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Resumen

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es una especie nativa de las regiones
andinas, que se encuentra en alturas entre los 1800 y 3800 msnm. Crece en forma de
arbusto y su fruto es una baya azul oscura y de sabor astringente. Se han reportado
propiedades antioxidantes y antinflamatorias de su fruto, por lo que es una especie que
tiene un gran potencial farmacoldgico. En Ecuador el mortifio crece de forma silvestre y
los frutos son colectados estacionalmente para su uso principalmente en la gastronomia
local. La presente investigacion tuvo como objetivo caracterizar la diversidad genética
de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) proveniente de 9 localidades en los
paramos de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi, mediante el uso de marcadores
moleculares tipo microsatélites. Se analizo6 en total 126 muestras de mortifio con el uso
de 11 pares de primers heterélogos. Se identificé 63 alelos en los 11 loci, un promedio
de 4,46 alelos por cada uno. Los indicadores de diversidad genética analizados
(heterocigocidad esperada, indice de Shannon, indice de fijacion) muestran una alta
diversidad genética para las tres provincias en estudio. El analisis de variacion
molecular muestra que el 85% de la diversidad genética corresponde a la variabilidad
intrapoblacional y 14% corresponde a la variabilidad interpoblacional. Esto fue
consistente con las distancias genéticas de Nei y de Wright que no presentan diferencias
genéticas significativas entre las 9 localidades analizadas. Adicionalmente, con los
datos encontrados se estimd la estructura poblacional de mortifio mediante inferencia
bayesiana. Los resultados muestran dos posibles modelos de estructura poblacional, uno
con presencia de 2 subpoblaciones y otro con presencia de 3 subpoblaciones. Se
requiere ampliar la investigacion para concluir sobre la estructura poblacional del
mortifio.

Este estudio representa un primer acercamiento para conocer la diversidad genética y la
estructura poblacional del mortifio en Ecuador, informacion que puede ser utilizada para
la conservacién de este importante recurso bioldgico y para su manejo adecuado.



Abstract

Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) is a species native to the Andean region,
found at altitudes between 1800 and 3800 msnm. It grows as a shrub and its fruit is a
dark blue berry with a stringent flavor. Its antioxidant and antiinflammatory properties
make it a species with great pharmacological potential. In Ecuador, mortifio grows as in
the wild and its fruits are collected seasonally for use mainly in the local cuisine. The
aim of this study was to characterize the genetic diversity for mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth) in 9 sites from the provinces of Imbabura, Pichincha and Cotopaxi,
using microsatellite molecular markers. A total of 126 samples were analyzed using 11
heterologous primers. A number of 63 alleles were identified in the 11 loci analyzed, an
average of 4.46 alleles per locus. Genetic diversity indicators, such us expected
heterozygosity, Shannon index and fixation index, show high genetic diversity for the
three provinces under study. The molecular variance analysis performed shows that
85% of the genetic variability was found within populations and 14% was found
between populations. This was consistent with Nei and Wright genetic distances, where
no significant genetic differences between 9 locations were found. Additionally,
population structure was inferred through Bayesian inference. The results show two
potential population structure models, with the presence of 2 and 3 subpopulations
respectively. A broader investigation is required to obtain conclusive results regarding
the mortifio population structure.

This study represents a first approach for the determination of genetic diversity and
population structure of mortifio in Ecuador, and provides the basis for the conservation
of this important biological resource and for its adequate management.
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1. Introduccion

1.1 Género Vaccinium
1.1.1 Origeny Distribucion

El género Vaccinium tiene su origen en distintas regiones alrededor del mundo.
El Sudeste asiatico es el centro de origen del 40% de las especies de Vaccinium.
Aproximadamente el 35% de especies son nativas de América, 25% de Norte América
y 10% de América Central y América del Sur. El 25% restante provienen de diferentes
zonas alrededor del mundo (Luby et al., 1991). El género Vaccinium esta conformado
por arbustos terrestres dentro de la familia de las Ericaceas, subfamilia VVaccinioideae
(Vander Kloet 1998). Contiene aproximadamente 450 especies distribuidas
ampliamente en el Hemisferio Norte, asi como también en las montafias de las zonas
tropicales de Asia, de América Central y de Ameérica del Sur. Se han reportado pocas
especies en Africa y Madagascar y 92 especies (51 endémicas) en China (Luby et al.,
1991). Se encuentra alta densidad de especies de Vaccinium distribuidas en los
Himalayas, Nueva Guinea y en la region andina de Sudamérica (Luby et al., 1991;
Hancock et al., 2008) V. uliginosum L. es la especie con mayor distribucion mundial.
Muchas de las especies de Vaccinium son de uso ornamental por sus coloridas hojas,
flores y frutos (Galletta y Ballington 1996).

En el siglo veinte, tres especies principales del género Vaccinium han sido
domesticados (mora azul o blueberry, ardndano o cranberry y lingonberry) (Lyrene et
al., 2003). La mayor parte de la produccion comercial proviene de especies de la
seccion Cyanococcus donde se incluyen cultivares de Vaccinium corybosum L.

(highbush blueberry), Vaccinium ashei Reade, Vaccinium virgatum y Vaccinium



agustifolium. Este tipo de blueberry de arbustos altos se separa en dos tipos: del norte y
del sur de acuerdo a los requerimientos de frio y de la resistencia al invierno (Kole,
2011). Vaccinium macrocarpon (large cranberry) dentro de la seccion Oxycoccus, es
una especie domesticada de importancia. Dentro de la seccion Myrtillus hay especies
silvestres como Vaccinium myrtillus L (bilberry, whortleberry), Vaccinium ovalifolium
Sm (huckleberry) y Vaccinium deliciosum Piper (cascade bilberry). Dentro de la
seccion Vitis-ldadea se encuentra Vaccinium vitis-ideaea (lingonberry).

Otras secciones del género Vaccinium que han cobrado importancia en los Gltimos
afios incluyen la seccidn Vaccinium con especies como V. uliginosum L. Esta es una de
las especies articas que ocurre en las regiones frias del hemisferio norte, en las altas
altitudes al sur de los Pirineos, los Alpes, el Caucaso, las montafias de Mongolia, en el
norte de China y el centro de Japon en Asia, y en las Montafias Rocosas en Utah en
América del Norte (Luby et al., 1991). Esta especie crece en suelos &cidos hiumedos en
los brezales, los paramos, la tundra, y en el sotobosque de los bosques de coniferas,
desde el nivel del mar en el Artico hasta 3400 m de altitud (Young, 1970). Las bayas
comestibles provenientes de plantas silvestres se utilizan generalmente para mermelada,
jugo, pastel, jalea, y la elaboracion del vino (Iwagaki et al., 1977). En la Seccion
Pyxothamnus al menos tres especies producen frutas en forma de baya comestible. Una
de estas es Vaccinium floribundum Kunth (mortifio) que se distribuye en Costa Rica,
Venezuela, Colombia, Ecuador y Pert (Luby et al., 1991; Finn, 1999).

1.1.2 Taxonomia del género
El género Vaccinium al ser un género tan grande, es taxondmicamente
complejo. Sleumer en 1941 dividio el género en 33 secciones basadas en la filogenética

a partir de caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo, la composicion de las especies de



cada seccion y las relaciones evolutivas han sido objeto de mucho debate (Powell y
Kron 2002). Ademés, muchos de los indicadores utilizados tradicionalmente para
delimitar géneros (flores, frutos, semillas y partes vegetativas) no distinguen
adecuadamente entre taxones (Kron et al., 2002). Centenares de especies del género
Vaccinium que son nativas de las zonas altas tropicales son poco conocidas, aunque
muchas tienen un gran potencial como plantas ornamentales o para el aprovechamiento
de su fruta.
1.1.3 Importancia Econémica

Los frutos del género Vaccinium son de importancia econémica ya que son
percibidos por el publico como un alimento que promueve la salud. Segin un informe
del ARS (Agricultural Research Service) del USDA (United States Department of
Agriculture), los blueberries y cranberries se encuentran en las posiciones 1 y 2 en
cuanto a contenido de antioxidantes en un reporte que incluye 19 frutas comunes. Es
probable que la demanda de las bayas de las diversas especies de Vaccinium continte
creciendo debido a sus propiedades nutricionales y terapéuticas (Kole, 2011).
1.2 Vaccinium floribundum Kunth. Mortifio
1.2.1 Generalidades y Distribucion

El mortifio, conocido también como macha-macha en Bolivia, congama en Per(
y chivacu en Venezuela, es un arbusto pequefio. Algunos especimenes crecen hasta 2m
0 3m de altura, mientras otros son individuos enanos y postrados. Su apariencia ha sido
considerada como un arbusto ornamental, gracias a sus flores rosadas y su follaje verde
profundo. Sus frutos son bayas redondas de hasta 8mm de diametro, de color azul hasta
casi negro, con una apariencia glauca gracias a la cobertura con una sustancia blanca y

polvosa sobre los frutos (similar a las uvas, Vitis spp.). Es una especie que se reproduce



de forma vegetativa por medio de rizomas y de forma sexual principalmente por
autopolinizacién, y en menor proporcion por polinizacion cruzada (Luteyn 2002). Al no
ser una planta domesticada y sujeta a la seleccién artificial, los frutos presentan
caracteristicas organolépticas variadas, desde dulces y jugosas hasta altamente
astringentes y poco comestibles (National Research Council, 1989).

Cada fruto contiene numerosas semillas pequefias (National Research Council,
1989). Se estima que en numero oscilan entre 45 y 60, y presentan altas tasas de
formacion de semillas no maduras (Chaparro & Becerra, 1999). Esta especie presenta
una morfologia de polen caracteristica de la ericAceas y con posible relevancia
taxondmica, dada la gran diversidad morfoldgica que se encuentra en estudios de
palinologia de granos de polen en la familia Ericaceae y el género Vaccinium
especificamente (Sarwar et al., 2006). La anatomia de estos frutos los establece como
drupas de estructura simple, en donde el endocarpo se constituye por una sola capa de
esclereidas facilmente separables en estado maduro. Como especie, V. floribundum
presenta altas tasas de floracion y la orientacién unidireccional de sus flores facilita el
trabajo de polinizadores, entre los cuales predominan las abejas y colibries (Chaparro &
Becerra, 1999).

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) estd distribuido en las regiones
andinas, en alturas entre 2800 y 4000msnm. Esta especie es particularmente abundante
en la zona norte de la region andina, en paises como Colombia, Pert y Venezuela. En
esta zona, se lo encuentra entre los 1800 y los 3800msnm, y es recolectado de arbustos
silvestres con fines comerciales, para su venta a nivel de mercados. En el Ecuador se
han identificado tres especies de mortifio, la especie mas abundante es Vaccinium

floribundum Kunt; la cual se encuentra distribuida a lo largo de toda la Sierra, mientras



que Vaccinium distichum y Vaccinium crenatum se encuentran en la Sierra Sur,
principalmente en las provincias del Azuay y Loja (Facultad de Ciencias Bioldgicas
PUCE, 2008).

En Ecuador se consume el mortifio en varias formas: como fruta directamente, en
forma de conservas, y como ingrediente de la colada morada (esta se prepara con
ocasion del Dia de los Difuntos el 2 de noviembre). En algunas zonas, las temporadas
de maduracion se vuelven ocasiones para dias comunales en el campo, donde se lleva a
cabo la recoleccion del fruto (National Research Council, 1989).

El mortifio ha sido establecido como un componente frecuente de los ecosistemas
de péaramos humedos en varias regiones andinas, con estudios enfocados
predominantemente en las cordillera orientales en Colombia y Ecuador (Spehn et al.,
2006; Moscol Olivera & Cleef, 2009). Esta especie muestra varias caracteristicas
destacables en su rol ecoldgico dentro de los paramos en donde se encuentra, como su
elevada capacidad de regeneracion a partir de la base de su raiz tras fendbmenos
destructivos como incendios (Ramsay & Oxley, 1996). También se han observado
correlaciones positivas para la presencia de V. floribundum con otras especies,
particularmente algunas briofitas comunes en las estructuras denominadas almohadillas
(especies como Sphagnum sparsum) (Bosnian et al., 2009). Es destacable la resistencia
que presenta el mortifio a las heladas, razon por la cual se ha propuesto su potencial
como fuente de genes de resistencia a climas frios durante procesos de floracion, una
caracteristica interesante para plantas ornamentales (Ballington et al., 1993).

