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RESUMEN

Prunus serotina subsp. capuli es una especie arborea, silvestre, y tetraploide que se
distribuye a lo largo del continente Americano y habita el callejon interandino ecuatoriano.
A pesar de su gran potencial econdmico en las industrias alimenticia, maderera, y médica,
existe poca informacion acerca de la historia y el cultivo de la especie en el pais.

Este trabajo es la segunda fase de una investigacion que pretende evaluar la
diversidad genética del capuli en Ecuador. La primera fase evalu6 127 accesiones de capuli
en Carchi, Imbabura, Cotopaxi, Tungurahua, y Chimborazo, mientras que la fase actual
analizé 88 accesiones de capuli provenientes de Pichincha, Cafiar y Azuay. Durante ambas
fases, se emplearon 8 marcadores microsatélites heter6logos y altamente polimdrficos
(Guadalupe, 2013). En este trabajo, primero, se analizaron los datos correspondientes a las
tres provincias por separado y luego, se procesaron los datos de las ocho provincias
estudiadas en total. Se generaron dendrogramas con sus bootstraps, analisis de coordenadas
principales (PCoA), y valores del indice de distancia genética (Fst).

El andlisis molecular de las tres provincias muestra alta similitud genética entre
individuos dentro de cada provincia, y una baja variabilidad genética interprovincial junto
con un moderado-alto grado de diferenciacion genética entre ellas siguiendo un patrén
geografico norte-sur. Por otro lado, el analisis molecular de las ocho provincias indica la
presencia de una reducida variabilidad genética a lo largo de la sierra ecuatoriana, un nivel
moderado de diferenciacion genética entre provincias, y una distribucién alélica siguiendo
un patron geogréfico norte-centro-sur. Se requieren datos antropoldgicos y econémicos
actualizados para sustentar las hipdtesis que pretenden explicar los resultados obtenidos.



ABSTRACT

Prunus serotina subsp. capuli is a wild arboreal tetraploid species which is widely
distributed throughout America and inhabits the Ecuadorian highlands. Regardless of its
high economic potential in the food, timber, and medical industries, there is little
information available concerning the history and development of this crop in Ecuador.

This study is the second phase of a research project that evaluates the genetic
diversity of capuli in Ecuador. The first phase evaluated 127 capuli accessions from Carchi,
Imbabura, Cotopaxi, Tungurahua, and Chimborazo, whereas this phase evaluated 88 capuli
accessions from Pichincha, Cafiar, and Azuay. Both phases used 8 heterologous and highly
polymorphic microsatellite markers (Guadalupe, 2013). During this study, data from the
three provinces were evaluated, separately. Later on, data from the eight provinces
evaluated during both phases of the project were analyzed as a whole. Dendrograms with
their respective bootstrap analysis, principal coordinate analyses (PCoA) and Fst genetic
distance index values were generated.

The molecular analysis for the three provinces showed high genetic similarity
among individuals inside each province, and low genetic variability between provinces
together with a moderate-high level of genetic distance among them following the
geographical pattern north-south. On the other hand, the molecular analysis for the eight
provinces indicated a reduced genetic variability throughout the Ecuadorian highlands, a
moderate level of genetic distance between provinces, and an allelic distribution that
follows the geographical pattern north-central-south. Updated anthropological and
economic data are required to support the hypothesis that try to explain these results.
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1 INTRODUCCION

1.1 Prunus serdtina
1.1.1 Taxonomia: (Fam. Rosaceae; Gen. Prunus).

La familia Rosaceae se distribuye ampliamente a nivel mundial pero se concentra
principalmente en el hemisferio boreal. Esta categoria taxondmica esta formada por casi
100 géneros y 3000 especies. Dentro de esta familia, se encuentran especies de gran
importancia econémica como aquellas que pertenecen a los géneros Rosa y Malus. En el
Ecuador, se encuentran 12 géneros (7 son nativos) y 50 especies nativas; la mayoria de las
especies crecen sobre los 2500 m.s.n.m y pueden ser hierbas, arbustos y arboles (Ulloa &
Moller Jorgensen, 1995; Palacios, 2011).

El género Prunus esta conformado por alrededor de 200 especies que se distribuyen
principalmente en zonas templadas ubicadas en los hemisferios boreal y austral. En el
Ecuador, se encuentran 4 especies; 2 de ellas habitan la zona interandina: Prunus rugosa
Koehne y Prunus serotina Ehrh. Algunos arboles frutales que pertenecen a este género y
provienen del Viejo Mundo también son cultivados (Ulloa & Moller Jorgensen, 1995). Los
individuos pertenecientes a este género son arboles que poseen:

“hojas enteras con disposicion alterna, margen aserrado, nervadura pinnada y

peciolo corto y engrosado; inflorescencia racimosa con flores perfectas que poseen

caliz gamosépalo, 5 pétalos blancos, 10 estambres en el borde del hipanto y 8 en el

centro; y frutos que son drupas” (Ulloa & Moller Jorgensen, 1995).

Inicialmente, la especie Prunus serotina fue incluida dentro del subgénero Padus

(Miller) Focke (Rehder, 1940 citado por Pairon et al.,, 2008). Sin embargo, estudios
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filogenético-moleculares recientes acerca del género Prunus la han clasificado dentro de un
nuevo clado que estd formado por los demas individuos que pertenecian al subgénero Padus
junto con aquellos que conformaban el subgénero Laurocerasus (Duh.) Rehder (Bortiri et
al., 2006 citado por Pairon et al., 2008).

La nomenclatura “Prunus serotina” es la mas antigua que ha sido otorgada para la
especie y fue establecida por Ehrhart en el afio de 1788. Posteriormente, aparecieron otras
denominaciones con el fin de identificar a aquellas poblaciones de la misma especie que
habitaban regiones geograficas distintas. El nombre “Prunus capuli” fue propuesto por
Cavanilles en el afio de 1800 y otorgado al capulin de origen ecuatoriano. “Prunus
salicifolia” fue propuesto por Kunth en el afio de 1824 para nombrar al capulin semi
silvestre de origen colombiano. Por ultimo, “Cerasus capollin” fue propuesto por Seringe
en el afio de 1825 para nombrar a los individuos de origen mexicano (McVaugh, 1951).
Posteriormente, la variedad de capuli que crece en paises como el Ecuador recibié la
denominacion de “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)” por McVaugh (1951); ésta es la

nomenclatura con la cual se la identifica en la actualidad.

1.1.2 Distribucién geografica.

Prunus serotina es una especie arbérea, frutal, silvestre, y de rapido crecimiento,
sobre todo en zonas templadas. Esta es endémica del Nuevo Mundo y nativa de
Norteamérica (Marquis, 1990 citado por Pairon et al., 2008; Maynard et al., 1991 citado por
Downey e lezzoni, 2000; Niembro, 1990 citado por Fresnedo-Ramirez et al., 2011). Se
distribuye a lo largo del continente Americano desde el sur de Canada al norte pasando por

los estados de Florida, Dakota, Nebraska, Kansas, la franja Este de los Estados Unidos,
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México, Guatemala, Ecuador y Peru hasta el sur de Bolivia (McVaugh, 1951; Popenoe &
Pachano, 1922; Niembro, 1990 citado por Fresnedo-Ramirez et al., 2011).

Adicionalmente, esta especie fue introducida ampliamente en los bosques del
continente europeo incluyendo Escandinavia y las islas Britanicas ya que constituia una
opcion viable para lograr la aforestacion de zonas abiertas y el enriquecimiento del suelo
(Muys et al., 1992 citado por Pairon et al., 2008; Bakker, 1963 y Lousley, 1963 ambos
citados por Auclair & Cottam, 1971). Actualmente, la especie se ha dispersado rapidamente
hasta invadir diversas zonas como fragmentos de bosques presentes dentro de regiones
agricolas europeas Yy sitios con suelos pobres en nutrientes (Wallis de Vries, 1986; Muys &
Maddelein, 1993; y Muys et al., 1993 citados por Deckers et al., 2005).

En América del Norte, P. serotina es una especie silvestre que ocupa bosques de
tipo secundario y ha alcanzado areas recientemente alteradas por la accion humana
(Maynard et al., 1991 citado por Downey e lezzoni, 2000). En el Ecuador, la especie esta
presente a lo largo del callejon interandino desde la provincia del Carchi localizada cerca
del limite norte hasta la provincia de Loja ubicada al sur. Su distribucion varia entre los
1800 a 3400 m.s.n.m. y se concentra principalmente en las provincias centrales desde
Cotopaxi hasta Azuay (Mille, 1942).

P. serotina tiene un optimo crecimiento en suelos arenosos y de marga aluvial,
terrenos altamente arcillosos, laderas secas y rocosas, y areas sueltas de arenas volcanicas;
estos sitios son comunes en las altiplanicies de la sierra ecuatoriana (Popenoe & Pachano,
1922). Adicionalmente, esta especie es intolerante a la sombra por lo que se desarrolla

mejor en claros. Los individuos se convierten en entes dominantes durante la sucesion
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secundaria y tienen éxito en terrenos donde recientemente se han producido alteraciones o

desastres naturales (CONABIO, 2012).

1.1.3 Historia.

Los registros histdricos indican que P. serotina fue trasladada desde México a
diferentes lugares de América Latina luego de la conquista espafiola (Mille, 1942). En
México y la region andina, se llevaron a cabo procesos de domesticacion y seleccién por
tamafo, sabor y calidad del fruto. Usualmente, los frutos de P. serotina de América del
Norte eran pequefios con un didmetro de entre 6 a 10 milimetros, poco carnosos y carecian
de valor comercial; mientras que las variedades domesticadas en América Central y
Sudamérica se caracterizaban por producir frutos grandes con un diametro de entre 2 a 3.5
centimetros, carnosos y de agradable sabor (Popenoe, 1924 y Popenoe & Pachano, 1922
ambos citados por Downey e lezzoni, 2000).

Durante esa época y hasta la actualidad, esta especie no es cultivada a gran escala
sino que sélo se produce en jardines, parcelas familiares y en los bordes de carreteras para
su cosecha y comercializacion a nivel local a cargo de campesinos nativos de la region
(Downey, 1999 citado por Downey e lezzoni, 2000; Popenoe & Pachano, 1922; Diario El

Comercio, 2012).
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1.1.4 Morfologia externa y genética de la variedad ecuatoriana (P. serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh).

Durante las primeras etapas de su crecimiento, los individuos de P. serotina son
delgados y se caracterizan por tener una forma piramidal. Eventualmente, el diametro de la
copa aumenta y se presentan ramillas horizontales delgadas y rigidas. Inicialmente, estas
ramillas son de color verde claro o broncineo pero luego adquieren una tonalidad clara/ café
obscura con tintes rojos. Adicionalmente, las ramillas poseen lenticulas palidas que
posteriormente tendran un color rojo claro (Popenoe & Pachano, 1922).

Generalmente, los individuos de P. serotina pueden ser arbustos o arboles que
alcanzan una altura promedio de entre 12 a 14 metros (Mille, 1942; CONABIO, 2012).
Estos poseen troncos gruesos que proveen madera de contextura “dura, incorruptible, y
susceptible de hermoso pulimento” (Mille, 1942). La corteza puede ser de color café o gris
obscuro “con pequefios e irregulares agrietamientos en la superficie”; su grosor oscila entre
una y media a tres y cuarto pulgadas (Popenoe & Pachano, 1922; CONABIO, 2012). La
raiz se desarrolla rapidamente y de forma superficial, “ésta se extiende a mediana
profundidad y ocupa los primeros 60 cm del suelo” (CONABIO, 2012).

Sus hojas son de color verde obscuro y brillante, tienen disposicion alterna con
respecto al tallo, y son simples, oblongas, lanceoladas, acuminadas hacia el apice, dentadas,
y lampifias; su longitud oscila entre los 7 y 12 centimetros. Poseen un peciolo largo que
extiende hasta los 3 centimetros y pueden presentar de 2 a 3 glandulas (Mille, 1942;
Popenoe & Pachano, 1922; CONABIO, 2012).

Sus flores son blancas, despiden una deliciosa fragancia y estan formadas por un

caliz lobulado que se asemeja a un cono invertido; ademas, poseen alrededor de cinco
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pétalos redondos (Mille, 1942). El ovario es “libre, sésil, unilocular, y contiene 2 dvulos; su
estilo es simple y el estigma es peltado” (Mille, 1942). Las flores se disponen en racimos
delgados que varian entre los 7 y 20 centimetros de largo y aparecen durante la etapa media
de crecimiento de las hojas (Mille, 1942; Popenoe & Pachano, 1922; CONABIO, 2012).

Los frutos son drupas globosas, lampifias, carnosas y jugosas de corteza fina junto
con una semilla dura y crecen en racimos. Durante las primeras etapas de la fase de
maduracion, el fruto es de color rojo obscuro; luego, adquirira una tonalidad negra rojiza
(Popenoe & Pachano, 1922; CONABIO, 2012). El sabor de los frutos depende del tipo de
arbol y la region donde se desarrolla. Los frutos con los sabores mas agradables provienen
de las provincias de Tungurahua y Azuay; son dulces y ligeramente amargos (Mille, 1942).
En el Ecuador, los frutos maduran durante los primeros meses del afio (Popenoe &
Pachano, 1922).

P. serotina es una especie tetraploide (Downey e lezzoni 2000) y alopoliploide
(Pairon et al; 2008). Los alopoliploides se forman por un proceso de hibridacion seguido de
una fase de duplicacion del numero total de cromosomas (Bennett, 2004 citado por Pairon
& Jacquemart, 2005). Los dos genomas parentales en este tipo de hibridos son parcialmente
homologos. De todas formas, éstos experimentan poca recombinacion intergenémica y se
mantienen integros durante generaciones formadas por descendientes que son producto de
reproduccion sexual. Cabe mencionar que el mantenimiento de la integridad de los
genomas parentales no limita la flexibilidad evolutiva de los hibridos. Una de las razones

podria ser la presencia de heterosis (Comai, 2000).
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1.1.5 Usosy aplicaciones de la especie.

Los frutos de esta especie son altamente apreciados por su tamafio y agradable sa-
bor. A diferencia de los frutos que maduran en paises de América del Norte los cuales son
pequefios (de 6 a 10 mm de didmetro), poco carnosos Yy tienen un sabor astringente,
aquellos que se desarrollan en paises de la region Andina como el Ecuador son mas grandes
(de 2 a 3.5 cm aproximadamente), carnosos, jugosos, y dulces (McVaugh, 1951; Popenoe,
1924 y Popenoe & Pachano, 1922 citados por Downey e lezzoni, 2000; Mille, 1942). Estas
caracteristicas han propiciado que P. serotina se convierta en un ingrediente fundamental
en la dieta y vida econdmica de la poblacion indigena. Los miembros de este grupo humano
consumen altas cantidades de este producto convirtiendolo en uno de los mas importantes
de la region interandina ecuatoriana. Ademas, un gran porcentaje de estos habitantes se
dedica a producir y cosechar los frutos de la especie para comercializarlos internamente y a
nivel local con el fin de sustentar a sus familias. Adicionalmente, el fruto es empleado para
la elaboracién de mermeladas, jaleas y coladas las cuales son consumidas por las familias
de la comunidad; también, se elabora un tipo de estofado denominado “Jucho” y un tipo de
licor destilado parecido al Kirsch o al maraschino (Popenoe & Pachano, 1922; Diario El
Comercio, 2012; CONABIO, 2012).

En paises de América del Norte como los Estados Unidos, la madera proveniente
de esta especie es altamente valorada por caracteristicas como su dureza, facilidad de
manejo y la capacidad de adquirir un atractivo pulimento; estas cualidades le dan un alto
valor comercial en el mercado (Liu & Pijut, 2008; Maynard, 1994; Mille, 1942;
CONABIO, 2012). En el Ecuador, la madera extraida de individuos de P. serotina se la

emplea como lefia, para la fabricacion de muebles y para “el acabado interno de las casas”;
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ademas, los arboles son sembrados en los bordes de los campos para utilizarlos como
“cortina rompe-vientos” para evitar la erosion de los suelos (Palacios, 2011; Popenoe &
Pachano, 1922; CONABIO, 2012).

En el aspecto medicinal, la infusion de las hojas de capuli se emplea como
“expectorante, estimulante, febrifugo, antiespasmddico, ténico, sedante y para combatir
diarreas” (CONABIO, 2012; Popenoe & Pachano, 1922). La corteza de ramas y raices
contiene &cido hidrocianico el cual posee propiedades tonicas y sedantes; por ello, las
infusiones provenientes de estas partes de la planta pueden ser empleadas para combatir la
tisis pulmonar y la debilidad nerviosa (Popenoe & Pachano, 1922; CONABIO, 2012).

Adicionalmente, un estudio llevado a cabo en México evalud las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas del extracto acuoso, acetonico, etanolico y metanolico del
fruto de esta especie. Se comprobd que el extracto etanolico presenta una alta concentracion
de antocianinas y polifenoles los cuales le confieren propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. En conclusion, este extracto tiene un gran potencial para ser empleado

como aditivo para alimentos (Jiménez et al., 2011).
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1.2 Diversidad genética: concepto, importancia a nivel de especie, aplicaciones y
métodos de evaluacion.

