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RESUMEN
Rubus niveus es una de las especies invasoras que mas ha afectado a las Islas Galapagos.
Las caracteristicas principales que han permitido su expansion por estas islas son su
adaptabilidad a nuevos entornos, cobertura continua del suelo, facil dispersion de semillas
y posiblemente, su diversidad genética. Determinar su variabilidad genética podria
contribuir a su control. Por tanto, el objetivo de este estudio fue realizar un anélisis
preliminar de la diversidad genética de 68 individuos de R. niveus, de las islas Santa Cruz,
San Cristobal, Isabela y Floreana usando 15 marcadores moleculares microsatélites
(SSR). Los electroferogramas de cada uno de los 15 locus revelaron alelos monomorficos
por lo que no se pudo determinar los indices de diversidad genética en las muestras
analizadas. Adicionalmente, se realiz6 la técnica High-Resolution Melting (HRM) para
identificar diferencias en la secuencia de alelos de un mismo tamafio, sin embargo, el
resultado no fue concluyente. El siguiente paso es explorar nuevos marcadores
moleculares para determinar el nivel de diversidad genética de Rubus niveus y asi aportar
para el manejo de esta especie invasora en las Islas Galapagos.
Palabras clave: Rubus niveus, especie invasora, Galapagos, diversidad genética, SSR,

alelos monomorficos, High-Resolution Melting



ABSTRACT
Rubus niveus is an invasive species that has had a negative impact on the Galapagos
Islands. The main characteristics that have allowed this species’ expansion on these
islands is its adaptability to new environments, continuous ground coverage, widespread
seed dispersal and possibly its genetic diversity. Determining Rubus niveus genetic
variability could help manage this invasive plant. The objective of this study was to carry
out a preliminary analysis of the genetic diversity of 68 individuals of R. niveus, from
Santa Cruz, San Cristobal, Isabela and Floreana islands using 15 microsatellite molecular
markers (SSR). The electropherograms of each of the 15 loci revealed monomorphic
alleles, so it was not possible to determine genetic diversity statistics for the analyzed
samples. Additionally, a High-Resolution Melting (HRM) technique was performed to
identify differences in allele sequences of the same size, however, the result was not
conclusive. The next step is exploring new molecular markers to determine the level of
genetic diversity of Rubus niveus and thus contribute to the management of this invasive
species on the Galapagos Islands.
Keywords: Rubus niveus, invasive species, Galapagos, genetic diversity, SSRs,

monomorphic alleles, High-Resolution Melting
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1 INTRODUCCION
1.1 Informacion general de la especie

Rubus niveus (Thunb.), conocida en el Ecuador como “mora”, es un arbusto
perenne originario de Asia, especificamente de las zonas templadas del sistema de los
Himalayas (Quinton ef al. 2011), desde donde se ha dispersado a lo largo de los
continentes principalmente por acciones antropogénicas (CABI, 2019). Su fruto posee un
sabor agradable, un alto contenido nutricional (Caidan et al., 2013) y metabolitos

secundarios de interés farmacéutico (Ahmad et al., 2015).

Se la observa en bordes de carreteras, campos abiertos, bosques no perturbados
(BIISC, 2003) y areas urbanas (Starr, Starr & Loope, 2003). Sus semillas son muy viables
y tiene un desarrollo rapido (Jéger, 2018). En su etapa adulta, sus tallos se entrelazan entre
si, formando un matorral alto, espinoso y denso que obstruye el paso de animales grandes
(GISD, 2020; PIER, 2012). Ademas, cubre los suelos continuamente impidiendo la
regeneracion de arboles o arbustos nativos y de uso econdmico (Jager, 2018). Por ello,
la mora es un gran problema en archipi¢lagos (CABI, 2019) tales como Hawai y

Galéapagos, donde es considerada una maleza nociva (Quinton et al. 2011).

