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Resumen

La Seccion Huicungo del género Astrocaryum es un grupo de 15 especies de
palmeras Neotropicales, que habita la region Amazoénica Occidental, de las
cuales se conocen 4 especies endémicas de las 12 reportadas en el Perd. Las
aparentes barreras hidrograficas y geomorfoldgicas presentes en su distribucion
parecen no constituir, segun concluyen estudios filogenéticos realizados,
barreras para su diversificacidon genética. A partir de este hecho, el presente
estudio evalia la importancia del clima y condiciones edafolégicas en la
diversificacion de la seccion Huicungo del género Astrocaryum, a través de
reconstrucciones filogenéticas basadas en 5 marcadores moleculares nucleares
y 6 cloroplastidiales, modelamiento de distribuciones potenciales vy
reconstrucciones de caracteres anatdmicos y morfolégicos ancestrales; con
especial énfasis en dos clados correspondientes con las regiones norte y sur de
su distribucién. Nuestros resultados soportan la idea de que la diversificacion de
la seccion Huicungo del género Astrocaryum se corresponde con la
especializacién ecolbgica en las dos regiones caracteristicas de su distribucion,
una asociada a la cuenca amazonica (NAFB) y la otra asociada a las vertientes
orientales de la cordillera andina (CAF), esto estaria soportado por los siguientes
hallazgos: 1) en los analisis filogenéticos realizados mediante maxima
verosimilitud e inferencia bayesiana se distinguen los dos clados asociados a
CAF y NAFB, 2) las distribuciones conocidas, contrastadas mediante un analisis
de componentes principales (ACP), y analisis de distribuciones potenciales,
estimadas en MAXENT, encuentran escasa interseccién y se muestran como
areas con caracteristicas climaticas independientes definidas por la diferentes
regimenes de precipitacion, principalmente 3) caracteristicas anatémicas foliares
ancestrales contrastantes en ambos clados como el grosor de la pared celular
externa de la hipodermis (mayor en CAF, menor en NAFB) asi como el tamafo
de las mismas en la cara adaxial (pequefias en CAF, del mismo tamano en
NAFB), ademas de la presencia de aerénquima (presente en NAFB sin A.

murumuru, ausente en CAF).



Summary

Huicungo is a section of genus Astrocaryum, a group of 15 Neotropical palm
species inhabiting Western Amazonia. Peruvian Huicungos are represented by
only 4 endemic species out of 12 recorded. According to the last phylogenetic
study on the group, hydrologic and geomorphological distribution boundaries
does not constitute barriers to their genetic diversification. Based on phylogenetic
reconstructions with 5 nuclear and 6 chloroplastid markers, potential distribution
modeling and ancestral anatomical and morphological character reconstructions
we aimed to evaluate the importance of climate and edaphic variables in the
diversification process of Astrocaryum section Huicungo, with special emphasis
in two clades corresponding with northern and southern regions of its distribution
range. Our results suggests diversification of Astrocaryum section Huicungo
through ecological specialization in both distribution areas, one related to
Amazonian basin (NAFB) and the second related to eastern Andean slopes
(CAF), this idea is supported by the following observations: 1) phylogenetic
reconstructions based on maximum likelihood and bayesian analysis approaches
recovers both NAFB and CAF clades, 2) independent known and potential
distributions for both clades through principal component analysis (PCA) and
MAXENT approaches associated with different rain regimes, 3) opposite
ancestral leaf anatomical characteristics in both clades like thickness of outer
hypodermal cell wall (thin in NAFB and thick in CAF), adaxial hypodermal cell
size (same size in NAFB and smaller in NAFB) and finally presence of
aeripherous parenchyma (present in NAFB and absent in CAF without

considering A .murumuru).
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1. Introduccion

1.1. Diversificacidon en especies sudamericanas

Estudios filogeograficos realizados en especies sudamericanas han establecido
que los patrones de disyuncidn se encuentran relacionados con el clima tanto
presente como pasado, tipos de suelos, barreras geograficas como rios vy
montafias. El mas claro ejemplo de este caso lo constituye el proceso de
formacién de la cordillera de los andes: la orogénesis andina, que ha
promovido la diversificacion de diversos linajes bajo la forma de diferenciacion
de nicho a través de gradientes de temperatura y elevacién. La heterogeneidad
edafica ha sido también atribuida como una fuente de especiacidén en plantas
de la cuenca del Amazonas, como muestra de ello se encuentra el estudio
filogenético realizado en la tribu Protieae de la familia Burseraceae, en la que
se evidencid la asociacion entre tipos de suelos (arenoso, arcilloso, terrazas
aluviales) y convergencia evolutiva como mecanismo de adaptacién, esto es
especializacién edéfica (Fine et al. 2005). La segregacién de especies es
también promovida por discontinuidades climaticas, por ejemplo el bosque
tropical estacionalmente seco (STDF, por sus siglas en inglés) restringe la
dispersion de semillas entre maeso y Sudamérica en la especie Ficus insipida
(Honorio Coronado et al. 2014). Por otro lado, en el lagarto Anolis punctatus
muestra una estructura filogeografica en poblaciones presentes de la
amazonia occidental, central y el bosque atlantico (Prates et al. 2016). Las
especies por tanto muestran patrones de distribucion y adaptaciones en
respuesta de las caracteristicas del medio en el que se han desarrollado y
evolucionado. Las palmeras (Arecaceae) se desarrollan en habitats diversos
en el Neotropico, incluyendo bosques inundados y no inundados, bosques
montanos y sabanas, y alcanzan su mayor diversidad en la Amazonia
Occidental (Kahn & de Granville 1992; Dransfield et al. 2008), tal como fue
reportado en un estudio realizado por Kahn & de Granville (1992) para la
diversidad de palmeras en el valle del rio Ucayali en donde alcanza uno de los
niveles mas altos, con 7000 individuos de 29 especies en una superficie de
0.79 hectareas. Las palmeras son componentes importantes en la estructura de
los bosques, proveen habitat y alimento para animales (Kahn & de Granville
1992).



1.2. El género Astrocaryum. Sistematica, ecologia y biogeografia

El género Astrocaryum (Arecaceae: Arecoideae: Cocoseae: Bactridinae) esta
presente en los ecosistemas tropicales de Sudamérica, muy comunes en la
cuenca del rio Amazonas, y en los bosques Atlanticos y Pacificos de Centro
Ameérica. Las 40 especies que lo conforman presentan muchas formas de vida,
desde palmeras altas hasta pequenos individuos acaulescentes (de tallos poco
desarrollados) y todas se caracterizan por la presencia de espinas (Kahn
2008).

Las especies de este género habitan pantanos, riveras, asi como suelos secos,
arcillosos, arenosos, también se encuentran en sabanas y ecosistemas secos.
Muchas especies habitan los valles Orientales de los Andes, ambientes
influenciados por la Amazonia y generalmente no crecen a mas de 1000 metros
(a excepcion de A. faranae que alcanza los 1650m). Kahn (2008) clasifica el
género Astrocaryum en 3 subgéneros, a saber, Astrocaryum, Mumbaca y
Monogynanthus. El primero se caracteriza por 1) sus frutos con epicarpo
amarillo-naranja, 2) el perianto en forma de copa y 3) espinas en el peciolo. El
segundo subgénero se caracteriza por 1) la apertura del epicarpo al madurar el
fruto, 2) sus flores pistiladas protegidas por espinas densas y cubiertas en un
raquis negro. El tercer subgénero, se caracteriza por 1) sus frutos con epicarpo
protegido por un indumento y 2) usualmente con solo una flor pistilada en la
base de la raquilla. La seccion Huicungo pertenece al subgénero
Monogynanthus y esta conformada por 15 especies, 12 de las cuales forman
parte de la flora nacional incluyendo 4 especies endémicas (Millan 2006),
particularmente estas Ultimas presentan una distribucion parapatrica, y
asociadas a barreras hidrogréficas, ecoldgicas y geoldgicas (Kahn et al. 2011),
es decir, las poblaciones de una especie no se intersectan con las poblaciones
de otra, sino que mantienen un patrén discreto. Asi pues, a excepcioén de A.
macrocalyx y A. urostachys que tienen un drea muy limitada (Vargas & Pintaud
2008), en casi todos los casos existen barreras geomorfolédgicas, ecoldgicas e
hidrograficas que aislan las especies de este género. Los rios Ucayali y
Amazonas actlan como barreras geograficas entre A. javarense y A.
macrocalyx, el rio Madre de Dios por otro lado, aisla a Astrocaryum gratum de
A. ulei. Afloramientos rocosos como el arco de lquitos separan a A. macrocalyx



de A. urostachys mientras que la Cordillera Vilcabamba es la barrera natural
entre A. gratum y A. perangustatum. Puntos geograficos con diferencias de
vegetacion y drenaje determinan también las distribuciones entre Astrocaryum
javarense y A. chonta, asimismo entre Astrocaryum carnosumy A. faranae. De
acuerdo con Kahn (2008) esta seccion se clasifica en tres subsecciones
definidas por caracteristicas de la flor pistilada, a saber: Murumuru, cuyo caliz
es glabro, mas pequefio que la corola y ligeramente tridentado; Huicungo, con
cdliz espinoso y Sachacungo, cuyo céliz es glabro o con espinas y mas largo
que la corola. La distribucion de acuerdo con estas categorias se esquematiza

en la Figura 1.

‘ Sachacungo
|| Huicungo
A Murumuru

Figura 1. Distribucion de la seccidn Huicungo en funcion de las tres sub-
secciones reconocidas por Kahn & Millan (2013).

La sinapomorfia de la seccidon Huicungo corresponde a una raquilla (o ramas
de las inflorescencias) glabra, es decir con una pilosidad muy menuda, en la
regiobn proximal, la cual presenta setas o pelos en las otras secciones del



subgénero Monogynanthus (Kahn 2008; Kahn & Millan 2013). La identificacién
de las especies de la seccidn Huicungo requiere de la combinacion de
caracteres morfologicos de la flor pistilada y del fruto (Kahn & Millan 2013). Se
ha propuesto también el empleo de caracteres anatémicos de la lamina, la
vena media, el peciolo y la vaina (Millan & Kahn 2010), por ejemplo los
estomas presentan caracteristicas compatibles con la clasificacidn
infragenérica de Astrocaryum, mientras que la posicibn de las células
terminales subsidiarias caracteriza a las diferentes subsecciones. El
conocimiento de la evolucion de los caracteres anatomicos en estos vegetales
puede ofrecer indicios de las condiciones (climaticas, tipo de habitat) bajos la
cuales se han diferenciado estas especies. Tal es el caso de A. jauari, que
presenta un aerénquima desarrollado para el transporte de gas desde las hojas
hasta la raiz; mecanismo empleado en condiciones de hipoxia en temporadas

inundaciones en los bosques de aguas blancas y negras (Schluter et al. 1993).
1.3. Relevancia econémica de Astrocaryum

La importancia econémica de estos vegetales como fuente de construccion,
fibra, alimento, medicinal y ornamental se evidencia rapidamente al observar
las comunidades rurales (Sosnowska & Balslev 2009). En el Neotrépico las
palmeras estan representadas por 788 especies en 67 géneros
correspondientes a cuatro de las cinco subfamilias reconocidas (Baker et al.
2009). Astrocaryum G. Mey es uno de los seis géneros de la subtribu
Bactridinae en la tribu Cocosae y comprende 40 especies (Kahn 2008)
distribuidas desde América Central hasta Brasil y Bolivia, generalmente por
debajo de los 1000 m de altitud. Este género ha sido materia de estudio en
campos como dinamica de poblaciones y dispersién (Cintra & Horna 1997;
Galetti et al. 2006), biologia reproductiva (Consiglio & Bourne 2001),
conservacion y etnobotanica (Coomes 2004). Muchas de las especies de
Astrocaryum son empleadas por la comunidades nativas como fuente de
aceite, fibra y alimento (Kahn, 2008). Un hecho muy generalizado de las
palmeras corresponde a su completo aprovechamiento por las poblaciones
locales y nativas, es decir, no hay parte de la planta que no tenga un uso
practico. Tal como se detalla a continuacién, algunas de ellas tienen
importancia etnobotanica y otras se comercializan en los poblados locales.



Los frutos de las especies de esta seccion como Astrocaryum acaule, A.
gratum, A. gynacanthum, A. jauri, A. carnosum, A. murumuru, A. ulei y A.
urostachys (Fouqué 1975; Anderson 1978; Balick 1988; Boom 1988; Kahn &
Millan 1992; Millan 1998; Balslev et al. 2008) son consumidos y son también
empleados en la produccion de aceite. Con respecto a ello se conoce de una
aparente homogeneidad en la composicion de diferentes especies de cerca de
20% de grasa presente en el mesocarpo, principalmente compuesta de acidos
palmitico y oleico, mientras que entre 20-35% en el endospermo mayormente
de acido laurico (Coradin & Lleras 1983; Pesce 1985; Pinheiro & Balick 1987;
Lleras & Coradin 1988; Oboh & Oderinde 1988).

Con respecto a los frutos de algunas especies como Astrocaryum aculeatum y
A. wulgare, fueron desarrollados proyectos de acopio (Lima et al. 1986) y
colecciones de germoplasma (Lima & Costa 1991), se sabe que el mesocarpo
es rico en provitamina A (Cruz et al. 1984; Cavalcante 1974), el mismo que
produce una pulpa grasosa empleada en la elaboracion del “bouillon d'awara”,
una bebida muy tradicional en la Guyana Francesa consumida en la Pascua
(Fouqué 1975; Kahn 1997). Por otro lado, los frutos de A. aculeatum son
vendidos en mercados locales y calles de los pueblos de Manaos (Brasil), para
la elaboracién de jugos y helados, consumidos también en los desayunos
(Kahn & Moussa, 1999). Schroth et al. (2004) estudiaron el manejo, uso
extractivo y la domesticacion in-situ de estas especies en una localidad
pequena de Rio Preto da Eva en Amazonia Central. Las hojas, por otro lado,
son apreciadas por su calidad de fibra en Astrocaryum jauri, A. aculeatum, A.
vulgare (Barbosa Rodrigues 1903). Las especies A. standleyanum y A.
chambira son apreciadas a nivel comercial local y nacional en Ecuador,
Colombia y Peru (Kahn 1988; Gomez et al. 1996).

Las hojas tiernas de las palmeras son empleadas en la elaboracion de
“palmito”. En Astrocaryum jauri se conoce de un uso intensivo en la region de
brasilera de Barcelos (Kahn 1997). Se cree ademas que el palmito de muchas
especies podria presentar actividad contra la hepatitis (Balslev et al. 2008). Las
hojas, por otro lado, son aprovechadas en la elaboracién de cestas y como
coberturas de los techos de las viviendas como es en el caso de Astrocaryum

farinosum; mientras que los tallos de Astrocaryum jauri, A. aculeatum y A.



triandrum son empleados como material de construccién (Mejia 1988, Balslev &
Moraes 1989, Galeano-Garcés et al. 1988). Con respecto a las raices de
Astrocaryum, la especie A. vulgare es empleada por la tribu Palikur (Brasil)
contra la furunculosis (Grenand et al. 2004). Por otro, se han reportado también
los efectos anti hepatitis, anti-malaria y anti-fiebre amarilla del extracto de las
raices de A. chambira (Balslev et al. 2008). Por ultimo, la savia de A. ciliatum
esta reportada por La Rotta et al. (1989) como empleada contra la mordeduras
de serpientes. Habiendo expuesto las aplicaciones etnobotanicas y comerciales
de Astrocaryum, se debe mencionar que el estudio de las relaciones evolutivas,
la diversidad genética y el origen de este género podrian brindar pautas para
futuros planes de aprovechamiento y mejoramiento. Por ejemplo, al identificar
los centros de mayor diversidad genética, se puede establecer areas de
conservacion in-situ o extraer material para germoplasma (conservacion ex-

situ).
1.4. Marcadores moleculares

Las secuencias de ADN constituyen en la actualidad una fuente importante de
informacién evolutiva, y representan la digitalizacion de parte del material
hereditario contenido en los genomas de muchas especies vivas e incluso
extintas (Coleman & Vacquier 2002; Mayer & Soltis 1999). A diferencia de los
caracteres morfolégicos, las secuencias de ADN permiten obtener caracteres
bajo la forma de nucleétidos (adenina, citosina, guanina y timina) que no
dependen del criterio y/o experiencia del investigador para ser asignados, dado
que son determinados por metodologias de anadlisis quimicos de manera
automatica. Las secuencias de ADN son por tanto un tipo de marcadores
moleculares (Sang 2002). Los vegetales presentan tres tipos de genomas, a
saber: nuclear, cloroplastidial y mitocondrial, siendo el primero el de mayor
tamano (bordeando el orden de las megabases) y el que por tanto presenta la
mayor cantidad de informacién; mientras que el segundo, conformado por una
hebra circular (bordea el orden de las kilobases) presenta el segundo orden en
cuanto al contenido de informacién evolutiva; en tanto, el tercero no presenta
mayor informacién a nivel se secuencias, si no en cuanto al orden y presencia
de los genes en su hebra circular (Wolfe, Li & Sharp 1987). Por este motivo, se

han desarrollado numerosos marcadores moleculares para fines filogenéticos



en base a los genomas nucleares y cloroplastidiales. El desarrollo de un
estudio filogenético a nivel de especies cercanas, en términos evolutivos,
requiere del empleo de regiones suficientemente informativas a dicha escala
(DeSalle, Giribet & Wheeler 2002; Hillis, Moritz & Mable 1996). Por tal motivo,
se prefiere trabajar con secuencias correspondientes a espacios intergénicos o
a intrones, es decir, regiones no codificantes (Alvarez & Wendel 2003). Dado
que estas, y en concordancia con la teoria de evolucién neutral, evolucionan
por deriva genética independientemente de los procesos de seleccion natural a
los que pudieron estar sujetas otras regiones del genoma.