“Biodiversidad” es un término que involucra la diversidad de especies o el conjunto
completo de todos los seres vivos que moran en nuestro planeta; la diversidad genética que
es la variacion en genes y genotipos existente dentro de una especie 0 entre especies; y la
diversidad en ecosistemas que considera a las distintas comunidades bioldgicas y su
asociacion con el medio ambiente en términos fisicos y quimicos (Primack, 2006;
Ramanatha Rao & Hodgkin, 2002). La “diversidad genética provee la materia prima para
que se desarrolle la evolucion mediante la seleccion natural” (Fisher, 1930 citado por
Randall Hughes et al., 2008). La variabilidad genética permite que las especies se adapten
de forma efectiva a su ambiente cambiante lo cual aumenta sus posibilidades de
supervivencia (Torres, 2001). Procesos genéticos como las mutaciones y las
recombinaciones genéticas favorecen la aparicion de nuevos alelos y genotipos mientras
que la deriva génica y la endogamia pueden reducir el nivel de diversidad genética de un
individuo o una poblacién (Torres, 2001; Primack, 2006; Lacy, 1997).

Una alta diversidad genética y la continua aparicion de nuevos alelos puede
contribuir a que los individuos respondan de mejor manera ante condiciones ambientales
adversas lo cual aumenta su aptitud (fitness) en términos fisioldgicos; de esta forma; solo
los individuos que presenten genotipos favorables seran capaces de sobrevivir,
reproducirse, y dejar descendencia viable. A medida que aparezcan las siguientes
generaciones, las frecuencias genéticas de la poblacién experimentardn cambios; esta
dindmica de fluctuaciones continuas en el pool genético es lo que caracteriza a la seleccién

natural (Primack, 2006). Un declive en la variabilidad genética de una poblaciéon puede
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afectar su viabilidad y permanencia a largo plazo ya que la aptitud de los individuos y su
habilidad para adaptarse se ve reducida (Lacy, 1997). La diversidad genética no solo tiene
un impacto directo en la estabilidad de las poblaciones sino que también afecta los procesos
bioldgicos que se desarrollan a nivel de comunidades y ecosistemas. Esta determina el
grado de variacion fenotipica de las especies presentes lo cual define el tipo de
interacciones interespecificas que existen en ambos niveles (Randall Hughes et al., 2008).

El nivel de variabilidad genética de una poblacion depende del nimero de genes
polimorficos existentes en su pool genético y el numero de alelos para cada uno de estos
genes. La presencia de genes polimorficos permitird la presencia de individuos
heterocigotos. Se ha comprobado que este tipo de individuos poseen mayor aptitud (fitness)
que aquellos que son homocigotos; este fendmeno recibe el nombre de “vigor hibrido o
heterosis”. Esto ocurre ya que la presencia de dos alelos diferentes otorga una mayor
“flexibilidad” al momento de sobrellevar circunstancias adversas. Ademas, la existencia de
alelos nocivos provenientes de uno de los padres puede ser enmascarada por la presencia de
genes funcionales adquiridos a partir del otro progenitor (Primack, 2006).

Actualmente, factores como la deforestacion, la destruccion de los ecosistemas, la
erosion de los suelos, el poco conocimiento existente acerca de los recursos naturales
circundantes, las actividades humanas como la mineria y la construccion de carreteras, y el
acelerado crecimiento poblacional a nivel mundial estan contribuyendo a la reduccion de la
biodiversidad, la desaparicion de la variabilidad genética en poblaciones de animales y
plantas, y ya han condenado a algunas especies a la extincion (Torres, 2001; Primack,
2006). En este aspecto, la ejecucion de estudios que evalten el nivel de variabilidad

genética de las especies y sus patrones de distribucion espacial es fundamental ya que la
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informacion provista a través de estas investigaciones contribuye favorablemente al
momento de tomar decisiones y establecer acciones que promuevan su conservacion
(Torres, 2001; Ramanatha Rao & Hodgkin, 2002).

En el area agricola, los recursos genéticos provenientes de especies vegetales
cultivables son de gran importancia a nivel mundial; su conservacién es fundamental para
asegurar el sustento alimenticio de las poblaciones humanas presentes y sus futuras
generaciones (Ramanatha Rao & Hodgkin, 2002). Lamentablemente, la incidencia de
factores como las sesgadas politicas agropecuarias que favorecen la prevalencia de ciertos
cultivos, el uso extensivo de los monocultivos, y la supremacia de practicas agricolas que
involucran el uso exacerbado de variedades mejoradas desarrolladas a partir de un solo
origen han causado una reduccién en el nivel de variabilidad genética de los cultivos
(Torres, 2001). Ademas, la introduccion de variedades mejoradas ha dejado de lado a
aquellas de tipo silvestre que pueden contener germoplasma altamente valioso. En los
ultimos afios, se han reforzado las labores de conservacion ex situ e in situ de poblaciones
de especies vegetales lo cual ha contribuido a la proteccidn de los parientes silvestres de los
cultivos. Sin embargo, muchas de estas iniciativas no incluyen una evaluacion previa de la
diversidad genética que estan protegiendo lo cual incide negativamente en el progreso que
puedan tener estos proyectos (Ramanatha Rao & Hodgkin, 2002; Rauf et al., 2010).

En nuestro pais, los analisis de diversidad genética han contribuido a la ejecucion de
programas de mejoramiento genético de especies de alta relevancia a nivel agropecuario.
La gran diversidad agricola del Ecuador puede contener genes que sean Utiles para
desarrollar variedades altamente productivas que gocen de una mejor adaptabilidad a los

cambios ambientales y que sean resistentes a plagas y enfermedades (Torres, 2001). En
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épocas pasadas y a nivel mundial, los procesos de mejoramiento de cultivos mediante la
seleccion de variedades con alta rentabilidad a nivel comercial han estado a cargo de
campesinos y pequefios productores quienes seleccionaban a aquellos individuos con
caracteristicas fenotipicas favorables y los cultivaban de manera selectiva por varias
generaciones; en el proceso, solo ciertos alelos eran conservados y los demas eran
descartados (Budak et al., 2004; Mondini et al., 2009).

Los avances en areas como la biologia molecular y la biotecnologia han
proporcionado técnicas y procedimientos de diagndstico genético que han otorgado
eficiencia a los procesos de seleccion de variedades de gran importancia econdmica. Estas
técnicas se basan en el uso de marcadores moleculares que permiten determinar el nivel de
variabilidad genética dentro de una especie mediante el analisis de regiones especificas
dentro de su genoma. Las especies con pools genéticos altamente diversos pueden tener el
potencial de contener alelos que puedan ser beneficiosos en el futuro; a continuacion, se
pueden realizar estudios que identifiquen genes directamente relacionados con la presencia
de caracteristicas fenotipicas de gran valor comercial. Finalmente, esta informacion
resultara util al momento de seleccionar individuos y planificar cruces que produzcan
hibridos que posteriormente contribuyan a la aparicion de variedades mejoradas (Mondini
et al., 2009; Budak et al., 2004; Moose & Mumm, 2008). Es necesario resaltar que los
programas de mejoramiento genético de especies también deberian involucrar componentes
encaminados a la conservacion in situ y ex situ de germoplasma para proteger los valiosos
recursos geneticos que provee la naturaleza lo cual permitira un uso sostenible de los

mismos a largo plazo (Torres, 2001).
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1.3 Marcadores Moleculares
1.3.1 Definicién, clasificacion y aplicaciones.

Un marcador molecular es un locus genémico cuya presencia puede ser detectada
de forma rapida ya sea a través de sondas o secuencias iniciadoras especificas (primers).
Esta region del DNA muestra de forma clara “la caracteristica cromosomica que representa
junto con las zonas flanqueantes localizadas en los extremos 5’ y 3°”. Ademas, su modo de
herencia puede ser monitoreado facilmente (Mondini et al., 2009; Kumar et al., 2009). El
empleo de los marcadores moleculares se basa en la existencia de polimorfismos en el
DNA. Un polimorfismo genético se define como “la ocurrencia simultanea de una
caracteristica que posee dos 0 mas variantes discontinuas o genotipos dentro de una misma
poblacion” (Kumar et al., 2009).

Para que un marcador molecular sea ideal, éste debe cumplir condiciones como ser
altamente polimdrfico; debe tener herencia codominante lo cual permite diferenciar a los
individuos heterocigotos y homocigotos; debe tener ocurrencia frecuente y distribucion
uniforme a lo largo del genoma; debe proveer una adecuada resolucidn que permita detectar
las diferencias genéticas presentes; su deteccion debe ser facil, rapida, poco costosa, y
reproducible entre laboratorios; y no se debe requerir informacién previa acerca del genoma
en estudio. Cabe recalcar que ninguno de los marcadores moleculares actualmente
disponibles involucra todos estos criterios; de todas formas y dependiendo del tipo de
estudio que se vaya a llevar a cabo, es preciso elegir un marcador que por lo menos incluya
varios de ellos (Mondini et al., 2009; Kumar et al., 2009; Weising et al., 1995 citado por

Kumar et al., 2009).
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El rol principal de los marcadores moleculares es resaltar los polimorfismos que
puedan existir en una secuencia de DNA especifica dentro de un grupo de individuos
distintos; estas variaciones genéticas pueden ser producto directo de inserciones,
deleciones, translocaciones, duplicaciones, y mutaciones puntuales. Cabe recalcar que los
marcadores moleculares no brindan informacion acerca de la actividad de genes
determinados. Algunas de las ventajas de los marcadores moleculares son su insensibilidad
e independencia de los factores ambientales; su aplicabilidad a todos los rincones del
genoma lo cual incluye exones, intrones y zonas reguladoras; la ausencia de efectos
epistaticos y pleiotrépicos; y su capacidad de identificar polimorfismos que no estan
relacionados con la variacion fenotipica (Mondini et al., 2009).

Los diferentes tipos de marcadores moleculares se dividen en dos categorias: los
que se basan en métodos de restriccion e hibridacion y los que se basan en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Cuando se emplean aquellos marcadores que pertenecen a
la primera categoria, los perfiles de DNA se visualizan luego de que la muestra ha sido
cortada con enzimas de restriccion y los fragmentos se han hibridado a una sonda marcada
que contiene una secuencia conocida; los RFLP’s (Restriction Fragment Length
Polymorphism) y VNTR’s (Variable Number of Tandem Repeats) son dos ejemplos de este
tipo de marcadores (Kumar et al., 2009; Mondini et al., 2009).

Por el contrario, cuando se emplean aquellos marcadores que son parte de la
segunda categoria, las secuencias de DNA de interés son amplificadas in vitro de forma
exponencial mediante el uso de secuencias de oligonucledtidos randomicas o especificas

denominadas primers y una enzima polimerasa de DNA termoestable. Posteriormente, las
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copias de DNA resultantes son separadas a través de electroforesis y los patrones de bandas
presentes son visualizados mediante autorradiografia o tincion. Los RAPD’s (Random
Amplified Polymorphic DNA) y los AFLP’s (Amplified Fragment Length Polymorphism)
son marcadores que involucran el uso de primers con secuencias aleatorias mientras que los
SSRs (Simple Sequence Repeats) y los SNP’s (Single Nucleotide Polymorphisms) son
marcadores que requieren primers con secuencias especificas (Kumar et al., 2009; Mondini
et al., 2009).

Adicionalmente, los diferentes tipos de marcadores moleculares también se pueden
dividir en otros dos grupos: los que permiten analizar un locus a la vez y los que tienen la
capacidad de escanear multiples loci al mismo tiempo. Aquellos marcadores que pertenecen
al primer grupo emplean sondas o primers con secuencias especificas los cuales pueden
hibridarse o amplificar regiones determinadas del genoma; estos son codominantes ya que
permiten diferenciar entre individuos homocigotos y heterocigotos. Por otro lado, los
marcadores que son parte del segundo grupo pueden analizar varios loci gendémicos de
forma simultanea a través de su amplificacién mediante primers con secuencias aleatorias;
estos son considerados como dominantes ya que solo permiten constatar la
presencia/ausencia de un locus pero sin distinguir entre homocigotos ni heterocigotos
(Mondini et al., 2009).

Finalmente, existen marcadores moleculares que no analizan secuencias dentro del
DNA gendmico sino que se encargan de escanear regiones de DNA de cloroplasto,
mitocondrial, y ribosomal, elementos transponibles, y ¢cDNA’s provenientes de RNA’s

(Mondini et al., 2009).
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Los marcadores moleculares pueden ser utilizados para evaluar la variabilidad
genética de poblaciones y la construccion de mapas genéticos y fisicos que han permitido
relacionar caracteristicas fenotipicas con ciertas regiones del genoma (Mondini et al.,
2009). Son muy dutiles en el area de mejoramiento genético y produccion de variedades
mejoradas donde son empleados durante el proceso de seleccion de parentales con
caracteristicas fenotipicas de importancia comercial. Incluso, su aplicacion permite calcular
“la proporcién de variacion fenotipica que es controlada por el genotipo™ lo cual se traduce
en la identificacion de QTL’s (loci asociados a caracteristicas cuantitativas) (Moose &
Mumm, 2008; Budak et al., 2004). El empleo de marcadores moleculares incrementa la
eficiencia en la seleccion de individuos que sean buenos candidatos para el desarrollo de
cultivos mejorados ya que complementan la informacion que es adquirida mediante el
analisis del fenotipo; los datos que éstos proveen permiten aumentar el nivel de ganancias a
nivel genético en casos en donde el fenotipo no puede ser evaluado ya que es dependiente
de factores ambientales (Moose & Mumm, 2008; Lande & Thompson, 1990 citado por

Moose & Mumm, 2008).

1.3.2 Marcadores moleculares de tipo microsatélite (SSR).

Los marcadores moleculares microsatélites (SSR: Simple Sequence Repeats) son
repeticiones en tdndem de unidades formadas por uno a seis nucleotidos; los ejemplos mas
comunes son los sets (A)n, (TC)n, (TAT)n, ¥ (GATA), donde n puede ser un valor que
oscile entre uno hasta decenas de unidades (De Vienne, 2003; Kumar et al, 2009; Wang et
al., 2009). Estas regiones se distribuyen de forma aleatoria en el genoma nuclear de la

mayoria de especies eucariotas y en un pequefio porcentaje de especies procariotas (Kumar
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et al., 2009; Wang et al., 2009; Mondini et al., 2009; ljaz, 2011). Este tipo de marcadores
también han sido encontrados en los genomas de cloroplasto en plantas y en los genomas
mitocondriales de animales y plantas (Wang et al., 2009). Los microsatélites se han
clasificado en cuatro categorias:

“simples perfectos, simples imperfectos, compuestos perfectos, o compuestos

imperfectos. Las repeticiones simples perfectas son sets en tdndem de una sola

secuencia repetitiva. Las repeticiones simples imperfectas son sets que estan
formados por una 0 mas secuencias repetitivas de diferentes longitudes. Las
repeticiones compuestas perfectas se componen de dos 0 mas secuencias repetitivas
de la misma longitud. Finalmente, las repeticiones compuestas imperfectas se
interrumpen por una o mas secuencias repetitivas de diferentes longitudes” (Wang

etal., 2009).

En especies de plantas, se ha observado que “la frecuencia de microsatélites esta
inversamente relacionada con el tamafio del genoma y que el porcentaje de DNA repetitivo
es relativamente constante en regiones codificantes”; ademas, las unidades repetitivas de
tres nucledtidos son mas comunes en especies monocotiledéneas mientras que las unidades
repetitivas formadas por un solo nucle6tido son mas frecuentes en especies dicotiledoneas
(Wang et al., 2009).

Los microsatélites pueden estar presentes en regiones codificantes y no codificantes
del genoma; su sitio de insercion determina su funcion. Si estan presentes dentro de
regiones codificantes, estos pueden afectar la expresion correcta de un gen; mientras que si
se localizan en zonas no codificantes, estos pueden afectar la regulacion o transcripcion de

un gen (ljaz, 2011; Wang et al., 2009).
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El protocolo que permite identificar regiones SSRs dentro del genoma esta basado
en la aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando primers
especificos de entre 18 y 24 pares de bases cuyas secuencias son complementarias a
regiones conservadas presentes en los flancos del microsatélite. Generalmente, se requieren
bajas concentraciones de DNA (entre 10 y 100 ng) y este no necesariamente debe ser de
alta calidad. Los polimorfismos relacionados con la longitud de SSR amplificado pueden
ser detectados mediante geles de agarosa, geles de acrilamida, o secuenciadores
automaticos (Wang et al, 2009; ljaz, 2011; Kumar et al., 2009).

Estos marcadores se caracterizan por ser altamente abundantes y pueden estar
presentes “en millones de copias en el genoma de una especie” (De Vienne, 2003; Budak et
al., 2004; Mondini et al, 2009; Hayden & Sharp, 2001; Wang et al., 2009; Kumar et al.,
2009). También, se caracterizan por ser altamente polimorficos, reproducibles e
informativos; tener herencia codominante; ser faciles de automatizar y analizar; ser
efectivos, confiables y costo-efectivos; y poder ser transferibles entre especies (Budak et
al., 2004; De Vienne, 2003; ljaz, 2011; He et al., 2003; Hayden & Sharp, 2001; Wang et
al., 2009; Kumar et al., 2009).