1.2 Galapagos y Rubus niveus: introduccion, dispersion, impacto en la agricultura,

implicacion ecologica y métodos de control

Galépagos presenta un alto grado de endemismo en todos los grupos taxondémicos
(Valle, 2013). Ademas, posee especies introducidas. Estas se convierten en invasoras
perturbando las interacciones entre especies del ecosistema insular (Renteria et al.,
2012a). En especial, Galapagos es vulnerable a plantas invasoras por su clima variado, su

tipo de suelo y sus distintos rangos altitudinales (Moity & Rivas, 2018). Una de las
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especies invasoras es R. niveus (Laweson & Ortiz, 1994) ubicandose en la zona himeda-
alta de las islas San Cristobal, Santa Cruz, Floreana e Isabela (Quinton ef al. 2011). Esta
no es la tnica invasora del género Rubus en Galadpagos, pero es la que méas afecta a la

vegetacion nativa, pues es la que mas plantas ha desplazado (Jager, 2018).

Hay varias propuestas acerca de su introduccion, lo que sugiere mas de un evento
introductorio. Segun Jager (2018), este evento sucedi6 en 1968 en Santa Cruz. El Parque
Nacional Galapagos (PNG) (s.f.) sugiere que fue entre 1975-1978. Por otra parte,
Laweson & Ortiz (1994) y Quinton et al. (2011), plantean que fue alrededor de 1983 en
San Cristébal. A pesar de no estar de acuerdo en el lugar y la fecha de introduccion, estos
autores destacan que su amplia cobertura en Galdpagos ha sido posible por su propagacion
vegetativa y por la facil dispersion de sus semillas; éstas pueden dispersarse por la accion
de mamiferos, reptiles y aves, pues su fruto es parte de sus dietas (Laso ef al., 2020). Aves
insectivoras (Buddenhagen & Jewell, 2006) y aves no depredadoras de semillas (que no
rompen la semilla al comer el fruto) propagan a R. niveus de manera intra insular,
liberando las semillas en sus heces (Guerrero & Tye, 2011). Algunos ejemplos son el
papamoscas de Galapagos (Myiarchus magnirostris) y el sinsonte de San Cristobal

(Mimus melanotis) (Heleno et al., 2013).

Los suelos de la zona agricola, al ser ricos en nutrientes (Laso et al., 2020), son
cubiertos continuamente por la mora, afectando los cultivos de la zona (Jager, 2018). Por
otra parte, en el Parque Nacional Galapagos ha desplazado plantas nativas como Miconia
robinsoniana, Cyathea weatherbyana y Scalesia pedunculata (Jager, 2018; Quinton et al.
2011). En el bosque de Scalesia, compite por recursos y sus matorrales reducen el paso
de luz. Ademas, S. pedunculata es de vida corta y tiene eventos de regeneracion

antecedidos de muertes masivas, lo que genera nichos libres que pueden ser ocupados
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gracias a la rapida propagacion de la mora (Renteria et al., 2012a). Heleno et al. (2013),
sugieren que su rapida propagacion es debido a las épocas de escasez de frutos de plantas

nativas, que permiten la dispersion de R. niveus por dispersores de frutos carnosos.

Por los motivos anteriormente expuestos, se ha tratado de mantener la cobertura
de la mora por debajo del 60% (Jéger, 2015). El control es manual (PNG, s.f.) y quimico
(Cimadom et al., 2019). En Floreana, se extrae las plantulas a mano y se usa herbicida en
plantas adultas (Malanson & Walsh, 2013). El costo oscila entre los $500-2.000 /ha, y no
es eficaz a largo plazo (Jager, 2018). Ademas, el control quimico afecta a las aves al
reducir la densidad de artropodos, que constituyen su alimento (Cimadom et al., 2019).
Segun la Fundacion Charles Darwin (s.f.), se ha visto que tratar con picloram a la especie
invasora Cinchona pubescens ha facilitado el establecimiento de R. niveus. Posiblemente
por su capacidad de “invadir comunidades seminaturales perturbadas” (Richardson ef al.,
2000). Es asi que los controles han sido ineficientes, y se requieren mas estudios para

plantear alternativas, por ejemplo, un control biologico (Renteria et al., 2012b).