1.2.2 Propiedades fitoquimicas
Los frutos de mortifio, al igual que las bayas de otras especies del género

Vaccinium tienen un potencial medicinal y nutricional debido a su alto contenido de



compuestos fendlicos antioxidantes y componentes como la vitamina C (Debnath,
2006; Vasco, 2009). Los frutos de V. floribundum Kunth ademé&s poseen otros
compuestos como la cianidina, con posible actividad terapéutica contra desérdenes
como diabetes, obesidad y cancer. Se ha demostrado que las antocianinas reducen los
niveles de mediadores de inflamacion in vitro e in vivo. Las proantocianinas por su
parte disminuyen la inflamacion al regular la expresion de citoquinas y enzimas
proinflamatorias. Varios extractos fenolicos de las bayas de V. floribundum se han
probado in vitro y han dado como resultado la inhibicion de la acumulacion de lipidos,
la prevencion de la adipogénesis y la mediacion de la respuesta inflamatoria al inhibir
la expresion de especies reactivas de oxigeno por ejemplo, en macr6fagos
(Schreckinger et al., 2010).
1.3 Diversidad genética

La diversidad genética es el nivel de la biodiversidad que se refiere a la variedad
de alelos y genotipos presentes en un grupo en estudio. Incluye componentes del codigo
genético de cada organismo y la variedad de éstos entre individuos dentro de una
poblacion y entre poblaciones de una misma especie. La diversidad genética es la base
de la evolucion ya que da a una especie la capacidad de adaptarse a las cambiantes
condiciones ambientales a través del tiempo (Primack, 2006). Es importante también ya
que a mayor diversidad geneética una especie tiene mayor capacidad de colonizar nuevas
areas y ocupar nuevos nichos ecoldgicos. Por el contrario, una disminucion en la
diversidad genética hace que disminuya la posibilidad de persistencia de una especie en
el ambiente, en el largo plazo. Del mismo es modo, la diversidad genética es importante
para estudios de seleccion asistida al estudiar especies de interés econémico (por sus

caracteristicas fitoquimicas o por su uso alimenticio u ornamental). Estas caracteristicas



de interés tienen una base genética y se expresan de forma variable dentro de la especie
(Rogers y Montalvo, 2004).
1.4 Marcadores Moleculares

Un marcador molecular es cualquier fragmento de ADN que indica una
localizacion determinada en un genoma, y tiene una expresion identificable. Un
marcador genético para ser Util debe ser de facil deteccion, ser codominante, tener una
expresion temprana en el desarrollo de un individuo, no interactuar con otros
marcadores, requerir cantidades minimas de material para ser identificado, tener una
distribucion homogénea en el genoma y presentar un alto nivel de polimorfismo o un
gran nimero de variantes (Cubero, 2002).

Los marcadores moleculares pueden ser basados en hibridacion de ADN o en
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Dentro de los marcadores por hibridacion
de ADN se agrupan las técnicas que emplean sondas para la deteccion de los
marcadores. Las sondas son fragmentos de ADN o ARN que contienen el codigo
complementario para una secuencia especifica del genoma. Las técnicas mas usuales
son: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) y VNTR (Variable Number
Tandem Repeat) (Cornide, 2000).

Los métodos de andlisis basados en PCR remplazaron a los anteriores por su alta
sensibilidad, su alto poder de discriminacion y su facilidad de automatizacion. La poca
informacion que se tenia de las secuencias en un inicio limitaba la aplicacion de la PCR
por lo que comenzaron a nacer técnicas basadas en amplificacion arbitraria para generar
marcadores como los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) y los AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphism). Mientras la cantidad de secuencias con las

que se contaba aumentd, las técnicas que usaban PCR se dedicaron a amplificar



secuencias polimdrficas conocidas. Asi, se detectd diferencias en el tamafio del
fragmento o diferencias en la secuencia del fragmento con primers disefiados para
regiones de secuencia conocida. Dentro de los marcadores moleculares que utilizan
PCR para amplificar secuencias polimdrficas conocidas se incluye a los SSR (Simple
Sequence Repeat), ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), SNPs (Single-Nucleotide
Polymorphism), entre otros (Henry, 2013).

1.4.1 Microsatélites

Los marcadores microsatélites son secuencias de ADN cortas (1-6 bp) repetidas
en tdndem y flanqueadas por secuencias conservadas unicas de ADN que se pueden
detectar mediante PCR (Miesfield et al., 1981; Hamada y Kakanuga 1982). Los
microsatélites fueron descubiertos por primera vez en seres humanos, pero se han
encontrado en los genomas de la mayoria de los organismos. Los microsatélites se
encuentran distribuidos en todo el genoma y presentan un gran nimero de alelos en
cada locus, como consecuencia de altas tasas de mutacion: 102 a 10 eventos por locus,
por generacion. EI mecanismo que explica mejor su alto grado de polimorfismo de
tamarfio es la acumulacién de errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa
durante la replicacion del ADN (Li et al., 2002).

Los microsatélites son marcadores codominantes (donde es posible detectar
heterocigotos) y relativamente faciles de identificar mediante PCR vy técnicas de
visualizacion mediante electroforesis o con primers marcados con fluorescencia y un
equipo de deteccion de los fragmentos amplificados. Son marcadores altamente

reproducibles cuando son disefiados y probados correctamente (Boches et al., 2005).



1.4.2 Aplicaciones de los microsatélites

Los microsatélites son marcadores Utiles en un amplio rango de andlisis. Son
una importante herramienta en el mapeo de genomas, como es el caso del genoma
humano. Tienen aplicacion en el diagnostico biomédico como marcadores para ciertas
condiciones de una enfermedad. Es decir, ciertos alelos estdn asociados con ciertas
mutaciones en regiones del ADN que pueden causar una variedad de trastornos médicos
de importancia. En el campo de la medicina forense se han convertido en el principal
marcador para la identificacién de evidencia basada en el ADN (McDonald y Potts.
1997).

En un contexto bioldgico/evolutivo son marcadores Utiles para el analisis de
diversidad genética y relaciones filogenéticas. Es posible a partir de aqui estimar la
estructura genética de las poblaciones y subpoblaciones utilizando herramientas como
estadisticas F y distancias genéticas (Parker et al., 1998). Los microsatélites pueden ser
utilizados para evaluar la historia demografica (por ejemplo, para buscar evidencia de
los cuellos de botella de poblaciones), para evaluar el tamafio efectivo de una poblacion
y para evaluar patrones de flujo genético entre poblaciones (Michalakis y Excoffier,
1996). Ademas, proporcionan datos adecuados para estudios filogeograficos que tratan
de explicar la biogeografia y la historia genetica de la flora y fauna de regiones
determinadas. Este tipo de andlisis son ampliamente utilizados al trabajar con
poblaciones de varias especies 0 con poblaciones dentro de una misma especie (Parker

etal., 1998).
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1.4.3 Estudios genéticos en el género Vaccinium con el uso de marcadores
moleculares

Actualmente, los cultivares de Vaccinium se manejan exclusivamente con
métodos tradicionales de reproduccién. Su cultivo ha evolucionado desde la seleccion
de clones silvestres de élite para el uso en cruces controlados y una seleccion rigurosa
en el campo. Varias técnicas para la seleccién asistida por marcadores moleculares
estan emergiendo con el objetivo de maximizar la eficiencia del fitomejoramiento en
este género. Estos marcadores también han sido una herramienta Gtil para estudios de
identificacion de especies y de diversidad genética tanto en especies cultivadas como en
silvestres del genero Vaccinium (Kole, 2011).

En blueberry, se ha utilizado una amplia variedad de marcadores como
isoenzimas, RFLP, RAPD y SSR (Rowland et al., 2003; Boches et al., 2005, 2006) para
obtener mapas de ligamiento y en estudios de huella genética. Para cranberry, (V.
macrocarpon) se han llevado a cabo estudios con isoenzimas para medir los patrones de
diversidad (Bruederle et al., 1996). Ademé&s se ha utilizado marcadores RAPDs,
SCARs (Sequence-characterized amplified regién) y recientemente EST-SSR
(Expressed Sequence Tag-Simple Sequence Repeat) heter6logos disefiados para
blueberry para identificar cultivares de importancia comercial (Bassil et al., 2009).

De los marcadores moleculares mencionados anteriormente, los marcadores
SSR (microsatélites) son las herramientas méas eficaces para la identificacion de
genotipos en individuos de varias especies del género Vaccinium. Boches et al., (2005),
desarrollo 30 pares de primers SSR derivados de bibliotecas EST y de bibliotecas de
ADN gendmico de cultivares de highbush blueberry. Estos marcadores SSR han sido

utilizados en la identificacion de cultivares de especies relacionadas como cranberry,
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ademas fueron también muy eficaces en la estimacion de relaciones genéticas entre
cultivares de lowbush blueberry (Bell et al., 2008).

A pesar de que el uso de marcadores moleculares tipo microsatélites ha sido de
gran ayuda en estudios de diversidad genética de especies vegetales y particularmente
en estudios de identificacion de especies del género Vaccinium; en Ecuador solo existe
un estudio de caracterizacion molecular de mortifio de la comunidad de Quinticusig del
cantén Sigchos de la Provincia de Cotopaxi. En dicha investigacion se utilizé un
namero bajo de muestras de mortifio (17) y se analizo6 los datos provenientes de 3 loci
microsatélites, obteniendo resultados inconsistentes en cuanto a las agrupaciones y poco
robustos estadisticamente (Roldan, 2012). Por esta razon, la presente investigacion tuvo
como objetivo caracterizar de la diversidad genética de mortifio en las provincias de
Imbabura, Pichincha y Cotopaxi con el uso de 12 primers heter6logos para la

amplificacion de regiones microsatélites del genoma del mortifio.

2. Objetivos

2.1 Objetivo General
e Caracterizar la diversidad genética de mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth) proveniente de 9 localidades de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi,
mediante el uso de marcadores moleculares tipo microsatélites.
2.2 Objetivos Especificos
e Establecer el porcentaje de transferibilidad de 12 primers heterdlogos en

mortifo.
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e Determinar la diversidad genética y el polimorfismo alélico presentes en
mortifio procedente de 3 provincias del Ecuador (Imbabura, Pichincha y
Cotopaxi), usando marcadores microsatélites.

e Establecer los diferentes agrupamientos y patrones de distribucion del mortifio,
en base a su similitud evaluada con métodos estadisticos y bajo criterios de
diversidad genética.

e Analizar la estructura poblacional del mortifio en Imbabura, Pichincha y

Cotopaxi, en base a métodos bayesianos.

3. Area de Estudio

El material vegetal (hojas de mortifio) utilizado en el presente estudio, fue colectado
en 9 localidades (San Pablo, Cotacachi-Cayapas, Cashaloma, Mojanda, Parque
Nacional Cotopaxi Norte, Parque Nacional Cotopaxi sur, llinizas, Sigchos y Quilotoa)
de tres provincias de la sierra ecuatoriana: Imbabura, Pichincha y Cotopaxi (Figura 1,
Anexo 1). Los sitios de coleccion, en su mayoria, se encontraron dentro de parques
nacionales y areas protegidas; por lo que se obtuvieron los permisos de coleccion
respectivos, otorgados por el Ministerio del Ambiente (No. 04 2012-IC-FAU-FLO-
DPA/MA, No. 07-2012-1C-FLO-DPAP-MA y No. 06 12-IC-FAU-FLO.DPAC/MA),
previo a la coleccion. EI procesamiento de las muestras, los analisis moleculares y
estadisticos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la

Universidad San Francisco de Quito, Quito- Ecuador.
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4. Justificacion

El mortifio (Vaccinum floribundum Kunth) es una especie lefiosa que crece en la
region andina, en alturas entre 1800 y 3800 msnm; su fruto es una baya de coloracion
azul oscura y de sabor astringente. Este arbusto puede llegar a medir 3,5 metros
(Luteyn, 2002). En paises de Europa y Norteamérica se cultivan y comercializan
diferentes especies pertenecientes al género Vaccinium, como el lingonberry
(Vaccinium vitis-idaea) y el Dblueberry (Vaccinium corymbosum y Vaccinium
angustifolium), especies domesticadas en el siglo XX (Debnath, 2006). El consumo de
frutos del género Vaccinium, ricos en antocianinas y proantocianidinas, induce efectos
positivos sobre la salud humana, en condiciones que incluyen desordenes biliares,
escorbuto, desordenes cardiovasculares, estrés oxidativo relacionado con la edad y
respuestas inflamatorias (Garzén et al., 2010), e incluso algunas especies muestran
inhibicion de crecimiento de células cancerigenas (Zhao et al., 2004). Los frutos de V.
floribundum Kunth ademéas poseen otros compuestos como la cianidina, con posible
actividad terapéutica contra desérdenes como diabetes, obesidad y cancer (Schreckinger
etal., 2010).