Las regiones microsatélites del genoma tienen altas tasas de mutacion las cuales
oscilan entre 10 a 10% por ello, los SSRs tiene una alta variabilidad la cual es superior en
comparacion a otros marcadores (Wang et al., 2009; He et al., 2003). El polimorfismo de
los microsatélites se debe a las diferencias en longitud que caracterizan a estas regiones lo
cual esté directamente relacionado con el nimero de veces en las que la unidad repetitiva
estd presente (Mondini et al., 2009). La incidencia de una alta variabilidad en el nimero de

repeticiones en tandem presente en las regiones microsatélites puede ser producida por
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varios factores como las fallas que comete la polimerasa durante la replicacion del DNA,
presencia de recombinacion (“crossing over”) desigual, errores durante la reparacion de
bases mal apareadas o rotura de doble cadena, o la retrotransposicion. Las anomalias en
estos procesos genéticos aumentan o disminuyen el tamafio original de los microsatélites
(Wang et al., 2009; ljaz, 2011; Kumar et al., 2009).

La alta reproducibilidad de los microsatélites permite que éstos puedan ser
empleados de forma fiable en mas de un laboratorio; los datos producidos en un sitio
pueden comprobarse en otros lugares para establecer informacion cientifica basada en datos
consistentes (ljaz, 2011).

Existen varias formas de obtener marcadores de tipo microsatélite. Una de ellas es
realizar un escaneo de una biblioteca gendmica usando sondas SSR marcadas y luego
secuenciar los clones hibridados. Este es el procedimiento tradicional pero es muy costoso
y laborioso. Una opcién mas préactica es utilizar sondas SSR marcadas para escanear
bibliotecas “enriquecidas” con microsatélites. Una segunda alternativa es identificar SSRs
en secuencias de DNA presentes en bases de datos mundiales o buscar registros de
secuencias microsatélites dentro de estos sitios. Una tercera opcion es utilizar las
secuencias microsatélites provenientes de estudios genéticos realizados en especies
emparentadas con aquella que esta en estudio. Es preciso mencionar que las tres opciones
involucran la posterior sintesis de primers especificos que sean complementarios para las
regiones flanqueantes conservadas del microsatélite. De las tres alternativas, la mejor es la
tercera ya que se ahorra mucho tiempo y dinero. En este caso, la posibilidad de transferir
marcadores moleculares microsatélites entre una especie y otras pertenecientes al mismo

género o entre especies que pertenecen a diferentes géneros dentro de la misma familia



33

resulta ser altamente beneficiosa (Wang et al., 2009; Kumar et al., 2009; Hayden & Sharp,
2001; He et al., 2003).

Algunas desventajas del uso de marcadores microsatélites son el hecho de que su
elaboracion requiere un extenso conocimiento previo acerca de las secuencias del DNA de
la especie en estudio; la técnica puede subestimar las mediciones de la estructura genética
de una poblacién; y puede haber presencia de alelos nulos. Por esta razon, su uso se ha
dirigido a la evaluacion de especies con importancia agricola y se ha dejado de lado a las
especies silvestres (Mondini et al., 2009; Wang et al., 2009; ljaz, 2011; Kumar et al., 2009).

Los marcadores moleculares de tipo microsatélite son utilizados para realizar mapeo
genético, identificar cultivos y conducir programas de seleccion asistida por marcadores,
analizar la diversidad genética y relaciones filogenéticas entre especies, ejecutar estudios
poblacionales y evolutivos, y para evaluar paternidad y huella de DNA (Wang et al., 2009;

Kumar et al., 2009; Hayden & Sharp, 2001; ljaz, 2011).
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1.4 Estudios sobre diversidad genética mediante marcadores moleculares realizados
en Prunus serdtina y/o otras especies del género Prunus: informacion disponible
en la actualidad.

La mayoria de estudios de variabilidad genética realizados hasta el momento que han
empleado marcadores moleculares microsatélites involucran a varias especies del género
Prunus como el durazno (P. persica L. Batsch) (Aranzana et al., 2002; Aranzana et al.,
2003; Dirlewanger et al., 2002); el albaricoque Japoneés (P. mume Sieb et. Zucc) (Gao et al.,
2004); el albaricoque silvestre (P. armeniaca L.) (Hormaza 2002; Maghuly et al., 2005;
Romero et al., 2003; Tian-Ming et al., 2007; Zhebentyayeva et al., 2003); el cerezo dulce
(“sweet cherry”) (P. avium L.) (Struss et al., 2003; Wunsch & Hormaza 2002; Dirlewanger
et al., 2002); el almendro (P. communis Fritsch.) (Xu et al., 2004); y P. davidiana (Carr.)
Franch (Cheng et al., 2011).

Se han realizado muy pocas investigaciones a nivel mundial acerca de la diversidad
genética de Prunus serotina. A continuacion, se mencionaran dos ejemplos concretos. El
primer estudio involucré el uso de marcadores microsatélites provenientes del cerezo dulce
(“Sweet Cherry”) (Prunus avium), el durazno (Prunus persica), y el cerezo amargo (“Sour
Cherry”) (Prunus cerasus) y realizdé una pequefia evaluacion de la variabilidad genética
presente en accesiones provenientes del estado de Michigan (Estados Unidos), México y
Ecuador (Downey e lezzoni, 2000). Un segundo estudio también utiliz0 marcadores
moleculares microsatélites provenientes de las especies anteriormente mencionadas para
evaluar la variabilidad genética en poblaciones de Prunus serotina provenientes de

Ameérica del Norte (individuos nativos) y Europa (individuos introducidos) con el fin de
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descifrar el origen de la especie en Norte América y la historia de su introduccion en el
continente europeo (Pairon et al., 2010).

Uno de los factores que explica la ausencia de investigaciones sobre la variabilidad
genética de Prunus serotina es el costoso proceso de sintesis de marcadores microsatélites
especificos para la especie en estudio en caso de que éstos no estén disponibles (Kumar et
al., 2009). Sin embargo, dos estudios han analizado la efectividad de amplificacién y el
nivel de polimorfismo cuando se utilizan marcadores SSRs provenientes de especies
cercanamente relacionadas con P. serotina y han comprobado que es posible transferir
marcadores entre especies genéticamente emparentadas (Downey e lezzoni, 2000; Pairon et
al., 2008). Este hecho también se ha podido confirmar entre especies pertenecientes a otros
clados taxondmicos (Downey e lezzoni, 2000). Por lo cual, se concluye que aunque Si
existen herramientas que permiten evaluar la diversidad genética de esta especie, pocos
esfuerzos se han invertido para llevar a cabo esta tarea.

Este estudio constituye la segunda fase de una investigacion que evalla la variabilidad
genética de Prunus serotina subsp. capuli en el territorio ecuatoriano. Se incluyen los datos
obtenidos durante la primera fase (Guadalupe, 2013) que analiz6 cinco provincias de la
sierra ecuatoriana y los nuevos datos obtenidos durante esta fase sobre otras tres provincias
con el fin de adquirir una vision global del nivel y patron de distribucion de la diversidad
genética de la especie en el callejon interandino del Ecuador. La informacion provista en
este estudio podra ser empleada posteriormente para determinar la factibilidad de

programas de mejoramiento genético en el capuli.
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2 OBJETIVO GENERAL

¢ Evaluar el grado de diversidad genética del capuli (Prunus serétina subsp. capuli)
presente en la region interandina del Ecuador utilizando marcadores microsatélites

(SSR-Short Sequence Repeats).

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar el nivel y patrones de distribucion de la variabilidad genética de Prunus
serotina subsp. capuli dentro y entre tres provincias de la sierra ecuatoriana:
Pichincha, Azuay y Cafar.

¢ Analizar de forma global el grado de variabilidad genética de Prunus serotina
subsp. capuli y sus patrones de distribucion entre ocho provincias del callejon
interandino: Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo,

Canfar, y Azuay.

4 AREA DE ESTUDIO

Para la presente investigacion, se colectd hojas de capuli (Prunus serotina subsp.
capuli) en tres provincias de la sierra ecuatoriana: Pichincha, Cafiar y Azuay. La mayoria
de sitios de coleccidn constituyeron los patios de casas ubicadas dentro y fuera de ciudades
y los bordes de carretera. Los analisis moleculares y estadisticos fueron llevados a cabo en
el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito, Quito-

Ecuador.
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5 JUSTIFICACION

El capuli (Prunus serotina subsp. capuli) es una especie que guarda un enorme
potencial el cual puede ser aprovechado en distintos ambitos como la industria maderera, la
industria de alimentos y la medicina.

En primer lugar, su madera posee cualidades de gran interés comercial como “su
dureza, incorruptibilidad y susceptibilidad a alcanzar un hermoso pulimento” (Mille, 1942).
Puede ser empleada en ebanisteria y elaboracion de muebles (Popenoe & Pachano, 1922)
por lo cual es altamente cotizada en paises de América del Norte (Marquis, 1990 citado por
Pairon et al., 2008; Downey e lezzoni, 2000). Campesinos y agricultores de la region
interandina son conscientes de la resistencia y dureza de los troncos de los arboles de esta
especie. Por ello, los siembran en los bordes de sus campos de cultivo para emplearlos
como “cortinas rompe-vientos” con el fin de evitar la erosion de sus tierras (Palacios, 2011;
CONABIO, 2012).

Ademas, un estudio comprob0 las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del
extracto etanolico proveniente del fruto de esta especie. Por lo cual, éste podria ser
empleado como aditivo para alimentos (Jiménez et al., 2011).

Finalmente, las infusiones de hojas y cortezas de esta especie pueden ser empleadas
para tratar y combatir diversas dolencias como diarreas, fiebres, tisis pulmonar, debilidad
nerviosa, entre otras (CONABIO, 2012; Popenoe & Pachano, 1922).

La informacion previamente mencionada muestra el alto potencial econdmico de esta
especie. Sin embargo, en Ecuador, la madera del capuli no es un material que ha sido

incorporado a la industria maderera y so6lo es utilizado en comunidades rurales. Ademas, no
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existen plantaciones comerciales de capuli y sus frutos siguen siendo cosechados por un
reducido porcentaje de la poblacion y comercializados sélo a nivel local (J. Tobar,
comunicacion personal, 22 de abril del 2013; Diario EI Comercio, 2012). Finalmente, las
propiedades medicinales, antioxidantes y antimicrobianas de la especie son desconocidas
por un amplio sector de la sociedad.

A nivel mundial, se han llevado a cabo muy pocas investigaciones que evaltan la di-
versidad genética de Prunus serotina (Downey e lezzoni, 2000; Pairon et al., 2010);
mientras que a nivel nacional, existe una ausencia total de estudios al respecto a pesar de
que ésta es una especie muy conocida y apetecida en la regién interandina del Ecuador
(Diario ElI Comercio, 2012; Popenoe & Pachano, 1922). Su amplia distribucidn geogréafica
brinda indicios de su capacidad de adaptarse a zonas con diversas condiciones ambientales.
Este hecho podria estar relacionado con la presencia de una alta variabilidad genética en
esta especie (Auclair & Cottam, 1971; Hough, 1960 citado por Auclair & Cottam, 1971).

Se requieren estudios de diversidad genética que permitan analizar la riqueza del pool
genético de esta especie. Un pool genético con alta variabilidad podria contener genes o
secuencias relacionadas con la presencia de caracteristicas fenotipicas relevantes.
Posteriormente, se podria identificar a individuos que posean alelos de interés con el fin de
Ilevar a cabo programas de mejoramiento genético que puedan generar variedades de capuli
que sean altamente competitivas a nivel comercial (Mondini et al., 2009; Budak et al.,
2004; Moose & Mumm, 2008). La informacion proveniente de estas investigaciones
también sera util para poder comprender la dindmica a nivel genético presente en las

poblaciones de esta especie en la region interandina del Ecuador.
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6 MATERIALES

6.1 Fase de campo: coleccion de accesiones de capuli
¢+ Se colecto6 hojas jovenes y frutos maduros de 88 arboles (accesiones) de capuli
encontrados en las provincias de Pichincha, Cafiar y Azuay.
¢+ Fundas ziploc medianas
s GPS (Garmin)
¢ Papel de algodon (Kimberly)

¢+ Cooler portatil y paquetes con hielo.

6.2 Extraccion de DNA
¢+ Nitrogeno liquido (N)
+ Buffer de extraccion CTAB 2X
s 2, B-mercaptoetanol (SIGMA-ALDRICH)
¢+ Cloroformo-Octanol (24:1)
¢+ Isopropanol (a temperatura de hielo)
+ Etanol 70%
s Buffer TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0).
+«+ Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)

¢+ Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

6.3 Cuantificacion de DNA

+ NANODROP 1000 (ThermoScientific)



X/
L X4

X/
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6.4

X/
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X/
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X/
L X4
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X/
L X4

X/
L X4

Buffer TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

Ultra-Pure Distilled Water (GIBCO)

Electroforesis en geles de agarosa

SeaKem LE Agarose

TBE 1X (Tris base -Acido Borico- EDTA)

SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen)

UltraPure™ Distilled Water (GIBCO)

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)

Ladder DNA 100 bp (Invitrogen)

EC360M Electrophoretic Gel System (Maxicell)
MGU-502T Horizontal Midi-Gel Kit (C.B.S Scientific)
Fuente de Poder EPS -300 Il ( C.B.S Scientific)

Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD)

6.5 Amplificacion de regiones microsatélite SSR mediante PCR

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

X/
°

X/
°

X/
°

X/
L X4

Tagq DNA polimerasa 5U/uL (Invitrogen)
Buffer PCR 10X (Invitrogen)

MgCl,; 50mM (Invitrogen)

UltraPure™ Distilled Water (GIBCO)
dNTP’s 10 mM (Invitrogen)

8 pares de primers SSR (Tabla 1)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

40
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T Personal Thermocycler (Biometra)

6.6 Electroforesis en geles de acrilamida
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°
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UltraPure™Acrylamide (Invitrogen)
UltraPure™N,N’-Methylenebisacrylamide (Invitrogen)

TBE 10X (Tris — Acido Borico — EDTA)

UltraPure™ UREA (Invitrogen)

Detergente Alconox

Cleaning sheets-Kimwipes (Kimberly-Clark)

Etanol 70%

Rain. X™

Sigmacote® (SIGMA)

Solucién para tratamiento de vidrios: etanol 96% y acido acético glacial 0.5%.
Bind-Silane (3-Trimethoxysily-propyl-methacrylate 98%) (SIGMA-ALDRICH).
Persulfato de amonio (J.T. Baker)

UltraPure™ TEMED (N-tetramethilethilenediamine) (Invitrogen)

TBE 1X (Tris base -Acido Borico- EDTA)

Buffer de carga para pre-corrida (Glicerol + Azul de Bromofenol)

Blue Juice 10X (Invitrogen)

Ladder 10bp (Invitrogen)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

T100 Thermal Cycler (BIORAD)

Sequi-Gen Cell GT System (BIORAD)



¢+ Fuente de poder PowerPac HV (BIORAD)

6.7 Tincion de Plata
¢+ Alcohol absoluto (J.T. Baker)
% Acido acético glacial (MERCK)
¢ Agua destilada
+ Nitrato de Plata (FISHER)
¢+ Hidrdxido de Sodio (MERCK)

¢ Formaldehido 37% (MERCK).

6.8 Fotografia de geles

¢+ Céamara fotogréafica (Canon XPOSZ)
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7 METODOS

7.1 Coleccion de accesiones de capuli y toma de datos en campo

En esta fase inicial, se visitaron varias localidades dentro de las provincias de
Pichincha, Azuay, y Cafar (Anexo 1). Se seleccionaron sitios para realizar la coleccién de
accesiones dentro de aquellas zonas donde habia presencia de esta especie. Durante este
proceso, prevalecieron los principios de randomizacién e interspersién con el fin de obtener
una muestra que representara de forma significativa a cada una de las tres provincias
(Karban & Huntzinger, 2006). Se recolectaron hojas jovenes de arboles de capuli. La
recoleccion de las accesiones se llevo a cabo durante los primeros meses del afio 2012:
febrero, marzo y abril.

Durante el proceso de coleccion, se asigno un codigo especifico y Unico a cada una
de las accesiones. Los codigos se conformaron utilizando un prefijo correspondiente a la
provincia dentro de la cual se colectd la accesion (PIC, AZU, 6 CAN) y el numero de
coleccion (desde 001 en adelante). Por accesion, se registraron los siguientes datos en el
cuaderno de campo: el codigo de la accesion, la fecha de la coleccion, la provincia donde se
realizd la coleccion, una referencia espacial y geografica breve acerca de la zona dentro de
la provincia donde se realizd la coleccion, las coordenadas geograficas del sitio de
coleccion las cuales fueron determinadas utilizando un GPS, la edad aproximada del arbol
donde se realizd la coleccion (adulto, medio, joven), la estructura del mismo (erecto o
disperso), y la altitud donde se encontraba el sitio de coleccion en m.s.n.m. la cual también

pudo ser establecida a través del GPS.
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Las accesiones fueron transportadas en fundas ziploc las cuales fueron debidamente
rotuladas con el correspondiente codigo de coleccidn. La rotulacion se efectué de dos
maneras. Primero, se escribid el codigo en la parte externa de la funda utilizando un
marcador permanente y luego, se anotd el codigo en un pedazo de papel de algodon
utilizando un lapiz HB para luego colocar el papel dentro de la funda. Luego de cada
coleccion, las fundas ziploc fueron ubicadas en un cooler portatil que contenia paquetes con
hielo. El frio permitié que las accesiones se mantuvieran en buen estado durante todo el
trayecto hasta llegar al laboratorio. Finalmente, las fundas ziploc que contenian las
accesiones de capuli fueron almacenadas en una congeladora a -20°C dentro del laboratorio

para su preservacion a largo plazo.