1.3 Diversidad genética

El nivel de diversidad genética de una especie invasora puede servir para explicar
su €xito ecologico, establecer un control bioldgico y restaurar los taxones vegetales
nativos (Prentis ef al, 2012; Renteria et al., 2012b). Segtin Bossdorf et al. (2005), las
invasiones a nuevos entornos implican la interaccion con nuevos factores bioldgicos y
ambientales que generan nuevas presiones selectivas sobre los genotipos de una
poblacion, regulando asi su variabilidad genética. A su vez, estas nuevas presiones
selectivas pueden causar cambios evolutivos adaptativos que podrian explicar su éxito
ecoldgico. En eucariotas ya se ha reportado que el éxito de especies invasoras puede darse

por su diversidad genética (Tsutsui et al., 2020).
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Debido a la utilidad de los estudios de diversidad genética, uno de los campos de
estudio del Parque Nacional Galapagos ha sido la ecologia de poblaciones (De la Torre,
2013). En estas investigaciones se utilizan marcadores moleculares: secuencias de ADN
que permiten un monitoreo de la herencia y son facilmente identificables (Mishra ef al.,
2014). El marcador se escoge de acuerdo al objetivo del estudio, los recursos del equipo
de trabajo y por su capacidad de detectar polimorfismos comparando un grupo de
individuos y asi determinar su diversidad genética (Kumar et al., 2009; Lemos et al.,
2020). Existen marcadores basados en PCR, siendo uno de los mas utilizados las
secuencias repetidas cortas (SSR) o microsatélites, por su herencia codominante y alto
polimorfismo (Kumar et al., 2009). Estos constan de repeticiones de 1-4 nucleétidos
conocidas como motivos, y el tamafio de cada alelo es el resultado del numero de
repeticiones en tindem del motivo (Mishra ef al., 2014). Son abundantes en eucariotas y
por su naturaleza repetitiva y replicacion enzimatica propensa a errores, generan alelos
de diferentes tamafios en un mismo locus heredado (Iwasa & Marshall, 2018).
Finalmente, no son muy costosos, por lo que se usan en gran variedad de especies
vegetales que necesitan ser estudiadas por su importancia ecoldgica (Lorz & Wenzel,

2005).

Para R. niveus no se han desarrollado primers especificos, pero si se reportan para
especies emparentadas. Segun Foster et al. (2019) se tiene primers para R.idaeus, R,
glaucus, R. alceifolius. Rubus L. subgenus Rubus (hibrido Marionberry), entre otros.
Exceptuando R. alceifolius, que es una planta invasora de la isla Reunién (Amsellem et
al.,2001), las demas son de interés agricola. Marulanda et al. (2012a) y Marulanda ef al.
(2012b) indican que los SSRs desarrollados para las especies mencionadas son
heterdlogos y por eso pueden usarse en otras especies de este género. Esto se debe a que

las regiones flanqueantes son altamente conservadas en la categoria de especie e incluso
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en grupos taxonémicos mas amplios (NCBI, s.f.). Cabe mencionar que la amplificacion
de estos SSRs fue probada en diferentes especies de Rubus en la tesis de pregrado de

Alvarez (2016), obteniendo resultados satisfactorios de la amplificacion.

Los andlisis de diversidad genética usan ampliamente SSRs por la transferibilidad
de estos marcadores cuando las especies son filogenéticamente relacionadas (Zhang et
al., 2019). Adicionalmente, a los primers se les puede afiadir fluoréforos para facilitar el
genotipado y la determinacion de alelos (NCBI, s.f.; Mishra ef al., 2014). Una opcion es
la metodologia de Blacket et al. (2012). Esta utiliza un primer reverse, un primer forward
modificado, el cual estd unido a una secuencia universal corta en su extremo 5°, y un
tercer primer marcado con uno de 4 fluoréforos y su secuencia es complementaria a la
secuencia corta adicional del primer forward. En la PCR, el primer forward modificado
afiade la secuencia corta a los primeros amplicones hasta que se agota en los primeros
ciclos pues estd en menor concentracion. Es ahi cuando el tercer primer se une por
complementariedad a la secuencia universal corta, generando amplicones marcados que

podran ser genotipados por fluorescencia.