En el pais, el mortifio crece de forma silvestre y sus frutos son colectados de forma
estacional en el mes de noviembre para la elaboracion de la tradicional Colada Morada,
con motivo del Dia de los Difuntos. La fruta es también utilizada en la preparacion de
mermeladas y reposteria. En el mercado internacional, el mortifio es conocido como
“Andean Blueberry” y apreciado por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antitumorales (Luteyn, 2002). A pesar de que esta baya es altamente cotizada dentro y

fuera del pais por su importancia cultural, gastronémica y potenciales usos por su valor
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nutricional y/o medicinal, existe muy poca informacién acerca de la biologia basica y
de la caracterizacion genética de este recurso biologico.

Conocer la variabilidad genética es esencial para poder determinar la distribucion,
estructura y estado actual de la poblacién de mortifio en el Ecuador, asi como su historia
evolutiva y relaciones filogenéticas con especies emparentadas. Los resultados de esta
investigacion serviran para conocer la estructura poblacional y composicién genética de
esta especie asi como también ofrecerdn una base para la conservacion de la diversidad

de este importante recurso biolégico.

5. Materiales
5.1 Coleccion de muestras de mortifio
e Tijeras
e Fundas ziploc pequefias
e GPS (Garmin)
e Cooler portatil con geles de hielo.

e Marcador permanente

5.2 Extraccion de ADN a partir de hojas de mortifio

e Morteros y pistilos

Nitrogeno liquido (N2)

e Buffer de extraccion CTAB 2X

e 2, B-mercaptoetanol (SIGMA-ALDRICH)
e Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1

e Isopropanol
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Etanol 70%

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

Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

Tubos Eppendorf 1.5mL

5.3 Cuantificacién de ADN de mortifio

NANODROP 1000 (ThermoScientific)
Buffer TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

Ultra-Pure Distilled Water (GIBCO)

5.4 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 11 ( C.B.S Scientific)

Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD)

5.5 Amplificacion de regiones microsatélite SSR mediante PCR

11 pares de primers SSR (Tabla 1)

Taq DNA polimerasa 5U/uL (Invitrogen)



Buffer PCR 10X (Invitrogen)

MgCI2 50mM (Invitrogen)
UltraPure™ Distilled Water (GIBCO)
dNTP’s 10 mM (Invitrogen)
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

T Personal Thermocycler (Biometra)

5.6 Electroforesis en geles de acrilamida

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)

Solucion 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 Bérico- EDTA)

16



17

e Buffer de carga para pre-corrida (Glicerol + Azul de Bromofenol)
e Blue Juice 10X (Invitrogen)

e Ladder 10bp (Invitrogen)

e Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

e T100 Thermal Cycler (BIORAD)

e Sequi-Gen Cell GT System (BIORAD)

Fuente de poder PowerPac HV (BIORAD)

5.7 Tincion de Plata
e Solucion fijadora y de parada (200ml de alcohol absoluto (J.T. Baker),
10ml de &cido acético glacial (MERCK) y 1790ml de agua destilada).
e Solucion de tincion (4g de nitrato de plata (FISHER), 3ml de formaldehido
37% (MERCK) y 2000ml de agua destilada).
e Solucion reveladora (30g de hidréxido de sodio (MERCK), 4 ml de

formaldehido 37% (MERCK) y 2000ml de agua destilada).

5.8 Fotografia de geles

e Cémara fotogréafica (Canon XPOSZ)

6. Métodos

6.1 Obtencidn del material vegetal

Las localidades seleccionadas para el muestreo de hojas de mortifio se
encontraron en su mayoria dentro de areas protegidas, por lo que previo la coleccion del
material vegetal se obtuvo los permisos de investigacion No. 04 2012-IC-FAU-FLO-

DPA/MA, No. 07-2012-IC-FLO-DPAP-MA y No. 06 12-IC-FAU-FLO.DPAC/MA,



18

otorgados por los Ministerios del Ambiente de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi
respectivamente.

Se colectdé hojas de mortifio en las zonas montafiosas de Imbabura, Pichincha y
Cotopaxi en 4 salidas de campo. En cada provincia se determind 3 sitios de coleccion:
en la provincia de Imbabura estos fueron: San Pablo, reserva Cotacachi-Cayapas y
Cashaloma; en Pichincha se colect6 en el Parque Nacional Cotopaxi (entrada norte),
reserva ecoldgica “Los Ilinizas” y en Mojanda; y en Cotopaxi se muestred en el Parque
Nacional Cotopaxi (entrada sur), en Sigchos y en Quilotoa (via a la Mand). En cada
sitio se colectd hojas de 12 a 15 individuos, para un total de 129 muestras distribuidas
en las 9 localidades (Figura 1 y Anexo 1). La coleccién comprendié las fases de
identificacion de la especie, corte de 6-8 hojas de cada individuo, toma de coordenadas
satelitales con GPS del sito de cada colecta, etiquetado y almacenamiento de cada
muestra en fundas plasticas selladas Ziploc®. Posteriormente las muestras se
transportaron dentro de hieleras a 4°C, para mantener la cadena de frio hasta el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito donde
se colocaron en un congelador a -20°C, hasta su posterior uso.

6.2 Extraccion y cuantificacion de ADN de mortifio

Se realizo la extraccion de ADN a partir de hojas de mortifio mediante el
protocolo de Saghai-Maroof, et al., (1984) pre estandarizado en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. Se coloco
aproximadamente 80 mg de tejido foliar en un mortero, se tritur6 con nitrégeno liquido
y se agreg06 800 ul de buffer CTAB 2X. Se transfirié a un tubo eppendorf estéril de 1.5
ml y se afiadio 8 pl de 2, B-mercaptoetanol. Se homogeneizo e incubo las muestras a

62°C en una cama de arena, durante una hora, con agitacion por inversion de los tubos
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cada 15 minutos. Se agreg6 500 ul de una solucion de cloroformo — alcohol isoamilico
24:1, se dejé en reposo por 20 minutos y se centrifugd por 20 minutos a 13200 rpm. Se
recuperd 500 pl del sobrenadante y se agregd un volumen equivalente de isopropanol
frio, se mezcld por inversion para precipitar el ADN. Se centrifugd a 5000 rpm por 5
minutos, se observé el pellet y se descartd el sobrenadante. A continuacion se lavo el
pellet con 800 pl de etanol al 75%. Se agitd el tubo para que se despegue el pellet y se
removio el etanol con una micropipeta. Finalmente se dejo6 secar el pellet dentro de una
camara de flujo y se resuspendié en 50uL de TE 1X (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH
8.0). Las muestras de ADN fueron conservadas a -20°C en una congeladora.

La calidad de ADN de cada muestra fue evaluada mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1.5%, con el uso de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) y de un
fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD) (Figura 2). La concentracién de

ADN se determiné con el uso de un espectrofotémetro Nanodrop 2000™

(Thermo
Scientific) (Tabla 2).

Todas las muestras de ADN fueron diluidas a una concentracién final de 10
ng/pL para su posterior uso en las reacciones de PCR y se almacenaron junto con los
Stocks (concentracion original) a -20°C.

6.3 Seleccion de primers y amplificacion de regiones microsatélites

Después de realizar una revision bibliografica de estudios que utilizan
marcadores moleculares en especies del género Vaccinium, (Bassil et al., 20009,
Hinrichsen, et al., 2009, Boches et al., 2005, Boches et al., 2006); se seleccionaron 12
pares de primers heterologos disefiados por Boches et al., en 2005 para regiones

microsatélites de Vaccinium corymbosum L (highbush blueberry) (Tabla 1). De éstos,

10 provienen de librerias EST (prefijos NA y CA) y 2 de librerias gendmicas (prefijo
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VCC). Para la seleccion de los primers se considero criterios de transferibilidad a otras
especies del género Vaccinium y presencia de elevado nimero de alelos.

Al ser primers heterélogos que no se han probado antes en mortifio, se realizo
PCR de gradiente con muestras de ADN de mortifio escogidas al azar para determinar la
temperatura Optima de annealing de cada par de primer (Tabla 1). A continuacion se
realiz6 reacciones de PCR con la temperatura de annealing establecida para todas las
muestras de ADN.

Las reacciones de PCR se realizaron en volimenes de 10 ul, compuestos por
Buffer de PCR (1X) (Invitrogen), 2 mM de MgCI2 (Invitrogen), 0.2 mM de dNTPs
(Invitrogen), 0.2 mM de cada primer, 0.375 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen), y
10 ng de ADN gendmico (Boches et al., 2005). Se amplifico el ADN en 35 ciclos en un
termociclador T Personal Thermocycler (Biometra) programado para 40 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 40 segundos de annealing a la temperatura 6ptima de cada par
de primers (Tabla 1) y 40 segundos de extension a 72°C (Boches et al., 2005).

6.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida y tincion con nitrato de plata.

Los productos de la amplificacion de las regiones microsatélites se visualizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% o al 4% con el uso del sistema
Sequi-GenTM (Biorad) y un protocolo ya estandarizado en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. El revelado se realizd
con nitrato de plata en base al protocolo de Benbouza (2006).

Para este procedimiento, se lavo el vidrio 4 veces con el detergente Alconox, se
limpio con etanol al 70% vy se tratd de forma homogénea con 2 ml de una solucién bind
silane, La camara se limpid con etanol al 70% y fue tratada de forma homogénea con 3

ml de Rain.X™ y 800 ul de Sigmacote® (SIGMA). Posteriormente se limpié los
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separadores, la base de polimerizacion, los brazos de la cdmara y el peine con etanol al
70%. Se ensambld la cdmara de electroforesis de acuerdo a las especificaciones del
fabricante 'y se inyect6 100 ml de acrilamida al 6% (5M Urea vy
acrilamida/bisacrilamida 19:1) mezclada previamente en un vaso de precipitacion con
545 pl de persulfato de amonio 10% y 109ul de TEMED. Se introdujo el peine con las
puntas hacia afuera para formar el frente de corrida y se dejé polimerizar el gel durante
una hora. Una vez polimerizado, se paso el gel a la base de corrida, se retird el peine, se
limpio el frente de corrida y se formo los pocillos introduciendo el peine con las puntas
hacia abajo. Posteriormente, se realiz6 la precorrida durante 30 min a 80 Watts, para lo
que se coloco en la base y en la cAmara de electroforesis 1.5 L de TBE 1X, y en los
pocillos se coloco buffer de carga a fin de verificar la calidad de éstos y del gel. Para la
preparacion de las muestras, para la corrida, se afiadid6 1 pl de Blue Juice 10X
(Invitrogen) a cada uno de los productos de PCR para una concentracion final de 1X. Se
prepard también ladder con 27.5 ul de agua de PCR, 2.5 pl de Blue Juice 10X y 5 pl
de ladder 10 bp (Invitrogen). El ladder 10bp y las muestras preparadas se
desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos. Una vez finalizada la pre-corrida se carg6 5
pl de las muestras denaturadas en los pocillos y 3 pl del ladder 10bp (Invitrogen). Se
corrid la electroforesis a 80 Watts y 48°C durante dos horas y media.