1.5. Métodos de reconstruccion filogenética

La Filogenia estudia los vinculos evolutivos entre los organismos, vivos y/o
extintos, en sus diferentes escalas; para ello emplea informacién de tipo
morfolégico, anatémico, molecular, entre otros (Felsenstein 1988; Larson
1998). Dicha informacién es sometida a analisis computacionales complejos
para generar hipotesis, mas apropiadamente conocidas como hipotesis
filogenéticas, que se expresan bajo la forma de un esquema en forma de arbol
en la que se representan las relaciones entre ancestros y descendientes
(Felsenstein 2004). Las metodologias desarrolladas para la reconstruccion
filogenética pueden dividirse en métodos de distancias, cladistico y
probabilisticos. Entre los métodos de distancia mas conocidos se encuentran
los de UPGMA (del inglés unweighted pair group method with arithmetic mean)
y neighboor joining (NJ, en espafiol “el vecino mas cercano”), y se basan en la
generacion de hipbtesis que expresan las menores distancias genéticas
posibles entre las especies en estudio (Lemey, Salemi & Vandamme 2009;
Felsenstein 1984). El método cladistico, también conocido como de maxima
parsimonia (MP), descansa sobre la premisa de que la mejor hipotesis (o arbol)
corresponde a aquella que requiere el menor nimero de pasos o cambios para
expresar los vinculos evolutivos entre las especies de interés, se emplea en
estudios morfoldégicos y moleculares (Goodman et al. 1974). Los métodos
probabilisticos se basan en el muestreo aleatorio de un universo de topologias
posibles y otros pardmetros como las longitudes de las ramas del arbol, y
emplean algoritmos complejos tanto para la busqueda topolégica como para los

parametros mas apropiados en términos estadisticos, entre estos se



encuentran el método de maxima verosimilitud (MV) y de inferencia bayesiana
(IB) (Guindon et al. 2010; Holder & Lewis 2003). Con el transcurrir de los afos,
y en paralelo al desarrollo de computadores cada vez mas veloces, se han
generado algoritmos mas eficientes que han facilitado la ejecucion de
proyectos de investigacién en filogenética que emplean gran cantidad de
informacién, como aquella obtenida a través de metodologias moleculares
(Avise 2004). Debido a que los métodos de distancia son, en principio, mucho
mas rapidos que los de cladistica o los probabilisticos, constituyen un buen
punto de inicio, principalmente cuando se trabaja con virus 0 bacterias y en
ausencia de recombinacidén; mientras que la metodologia cladistica permite
obtener resultados 6ptimos al emplear datos morfolégicos, es decir estados de
caracteres codificados a través de numeros, incluso con especies extintas; por
otro lado, las metodologias probabilisticas (MV e IB) son las mas empleadas en
estudios basados en informacion molecular tanto a nivel génico como a nivel

genomico o transcriptémico (Edwards 2009) .
1.6. Analisis de componentes principales

Se conoce como analisis multivariado a la disciplina estadistica que agrupa a
metodologias de analisis de informaciéon que permiten trabajar de manera
simultdnea gran cantidad de variables. Dentro de estas podemos mencionar al
andlisis de componentes principales (ACP), el cual genera nuevas variables, o
componentes, en funcidén de la informacion inicial, constituyendo por tanto un
método de reduccidn de variables (Jackson 1993). La finalidad de este analisis
es evidenciar un patron de segregacién o agrupamiento de los datos, por
ejemplo en categorias correspondientes a diferentes especies, habitats, clados,
entre otros. Esto se da mediante un calculo conocido como “ortogonalizacion”,
a través del cual la informacién se proyecta en un espacio multidimensional y
se minimiza la distancia entre rectas ortogonales (componentes) y cada
variable; esto permite identificar las variables mas informativas en funcion del
porcentaje de contribucién de varianza para cada componente (Peres-Neto,
Jackson & Somers 2003). De manera que cada componente extrae un
porcentaje de la varianza total de los datos, y a su vez, cada variable
contribuye con cada componente. Un andlisis de componentes principales

eficiente resulta en un maximo de tres componentes, que pueden ser



proyectadas en graficas de dos o tres dimensiones para evidenciar el patrén de
agrupamiento de los datos, asimismo permite identificar las variables mas
importantes en la discriminacion de los mismos. Por esta razén, un ACP puede
ser empleado en la identificacion de patrones de distribucion asociado a
variables ambientales en diferentes especies (Novembre & Stephens 2008).

1.7. Modelamiento de nicho o de distribucién potencial

Un modelo de distribucion potencial es la representacién del area geografica
que puede ocupar una especie determinada y se obtiene al procesar
simultaneamente informaciéon ambiental y coordenadas geogréficas (Barve et
al. 2011). Dicho procesamiento depende de algoritmos que pueden dividirse en
estimaciones que consideran coordenadas de ocurrencia/ausencia (como
ENFA, del inglés Environmental Niche Factor Analysis o GLM del inglés
Generalized Linear Model) o solo ocurrencia (como MAXENT del inglés
Maximum Entropy) (Soberén & Nakamura 2009; Hirzel et al. 2002; Guisan,
Edwards & Hastie 2002). En ambos casos la informacion ambiental esta
conformada por capas de informacion geografica, también conocidas como
shapefiles, que en ultima instancia corresponden a imagenes cuyo cuadrante
de resolucion minima (o pixel) contiene tanto informacién de coordenadas
como el dato correspondiente a la variable ambiental que representan, por
ejemplo: precipitacion media anual, temperatura mas baja en el trimestre méas
seco. Algoritmos como los implementados en el programa MAXENT permiten
trabajar con datos de solo presencia, esto facilita el empleo de datos
compilados durante distintos intervalos de tiempo como aquellos que, por lo
general, se encuentran en las colecciones de museos (Phillips, Anderson &
Schapire 2006). MAXENT est4 basado en inferencia bayesiana y esta disefiado
para reducir la distancia entre los valores que pueden tomar cada variable
ambiental en el area de interés y el promedio estimado a partir de la
informacion ofrecida por las coordenadas de muestreo u ocurrencias, esto se
da mediante diferentes transformaciones matematicas conocidas como
features. El resultado es una grafica que representa en escala de colores la
probabilidad de ocurrencia de individuos de una especie de interés en un area
determinada.



2. Antecedentes
2.1. La secciéon Huicungo

El estudio filogenético / filogeografico mas completo en la seccién Huicungo ha
sido desarrollado por Roncal et. al (2015), e incluyd especies de las tres
secciones (a excepcion de A. ciliatum) y un grupo externo en el que se
consider6 al género hermano Hexopetion; este emple6é cinco regiones
clorplastidiales (psbM-trnD rps16 intron, rps16—trnQ, trnD—trnT, trnG intron) y
dos nucleares (WRKY-7 y PRK). La diversificacion de la seccién ha sido
estimada en 6-8 millones de afnos (ma) (Roncal et al. 2013), hecho posterior al
drenaje del sistema Pebas, un ambiente acuatico que domin6 la Amazonia
occidental en un periodo comprendido entre 23 y 8 ma (Wesselingh & Salo
2006). El andlisis de filogenia molecular y de filogeografia en el grupo revel6
una disyuncion a los 5°S entre las distribuciones de dos clados identificados y
ubicados al norte de la cuenca amazédnica (clado NAFB, del inglés Northern
Amazonian Foreland Basin) y en el piedemonte andino (clado CAF, del inglés
Central Andean Foothills), con edades de diversificaciébn de 6.7 y 7.3 ma,
respectivamente (Roncal et al. 2015). La Figura 2 muestra las distribuciones de

estos dos clados.



A Clado NAFB
B Clado CAF

Figura 2. Distribucién de la seccion Huicungo en funcién de los dos clados
identificados por Roncal et al. 2015.

El clado NAFB, asociado a la cuenca del Amazonas, esta conformado por la
especies A. urostachys, A. macrocalyx, A. javarense, A. scopatum, A.

ferrugineumy A. ciliatum, su distribucién se esquematiza en la Figura 3.
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A A. urostachys
A A. macrocalyx
A A. ferrugineum
A A. javarense
A A. scopatum
A A. ciliatum

X Clado CAF

Figura 3. Distribucién de las especies de la seccidon Huicungo pertenecientes al
clado NAFB identificado por Roncal et al. 2015.

El clado CAF esta conformado por las especies A. chonta, A. huicungo, A.
faranae. A. carnosum. A. perangustatum, A. murumuru, A. uleiy A. gratum. La

distribucién de este clado se esquematiza en la Figura 4.
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| A. carnosum

| ] A. chonta

B A. faranae

B A. huicungo

|| A. perangustatum
B A. murumuru

B A. vei

B A. gratum

X Clado NAFB

Figura 4. Distribucidn de las especies de la seccion Huicungo pertenecientes al
clado CAF identificado por Roncal et al. 2015.

El mencionado estudio filogenético realizado por Roncal et al. (2015) contrasta
con la actual clasificacion del grupo en tres sub-secciones (Tabla1), asimismo
ha propuesto dos zonas para explicar el origen de la seccion, uno de ellos
propone el Chocé y el otro, al escudo Guyanés, con posterior dispersion hacia
dos areas con actividades geoldgicas contrastantes: orogénesis en el arco de
Fitzcarrald (FA) y subsidencia para el norte amazdnico (consistente con el
clado NAFB). Se ha hipotetizado que la emergencia del arco de Fitzcarrald,
esta asociada con la subduccién de la cresta de Nazca, proceso estimado en 9-
2 ma (Espurt et al. 2010; Gautheron et al. 2013). El arco de Fitzcarrald modifico
el sistema de drenaje de la cuenca amazobnica, contribuyendo con los procesos
de sedimentacién y ha afectado los patrones edaficos en la Amazonia
occidental (Espurt et al. 2010). Tal como fue evaluado por Roncal et al. (2015),
el arco de Fitzcarrald pudo haber contribuido con la diversificacion de la
seccidén Huicungo; sin embargo, la hipétesis de vicarianza empleada como una
consecuencia geoldgica del origen de dicho arco, la cual postula que “especies
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proximas en sus distribuciones y/o separadas por alguna barrera fisica
asociada con el arco, deberian ser especies hermanas identificadas en un
analisis filogenético”, no pudo ser corroborado hasta el momento, debido a la
escasa informacién filogenética ofrecida por los marcadores moleculares

empleados o a la reciente diversificacion del grupo.

N p

g

Figura 5. Espécimen de Astrocaryum macrocalyx colectado en la ciudad de
Iquitos, Per.
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Tabla 1. Clasificacién de la Seccion Huicungo en comparacion con los

resultados del analisis filogenético realizado por Roncal et al. 2015. (*) Especie

no incluida en este ultimo estudio.

Clado de acuerdo con

Subseccion de acuerdo

Roncal et al. 2015 con Kahn & Millan Especie
2013
Huicungo A. carnosum
Murumuru A. chonta
CAF Huicungo A. faranae
(Central Andean Sachacungo A. gratum
Foothills) Huicungo A. huicungo
Murumuru A. murumuru
Sachacungo A. perangustatum
Murumuru A. ulei
Sachacungo A. urostachys
Sachacungo A. macrocalyx
NAFB Huicungo A. ferrugineum
(Northern Amazonian | Huicungo A. javarense
Foreland Basin ) Huicungo A. scopatum
Huicungo A. ciliatum
Sachacungo A. cuatrecassanum*

Por otro lado, hasta

el momento se han

identificado caracteristicas

morfoloégicas y anatomicas que logran discriminar entre las especies del

geénero,

no obstante estas observaciones diagndsticas aun no se han

compilado en un estudio filogenético integrativo. El estudio mas reciente en

evolucion de la anatomia foliar en palmeras realizado por Horn et al. (2009), no

incluyé al género Astrocaryum; sin embargo en ese mismo afio fue publicada la

tesis doctoral de Millan (2009), que se basa en el andlisis de caracteres

anatémico foliares y morfologicos de 23 especies de dicho género, en ella se

obtuvieron los vinculos de las especies que conforman la seccién Huicungo,

aunque con bajos soportes estadisticos. Caracteres como la pared celular de la

hipodermis, posicidn de los haces vasculares, presencia de fibras, entre otros,

fueron empleados en el mismo (Figura 6A y 6B).
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Figura 6. Esquemas de secciones transversales de foliolo de dos especies de
Astrocaryum, adaptados de Millan & Kahn 2010. Figura A, A. carnosum, figura

B, A. faranae. QObsérvense los tamanos de las células hipodérmicas.
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La anatomia foliar podria dar indicios de las condiciones bajo las cuales
evoluciono el grupo, como el clima o el tipo de habitat, entre otros. Por ejemplo,
en la especie A. jauari un aerénquima bien desarrollado transporta gas desde
las ramas hasta las raices, bajo condiciones de hipoxia en bosques inundados
de aguas blancas y negras; tanto el haz como el envés de la hoja estan
cubiertos de cera y los estomas solo estan ubicados en la cara abaxial, ambas
caracteristicas anatomicas son adaptaciones para los bosques inundados
(Schluter et al. 1993).

Tal como se menciono lineas arriba, la cantidad de informacion generada en la
seccidn Huicungo del género Astrocaryum abarca aspectos de su distribucién,
taxonomia, anatomia foliar y filogenia molecular; sin embargo, hasta el
momento estos datos no se han integrado en un unico estudio que tenga por

finalidad explicar la diversificacion de esta seccion en la amazonia occidental.

2.2. Origen de la biodiversidad Amazoénica
2.2.1 Pan - Amazonia

Los registros fosiles indican que en el periodo conocido como el Paleégeno,
comprendido entre los 65 y 23 millones de anos precedentes a nuestra era, el
territorio sobre el que yace la actual Amazonia, la Pan-Amazonia, poseia una
diversidad similar a la actual conformada principalmente por mamiferos como
roedores, marsupiales y xenartros (Campbell 2004). Asimismo se sabe que la
dispersion de primates platirrinos continué pese a la separacién entre
Sudamérica y Africa a través del Atlantico, al igual que la dispersién de
especies vegetales de familias como Malpighiaceae, Fabaceae, Annonaceae y
Rubiaceae (San Martin & Ronquist 2004). Tales descubrimientos restaron
protagonismo a la “hipétesis de los refugios pleistocenicos” como la mejor
explicacion del origen de la biodiversidad amazénica (Nelson et al. 1990) dado
qgue antes del Pleistoceno ya existia una gran diversidad bioldgica, a esto ha de

sumarse la influencia de los Andes.
2.2.2. Influencia de los Andes

La Cordillera de los Andes constituye la Unica gran cadena montafosa
adyacente a una selva tropical en el mundo (Antonelli & Sanmartin 2011) y es
probablemente uno de los factores que mas ha influenciado en la biodiversidad



Amazédnica durante los ultimos 23 millones de afnos, periodo conocido como el
Nedgeno. Los Andes surgieron progresivamente desde hace 65 hasta 35
millones de afos atrds a una tasa casi constante, pero su orogenia sufrid
aceleraciones en el Mioceno temprano (hace 23 millones de afnos), Mioceno
medio (12 millones de anos), Plioceno temprano (hace 4.5 millones de afos),
culminando hace 3.5 millones de afnos, fecha que coincide con el cierre del
Istmo de Panama. Curiosamente, patrones de diversificacion de flora y fauna
se remontan bien a estas fechas de aceleramiento (Hoorn & Wesselingh 2010).

2.3. La Amazonia occidental

La Amazonia occidental comprende el bosque himedo tropical ubicado al este
de las vertientes andinas por debajo de los 500 msnm y se extiende por los
territorios amazonicos de Peru, Colombia, Ecuador, el noroeste de Bolivia,
hasta los estados brasileros de Acre y Amazonas (Fig1 en Montufar & Pintaud
2006). El interés ecolégico de la Amazonia occidental radica en su
biodiversidad (Steege et al. 2006) e historia geoldgica, la cual es mucho mas
reciente y dindmica que en la Amazonia oriental (Rossetti et al. 2005). La
Amazonia occidental esta compuesta por numerosas unidades sedimentarias
depositadas durante el Cenozoico tardio como consecuencia de la orogénesis
andina, que a su vez provocd sucesivos eventos de subsidencia que generaron
el drenaje de un sistema acuético (sistema Pebas) al final del Mioceno, y que
dio origen al actual sistema fluvial amazénico con flujo hacia el Atlantico (Hoorn
1993; Hoorn et al. 1995; Vonhof et al. 1998; Rossetti et al. 2005). Ademas de
ello, se sabe que la Amazonia occidental ha sufrido dos incursiones marinas
breves, al menos en dos ocasiones, durante el Mioceno (Jaramillo et al. 2017).
La Amazonia oriental, por otro lado, presenta sedimentos Paleozoicos y
Precambricos, y ha permanecido geolégicamente estable desde finales del
Cretaceo (Aleixo & de Fatima Rossetti 2007).



3.

4,

Hipotesis

Reconstrucciones filogenéticas basadas en mayor cantidad de
informacion molecular en la seccién Huicungo del género Astrocaryum
permiten distinguir con soporte estadistico dos clados asociados a
ambientes con caracteristicas climaticas contrastantes.

La divergencia de nicho ecolégico fue un factor crucial en la
diversificacion de la seccion Huicungo del género Astrocaryum.
Caracteres morfologicos y anatdmico-foliares permiten distinguir entre
dos clados de la seccién Huicungo del genero Astrocaryum y responden
a la divergencia de nicho ecolégico.

Objetivo

4.1. Objetivo general

Determinar la relevancia del ambiente como principal factor de la diversificacion

de la seccidn Huicungo del género Astrocaryum.

4.2. Objetivos especificos

Obtener una hipoétesis filogenética con resolucion a nivel interespecifico
en la secciéon Huicungo del género Astrocaryum mediante el empleo de
marcadores nucleares y cloroplastidiales.

