localidades e incluyendo el uso de marcadores moleculares adicionales.

v" La conservacion y administracion de la biodiversidad debe tener un componente
molecular complementario para una correcta asignacion de areas, poblaciones o
ambientes de preservacion. Por ello, se recomienda el uso de marcadores moleculares

para estudios de conservacion en especies forestales.
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8. ANEXOS

Tabla Al: Localidades de estudio y sus principales actividades

Localidades Principales Actividades Referencia
Levanto v" Ganaderia
. v Agricultura
Molinopampa excesiva Cachay, 2021
v Pastoreo
v’ Sobreexplotacion
Leymebamba
v Urbanizacién Casiano. 2015
v Pastoreo
Yerbabuena
Nogalcucho

San Isidro de Maino

Luya

Tambolic

v Agricultura
v' Deforestacion
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