Después de finalizada la corrida, se realizo la tincion y revelacion del gel
siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacion. Se separo el vidrio (con el gel
adherido en su superficie) de la camara y se dejo en reposo durante 5 minutos en una
bandeja con una solucion fijadora fria (10 ml de &cido acético glacial, 200 ml de alcohol
absoluto y 1790 ml de agua destilada), luego se agitd levemente durante 7 minutos en

oscuridad en una bandeja con una solucién de tincion (4 gramos de nitrato de plata, 3



22

ml de formaldehido al 37% y 2 litros de agua destilada), se lavo durante 10 segundos
con 2 litros de agua destilada en oscuridad, después se revel6 con movimientos leves
durante 7 minutos en oscuridad en una bandeja con una solucién de revelado (30
gramos de hidroxido de sodio, 4 ml de formaldehido al 37% y 2 litros de agua
destilada), inmediatamente se pasé a la solucion fijadora por 3 minutos, se realizé un
segundo lavado con 2 litros de agua destilada y se dejé secar el gel a temperatura
ambiente para su posterior analisis.

6.5 Toma de datos y elaboracion de matrices alélicas

A partir de los geles de poliacrilamida se identificé los alelos presentes en cada
individuo de mortifio para los 11 loci analizados (se probd 12 pares de primers pero uno
no amplificd). Se tomo en cuenta los alelos visibles en el rango de tamafio reportado por
la bibliografia o en tamafios cercanos (Boches et al., 2005). Ademas, se midié la
distancia en centimetros de las bandas del ladder 10bp (de tamafio conocido en pares de
bases) y de cada alelo, respecto al frente de corrida, para estimar por interpolacion
lineal el tamafio en pares de bases de los alelos encontrados (Tabla 1).

Se asignd a cada alelo un namero entero y se codificé en una matriz de Excel con
el nombre de los loci en columnas y el de los individuos en filas. Esta matriz alélica fue
la base para el analisis estadistico y para la estimacion de la estructura poblacional.

6.6 Analisis de diversidad genética de mortifio

Se utilizé el complemento para Excel GenAlEx 6.501 (Peakall, 2012) con el que
se obtuvo valores de diversidad genética como: frecuencia alélica, nimero de alelos
promedio (Na), nimero de alelos efectivos (Ne), heterocigocidad esperada (He),
heterocigocidad observada (Ho), indice de Shannon (1), indice de fijacién (F), distancias

de Nei y estadisticos F (Fst) de Wright, para cada una de las 9 localidades. Estos
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mismos indices se calcularon para cada provincia y para todo el set de datos (Tablas 3 y
4). Se realiz6 también un analisis de varianza molecular (AMOVA) a fin de determinar
la variacion intrapoblacional (dentro de cada localidad), interpoblacional (entre
localidades) y entre provincias para la muestra en estudio y una prueba de Mantel con
GenAlEx 6.501 para establecer si existe 0 no una correlacion entre la distancia
geogréfica de los individuos de mortifio de las distintas localidades y la distancia
genética estimada a partir de la matriz alélica.

Con el programa DARwin 5.0.158 (Perrier & Jacquemoud-Collet, 2006) se
construy6 una matriz de distancia, un dendrograma con el método Neighboor Joining
para evidenciar los agrupamientos de los individuos de mortifio y un PCoA para la
visualizacion de la dispersion de los individuos de mortifio en base a distancias
Euclidianas.

6.7 Estimacion de la estructura poblacional de mortifio

inferencia bayesiana con el uso del programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al.,
2000); a fin de estimar el numero de subpoblaciones existentes dentro de la poblacion
original. Se realiz6 cuatro analisis diferentes, en el primero se probaron valores de K=1
a K=10 (K= numero supuesto de poblaciones) con 15 repeticiones independientes para
cada uno, con un modelo con admixture, con 100000 pasos de burn-in y 100000 pasos
de corrida de célculos de Markov Chain y Montecarlo, sin informacion previa referente
al sitio de coleccion. En un segundo anélisis, como informacion previa se incluyo la
localidad de donde provienen las muestras (Cotacachi-Cayapas, San Pablo, Cashaloma,
Parque Nacional Cotopaxi norte, Ilinizas, Mojanda, Parque Nacional Cotopaxi sur,
Sigchos y Quilotoa), en el tercer analisis la localidad y la provincia de origen

(Imbabura, Pichincha y Cotopaxi); y en el cuarto andlisis la localidad y una nueva
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categoria definida como region geogréfica. Se establecieron tres regiones geograficas
(grupos de acuerdo a ubicacion geogréfica de los sitios de muestreo): la primera incluye
a las localidades San Pablo, Cotacachi-Cayapas, Cashaloma y Mojanda, la segunda se
conforma por las localidades Parque Nacional Cotopaxi Norte, Parque Nacional
Cotopaxi sur e llinizas y la tercera incluye las localidades de Sigchos y Quilotoa. Para
estimar el nimero de subpoblaciones (K 6ptimo), se utilizé el doble logaritmo natural
de la probabilidad de cada K (delta K) (Evanno et al., 2005). Esto se realiz6 en la
version online de Structure harvester (http://tayloro.biologyucla.edu/ Struct_harvest).
Los resultados de las 15 corridas independientes para el K Optimo establecido, se
integraron en el software CLUMPP utilizando un algoritmo greedy (Jakobsson and
Rosenberg, 2007) para obtener una matriz consenso. A partir de estos resultados se
visualiz6 los graficos de la estructura final con el uso del software Distruct 1.1

(Rosenberg, 2002) y Adobe llustrator.

7. Resultados

7.1 Coleccion de muestras de mortifio, extraccion y cuantificacion de ADN

Se muestreo hojas de 43 individuos de mortifio en Imbabura, de 43 individuos de
mortifio en Pichincha y de 43 individuos de mortifio en Cotopaxi; en total 129 muestras
en las tres provincias en estudio (Anexo 1). Se realizé la extraccion de ADN de las 129
muestras de mortifio colectadas, de las cuales 126 fueron exitosas con concentraciones
de ADN de hasta 753 ng/pL (Tabla 2). EI ADN extraido resultd ser de buena calidad,

dado su alto peso molecular, como se observa en la Figura 2.
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7.2 Amplificacion de regiones microsatélites con primers heter6logos

Se probo 12 pares de primers disefiados para blueberry (Boches et al., 2005) con
11de éstos se obtuvo productos de la amplificacion, y de estos, 10 mostraron productos
polimérficos (Figuras 3 y 4). El porcentaje de transferibilidad fue del 91,67% para el set
de primers probados. Los datos obtenidos con el primer 6 (CA787F) que fue
monomorfico (Tabla 1) también se incluy6 en los anélisis de diversidad genética y de
estimacion de la estructura poblacional.
7.3 Diversidad alélica de mortifio

El nimero total de alelos fue 63 para las 126 muestras en los 11 loci estudiados.
El promedio general fue de 4.46 alelos por locus (Tabla 4). Un solo locus (CA787F) fue
monomorfico, y en los 10 loci polimdrficos el rango del nimero de alelos identificados
varid entre 2-14, donde los loci NA1040 y CA794F0 fueron los mas informativos con
11 y 14 alelos respectivamente (Tabla 1). De los 46 alelos observados en Imbabura, 3
fueron exclusivos, en Pichincha se identificd 53 alelos de los cuales 5 fueron exclusivos
para esta provincia y en Cotopaxi, de los 48 alelos encontrados, 4 fueron exclusivos
para esta provincia (Tabla 2). EI namero de alelos efectivos por provincia vari6 entre
2.07 y 2.56, con una media global de 2.41 alelos efectivos por locus (Tabla 4).
7.4 Diversidad genética de mortifio

El anélisis de varianza molecular (AMOVA) muestra que el 85% de la diversidad
genetica corresponde a la variabilidad intrapoblacional, el 14% corresponde a la
variabilidad interpoblacional y el 1% a la variacion entre regiones o provincias (Figura

5). A continuacion se detalla los resultados de cada categoria.
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7.4.1 Diversidad genética intrapoblacional
Los resultados de las diferentes medidas de diversidad genética intrapoblacional

usadas (Tablas 3 y 4) son compatibles entre si y muestran un rango intermedio de
heterocigocidad esperada o diversidad genética, con un promedio general de 0.42. En
las tres provincias la heterocigocidad esperada es ligeramente mayor que la observada.
El indice de Shannon indica una alta variabilidad entre los individuos de mortifio en
todas las localidades de todas las provincias, con valores en un rango entre 0.77 y 0.94
(con excepcidn de los individuos de mortifio de Quilotoa 1=0.24); y una media general
de 0.85 (Tabla 4). El indice de fijacion promedio (coeficiente de inbreeding) fue de 0.14
(Tabla 4), con dos localidades (Parque Nacional Cotopaxi Norte y Sigchos) que
muestran valores negativos (Tabla 3), lo que indica una mayor frecuencia de
heterocigocis observada que esperada en estas areas.
7.4.2 Diversidad genética interpoblacional

A partir de la matriz alélica se generaron matrices de distancia genética de Nei y
de distancia genética de Wright (Fst) (Tablas 5 y 6), donde se comparan las distancias
genéticas de las localidades en pares. Entre las localidades de Cashaloma y San Pablo y
entre las localidades del Parque Nacional Cotopaxi Norte y Parque Nacional Cotopaxi
Sur se observan las menores diferencias genéticas. El resto de localidades muestran
también una alta similitud genética entre ellas, con excepcion de la localidad de
Quilotoa. Los mayores valores de distancia genética encontrados se observan entre la
localidad de Quilotoa y las 8 localidades restantes, con un rango de 0.226-0.403
(Distancias genéticas de Nei) y 0.198-0.282 (distancias geneticas de Wright (Fst)).

El anélisis mediante el método de Neighbor Joining con el que se obtuvo el

dendrograma (Figura 6) revela una escasa estructura poblacional, donde la mayoria de
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agrupamientos genéticos son mezclados y contienen individuos de mortifio de las tres
provincias. Existe un agrupamiento solo con individuos de mortifio de la provincia de
Imbabura (muestras en color verde de codigo “CL”, “CC” y “SP” seguido de un
nimero de dos digitos) y otro agrupamiento s6lo con individuos de mortifio de
Cotopaxi especificamente de la localidad de Quilotoa (muestras en color naranja de
codigo “QU” seguido de un nimero de dos digitos).

Estos resultados son consistentes con el grafico de PCoA (Figura 7) donde a
excepcion de la localidad de Quilotoa (marcadores naranjas agrupados en el cuadrante
superior izquierdo) todos los individuos de mortifio se encuentran distribuidos en el
plano sin agrupaciones evidentes. Las muestras de los individuos de mortifio
provenientes de la provincia de Cotopaxi (color naranja) tienen una amplia distribucién,
la mayoria se localizan en los cuadrantes superior e inferior izquierdo, algunas en el
centro del plano y unas pocas en el cuadrante superior derecho. Las muestras de los
individuos de mortifio provenientes de Imbabura (color verde) se localizan
predominantemente en los cuadrantes superior e inferior derechos (focalizados en el
cuadrante superior derecho) y las muestras de los individuos de mortifio provenientes de
Pichincha (color azul) se ubican en su mayoria en el centro del grafico. Algunas
muestras de individuos de mortifio en los cuadrantes superiores izquierdo y derecho y
varias muestras de la localidad de Mojanda se observan en el cuadrante inferior
derecho.

Al no existir evidencia de una agrupacion de acuerdo a la localidad o provincia
de origen de las muestras de mortifio, se realizo un test de Mantel, con el fin de saber si
los individuos de mortifio, en el rea analizada, siguen un modelo de aislamiento por

distancia geografica. La Figura 8 relaciona la distancia geografica en el eje x versus la
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distancia geneética en el eje y. Se observa una correlacion entre las dos variables,
sustentada por el coeficiente de correlacion rxy = 0.3 y P< 0.001.
7.5 Estructura poblacional

En un primer anélisis se probd valores de K del 1 al 10 y se descarto los valores
de K mayores a 4 ya que el logaritmo de la probabilidad de que estos valores sean
Optimos fue bajo. Con K del 1 al 4, los graficos de asignacion de ancestro no sugerian
ninguna estructura consistente entre repeticiones, por lo que se incluyé para los
siguientes andlisis la informacién previa disponible como el sitio de coleccidn
(localidad y provincia de origen de los individuos de mortifio).