Identificar las variables medioambientales diferenciales entre las
distribuciones potenciales de los dos clados identificados en la seccién
Huicungo por estudios previos.

Identificar los caracteres discriminativos entre los dos clados de

Astrocaryum seccion Huicungo.



5. Materiales y Métodos
5.1. Muestras, extraccion de ADN y amplificaciones génicas

Para este estudio se contaron con secuencias nucleotidicas de la base de
datos GenBank y correspondientes a los ultimos estudios de Roncal et al.
(2013, 2015) realizados en el grupo. Ademas, contamos con material bioldgico,
foliolos almacenados en silica gel. Se cont6 por tanto con informacién
molecular (secuencias nucleotidicas) o material biol6gico de las siguientes 13
especies de la seccion Huicungo del género Astrocaryum: Astrocaryum
huicungo, A. faranae, A. carnosum, A. murumuru, A. macrocalyx, A.
urostachys, A. javarense, A. chonta, A. ferrugineum, A. scopatum, A. ulei, A.
gratum y A. perangustatum. No contamos con muestras para las especies A.
cuatrecasanum y A. ciliatum. Como grupo externo, empleamos secuencias
nucleotidicas de las siguientes especies: A. malybo, A. vulgare, A. chambira, A.
gynacanthum y A. sciophilum, asi como dos especies del género hermano,
Hexopetion alatum 'y H. mexicanum. Este grupo externo fue definido por las
siguientes razones: 1) todas las especies cuentan con gran cantidad de
secuencias nucleotidicas depositadas en GenBank, dichas secuencias fueron
empleadas en estudios previos y 2) las especies de Astrocaryum representan a
los 3 subgéneros definidos para el género (Astrocaryum, Munbaca vy
Monogynanthus).

El material biologico correspondiente a foliolos recibié el siguiente tratamiento:
Los foliolos fueron pulverizados con nitrégeno liquido y siguieron el
procedimiento de extraccion de ADN con el kit de extraccion DNeasy plant mini
kit (QIAGEN, Valencia, USA). Se amplificaron por reacciéon en cadena de
polimerasa (PCR) las regiones plastidiales psbM-trnD, en intron rps16, rps16-
trnQ, trnD-trnT, e intrén el trnG, para siete individuos; el marcador nuclear
WRKY-7 para 14 individuos; el marcador nuclear PRK para cinco individuos; y
el marcador nuclear AGAMOUS-1 para 44 individuos. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en microtubos con un volumen de reaccion de 25 uL
conformados por una mezcla de 1uL de buffer de Tag (Thermo Fisher
Scientific), 0.2 mM de cada nucleétido tris-fosfatado (ANTP), 0.5 unidades de
Taq Polimerasa (Thermo Fisher Scientific), 1.25mM de cloruro de magnesio
(MgCI2) y un aproximado de 20 ng de DNA gendémico. El ciclaje empleado



estuvo conformado por denaturacién inicial a 94°C por 1 minuto y 35 ciclos
conformados por denaturacion a 94°C por 1 minuto, annealing a temperaturas
variadas dependiendo del marcador, y extension a 72°C por 1 minuto; estos
ciclos fueron seguidos por una extension final a 72°C por 10 minutos. Los
productos de PCR fueron encargados a la compania MACROGEN Inc. (Korea

del Sur) para su purificacién y secuenciamiento.

5.2. Obtencion de secuencias nucleotidicas y alineamiento de

secuencias

La calidad de los cromatogramas obtenidos fue evaluada con la inspeccion y
verificacion de picos de lectura definidos correspondientes a cada nucleétido.
Los cromatogramas forward y reverse ya editados, fueron cargados en el
programa SeqTrace para la obtencion de secuencias consenso para cada
marcador. En este estudio se obtuvieron secuencias para las 5 regiones
plastidiales y para 3 regiones nucleares WRKY-7, PRK, AG-1. Adicionalmente
se emplearon secuencias nucleares correspondientes a otras regiones y
obtenidas por Roncal et al. (2013), las cuales fueron el intron 23 de la
subunidad Il de la RNA polimerasa (RPB-2), fitocromo B (PhyB) y conserved
intron-scanning primer set #4 (CISP4). Las muestras empleadas, sus numeros
de herbario y sus respectivos numeros de accesion GenBank (Benson et al.
2013) se detallan en el anexo 1. Las secuencias fueron alineadas en Muscle
(Edgar 2004) y recibieron ajustes manuales en MEGA 6 (Tamura et al. 2013).
Dado que el empleo de 11 regiones totales para los analisis filogenéticos,
puede ser computacionalmente demandante, debido a la cantidad de
parametros que cada regibn presenta, hecho conocido como
“sobreparametrizacion”, se procedié primero a concatenar las 5 regiones
cloroplastidiales en una sola regién que fue llamada “plastidial”, ésta luego fue
concatenada con las 6 regiones nucleares restantes, operacién realizada con el
programa SequenceMatrix 1.7.8 (Vaidya et al. 2011). El alineamiento total o
supermatriz consistié de 8130 nucledtidos para 78 individuos (56 individuos de
la seccién Huicungo'y 22 del grupo externo). Esta supermatriz present6é 16% de
ausencia de datos y fue generada en los formatos fasta, phyllip y nexus para
los analisis filogenéticos posteriores (Tabla 2). La supermatriz esta depositada
en la base de datos TreeBase con el cédigo S21294.



Tabla 2. Sitios variables resultantes en un fragmento de la supermatriz. Las
filas, representan parte de las secuencias empleadas por especies, mientras
gue se numeran las posiciones variables en las columnas. Nétense los guiones

que representan los gaps de la supermatriz.

1/5/6/6(8|8|8/8|8|8|8|38
1/2|3|3(3|3|9|/0|0j0|0|O0O|O0Of0|0|O0]|1
4| /5/4(4/0(2|3|5|/9|8(9|6|6|6|6|6|7[9]0
1/3/0|6|5|5|1,5(4|4|2|3|6|7|8|1|1)|7
A. carnosum JCP2000 -!-!-!-1/-!-|-|T|G|C|A|A|A|T|T|G|C|T|A
A. chambira JCP0808 G|T|T|C|T|C|C|T|A|C|A|/A|A|T|T|G|C|T|A
A. chonta JCP2162 G| T|(T|C|T|C|C|T|A|C|A|A|A|T|T|G|C|T|A
A. ciliatum JCP2430 -/-|/T|C|{-|-|-|T|A|C|A|A|A|[T|T|G|C|T|A
A. faranae JCP1856 G| T| T|C|T|IA|C|T|A|C|A|A|A|T|T|G|C|T|A
A. faranae JCP2408 G|T|T|C|-|-|-|T|A|C|A|A|A|T|T|G|C|T|A
A. ferrugineum JCP2175 G|T|T|C|-|-|-|T|IA|CIA|A|A|T|T|G|C|T|T
A. ferrugineum JCP2431 G| T|T|C|T|C|C|T|A|C|A|A|A|T|(T|G|C|T|T
A. gratum JCP2424 -l-1-1{-(/-/-|-|T|A|C|A|A|A|[T|T|G|C|T|A
A. gynacanthum JCP2192 T|T|T|C|T|C|C|T|A|C|A|A|G|T|T|G|C|C|A
A. huicungo JCP2151 -!-1-1{-1/-/-|-|T|G|C|A|A|A|[T|T|G|C|T|A
A. javarense JCP2150 G| T|T|C|T|C|C|T|A|C|A|A|A|T|T|G|C|T|A
A. macrocalyx JCP1107 -(-!-f{-!-{-!-|T|IA|C/|A|A|A|T|T|G|C|T|T
A. malybo JCP2095 G|T|T|C|T|C|C|T|A|C|A|A|A|A|A|A]|-]|-]|-
A. murumuru JCP2158 G| T|T|C|T|IA|C|T|A|T|T|A|A|T|T|G|C|T|A
A. perangustatum JCP1731 -/-|T|C|T|A|C|T|IA|C|A|A|A|T|T|G|C|T|T
A. sciophilum JCP1519 G|T|T|IA|T|C|C|T|A|C|A|A|T|T|T|G|C|T|A
A. scopatum JCP2403 -{-1!-f{-1-/-|-|T|IA|C/IA|A|A|T|T|G|C|T|T
A. ulei JCP1851 -!/-|T|C|T|A|C|T|A|C/|A|A|/A|T|T|G|C|T|A
A. urostachys JCP2156 G| T|T|C|T|C|C|T|A|C|A|A|A|T|(T|G|C|T|T
A. vulgare JCP2132 -/-|/T|C|T|C|C|T|A|C|A|A|T|T|T|G|C|T|A
Hexopetion alatum JCP371 G|g|Cc|C|-|-|-|C|]A|C|A|G|T|T|T|G|C|T|A
Hexopetion mexicanum G|G(C|C|T|C|A|C|A|C|A|G|T|T|C|G|C|T|A
JCP370

5.3. Reconstruccion filogenética por “evidencia total”

Inicialmente se empled el programa PartitionFinder (Lanfear et al. 2012) para
hallar la mejor combinacion de todas las secuencias (partition scheme) que
evita la sobre-parametrizacibn mencionada. PartitionFinder fragmenta un
concatenado de secuencias en dos o mas partes y las trata bajo el mismo
modelo de sustitucion, esto mediante un andlisis estadistico de maxima

verosimilitud. Una vez hallada la mejor particion, esta informacion fue de
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utilidad para estimar el arbol de méaxima verosimilitud en el programa RAxML
v8.2.4 (Stamatakis 2006). Para esto se emplearon 100 corridas de verosimilitud
bajo el modelo de sustitucion GTR + G+ | con el algoritmo “lazy subtree
rearrangement’ sobre 100 arboles iniciales de parsimonia. El soporte de los
nodos fue evaluado con la metodologia SH-aLRT (Shimodaira-Hasegawa-like
implemenetation of the approximate likelihood-ratio test, Guindon et al. 2010),
en lugar de la metodologia clasica del bootstrap por las siguientes razones: es
mucho mas rapido, se basa en el alineamiento total en lugar de algunos sitios,
y no es tan sensible ante circunstancias de baja sefal filogenética (Pyron et al.
2011, 2013). El arbol obtenido corresponde a un arbol de genes de evidencia
total.

5.4. Obtencion de arboles de especies

Se estimaron ademas arboles de especies por tres diferentes metodologias.
Las primeras dos, llamadas NJst y STAR, se basan en la metodologia de
coalescencia sobre arboles de genes ya construidos, y estiman el soporte de
los nodos mediante el empleo de &rboles bootstrap. Ambas estan
implementadas de  manera gratuita en el servidor STRAW
(http://bicinformatics.publichealth.uga.edu/SpeciesTreeAnalysis/index.php). Se

estimaron 1000 arboles bootstrap con cada regién (plastidial, PhyB, AG-1,
WRKY-7, PRK y CISP-4) en RAXML v8.2.4 (Stamatakis 2006) bajo el modelo
GTR + G + I. Los 6000 arboles resultantes fueron comprimidos en un archivo
zip y cargados en STRAW. La tercera metodologia, se basa en la coalescencia
por inferencia bayesiana sobre regiones génicas y esta implementada como la
aplicacion *BEAST (Heled & Drummond 2010) del programa BEAST v1.8.2.
(Drummond & Rambaut 2007). La busqueda bayesiana empleo un &rbol
relajado con una distribucién logaritmica normal no correlacionada sobre un
modelo de especiaciobn Yule process. Fueron empleadas dos corridas
conformadas por cadenas de Markov-Montecarlo con un total de 100 millones
de generaciones cada una, muestreos de parametros y arboles cada 1000
generaciones y un descarte o burn-in del 25% de datos iniciales. Estas dos
corridas fueron fusionadas en LogCombiner v.1.8.2. La convergencia de la
cadena resultante fue evaluada por la inspeccién de valores de tamanode
muestreo efectivo (Effective Sampling Size, ESS) mayores a 200 en Tracer v
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1.8.2. Finalmente se obtuvo un arbol consenso o de maxima credibilidad de
clado con el programa TreeAnnotator v1.8.2. Los tres arboles obtenidos con las
metodologias mencionadas fueron editados en FigTree.

5.5. Divergencia del nicho ecoldgico

Fueron compilados 507 registros de ocurrencia de las 15 especies de
Astrocaryum seccién Huicungo de diferentes fuentes como la publicacion de
Kahn et al. (2011), colectas de campo en Bolivia, Peru, Colombia, Ecuador y de
la base de datos Tropicos (http:/tropicos.org/). Se descargaron capas de

informacion atmosférica de precipitacién y temperatura de WorldClim a una
resolucion aproximada de 1km? (http:/www.worldclim.org/), se descargaron

capas de informacion de variables del suelo de la base de datos SoilGrids a
una resolucién aproximada de 1km? (https:/soilgrids.org/) e informacion

topogréfica a una resolucién de aproximadamente 250m
(http://srtm.csi.cqgiar.org/). Con esta informacién se contd entonces con 28

variables en total. La coordenadas geograficas de ocurrencias y las capas
fueron cargadas en ArcGIS v10.4 para la elaboracibn de un mapa de
distribucién actual y para la generacién de una tabla de datos. Para ello se
consideraron las 15 especies de la seccién como dos clados correspondientes
al norte amazénico (NAFB, North Amazonian Foreland Basin) y al piedemonte
andino (CAF, Central Andean Foothills). Se inspeccioné la correlacion de las
variables ambientales y se seleccionaron aquellas variables con un indice de
correlacién de Pearson menor o igual a 0.80. Posteriormente se realiz6 un
analisis de componentes principales (ACP) con los datos normalizados con el

célculo de sus logaritmos naturales.

5.6. Analisis de componentes principales (ACP) y estimacion de
distribuciones potenciales

El calculo de las correlaciones y el ACP fueron realizados con el programa R.
Para estimar las distribuciones potenciales de ambos clados se utiliz6 el
programa MAXENT v3.3.3k (Phillips et al. 2006). Este programa emplea el
algoritmo de maxima entropia para modelar la distribucidén posible de un clado
mediante la generacién de nuevas variables o features derivadas de las
variables iniciales, y muestra al final imagenes en escala de colores para las
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probabilidades de distribucion (de 0 a 1). Muestra ademas la importancia de
cada variable en cuanto a la prediccidon de dicha distribucién. Para esta
operacion, las capas (no correlacionadas) medioambientales, edafologicas y
topogréfica, fueron redimensionadas a una misma escala de 1 km?, limitadas a
la mitad superior de Sudamérica y transformadas a formato “ASC”. La
estimacion estuvo conformada por un promedio de 15 réplicas conformadas por
75% de informacidn para la prediccidn (training data) y 25% para la prueba del
modelo (testing data). Se emplearon ademas cinco clases de transformaciones
para la generacién de features (lineal, cuadratica, producto, binaria y limitante);
cada réplica estuvo conformada por 500 iteraciones, 10 000 puntos de fondo
(background), parametros de regularizacion igual a uno y limite de
convergencia de 0.00001. La importancia de cada variable en cada modelo fue
evaluada con dos medidas, a saber: prueba de jacknife y prueba de
permutacion. La validez del modelo fue evaluada mediante la estimacién del
“area bajo la curva” (AUC, area under the receiver operation characteristic
curve). Finalmente, estimamos el porcentaje de interseccion entre ambas
predicciones mediante los estadisticos distancia de Hellenger (I) y D de
Schoener (D), ambas implementadas en el paquete ENMTools (Warren et al.
2008) del programa R.

5.7. Estimacion de Caracteres Ancestrales

Se realizaron reconstrucciones de 35 caracteres anatdémicos basados en
estructuras de la hoja: vaina, peciolo y nervadura central (Anexo 2). Estos
fueron recodificados en base a 109 caracteres anatdmicos descritos por Kahn
& Millan (2013). Para esta reconstruccidén solo se emple6 el arbol de especies
obtenido por inferencia bayesiana con el programa *BEAST (Heled &
Drummond 2010). Para las reconstrucciones de caracteres ancestrales se
empleé la metodologia de maxima verosimilitud implementada con el comando
“ACE” en el paquete APE del programa R (Paradise et al. 2004). Para ello se
emplearon los siguientes tres modelos de evolucion de caracteres discretos: 1)
ER, del inglés equal rates, que considera las mismas tasas de evolucion entre
los estados de caracter, 2) SYM, del inglés symmetrical rates, que considera
diferentes tasas de cambio entre estados, pero la misma para las reversiones,

y 3) ARD, del inglés all rates different, que considera que todos los estados de



caracteres presentan diferentes tasas entre estados y para diferentes
direcciones, incluyendo reversiones. Todas las reconstrucciones de los
caracteres se realizaron con los tres modelos y se aplicd la estadistica G, la
que esta basada en una distribucién de chi-cuadrado, para discernir entre todos
ellos con niveles de significancia de p < 0.05. Los resultados de la
reconstruccién consisten en graficos de pies sobre cada nodo del &rbol
filogenético, que indican la probabilidad de cada caracter en dicho ancestro.

5.8. Analisis filogenético con caracteres morfologicos vy
anatémicos

Para evaluar el potencial filogenético de caracteres morfologicos, fueron
recodificados los 109 caracteres binarios basados en anatomia foliar de la
lamina, la vena central, el peciolo y la vaina y publicados por Kahn & Millan
(2013). Recodificamos estos caracteres como “multiestado” y obtuvimos asi 35
nuevos caracteres (Anexo 2), esto debido a que el estado “ausente”
usualmente no refleja homologia y por ello puede generar vinculos incorrectos
de parentesco evolutivo al ser considerado en un analisis filogenético (Jenner
2002). Fueron también codificados 31 caracteres extraidos de Kahn & Millan
(2013) basados en morfologia del tronco, espinas, inflorescencias y flores.
Generamos por tanto una matriz de caracteres anatomicos y morfolégicos para
14 especies de la seccion Huicungo y 12 especies del grupo externo (Anexo 3)
con la que realizamos un analisis de maxima parsimonia en PAUP* 4.0b10a
(Swofford 2002). Para ello fueron empleadas 1000 busquedas o réplicas con el
algoritmo TBR (Tree-Bissection-Reconnection), retenidos 10 arboles por cada
réplica y bajo optimizacion ACCTRAN (Accelerated Character Transformation).
Posteriormente el algoritmo TBR fue aplicado también a todos los arboles
retenidos. El soporte estadistico de los nodos fue ensayado con 1000 réplicas
bootstrap.