7.2 Extraccion, cuantificacion y evaluacion del DNA proveniente de las accesiones

Se extrajo DNA a partir de las hojas mediante un protocolo basado en el detergente
CTAB (Kieleczawa, 2006) al cual se le incluyeron varias modificaciones. Por accesion, se
cortaron pedazos pequefios de hoja los cuales fueron luego congelados con nitrégeno
liquido y pulverizados con un pistilo en un mortero. Después, se afiadié 800 pl de CTAB
2X y se transfirié a un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml rotulado. Posteriormente, se afiadid
8 ul de 2, B-mercaptoetanol y se homogeneizo6 la muestra. Se incub6 en una cama de arena
a 62°C por una hora; se homogeneizo la muestra cada quince minutos invirtiendo el tubo un
par de veces.

A continuacién, se afiadio 500 pl de una solucion de cloroformo-alcohol isoamilico
24:1 y se homogeneiz6 nuevamente. Se dejo reposar a temperatura ambiente por cinco

minutos. Posteriormente, se centrifugo a 13.200 rpm por veinte minutos. Este paso permitio



45

que la muestra se separe en fases: sobrenadante (contiene DNA), restos de cloroformo, y
residuos de tejido vegetal junto con proteinas y otras macromoléculas. Después de la
centrifugacion, se traslado 500 ul del sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf estéril con
mucha precaucion para no tocar las demas fases.

A continuacion, se afiadié un volumen equivalente de isopropanol frio y se
homogeneiz6 la muestra suavemente. Luego, se centrifugd por cinco minutos a 5000 rpm.
Se elimino el sobrenadante y se afiadio 800 ul de etanol al 75% para lavar el pellet. Se agitd
el tubo hasta que el pellet se despegara de la base del mismo. Posteriormente, el volumen
de etanol colocado fue removido cuidadosamente con una micropipeta y se dejo secar el
pellet dentro de una cdmara de flujo. Finalmente, se resuspendio el pellet en 50 pl de buffer
TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0) y se almaceno6 el DNA en una congeladora a -
20°C.

Luego de la extraccion, se determind la concentracion y calidad del DNA a través
del espectrofotometro NANODROP 1000 (Thermo Scientific, Estados Unidos) y geles de
agarosa al 1% donde se visualizd el DNA utilizando SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen) y un Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD). Previo a la ejecucion de los
andlisis moleculares, se realizaron diluciones a 100 y 20 ng/ul a partir de la muestra stock

de DNA. Esta ultima dilucién fue empleada durante los procesos de PCR con primers SSR.
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7.3 Seleccion de Primers y amplificacion de regiones microsatélite (SSR) mediante
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El material genético de las accesiones recolectadas en las tres provincias fue
analizado mediante la técnica de PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa) con ocho
primers (marcadores SSR) que amplifican regiones microsatélite (Tabla 1). Las secuencias
de los primers provienen de estudios realizados por Downey e lezzoni (2000), Testolin et
al. (2000), Pairon et al. (2008) y Dirlewanger et al. (2002) en especies cercanamente
relacionadas con Prunus serotina subsp. capuli como el durazno (Prunus pérsica), la
cereza dulce (“sweet cherry””) (Prunus avium L.) y la cereza agria (“sour cherry’) (Prunus
cerasus L.).

Los procedimientos de prueba para determinar la transferibilidad de estos primers
fueron llevados a cabo durante la primera fase de la investigacion denominada “Estudio
preliminar de la diversidad genética del capuli en cinco provincias de la region andina del
Ecuador” (Guadalupe, 2013). Durante esa fase, el proceso de seleccién de marcadores SSR
se inici6 con doce primers los cuales fueron seleccionados por ser altamente polimdrficos.
Al final, cuatro de ellos fueron descartados ya que no se logro establecer un protocolo
estandarizado para obtener una buena amplificacion al emplearlos. Adicionalmente, se
establecio una nomenclatura determinada para identificar a cada uno de los primers la cual
fue mantenida durante este estudio: A, B, C, D, F, G, I, L (Tabla 1).

Se empled el protocolo de PCR que fue estandarizado por Guadalupe (2013)
incluyendo las mismas temperaturas de annealing especificas para cada par de primers SSR

(Tabla 1). Las reacciones de PCR tuvieron un volumen final de 10 ul y consistieron en 20-
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40 ng/ul de DNA, Buffer PCR al 1X (Invitrogen), 1.5 mM de MgCl; (Invitrogen), 0.2 U de
Taq polimerasa (Invitrogen), 0.5 mM de dNTP’s y 0.2 mM de cada primer (F y R)
(Downey e lezzoni, 2000).

El programa de amplificacion se efectu6é en un termociclador marca Biometra T-
Personal y consistio de una desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, annealing de entre 48-63°C (dependiendo del
primer) por 1 minuto (ver Tabla 1), extension de 45 segundos, y una extension final de 8

minutos (Cipriani et al, 1999).

7.4  Electroforesis en geles de poliacrilamida y tincién con nitrato de plata

La visualizacion de los productos de PCR se realiz6 empleando un protocolo ya
estandarizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco
de Quito para la elaboracion de geles de acrilamida al 6% con revelado basado en tincion
con nitrato de plata (Benbouza et al., 2006).

Para este procedimiento, se empled la cdmara de electroforesis Sequi-Gen Cell GT
System (BIORAD) junto con la Fuente de poder PowerPac HV (BIORAD). Primero, el
vidrio posterior de la camara fue tratado con etanol al 70%, 3 ml de Rain.X™ (marca) y
800 pl de Sigmacote® (SIGMA). Luego, el vidrio frontal de la cAmara fue lavado tres
veces con el detergente Alconox y tratado con 2 ml de una solucion compuesta por 96% de
alcohol absoluto, 0.5% de &cido acético glacial y 6 pul de Bind-Silane (3-Trimethoxysily-
propyl-methacrylate 98%). Se emplearon Kimwipes (Kimberly-Clark) para limpiar y tratar

ambos vidrios ya que este tipo de franela no deja pelusas sobre la superficie.
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Los accesorios de la cAmara fueron tratados con etanol al 70% y luego la camara fue
armada de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Posteriormente, se inyecto a la
camara 100 ml de poliacrilamida (5M Urea y acrilamida/bisacrilamida 19:1, 545 ul de
persulfato de amonio (J. T. Baker) al 10%, y 109 ul de UltraPure™ TEMED (N-
tetramethilethilenediamine)  (Invitrogen)); el periodo de polimerizacion fue de
aproximadamente una hora.

Luego de esta etapa, se llend la cdmara con 1.5 L de TBE 1X y se efectud una fase
de pre-corrida con un buffer de carga compuesto por glicerol/azul de bromofenol a 80 V. Se
preparé el ladder para la corrida con 27.5 ul de agua ultra pura estéril, 2.5 pl de Blue Juice
10X (Invitrogen) y 5 pl de ladder 10bp (Invitrogen). Se afiadié Blue Juice 10X (Invitrogen)
a cada uno de los productos de PCR para una concentracion final de 1X. El ladder 10 bp y
los productos de PCR fueron desnaturalizadas a 96°C por 6 minutos en un T100 Thermal
Cycler (BIORAD). Para la corrida, se cargd 5 ul del producto de PCR y 5 pl de ladder 10
bp; el tiempo y voltaje de corrida fueron de dos horas y media a 80V, respectivamente.

Al finalizar la corrida, se revel6 el gel de poliacrilamida empleando un protocolo
basado en el método propuesto por Benbouza et al. (2006) junto con ciertas modificaciones
que se detallan a continuacion. El gel fue sometido a una solucion fijadora fria (200 ml de
alcohol absoluto, 10 ml de acido acético glacial y 1790 ml de agua destilada) por cinco
minutos sin movimiento; una solucion de tincion (4 gramos de nitrato de plata, 3 ml de
formaldehido al 37% y 2 litros de agua destilada) por siete minutos con movimiento
constante y obscuridad; una fase de lavado rapido de ocho segundos con agua destilada y
obscuridad; una solucion de revelado (30 gramos de hidréxido de sodio, 4 ml de

formaldehido al 37%, y 2 litros de agua destilada) por tres minutos con leve movimiento y
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obscuridad; una segunda fase con solucion fijadora por tres minutos sin movimiento; y un
segundo lavado rapido por veinte segundos con agua destilada. Finalmente, se dejo secar el
gel a temperatura ambiente previo a su analisis. Los geles de poliacrilamida mostraron el
ladder de DNA de 10 bp (rango de 10 a 300 pb-Invitrogen) y los productos de

amplificacion de las diferentes muestras.

7.5 Toma de datos y anlisis estadisticos

Durante la toma de datos a partir de los geles, se realizd la identificacion y
codificacion de los alelos respectivos para cada primer por accesion. Ademas, se registraron
los datos de las distancias (en centimetros) presentes entre cada uno de los fragmentos de la
escalera/productos de PCR y el frente de corrida de cada gel para luego poder estimar el
tamafo aproximado en pares de bases de los alelos encontrados. Cabe mencionar que cada
alelo fue visualizado como un fragmento de apariencia doble (hecho causado por la
desnaturalizacion del DNA previo a su incorporacion en el gel) (Figuras 2-10); solo se
tomaron en consideracion aquellos alelos presentes dentro del rango de tamafio esperado
que fue reportado por Guadalupe (2013). Adicionalmente, se utilizd el sistema de
codificacion de los alelos para cada uno de los primers SSR establecido durante la primera
fase (Figuras 2-10) con el fin de documentar datos consistentes entre ambas etapas de la
investigacion; la distribucion por primer de los 49 alelos encontrados se explica a detalle en
la Tabla 1.

Los genotipos de cada accesion para los ocho primers fueron tabulados en matrices
binarias donde la primera columna correspondio al codigo de las accesiones y la primera

fila correspondi6 a la nomenclatura de los alelos de cada uno de los primers; se colocé el
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digito 1 para indicar presencia del alelo y el digito 0 para indicar su ausencia. Durante los
analisis estadisticos, primero se utilizaron tres matrices binarias con los datos de cada una
de las provincias analizadas en este estudio. Luego, se emple6 una matriz binaria que
incluia los datos de las tres provincias. Finalmente, se empled una matriz binaria con los
datos de las ocho provincias estudiadas durante la primera y segunda fases de la
investigacion. En total, se procesaron los datos de ocho loci microsatélites provenientes de
una muestra total de 217 accesiones de capuli.

Inicialmente, se utilizd el software NTSYS pc 2.11 (Rohlf, 2008) para elaborar
dendrogramas utilizando una matriz de similitud y el método UPGMA (opcién SAHN) con
el propodsito de determinar agrupamientos entre accesiones. Luego, se realizaron varios
analisis de Bootstrap utilizando matrices de similitud junto con los programas estadisticos
WINBOOT (Yap y Nelson, 1996) y “Dissimilarity Analysis and Representation for
Windows” (DARwin 5.0.158) mediante la opcion “Unweighted Neighbor Joining” (Perrier
& Jacquemoud-Collet 2006) para evaluar el nivel de confiabilidad de los agrupamientos
mostrados por los dendrogramas. A continuacién, se empled el software DARwin para
realizar dos analisis de componentes principales (PCoA). Estos fueron efectuados mediante
matrices de disimilitud, el coeficiente DICE y la opcion “Factorial Analysis” del programa.
Finalmente, se utilizé el software ARLEQUIN (Schneider et al., 1997) para calcular el
indice Fst y determinar las distancias genéticas presentes entre los conjuntos de accesiones

de P. serotina subsp. capuli provenientes de las ocho provincias estudiadas.
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8 RESULTADOS

8.1 Total de accesiones colectadas y muestras de DNA obtenidas

Se obtuvieron 33 accesiones de Pichincha, 25 accesiones de Cafar y 30 accesiones de
Azuay para un total de 88 accesiones colectadas entre las tres provincias (Tabla 2, Figura 1
y Anexo 1). Posteriormente, se extrajo DNA a partir de estas accesiones. El protocolo de
extraccion fue efectivo; se obtuvieron muestras de DNA de alta concentracion y calidad

(Tabla 2).

8.2 Diversidad genética presente en las tres provincias del presente estudio y las

ocho provincias estudiadas en las dos fases de esta investigacion

Se utilizaron los ocho primers SSR (Simple Sequence Repeats) que mostraron
amplificacion satisfactoria en la primera fase de esta investigacion (Guadalupe, 2013)
(Tabla 1). En las 88 accesiones provenientes de las tres provincias analizadas, se
encontraron los mismos 48 alelos que ya fueron reportados en la primera etapa mas un alelo
nuevo adicional para un total de 49 alelos registrados (Tabla 2). El nuevo alelo fue
registrado en dos accesiones de la provincia de Pichincha denominadas PIC003 y PIC 006
(Tabla 1, Figura 2, y Anexo 1).

El nivel de polimorfismo de los primers oscilo entre 4 y 10 alelos siendo el primer A,
proveniente de P. cerasus L., el mas informativo con 10 alelos y los primers B, F, e I,
provenientes de P. avium L. y P. persica L. Batsch, los menos informativos con 4 alelos

cada uno. EI namero de alelos por primer SSR se detalla en la Tabla 1. El promedio de
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alelos para los 8 loci SSR fue de 6.125 alelos por locus. La descripcion visual de los alelos
correspondientes a cada primer esta detallada en las Figuras 2-10.

El nimero total de alelos encontrados en cada una de las tres provincias de este
estudio y entre ellas se detalla en la Tabla 2. Esta tabla también incluye el nimero total de
alelos encontrados en cada una de las cinco provincias analizadas durante la primera fase de
esta investigacion y en total (Guadalupe, 2013). En las 217 accesiones analizadas durante
las dos fases de esta investigacion, el numero total de alelos encontrados entre las ocho
provincias en los 8 loci SSR se mantuvo en 49 (Tabla 2) y el promedio de alelos por locus
fue el mismo calculado para las tres provincias. Asi mismo, Pichincha fue la uUnica
provincia que presentd alelos Unicos (Tabla 2). Finalmente, se compardé el nivel de
polimorfismo para cada primer SSR encontrado en las dos fases de esta investigacion con
los valores reportados por investigaciones previas (Downey e lezzoni, 2000; Testolin et al.,
2000; Dirlewanger et al., 2002); esta informacion se detalla en la Tabla 3.

A continuacion, se calculé valores del indice de distancia genética (Fst) utilizando los
datos de los alelos encontrados por accesion en las tres provincias evaluadas en este estudio
para estimar el grado de diferenciacion genética entre ellas. El indice Fst entre Pichincha y
Caniar fue de 0.218, entre Pichincha y Azuay fue de 0.081, y entre Cafiar y Azuay fue de
0.053. Estas cifras y el resumen de los valores P de significancia obtenidos se muestran en
la Tabla 4.

Asi mismo, se calculo valores del indice de distancia genética (Fst) empleando los
datos de los alelos encontrados por accesion en las ocho provincias estudiadas durante las

dos fases de esta investigacion para evaluar el grado de diferenciacion genética entre ellas.
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Los indices Fst entre la mayoria de las provincias oscilaron entre 0.037 y 0.250. Estas
cifras y el resumen de los valores P de significancia obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Posteriormente, los datos de los alelos encontrados por accesion en las ocho
provincias fueron agrupados en dos grupos tomando en consideracion el patrén de
distribucion geografica norte-sur de las provincias (Figura 1). El primer grupo contiene la
informacién correspondiente a las cuatro provincias del Norte (Carchi, Imbabura,
Pichincha, y Cotopaxi) y el segundo grupo contiene la informacién proveniente de las
cuatro provincias del Sur (Tungurahua, Chimborazo, Cafiar y Azuay). Después, se
calcularon valores del indice de distancia genética (Fst) para estimar el grado de
diferenciacion genética entre ambas zonas. El indice Fst entre las provincias del Norte y las
provincias del Sur fue de 0.040. Esta cifra y el valor P de significancia obtenido se
muestran en la Tabla 6.

Finalmente, estos datos se agruparon en tres grupos: Zona Norte (provincias de
Carchi, Imbabura, Pichincha, y Cotopaxi), Zona Central (provincias de Tungurahua y
Chimborazo) y Zona Sur (provincias de Cafar y Azuay) (Figura 1) con el fin de calcular
valores del indice Fst y determinar si existe diferenciacion genética significativa entre estas
tres zonas. El indice Fst entre la zona norte y la zona central fue de 0.055, entre la zona
norte y la zona sur fue de 0.095, y entre la zona central y la zona sur fue de 0.133. Estas
cifras y los valores P de significancia obtenidos se resumen en la Tabla 7. La conformacion
de los tres grupos fue definida en base a los resultados mostrados por el analisis de
componentes principales (PCoA) que relaciona los datos de las ocho provincias. Este sera

descrito en la seccion 8.4 de este capitulo.
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8.3 Analisis de agrupamientos de las accesiones de capuli de tres provincias:
Pichincha, Azuay y Cafar

El dendrograma que contiene las accesiones de capuli de la provincia de Pichincha
muestra 6 clusters (agrupamientos) junto con un coeficiente de similitud aproximado de
0.68 (Figura 11 y Tabla 8). En este caso, se observa que los individuos no se agrupan de
acuerdo a sus localidades de origen (Anexo 1), sino que los clusters incluyen individuos
que proceden tanto de Quito como de comunidades aledafias (por ejemplo, Cayambe y
Tabacundo). La Unica excepcion ocurre en el cluster No. 3 el cual so6lo incluye a individuos
provenientes de la ciudad de Quito.