En un segundo anlisis, al incluir como informacion previa la localidad de origen
de los individuos de mortifio se encontré un valor 6ptimo de K=2. Sin embargo, el
componente genético ancestral de la localidad de Mojanda no fue consistente entre
repeticiones y los gréaficos de asignacion de ancestro fueron dificiles de interpretar (no
se muestran estos resultados). Por esta razon, se realizé un tercer analisis incluyendo la
localidad y la provincia de origen de las muestras de mortifio. Con esta informacién
previa se encontr6 un valor 6ptimo de K=2 mediante la evaluacion por el método de
Evano et al. 2005 (Tabla 7). Como se muestra en la Figura 9a, existen dos lineas
ancestrales bien marcadas (color azul y color fucsia) que separan a los individuos de
mortifio en dos grupos genéticos: el primero incluye a todos los individuos de mortifio
de las localidades de la provincia de Imbabura: Cotacachi Cayapas, San Pablo y
Cashaloma, el segundo a los individuos de las localidades de Sigchos y Quilotoa de la
provincia de Cotopaxi. Los individuos de las localidades restantes (Mojanda, Parque
Nacional Cotopaxi norte, Parque Nacional Cotopaxi Sur e Ilinizas) presentan un patron

hibrido entre los dos grupos, con mayor carga ancestral del grupo de Imbabura.
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El cuarto anélisis se llevd a cabo incluyendo como informacion previa la
localidad de origen de los individuos de mortifio y la region geografica de estas
localidades (Figura 10). Se tomd en cuenta la ubicacion geogréfica de los individuos de
mortifio y no una division geopolitica de las provincias de donde provienen ya que estas
divisiones no tienen significancia biol6gica. Como se presenta en la Figura 10, existe
cercania entre las localidades de Parque Nacional Cotopaxi Norte y Parque Nacional
Cotopaxi Sur (coordenadas geograficas SO 33.825 W78 26.568 y SO 38.989 W78
30.600 respectivamente), que se encuentran ubicadas en el mismo complejo geogréfico
(ademaés de ser parte del mismo Parque Nacional), a pesar de que el limite provincial
cruce a este parque y lo divida en dos. Esta primera region geogréfica se completa con
la inclusién de la localidad de llinizas (coordenadas geograficas SO 36.295 W78
41.004), ubicada en una latitud casi equivalente a la del Parque Nacional Cotopaxi, pero
hacia la cordillera occidental. La segunda regién geografica se compone de la localidad
de Mojanda (coordenadas geogréaficas NO 05.447 W78 14.683) ubicada al norte de
Pichincha, y de las 3 localidades de la provincia de Imbabura: Cotacachi-Cayapas,
Cashaloma y San Pablo (coordenadas NO 18.585 W78 21.020, NO 15.554 W78 08.793
y NO 14.021 W78 10.620, respectivamente). La tercera region geografica incluye a
Sigchos y Quilotoa (coordenadas geograficas SO 47.429 W78 56.027 y C034
respectivamente), las dos en la zona sur de la region muestreada.

Este analisis dio como resultado un valor éptimo de K=3, mediante una
comprobacion con el método de Evanno et al. (2005) (Tabla 8), en donde los
coeficientes de asignacion de ancestro coinciden en su totalidad con la informacion
previa. Es decir, una linea ancestral (color fucsia) incluye a todas las localidades de la

primera regién geografica (Parque Nacional Cotopaxi norte, Parque Nacional Cotopaxi
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sur e llinizas), otra linea ancestral (color azul) incluye a todas las localidades de la
segunda region geografica (Cotacachi-Cayapas, Cashaloma, San Pablo y Mojanda) y
una tercera linea ancestral (color verde) coincide con la tercera region geografica

compuesta por las localidades de Sigchos y Quilotoa (Figura 9b, Figura 10).

8. Discusion

8.1 Coleccion de muestras de mortifio y extraccion de ADN

El método empleado para el transporte de las muestras de mortifio desde el
campo hasta el laboratorio resultd efectivo para la conservacion del material vegetal en
condiciones adecuadas para la posterior extraccion de ADN. De igual manera, el
protocolo de extraccion de ADN de Saghai-Maroof, et al. (1984), estandarizado
previamente en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal fue eficiente para la obtencion
de ADN de alta calidad y concentracién a partir de hojas de mortifio. Este protocolo
utiliza un detergente no iénico bromuro de cetiltrimetilamonio o CTAB. EI CTAB es
utilizado por su capacidad de liberar a los acidos nucleicos celulares y ademas formar
complejos con los mismos, con lo cual se facilita su separacion de los demés
componentes celulares (Ausubel et al., 2003) y ha sido reportado ampliamente en la
bibliografia para la extraccion de ADN a partir de tejidos vegetales. Solo 3 de las 129
muestras colectadas presentaron problemas en la extraccion, posiblemente a causa de
errores durante el proceso (lavado del pellet con etanol al ser el pellet muy pequefio) o
por el tipo de material vegetal (hojas de mortifio viejas).
8.2 Amplificacion de regiones microsatélites con primers heterologos.

Para este estudio se probaron 12 pares de primers heterologos (disefiados para

blueberry), de los cuales un par no amplifico ninguna region del genoma de mortifio. Es
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importante mencionar que de los 11 pares de primers que amplificaron loci
polimorficos y altamente informativos en el presente estudio, 10 fueron disefiados a
partir de librerias de EST-SSR y 1 de librerias gendmicas. El porcentaje de
transferibilidad de primers heter6logos en mortifio fue 91.67%, similar al reportado por
otros estudios con especies del género Vaccinium. Por ejemplo, en un estudio que busco
probar la transferibilidad y polimorfismo de 39 EST-SSR y 10 SSR gendmicos
disefiados para blueberry (V. corymbosum) para analizar 14 representantes de cranberry
(7 de V. macrocarpon y 7 de V. oxycoccus), se reporta 84.6% de transferibilidad para
EST-SSR 60-70% de transferibilidad para SSR de librerias gendmicas (Bassil et al.,
2009). Es esperado un alto porcentaje de transferibilidad de primers disefiados a partir
de librerias de ESTs ya que provienen de cDNA, es decir, de secuencias expresadas en
el genoma de una especie. Estas regiones expresadas son altamente conservadas entre
especies de un mismo género e incluso en taxones mas distantes. Hasta el momento, las
aplicaciones mas comunes de EST-SSRs incluyen estudios de mapeo genético, de
seleccion asistida por marcadores y de diversidad en especies cultivadas. Sin embargo,
los marcadores EST-SSR también tienen un claro potencial para ser usados en
aplicaciones evolutivas bésicas, tales como los analisis de genética de poblaciones de
especies silvestres (como el mortifio), donde no existe informacion previa del genoma y
que son de interés para la conservacion. (Ellis & Burke, 2007).
8.3 Diversidad alélica de mortifio

El nimero promedio de alelos obtenidos en este estudio fue 4,46 por locus,
comparable con estudios donde el numero de alelos promedio es bajo en especies con
autopolinizacién como el arroz (5.13 alelos por locus para SSR genémico, 2.78 alelos

por locus para EST-SSR) (Cho et al., 2000), en comparacidon con especies con
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polinizacion cruzada como el girasol (12 alelos por locus), (Tang y Knapp 2003) o el
blueberry (18.2 alelos por locus) (Boches et al., 2005). Ademas del blueberry, otras
especies del género Vaccinium con las que se ha hecho andlisis con marcadores
moleculares también presentan polinizacion cruzada y un elevado nimero de alelos
promedio por loci, por lo que estos resultados no son comparables con los encontrados
para mortifio que es una especie con principalmente autopolinizacion. Sin embargo, es
importante tomar en cuenta que pueden presentarse varios artefactos en la PCR
utilizando marcadores SSR que pueden explicar el bajo nimero de alelos. Un ejemplo
son los genotipos nulos, causados por mutaciones que resultan en la pérdida de un sitio
de anclaje del primer y a su vez representa una pérdida de codominancia (Boches,
2005).
8.4 Diversidad genética de mortifio

Los resultados de la prueba de AMOVA indican un elevado porcentaje de
variacion genética intrapoblacional (85%) y un bajo porcentaje para la variacion
interpoblacional (14%). Estos resultados son muy similares a los obtenidos por Albert
et al. en el 2004, en un estudio de caracterizacion de la estructura genética en
poblaciones de Vaccinium myrtillus con RAPDs donde la prueba de AMOVA mostro
que 13,81% de la variabilidad genética existente corresponde a la variacion entre las
poblaciones y el 86,19% restante a la variacion dentro de las poblaciones. Este y otros
estudios con resultados similares sugieren una elevada dispersion de semillas en
especies de vida larga del género Vaccinium, con sistemas de autopolinizacion y
polinizacion cruzada. En el caso del mortifio, esta dispersion se da principalmente por
colibries y por insectos como abejas gracias a la disposicion tubular de las flores de esta

especie (Luteyn, 2002).
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La heterocigocidad observada promedio fue 0.357, un resultado menor que el
calculado en dos poblaciones de lingonberry (0,548 y 0,587), con un promedio de 0,568
con el uso de marcadores moleculares tipo RAPDs. En este estudio con lingonberry, se
utilizoé 43 loci, a diferencia de los 11 loci analizados en mortifio, ademas se identifico
clones (individuos con el mismo patrén de bandas que provienen del mismo sitio de
coleccion) que son muy comunes en especies con crecimiento clonal o vegetativo
(Persson y Gustavsson, 2001). El mortifio es una especie esencialmente con
autopolinizacidn, por lo que se espera valores bajos de heterocigocidad con respecto a
especies de polinizacion cruzada como el lingonberry. Ademas, el mortifio presenta
propagacion clonal y vegetativa, por lo que, al no haber identificado clones de
individuos de mortifio provenientes de la misma localidad, puede haberse subestimado
el valor de heterocigocidad.

La heterocigocidad esperada promedio fue 0.42, valor que representa una
diversidad genética moderada, similar a la reportada para individuos de Vaccinium
parvifolium (He=0.445) en un estudio con microsatélites donde se evalla la estructura
genética de poblaciones de esta especie en California del Norte (DeWoody et al., 2012).
Nuevamente, al transferir marcadores moleculares tipo microsatélites a diferentes
especies, la mutacion del sitio de adhesion del primer puede dar lugar a alelos nulos,
que no producen productos de PCR visibles y que pueden incrementar medidas de
endogamia como el indice de fijacion, y reducir otras medidas como la heterocigocidad.

Al realizar el analisis de datos para estimar la diversidad interpoblacional de
mortifio se utilizo distancias de Nei y de Wright (Fst) donde se compara todas las
localidades entre si. Como se observa en las Tablas 5 y 6, los valores encontrados son

bajos, lo que indicaria que los individuos de mortifio de todas las localidades en estudio
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son muy similares entre si (valores entre 0.017-0.142), con excepcion de los individuos
de la localidad de Quilotoa en la provincia de Cotopaxi, que tienen una notoria
diferenciacion (valores entre 0.226 - 0.403) de los individuos de mortifio del resto de
localidades. De igual manera, tanto en el dendrograma como en el PCoA, los individuos
de mortifio de Quilotoa se agrupan de forma independiente del resto (Figuras 6 y 7). De
acuerdo a los datos de la coleccion de muestras, los individuos de mortifio de Quilotoa
se encontraron entre 4087 msnm y 4109 msnm, a diferencia de los individuos de las
demas localidades que se encontraron hasta méximo 3700 msnm. Esto puede explicar la
disimilitud genética hallada, asi como las caracteristicas fenotipicas observadas en el
campo. Las plantas de mortifio de Quilotoa son pequefias, crecen a ras de suelo y
presentan muy pocas flores o frutos; mientras que las plantas de mortifio del resto de
localidades crecen en forma de arbustos de hasta 1 metro, dispersados en un area mayor
y con abundantes flores y en algunos casos frutos.
8.5 Estructura Poblacional

Los algoritmos disefiados para la agrupacion de datos genéticos se han
convertido en una herramienta importante en una serie de campos como la genética de
poblaciones y la conservacion (Hubisz et al., 2009). Tales métodos se utilizan a menudo
para comprender la estructura de las poblaciones, asi como para identificar individuos
migrantes o hibridos. El software Structure aplica un metodo bayesiano en base a
algoritmos, que se utiliza ampliamente para la agrupacion de datos genéticos (Pritchard
et al., 2000). Dado un ndmero de clusters (K) y suponiendo equilibrio de Hardy-
Weinberg y equilibrio de ligamiento dentro de los grupos, Structure calcula las

frecuencias alélicas en cada grupo y la composicion genética para cada individuo.
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Para el resultado presentado con K=2 (Figura 9a), existen al menos dos
mecanismos reportados que podrian dar como resultado este modelo de estructura
poblacional: una clasificacion incompleta de linajes o una hibridacion (admixture) que
ocurrio en la historia evolutiva de la especie (Comunicacion personal Jaime Chaves,
marzo 2014) (Morando et al., 2004; Qu et al., 2012; Blanco-Pastor et al., 2012).