6. RESULTADOS

6.1. Arbol filogenético de “evidencia total”

El analisis de particiones realizado en PartitionFinder mostr6 que la
combinacién mas apropiada fue la siguiente: AG1 + CISP-4 + RPB2: PRK +
WRKY-7: PhyB y las regiones plastidiales. Cada una de estas particiones se
analizé con el modelo de GTR + | + G, de acuerdo con el criterio de informacion
de Akaike. La topologia o arbol resultante por la metodologia de maxima
verosimilitud en RAxML recuperé la seccidn Huicungo como un grupo
monofilético (soporte SH-aLRT de 99). Todas las especies del grupo externo
resultaron también como grupos monofiléticos. Los clados NAFB y CAF
recibieron soportes SH-aLRT de 80 y 89, respectivamente. Sin embargo, las
relaciones interespecificas dentro de cada uno no estan resueltas: se observa
un patron de reticulacion, esto es, individuos de diferentes especies aparecen
agrupados y con soportes SH-aLRT bajos. Solo la especie A. murumuru resultd
ser monofilética con un soporte SH-aLRT de 97 (Figura 7).
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Figura 7. Arbol filogenético de “evidencia total” estimado con la metodologia de
maxima verosimilitud y obtenido a partir de la concatenacién de las seis

regiones nucleares y cinclo cloroplastidiales. La barra negra representa el
nuamero promedio de cambios por sitio.



6.2. Arboles de especies

Los arboles de especies obtenidos por las metodologias *BEAST, NJst y STAR
recuperaron la seccidon Huicungo con soportes de probabilidad posterior de
0.97, bootstrap de 81%, bootstrap de 90%, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Arboles de especies obtenidos con la concatenacién de las 6
regiones nucleares y 5 cloroplastidiales. A. Arbol obtenido con *BEAST, B.
Arbol obtenido con NJst, C. Arbol obtenido con STAR. Los niimeros sobre los
nodos representan probabilidades posteriores en “A” y soportes bootstrap en
“B”y “C”.



Sin embargo, solo en los dos primeros se distinguen los clados NAFB y CAF
con soportes de probabilidades posteriores de 0.31 / 0.34 y bootstrap de 26% /
50%, respectivamente. En el arbol obtenido con la metodologia STAR, el clado
NAFB resulté ser parafilético, dado que la especie A. ferrugineum fue basal a
toda la seccion Huicungo. Por otro lado, la especie A. chonta fue agrupada en
el clado NAFB en el arbol *BEAST (asi como en el arbol de evidencia total de
maxima verosimilitud obtenido con RAxXML) y en el clado CAF en los arboles
NJst y STAR. Mientras que, las especies A. macrocalyx y A. urostachys fueron
las Unicas reconocidas como hermanas con soportes moderados y altos en
todas las metodologias (probabilidad posterior de 0.67, bootstrap de 95% y
bootstrap de 97%, respectivamente). Los valores de tamario de muestreo
efectivo (ESS), observados en el programa TRACER para el andlisis del arbol
*BEAST, resultaron mayores a 200 luego de la fusién de las dos corridas
independientes realizadas, con ello aseguramos que nuestras cadenas de
Markov-Montecarlo llegaron a una convergencia y que el arbol es apropiado e

informativo en términos estadisticos.



6.3. Divergencia de nicho ecolégico

Las dos primeras componentes del analisis de componentes principales (ACP)
extrajeron 51.4% de la varianza total, y lograron distinguir entre los dos clados

en estudio (NAFB y CAF) como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Proyeccién de las dos primeras componentes del analisis de
componentes principales (PC 1 vs PC2) realizados con datos bioclimaticos, de
topografia y tipos de suelos en cada punto de ocurrencia para los dos clados

identificados en el analisis filogenético.

La primera componente estuvo vinculada con las variables siguientes:
elevacién y temperatura promedio del trimestre mas seco (Bio9). Los individuos
del clado NAFB crecen a una elevacién promedio de 164 msnm (£ 67.3 msnm)
y valores de Bio9 promedio de 25.8 °C (£ 0.45 °C); mientras que los individuos
del clado CAF crecen a una elevacién promedio de 457 m.s.n.m. (x 291) y Bio9
de 23.8 °C (+x 1.6 °C).

La validacién de los modelos de distribucién obtenidos en MAXENT indicé que
cada uno es estadisticamente significativo con respecto de modelos estimados
al azar. Los valores de AUC obtenidos para los test data y training data fueron
los siguientes: 0.977 y 0.981 para el clado NAFB, respectivamente; y 0.950 y
0.956 para el clado CAF, respectivamente. Los mapas de distribucién



resultantes para cada clado muestran areas independientes y con baja

interseccion aparente (Figuras 8 y 9).

El area de distribucién potencial del clado NAFB se encuentra restringido a las
cuencas norte de los rios Marafon y Amazonas en el Perd, nordeste de

Ecuador y en menor grado en Colombia y el oeste de Brasil (Figura 10).
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Figura 10. Modelo de distribucion potencial del clado NAFB estimado en
MAXENT v3.3.3. Escala: Probabilidad de ocurrencia de especimenes.

Por otro lado, el area de distribucion potencial del clado CAF, ocupa las
vertientes orientales de los Andes de Peru y Bolivia, y con menor incidencia en
el oeste de Brasil (Figura 11). Se observan areas con baja probabilidad en el
resto de Brasil y la Guyana Francesa, probablemente debido al menor nimero
de ocurrencias de especies de la seccion, como A. murumuru, A. ferrugineumy

A. ulei, con respecto a las otras especies.
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Figura 11. Modelo de distribucion potencial del clado CAF estimado en

MAXENT v3.3.3. Escala: Probabilidad de ocurrencia de especimenes.

Las variables que ofrecieron mayor contribucibn a las predicciones
correspondieron a la altitud y a las variables climaticas. Las altitudes promedio
de los clados NAFB y CAF fueron estimadas en 163.92 msnm (£67.24 msnm) y
45710 msnm (£290.93 msnm), respectivamente (Figura 12A). Dentro de
aquellas variables bioclimaticas, dos de las mas importantes fueron las
siguientes: variacion estacional de la precipitacion (Bio15) y precipitacion
del trimestre mas calido (Bio18). De acuerdo con estas predicciones, las
especies del clado NAFB crecen en ambientes con valores promedio para
Bio15 de 16.02 mm (+ 4.18 mm), mientras que las del clado CAF crecen en
ambientes con valores de promedio de Bio15 de 41.61 mm (£ 9.87mm) (Figura
12B). La variable Bio18, por otro lado, no mostré diferencias significativas en
cuanto a estas predicciones para ambos clados. Dado que la variable
precipitacion del trimestre mas seco (Bio14) estuvo correlacionada con
Bio15 para nuestros datos, se consider6 de importancia mostrar las diferencias
de los valores estimados para esta en los dos clados estudiados. El clado
NAFB habita areas de distribucion potencial donde la variable Bio14 tiene



valores promedio de 164.55 mm de precipitacion (£ 24.92 mm), mientras que
las especies del clado CAF tiene valores promedio de 80.05 mm de
precipitacion (£ 38.82 mm) (Figura 12C). La interseccion de ambas areas de
distribucidn potencial estimadas con los coeficientes de distancia | de Hellenger
y D de Schoener resultaron en 0.2684 y 0.0739, respectivamente.
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Figura 12. Graficos de cajas para las 3 variables mas informativas segun
los modelamientos de distribuciones potenciales, para los clados NAFB y CAF.
A. Altitud en metros sobre el nivel del mar. B. Estacionalidad de la precipitacién
expresada en milimetros. C. Precipitacion en el trimestre mas célido, expresado

en milimetros.
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La tabla 3 muestra de manera resumida la importancia de cada variable en la
estimacion de los modelos de distribucion potencial para cada clado, en cada
caso obsérvese la ganancia Jackknife para la muestra test.



Tabla 3. Lista de las 10 variables empleadas en la distribucion potencial en MAXENT de los clados NAFB (Northern Amazonian
Foreland Basin) y CAF (Central Andean Foothills). Se muestra la contribucion relativa de cada variable para cada modelo estimada
por Importancia de Permutacion y Ganancia Jackknife para la muestra test.

NAFB CAF
Ganancia Ganancia
Variable Importancia | Jackknife Variable Importancia de | Jackknife
de para la permutacion para la
permutacion | muestra fest muestra test
Estacionalidad de la Estacionalidad de la
precipitacion (bio15) 84.3 2.5 precipitacion (bio15) 35.2 0.81
Precipitacion en el T .
A ST Precipitacion en el trimestre
trlmestre_ mas calido 1.4 1.6 mas calido (bio18) 1.8 0.7
(bio18)
Rango dlur.no promedio 3 1 105 Capac[d'a(l:l de intercambio 45 06
(bio2) catidnico del suelo
Con,tenldo de carbon 0.2 1 Porcentaje de arcilla 4.8 0.41
organico en el suelo
Elevacién 7.3 0.6 Rango diurno promedio (bio2) 16.6 0.35
Densidad del suelo 0.1 0.45 Elevacion 13.8 0.3
Capacidad de intercambio 0.3 0.45 Densidad del suelo 3.4 0.15
cationico del suelo
Porcentaje de limo 0.5 0.3 Porcentaje de limo 19.7 0.6
Volumen de fragmentos del 57 0.15 Contenido de carbdn organico 0.1 01
suelo en el suelo
Porcentaje de arcilla 0.2 0.1 ;/Sélrg]en de fragmentos del 0.2 0.05




6.4. Estimacion de caracteres ancestrales anatomicos y

morfoldgicos.

No evidenciamos una asociacion entre algun caracter anatémico o morfolégico
con los clados en estudio, dado que casi todas las reconstrucciones
ancestrales presentaron los mismos estados de caracteres para ambos clados.
Sin embargo, dos de aquellos caracteres de anatomia foliar, vinculados a
condiciones de precipitacion baja, mostraron diferentes estados y fueron los

siguientes:

e La condicidén ancestral para la pared celular externa en la hipodermis de
la cara abaxial, gruesa en el clado CAF y delgada en el clado NAFB, con
probabilidades de 67% y 63%, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Reconstruccion de estados ancestrales para la pared celular
externa en la hipodermis de la cara abaxial. Se indican sobre cada nodo las
probabilidades de ambos estados, y se resalta con numeros las probabilidades
para el ancestro del clado NAFB y CAF. El asterisco indica el estado esperado

en condiciones de precipitacion baja.

e El aerénquima, ausente en el ancestro de las especies distribuidas
hacia el flanco oriental de los Andes, es decir en el clado CAF sin




considerar a A. murumuru (distribuido hacia el Atlantico), y presente en
el centro de la vena media en el ancestro del clado NAFB, con
probabilidades resultantes de 59% y 61%, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Reconstruccion de estados ancestrales para la ubicacién del

Aerénquima. Se indican sobre cada nodo las probabilidades del estado
ancestral, y se resalta con numeros las probabilidades para el ancestro del
clado NAFB y CAF. Para el clado CAF, se excluye la especie A. murumuru 'y se
resalta solo el ancestro del nodo conformado por A. huicungo, A. carnosum, A.
perangustatum, A. gratum, A. faranae y A. ulei. El asterisco indica el estado
esperado en condiciones de precipitacion baja.

Por otro lado, aunque el caracter tamario de las células hipodérmicas no
presentd un patrdén diferencial evidente entre ambos clados, las células
hipodérmicas adaxiales resultaron mas pequefas para el ancestro del clado
CAF y con tendencias intermedias entre la equidad y un menor tamafo para el
clado NAFB, con probabilidades de 64% y 45%-47%, respectivamente (Figura
15).
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Figura 15. Reconstruccidon de estados ancestrales para el tamano de las
células hipodérmicas. Se indican sobre cada nodo las probabilidades del
estado ancestral, y se resalta con numeros las probabilidades para el ancestro
del clado NAFB y CAF. El asterisco indica el estado esperado en condiciones

de precipitacion baja.

El modelo de evolucion de caracteres empleado para estas tres
reconstrucciones fue Equal rates (ER), dado que las estimaciones con los
demas modelos (SYM y ARD) resultaron con valores p mayores a 0.05, es
decir que no hubo diferencias significativas entre los tres modelos de evolucién
y por lo tanto se empleé el modelo mas simple, ER (ver tablas 4 y 5).



Tabla 4. Valores de maxima verosimilitud para cada uno de los tres caracteres

anatdémicos con los tres modelos de evolucion de caracteres discretos.

Caracter Modelo ER | Modelo SYM | Modelo ARD
Tamano de las células
. . -17.28797 -15.66781 -12.69943

hipodérmicas
Pared celular externa
delahipodermis dela | 1y 35557 | 1138527 | -11.38378

cara abaxial

Aerénquima -15.92879 -13.6803 -12.61949

ER: Equal rates, SYM: Symmetrical rates, ARD: all rates different.

Tabla 5. Valores-p o0 significancias de los estadisticos G para las

comparaciones entre los tres modelos de evolucion de caracteres discretos. .

Tamano de las Pared celular
células externa de la Aerénquima
hipodérmicas hipodermis de la
célula abaxial
ER SYM ER=SYM ER SYM
ER - -

SYM | 0.197867 - - 0.105558 -
ARD | 0.102206 | 0.114728 0.956530 0.250584 | 0.547551

ER: Equal rates, SYM: Symmetrical rates, ARD: all rates different.



6.5. Filogenia de maxima parsimonia a partir de caracteres

anatomicos y morfolégicos

El andlisis filogenético de maxima parsimonia realizado con los caracteres
anatémicos y morfoldgicos resultdé en 23 arboles igualmente parsimoniosos con
una longitud de 273 pasos, indices de consistencia y retencion iguales a 0.41 y
0.51, respectivamente. El arbol consenso resultante al 50% se muestra en la
Figura 16. Corresponde a un arbol con una baja resolucién y bajos soportes
estadisticos internos para la seccion Huicungo y no distingue entre los dos
clados resultantes con el analisis de datos moleculares (clados NAFB y CAF).
No obstante recuperd la monofila de la seccidn con alto soporte estadistico
(bootstrap = 98). Los Unicos grupos de especies hermanas recuperados fueron
A. macrocalyx /| A. urostachys (bootstrap = 45%) y A. murumuru |/ A. ulei
(bootstrap = 56%). El andlisis también recuperdé un grupo conformado por A.
gratum, A. macrocalyx, A. perangustatum y A. urostachys consistente con la
subseccion Sachacungo descrita por Kahn (2008), pero con un soporte
estadistico bajo (bootstrap = 27%).
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Figura 16. Arbol consenso al 50% de los 23 arboles igualmente mas
parsimoniosos hallados con la informacién anatémica y morfoldgica. La barra
inferior representa la escala del nimero de pasos. Los nimeros sobre cada

nodo representa soportes bootstrap.



7. DISCUSION
7.1. Analisis filogenético

Los andlisis filogenéticos moleculares realizados en este estudio tuvieron por
finalidad esclarecer las relaciones evolutivas en la seccion Huicungo del género
Astrocaryum, tanto a nivel de los dos clados ya identificados previamente como
dentro de cada uno. Los andlisis filogenéticos moleculares se basan, en su
mayoria, en la concatenacion de marcadores tras lo cual resulta un “arbol de
evidencia total’. Sin embargo, existe la posibilidad de estimar un “arbol de
especies” a partir de dicha concatenacion y en base a la teoria de
coalescencia. En este estudio fueron estimados ambos tipos de arboles, y
principalmente el arbol de coalescencia fue obtenido con la finalidad de evaluar
la monofilia de las especies de cada clado.