Por lo expuesto, el objetivo de este estudio fue realizar un analisis preliminar de
la diversidad genética de R. niveus, encontrado en las islas Santa Cruz, San Cristdbal,
Isabela y Floreana mediante el uso de 15 SSR heter6logos. Esta informacion junto con
otros estudios podria apoyar a establecer un control biologico efectivo de la mora en las

Islas Galapagos.
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2 METODOLOGIA

2.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras de 68 plantas de R. niveus en las islas Galapagos entre
marzo y junio de 2019. Alrededor de 5 hojas jovenes fueron colectadas de cada individuo,
y se las identifico con un niimero y un cdédigo de 3 letras que indica la isla a la que
pertenecen. De las 68 muestras, 18 son de San Cristobal (SCR), 18 de Santa Cruz (STX),
18 de Isabela (ISA) y 14 de Floreana (FLO), la mayoria al borde de carreteras (Anexo 1).
Todas las muestras se almacenaron en una funda ziploc con gel de silice. Luego se las
movilizé al Galapagos Science Center en San Cristdbal y se las mantuvo a temperatura
ambiente. Posteriormente, se las traslado al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la

USFQ en Quito, Ecuador.

Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos con las muestras de
Galapagos, se analizaron también 10 muestras del Ecuador continental, las cuales fueron
colectadas entre junio y octubre del 2018. Asimismo, alrededor de 5 hojas de cada
individuo fueron colectadas cerca de carreteras. Se utilizé una muestra de la avenida
Intervalles (INT), una de Cumbaya (CUM), dos del Valle de los Chillos (VCH), dos de
Puembo (PUE), dos de Mindo (MIN) y dos de Riobamba (RIO). De igual forma, se
almacen¢ las hojas en una funda ziploc con gel de silice y se las traslad6 al Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la USFQ. Segun las coordenadas geograficas de donde
fueron colectadas (Anexo 1), se ubicd las muestras en mapas de cada isla (Anexo 2) y en
un mapa del continente (Anexo 3). Los mapas fueron realizados en el programa ArcMap

10.5.
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2.2 Extraccion de ADN, electroforesis y cuantificacion

Se extrajo ADN de las hojas mediante el protocolo de CTAB (Murray &
Thompson, 1980). La integridad de ADN gendmico se observé en un gel de agarosa al
1% (p/p) tefiido con SYBR Safe (Invitrogen). El gel fue revelado mediante el software
Image Lab™ del sistema Gel Doc XR+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.) (Figura 1). Se
cuantificé el ADN extraido mediante el uso del espectrofotometro de UV visible
Nanodrop 2000™ de Thermo Scientific™. Luego de la cuantificacion, se diluyeron las
muestras en TE 1X para trabajar con concentraciones de ADN de aproximadamente 20

ng/ul en la mezcla de reaccion de PCR.
2.3 Eleccion de loci SSR

Se utilizaron 15 primers SSR del género Rubus, disefiados para las especies Rubus
idaeus, Rubus Glaucus, Rubus alceifolius y del hibrido Marion blackberry. Once SSRs
se tomaron de Marulanda et al. (2012a) y Marulanda et al. (2012b): Rubus116a, Rg-A12-
1, RhMO003, Rubus16a, Rubus76b, RhM011, mRaCIRRIH3, Rubus98d, Rubus259f,
RhMO021 y Rubus105b. Tres SSRs se tomaron de Graham et al. (2004): Rubleaf97,
Rubus126b y Rubus275a. Finalmente, se tomo el microsatélite RiM019 de Castillo ef al.
(2010). Todos los SSRs fueron escogidos en base al alto polimorfismo y a la
transferibilidad reportada en las especies de Rubus mencionadas. Ademads, para la
eleccion de los loci también se tomd en cuenta el proyecto de tesis de Alvarez (2016) pues
tuvo una amplificacion exitosa de los loci RhM003, Rubus76b, RiM019, RhMO11,
Rubus98d, Rubus259f y Rubus105b en la especie Rubus niveus. Con el fin de facilitar el
trabajo en laboratorio, se renombro6 los 15 loci SSR con un codigo de tres caracteres (R0O1-

R15). El detalle de los loci se indica en la Tabla 1.