El andlisis de la estructura poblacional de una especie se realiza desde un
enfoque filogeogréfico, donde se busca explicar la distribucion geografica actual de los
individuos de una especie, en base al estudio de los procesos histéricos responsables de
la misma (Avise, 2000). Hasta el momento, no existen publicaciones acerca de la
historia evolutiva del género Vaccinium ni del mortifio en la regién andina, lo que si se
conoce son las fluctuaciones en la diversificacion de la flora y fauna ocurridas en
diferentes regiones del planeta durante el periodo cuaternario (Qu et al., 2012).

Las fluctuaciones climéticas del Pleistoceno han tenido efectos profundos en la
distribucion geografica y en la diversidad genética de las especies existentes (Hewitt
1996). Durante los periodos glaciales, la distribucion de las poblaciones de las especies
existentes se limitd a unos pocos refugios fragmentados. Este aislamiento en maltiples
refugios glaciales origino la diferenciacion genética entre poblaciones de la misma
especie. Sin embargo, la divergencia inducida por los periodos glaciares pudo ser
inhibida durante periodos interglaciares mas calidos, ya que las poblaciones aisladas
previamente se expandieron, y entraron en contacto con las demas. Estas expansiones
postglaciales proporcionaron multiples oportunidades para el flujo génico entre las
poblaciones anteriormente divergentes (Carstens y Knowles 2007). El flujo génico
durante la mezcla o hibridacion de los individuos en los periodos interglaciares

(secondary admixture) puede ocultar la diferenciacion genética que se formé durante
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los periodos glaciales, lo que complica la interpretacion de los patrones genéticos
actuales. Esta situacion es mas compleja en linajes genéticos que divergieron
recientemente (Li et al., 2009; Qu et al., 2011). Cuando las poblaciones de linajes que
han evolucionado recientemente divergen, la transiciébn a un grupo monofilético
requiere de 8-12 generaciones de Ne (tamafio efectivo de la poblacion) (Hoelzer,
1997). Por lo tanto, se espera que los linajes descendientes compartan alelos
polimérficos con la poblacién ancestral durante algun tiempo (esto es una clasificacion
incompleta de linajes). En contraste, los linajes que se separaron por completo también
pueden compartir regiones polimorficas debido al secondary admixture. La
clasificacion incompleta de linajes y el secondary admixture dan lugar a patrones
genéticos similares, por lo que el intercambio de alelos provenientes de dos linajes
puede ser el resultado de cualquiera de los dos procesos o de ambos (Qu et al., 2012).
De acuerdo a todo lo expuesto anteriormente, en el caso de la estructura genética
poblacional del mortifio para el modelo con K=2, es posible que haya ocurrido una
fragmentacion de la poblacién en el periodo glacial, que dio origen a los dos linajes, los
cuales en periodos interglaciares y hacia el final del Pleistoceno entraron en contacto y
se mezclaron nuevamente. También es posible que, de no haber ocurrido estas
fragmentaciones, el mortifio sea una especie que se esté diversificando recientemente,
donde la estructura genética obtenida puede ser producto de una clasificacion
incompleta de linajes. La conclusion acerca de cudl de estos procesos (0 ambos) dio
como resultado una estructura genética poblacional de mortifio (Figura 9a) con dos
linajes ancestrales, puede ser estimada con una combinacion de varias estrategias como
un muestreo extensivo (en todas las localidades donde se reporta mortifio en Ecuador),

un analisis comparativo de resultados con SSRs, con marcadores para ADN
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mitocontrial o de cloroplasto y con métodos de simulacion con coalescencia (Qu et al.,
2012).

Para el resultado presentado con K=3 (Figura 9b), llama la atencion el hecho de que
las tres agrupaciones encontradas correspondan exactamente a las tres regiones
geogréficas definidas y utilizadas como informacion previa para este anélisis (Seccién
7.5). El uso de varias técnicas de inferencia bayesiana han demostrado tener sus
debilidades al momento del desarrollo de andlisis e interpretacion de sus resultados
(Heller et al., 2013). Sin embargo, un andlisis detallado de la ubicacién geogréfica de
cada sitio de muestreo (Figura 10) sugiere que el modelo de regiones geogréficas
propuesto, es efectivamente una descripcion objetiva del set de datos analizado. El
establecimiento de un set de priors (informacidn previa) adecuados representa una
ventaja para la inferencia bayesiana, puesto que permite la incorporacion explicita de
informacion para la comprobacion de una hipdtesis (Huelsenbeck et al., 2002). Sin
embargo, el efecto de la informacion previa sobre la distribucion del posterior sera mas
enfatica para sets de datos pequefios y con parametros no tan claramente definidos
(Gelman, 2002). Un analisis méas profundo podria establecer la validez del uso de esta

informacion previa.

La presencia de 3 linajes ancestrales que separan a los individuos de mortifio en tres
subpoblaciones bien definidas (K=3) sugiere un aislamiento por distancia geografica,
donde existen barreras (por ejemplo mesetas sobre las que se localizan ciudades como
Quito), que evitan el intercambio genético entre estas tres regiones.

De acuerdo a la historia biogeogréafica de las regiones andinas de los neotrépicos, es

posible que la diversa poblacion de mortifio presente antes del periodo Mesozoico
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(donde emergieron las barreras montafiosas) haya sido fragmentada por los eventos
geoldgicos del Mesozoico, y no hayan vuelto a entrar en contacto desde aquella época
(asumiendo que las fluctuaciones climéaticas del Pleistoceno no afectaron a los
neotrépicos) (Weir, 2006). Esto explicaria que las localidades de donde provienen los
individuos de mortifio de las tres lineas ancestrales compartan alelos (provenientes de
un pool genético ancestral comun), pero que en la actualidad no tienen intercambio
genético unas con otras.

El resultado de la prueba de Mantel confirma la existencia de una moderada
correlacion entre la distancia geografica y la distancia genética de las muestras de
mortifio analizadas; con un coeficiente de correlacion rxy = 0.304 y P < 0.001.

Adicionalmente, seria interesante incluir un andlisis que correlacione gradientes
altitudinales con distancias genéticas, ya que la variacion genética dentro de las
poblaciones a menudo varia a lo largo de gradientes altitudinales. Se ha encontrado un
primer escenario donde las poblaciones de altitud media pueden tener niveles mas altos
de diversidad en comparacion con las poblaciones tanto de baja y alta elevacion (Shi et
al., 2011). Un segundo escenario donde las poblaciones de poca elevacion pueden tener
mayor diversidad que disminuye con la altitud, como resultado de los cuellos de botella
que se producen en todo el rango de expansion hacia arriba. Y un tercer escenario
donde las poblaciones que se encuentran a mayor elevacion presentan mayor diversidad
genetica debido a varias razones como la disminucion de las perturbaciones humanas y
a la eficiente adaptacion de las especies de estas zonas (Ohsawa, 2008). Los procesos
que dan lugar a estos patrones, como la deriva génica o los cuellos de botella, son
resultado de un conjunto de factores como la temperatura o el uso del suelo en cada

region y de los eventos de la historia demografica de esta region. (Shi et al., 2011)
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En el presente estudio, en base a la disimilitud genética de los individuos de mortifio
de la localidad de Quilotoa (donde se colectd las muestras a mayor altitud, sobre los
4000 msnm) respecto a las demés localidades, se podria considerar la posibilidad de un
aislamiento por altura; sin embargo solo se colectd hojas de 10 individuos de mortifio
en esta localidad y, entre alturas de 3700m y 4000m no se colectdé muestras de ningin
individuo de mortifio. Se sugiere ampliar el muestreo de individuos de mortifio y
hacerlo de acuerdo a un gradiente altitudinal para realizar un nuevo analisis de los datos
y poder concluir acerca de la presencia de un aislamiento y diferenciacion por altura.

Otra hipdtesis interesante que podria tener relacion con la estructura de tres grupos
obtenida en este analisis es el de Sky Islands. Con este término se define a las areas de
gran elevacion, aisladas geograficamente, y que se ubican en zonas montafiosas en el
continente (Heald, 1951). Este concepto no ha sido adoptado para las cordilleras
andinas, pero existen un sinnimero de estudios en Estados Unidos, Europa y Asia
donde se evidencia que las estructuras filogeograficas de poblaciones de individuos de
una sky island siguen patrones de aislamiento por elevacion y por distancia (He y Jiang,
2014).

Si bien las zonas de los paramos andinos donde se colecto las muestras de mortifio
no representan Sky Islands (elevaciones que se encuentran en medio de desiertos, con
drasticos cambios ambientales en un gradiente altitudinal) por definicion, si podrian
estar ocurriendo procesos similares como deriva génica y ausencia de intercambio
génico entre las 3 regiones geogréaficas definidas, a causa de barreras fisicas como la
presencia de valles y cuencas que separan las diferentes montafias de donde provienen

los individuos de mortifio de este estudio (He y Jiang 2014).



40

Conclusiones

Existe un nivel moderado de diversidad genética de mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth) (0.42) proveniente de los paramos de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi. De
esta diversidad encontrada, el 85% corresponde a la diversidad intrapoblacional y
el 14% corresponde a la diversidad interpoblacional.

Se obtuvo 91.67% de transferibilidad de los primers heterélogos utilizados,
obtenidos de blueberry.

No se encontré patrones de distribucion geogréafica en base a provincias o
localidades mediante métodos de distancias genéticas (Fst, PCoA, Neighboor
Joining), los individuos de mortifio se distribuyen aleatoriamente excepto por la
localidad de Quilotoa que se separa del resto de localidades analizadas.

Un estimado de la estructura poblacional de mortifio en la region analizada,
mediante métodos de inferencia bayesiana sugiere la presencia de dos o de tres
lineas ancestrales, de acuerdo a la informacion previa que se incluya en el software
para el analisis.

Una estructura con la presencia de dos lineas ancestrales que dan lugar a dos
grupos genéticos con varias localidades hibridas intermedias, puede ser explicado
por procesos de hibridacion o de clasificacion incompleta de linajes, de acuerdo a
la historia biogeografica y diversificacion de los neotrdpicos en el Pleistoceno.

Una posible estructura con la presencia de tres grupos bien definidos sugiere que
existen patrones de aislamiento por distancia, donde no existe intercambio genético

entre las poblaciones.
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10. Recomendaciones

e Extender el analisis a toda la sierra ecuatoriana, incluyendo las otras dos
especies de mortifio reportadas en el sur del pais. Para este analisis se
recomienda realizar un muestreo de acuerdo a gradientes de altura para evaluar
si existe 0 no un aislamiento por elevacion.

e Dada la posibilidad de que los microsatélites tienden a saturarse con facilidad,
se recomienda utilizar un marcador molecular para la amplificacion de una
region mitocondrial o de cloroplasto ya que estas regiones son de herencia
materna y el analisis de los haplotipos resultantes permite monitorear como se
ha dado el proceso evolutivo en una especie a partir de un ancestro coman.

e Para posteriores analisis se sugiere utilizar secuencias de regiones de ADN
nuclear, de regiones microsatélites, de ADN mitocondrial o de ADN de
cloroplastos, para poder realizar comparaciones con bases de datos de especies
cercanas a mortifilo como es el caso de Vaccinium meridionale presente en
Colombia y Per.

e Para definir la estructura poblacional en base a la filogeografia de esta especie
se sugiere realizar andlisis que incluyan nimero de migrantes (evaluado con
métodos bayesianos), porcentaje de clones existentes en las poblaciones e
informacidn acerca de aislamiento genético y de barreras geogréaficas, para esto
se sugiere modelos de simulacidn en base a métodos de coalescencia.

e Analizar estadisticamente la probabilidad de ocurrencia de hibridacion o de
clasificacion de linajes incompletos en la muestra analizada para fundamentar el
resultado encontrado en el caso de dos lineas ancestrales. Este andlisis quedd

fuera del alcance del presente estudio debido a que se requiere un mayor numero
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de individuos y de sitios muestreados para inferir sobre la historia evolutiva del
mortifio en el Ecuador.