Aunque en nuestros andlisis filogenéticos se recuperaron los dos clados NAFB
y CAF ya identificados por Roncal et al. (2015), con altos soportes estadisticos,
ni el arbol filogenético de evidencia total (maxima verosimilitud) estimado con
RAXML, ni los arboles de especies basados en el modelo de coalescencia,
resolvieron las relaciones evolutivas entre las especies de cada clado. Esto
puede atribuirse a las siguientes casusas:

e Baja informacion filogenética ofrecida por los marcadores
empleados como producto del tiempo generacional. Muchas
palmeras presentan tiempos generacionales altos, como ejemplo de ello
podemos de citar a las especies Balaka microcarpa con un promedio de
68 afos (Pinero et al. 1984) y Prestoea montana, con 100 anos (Van
Valen 1975). Por otro lado, la edad promedio estimada para Hexopetion
mexicanum, una especie del genero hermano de Astrocaryum, es de 88
anos, mientras que su edad maxima ha sido estimada en 140 anos
(Pinero et al. 1984). Estos elevados tiempos generacionales podrian
constituir un factor, en términos ecoldgicos, de la competencia entre
individuos con estadios fenoldgicos distintos lo cual afectaria
indirectamente la maduracion de individuos en estadios juveniles al no
recibir luz o nutrientes suficientes. dado que con la maduracién se
desarrollan los érganos reproductores y se da origen a la descendencia,



la transmision y fijacién de las variaciones nucleotidicas, surgidas por el
proceso natural de mutacion, se veria afectada a lo largo del tiempo en
los descendientes de un individuo, ya que se daria en periodos
relativamente largos, y esto afectaria en ultimas instancia la tasa de

sustitucion nucleotidica a nivel molecular (Yue et al. 2010).

e Reciente edad de divergencia en el grupo. Estimada entre 6 y 8 ma
(Roncal et al. 2015), podria no ser suficiente aun como para provocar la
diferenciacion molecular de las especies identificadas por caracteres
morfolégicos; en consecuencia, las regiones estudiadas presentarian
polimorfismos ancestrales, es decir, substituciones comunes entre
especies de diferentes de linajes. De ser asi, nuestros resultados
mostrarian una imagen instantanea del proceso evolutivo, en el cual las
especies de Astrocaruym seccidn Huicungo estan diferenciandose a
nivel molecular dentro de cada clado.

e Hibridacion y/o flujo genético continuo. Si existe hibridacién dentro
de cada uno de los clados de Astrocaruym seccion Huicungo, como se
ha reportado en géneros como Phoenix (Sudhersan & Al-Shayiji, 2011;
Gonzdlez-Pérez & Sosa, 2009), se esperaria identificar regiones génicas
comunes entre especies distintas. Los haplotipos identificados por
Roncal et al. (2015) para las regiones cloroplastidiales, y las nucleares
PRK 'y WRKY-7, podrian corresponderse con este hecho. Por otro lado,
estudios recientes sobre genética evolutiva evidencian que los eventos
de especiacion pueden darse aun en presencia de flujo genético
(Morales et al. 2017)

7.2. Diferenciacion de nicho

Las poblaciones ancestrales pueden radiar u ocupar diferentes nichos
ecoldgicos, como consecuencia estaran sujetas a una presion de seleccién
divergente, la cual dara lugar a un aislamiento reproductivo y finalmente
generar nuevas especies (Nosil 2012). Esta hipétesis de la especiacion
ecoldgica es consistente con reconstrucciones filogenéticas que muestran la



divergencia de un grupo en nodos basales (divergencias ancestrales), y éstos
se encuentran asociados con ambientes distintos (Losos 2009). Este es el caso
de la seccién Huicungo. Esta segregacion de nicho observada en nuestros
resultados se corresponde con distintos regimenes de precipitacion al norte y
sur de los 5° de latitud sur en la Amazonia occidental. Al sur de los 5° S, se
registran niveles menores de precipitacion anual y una estacibn seca mas
prolongada. Aunque en este estudio fueron empleados datos climaticos
actuales, y no ancestrales, con la finalidad de comprender los patrones vy
procesos evolutivos de la seccidén (estimada entre 6 y 8 ma por Roncal et al.
2015), modelamientos climaticos recientes indican que la Amazonia occidental
presenta estas mismas caracteristicas climaticas desde el Nedgeno hace 23
ma (Vonhof & Kaandorp 2010). Para aquel tiempo, ademas los Andes aun no
habian alcanzado su altitud actual, y dado que esta cadena montafiosa supone
una barrera fisico-climatica y es uno de los factores determinantes de la
precipitacion en la Amazonia Occidental, se ha sugerido que esta zona habria
experimentado aun una mayor variacién estacional de la precipitacion durante
el Nedgeno o durante la época de la divergencia de los clados Huicungo
(Sepulchre et al. 2010). La interpretacion de que esta gradiente de precipitacion
haya actuado como agente de seleccién durante la especiacion ecoldgica de
los Huicungos, debe corroborarse con pruebas sobre la presencia y fuerza de
seleccion, asi como las caracteristicas del flujo genético.

Ter Steege et al. (2006) encontré gradientes de diversidad de plantas a nivel de
género en Sudamérica. Una de estas gradientes esta correlacionada con la
fertilidad del suelo y la otra relacionada con la duracién de la estacién seca, la
cual aumenta desde Colombia hasta el sudeste Amazonico. Es precisamente
esta segunda gradiente la que se corresponde con la distribucién de la seccién
Huicungo, a través de dos hallazgos: 1) los individuos del clado CAF crecen en
un ambiente cuya variacion anual de la precipitacion es casi tres veces la del
area ocupada por los del clado NAFB; 2) la precipitacion del mes mas seco es
la mitad para los individuos del clado CAF, en comparacion con el clado NAFB.



7.3. Analisis de maxima parsimonia con caracteres anatomicos y

morfologicos y reconstruccion de estados ancestrales

Nuestros analisis filogenéticos con caracteres morfolégicos y anatémicos no se
correspondieron con los realizados con la informacion molecular. Por otro lado,
la reconstruccion de caracteres anatomicos ancestrales en el arbol de especies
obtenido con *BEAST, mostr6 multiples cambios de estados en todos lo
caracteres. Horn et al. (2009) proponen que los caracteres anatémicos foliares
presentan una mayor variabilidad que los morfoldgicos, sin embargo
mencionan también que la evolucion de los mismos es homoplasica, pero no
aleatoria. Nuestros resultados muestran un alto nivel de homoplasia, como
reflejan los indices de consistencia y retencién (0.41 y 0.51, respectivamente),
y con ello se puede mencionar que éstos no responderian a la evolucion del

grupo y no contienen informacion filogenética.

Solo observamos dos caracteres anatémicos, aproximadamente diagnésticos,
cuya reconstruccion ancestral fue diferente para ambos clados de Huicungo. El
primero fue el grosor de la pared de las células de la hipodermis en la cara
abaxial. Esta caracteristica tanto en células de la epidermis como hipodermis
se asocia con el ajuste osmotico en la planta necesario para su supervivencia
ante condiciones de estrés hidrico (Bussotti et al. 1998). Como es de esperarse
ante condiciones de un periodo seco pronunciado, y como mostraron nuestros
resultados, el ancestro del clado CAF probablemente tuvo una pared mas
gruesa en esta regién anatdémica mientras que ésta en el ancestro del clado
NAFB fue mas delgada. El segundo caracter corresponde al aerénquima, el
cual fue ausente en el clado CAF y presente en la vena media en el clado
NAFB. Con respecto al aerénquima se sabe que esta reduccidén del espacio
intercelular limita el movimiento del agua y por lo tanto la transpiracién
(Bosabalidis & Kofidis 2002). Seria de esperar entonces que especies que
habitan en zonas con una estacién seca pronunciada presenten la reduccién de
este tejido o su ausencia, como en el caso del ancestro del clado CAF, sin
considerar a A. murumuru. El tercer caracter, tamario de las células de la
hipodermis, no pudo ser reconstruido para algun estado en particular con
mayor probabilidad para el ancestro del clado NAFB; pero si para el ancestro
del clado CAF, el cual present6 células mas pequerias en la hipodermis de la



cara adaxial. Esta caracteristica ha sido también asociada con una mayor

tolerancia al estrés hidrico (Oertli et al. 1990).



8. Conclusiones

Las diferencias entre los dos linajes de la seccién Huicungo de
género Astrocaryum (NAFB y CAF) con respecto a sus distribuciones
potenciales y anatomia foliar, se corresponden con la hipétesis de
especiacion por especializacién de nicho. Dicho evento habria sido
propiciado por una divergencia ancestral y la ocupacién de
ambientes con caracteristicas climaticas contrastantes,

principalmente, con respecto a la precipitacion.

9. Recomendaciones

El esclarecimiento de las relaciones evolutivas en la seccion
Huicungo del género Astrocaryum podria mejorar con el empleo de
informacion molecular derivada del secuenciamiento de siguiente

generacion (NGS, Next Generation Sequencing).

El esclarecimiento de las relaciones evolutivas en la seccion
Huicungo del género Astrocaryum podria mejorar ademas con el

estudio y caracterizacion de la hibridacidon entre sus especies.
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ANEXO



Anexo 1. Numeros de accesién GenBank de las secuencias empleadas y/o generadas (resaltadas en negrita) en este estudio. Las
regiones cloroplastidiales multiples por casilla corresponden al orden siguiente: psbM-trnD, rps16 intron, rps16-trnQ, trnT-trnD, trnG
intron, y se corresponden con los haplotipos de Roncal et al. 2015.

Especie Codigo de Voucher Cloroplasto WRKY7 PRK RPB2 CISP4 PHYB AGI1
Laboratorio
Astrocaryum carnosum JCP1855 Peru: B KP218873 KP218811 KP218843
F.Kahn & B.Millan Millan &
Kahn 1679
(USM)
Astrocaryum carnosum JCP1925 Peru KP218873 KP218811 KP218844 MF686891
Astrocaryum carnosum JCP1982 Peru: F Kahn KP218874 KP218811 KP218843 | JQ821979 JQ822004 JQ822052 MF686890
4476 (USM)
Astrocaryum carnosum JCP2000 Peru KP218875 KP218811 KP218845
Astrocaryum carnosum JCP2169 Peru: F Kahn KP218876 KP218811 KP218846
1839 (P)
Astrocaryum chambira JCPO721 Ecuador MF593187 MF593230 MF593226
Burret MF593194
MF593201
MF593215
MF593208
Astrocaryum chambira JCP0O808 Ecuador MF593188 MF593233 HQ265584 MF686889
MF593195
MF593202
MF593216
MF593209
Astrocaryum chambira JCP2302 Peru: H KP218877 MF593235 KP218847
Balslev 7790
(AAU)
Astrocaryum chambira JCP2303 Peru: H KP218877 KP218812 KP218848 | JQ821980 JQ822005 JF812601 MF686888
Balslev 7621
(AAU)
Astrocaryum chambira JCP366 Peru: F Kahn KP218877 KP218812 KP218847 JF414932
2447 (USM)




Especie Cédigo de Voucher Cloroplasto WRKY7 PRK RPB2 CISP4 PHYB AGI
Laboratorio
Astrocaryum chonta Mart. JCP0973 Peru: B KP218878 KP218813 KP218845 | JQ821981 | JQ822006 JQ822053
Millan 711 (B. Millan | (B. Milldn (B.Millan
(USM) 708 708 (USM) 708
(USM) (USM)
Astrocaryum chonta JCP0974 Peru KP218878 KP218813 MF593225 MF686887
Astrocaryum chonta JCP2162 Peru KP218878 KP218814 KP218845 MF686917
Astrocaryum chonta JCP2177 Peru KP218878 MF593238 KP218849
Astrocaryum chonta JCP306 Peru KP218878 KP218811 KP218850
Astrocaryum chonta JCP307 Peru KP218878 KP218813 KP218851
Astrocaryum faranae JCP1719 Peru KP218880 KP218811 KP218845
F.Kahn & E.Ferreira
Astrocaryum faranae JCP1720 Peru KP218880 KP218811 KP218845
Astrocaryum faranae JCP1820 Peru: F Kahn KP218880 KP218811 KP218845 | JQ821982 JQ822007 JQ822054
4444 (USM)
Astrocaryum faranae JCP1856 Peru: B KP218881 KP218811 KP218843 MF686916
Millan &
Kahn 1694
(USM)
Astrocaryum faranae JCP1977 Peru: F Kahn KP218882 KP218811 KP218843
4475 (USM)
Astrocaryum faranae JCP2408 Peru KP218879 KP218811 KP218853 MF686915
Astrocaryum ferrugineum JCP2175 Brazil: F KP218883 KP218816 KP218843 MF686914
F.Kahn & B.Milldn Kahn & F
Moussa 3227
®)
Astrocaryum ferrugineum JCP2178 Brazil: F KP218881 KP218817 KP218845 | JQ821984 JQ822009 JQ822056
Kahn &
Moussa 3586
(CEN)
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Especie Cédigo de Voucher Cloroplasto WRKY7 PRK RPB2 CISP4 PHYB AGI
Laboratorio
Astrocaryum ferrugineum JCP2431 Colombia: G KP218884 KP218818 KP218843 MF686886
Galeano
8555 (COL)
Astrocaryum gratum JCP1930 Peru: F Kahn KP218879 KP218811 KP218843
F.Kahn & B.Millan 4458 (USM)
Astrocaryum gratum JCP1965 Peru: F Kahn KP218885 KP218820 KP218845
4467 (USM)
Astrocaryum gratum JCP0528 Peru: B. KP218886 (JCP2424) | KP218811 KP218845 | JQ821985 JQ822010 JQ822057
Millan 558 (JCP2424) (JCP2424)
(USM)
Astrocaryum gynacanthum JCP2142 Brazil KP218887 KP218821 KP218855
Mart.
Astrocaryum gynacanthum JCP2181 KP218887 KP218822 KP218856 MF686913
Astrocaryum gynacanthum JCP2192 French KP218887 KP218823 KP218857 | HQ265632 | JQ822011(A. | JF422057 MF686881
Guiana: JJ de (A. Perez Perez 934 (A. Perez
Granville 934 (CAY)) 934
1879 (CAY) (CAY)) (CAY))
Astrocaryum gynacanthum JCP2433 Colombia: G KP218888 KP218821 KP218856
Galeano
8562 (COL)
Astrocaryum gynacanthum JCP340 French KP218887 KP218823 KP218857 MF686912
Guiana
Astrocaryum huicungo JCP0867 Peru: F Kahn KP218890 KP218811 KP218858 MF686885
Dammer ex Burret 4415A
(USM)
Astrocaryum huicungo JCP0873 Peru: F Kahn KP218891 KP218825 KP218845 MF686911
4430 (USM)
Astrocaryum huicungo JCP2151 Peru: F Kahn KP218876 KP218811 KP218843
& F Moussa
3208 (P)
Astrocaryum huicungo JCP2413 Peru KP218879 KP218811 KP218859 MF686910
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Especie Cédigo de Voucher Cloroplasto WRKY7 PRK RPB2 CISP4 PHYB AGI
Laboratorio
Astrocaryum huicungo JCP318 Peru: B KP218884 KP218811 KP218844 | JQ821986 JQ822013 JQ822059 MF686909
Millan 449 (B. Millan (B. Millan (B. Millan
(USM) 447 447 (USM)) 447
(USM)) (USM))
Astrocaryum javarense JCP1090 Peru KP218892 KP218826 KP218845 MF686908
(Trail) Drude
Astrocaryum javarense JCP1231 Peru: F Kahn KP218878 KP218826 KP218844
1858 (USM)
Astrocaryum javarense JCP1238 Peru: B KP218878 MF593228 KP218843 MF686884
Millan 1083
(USM)
Astrocaryum javarense JCP1239 Peru: B. KP218892 (JCP2150) | KP218827 KP218860 | JQ821988 JQ822015 JQ822061 MF686907
Millan 1087 JCP2150) (JCP2150) (JCP2150)
(USM)
Astrocaryum macrocalyx JCP0500 Peru KP218893 KP218827 KP218843 MF686906
Burret
Astrocaryum macrocalyx JCP0507 Peru KP218892 KP218827 KP218845
Astrocaryum macrocalyx JCP109%4 Peru: B KP218894 KP218827 KP218843 MF686905
Millan 912
(USM)
Astrocaryum macrocalyx JCP1107 Peru: JC KP218895 KP218828 KP218843 | JQ821989 JQ822016 JQ822062
Pintaud 593
(USM)
Astrocaryum malybo JCP2095 N.D. MF593189 MF593227 JQ821959 | HQ265634 JQ822017 JF422059 MF686904
H.Karst. Jiménez 109 MF593196
(CoL) MF593203
MF593217
MF593210
Astrocaryum murumury JCP1776 French KP218879 KP218830 KP218844 MF686903
Mart. Guiana
Astrocaryum murumuru JCP2158 French KP218897 KP218830 KP218844 MF686902
Guiana: JJ de
Granville
11202
(CAY)
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Cédigo de Voucher Cloroplasto WRKY7 PRK RPB2 CISP4 PHYB AGI
Especie Laboratorio
Astrocaryum murumuru JCP2165 French KP218879 MF593232 KP218862
Guiana: JJ de
Granville
11201
(CAY)
Astrocaryum murumuru JCP310 French KP218879 KP218830 KP218863 | HQ265637 JQ822020 JF422046 JF414918
Guiana: A
Perez 718
(CAY)
Astrocaryum JCP1009 Peru: B KP218898 MF593239 KP218864
perangustatum F.Kahn & Millan 830
B.Milldn (USM)
Astrocaryum JCP1883 Peru: B. KP218879 (JCP1731) | KP218811 KP218845 | JQ821991 JQ822022 JQ822064 MF686901
perangustatum Millan & F. (JCP1731) (JCP1731) JCP1731)
Kahn 1597
(USM)
Astrocaryum JCP1810 Peru: F Kahn KP218899 KP218811 KP218844
perangustatum 4436 (USM)
Astrocaryum JCP2420 Peru KP218879 KP218811 KP218845
perangustatum
Astrocaryum sciophilum JCP1519 French KP218900 KP218832 KP218866 MF686900
(Migq.) Pulle Guiana
Astrocaryum sciophilum JCP2187 J.J. de MF593190 MF593231 JQ821966 | JQ821993 JQ822024 JF422047
Granville MF593197
11074 MF593204
(CAY) MF593218
MF593211
Astrocaryum sciophilum JCP1770 French KP218900 KP218833 KP218868
Guiana
Astrocaryum sciophilum JCP312 French KP218900 KP218834 KP218866
Guiana:
Billiet &
Jadin 1872
(CAY)
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Especie Codigo de Voucher Cloroplasto WRKY7 PRK RPB2 CISP4 PHYB AGI
Laboratorio
Astrocaryum scopatum JCP0465 Peru: F Kahn KP218889 MF593237 KP218845 MF686899
F.Kahn & B.Milldn 4340 (USM)
Astrocaryum scopatum JCP0849 Peru: F Kahn KP218889 MF593234 KP218845
4364 (USM)
Astrocaryum scopatum JCP2358 Peru KP218889 KP218824 KP218845 MF686898
Astrocaryum scopatum JCP2403 Peru KP218901 KP218835 KP218843 | JQ821994 JQ822025 JQ822065
Astrocaryum ulei Burret JCP1938 Peru: F Kahn KP218902 KP218837 KP218843 | JQ821996 JQ822028 JQ822068 MF686897
4460 (USM)
Astrocaryum ulei JCP1946 Peru: F Kahn KP218879 KP218811 KP218845
4462 (USM)
Astrocaryum ulei JCP1970 Peru: F Kahn KP218879 KP218811 KP218843
4469 (USM)
Astrocaryum ulei JCP1851 Peru: F Kahn KP218881 KP218836 KP218844 MF686893
4465 (USM)
Astrocaryum urostachys JCP0466 Ecuador: F. MF593191 MF593229 MF593224 MF686883
Burret Kahn 4356 MF593198
(USM) MF593205
MF593219
MF593212
Astrocaryum urostachys JCP0472 Ecuador: F. MF593192 MF593240 MF593223 MF686918
Kahn 4347 MF593199
(USM) MF593206
MF593220
MF593213
Astrocaryum urostachys JCP2156 Ecuador MF593193 MF593236 JQ821970 | HQ265642 JQ822029 JF422051 MF686919
MF593200
MF593207
MF593221
MF593214
Astrocaryum urostachys JCP2368 Peru KP218903 KP218818 KP218843 MF686896