Por otro lado, el dendrograma que incluye las accesiones de capuli de la provincia
de Canar muestra 4 clusters y un coeficiente de similitud aproximado de 0.696 (Figura 12 y
Tabla 8). EIl patron de formacion de clusters es similar al observado en Pichincha; cada
cluster incluye individuos provenientes de mas de una localidad como Azogues (ciudad) y
Biblian (comunidad rural) (Anexo 1). La Unica excepcion se presenta en el cluster No. 1
donde se agrupan solo accesiones colectadas en la ciudad de Azogues.

Finalmente, el dendrograma que incluye las accesiones de capuli de la provincia de
Azuay muestra 11 clusters y un coeficiente de similitud aproximado de 0.75 (Figura 13 y
Tabla 8). La disposicion de los agrupamientos es similar a la observada en las otras dos
provincias; los clusters incluyen accesiones provenientes de varias localidades como
Cuenca (ciudad) y Gualaceo (comunidad rural) (Anexo 1). Las excepciones se presentan en
los clusters No. 6, 10 y 11 formados por una sola accesion.

El dendrograma que relaciona los datos provenientes de Pichincha, Cafiar y Azuay

muestra 11 clusters y un coeficiente de similitud aproximado de 0.694 (Figura 14, Tablas 8
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y 9). Se repite la tendencia de conformacion de clusters que ya fue observada
anteriormente; los individuos no son agrupados de acuerdo a su provincia de origen, sino
que los clusters incluyen individuos procedentes de mas de una provincia. Las Unicas
excepciones estan presentes en los clusters No. 1y 2 que estan conformados por individuos
que pertenecen solo a la provincia de Pichincha. Ademas, en los clusters No. 3, 4,5, 7, 8, 9,
10 y 11 predominan individuos que pertenecen a una sola provincia como Pichincha o a dos
provincias geograficamente cercanas como Azuay y Cafiar.

Asi mismo, se realizaron analisis de bootstrap para verificar la confiabilidad de los
agrupamientos mostrados por cada uno de los dendrogramas anteriormente descritos. Se
considera que un agrupamiento es confiable si presenta un valor de bootstrap igual o mayor
al 70% (Hillis & Bull, 1993 citado por Baldauf, 2003). Los valores de bootstrap se resumen
en la Tabla 11. Para el dendrograma de la provincia de Pichincha (Figura 11), la mayoria de
agrupamientos mostraron valores de bootstrap menores al 70%. Sin embargo, un
agrupamiento obtuvo un valor superior a este parametro. Este fue el cluster formado por
las accesiones PIC003 y PIC006 provenientes del Norte de Quito (Anexo 1) con un valor
de 75.8. Para el dendrograma de la provincia de Cafiar (Figura 12), la mayoria de
agrupamientos mostraron valores de bootstrap menores al 70% a excepcion de un
agrupamiento que obtuvo un valor muy cercano a este pardmetro. Este fue el cluster
formado por las accesiones CAN016 y CANO018 provenientes de la localidad de Ingapirca
(Anexo 1) con un valor de 68.0. Para el dendrograma de la provincia de Azuay (Figura 13),
todos los agrupamientos mostraron valores de bootstrap menores al 70%; ninguno de los
valores fue cercano a este pardmetro. Finalmente, para el dendrograma que incluye los

datos de las tres provincias (Figura 14), la mayoria de los agrupamientos mostraron valores
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de bootstrap inferiores al 70% a excepcion de dos agrupamientos. Estos fueron el cluster
formado por las accesiones PIC003 y PIC006 que obtuvo un valor superior al parametro
(77.3) y el cluster formado por las accesiones CAN016 y CANO018 que obtuvo un valor
cercano al parametro (61.4). Estos agrupamientos fueron los mismos que recibieron valores
de bootstrap superiores al 70% durante el analisis por provincia.

En el analisis de componentes principales (PCoA) que incluye los datos de las tres
provincias estudiadas (Figura 15), se observa que en los cuadrantes superior e inferior
derechos del grafico predominan los individuos provenientes de Pichincha, mientras que en
los cuadrantes superior e inferior izquierdos prevalecen los individuos procedentes de

Azuay y Caiiar.

8.4 Analisis de agrupamientos para las accesiones de capuli de ocho provincias del
Ecuador: Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo,
Canfar y Azuay

El dendrograma que relaciona los datos provenientes de las ocho provincias muestra

11 clusters y un coeficiente de similitud aproximado de 0.654 (Figura 16, Tablas 8 y 10). El

patrén de formacidn de los clusters repite la tendencia observada en los dendrogramas de la

seccion 8.3. Los individuos no se agrupan por localidad de origen sino que los clusters
incluyen individuos provenientes de dos 0 mas provincias. Las excepciones se presentan en
tres clusters (8, 10, y 11) ya que estan formados por un solo individuo de una provincia.

Ademas, en los clusters 4 y 7, predominan individuos provenientes de una sola provincia:

Imbabura y Pichincha, respectivamente. En ciertos clusters, existe una alta concentracion

de individuos provenientes de dos provincias geograficamente cercanas (Figura 1). Por
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ejemplo, en el cluster No. 2 predominan los individuos de Tungurahua y Chimborazo,
mientras que en el cluster No. 3 predominan los individuos de Cafiar y Azuay.

Nuevamente, se realizo un analisis de bootstrap para verificar la confiabilidad de los
agrupamientos mostrados por el dendrograma de las ocho provincias (Figura 16). Los
valores de bootstrap se resumen en la Tabla 11. Se observa que s6lo dos agrupamientos del
dendrograma son confiables ya que poseen valores iguales o superiores al parametro de
70%. Uno es el cluster formado por las accesiones IMB 012 e IMB 014 provenientes de la
localidad de San Pablo (Guadalupe, 2013) con un valor de 70. El otro es el cluster formado
por las accesiones IMB 004 e IMB 005 provenientes de la localidad de Huyco-Pungo
(Guadalupe, 2013) con un valor de 79.

En el analisis de componentes principales (PCoA) que incluye los datos de las ocho
provincias estudiadas (Figura 17), se observa que en el cuadrante inferior derecho
predominan individuos de las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha y Cotopaxi; en los
cuadrantes superior derecho e izquierdo predominan individuos de las provincias de
Tungurahua y Chimborazo; y en el cuadrante inferior izquierdo predominan individuos de

las provincias de Cafiar y Azuay.
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9 DISCUSION

9.1 Amplificacion con 8 primers SSR heter6logos

Se emplearon los ocho primers SSR heter6logos que mostraron amplificacion exitosa
durante la primera fase de esta investigacion (Guadalupe, 2013) (Tabla 1). Se constaté la
alta eficiencia de amplificacion de regiones microsatélites en Prunus serotina subsp. capuli
al utilizar estos primers provenientes de especies genéticamente emparentadas con el
capuli. Ademas, todos los primers SSR mostraron productos de PCR polimorficos durante
el andlisis molecular de las 88 accesiones colectadas. Esto concuerda con los resultados
emitidos por dos estudios moleculares que evaluaron el nivel de transferibilidad de este tipo
de primers en P. serotina (Downey e lezzoni, 2000; Pairon et al., 2008). Asi mismo, se
comprobd la confiabilidad del protocolo estandarizado para PCR y los parametros de
annealing para cada primer establecidos por la primera fase de esta investigacion

(Guadalupe, 2013).

9.2 Analisis de la diversidad genética presente en las tres provincias estudiadas:
Pichincha, Azuay y Cafar

El nimero de accesiones colectadas para cada una de las tres provincias oscil6 entre

25 y 33. Entre las tres provincias, se encontraron un total de 49 alelos. Esto incluye los

mismos 48 alelos que fueron registrados durante la primera fase de esta investigacion; s6lo

se registré un alelo adicional (Guadalupe, 2013) (Tabla 2). Sin embargo, sélo Azuay y

Pichincha presentaron todos los alelos; uno de los alelos estuvo ausente en Cafiar; y el

unico alelo nuevo que se documento sélo estuvo presente en Pichincha.
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Downey e lezzoni (2000) evaluaron la diversidad genética presente en 66
accesiones de P. serotina provenientes de Michigan, México, y Ecuador y emplearon 4 de
los 8 primers SSR utilizados en este estudio (A, B, C, D) (Tabla 1). Al comparar el nUmero
de alelos que se obtuvieron por primer durante esa investigacion y los registrados en este
estudio (Tabla 3), se observa que el presente estudio detecta un nimero de alelos por primer
es que considerablemente menor al reportado en la investigacion anterior. EI nimero total
de alelos reportados por la investigacion anterior en 4 loci SSR y 66 accesiones fue de 51
mientras que el estudio actual que empleo 8 loci SSR y 88 accesiones solo reporta 49
alelos. A pesar de que el tamafio de muestra y numero de loci analizados fueron superiores
en este estudio, el nimero total de alelos encontrados es inferior al documentado por
Downey e lezzoni (2000). Es preciso mencionar que el 85% de las accesiones analizadas en
la investigacion anterior eran originarias de Michigan y México por lo que se podria
deducir que el alto grado de diversidad alélica registrado es reflejo directo del estado del
pool genético de esta especie en estos dos sitios.

Testolin et al. (2000) y Dirlewanger et al. (2002) llevaron a cabo estudios
moleculares en P. persica y P. avium L. que incluyeron los otros 4 primers SSR utilizados
en este estudio (F, G, I, L) (Tabla 1). Al comparar el nimero de alelos obtenidos en esas
investigaciones previas y los registrados en este estudio (Tabla 3), se observa que para 2 de
los 4 primers, el estudio actual detecta un nimero de alelos por primer que es inferior al
reportado por ambas investigaciones anteriores. Finalmente, a pesar de que este estudio
empled un alto numero de accesiones y un numero razonable de primers SSR altamente

polimorficos, el nimero total de alelos encontrados para la mayoria de loci estudiados fue
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bajo lo cual podria dar indicios claros de que el pool genético de la especie entre estas tres
provincias posee una variabilidad genética inferior a la reportada para otras localidades.

Los patrones de agrupamiento de individuos y coeficientes de similitud mostrados
por los dendrogramas que analizan a cada una de las tres provincias por separado (Figuras
11-13 y Tabla 8) indican que existe alta similitud genética entre accesiones provenientes de
diferentes localidades (urbanas y rurales) dentro de cada una de las provincias.

Una hipdtesis que puede explicar este hecho es la movilizacion de individuos por
semillas provenientes de zonas rurales al perimetro urbano mediante el comercio local de
frutos de capuli. Los pocos registros bibliograficos disponibles sefialan que el capuli es una
especie altamente valorada entre los pobladores indigenas de la sierra ecuatoriana, sobre
todo por su fruto (Popenoe & Pachano, 1922; Mille, 1942; Diario el Comercio, 2012). Este
hecho fue confirmado durante el desarrollo de la fase de campo de este estudio. La
maduracion del fruto del capuli sucede durante los primeros meses del afio. Por ejemplo,
durante esta época, familias indigenas ubicadas en zonas rurales de la provincia de
Tungurahua cosechan los frutos de la especie a partir de arboles dispersos en el area o en
aquellos que forman parte de sus terrenos y parcelas. Posteriormente, los frutos colectados
son trasladados a mercados como los de Ambato, Cevallos y Pelileo para su
comercializacién. Los ingresos obtenidos por la venta del fruto de capuli otorgan un medio
de sustento econdémico para las familias que distribuyen este producto (Popenoe &
Pachano, 1922; Diario ElI Comercio, 2012; Downey e lezzoni, 2000; J. Tobar,
comunicacion personal, 22 Abril 2013). Finalmente, la poblacion urbana consume el fruto

de capuli luego de lo cual muchas semillas son arrojadas y dispersadas en terrenos abiertos
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donde pueden germinar y desarrollarse hasta su etapa adulta (J. Tobar, comunicacion
personal, 22 Abril 2013).

Este patron de movilizacion de frutos de capuli entre el campo y la ciudad que es
comun en Tungurahua también podria existir en las provincias de Cafiar y Azuay ya que
ambas son parte del conjunto de provincias donde esta especie es abundante. Por ende, el
comercio de sus frutos se vuelve més propicio (Mille, 1942; Diario EI Comercio, 2012). Ya
que el capuli no es tan abundante en Pichincha, es probable que la migracion de individuos
hacia la ciudad sea solo producto de la accion humana ya sea de forma no intencional
(dispersion de semillas luego de ingerir el fruto) o intencional (siembra de individuos en las
casas mediante semillas traidas del campo por factores culturales). Se requieren datos
actualizados acerca de la produccion y comercializacion del capuli dentro de las tres
provincias con el fin de corroborar esta teoria. De todas formas, estos procesos continuos
de migracion de individuos de la zona rural a las ciudades pudieron haber propiciado la
homogenizacién del pool genético de la especie dentro de cada una de las tres provincias
estudiadas (Klug et al., 2006). El efecto homogenizador de los procesos migratorios en la
diversidad genética de las poblaciones de dos especies vegetales se describe en los estudios
realizados por McCue & Holtsford (1998) y Morrell et al. (2003). Esto explicaria la baja
distancia genética entre individuos originarios de localidades geograficamente separadas
dentro de una misma provincia.

En el dendrograma que relaciona los individuos provenientes de las tres provincias
(Figura 14 y Tabla 9), se observa que la mayoria de agrupamientos no estan relacionados
con la provincia de origen de los individuos. Esta tendencia también ha sido observada en

estudios moleculares realizados en otras especies del género Prunus como P. mume
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(conocido como el albaricoque Japonés o la ciruela china), P. armeniaca (el albaricoque) y
P. davidiana (Gao et al., 2004; Zhebentyayeva et al., 2003; Cheng et al., 2011).

Con respecto a los analisis de bootstrap, uno de los multiples parametros propuestos
para determinar si un agrupamiento es confiable es que presente valores iguales o0 mayores
al 70% (Hillis & Bull, 1993 citado por Baldauf, 2003). Se constaté que el patron de
agrupamiento mostrado por los tres dendrogramas no es confiable ya que solo dos
agrupamientos cumplen o se aproximan al pardmetro descrito anteriormente (Tabla 11).
Los individuos que conforman ambos clusters pertenecen a las mismas localidades; por lo
tanto, es muy probable que estén emparentados entre si. En este caso, la inclusion de otros
primers SSR para analizar mas loci dentro del genoma de la especie podria contribuir a
incrementar los valores de confiabilidad de los agrupamientos mostrados; este hecho fue
sustentado por un estudio realizado por Koskinen et al. (2004). La revision bibliografica
previa llevada a cabo por los autores de ese estudio encontr6 que la mayoria de
investigaciones s6lo emplea un promedio de 6 marcadores SSR. Mediante simulaciones
realizadas utilizando datos moleculares provenientes de loci microsatélites de individuos de
la especie Thymallus thymallus (Fam. Salmonidae), se demostrd que el uso de un moderado
(mayor a 6) o alto nimero de marcadores SSR (muy superior a 6 y cercano a 30 siendo este
el estandar promedio sugerido por los analisis computacionales) permite obtener
dendrogramas con un mayor nimero de agrupamientos que obtienen altos valores de
bootstrap.

De todas formas, la composicion de los agrupamientos mostrados por el
dendrograma de las tres provincias brinda indicios de que existe un cierto grado de

diferenciacion genética entre Pichincha que se localiza al norte y Cafar junto con Azuay
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que se ubican al sur de la sierra ecuatoriana (Figura 1). La existencia de esta tendencia es
apoyada por el anélisis de componentes principales (PCoA) (Figura 15). En el gréfico, se
observa que en los cuadrantes superior e inferior derechos del grafico predominan los
individuos correspondientes a Pichincha, mientras que en los cuadrantes superior e inferior
izquierdos prevalecen los individuos procedentes de Azuay y Cafar.

Esta tendencia se confirma con los valores del indice Fst (Tabla 4) que miden la
magnitud de la diferenciacion genética. Los pardmetros propuestos por Wright (1978) y
Hartl & Clark (1997) (ambos citados por Balloux & Lugon-Moulin, 2002) para la
interpretacion de los resultados describen que valores incluidos dentro del rango entre 0 y
0.05 indican baja diferenciacion genética; valores presentes dentro del rango entre 0.05 y
0.15 indican moderada diferenciacion genética; valores entre 0.15 y 0.25 indican alta
diferenciacion genética; y valores superiores a 0.25 indican diferenciacion genética muy
alta. Se deduce que no existe un nivel significativo de distancia genética entre Cafiar y
Azuay. Sin embargo, existe un alto nivel de diferenciacion genética entre Pichincha y
Cafiar junto con un moderado nivel de diferenciacion genética entre Pichincha y Azuay.
Loa valores del indice Fst muestran que el coeficiente de similitud UPGMA mostrado por
el dendrograma de tres provincias (Figura 14 y Tabla 8), el cual indica alta similitud
genética entre ellas, no es preciso ya que el bajo grado de distancia genética no es constante
entre las distintas parejas de provincias.

La presencia de distancia geografica ha permitido que exista un grado moderado-
alto de diferenciacion genética entre Pichincha que se localiza al norte y el conjunto de
provincias formado por Cafar y Azuay que se encuentran al sur del callejon interandino. En

contraste, la estrecha cercania geogréafica ha permitido que exista una alta similitud genética
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entre Cafar y Azuay (Figura 1). Este patron que relaciona al factor geografico con el nivel
de diferenciacion genética es explicado por la teoria del Aislamiento por Distancia
(“Isolation by Distance”) (Wright, 1943) y ¢l modelo de “Camino de Piedras” (Stepping-
Stone Model) (Kimura & Weiss, 1964). Esta tendencia ha sido observada en estudios
moleculares realizados en varias especies vegetales como Rhodiola dumulosa que es una
especie nativa de China en el continente asiatico (Hou & Lou, 2011) y Ullucus tuberosus
que es una especie andina y nativa del continente americano (Malice et al., 2009).