17

2.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y electroforesis

Para comprobar la calidad del ADN, se amplificé el segundo espaciador transcrito
interno (ITS2) con los primers universales (ITS2F/ITS3R) segin la metodologia de Chen
et al. (2010) en muestras aleatorias como un control endégeno de la PCR. En SSRs, se
utilizo la metodologia de 3 primers descrita por Blacket et al. (2012), previamente
estandarizada en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ. Las
concentraciones de los reactivos fueron: 1X de Buffer (Invitrogen), 0.04 mg/ml de BSA,
0.32 mM de dNTPS (Invitrogen), 0.5 uM de primer reverse, 0.15 uM de primer forward,
0.5 uM del primer forward universal marcado con un fluoréforo y 1 U de Taq platinum.
Segun el loci (RO1-R15), el MgCl> se agregd en una concentracion distinta, en un rango
de 1.6-2.5 mM. Por ltimo, para R04 y R12 se us6 2 ul de ADN, y para los 13 restantes
el volumen de 4cido nucleico fue de 1 ul. Se usé un volumen final de 25 ul de mezcla de
reaccion para la amplificacion. Por otra parte, el programa de termociclado consistié en
una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos. Luego 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 segundos, annealing durante 45 segundos segun la temperatura de
estandarizacion de cada primer y una extension a 72°C por 45 segundos. La etapa final
fue una extension a 72°C durante 10 minutos. Las concentraciones del protocolo y la
temperatura de annealing de cada primer se indican en la Tabla 2. Finalmente, los
amplicones obtenidos se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% p/p, en una fotografia

tomada con el fotodocumentador Gel Doc XR+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
2.5 Genotipado

Se enviaron tres series de placas MicroAmp™ Optical de Applied Biosystems™
de los amplicones SSR a Macrogen Inc., Corea. El primer envio fue de las 68 muestras

de Galapagos amplificadas con los primers R0O1, R02, R03 y R04. Debido a que los cuatro
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loci tuvieron alelos monomorficos, para las amplificaciones de los 11 primers restantes
(RO5-R15). Se escogid 15 muestras representativas de Galapagos: 3 de Floreana
(FLOO001, FLO002 y FLOO013), 4 de Isabela (ISA001, ISA005, ISA011 e ISA018), 4 de
Santa Cruz (STX005, STX011, STX015 y STX021) y 4 de San Cristobal (SCR001,
SCRO005, SCR024 y SCR029) (Anexo 1). Se escogid estas muestras porque comprenden
un amplio rango geografico. Finalmente, el tercer envio fue de 10 muestras del continente
con las cuales se amplificé los 15 loci para comprobar si los primers también resultaban

monomorficos en estas muestras.

Se us6 4 fluordforos (6-FAM, VIC, NED y PET) para el genotipado de los
microsatélites mediante una electroforesis capilar (Humanizing Genomics Macrogen,
s.f.) utilizando un secuenciador Applied Biosystems ABI 3130x1. Los resultados de
Macrogen, Inc. se analizaron con el software GeneMarker de SoftGenetics LLC. (2012).
Con este programa se identificaron los alelos de cada locus en base a su tamafio y al patron
de fluorescencia de mayor intensidad en el electroferograma. Se tuvo como referencia el

tamafio y el motivo de los loci reportado en la literatura (Tabla 1).

2.6 High-Resolution Melting (HRM)

En vista de que los 15 SSRs tuvieron alelos monomorficos en todos los individuos
genotipados, se realiz6 la técnica High-Resolution Melting (HRM) para identificar si
existen diferencias en la secuencia de los SSRs (Palais & Witter, 2009). Se uso6 este
analisis porque Dossett, Bassil & Finn, (2012) reportaron alelos monomorficos en la

especie R. occidentalis y detectaron diferencias en la secuencia con esta metodologia.