Especie Cédigo de Voucher Cloroplasto WRKY7 PRK RPB2 CISP4 PHYB AGI
Laboratorio
Astrocaryum urostachys JCP2398 Peru KP218904 KP218818 KP218860 MF686895
Astrocaryum vulgare Mart. JCP0909 French KP218879 KP218838 KP218869
Guiana: A
Perez 793
(CAY)
Astrocaryum vulgare JCP0910 French KP218879 KP218838 KP218869
Guiana
Astrocaryum vulgare JCP2132 French KP218879 KP218839 KP218869 | HQ265643 JQ822030 JQ822069 MF686892
Guiana
Astrocaryum vulgare JCP364 French KP218879 KP218840 KP218870 MF686894
Guiana
Astrocaryum vulgare JCP372 Brazil: L. KP218879 KP218838 MF593222 MF686882
Noblick
4972 (FTG)
Hexopetion alatum JCP371 Mexico: S KP218872 KP218810 KP218841 | HQ265630 JQ822002 JF422040 JF414908
(H.F.Loomis) F.Kahn & Zona 921
Pintaud (FTG)
Hexopetion mexicanum JCP370 Mexico: JC KP218896 KP218829 KP218861 | HQ265635 JQ822018 JF812602 JF414923
(Liebm. ex Mart.) Burret Pintaud 637
(USM)
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Anexo 2. Lista de los 35 marcadores anatomicos foliares y 31 caracteres morfolégicos multiestado obtenidos y recodificados del estudio de

Millan & Kahn, 2010 y Kahn & Millan, 2013. Caracteres anatomicos y morfolégicos estan numerados con “A” o “M” respectivamente.

Caracter # | Descripcién | Estado 0 | Estado 1 | Estado 2 | Estado 3 | Estado 4 | Estado 5 | Estado 6
Lamina
Al Epidermis Adaxial | Células con células con
: pared externa pared externa | pared externa
delgada gruesa
A2 Epidermis Células Células Células ovaladas
Abaxial: forma de | redondeadas rectangulares
las células en el borde
A3 epidermis Células con Células con
Abaxial: Pared pared externa | pared externa
externa delgada gruesa
A4 Indumento de la ausente papiloso células en forma
epidermis de cono con
base
multicelular
A5 Numero de Dos células Cuatro células Seis células
células laterales subsidiarias: subsidiarias: dos
subsidiarias subsidiarias , dos laterals y laterales
alrededor de las sin células dos células externas, dos
células de guardia | terminales terminales laterales
internas, dos
células
terminales
A6 Formas de las ausente Redondeadas arrinonadas Forma de “V” lobadas Forma de | Acampanadas
células terminales en el borde “y” Estado 7= ovalada
Estado 8=
triangular
A7 Sobre posicion de | ausente Sobrepuestas Sobrepuestas en | Sobrepuestas
las células solo en los los extremos de | en mayor
terminales extremos de las | las células parte del




células subsidiarias exterior o
subsidiarias laterales interior de las
internas o externas e células
externas internas. laterales
subsidiarias
A8 Ubicacion de los Ausente Sobre los Sobre los Sobre la
extremos de las extremos extremos de las | mayor parte
células terminales externos e células laterales | de las células
internos de las subsidiarias laterales
células externas e subsidiarias
subsidiarias internas externas e
laterales internas
A9 Disposicion de los | Regular Irregular
estomas en la
epidermis
A10 Tamafio de las Hipodermis Mismo tamafio | Hipodermis
células adaxial mas en ambas caras | adaxial mas
hipodérmicas grande que en pequeiia que en
la cara abaxial la cara abaxial
All Pared celular
externa en la cara | Gruesa Delgada
adaxial
Al12 Pared celular Delgada Gruesa
interna de la
hipodermis de la
cara adaxial
Al13 Pared celular Gruesa Delgada
externa de la
hipodermis de la
celula abaxial
Al4 Pared celular Delgada Gruesa

interna de la
hipodermis de la
cara abaxial




A15 Forma de las Ausente Columnar Arrosetada Forma de Dispuestas
fibras sobre la racimo, mismo | al bordey en
hipodermis y diferentes forma de
adaxial tamafos racimo

Al6 Presenciay forma | Fibras Arrosetado Alrededor del Forma de Arrosetadas
de las fibras sobre | ausentes borde racimo y alrededor
la hipodermis del borde
abaxial

Al7 Capa continua de | Ausente Presente
parénquima entre
la hipodermis 'y
las fibras

Al8 Clorénquima con | Con muy Con células
células pocas células largas
empalizadas

A19 Haz vascular Ovoides Romboides Elipticas Reunidas en el
principal borde

A20 Ubicacién del Uno o mas Uno o mas
xilema en el haz vasos de vasos de
vascular principal | metaxilema metaxilema en

en el centro la parte baja del
del haz haz vascular
vascular

A21 Ubicacién del Soloenla Con forma de Forma de
floema en el haz parte baja del | “U” rodeando medialuna
vascular principal | xilema parcialmente al | rodeando

xilema parcialmente al
xilema

A22 Ubicacién de las Principalment | Principalmente | Exclusivamente
fibras en el haz e ubicadasen | enlos dos en los dos
vascular principal | el fondo extremos y extremos

parcialmente
laterales
A23 Extension de la Conformado Conformado Sin extensidn




cubierta del haz por por fibras
parénquima dispuestas en
y/o fibras forma de
dispuestas en espoldn
forma de
columna
A24 Haces vasculares Arrosetados Alrededor del Elipticos Ovoides Alrededor
menores borde del borde y
elipticas
Vena
principal
A25 Hipodermis: Expansion Enla cara En la cara
Expansion celular celular adaxial abaxial
en un solo lado o ausente
en ambos lados
de la vena
A26 Tejido vascular Sin envoltura Envoltura Envoltura Envoltura
perivascular perivascular perivascular perivascular
esclerificada esclerificada esclerificada
discontinua, dispuesta en continua
romboide o forma de capa
triangular en posiciones
abaxial y
adaxial
A27 Haces de fibra Ausencia de Presencia de
estegmata estegmata
A28 Aerénquima Ausente Localizado bajo | Localizado en el
el haz vascular centro del haz
vascular
Peciolo
A29 Células Rectangular Ovalada Agrupadas al
epidérmicas: borde
forma
A30 Células Gruesa Delgada
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epidérmicas:
pared externa

A31 Hipodermis Presencia de Presencia de Presencia de
parénquima esclereidas fibras septadas
A32 Haces de fibra Ausencia de Presencia de
estegmata estegmata
Vaina
A33 Células rectangular oval Alrededor del
epidérmicas: borde
Forma
A34 Células Gruesa Delgada
epidérmicas:
Pared externa
A35 Hipodermis Sin células Con células
esclereidas esclereidas
M1 Tallo Aéreo Subterraneo Sub-
acaulescente
M2 Habito Cespitoso Solitario
M3 Proteccidn del Armado No armado Ligeramente
tronco armado
M4 Cicatrices de las Ausente Presente
hojas en el tronco
M5 Cubierta de hojas | Persistente en | No persistente
el tallo
M6 Forma dela Cilindrica Aladay Aplanada
espina aplanada
M7 Espinas flocosas Ausente Presente
M8 Longitud las Igual Diferente
espinas entre la
vaina y el peciolo
M9 Forma de las Igual Diferente

espinas en las
caras adaxial y
abaxial de la




lamina

M10 Forma de las Lanceolado Negrasy
espinas en las aplanadas
caras adaxial y
abaxial del raquis

M11 Disposicion de las | Aleatoria Agrupados en
espinas en el un determinado
raquis numero

M12 Longitud de las Igual Diferente
espinas en las
caras adaxial y
abaxial en el
raquis

M13 Arreglo de las Un plano Mas de un
pinnas plano

M14 Venas Ausente Presente
prominentes a
ambos de la vena
media

M15 Indumento Ausente Presente
abaxial de la
pinna

M16 Posicion de las Flores Uno de los dos
inflorescencias femeninasy péndulo

masculinas
erectas

M17 Inflorescencia : Insertado No insertado
profilo insertado
en el raquis

M18 Inflorescencia: Ausente Presente
profilo con un
indumento
flocoso

M19 Inflorescencia: Ausente Presente
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triada floral en la
base de la raquilla

M20 Tipo de flor en la Estaminada Pistilada
parte distal de la
raquilla
M21 Forma del cdlizen | tubular Urceolada Truncada en Ovoide -
la flor femenina copa piriforme
M22 Margen del caliz Ligeramente Denticulado y
de la flor en tres partes | lobado
femenina
M23 Forma de la De oblonga a Urceolada Truncada
corola de la flor tubular
femenina
M24 Posicion de las Distantes del A lo largo del
espinas en la margen margen
corola de la flor
femenina
M25 Proporcion Caliz mas Caliz mas largo
caliz/corolaenla pequefio o
flor femenina igual
M26 Indumento del Espinas o Glabro
caliz de las flores | setas
femeninas
M27 Forma del pistilo Conoidal Cilindrico Oblongo
M28 Endocarpo en el Membranoso | Variado
fruto
M29 Forma del fruto Turbinado No turbinado Variado
M30 Indumento del Setas largas Espinas largas
epicarpo
M31 Proporcion del 0.1-0.463 0.463 - 0.651

anillo
estaminoidal /
corola




Anexo 3. Matriz de caracteres morfolégicos empleada en la reconstruccién
filogenética por maxima parsimonia en PAUP.
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Dry season characteristics in western Amazonia underlie
the divergence of Astrocaryum section Huicungo
(Arecaceae) and evaluation of potential anatomical
adaptations
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Population and species divergence in South America are usually attributed to geographical barriers in the form of
rivers, mountains or climate. In western Amazonia (<1000 m elevation) case studies addressing the ecological niche
as a divergent selection agent are scarce. Using sequences from five plastid and six low-copy nuclear DNA regions, we
reconstructed coalescent species phylogenetic trees for Astrocaryum section Huicungo (15 species, Arecaceae), which
corroborated the presence of two lineages distributed north and south of 5°S in western Amazonia. Using elevation,
three climatic and six soil variables we evaluated the ecological niche of each lineage. Different annual precipita-
tion regimes were associated with each lineage. Notably, a lower precipitation seasonality and lower elevation were
attributed for the northern clade and the opposite was found for the southern clade. We also explored the diagnostic
and evolutionary importance of 35 anatomical and 31 morphological characters using a phylogenetic analysis and
ancestral character reconstructions. None of the anatomical characters was diagnostic for either lineage. However,
hypodermal cell wall width and the location of aerenchyma had different ancestral states for the two lineages, and
their adaptive values to the dry season differences are discussed.

ADDITIONAL KEYWORDS: anatomy —coalescent species tree —dry season — ecological speciation — morphology —
Neotropics — precipitation seasonality — species distribution modelling.

INTRODUCTION Bacon et al., 2016). The Andean uplift has also been
proposed to have facilitated diversification of plant
lineages through climatic niche differentiation along
an elevation—temperature gradient (e.g. Sanin et al.,
2016). Rivers may also act as dispersal barriers pro-
moting population divergence (e.g. Fernandes, Wink
& Aleixo, 2012; de Lima et al., 2014; Fouquet et al.,
2015; Rocha et al., 2015; but see Pomara, Ruokolainen
& Young, 2014; Tuomisto et al., 2016; Nazareno, Dick
& Lohmann, 2017, for evidence of river permeabil-
ity). Edaphic heterogeneity has been proposed as a

Among the most studied abiotic factors that underlie
phylogeographical breaks in South America are riv-
ers, edaphic habitats, topography, climate and glacia-
tion history (see Leite & Rogers, 2013; Turchetto-Zolet
et al., 2013 for reviews of phylogeographical studies in
Amazonia and South America). In South America, the
strongest phylogeographical break is attributed to
the Andean uplift as a barrier (e.g. Cavers et al., 2013;

*Corresponding author. E-mail: vr.jimenez.vs@gmail.com driver of plant speciation in the Amazon basin (Fine
‘In memoriam. et al., 2005). For example, phylogenetic analyses in
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292 V.JIMENEZ-VASQUEZ ET AL.

Burseraceae tribe Protieae have demonstrated con-
vergent evolution of soil associations, suggesting that
adaptive evolution played an important role in the
speciation of this group (Fine et al., 2005). Species
also segregate across environmental gradients or
climatic discontinuities in tropical America. For
example, seasonally dry forests have restricted seed
dispersal of Ficus insipida Willd. between Meso- and
South America (Honorio Coronado et al., 2014). In the
lizard Anolis punctatus a phylogeographical struc-
ture was observed for western, central Amazonia and
the Atlantic coastal forest (Prates et al., 2016).
Western Amazonia (WA) comprises the tropical
rain forests from the eastern Andean foothills <500 m
in elevation to the adjacent lowlands extending
politically into the Amazonian regions of Colombia,
Peru, Ecuador, north-western Bolivia and the states
of Amazonas and Acre in western Brazil (figure 1 in
Montufar & Pintaud, 2006). This region is of inter-
est because of the large biodiversity it contains (ter
Steege et al., 2006) and because its geological history
is much more recent and dynamic than that of east-
ern Amazonia (Rossetti, de Toledo & Goes, 2005). WA
is composed of numerous sedimentary units depos-
ited during the late Cenozoic as a consequence of the

%
N h

Andean uplift, which caused several episodes of sub-
sidence that prompted retreat of a lake system at the
end of the Miocene and gave rise to the development of
a fluvial system with an eastward flow (Hoorn, 1993;
Hoorn et al., 1995; Vonhof, Wesselingh & Ganssen,
1998; Rossetti et al., 2005). Shallow and short-lived
marine incursions covered WA at least twice dur-
ing the Miocene (Jaramillo et al., 2017). Eastern
Amazonia, by contrast, composed of old Palaeozoic
and Precambrian rocks, remained geologically stable
and had limited sediment deposition after the late
Cretaceous (Aleixo & de Fatima Rossetti, 2007). In
WA, case studies addressing abiotic factors underly-
ing population or species divergence that may have
acted as divergent selection agents are scarce.

Our case study,Astrocaryum G.Mey.section Huicungo
F.Kahn (Arecaceae), is a clade of 15 species, of which 14
are present in WA, with most of them endemic to this
region (Kahn, 2008; Roncal et al., 2013). Three species
reach Central Amazonia and the Guiana Shield (A. fer-
rugineum F.Kahn & B.Millan, A. murumuru Mart. and
A. ulei Burret; Fig. 1). The palms in this group occupy
the understorey to subcanopy (15 m) of rain forests in a
variety of habitats ranging from primary to disturbed
forests and from swamps to well-drained terra firme,

Figure 1. Map of northern South America showing occurrence data points for the central Andean foothills (blue squares)
and northern Amazonian foreland basin (red triangles) clades used in the niche differentiation analysis. Inset photo of

Astrocaryum perangustatum in Peru.

© 2017 The Linnean Society of London, Botanical Journal of the Linnean Society, 2017, 185, 291-306

Downloaded from https://academic.oup.com/botlinnean/article-abstract/185/3/291/4583517

by guest

on 20 November 2017



NICHE DIVERGENCE AND ANATOMY IN PALMS 293

usually < 1000 m a.s.l. (rarely to 1200—-1600 m). They
tolerate deforestation and can be found in open areas.
Detailed knowledge of the distribution of each species
has been generated in Peru (Kahn et al., 2011; Roncal
et al., 2015). The ‘huicungo’ palms, as rural inhabit-
ants commonly call them, are not considered a com-
modity. However, local communities drink the liquid
endosperm, the palm heart is edible, and oil extraction
from the mesocarp and endocarp has been reported in
Brazil (Kahn & Milldn, 2013).

A synapomorphy of section Huicungo is that the
rachillae or inflorescence branches have a glabrous
proximal part, which is setose or pilose in the other
three sections of subgenus Monogynanthus Burret
(Kahn, 2008; Kahn & Millan, 2013). Species identifi-
cation of the huicungo palms requires a combination
of vegetative, pistillate flower and fruit morphologi-
cal characters (Kahn & Milldn, 2013). Anatomical
characters of the lamina, main rib, petiole and sheath
have also been proposed for taxonomic identification
of Astrocaryum spp. (Millan & Kahn, 2010). Notably,
characters of the stomata are distributed according
to the infrageneric classification of Astrocaryum and
the position of subsidiary terminal cells characterizes
the different subsections in Huicungo (Millan & Kahn,
2010). However, morphological and anatomical charac-
ters have not been analysed in an evolutionary frame-
work. The most recent study on evolutionary trends
in leaf anatomy in palms did not include Astrocaryum
(Horn et al., 2009). Knowledge of the evolution of ana-
tomical characters can provide insight on the selective
regime (e.g. habitat type, climate) under which plant
species evolved. For example, in the riparian A. jauari
Mart., a well-developed aerenchyma transports gas
from branches to roots under the hypoxic conditions
of white- and black-water inundation forests, both leaf
sides are heavily covered with wax to protect leaves
from inundation and stomata are located only on the
abaxial leaf surface (Schluter, Furch & Joly, 1993).