El moderado nivel de distancia genética encontrado entre Pichincha y Azuay puede
estar relacionado con el hecho de que Azuay es conocida como una de las zonas de alta
produccion de los frutos de capuli (Diario EI Comercio, 2012; Mille, 1942). Por ello, es
posible que exista un permanente ingreso de frutos provenientes de Azuay en Pichincha
como resultado del comercio regional de este producto agricola lo cual se traduce en una
alta tasa de migracion de individuos entre ambas provincias. (Klug et al., 2006; Popenoe &
Pachano, 1922; Diario EI Comercio, 2012; Downey e lezzoni, 2000). Estos procesos
migratorios continuos propiciarian la interaccion de dos zonas geograficamente distantes y
la presencia de un cierto grado de homogenizacion de sus pools genéticos. Como
consecuencia, el grado de distancia genética entre las provincias se reduce (Levin, 1988).
Por otro lado, a pesar de que Cafiar también es uno de los sitios claves de produccién de los
frutos de capuli (Diario EI Comercio, 2012), el alto nivel de distancia genética entre
Pichincha y Cafar podria ser explicado por un comercio escaso o restringido de frutos de
capuli. Por ende, la tasa de migracion de individuos de Cafar a Pichincha podria ser
minima lo cual propiciaria la ausencia de interaccion entre los pools genéticos de ambas

provincias. Por lo tanto, la diferenciacion genetica entre ellas se mantiene. Se requieren
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datos econdmicos actualizados sobre el comercio de capuli en la region interandina para

corroborar la validez de las tendencias de migracion recientemente descritas.

9.3 Analisis global de la diversidad genética presente en las ocho provincias
estudiadas durante las dos fases de esta investigacion: Carchi, Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Cafar y Azuay

El nimero de accesiones colectadas para cada una de las ocho provincias oscilo
entre 12 y 38 (Tabla 2). Las diferencias en el nimero de accesiones analizadas por
provincia pudieron haber afectado el nivel de confiabilidad de los resultados obtenidos ya
que el pool genético de algunas provincias estuvo mejor representado en comparacion a las
demas. La provincia con el menor numero de accesiones fue Carchi (12), mientras que la
provincia con el mayor nimero de accesiones fue Tungurahua (38).

Ademas, se pudo constatar que a pesar de que se incremento el tamafio de muestra
en contraste con la primera fase de la investigacion (primera fase = 129 accesiones,
segunda fase = 88 accesiones, y total dos fases = 217 accesiones), el nimero total de alelos
registrados (primera fase = 48 y segunda fase = 49) y el promedio de alelos por locus
(primera fase = 6 y segunda fase = 6.125) entre ambas fases variaron minimamente (Tabla
2) (Guadalupe, 2013). Asi mismo, Carchi presentd cinco alelos menos con respecto al
numero total de alelos encontrados en ambas fases de esta investigacion (49), mientras que
las demas provincias obtuvieron un numero de alelos muy cercano o igual a ese total que
oscilé entre 46 y 49 alelos (Tabla 2). El analisis de un tamafio de muestra mas grande no
influyé significativamente en el numero total de alelos encontrados en los ocho loci

estudiados. Es preciso incorporar mas marcadores SSR que permitan analizar otros loci
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microsatélites del genoma del capuli para obtener una vision méas completa de la
variabilidad genética de la especie. Finalmente, el nimero total de alelos registrados por
primer SSR durante las dos fases de esta investigacion fue considerablemente menor al
reportado por estudios moleculares previos (Tabla 3) (Downey e lezzoni, 2000; Testolin et
al., 2000; Dirlewanger et al, 2002).

El dendrograma que relaciona los individuos provenientes de las ocho provincias
estudiadas (Figura 16 y Tabla 10) muestra que éstos no se agrupan en base a su provincia
de origen. Esta tendencia ya ha sido observada en estudios moleculares de diversidad
genética realizados en otras especies del genero Prunus (Gao et al., 2004; Zhebentyayeva et
al., 2003; Cheng et al., 2011). Adicionalmente, los valores del analisis de bootstrap para
este dendrograma (Tabla 11) indican que solo dos clusters son confiables ya que presentan
valores iguales o superior al parametro de 70% establecido por Hillis & Bull (1993) (citado
por Baldauf, 2003). Cada cluster esta formado por dos accesiones provenientes de la misma
localidad por lo que es altamente probable que los miembros de ambas parejas de
individuos estén emparentados entre si. En este caso, el empleo de mas de 8 marcadores
microsatélites permitiria obtener dendrogramas que muestren clusters con valores altos de
confiabilidad (Koskinen et al., 2004).

Por otro lado, el patron de formacion de los agrupamientos mostrados por el
dendrograma brinda indicios de que la variabilidad geneética se distribuye en base a sectores
geograficos determinados dentro del callejon interandino. El analisis de coordenadas
principales (PCoA) apoya esta tendencia (Figura 17). En el cuadrante inferior derecho del
gréfico predominan individuos de las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, y

Cotopaxi que ocupan la zona norte. En los cuadrantes superior derecho e izquierdo
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predominan individuos de las provincias de Tungurahua y Chimborazo que ocupan la zona
central; y en el cuadrante inferior izquierdo predominan individuos de las provincias de
Cafiar y Azuay que ocupan la zona sur del callejon interandino. Los valores del indice Fst
confirman esta tendencia (Tabla 5). Al interpretar estos valores empleando los parametros
propuestos por Wright (1978) y Hartl & Clark (1997) (citados por Balloux & Lugon-
Moulin, 2002), se observa que no existe distancia genética significativa entre las provincias
de Carchi e Imbabura y entre Cafiar y Azuay. A esto se suma el hecho de que la distancia
genética entre Chimborazo y Tungurahua es baja. Por otro lado, valores moderados de
diferenciacion genética estuvieron presentes entre las provincias de Tungurahua, Carchi,
Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, y Azuay. Este mismo patrén se repite entre Chimborazo y
las otras cinco provincias antes mencionadas. Los valores mas altos de distancia genética se
presentaron entre Cafar y el resto de provincias excepto Azuay y entre Pichincha y
Cotopaxi. Adicionalmente, al agrupar a las ocho provincias en dos conjuntos (provincias
del norte y provincias del sur) (Tabla 6), los valores Fst muestran que existe un bajo nivel
de diferenciacién genética entre ambas regiones. En contraste, al agrupar a las ocho
provincias en tres conjuntos (provincias del norte, centro, y sur) (Tabla 7), los valores Fst
sefialan que existe un nivel moderado de diferenciacion entre estas tres zonas.

En base a los resultados obtenidos mediante las pruebas estadisticas y los escasos
datos bibliograficos disponibles, se propone el siguiente modelo que trata de reconstruir la
historia de P. serotina subsp. capuli en la sierra ecuatoriana.

Después de la conquista espariola, la especie ingresa a nuestro pais. Se deduce que
los primeros individuos que llegaron a territorio ecuatoriano contenian una riqueza alélica

menor a la del pool génico parental que pudo haber sido originario de México (Downey e
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lezzoni, 2000; Mille, 1942). Los principales asentamientos de capuli pudieron haberse
producido en las provincias centrales como Tungurahua. Segin Popenoe & Pachano
(1922), la ciudad de Ambato en la provincia de Tungurahua era considerada como era un
centro importante de produccion y de diversidad de la especie. La especie gané popularidad
entre las poblaciones indigenas las cuales incorporaron los frutos de capuli a su dieta y
utilizaron a los individuos como “cortina-rompe vientos” en sus campos (Popenoe &
Pachano, 1922; Palacios, 2011).

Posteriormente y hasta la actualidad, los frutos de capuli son cosechados por
familias y campesinos indigenas y comercializados en mercados de la sierra ecuatoriana
(Diario ElI Comercio, 2012). Esto promueve el transporte de frutos y la dispersion de
semillas entre varias provincias. Como consecuencia, existe migracion de individuos de
capuli entre ellas. Los procesos migratorios pueden promover la homogenizacion del pool
genético contenido entre dos o0 méas provincias lo cual reduce el nivel de diferenciacion
genética entre ellas (Klug et al., 2006; Levin, 1988; McCue & Holtsford, 1998; Morrell et
al., 2003). Por ende, la magnitud de la distancia genética entre provincias varia de acuerdo
a la tasa de migracion de los individuos por semillas mediante el comercio regional de
frutos. La ubicacién geogréafica de cada una de las provincias también influye en el grado
de diferenciacion genética presente entre ellas (Wright, 1943; Kimura & Weiss, 1964; Hou
& Lou, 2011; Malice et al., 2009).

Los indices Fst permiten deducir patrones de migracion de los individuos para
comprender como ha sido la dinamica de distribucion y comercializacion de los frutos de
capuli en la region interandina. Las provincias de Tungurahua y Chimborazo podrian ser

consideradas como “nucleos de produccion y distribucion del capuli” a nivel regional
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(Popenoe & Pachano, 1922). Estas distribuyen o intercambian frutos de capuli mediante el
comercio con provincias como Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, y Azuay. Cafar no
distribuye frutos de capuli a la mayoria de provincias de la regién y el transporte de frutos
entre Pichincha y Cotopaxi es reducido o nulo. Finalmente, la baja o nula distancia genética
entre Carchi e Imbabura, Tungurahua y Chimborazo, y Cafiar con Azuay puede ser
explicada por la estrecha cercania geogréafica entre cada par de provincias. Esto permite que
la distribucion de frutos de capuli entre ellas sea constante. Otra explicacion es que cada
pareja de provincias comparte un origen comun desde el arribo de la especie al pais lo que
brindaria indicios de que existieron no uno sino tres asentamientos distintos de capuli en el
norte, centro, y sur de la sierra ecuatoriana. Este hecho ha sido observado en otras especies
del genero Prunus como P. armeniaca L. (el albaricoque) y P. avium L. (el cerezo dulce)
donde individuos que eran descendientes de cultivares establecidos en una zona
determinada del planeta (e.g. al norte de un continente) y que compartian un origen
geografico comun, han mostrado estrecha similitud genética y se han agrupado juntos
(Maghuly et al., 2005; Romero et al., 2003; Wunsch & Hormaza, 2002).

Eventualmente, la variabilidad genética contenida en los asentamientos se disperso
de forma diferencial a lo largo y ancho de la regidon interandina a través de la migracion de
semillas por el comercio de frutos.

Finalmente, un estudio de diversidad genética sobre el cultivo andino denominado
Mashua (Tropaeolum tuberosum) encontré el mismo patron de distribucion de la
variabilidad genética Norte-Centro-Sur en Perd. La forma cultivada de esta especie también

es alotetraploide (Pissard et al., 2008).
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Se evidencia la falta de informacion bibliografica detallada y actualizada acerca de
los eventos que han formado parte de la historia del capuli en nuestro pais desde su llegada
al territorio nacional hasta nuestros dias. Esta limitacion impide corroborar las hipétesis
propuestas en este capitulo. La inclusion de datos tomados de estudios antropolégicos que
relacionen a la presencia de la especie con la vida de grupos humanos andinos a lo largo del
tiempo y de estudios economicos que incorporen cifras que reflejen los patrones que han
conducido la comercializacion a nivel local y regional de los frutos de la especie desde
épocas ancestrales hasta la actualidad permitiran establecer un panorama mas certero acerca
de la evolucion y estado actual de pool genético del capuli en la region interandina del
Ecuador.

Uno de los inconvenientes que se presento al realizar los analisis estadisticos que
forman parte de esta investigacion fue la imposibilidad de procesar la informacién alélica
proveniente de las accesiones recolectadas siguiendo un modelo tetraploide el cual
corresponde a la genética de esta especie. El analisis de los productos de PCR derivados de
cada uno de los primers SSR mediante geles de poliacrilamida con tincion de plata no
permite obtener datos moleculares certeros a partir de accesiones que para uno o varios loci
posean genotipos formados por una combinacion de tres alelos distintos ya que es
imposible descifrar cual de ellos esta presente en homocigosis (Markwith et al., 2006 citado
por Pairon et al., 2008). Por ende, no es posible calcular frecuencias alélicas que son
esenciales para realizar las pruebas de genética de poblaciones usualmente empleadas como
el indice de heterocigosidad de Nei o los valores PIC que contribuyen a evaluar de forma
mas precisa la diversidad genética de una especie. Actualmente, si existen aplicaciones

computacionales que reconocen datos provenientes de especies poliploides. Sin embargo,



71

su manejo y la introduccion de datos son complejos. Por ello, los datos provenientes de
ambas fases de esta investigacion fueron analizados utilizando el programa estadistico
ARLEQUIN 1.1 (Schneider et al., 1997) mediante el cual solo se pudo procesar la
informacién alélica de forma diploide y siguiendo el modelo establecido para marcadores
RFLPs. Este mecanismo no es el méas apropiado pero se obtuvieron valores para el indice
Fst que fueron satisfactoriamente respaldados por los resultados emitidos por los otros dos
programas estadisticos utilizados: NTsys y DARwin (Rohlf, 2008; Perrier & Jacquemoud-
Collet 2006). Finalmente, se intentd evaluar los datos moleculares registrados durante esta
investigacion por medio del software STRUCTURE. A pesar de las multiples simulaciones
ejecutadas con este programa, no fue posible obtener graficos coherentes con los resultados

que arrojaron los otros tres programas estadisticos recientemente mencionados.
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10 CONCLUSIONES

Este estudio constituye la segunda fase de una investigacion que evalla la diversidad
genética de Prunus serotina subsp. capuli en la region interandina del Ecuador y contribuye
a ampliar los pocos conocimientos actualmente existentes acerca de esta especie.

Se comprobo la eficiencia de amplificacion de regiones microsatélites en Prunus
serotina subsp. capuli empleando primers SSR provenientes de especies cercanamente
relacionadas con esta especie.

El analisis molecular de 88 accesiones provenientes de Pichincha, Cafar, y Azuay
concluye que existe una alta similitud genética entre individuos dentro de cada provincia.
Esto se explica por la homogenizacion del pool genético debido a la migracion de
individuos por semillas de la especie desde zonas rurales a las ciudades a través del
comercio local de frutos de capuli.

Asi mismo, existe un bajo grado de variabilidad genética interprovincial junto con un
moderado-alto grado de diferenciacion genética norte-sur. La presencia de distancia
genética esta relacionada con el factor geografico mientras que la magnitud de la variable
depende de la tasa de migracion de individuos entre provincias mediante el comercio
regional de frutos de capuli.

El analisis molecular de 217 accesiones provenientes de las ocho provincias de la
sierra ecuatoriana estudiadas durante las dos fases de esta investigacion (Carchi, Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Cafiar, y Azuay) concluye que existe una
reducida variabilidad genética a lo largo del callejon interandino, un nivel moderado de

diferenciacion genética entre provincias, y un patron de distribucion de la diversidad
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genética norte-centro-sur. Factores como la migracion permanente de individuos a lo largo
de la region a través del comercio, distancia geografica, y la posibilidad de tres
asentamientos de capuli durante la llegada de la especie al Ecuador permiten sustentar los
resultados obtenidos.

Se necesita aumentar el nimero de loci SSR analizados con el fin de obtener
dendrogramas con un mayor numero de agrupamientos confiables y evaluar el nivel de
polimorfismo presente en otros sectores del genoma de la especie.

Finalmente, se requieren fuentes de informacion antropologica y economica
relacionadas con el cultivo de esta especie en el Ecuador que permitan corroborar las

hipGtesis y teorias propuestas.
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11 RECOMENDACIONES

Incorporar otros marcadores moleculares de tipo microsatélite (SSRs) al estudio con
el fin de aumentar el numero total de loci explorados y obtener resultados mas
precisos acerca de la diversidad genética de la especie.

Utilizar programas estadisticos que permitan analizar datos provenientes de especies
poliploides lo cual evitara la necesidad de realizar procesos adicionales de
transformacion de la informacion que inducen a que esta pierda su riqueza.

Ejecutar proyectos que permitan recopilar datos antropolégicos y economicos
relacionados con el comercio y consumo de esta especie en la region interandina del
Ecuador con el fin de incrementar los conocimientos existentes acerca de los

procesos de domesticacion, comercio y distribucion del capuli en el pais.
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13 TABLAS

Tabla 1. Primers SSR heterdlogos y altamente polimorficos seleccionados para el analisis de diversidad genética en individuos de Prunus serotina
subsp. capuli de ocho provincias de la sierra ecuatoriana (Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Cafiar, Azuay).

Testolin et al., 2000)

Primer Secuencia (5°-3”) Codigo del Primer y Especie Tamafio Tamafio NuUmero de alelos Temperatura
Referencia de origen | esperado (pb) | encontrado (pb) encontrados y su de Annealing
del amplicon del amplicén nomenclatura. (°C)

A F:GAACATGTGGTGTGCTGGTT PceGA34 Sour 140-174 140-168 10: A, B,C,D,F, 60
R:TCCACTAGGAGGTGAAATG (Downey e lezzoni, 2000) Cherry G,H, 1, J K.