Esta técnica consiste en anadir un paso de desnaturalizacion luego de la extension
final en el programa de termociclado de la PCR. Se usa un tinte intercalante (en este caso,

SYBR Green) para visualizar curvas de fluorescencia generadas por diferentes
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temperaturas de melting (Tm) de los amplicones, pues diferentes Tm podrian indicar
diferencias en las secuencias. En este ensayo unicamente se utilizo6 el loci R0O8 pues fue
uno de los que presentd mejores resultados en el estudio realizado por Dossett, Bassil &
Finn, (2012). Con este loci se amplifico 20 reacciones (10 muestras representativas por
duplicado): 5 de Galapagos (FLOO013, ISAO11, STX023, SCR024 y SCR029) y 5 de
Ecuador continental (VCHO001, MINO00S, PUE002, INT002 y RIO002). Los datos se
visualizaron en el programa en linea uAnalyze de la Universidad de UTAH y luego fueron
procesados en Microsoft Excel, utilizando el método de normalizacion “linea base”
(Palais & Witter, 2009). La muestra ISA011 y su duplicado, no presentaron un pico de
temperatura de melting (Tm) por lo que fue descartada. El mismo problema ocurri6é con
los duplicados de las muestras FLO013, MIN0O0S5, INT002 y SCR024, descartando un
total de 6 reacciones antes de la normalizacion de datos en Microsoft Excel. En
consecuencia, se procesaron los datos de 14 reacciones. Luego de la normalizacion, se
descartaron las muestras RIO002 y SCR029 ya que no hubo congruencia del pico Tm
entre duplicados. Tampoco se tomd en cuenta el duplicado de la muestra STX023 por
estar fuera del rango de fluorescencia y de temperatura. Por lo expuesto, de las 20
reacciones realizadas, se usaron los resultados de 7 muestras (FLOO013, STX023,

SCR024, MINO00S, INT002, VCHO01, PUE002) para graficar las curvas de fluorescencia.
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3 RESULTADOS
3.1 Extraccion y cuantificacion de las muestras de R. niveus

La extraccion y cuantificacion de ADN gendémico de las 68 muestras de mora de
Galapagos y de las 10 muestras de Ecuador continental fue exitosa. EIl ADN extraido
mostrd una buena integridad en el gel de agarosa (Figura 1) al superar en tamafio al ladder
Invitrogen™ 1 Kb Plus DNA, utilizado como referencia. Se obtuvo una concentracion
promedio de ADN gendmico de 33.69 ng/ul en las 78 muestras diluidas. La calidad de
ADN obtenida de las relaciones de absorbancia fue en promedio 2.02 para la proporcion

A260/A280y 2.00 para la relacion Az60/A230.
3.2 Amplificacion de primers SSR

Los 15 loci SSR amplificaron con las muestras colectadas en Galapagos y en el
Ecuador continental. Unicamente los loci RO7 y R10 presentaron bandas tenues (Figura
2). Ademas, la amplificacion del control enddgeno de la PCR (region ITS2) fue exitosa
en 2 de las 3 muestras aleatorias escogidas. La amplificacion fue limpia pues no se
observaron bandas adicionales a la region de interés y no se contamind el control

negativo. Dicho resultado se muestra en el Anexo 4.
3.3 Analisis de electroferogramas

El tamafio de los alelos encontrados en general tuvo concordancia con el reportado
en la literatura tanto para las muestras de Galapagos como para las de Ecuador continental
(Tamafio reportado Tabla 1 y tamafio amplificado Tabla 4). Las 68 muestras de Galapagos
que se amplificaron con los primers RO1, R02, R03 y R04 mostraron alelos
monomorficos. De igual manera, las 15 muestras representativas de Galapagos

amplificadas con los primers restantes (R05-R15) y las 10 muestras del continente
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amplificadas con todos los primers (RO1-R15) mostraron alelos monomorficos. Un
ejemplo de los electroferogramas de diferentes muestras insulares se indica en la Figura
3 y los electroferogramas de los alelos monomorficos de todos los loci se indican en la

Figura 4. Estos resultados impidieron que se realizaran analisis estadisticos de diversidad.