Cladogenesis of the huicungo palms was estimated
at 6-8 Mya (Roncal et al., 2013, 2015), post-dating the
drainage of the Pebas aquatic system hypothesized to
have dominated the WA landscape from 23 to 8 Mya
(Wesselingh & Salo, 2006) and supporting its constrain-
ing role for colonization and in situ diversification.
A time-calibrated tree and phylogeographical spatial
diffusion analysis of the huicungo palms revealed a
break in WA at c. 5°S between two main clades named
the northern Amazonian foreland basin (NAFB) and
central Andean foothills (CAF), with mean crown ages
of 6.7 and 7.3 My, respectively (Roncal et al., 2015).
A biogeographical scenario was proposed of recurrent
dispersal into WA from the Choco or the Guiana Shield
followed by speciation in two areas of contrasting
geological activity: tectonic uplift in the Fitzcarrald
arch (FA) area in the CAF versus subsidence in the

NAFB. It is hypothesized that uplift of the FA indi-
cates the onset of rock uplift in the sub-Andean Shira
mountains dated to after 9 = 2 Mya and is related to
subduction of the Nazca Ridge (Espurt et al., 2010;
Gautheron et al., 2013). The FA played a dynamic role
in modifying the Amazonian foreland basin because
it rearranged drainage divides and catchment areas,
erosional and sedimentological processes, generating
a dynamic edaphic mosaic (Espurt et al., 2010). These
hydrological and sedimentological landscape modifica-
tions could have acted as a selection agent during the
diversification of the huicungo palms, but the lack of
detailed occurrence data prevented the evaluation of
this hypothesis.

In the present study we test three hypotheses: (1)
coalescence-based species tree reconstruction reveals
the same two Astrocaryum section Huicungo lineages
identified in a previous concatenation analysis; (2)
ecological niche divergence might have played a role
in the speciation of this group; and (3) leaf morpho-
logical and anatomical traits are useful to distinguish
clades and evolved in conjunction with the ecological
niche.

MATERIAL AND METHODS

TAXON SAMPLING AND DNA SEQUENCING
AND ALIGNMENT

We increased the number of individuals and DNA
regions sequenced in Roncal et al. (2013, 2015) to
improve the phylogenetic tree for the huicungo palms.
We obtained silica-dried leaf material for 13 of the 15
species of Astrocaryum section Huicungo (A. ciliatum
F.Kahn & B.Millan, and A. cuatrecasanum Dugand
were unavailable). We used seven outgroup species rep-
resenting sections Astrocaryum (A. malybo H.Karst,
A. vulgare Mart.), Euchambira F.Kahn (A. chambira
Burret), Munbaca Drude (A. gynacanthum Mart.)
and Monogynanthus Burret [A. sciophilum (Miq.)
Pulle] and two species of the sister genus Hexopetion
Burret [H. alatum (H.F.Loomis) F.Kahn & Pintaud,
H. mexicanum (Liebm. ex Mart.) Burret]. We followed
the taxonomy of Kahn (2008). DNA was extracted
from 25-45 pg of silica-gel-dried leaf tissue using the
DNeasy plant mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA).
We sequenced five plastid regions (the psbM-trnD,
rps16-trn@ and ¢trnD-trnT intergenic spacers and the
rpsl16 and trnG introns) for seven Astrocaryum indi-
viduals, a WRKY transcription factor (WRKY7) for
13 individuals, intron 4 of the phosphoribulokinase
gene (PRK) for five individuals and the AGAMOUS
paralogue 1 identified in the palm Elaeis guineen-
sis Jacq. (AG1) for 39 individuals of Astrocaryum
and Hexopetion (Supporting Information, Table S1).
Primer pairs are specified in Table 1. Amplifications

© 2017 The Linnean Society of London, Botanical Journal of the Linnean Society, 2017, 185, 291-306
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Table 1. Primer pairs and annealing temperatures used to generate new DNA sequences for this study; alignment size in

parentheses
Locus (size) Primer name Annealing temperature (°C) Reference

Nuclear WRKY7 CnWO07-F4 61 Meerow et al. (2009)
(719 bp) CnWO07-R4
PRK 717F 57 Lewis & Doyle (2002)
(1023 bp) 969R
AGI AG1-F1 60 Ludefa et al. (2011)
(409 bp) AG1-R1

Plastid rps16 intron rpsl6-In-F 58 Scarcelli et al. (2011)
(777 bp) rpsl6-In-R
psbM-trnD psbM-F 53 Shaw et al. (2005)
(747 bp) trnD-R
trnD-trnT trnD-IGS-F 62 Scarcelli et al. (2011)
(753 bp) trnT-IGS-R
trnG intron trnGin-F 61 Scarcelli et al. (2011)
(642 bp) trnGin-R
trnQ-rps16 trnQ-F 62 Hahn (2002)
(1086 bp) rpsl6-R

were performed on a 25-nL reaction mix containing 1
pL 1x Taq Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), 0.2 mM each dNTP, 0.2 uM each primer,
0.5 units PCR Taq DNA polymerase (Thermo Fisher
Scientific), 1.25 mM MgCl, and c. 20 ng template
DNA. PCR conditions consisted of 35 cycles with
the following steps: denaturation at 94 °C for 1 min,
annealing at various temperatures for 1 min (Table
1) and extension at 72 °C for 1 min. These cycles were
preceded by an initial denaturation at 94 °C for 7
min and followed by a final extension at 72 °C for
10 min. PCR products were sent for Sanger sequenc-
ing to Macrogen Inc. (Seoul, Korea). In addition, the
nuclear low-copy sequences of intron 23 of RNA poly-
merase II subunit 2 (RPB2), the region amplified by
the conserved intron-scanning primer set #4 (CISP4)
and phytochrome B (PHYB) were taken from Roncal
et al. (2013). Specimens, herbarium voucher informa-
tion and NCBI accession numbers are listed in Table
S1 (Supporting Information). Each of the 11 DNA
regions (five plastid and six nuclear) was indepen-
dently aligned with MUSCLE (Edgar, 2004), manu-
ally adjusted in MEGA7 (Kumar, Stecher & Tamura,
2016) and subsequently concatenated in a superma-
trix using SequenceMatrix 1.7.8 (Vaidya, Lohman &
Meier, 2011). We removed a 108-bp region in AGI and
a 36-bp microsatellite motif in PHYB because they
were difficult to align. The total supermatrix con-
sisted of 8131 bp for 79 individuals (57 from section
Huicungo and 22 outgroups), with one to six individu-
als sampled per species and with 16% missing data.
This matrix is available on TreeBASE (http://purl.
org/phylo/treebase/phylows/study/TB2:5S21294).

MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSES

We performed a phylogenetic analysis on the super-
matrix DNA alignment using maximum likelihood
(ML) in RAxML v8.2.4 (Stamatakis, 2014). The best
partition scheme was found using PartitionFinder
(Lanfear et al., 2012). An ML tree was reconstructed
with 100 runs under the GTR+G+I model with the
method ‘lazy subtree rearrangement’ from 100 dif-
ferent parsimony-starting trees. Branch support
was assessed using the non-parametric Shimodaira—
Hasegawa-like implementation of the approximate
likelihood-ratio test (SH-aLRT; Guindon et al., 2010).
We used SH-aLLRT instead of the bootstrap method-
ology because it is an order of magnitude faster, is
based on whole alignment likelihoods rather than res-
ampling random characters with replacement and is
less sensitive to weak phylogenetic signal (Anisimova
et al., 2011; Pyron, 2011).

To address tree discordance among gene genealo-
gies and to infer a species tree from multiple individ-
uals per species, we used three methods that use a
multispecies coalescent model. These three methods
gave us insight on tree topology uncertainty and were
useful to test how different topologies can affect the
anatomical character state reconstruction analysis
(see below). First, we used the NdJst (Liu & Yu, 2011)
and STAR (Liu et al., 2009) algorithms as imple-
mented in STRAW (Shaw et al., 2013) with default
parameters. These methodologies infer a species tree
based on unrooted and rooted gene trees, respectively,
and incorporate gene tree uncertainty using bootstrap
analysis (Shaw et al., 2013). For each of the six link-
age units (all plastid regions were merged into one,
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and RPB2 was eliminated because it gave low-reso-
lution trees), we generated 1000 bootstrap replicates
with RAXML 8.2.4 under the GTR+G+I model. The
6000 bootstrap ML trees were compressed into a sin-
gle zip file and uploaded into STRAW. We used NdJst
because it can handle multiple allele sequence data if
the alleles sampled from the same species do not form
a monophyletic group, which we demonstrated in the
concatenation analysis (Liu & Yu, 2011). The STAR
method was also performed because it is resistant to
variable substitution rates along the branches in gene
trees, and has been shown to outperform other coa-
lescent methods such as STEAC, SC and GLASS (Liu
et al., 2009).

Second, because STAR and NJst may suffer from
information loss and reduced efficiency, we performed
a Bayesian analysis of the 11 DNA region dataset
using the coalescent method of *BEAST (Heled &
Drummond, 2010) as implemented in BEAST v1.8.2
(Drummond et al., 2012) via the CIPRES Science
Gateway (Miller, Pfeiffer & Schwartz, 2010). We
used the partition schemes and substitution model
as obtained in PartitionFinder. A relaxed molecular
clock with an uncorrelated lognormal distribution
under the Yule process as divergence tree prior, with
random starting trees for each partition, was used.
We ran two independent Markov chain Monte Carlo
runs each consisting of 100 million generations with
parameters sampled every 1000 generations and a
25% burn-in. We combined independent runs using
LogCombiner v1.8.2 and evaluated convergence by
considering estimated sample size (ESS) values
> 200 for all model parameters in Tracer v1.8.2. We
obtained a maximum clade credibility species tree
with TreeAnnotator v1.8.2 (Drummond et al., 2012).

ECOLOGICAL NICHE DIVERGENCE

We compiled 507 occurrence records of huicungo palms
from Kahn et al. (2011), field observations in Bolivia,
Peru, Ecuador, Colombia and Brazil, and Tropicos and
Reflora databases (Fig. 1). To analyse the presence of
niche divergence between clades we first conducted a
principal component analysis (PCA) using ten envi-
ronmental predictors: three climatic variables from
WorldClim (Hijmans et al., 2005); elevation from
the NASA Shuttle Radar Topographic Mission 90m
Digital Elevation Database v4.1 at 250-m spatial reso-
lution (Jarvis et al., 2008); and six soil variables from
SoilGrids1km (Hengl et al., 2014). These variables
were chosen because they were not highly correlated
(Pearson correlation coefficient < 0.60). Environmental
data were handled and extracted in ArcGIS v10.4
(ESRI, Redlands, CA, USA). We conducted the PCA on
the log-transformed continuous variables in R (R Core
Team, 2015).

In addition, we used the maximum entropy method
implemented in MaxEnt v3.3.3k (Phillips, Anderson
& Schapire, 2006) to model the spatial distribution of
each clade. We used 135 and 372 occurrence records
for the NAFB and CAF clades, respectively, and the
same set of ten variables employed in the PCA. We
rescaled the elevation layer to 1 km? to meet the spa-
tial resolution of the climatic and soil layers. The raw
MaxEnt output was chosen because it does not rely
on post-processing assumptions. We ran 15 replicates
using 75% of the records as training data, the remain-
ing 25% for testing the model and five feature classes
(linear, quadratic, product, threshold and binary). We
used default parameters for the maximum number of
iterations (500), background points of 10000, regu-
larization multiplier of 1 and convergence threshold
of 0.00001. The resultant prediction map represents
the probability of occurrence ranging from 0 (low suit-
ability) to 1 (high suitability). The importance of each
environmental predictor in the model was evaluated
through permutation importance metrics and a jack-
knife test. We used the receiver operation characteris-
tic (ROC) approach by calculating the area under the
ROC curve (AUC) to characterize model performance.
Finally, we measured niche overlap between the two
huicungo clades using Hellenger distance I (Warren,
Glor & Turelli, 2008) and Schoener’s D (Schoener,
1968) statistics as implemented in ENMTools (Warren,
Glor & Turelli, 2010). Both measures range from 0 to
1 for completely discordant and identical distributions,
respectively.

MORPHOLOGICAL AND ANATOMICAL CHARACTERS

We recoded and rescored the list of 109 binary (pres-
ence/absence) leaf anatomical characters from the
lamina, main rib, petiole and sheath published by
Millan & Kahn (2010) as multistate characters, giving
a new total of 35 characters (Supporting Information,
Table S2). We recoded these binary characters because
often the ‘absence’ state might be non-homologous,
rendering incorrect suggestions of common ances-
try and similarity in morphologically dissimilar taxa
(Jenner, 2002). In addition, we newly coded and scored
31 morphological characters obtained from Kahn &
Millan (2013), mostly describing the trunk, spines,
inflorescence and female flower shape (Supporting
Information, Table S2). The combined anatomical and
morphological dataset (Supporting Information, Table
S3) for 14 species of Astrocaryum section Huicungo
and 12 outgroups (including Hexopetion) were used to
reconstruct a phylogenetic tree using maximum par-
simony in PAUP* 4.0b10a (Swofford, 2002). We used
a stepwise addition heuristic search with 1000 repli-
cates of tree-bisection-reconnection (TBR), keeping
ten trees per replicate, and with accelerated character
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transformation (ACCTRAN). Additionally, TBR was
applied to all the trees retained in memory. All charac-
ters were considered unordered and equally weighted.
Node support was assessed with 1000 non-parametric
bootstrap replicates and a 50% majority rule consen-
sus tree was constructed. The data matrix and consen-
sus tree are available on TreeBASE.

To explore the diagnostic and evolutionary impor-
tance of the anatomical characters, we estimated
ancestral states by maximum likelihood using the ‘ace’
command in the R package ‘ape’ (Paradis, Claude &
Strimmer, 2004). We tested three different models for
transition probabilities between the states of each dis-
crete character: equal rates (ER), symmetrical (SYM)
and all rates different (ARD). A likelihood test (G sta-
tistics) between these models asks whether the dif-
ference in log likelihoods is large enough to lie at the
rightmost tail of a chi-square distribution (Paradis,
2012). In every case, the chi-square P-value was not
significant (> 0.05), suggesting that all three models
were not significantly different; we therefore chose
the simplest ER model for every ancestral state recon-
struction. To test how different topologies can affect
the anatomical character state reconstruction analy-
sis, we used the NJst and *BEAST coalescent trees.

RESULTS
MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSES

PartitionFinder found four optimal partitions for
the 11 DNA loci: AG1+CISP4+RPB2; PRK+WRKY7,
PHYB; and plastid. GTR+G+I was the best nucleotide
substitution model for every partition according to the
corrected Akaike information criterion. The topology
obtained from the supermatrix ML analysis recovered
section Huicungo as monophyletic (SH-aLRT = 99)
and confirms the presence of two well-supported
clades (Supporting Information, Fig. S1): the NAFB
and CAF with SH-aLLRT values of 80 and 89, respec-
tively. The interspecific relationships remained unre-
solved in each clade since only A. murumuru was
monophyletic (SH-aLRT = 97). SH-aLRT support val-
ues ranged from 72 to 99 and rendered most species
para- or polyphyletic. Every outgroup species, however,
was monophyletic.

The three coalescent species trees recovered sec-
tion Huicungo as monophyletic with strong support
[*BEAST posterior probability (pp) = 0.97, NJst boot-
strap support (BS) =88.1 and STAR BS =90]. The NAFB
and CAF clades were recovered in all trees, except for
the NAFB, which was paraphyletic in the STAR tree
(Fig. 2). Branch support in section Huicungo was mostly
weak in all three coalescent trees (pp < 0.86, BS < 65).
The three topologies differed slightly, but species mem-
bers of each clade were the same, except for A. chonta

Mart. which appeared in the CAF clade in the NJst,
STAR and concatenated ML trees and in the NAFB
clade in the *BEAST tree (Fig. 2). This constitutes the
main difference between the *BEAST tree and the rest.
The sister relationship between A. urostachys Burret
and A. macrocalyx Burret was recovered in the three
coalescent trees with strong to moderate support (pp =
0.67, BS NdJst = 95, BS STAR = 97). The ESS scores in
Tracer from the *BEAST analysis were all > 200. The
gene trees from the six different linkage units imported
in STRAW had polytomies, and the PHYB marker pro-
vided the most resolution.

ECOLOGICAL NICHE DIVERGENCE

The first two principal components summarized 66.6% of
the environmental variance. Individuals from the NAFB
and CAF clades mostly discriminated along a diagonal
line 130° from the first component (Fig. 3). Component 1
was largely related to elevation (load of 0.8), which was
correlated with the mean temperature of the driest quar-
ter (Bi09). Individuals in the NAFB clade grow at lower
elevations (mean = 164 m asl, SD = 67.3) and higher Bio9
(mean = 25.8 °C, SD = 0.45) than CAF individuals (mean
elevation = 457 m asl, SD = 291; Bio9 mean = 23.8 °C,
SD = 1.6; Supporting Information, Fig. S2).