Investigar en mortifio y en otras especies de Vaccinium (V. meridionale, V
crenatum, entre otras) de las regiones andinas, la presencia de aislamiento por
elevacion y por distancia, para sustentar la posibilidad de que las regiones

montafiosas de los andes siguen un modelo de Sky Islands.
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12. Tablas

Tabla 1. Resumen de la informacién proporcionada por los 11 marcadores tipo microsatélites analizados: temperatura de annealing,
numero y rango de tamafio de los alelos encontrados en 126 muestras de mortifio procedentes de la sierra ecuatoriana.

N° Locus GenBank Secuencia de los primers T°C N° de alelos  Tamafio alelos (pb)
L omar crmome LTIMATIOAMSCOMAIONT T s
2 NA040 CF8LLI65 | Zgﬁ?ﬁg?gﬁggﬁgg&%%%ci A 61 11 186-255
s omwr oo LITACMANCSCTCICICE w2 s
4 caresF  crelooar 2 GSCTTOICCCACTICATENTS o 60 14 224-255
s omwr crmows LITONCATIOCCTIAT w5 g
o owmr oo §ITOCTOOTIOCIOCTOONS W
7 CAgSSF  CFBLI000 [ 55,’-((:3?'?$ZS¢Q£Q$CCCGCAF%%L%%¥;-3’ 64 3 218-235
o wa crmm RITICTICISSTONONY w5 s
o o crous FSSMICCATIOONGONCIES o e
o wem oo DITASATONIONSASTTE w0 s o
11 VCC B3 AY842445 F:5-CCTTCGATCTTGTTCCTTGC-3" 62 3 910-220

R: 5-GTTTGATGCAATTGAGGTGGAGA-3’

Datos tomados de Boches et al., 2005. La temperatura de annealing T°C, el nimero de alelos y el tamafio de los alelos
reportados son los resultados encontrados para mortifio en el presente estudio.
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Tabla 2. Resumen de datos de coleccion de muestras de mortifio, extraccién de ADN y nimero de alelos encontrados en los 11 loci

analizados

. Total muestras  Total muestras Cuantificacion de # total de alelos # de al_elos
Provincia . ADN . o exclusivos
colectadas ADN extraidas identificados
(rango en ng/ul) observados
Imbabura 43 43 21.23-283.57 46 3
Pichincha 43 41 91.42-753.02 53 5
Cotopaxi 43 42 133.97-567.53 48 4

Tabla 3. Resumen de parametros de diversidad genética de mortifio obtenidos para cada localidad con el uso de GenAlEx 6.501.

(Promedio + desviacion estandar)

Provincia Localidad Na Ne | Ho He F
San Pablo 291+051 186+025 065+0.15 0.32+007 0.36+0.08 0.08%0.07
Imbabura Cashaloma 336+064 206+£027 0.78+0.16 042+0.09 042+£0.08 0.01+£0.09
Cotacahi-Cayapas 318+063 195+£03 068+0.18 0.29+0.07 0.36+x0.09 0.13%+0.06
P. N. Cotopaxi-Norte  2.73+0.47 195+033 065+0.16 042+0.09 0.36+0.08 -0.20%0.08
Pichincha Ilinizas 3.73+0.71 256+052 087+020 045+0.11 044+£009 0.04+0.11
Mojanda 345+068 225+040 0.79+0.18 0.38x0.08 0.42+0.09 0.06=0.08
P. N. Cotopaxi-Sur 345+0.74 222+041 0.76+0.19 0.39+x0.09 040£0.09 0.02+0.05
Cotopaxi  Sigchos 3.27+0.73 201+£031 0.72+0.18 041+0.10 038+009 -0.10%+0.1
Quilotoa 182+038 126+0.16 024+0.12 0.08+£004 0.13+0.07 0.15%0.12

Na nuamero promedio de alelos observados por locus; Ne numero promedio de alelos efectivos observados por locus; | indice de

Shannon; Ho heterocigocidad observada; He heterocigocidad esperada; F indice de fijacion.



Tabla 4. Resumen de pardmetros de diversidad genética de mortifio obtenidos con el uso de GenAlEx 6.501. (Promedio + desviacion

estandar)
Provincia Na Ne I Ho He F
Imbabura 4.18+£0.932 2.07+£0.321 0.77+£0.182 0.33+0.07 0.40+0.08 0.12+0.04
Pichincha 4.82+1.10 276+0.62 094+0.22 041+0.08 0.46+0.09 0.12+0.08
Cotopaxi 4.36+0.98 240+051 0.83+0.21 0.33+0.08 0.41+0.09 0.16+£0.07
Promedio 4.46+057 241+028 0.85+0.18 0.36+0.04 0.42+0.05 0.14+0.04

Na numero promedio de alelos observados por locus; Ne numero promedio de alelos efectivos observados por locus; | indice
de Shannon; Ho heterocigocidad observada; He heterocigocidad esperada; F indice de fijacion.

Tabla 5. Matriz de distancias genéticas de Nei entre individuos de mortifio provenientes de las 9 localidades muestreadas.

Cashaloma] San Pablo] Cotacachi Cayapas| Cotopaxi Norte| llinizas] Mojanda] Cotopaxi Sur| Sigchos] Quilotoa

Cashaloma 0.000 --- --- - - --- -
San Pablo 0.017 0.000 --- --- - - -
Cotacachi Cayapas 0.018 0.044 0.000 - - - - -
Cotopaxi Norte 0.073 0.049 0.056 0.000 - - - - -
llinizas] 0.117 0.089 0.084 0.045 0.000
Mojanda 0.052 0.111 0.075 0.135 0.141 0.000 - - -
Cotopaxi Sur] 0.043 0.036 0.023 0.019 0.062 0.100 0.000
Sigchos| 0.130 0.142 0.131 0.108 0.059 0.109 0.102 0.000

Quilotoa 0.367 0.403 0.320 0.277 0.336 0.293 0.226 0.253 0.000

El rango de distancias genéticas de Nei va de 0-1. Donde 0 representa identidad absoluta y 1 representa distancia absoluta.



Tabla 6. Matriz de distancias genéticas de Wright (Fst) entre individuos de mortifio provenientes de las 9 localidades muestreadas.

Imbabura Pichincha Cotopaxi
Cashaloma | San Pablo | Cotacachi Cayapas | Cotopaxi Norte | llinizas | Mojanda | Cotopaxi Sur | Sigchos | Quilotoa
Cashaloma 0.000 -
Imbabura San Pablo 0.029 0.000 ---
Cotacachi Cayapas 0.030 0.047 0.000 - --- --- --- --- ---
Cotopaxi Norte 0.061 0.052 0.050 0.000
llinizas 0.077 0.062 0.061 0.050 0.000
Mojanda 0.044 0.072 0.065 0.088 0.083 0.000 --- --- ---
Cotopaxi Sur 0.044 0.039 0.031 0.026 0.049 0.071 0.000
Cotopaxi Sigchos 0.085 0.088 0.092 0.085 0.046 0.078 0.071 0.000 ---
Quilotoa 0.271 0.282 0.257 0.250 0.227 0.236 0.198 0.239 0.000

Valores en el rango entre 0 y 0.05 sugieren baja diferenciacion genética; valores presentes dentro del rango entre 0.05 y 0.15 sugieren
moderada diferenciacidn genética; valores entre 0.15 y 0.25 sugieren alta diferenciacion genética; y valores superiores a 0.25 sugieren
diferenciacion genética muy alta. (Wright, 1978 y Hartl & Clark, 1997).
Nota: La interpretacion como valores absolutos puede no ser representativa de la diferenciacion poblacional real.
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Tabla 7. Valores para estimacion de la K 6ptima (método Evano et al., 2005) a partir del analisis en Structure
con informacién previa de localidad y provincia de origen de las muestras de mortifio.

K Reps Mean LnP(K) StdevLnP(K) Ln'(K) |[Ln"(K)] DeltaK
1 15 -2622.29 054 - e e
2 15 -2457.10 3.40 165.19 108.49 31.89
3 15 -2400.40 8.34 56.70 11.65 1.396
4 15 -2355.35 92.52 4505 - -

K: nimero de agrupaciones probado. Reps: nimero de repeticiones realizadas para el K probado. Media LnP(K): valor promedio
del logaritmo natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Stdev LnP(K): Desviacién estandar del logaritmo
natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Ln'(K) derivada de primer orden de la probabilidad estimada
de los datos, dado un valor de K. |Ln"(K)|: derivada de segundo orden de la probabilidad estimada de los datos, dado un valor de K.
Delta K: Tasa de cambio del logaritmo de la probabilidad de los datos entre valores sucesivos de K.
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Tabla 8. Valores para estimacion de la K 6ptima (método Evano et al., 2005) a partir del analisis en Structure
con informacién previa de localidad y region geografica de origen de las muestras de mortifio.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| DeltaK
2 15 -2453.87 220 e e e
3 15 -2355.53 3.24 98.34 47.18 14.58
4 15 -2304.37 24.12 5116 ----- -

K: numero de agrupaciones probado. Reps: numero de repeticiones realizadas para el K probado. Media LnP(K): valor promedio
del logaritmo natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Stdev LnP(K): Desviacion estandar del logaritmo
natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Ln'(K) derivada de primer orden de la probabilidad estimada
de los datos, dado un valor de K. |Ln"(K)|: derivada de segundo orden de la probabilidad estimada de los datos, dado un valor de K.
Delta K: Tasa de cambio del logaritmo de la probabilidad de los datos entre valores sucesivos de K.
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13. Figuras
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o Punios de Coleceion Sitios de coleccion:

Provincias del estudio | Imbabura: Cashaloma (CL), San Pablo (SP),
[_] mBaBURA Cotacachi-Cayapas (CC)
[ PrcHincHA Pichincha: Parque Nacional Cotopaxi-norte (CN),
[ ] coropax llinizas (IL), Mojanda (MJ)

Cotopaxi: Parque Nacional Cotopaxi-sur (CS),
Sigchos (SG), Quilotoa (QU).

Figura 1. Mapa del Ecuador donde se observa las Provincias en estudio (Imbabura,
Pichincha y Cotopaxi) y los sitios de coleccion de muestras de mortifio dentro de cada

provincia.
Mapa elaborado por Gabriel Mufioz.
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Figura 2. Electroforesis en gel agarosa al 1.5% de muestras de ADN extraido a partir
de hojas de mortifio de Cotopaxi. Se observa ADN de alto peso molecular en todas las
muestras (C001-C013). Ladder: marcador de peso molecular 100 bp (Invitrogen).

Ladder 10 pb 1004 1005 1006 1007 1008 1009 1010 10111012 1013 1014 1015 1016 1018 1019 1020

Figura 3. Electroforesis en gel de acrilamida al 6% de los productos de amplificacion
de regiones microsatélite de 16 muestras de ADN de mortifio usando el primer
CAT94F. Se observa 5 alelos en las muestras analizadas (A-E). El ladder utilizado es
10bp de Invitrogen y los alelos se encuentran en un rango entre 224 y 255 pares de
bases.