3.4 High-Resolution Melting (HRM)

Las curvas de fluorescencia del HRM de las 7 muestras analizadas, tuvieron una
distinta temperatura de melting (Tm), entre 76-78 °C. Las muestras se agruparon en 3
diferentes colores seglin su punto méaximo de temperatura de melting (Tm). Grupo 1
(INT002, VCHO01, PUE002, MINO0O0S), grupo 2 (STX023 y SCR024) y grupo 3

(FLOO13) (Figura 5).
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4 DISCUSION
4.1 Concentracion, calidad del ADN y amplificacion

El promedio de ADN con el que se trabajo (33.69 ng/ul) fue adecuado para la
PCR, pues es una concentracion cercana a 20 ng/ul, un valor de ADN gendmico estandar
en una reaccion de PCR (Millipore, 2000) y con el que ya se ha amplificado ADN vegetal
(Abdel-Latifl & Osman, 2017). Por otra parte, un pequeiio porcentaje de muestras
presentaron pellets con tonalidades amarillas y marrones translucidas, posiblemente
porque los polifenoles caracteristicos del tejido vegetal se unieron covalentemente al
ADN extraido y lo oxidaron (Sahu, Thangaraj & Kathiresan, 2012). Pese a esto el ADN
fue adecuado para los andlisis realizados. La relacion de absorbancia promedio
A260/A280 y A260/A230 fue de 2.02 y 2, respectivamente. Esto indica una buena calidad
del ADN, pues en la primera relacion el valor es cercano a 1.8 y en la segunda esta en un
rango de 1.8-2.2 (Thermo Fisher Scientific Inc., 2009). Al ser mayores a 1.8 estas dos
relaciones, se considera el ADN libre de impurezas absorbidas a 230 nm y 280 nm
(fenoles, polisacaridos y proteinas) (Koetsier & Cantor, 2019). Adicionalmente, la
amplificacion de la region ITS2, con los primers universales ITS2F/ITS3R demostrd que

el ADN obtenido es apto para la PCR (Chen et al., 2010).

En consecuencia, la amplificacion de SSR heterdlogos en R. niveus, en general
fue exitosa al igual que en la tesis de Alvarez (2016). Unicamente los loci RO7 y R10
presentaron bandas tenues. Se observan dimeros de primers en los geles de agarosa
(Figura 2). Generalmente estos son un problema en la PCR, sin embargo, en este caso la
eficiencia de la amplificacion no se vio reducida. Posiblemente los dimeros se formaron

por complementariedad de los primers en su extremo 3’ y porque son comunes a partir de
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los 30 ciclos de termociclado y el en el presente protocolo se realizaron 35 ciclos

(Brownie et al., 1997).
4.2 Evaluacion del monomorfismo de loci SSR en R. niveus.

El genotipado de los 15 SSR reveld un resultado interesante. Debido a que es una
especie diploide (Meng & Finn, 2002; Thompson, 1995), se esperaba que al menos un
porcentaje de la poblacion analizada sea heterocigoto. No obstante, se observaron alelos
monomorficos en cada uno de los 15 locus, tanto en la poblacion de Galapagos (68) como
en la de Ecuador Continental (10). Con estos resultados y tomando en cuenta que es el
primer reporte de regiones microsatélites en esta especie, no se puede hablar de una baja
o nula variabilidad genética. Cabe mencionar que en una investigacion de filogenética
molecular realizada por Quinton ef al. (2011), se identificé que individuos de R. niveus
de Galépagos y de diferentes partes del mundo, entre ellos, del Ecuador continental, son
genéticamente cercanos entre si. Por esto, sugieren que hay una falta de variabilidad en
los individuos analizados. Especificamente, esto lo detectaron en la region ITS1-5.8S-
ITS2 (ADN genomico) y en la region trnL-trnF del ADN del cloroplasto. Llegaron a esta
conclusion al secuenciar, alinear y analizar los amplicones de dichas regiones. Sin
embargo, las tres diferentes regiones de ADN analizadas (ITS1-5.8S-ITS2, cpADN y SSR
en el presente estudio), no constituyen el genoma completo de la especie. Ademas, los 15
loci SSR analizados no son los tnicos de Rubus. Estos se distribuyen ampliamente en el
genoma eucariota, tanto en regiones codificantes como no codificantes habiendo un gran
nimero de este tipo de secuencias (Vieira et al., 2016). Por lo expuesto, es importante
hacer énfasis en el analisis de nuevos marcadores y, sobre todo, nuevas regiones de ADN