The validation of each MaxEnt model indicated that
they were significantly better than the random distri-
butions because the AUC values were well supported
(AUC test/training for NAFB were 0.977/0.981, and for
CAF were 0.950/0.956). Inspection of the models for
each clade shows a clear niche differentiation between
them (Fig. 4). Their geographical distributions are
largely allopatric since areas of high niche suitabil-
ity (blue in Fig. 4) showed no overlap. The models
showed little predicted distribution overlap between
the two clades corresponding to areas of low niche
suitability (orange in Fig. 4). The distribution model
of the NAFB clade is mainly restricted to the Marafion
and upper Amazonas river basin in Peru, north into
eastern Ecuador and, to a lesser extent, in Colombia
(Amazonas) and north-western Brazil (Amazonas); by
contrast, the CAF is mainly distributed in the eastern
Andean foothills of Peru and Bolivia and, to a lesser
extent, in western Brazil (Acre, Amazonas). The low
niche suitability values in Brazil and the Guiana
shield might be the result of the small number of
occurrence records available for A. murumuru, A. fer-
rugineum and A. ulei. Climatic variables contributed
the most to the MaxEnt models (not elevation or soil
characteristics). The most important climatic vari-
ables for fitting the models were precipitation season-
ality (Bio15) and precipitation of the warmest quarter
(Bio18, Supporting Information, Table S4). Individuals
in the NAFB clade grow in regions of lower Biol5
(mean = 16.02, SD = 4.18) than those of the CAF clade
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Figure 2. Species tree of Astrocaryum section Huicungo (Arecaceae) using three coalescent model methods based on five
plastid and six low-copy nuclear DNA regions. Numbers along the branches are posterior probabilities for the *BEAST tree
(A) and bootstrap support for NJst (B) and STAR (C) trees, respectively.

(mean = 41.67, SD = 9.87). Biol8, however, was not
significantly different between clades. Since Biol5
was correlated with precipitation of the driest month
(Biol4), we included this variable in the Supporting
Information Fig. S2. A higher Biol4 (mean = 164.55,
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Niche overlap between clades was small to negligi-
ble, as revealed by Hellenger distance I of 0.2684 and
Schoener’s D of 0.0739.
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Figure 3. Principal component analysis of environmental characteristics (soil, climate and elevation) showing niche diver-
gence of the central Andean foothills and northern Amazonian foreland basin lineages.

MORPHOLOGICAL AND ANATOMICAL CHARACTERS

The combined anatomical and morphological parsi-
mony analysis resulted in a tree with low node support
for the relationships among Astrocaryum (BS < 58,
Supporting Information, Fig. S3). This analysis recov-
ered Astrocaryum as monophyletic (BS = 98), but did not
recover section Huicungo, or the NAFB or CAF clades.
The sister relationship of A. macrocalyx and A. uro-
stachys was recovered with weak support (BS = 45),
and of A. murumuru and A. ulei with BS of 56. The
analysis also recovered a group (A. gratum F.Kahn &
B.Millan, A. macrocalyx, A. perangustatum F.Kahn &
B.Millan, A. urostachys) compatible with subsection
Sachacungo F.Kahn (Kahn, 2008) with weak support
(BS = 34). The number of most-parsimonious trees was
23, tree length was 273, consistency index was 0.41 and
retention index was 0.51, revealing high homoplasy.
No anatomical character was diagnostic for either
clade, with most character reconstructions revealing
the same most likely ancestral state for both clades
at the time of divergence (e.g. hypodermal cell size,

Fig. 5A). However, two drought-related anatomical
characters showed different ancestral states for the
two clades in the *BEAST tree. The ancestral condition
for the hypodermal outer cell wall width on the abaxial
side of leaves was thick for the CAF clade and thin for
the NAFB clade (character A13, Fig. 5B). Aerenchyma
was absent in the ancestor of a clade distributed in
the eastern Andean foothills of Peru and Bolivia (CAF
minus A. murumuru), and located in the centre of the
main rib in the ancestor of the NAFB clade (character
A28, Fig. 5C). When using the NJst tree, the ancestral
states for the hypodermal outer cell wall width were
equivocal for both clades. For the location of aeren-
chyma, the ancestor of the NAFB probably had no aer-
enchyma, whereas the reconstruction was equivocal for
the ancestor of the CAF clade. We discuss the results of
the *BEAST tree and disregard those of the NJst tree
because of these multiple equivocal reconstructions
for the nodes of interest. We showed that tree topology
can affect the reconstruction of ancestral states, and
thus our results need to be corroborated using a better-
resolved species tree for section Huicungo.
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Figure 4. Species distribution modelling estimated using MaxEnt for (A) northern Amazonian foreland basin, and (B)
central Andean foothills. Colours from orange via yellow and green to blue refer to MaxEnt values of occurrence probability
(range 0-1, raw MaxEnt output).

DISCUSSION low. This was not surprising since no species in sec-
tion Huicungo were monophyletic in the RAXxML tree
except for A. murumuru. Low resolution and support
Sequencing of 11 DNA loci allowed recognition of  within clades are probably because of their recent ori-
two clades, but resolution in each of them was still  gin (6—8 Mya, Roncal et al., 2015), which might not

MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSES
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Figure 5. Ancestral character state reconstruction using maximum likelihood for three hypothesized drought-related ana-
tomical characters plotted on the *BEAST coalescent tree. A, hypodermal cell size (character A10); B, hypodermal outer cell
wall on abaxial side (character A13); C, aerenchyma (character A28). An asterisk marks states expected under dry condi-
tions. Numbers next to boxes are the probabilities for each character state at the corresponding node.

have allowed the accumulation of numerous informa-
tive characters among species and the correct sort-
ing of allelic variation. Alternatively, the evolution of
the huicungo palms might not be entirely tree-like
because of gene flow and hybridization, contributing to
the degree of discordance we found among coalescent
trees which only account for incomplete lineage sorting
(ILS). The discordance among the three coalescent spe-
cies trees in terms of some interspecific relationships
can be explained by the sensitivity of these methods to
the inherent lack of resolution in the gene trees (e.g.
Huang et al., 2010), which was evident from the poly-
tomies recovered in all linkage unit trees (results not
shown). The low bootstrap support of gene-tree-based
methods (e.g. STAR, NJst) has been explained by gene
tree estimation error, branch length information dis-
regarded, and the addition of poorly supported gene
trees (Liu et al., 2015). Our results were concordant
with claims that concatenation can result in more
strongly supported phylogenetic trees than coalescent-
based methods (e.g. Brumfield et al., 2008; Townsend
et al., 2011), but the para- and polyphyly of species

prevents us from relying solely on the concatenation
approach.

Membership of clades does not match the classifica-
tion of section Huicungo proposed by Kahn (2008). The
clade of A. murumuru, A. ulei and A. chonta (subsec-
tion Huicungo) recovered by Roncal et al. (2015) did
not appear in any phylogenetic analysis. Our results,
therefore, do not support the taxonomic recognition of
any subsection (Sachacungo, Huicungo or Murumuru)
defined on the basis of pistillate flower morphological
characters (Kahn, 2008) and anatomical stomata char-
acteristics such as the position of subsidiary terminal
cells (Millan & Kahn, 2010). Populations of A. chonta
show a disjunct spatial distribution in northern and
central Peru, which could explain its recovery in both
clades in the coalescent trees. The sister relationship
between A. macrocalyx and A. urostachys was consist-
ently recovered in all molecular and morphological/
anatomical phylogenetic analyses. These two species
grow mostly in parapatry, adjacent to each other, with
a small contact zone in some parts of the Napo and
Tigre river valleys in Peru (Kahn & Millan, 2013).
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Astrocaryum macrocalyx is found in terra firme forests
from the north-eastern region of Peru in Loreto, north-
wards into Colombia, whereas A. urostachys is found
in Restinga forests on periodically inundated alluvial
soils, from the Tigre river valley in Peru, through-
out Amazonian Ecuador and into adjacent Colombia
(Kahn & Millan, 2013). An anatomical synapomorphy
for these two sister species is the Y-shape of terminal
cells in the stomata (Milldn & Kahn, 2010).

As Pennington & Dick (2010) suggested, over the
course of millions of years, long-distance seed disper-
sal may overwrite and obscure any genetic signature
of specific events that may have acted as speciation
drivers in Amazonia such as riverine barriers, tectonic
arches or marine incursions. This concept of historical
‘dispersal overwrite’ may explain why some disjunct
lineages appear closely related (Pennington & Dick,
2010). Our results did not show historical dispersal
overwrite, at least during the early evolution of section
Huicungo, because we found geographical structure
at the deep node of the phylogenetic tree. Since most
species of section Huicungo occur in allopatry (Kahn
et al., 2011; Roncal et al., 2015), we expected to also
find phylogenetic geographical structure at a finer
scale (i.e. shallow nodes in the tree), but this was not
found, and we attribute this to the lack of phylogenetic
resolution rendered by the markers chosen and/or his-
torical dispersal overwrite.

ECOLOGICAL NICHE DIVERGENCE

Ancestral populations can divide and radiate into
novel ecological niches, which are then subject to
divergent selection, leading to reproductive isolation
and speciation (Nosil, 2012). This hypothesis of eco-
logical speciation is consistent with phylogenetic trees
showing their greatest ecological differentiation along
the inner nodes (Losos, 2009), and we found this pat-
tern in section Huicungo. The niche segregation we
observed for the two Huicungo clades involved dif-
ferent precipitation regimes north and south of the c.
5°S break in WA, with a decreased precipitation and
increased length of the dry season south of the break.
We acknowledge that our niche analysis considered
only current environmental data and not the condi-
tions under which the evolution of section Huicungo
occurred (6—8 Mya). However, recent modelling of the
effects of lower elevation during Andean upheaval
suggested that total precipitation remained similar
for most of the Amazon basin during the Neogene,
not altering rainfall patterns enough to depart from
a wet and warm tropical climate (Vonhof & Kaandorp,
2010). Since the Andes acted as a moisture barrier for
atmospheric circulation, Amazonian climate probably
experienced enhanced seasonality during the Neogene
(Sepulchre, Sloan & Fluteau, 2010) and therefore the

current precipitation regime we suggest as having pro-
moted niche differentiation was perhaps already pre-
sent during the early divergence of section Huicungo.
The interpretation that the niche differentiation found
between clades acted as a divergent selection agent for
ecological speciation awaits a formal test on the pres-
ence and strength of selection and gene flow.

Using forest inventory data, ter Steege et al. (2006)
found two dominant geographical gradients in genus-
level plant community composition across northern
South America. The first community gradient was
correlated with a gradient in soil fertility, whereas
the second one paralleled a gradient in dry season
length stretching from Colombia (least dry) to south-
eastern Amazonia (figure 1b in ter Steege et al., 2006).
This second community gradient matches the spatial
distribution of the two Huicungo clades quite well.
Individuals in the CAF grow under an annual precipi-
tation seasonality (variance) of almost three times the
seasonality occurring in the NAFB. Likewise, precipi-
tation of the driest month (correlated with seasonal-
ity) was half for individuals in the CAF, compared with
NAFB individuals (Supporting Information, Fig. S2).
Although studies like that of ter Steege et al. (2006)
are useful to detect the relative performance of species
with respect to the environment, they are insufficient
to demonstrate that climate in general and dry season
length specifically can drive speciation. A phylogenetic
framework like ours needs to be conducted for a wider
spectrum of taxa in WA.

MORPHOLOGICAL AND ANATOMICAL CHARACTERS

Horn et al. (2009) argued that a functional signifi-
cance could be attributable to many lamina anatomi-
cal characters, compensating for the morphological
limitations in palms, and that such anatomical varia-
tion appears to be largely decoupled from lamina mor-
phology. They further argued that evolution of palm
leaf anatomy is homoplasious, but not at random since
they observed recurrent evolution of character states.
In our case study, we found multiple shifts among
character states, with no anatomical character use-
ful to distinguish the two Huicungo clades unequivo-
cally. The parsimony analysis based on anatomical and
morphological characters resulted in a poorly resolved
tree with almost no similarity to the molecular trees,
suggesting that the characters coded might be plastic
or lack phylogenetic utility. Despite the fact that we
tested some anatomical characters previously diag-
nosed as leaf adaptations that prevent water loss, only
two characters showed ancestral states that were con-
sistent with expectations if these were adaptations to
the dry precipitation regimes in WA. The first was the
thickness of the hypodermal cell wall on the leaf abax-
ial surface. Thickening of outer walls in the epidermis
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and hypodermis has been associated with the osmotic
adjustment that enables plants to survive under water
stress (Bussotti et al., 1998). As expected for individu-
als exposed to a pronounced dry season, the ancestor
of the dry CAF clade most probably had thick hypoder-
mal cell walls, whereas the ancestor of the wet NAFB
clade probably had thin hypodermal cell walls.

The second character was the location of aer-
enchyma, which was reconstructed as absent for the
ancestor of the dry CAF minus A. mururmuru clade,
and at the centre of the main rib for the ancestor of the
wet NAFB clade. A reduction of mesophyll intercellu-
lar spaces (aerenchyma) provides internal blocking of
water movement reducing transpiration (Bosabalidis
& Kofidis, 2002). A third character, hypodermal cell
size, could not be reconstructed unequivocally for the
ancestor of the wet NAFB clade, for which we expected
to find an ancestor with equal cell size in the abaxial
and adaxial leaf surfaces. However, the dry CAF ances-
tor did show the expected state of smaller hypodermal
cells on the adaxial surface, which has been shown to
prevent cell collapse under water stress conditions
(Oertli, Lips & Agami, 1990).

Among the anatomical drought tolerance characters
that did not differ for the two lineage ancestors were
cell wall thickness of the epidermis, papillate or hairy
indumentum and bundle sheath extension. Besides
osmotic adjustment, cell wall thickening and lignifica-
tion in the epidermis can be due to autophagic pro-
cesses with exocytosis of degraded material in response
to drought (Vollenweider et al., 2016). A higher density
of non-glandular scales or hairs on the leaf surface is
known to block externally water vapour movement
reducing transpiration (Bosabalidis & Kofidis, 2002).
Bundle sheath extension refers to a group of cells
(usually fibres) that bridge veins to the surface lay-
ers of leaves. They occur in many angiosperms and are
characteristic of heterobaric leaves, which are known
to confer adaptive benefits such as structural support
under water stress (Kenzo et al., 2007) and acceler-
ated stomatal response to humidity (Buckley, Sack &
Gilbert, 2011). We acknowledge that incomplete sam-
pling (13 out of 15 species) and different topologies
could affect the character state reconstruction results
presented here. Thus, the drought-related potential
anatomical adaptations we propose in this study need
to be confirmed with a better resolved, taxonomically
complete species tree.

CONCLUSIONS AND FUTURE RESEARCH PROSPECTS

This study is one of a few to address the climatic niche
as a potential divergent selection agent in lowland WA
plants. The distribution of precipitation in WA differ-
entiates the ecological niche of the NAFB and CAF
Huicungo clades. The anatomical characters evaluated

were not diagnostic of these two clades. However, hypo-
dermal cell wall thickness and location of aerenchyma
might have played a role as adaptations to the dry sea-
son length at the initial split of section Huicungo.

The use of targeted sequence enrichment and
restriction-site-associated DNA sequencing methods
may increase the phylogenetic resolution. Hypothesis
testing on ecological speciation at a finer geographi-
cal scale than that presented here and confirmation
of the potential anatomical adaptations could be pos-
sible with this improved phylogenetic tree. The mul-
tispecies coalescent methods used in this study imply
only ILS as the source of gene tree incongruence. It is
well known, however, that ILS by itself cannot explain
all gene tree differences, and thus the Huicungo DNA
dataset awaits to be evaluated with other species tree
methods that incorporate hybridization, gene flow and
reticulation.
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SUPPORTING INFORMATION
Additional Supporting Information may be found in the online version of this article at the publisher’s web-site:

Fig S1. Maximum likelihood tree reconstructed in RAXML for 57 Astrocaryum section Huicungo individuals
within 13 species plus 22 outgroup within 6 species. Branch support SH-aLLRT along each node. Individuals dis-
tributed in the Northern Amazonian Foreland Basin and the Central Andean Foothills are marked with branch
colors red and blue, respectively. Bar represents number of substitutions per site.

Fig S2. Boxplots of A. precipitation of the driest month (bio14), B. precipitation seasonality (bio15), C. tempera-
ture of driest quarter (bio9), and D. elevation, derived from occurrence records for Astrocaryum section Huicungo.
Boxes represent the interquartile range, horizontal lines within the boxes represent means and whiskers extend
to the 95% most extreme data points.

Fig S3. 50% majority rule consensus tree resulting from a maximum parsimony analysis in PAUP* 4.0b10a for
14 Astrocaryum section Huicungo species and 12 outgroup based on the polymorphism of 35 anatomical and 31
morphological characters. Numbers along branches are bootstrap support. Species distributed in the Northern
Amazonian Foreland Basin and Central Andean Foothills are marked in red and blue, respectively.

Table S1. Study species with information on sample identity in the DNA bank at the Institut de Recherche
pour le Development (IRD) in France, herbarium voucher number, and Genbank (NCBI) accession number used
to reconstruct the phylogenetic tree of Astrocaryum section Huicungo. Sequences in bold were newly generated
for this study. Within the column “Chloroplast”, Genbank numbers correspond to the following DNA sequences:
psbM-trnD, rps16 intron, rps16-trn@Q, trnT-trnD, trnG intron, otherwise they correspond to plastid haplotypes
obtained from Roncal et al. 2015. DNA region acronyms described in the methods section.
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Table S2. List of 35 leaf anatomical and 31 morphological multistate characters obtained from the literature but
newly or recoded in this study (Millan & Kahn, 2010; Kahn & Milldan, 2013). Anatomical and morphological char-
acters are numbered with an A and M, respectively.

Table S3. Data matrix of 31 morphological and 35 anatomical characters coded in this study. Multiple states
within a species are indicated by a comma (polymorphic species). ?=missing data

Table S4. List of the 10 environmental variables used for the MAXENT distribution modeling of the Northern
Amazonian Foreland Basin (NAFB) and Central Andean Foothills (CAF) clades. This table shows relative con-
tributions of each environmental variable to each model as estimated by permutation importance values and
Jackknife test gain.
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