Ladder C017 C019 C020 C021 C022 C02 C024 C025 C026 C027 C028 C029 C030 C031 C032 C033 C034

Figura 4. Electroforesis en gel de acrilamida al 6% de los productos de amplificacion
de regiones microsatélite de 17 muestras de ADN de mortifio usando el primer NA8OO.
Se observa 6 alelos en las muestras analizadas (A-F). El ladder utilizado es 10bp de
Invitrogen y los alelos se encuentran en un rango entre 196 y 216 pares de bases.
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Figura 5. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) representada en funcién de la
distribucion de la diversidad genética de mortifio entre provincias, entre poblaciones y
dentro de las poblaciones. Variacion entre provincias indica la variabilidad genética
encontrada al comparar individuos de mortifio de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi. La
variacion entre poblaciones representa la diferenciacion genética de los individuos de
mortifio entre las 9 localidades muestreadas. La variacion dentro de las poblaciones
indica la diferenciacion genética de los individuos de mortifio dentro de cada una de las
9 poblaciones en estudio, es decir, entre los individuos.
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Figura 6. Dendrograma obtenido mediante el método Neighbor Joining con las 126
muestras de mortifio de tres provincias de la sierra ecuatoriana. Se observa en color
verde los individuos de Imbabura, en color azul los individuos de Pichincha y en color
naranja los individuos de Cotopaxi. Se observa 6 grupos separados, 4 de éstos con
individuos mezclados de todas las localidades. Un grupo tiene individuos solo de la
provincia de Imbabura (grupo 4) y un subgrupo del grupo 1 separa a todos los
individuos de Quilotoa

Cadigo de las localidades: Cashaloma (CL), San Pablo (SP), Cotacachi-Cayapas (CC)
Parque Nacional Cotopaxi-norte (CN), llinizas (IL), Mojanda (MJ) Cotopaxi: Parque
Nacional Cotopaxi-sur (CS), Sigchos (SG), Quilotoa (QU).
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Figura 7. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) obtenido a partir de una matriz
de disimilitud con 126 muestras de mortifio de 3 provincias de la sierra ecuatoriana
(Verde, Imbabura; Azul, Pichincha; Naranja, Cotopaxi). Todos los individuos se
encuentran dispersos en el plano, sin una separacion clara, con excepcion de la
localidad de Quilotoa que se separa en el cuadrante derecho (superior y medio).

Cadigo de las localidades: Cashaloma (CL), San Pablo (SP), Cotacachi-Cayapas (CC)
Parque Nacional Cotopaxi-norte (CN), llinizas (IL), Mojanda (MJ) Cotopaxi: Parque
Nacional Cotopaxi-sur (CS), Sigchos (SG), Quilotoa (QU).
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Figura 8. Grafico de dispersion para evaluar la correlacion entre la distancia genética y
la distancia geogréfica de cada par de individuos de mortifio de la muestra en estudio,
mediante una prueba de Mantel pareada. rxy: coeficiente de correlacion.
P: significancia.

Figura 9. Gréfico de asignacién de ancestro para los individuos de mortifio de 9
localidades en tres provincias de la sierra ecuatoriana. a. Resultado del analisis que
incluye localidad y provincia como informacion previa, obteniendo un valor 6ptimo de
K=2. b. Resultado del analisis que incluye localidad y region geografica como
informacion previa, obteniendo un valor 6ptimo de K=3.
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Figura 10. Mapa georeferenciado de las tres provincias y las 9 localidades de la sierra
ecuatoriana que se analizan en este estudio. Los marcadores de color amarillo
representan la primera region geogréfica tomada para el analisis con Structure en base a
la ubicacion geogréfica. Incluyen Cotocachi-Cayapas, San Pablo, Cashaloma y
Mojanda. Los marcadores de color rojo corresponden a la segunda region geogréfica,
conformado por las localidades de Parque Nacional Cotopaxi Norte, Parque Nacional
Cotopaxi Sur e llinizas. La tercera region geogréafica con los marcadores de color verde
incluyen las localidades de Sigchos y Quilotoa.

Mapa realizado por Gabriel Mufioz.
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14. Anexos

Anexo |. Muestras de hojas de mortifio colectadas en Imbabura, Pichincha y Cotopaxi.
Se indica la localidad, el codigo de la muestra, las coordenadas geograficas y la altitud
de los sitios de coleccion.

IMBABURA

Localidad No. muestra Coordenadas Altitud
1001 NO 14.021 W78 10.620 3413 msnm
1002 NO 14.022 W78 10.618 3412 msnm
1003 NO 14.022 W78 10.616 3416 msnm
1004 NO 14.022 W78 10.615 3419 msnm
1005 NO 14.028 W78 10.614 3423 msnm
1006 NO 14.029 W78 10.612 3426 msnm
Lz Sar il - 1007 NO 14.030 W78 10.616 3421 msnm
el dal el 1008 NO 14.035 W78 10.627 3418 msnm
1009 NO 14.035 W78 10.628 3418 msnm
1010 NO 14.033 W78 10.627 3417 msnm
1011 NO 14.033 W78 10.625 3418 msnm
1012 NO 14.031 W78 10.625 3417 msnm
1013 NO 14.030 W78 10.626 3416 mshm
1014 NO 14.021 W78 10.625 3407 msnm
1015 NO 14.017 W78 10.624 3405 msnm
1016 NO 15.554 W78 08.793 3298 msnm
1017 NO 15.553 W78 08.793 3301 msnm
1018 NO 15.553 W78 08.793 3302 msnm
1019 NO 15.551 W78 08.796 3307 msnm
1020 NO 15.551 W78 08.801 3310 msnm
Cashaloma 1021 NO 15.551 W78 08.804 3313 msnm
1022 NO 15.550 W78 08.806 3312 msnm
1023 NO 15.543 W78 08.822 3325 msnm
1024 NO 15.531 W78 08.810 3312 msnm
1025 NO 15.544 W78 08.798 3314 msnm
1026 NO 15.547 W78 08.802 3314 msnm
1027 NO 18.585 W78 21.020 3326 msnhm
1028 NO 18.598 W78 21.031 3323 msnm
1029 NO 18.659 W78 21.136 3330 msnm
Ecolé;:asg‘t’:cachi ] 1030 NO 18.672 W78 21.163 3334 msnm
Cayapas 1031 NO 18.744 W78 21.221 3378 msnm
1032 NO 18.745 W78 21.219 3370 msnm
1033 NO 18.778 W78 21.166 3395 msnm
1034 NO 18.775 W78 21.139 3401 msnm



1035 NO 18.779 W78 21.133 3396 msnm

1036 NO 18.903 W78 21.091 3443 msnm

1037 NO 18.893 W78 21.099 3442 msnm

1038 NO 18.895 W78 21.121 3439 msnm

1039 NO 18.904 W78 21.202 3439 msnm

1040 NO 18.975 W78 21.451 3494 msnm

1041 NO 18.984 W78 21.448 3496 msnm

1042 NO 18.986 W78 21.455 3492 msnm

1043 NO 18.979 W78 21.465 3488 msnm

PICHINCHA
Localidad No. muestra Coordenadas Altitud
P001 S0 33.821 W78 26.583 3693 msnm
P002 S0 33.825 W78 26.568 3695 msnm
P003 S0 33.828 W78 26.567 3696 msnm
P004 S0 33.832 W78 26.559 3698 msnm
) P0O05 S0 33.840 W78 26.554 3698 msnm
C:;‘:)‘;;NaEcn“t’rr;Z'a PO06 S0 33.846 W78 26.555 3700 msnm
Norte P0O07 S0 33.846 W78 26.555 3700 msnm
P008 S0 33.850 W78 26.560 3697 msnm
P009 S0 33.855 W78 26.559 3696 msnm
PO10 S0 33.870 W78 26.556 3697 msnm
PO11 S0 33.872 W78 26.553 3696 msnm
P012 S0 33.896 W78 26.510 3701 msnm
PO13 S0 36.295 W78 41.004 3664 msnm
P014 S036.560 W78 41.123 3707 msnm
PO15 S036.565 W78 41.118 3706 msnm
PO16 S036.574 W78 41.125 3705 msnm
P017 S036.577 W78 41.126 3704 msnm
P018 S036.572 W78 41.141 3704 msnm
Parque Nacional
llinizas P019 S036.581 W78 41.138 3708 msnm
P020 S036.598 W78 41.138 3711 msnm
P021 S036.605 W78 41.152 3715 msnm
P022 S036.611 W78 41.153 3718 msnm
P023 S036.622 W78 41.149 3723 msnm
P024 S036.635 W78 41.148 3728 msnm
P025 S036.315W7841.020 3667 msnm
P026 NO 05.447 W78 14.683 3596 msnm
P027 NO 05.449 W78 14.688 3598 msnm
P028 NO 05.461 W78 14.703 3603 msnm
Alrededores Laguna

S s P029 NO 05.466 W78 14.710 3605 msnm
P030 NO 05.477 W78 14.740 3616 msnm
P031 NO 05.482 W78 14.745 3616 msnm
P032 NO 05.491 W78 14.752 3615 msnm
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Localidad

Parque Nacional
Cotopaxi - Entrada Sur

Chugchilan, via
Sigchos

No.

P033 NO 05.496 W78 14.755
P034 NO 05.500 W78 14.761
P035 NO 05.504 W78 14.766
P036 NO 05.547 W78 14.795
P0O37 NO 05.571 W78 14.787
P038 NO 05.584 W78 14.797
P039 NO 05.597 W78 14.806
P040 NO 05.579 W78 14.803
P041 NO 05.574 W78 14.801
P042 NO 05.568 W78 14.802
P043 NO 05.529 W78 14.756
COTOPAXI

muestra Coordenadas
Ccoo1 S0 38.989 W78 30.600
€002 S0 38.995 W78 30.595
€003 S0 38.999 W78 30.589
C004 S0 38.995 W78 30.586
C005 S0 38.994 W78 30.574
C006 S0 38.984 W78 30.544
007 S0 38.979 W78 30.538
€008 S0 38.978 W78 30.543
C009 S0 38.958 W78 30.531
€010 S0 38.951 W78 30.579
Cco11 S0 38.965 W78 30.620
C012 S0 38.964 W78 30.631
C013 S0 38.945 W78 30.622
C014 S0 38.978 W78 30.690
C015 S0 38.975 W78 30.697
C016 S0 38.976 W78 30.703
Cc017 S0 38.970 W78 30.716
C018 S0 38.969 W78 30.720
Cco19 S0 47.429 W78 56.027
€020 S0 47.439 W78 56.022
C021 S0 47.441 W78 56.025
C022 S0 47.446 W78 56.028
C023 S0 47.446 W78 56.035
C024 S0 47.444 W78 56.038
C025 S0 47.444 W78 56.046
C026 S0 47.440 W78 56.048
C027 S0 47.435 W78 56.052
€028 S0 47.432 W78 56.057
C029 S0 47.428 W78 56.059

3622 msnm
3623 msnm
3629 msnm
3637 msnm
3634 msnm
3635 msnm
3637 msnm
3642 msnm
3642 msnm
3641 msnm
3626 msnm

Altitud
3576 msnm
3582 msnm
3579 msnm
3583 msnm
3588 msnm
3577 msnm
3594 msnm
3592 msnm
3582 msnm
3583 msnm
3576 msnm
3572 msnm
3569 msnm
3567 msnm
3568 msnm
3567 msnm
3563 msnm
3561 msnm
3534 msnm
3538 msnm
3539 msnm
3543 msnm
3546 msnm
3549 msnm
3555 msnm
3559 msnm
3562 msnm
3568 msnm
3570 msnm
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Quilotoa, via La Mana

C030
C031
C032
C033
C034
C035
C037
C038
C039
C041
C042
Cco43
co44
C045

S047.427 W78 56.061
S0 47.426 W78 56.054
S047.424 W78 56.043
S0 47.415 W78 56.040
S0 59.949 W78 55.612
S0 59.946 W78 55.618
S0 59.973 W78 55.605
S0 59.975 W78 55.610
S0 59.979 W78 55.621
S0 59.972 W78 55.633
S0 59.982 W78 55.652
S0 59.986 W78 55.658
S0 59.941 W78 55.618
S0 59.943 W78 55.613

3574 msnm
3572 msnm
3568 msnm
3565 msnm
4092 msnm
4096 msnm
4093 msnm
4096 msnm
4109 msnm
4106 msnm
4104 msnm
4106 msnm
4089 msnm
4087 msnm
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