B F: GCCACCAATGGTTCTTC PS12A02 Sweet 150-178 150-160 4:A,C,D,E. 62

R:AGCACCAGATGCACCTGA (Downey e lezzoni, 2000) Cherry
C F:ACGCTATGTCCGTACCATCTCCATG pchpgms3 Durazno 170-230 169-230 8: A /B, C, D, 60
R:CAACCTGTGATTGCTCCTATTAAAC (Downey e lezzoni, 2000) E,F, G, H.
D F:GTCAATGAGTTCAGTGTCTACACTC pchgms2 Durazno 130-152 130-153 5:A,B,C,D,E. 52
R:AATCATAACATCATTCAGCCACTGC (Downey e lezzoni, 2000)

F F:AATTTACCTATCAGCCTCAAA UDP98-410 Durazno 146 110-121 4: A, *Al, B, C. 49
R:TTTATGCAGTTTACAGACCG (Testolin et al., 2000)

G F:AGTTTGATTTTCTGATGCATCC UDP96-001 Durazno 120 102-120 7:A,B,C,D, 56.3
R:TGCCATAAGGACCGGGATGT (Testolin et al., 2000) E,F,G.

| F-TTAAGAGTT TGT GAT GGG AACC BBPCT-017 Durazno 316-364 310-360 4:A,B,C,D. 53.2

R:AAG CAT AAT TTA GCATAA CCAAGC (Pairon et. al, 2008;
Dirlewanger et al., 2002)
L F:TTT TCT CAG CAG CCA AAC AA UDP98-416 Durazno 102-106 98-111 7:A’, A, B, C, 56
R:ATG TTT CGT GCT TCT GCT CC (Pairon et. al, 2008; D, E,F.

*Se detect6 un total de 49 alelos para los ocho primers SSR. Al fue el Unico alelo nuevo encontrado; los 48 alelos restantes ya fueron documentados por

Guadalupe (2013) en la primera fase de esta investigacion.
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Tabla 2. Numero de accesiones colectadas e informacion obtenida a partir los anélisis moleculares realizados para las tres
provincias analizadas en el presente estudio, las cinco provincias evaluadas durante la primera fase de la investigacion
(*representa informacidn obtenida de Guadalupe, 2013), y el conjunto de ocho provincias incluidas en ambas fases.

Provincia o NUmero Rango de Numero total de Numero de
conjuntos de total de | cuantificacidn de | alelos identificados a | alelos Unicos
provincias. accesiones DNA (ng/ul) través del analisis de | identificados
8 loci SSR
Pichincha 33 300.05-5166.07 49 1
Cafiar 25 385.44-3226.07 47 0
Azuay 30 435.07-3573.49 48 0
Analisis general de 88 | - 49 1

las 3 provincias
(presente estudio)

Carchi *12 *092-1160 *44 *0
Imbabura *23 *195-1732 *47 *0
Cotopaxi *20 *278-5504 *46 *0

Tungurahua *38 *202-5531 *48 *0
Chimborazo *36 *33.49-4782 *48 *0
Anélisis general de *129 | - *48 *0
5 provincias
(primera fase)
Analisis global de 217 | - 49 0
las 8 provincias
(primeray

segunda fases)
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Tabla 3. Cuadro comparativo que relaciona el namero total de alelos para cada uno de los ocho primers SSR reportado por
estudios preliminares y los valores registrados durante el presente estudio. En color rojo, se sefialan los primers en los que este
estudio registr6 un nimero total de alelos menor a los valores previamente reportados.

Cddigo de Primer

Especie de origen del primer SSR

Numero de alelos
previamente reportado

Numero de alelos

registrados en este estudio

A Cereza agria (P. cerasus L.) 14 10
(Downey e lezzoni, 2000)
B Cereza dulce (P. avium L.) 12 4
(Downey e lezzoni, 2000)
C Durazno (P. persica) 19 8
(Downey e lezzoni, 2000)
D Durazno (P. persica) 9 5
(Downey e lezzoni, 2000)
F Durazno (P. persica) 8 4
(Testolin et al., 2000)
G Durazno (P. persica) 6 7
(Testolin et al., 2000)
I Durazno (P. persica) 5 4
(Dirlewanger et al., 2002)
L Durazno (P. persica) 4 7

(Testolin et al., 2000)
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Tabla 4. Valores del indice de distancia genética (Fst) y P de significancia estadistica (nivel de significancia estandar
equivalente a 0.05) obtenidos al comparar los conjuntos de accesiones provenientes de las tres provincias analizadas.

Nivel de diferenciacion genética entre provincias.

Pichincha Canar Azuay

Pichincha 0.00000 |  meeeeee | mmmeeeee
Cafar 0.21769 0.00000 | ememmeee-
Azuay 0.08104 0.05272 0.00000

Valores P de Significancia

Pichincha Canar Azuay

Pichincha | = e L e e
Cafar 0.00000+0.0000 | = memeeeem | e
Azuay 0.00000 + 0.0000 0.14414+0.0278 | = —ememee-
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Tabla 5. Valores del indice de distancia genética (Fst) y P de significancia estadistica (nivel de significancia estandar
equivalente a 0.05) obtenidos al comparar los conjuntos de accesiones provenientes de las ocho provincias analizadas en la
primera y segunda fases de esta investigacion.

Nivel de diferenciacidn genética entre provincias.

Carchi Imbabura | Pichincha | Cotopaxi | Tungurahua | Chimborazo Canar Azuay
Carchi O[O o [ e e e e e e
Imbabura 0.06496 O[O0 e T e D e s
Pichincha 0.17521 0.12902 0.00000 | mmemeemm | mmemeem | mmmmeem | mmmmeee | e
Cotopaxi 0.09244 0.08658 0.16991 0.00000 | = -m=memm | mmemeem | mmmmmeme | e
Tungurahua | 0.11011 0.13224 0.09413 0.08998 0.00000 | = smememm | memememem | e
Chimborazo | 0.13391 0.14300 0.07378 0.11138 0.03668 0.00000 | -m-meemm | mmeee-
Cafar 0.21860 0.24983 0.21769 0.22528 0.21607 0.21225 0.00000 |  -------
Azuay 0.12173 0.09083 0.08104 0.13689 0.13135 0.09306 0.05272 0.00000
Valores P de Significancia.
Carchi Imbabura | Pichincha | Cotopaxi | Tungurahua | Chimborazo Cahar Azuay
o1 | e D e D D D D D
Imbabura 0.08108 %+ |  ccmmmmm | mmmmeee | mmmmeee | emmeeee | mmmeeee | emmeeee | e
0.0286
Pichincha 0.00000+ | 0.00000% |  cccooee | ceeem | e | s | em [
0.0000 0.0000
Cotopaxi 0.01802 + 0.00000 + 0.00000 |  mmmeeem | e | mmmmmee | e | e
0.0121 0.0000 0.0000
Tungurahua | 0.00000 + 0.00000 + 0.00000 + 0.00000 %+ | = —mmmmmm | mmmeee | mmmmeee | e
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Chimborazo | 0.01802 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.02703+ |  mmmmeem | mmmeee | mmmmeen
0.0121 0.0000 0.0000 0.0000 0.0139
Canar 0.02703 = 0.00000 + 0.00901 + 0.00000 + 0.00000 + 0.00000 |  emmeem | e
0.0194 0.0000 0.0091 0.0000 0.0000 0.0000
Azuay 0.01802 0.00000 £ 0.00000 £ 0.00000 £ 0.00000 £ 0.00000 £ 0.10811 £ |  eeeee-
0.0121 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0297
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Tabla 6. Valores del indice de distancia genética (Fst) y P de significancia estadistica (nivel de significancia estandar
equivalente a 0.05) obtenidos al comparar los conjuntos de accesiones correspondientes a las provincias de la zona Norte y las
provincias de la zona Sur de la region interandina del Ecuador (Figura 1).

Conjuntos de Provincias

Provincias agrupadas

4 Provincias Norte

Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi

4 Provincias Sur

Tungurahua, Chimborazo, Cafar y Azuay

Nivel de diferenciacion genética entre conjuntos de provincias

4 Provincias Norte

4 Provincias Sur

4 Provincias Norte

0.00000

4 Provincias Sur

0.03959

0.00000

Valores P de Significancia.

4 Provincias Norte

4 Provincias Sur

4 Provincias Norte

4 Provincias Sur

0.00000 + 0.0000
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Tabla 7. Valores del indice de distancia genética (Fst) y P de significancia estadistica (nivel de significancia estandar
equivalente a 0.05) obtenidos al comparar los conjuntos de accesiones correspondientes a las provincias de la zona Norte, las
provincias de la zona Central y las provincias de la zona Sur de la region interandina del Ecuador (Figura 1).

Conjuntos de Provincias

Provincias agrupadas

4 Provincias Norte

Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi

2 Provincias Centro

Tungurahua y Chimborazo

2 Provincias Sur

Caiar y Azuay

Nivel de diferenciacion genética entre conjuntos de provincias

4 Provincias Norte 2 Provincias Centro 2 Provincias Sur
4 Provincias Norte 0.00000 | e e
2 Provincias Centro 0.05532 0.00000 | e
2 Provincias Sur 0.09479 0.13341 0.00000

Valores P de Significancia.

4 Provincias Norte

2 Provincias Centro

2 Provincias Sur

4 Provincias Norte

2 Provincias Centro

0.00000 * 0.0000

2 Provincias Sur

0.00000 + 0.0000

0.00000 +0.0000
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Tabla 8. Coeficientes de similitud UPGMA obtenidos a partir de los dendrogramas elaborados con los datos obtenidos de las
tres provincias analizadas en el presente estudio, las cinco provincias evaluadas durante la primera fase de la investigacion

(*representa informacién obtenida de Guadalupe, 2013) , y el conjunto de ocho provincias incluidas en ambas fases.

8 provincias (primera
y segunda fases)

Provincia o conjuntos de No. de figura Coeficientes de similitud
provincias. correspondiente al UPGMA
dendrograma

Pichincha 11 0.68

Canar 12 0.75

Azuay 13 0.696

Analisis general de las 14 0.694
3 provincias (estudio

actual)

Carchi Ver Guadalupe (2013) *0.81
Imbabura Ver Guadalupe (2013) *0.68
Cotopaxi Ver Guadalupe (2013) *0.74

Tungurahua Ver Guadalupe (2013) *0.70
Chimborazo Ver Guadalupe (2013) *0.70
Anélisis general de 5 Ver Guadalupe (2013) *0.66
provincias (primera
fase)
Analisis global de las 15 0.657
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Tabla 9. Resumen de las accesiones que conforman cada uno de los clusters (agrupamientos) identificados en el dendrograma
que relaciona los datos correspondientes a las tres provincias analizadas en el presente estudio: Pichincha (PIC), Cafar (CAN), y
Azuay (AZU) (Figura 14).

Numero de cluster Accesiones agrupadas
1 PIC 002, PIC 017, PIC 009, PIC 019, y PIC 010
2 PIC 003 y PIC 006
3 PIC 004, CAN 010, CAN 006, CAN 011, CAN 008, PIC 015, AZU 016, CAN 014, CAN 016, CAN 018,
CAN 021, y CAN 022
4 PIC 011, AZU 026, CAN 003, CAN 009, AZU 022, CAN 015, CAN 024, AZU 017, CAN 005, AZU

027, CAN 001, PIC 031, AZU 007, PIC 032, AZU 025, AZU 001, AZU 006, AZU 004, AZU 012, AZU
014, AZU 029, AZU 003, AZU 020, CAN 013, y CAN 020

5 PIC 008, PIC 018, AZU 010, PIC 029, CAN 004, PIC 034, CAN 019, PIC 023, PIC 026, PIC 027, PIC
028, y AZU 028

P1C 024, CAN 023, AZU 021, y CAN 007

AZU 013, AZU 018, CAN 017, AZU 023, y AZU 024

P1C 005, AZU 009, AZU 011, AZU 015, y AZU 019

OO

P1C 033, AZU 030, AZU 008, AZU 005

P1C 007, PIC 030, PIC 025, AZU 002, PIC 013, y PIC 014

P
(N

PI1C 012, PIC 020, PIC 022, PIC 021, PIC 016, CAN 025, CAN 012, y CAN 002
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Tabla 10. Resumen de las accesiones que conforman cada uno de los clusters (agrupamientos) identificados en el dendrograma
que relaciona los datos correspondientes a las ocho provincias analizadas en la primera y segunda fases de la investigacion:
Carchi (CAR), Imbabura (IMB), Pichincha (PIC), Cotopaxi (C), Tungurahua (T), Chimborazo (H), Cafiar (CAN), y Azuay

(AZU) (Figura 16).

NUmero de cluster

Accesiones agrupadas

1 H1, AZU 010, T0O14, CAR 003, PIC 024, H20, H24, T017, IMB 018, T008, T015, T007, C002, H2, CAR
005, IMB 001, AZU 008, IMB 011, PIC 033, AZU 030, IMB 008, T032, T034, H21, H26, CAR 012,
CAR 008, CAR 009, C013, AZU 005, H36, PIC 010, IMB 019, y PIC 023
2 H3, H8, H27, H28, H29, C018, H5, H32, C017, H6, H33, H17, T022, H31, T003, H15, T011, TO16,
T020, T021, T023, CAN 019, IMB 016, IMB 017, T004, CAN 021, CAN 022, T006, C003, C005, T026,
T029, T028, C001, C004, C006, H12, H13, H25, H30, PIC 008, PIC 018, CAR 002, CAN 004, H18,
CAR 001, CAR 004, T009, T037, T027, C015, CO16, C021, H9, PIC 007, H19, PIC 030, T010, PIC 022,
PI1C 016, CAN 025, CAN 012, T030, PIC 020, T033, IMB 024, PIC 025, AZU 002, PIC 012, y PIC 021
3 H10, T035, H16, TO19, AZU 014, AZU 029, AZU 013, AZU 018, CAN 017, H14, PIC 011, PIC 029,
PIC 031, AZU 007, PIC 032, AZU 025, AZU 001, AZU 006, AZU 004, AZU 012, H34, CAR 006, AZU
022, AZU 023, AZU 026, CAN 003, CAN 009, CAN 015, CAN 024, C007, AZU 027, CAN 001, PIC
004, CAN 010, CAN 006, CAN 011, AZU 016, CAN 014, CAN 016, CAN 018, AZU 021, CAN 007,
AZU 017, CAN 005, CAN 013, CAN 020, PIC 026, PIC 028, AZU 028, AZU 003, AZU 020, CAR 007,
AZU 015, AZU 019, IMB 015, y AZU 011
4 H22, CAR 010, T038, IMB 021, IMB 022, CAR 011, AZU 024, IMB 002, IMB 003, IMB 004, IMB 005,
IMB 006, IMB 007, IMB 009, IMB 020, PIC 027, IMB 023, C012, C014, C009, C011, IMB 010, y C008
5 H23y T039
6 C019, C020, CAN 008, CAN 023, PIC 005, y AZU 009
7 H11, TO18, T0O01, PIC 013, PIC 014, PIC 015, PIC 034, PIC 009, PIC 019, PIC 002, PIC 017, H35,
T002, TO13, PIC 003, y PIC 006
8 H4
9 IMB 012, IMB 014, H7, T024, T025, T005, y T036
10 T012
11 CAN 002
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Tabla 11. Valores de Bootstrap representativos para agrupamientos por provincia (Pichincha, Cafar y Azuay), para las tres
provincias analizadas en el presente estudio, y para las ocho provincias incluidas en la primera y segunda fases de la

investigacion. Para que un agrupamiento sea representativo, debe poseer un valor de bootstrap que sea superior al 70%. *-Datos
obtenidos durante la primera fase de la investigacion (Guadalupe, 2013).

Agrupaciones Valor de Bootstrap

Provincia representativas Localidad encontrado
Pichincha 1 (P1C 003 y PIC 006) Norte de Quito (Ambas) 75.8
Canar 1 (CAN 016 y CAN 018) Ingapirca (Ambas) 68.0
Azuay 0 NA NA
Agrupaciones Valor de Bootstrap
Conjunto de Provincias representativas Localidad encontrado
3 provincias 2- A: (PIC003yPIC006)y | A: Norte de Quito (Ambas) y A:77.3yB:61.4
B: (CAN 016 y CAN 018) B: Ingapirca (Ambas)
Agrupaciones Valor de Bootstrap
Conjunto de Provincias representativas Localidad* encontrado
8 provincias 2-A: (IMB 012e IMB 014) y | A: San Pablo (Ambas) y B: A:70yB: 79

B: (IMB 4 e IMB 5) Huyco-Pungo (Ambas)
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Figura 1. Mapa georeferenciado de la region continental de la Republica del Ecuador que
muestra las ocho provincias analizadas durante la primera y segunda fases de esta
investigacion. No se tomaron en cuenta las provincias de Bolivar y Loja (marcadas con un
circulo azul). El software empleado fue ARCGIS v. 10.
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Figura 2. Registro del nuevo alelo Al perteneciente al primer F encontrado en dos
accesiones de la provincia de Pichincha (PIC 003 y PIC 006-Anexo 1). Se analizaron
ambas muestras dos veces para confirmar la presencia del alelo. L: Ladder 10 bp; Al:
Alelo nuevo.

L P1C003 P1C006
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Figura 3. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR originados
a partir del primer A. Los 10 alelos correspondientes se muestran en la foto. L: Ladder 10
bp.
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Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR originados
a partir del primer B. Los 4 alelos correspondientes se muestran en la foto. L: Ladder 10
bp.
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Figura 5. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR originados
a partir del primer C. Los 8 alelos correspondientes se muestran en la foto. L: Ladder 10

bp.
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Figura 6. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR originados
a partir del primer D. Los 5 alelos correspondientes se muestran en la foto. L: Ladder 10
bp.
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Figura 7. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR originados
a partir del primer F. 3 de los 4 alelos correspondientes se muestran en la foto. L: Ladder
10 bp.




99

Figura 8. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR originados
a partir del primer G. Los 7 alelos correspondientes se muestran en la foto. L: Ladder 10
bp.
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Figura 9. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR originados
a partir del primer 1. Los 4 alelos correspondientes se muestran en la foto. L: Ladder 10

bp.
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Figura 10. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR
originados a partir del primer L. Los 7 alelos correspondientes se muestran en la foto. L:
Ladder 10 bp.
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Figura 11. Dendrograma que muestra relaciones de similitud entre las accesiones provenientes de la provincia de Pichincha; se observan
6 clusters; las accesiones no se agrupan por localidad (Anexo 1) con excepcion del cluster No. 2.
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Figura 12. Dendrograma que muestra relaciones de similitud entre las accesiones provenientes de la provincia de Caiar; se observan 4
clusters; las accesiones no se agrupan por localidad (Anexo 1) con excepcion del cluster No. 1.
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Figura 13. Dendrograma que muestra relaciones de similitud entre las accesiones provenientes de la provincia de Azuay; se observan 11
clusters; las accesiones no se agrupan por localidad (Anexo 1) con excepcion de los clusters No. 6, 10 y 11 que constan de una sola
accesion.
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Figura 14. Dendrograma que muestra relaciones de similitud entre las accesiones provenientes de Pichincha, Cafar y Azuay. Se
identificaron 11 clusters; la conformacién de cada uno de ellos se detalla en la Tabla 9. Las accesiones no se agrupan por localidad
(Anexo 1) con excepcion de los clusters No. 1y 2.
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Figura 15. PCoA que muestra relaciones de similitud entre accesiones provenientes de las provincias analizadas durante el presente
estudio: Pichincha (color naranja), Cafiar (color amarillo), y Azuay (color verde claro).
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Figura 16. Dendrograma que muestra relaciones de similitud entre las ocho provincias analizadas durante la primera y segunda fases de
esta investigacion: Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Cafiar y Azuay. Se identificaron 11 clusters; la
conformacion de cada uno de ellos se detalla en la Tabla 10. Las accesiones no se agrupan por localidad (Anexo 1) con excepcion de los
clusters No. 8, 10 y 11 que constan de una sola accesion.
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Figura 17. PCoA que muestra relaciones de similitud entre accesiones estudiadas durante la primera y segunda fases de esta
investigacion: Carchi (color rojo), Imbabura (color azul), Pichincha (color naranja), Cotopaxi (color verde obscuro), Tungurahua (color
morado), Chimborazo (color celeste), Cafar (color amarillo), y Azuay (color verde claro).
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15 Anexos:

Anexo 1. Registro de las 88 accesiones de Prunus serotina subsp. capuli provenientes de las provincias de Pichicha, Azuay y Cafar que
fueron analizadas durante el presente estudio. Codigo ASF: accesion sin fruto.

Cadigo Fecha Provincia Lugar Coordenadas Geogréaficas Edad Estructura de las Altitud (m.s.n.m) Grados Brix
de ramas (fruto)
coleccion
PIC002 | 11-02-12 Pichincha Quito Norte S00°11°0.19”/W 078° 28” 48.3” Adulto Erectas 2811 ASF
PIC003 | 11-02-12 Pichincha Quito Norte S00°11°02.1”/W 078° 28” 45.3” Medio Erectas 2780 ASF
PIC004 | 11-02-12 Pichincha Quito Norte S 00°11° 03.8”/W 078° 28’ 42.7” Adulto Dispersas 2777 ASF
PIC 005 | 11-02-12 Pichincha Quito Norte S 00° 11’ 08.3”/W 078°28’ 44.3” Adulto Dispersas 2789 ASF
PIC 006 | 11-02-12 Pichincha Quito Norte S 00° 11’ 06.47°/W 078°28’ 41.0” Joven Dispersas 2799 ASF
PIC 007 | 21-02-12 Pichincha Quito Norte S 00°10° 16.5”/W 078° 29’ 33.8” Adulto Dispersas 2822 ASF
PIC 008 | 21-02-12 Pichincha Quito Norte S 00° 09’ 17.7°/W 078° 29’ 29.3” Joven Dispersas 2830 ASF
PIC009 | 21-02-12 Pichincha Quito Norte S 00° 07’ 58.4”/W 078° 30’ 00.3” Joven Dispersas 2844 ASF
PIC 010 | 21-02-12 Pichincha Quito Norte S 00° 07’ 58.3”/W 078° 30’ 01.3” Adulto Dispersas 2860 ASF
PIC 011 | 21-02-12 Pichincha Quito Norte S 00° 07’ 59.1”/W 078° 29’ 59.6” Joven Dispersas 2865 ASF
PIC012 | 21-02-12 Pichincha Quito Norte S 00° 09’ 31.3”/W 078° 28’ 52.3” Adulto Dispersas 2814 ASF
PIC 013 | 25-02-12 Pichincha Quito Sur S 00° 14’ 50.9”/W 078° 31°21.9” Joven Erectas 2834 ASF
PIC014 | 25-02-12 Pichincha Quito Sur S 00° 14’ 40.6”/W 078°31°14.9” Joven Erectas 2816 ASF
PIC015 | 25-02-12 Pichincha Quito Sur S 00° 14’ 36.7”/W 078° 31’ 27.2” Adulto Erectas 2777 ASF
PIC016 | 25-02-12 Pichincha Quito Sur S 00° 14’ 44.8”/W 078° 31’ 22.5” Adulto Dispersas 2810 ASF
PIC 017 | 14-04-12 Pichincha La Esperanza N 00° 02’ 21.2”/W 078°15° 18.1” Adulto Dispersas 2025 ASF
PIC 018 | 14-04-12 Pichincha La Esperanza N 00° 02” 41.3”/W 078° 14’ 33.2” Joven Dispersas 2906 ASF
PIC 019 | 14-04-12 Pichincha Tabacundo N 00° 02” 46.3”/W 078° 13 45.7” Adulto Dispersas 2889 ASF
PIC 020 | 14-04-12 Pichincha Tabacundo N 00° 03° 12.5”/W 078° 13’ 16.4” Adulto Dispersas 2920 ASF
PIC 021 | 14-04-12 Pichincha Tabacundo N 00° 02 34.9”/W 078° 13” 12.4" Adulto Dispersas 2858 ASF
PIC 022 | 14-04-12 Pichincha Ayora-Cayambe N 00° 03’ 59.3”/W 078° 08’ 09.9” Adulto Erectas 2829 ASF
PIC 023 | 14-04-12 Pichincha Ayora-Cayambe N 00° 04’ 15.0”/W 078° 08°06.9” Adulto Erectas 2841 ASF
PIC 024 | 14-04-12 Pichincha Ayora-Cayambe N 00° 04’ 22.4”/W 078° 07 50.6” Adulto Dispersas 2872 ASF
PIC 025 | 14-04-12 Pichincha Ayora-Cayambe N 00° 05° 35.2”/W 078° 06°39.3” Adulto Dispersas 3028 ASF
PIC 026 | 14-04-12 Pichincha Ayora-Cayambe N 00° 04” 04.8”/W 078° 08 05.5” Adulto Erectas 2829 ASF
PIC 027 | 14-04-12 Pichincha Cayambe N 00° 02’ 57.8”/W 078° 07° 56.4” Joven Dispersas 2905 ASF
PIC 028 | 14-04-12 Pichincha Cayambe N 00° 02” 40.2”/W 078° 08’ 37.5” Adulto Erectas 2824 ASF
PIC 029 | 14-04-12 Pichincha Cayambe N 00° 02” 09.2”/W 078° 08 58.7” Joven Dispersas 2791 ASF
PIC 030 | 14-04-12 Pichincha Cayambe N 00° 02° 06.2”/W 078° 08’ 51.2” Joven Dispersas 2806 ASF
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Cadigo Fecha Provincia Lugar Coordenadas Geograficas Edad Estructura de las Altitud Grados Brix
de ramas (m.s.n.m) (fruto)
coleccion
PIC 031 14-04-12 Pichincha Cayambe N 00° 02’ 05.9”/W 078° 08’ 36.4” Adulto Dispersas 2817 ASF
PIC 032 14-04-12 Pichincha Cayambe N 00° 02’ 09.7”/W 078° 08* 22.4” Adulto Dispersas 2849 ASF
PIC 033 14-04-12 Pichincha Cayambe N 00°01” 45.6”/W 078° 08’ 06.9” Adulto Dispersas 2884 ASF
PIC 034 06-08-10 Pichincha Cayambe N 00°04* 11.37/ W 078° 15” 84.3” Adulto Erectas 2830 ASF
AZU 001 03-03-12 Azuay Via a Jadan S 02°52° 03.6”/ W 078° 53” 03.6” Adulto Dispersas 2527 ASF
AZU 002 03-03-12 Azuay Via a Jadan S 02°52°01.9”/ W 078° 53° 01.8” Adulto Dispersas 2541 ASF
AZU 003 03-03-12 Azuay Via a Jadan S 02°51°25.2°/ W 078° 52° 54.5” Adulto Dispersas 2429 20.12
AZU 004 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°53° 18.5”/ W 079° 00* 25.1” Adulto Dispersas 2571 ASF
AZU 005 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°53° 09.6”/ W 079° 00’ 20.0” Joven Dispersas 2595 16.75
AZU 006 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°53° 08.1”/ W 079° 00’ 20.7” Adulto Dispersas 2612 18.60
AZU 007 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°52°49.7°/ W 078° 58” 58.2” Adulto Dispersas 2508 23.40
AZU 008 04-03-12 Azuay Gualaceo S 02°53° 18.3”/ W 078° 46’ 50.1” Adulto Erectas 2252 22.90
AZU 009 04-03-12 Azuay San Antonio S 02° 56’ 15.5”/ W 078° 47’ 55.1” Adulto Dispersas 2280 ASF
AZU 010 04-03-12 Azuay San Antonio S 02° 56’ 43.5”/ W 078° 48’ 06.3” Joven Dispersas 2354 20.40
AZU 011 04-03-12 Azuay Via a San Bartolo S 02°57° 07.5°/ W 078° 48° 30.4” Adulto Dispersas 2398 ASF
AZU 012 04-03-12 Azuay Via a San Bartolo S 02°58’ 07.17/ W 078° 49’ 07.8” Adulto Dispersas 2577 22.55
AZU 013 04-03-12 Azuay Via a San Bartolo S 02°58° 07.2”°/ W 078° 49’ 08.0” Joven Dispersas 2577 14.80
AZU 014 04-03-12 Azuay San Juan S 02° 58’ 39.4”/ W 078° 49’ 01.2” Joven Dispersas 2609 23.45
AZU 015 04-03-12 Azuay San Juan S 02°58°39.9”/ W 078° 49’ 00.9” Adulto Erectas 2612 15.50
AZU 016 04-03-12 Azuay San Bartolo S 02°59° 13.6”/ W 078° 49’ 14.9” Adulto Dispersas 2698 25.25
AzZU 017 04-03-12 Azuay San Bartolo S 02°59’ 13.57/ W 078° 49’ 14.6” Adulto Erectas 2700 16.45
AZU 018 04-03-12 Azuay Camino a Sigsig S 02°59” 50.3”/ W 078° 50’ 01.6” Adulto Dispersas 2691 21.00
AZU 019 04-03-12 Azuay Camino a Sigsig S 03°00° 46.8”/ W 078° 49’ 12.7” Adulto Dispersas 2482 21.85
AZU 020 04-03-12 Azuay Chordeleg S 02° 55° 34.9”/ W 078° 46’ 44.0” Joven Dispersas 2387 25.50
AzZU 021 04-03-12 Azuay Paute S 02°50° 16.4”/ W 078° 45” 52.7° Adulto Dispersas 2256 ASF
AZU 022 04-03-12 Azuay Paute S 02° 48° 20.2”/ W 078° 45’ 06.2” Adulto Dispersas 2609 ASF
AZU 023 04-03-12 Azuay Paute S 02°48° 18.4”/ W 078° 45’ 02.4” Adulto Dispersas 2631 22.00
AZU 024 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°52° 34.1”/ W 078° 56’ 27.1” Joven Dispersas 2405 ASF
AZU 025 04-03-12 Azuay Cuenca S 02° 53°20.4”/ W 078° 57’ 14.8” Adulto Dispersas 2469 ASF
AZU 026 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°52° 53.7°/ W 078° 57° 44.2” Adulto Dispersas 2463 ASF
AZU 027 04-03-12 Azuay Cuenca S 02° 52° 53.8”/ W 078° 58’ 36.7” Adulto Dispersas 2509 20.05
AZU 028 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°53” 14.8”/ W 079°01” 22.3” Adulto Dispersas 2614 23.05
AZU 029 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°53°20.1”/ W 079° 01° 20.9” Adulto Dispersas 2596 18.90
AZU 030 04-03-12 Azuay Cuenca S 02°53°17.97/ W 079° 00’ 15.8” Adulto Dispersas 2596 ASF
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Cadigo Fecha Provincia Lugar Coordenadas Geograficas Edad Estructura de las ramas Altitud Grados Brix
de (m.s.n.m) (fruto)
coleccion
CAN 001 03-03-12 Cafar Azoguez S 02° 44’ 54.9”/ W 078° 51° 02.7” Joven Dispersas 2480 23.85
CAN 002 03-03-12 Carfiar Azoguez S 02°44° 54.8”/ W 078° 51° 02.7” Joven Dispersas 2481 14.55
CAN 003 03-03-12 Cafiar Azoguez S02°45° 13.9”/ W 078° 50’ 27.8” Adulto Dispersas 2546 23.30
CAN 004 | 03-03-12 Canar Azoguez S 02°45° 13.6”/ W 078° 50’ 28.2” Adulto Dispersas 2542 19.55
CAN 005 03-03-12 Canar Azoguez S 02° 45’ 24.2”/ W 078° 50’ 19.3” Adulto Dispersas 2577 23.45
CAN 006 | 03-03-12 Canfar Azoguez S 02°45° 23.2”/ W 078° 50” 20.1” Adulto Dispersas 2575 26.75
CAN 007 03-03-12 Cafiar Azoguez S 02°45°27.8°/ W 078° 50’ 12.9” Adulto Dispersas 2597 21.40
CAN 008 | 03-03-12 Cariar Sageo S02°43.1° 16.8°/ W 078° 52° 32.6” Adulto Dispersas 2576 20.75
CAN 009 03-03-12 Canar Biblian S 02°42.1° 10.8”/ W 078° 53° 25.6” Adulto Dispersas 2733 21.55
CAN 010 03-03-12 Canar Biblian S 02°42.1° 10.2”/ W 078° 53° 26.6” Adulto Dispersas 2734 17.60
CAN 011 03-03-12 Cafar Biblian S 02°41° 57.3°/ W 078° 53° 29.6” Adulto Dispersas 2756 18.60
CAN 012 03-03-12 Cafiar Biblian S 02°41°21.0”/ W 078° 53° 24.5” Medio Dispersas 2825 ASF
CAN 013 03-03-12 Cafiar Ingapirca S 02° 34’ 05.3”/ W 078° 56’ 13.3” Adulto Dispersas 3181 ASF
CANO014 | 03-03-12 Canar Ingapirca S 02°32° 20.0”/ W 078° 55’ 57.0” Adulto Erectas 2980 ASF
CAN 015 03-03-12 Cafar Ingapirca S 02°32° 19.3”/ W 078° 55’ 56.9” Adulto Dispersas 2990 ASF
CAN 016 03-03-12 Cafiar Ingapirca S 02°31°43.3”/ W 078°55” 15.4” Adulto Dispersas 2872 ASF
CAN 017 | 03-03-12 Cafar Parroquia Juncal S 02°28’ 51.0”/ W 078° 58” 53.6” Joven Dispersas 2927 ASF
CAN 018 03-03-12 Canar Ingapirca S 02°33°46.3”/ W 078° 56’ 30.7” Adulto Dispersas 3128 ASF
CAN 019 03-03-12 Cafar Biblian S 02° 41° 50.2”/ W 078° 53 26.8” Adulto Dispersas 2780 25.50
CAN 020 | 03-03-12 Canar Biblian S 02°43°22.2”/ W 078° 53° 20.4” Adulto Dispersas 2600 20.35
CAN 021 03-03-12 Cafiar Azoguez S 02°45° 25.6”/ W 078° 51° 16.5” Joven Dispersas 2513 ASF
CAN 022 03-03-12 Cafiar Azoguez S 02° 45’ 40.0”/ W 078° 51° 28.6” Joven Dispersas 2526 ASF
CAN 023 03-03-12 Canar Azoguez S 02°45° 56.4”/ W 078° 51° 38.7” Adulto Dispersas 2541 22.70
CAN 024 | 03-03-12 Canar Azoguez S 02°47° 25.2”/ W 078° 52’ 04.0” Adulto Dispersas 2511 ASF
CAN 025 03-03-12 Cafiar Azoguez S 02°48° 09.17/ W 078° 52° 51.7” Joven Erectas 2440 20.30