que permitan llegar a una conclusion sobre la diversidad de la mora en Ecuador.
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En los estudios de referencia de donde se tomaron los 15 loci SSR (Castillo et al.
2010; Graham et al. 2004; Marulanda et al., 2012a, Marulanda ef al. 2012b), se reportod
un alto polimorfismo en diferentes especies del género Rubus. Sin embargo, Lopez et al.
(2019) indican que los microsatélites usados en el presente estudio pueden resultar en
alelos monomorficos en algunas especies del género Rubus. Asimismo, Dossett, Bassil &
Finn (2012) reportaron alelos monomorficos en R. occidentalis. Entre los loci que
evaluaron estan R04, RO8 y R13 del presente estudio. Lo interesante de estos resultados
es que R. niveus y R. occidentalis pertenecen al mismo subgénero que R. idaeus
(Idaeobatus), la especie para la cual se disefiaron la mayoria de los primers (Foster et al.
2019). Esto sugiere que incluso en especies estrechamente relacionadas, una de ellas
puede presentar alelos monomorficos en un determinado loci. Finalmente, Lee et al.
(2015) analizaron 97 loci SSR en Rubus sp. y solo 29 fueron polimorficos, es decir, solo
un 30%. En consecuencia, se sugiere que los microsatélites no son marcadores
moleculares muy informativos en ciertas especies del género Rubus, por ejemplo, R.
niveus.

4.3 Homoplasia molecular y High-Resolution Melting

Una de las razones del amplio uso de microsatélites en estudios moleculares, es
porque se pueden identificar diferencias en el ADN en base al tamafo de los alelos, lo
cual reduce recursos y costos (Mishra ef al., 2014). Sin embargo, tener un mismo tamafio
no siempre significa que la secuencia de los alelos es la misma. El tamafio de los SSRs
no siempre es resultado de la repeticion perfecta de sus motivos. También existen SSRs
compuestos (formados por mas de un motivo) y otros con secuencias cortas intercaladas
entre los motivos (Vieira et al., 2016). Aranguren et al. (2005) indican que los SSRs
tienen cierta cantidad de homoplasia molecular, es decir, que presentan alelos con un

mismo tamafio, pero con secuencia distinta. En dicha revision se plantea que la
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homoplasia molecular es comun en SSRs, sobre todo en compuestos, lo cual es
congruente con los resultados obtenidos, porque 8 de los 15 microsatélites son
compuestos (Tabla 1).

En este contexto, una alternativa econdmica y sencilla para el analisis de
homoplasia molecular en SSRs es la metodologia High-Resolution Melting. En la Figura
5 se observa que las curvas de fluorescencia forman 3 grupos segun su pico de Tm y su
tendencia. Las diferentes curvas sugieren que hay diferencias en las secuencias de las 7
muestras analizadas. Sin embargo, no es un resultado concluyente, porque se realizé solo
una corrida preliminar en un solo loci (R08) y con un nimero limitado de muestras.
Ademas, el método lineal usado para la normalizacion de datos es limitado. Palais &
Witter (2009) lo utilizan, pero recomiendan normalizar los datos con un método
exponencial para “eliminar la fluorescencia de fondo”. Finalmente, también es necesaria
una secuenciacion de los amplicones para confirmar las variaciones de nucleotidos

(Dossett, Bassil & Finn, 2012), lo cual no se realizé en el presente proyecto.

4.4 Recomendaciones para futuras investigaciones

Hasta la presente fecha, el genotipo del género Rubus ha sido evaluado usando
varios marcadores moleculares, tales como RFLP, AFLP, RAPD, SSR, ISSR ¢ ITS
(Foster et al., 2019; Garrido et al., 2020). No se identificd polimorfismos con algunos de
los marcadores mencionados (Dossett, Bassil & Finn, 2012; Garrido et al., 2020). Segliin
Ryu et al. (2018) el nivel de variabilidad genética evidenciado en Rubus puede ser
proporcional a los recursos moleculares limitados que se tiene para este género. Es por
esto que se recomienda una secuenciacion del genoma de R. niveus, porque no se tiene
un amplio conocimiento de éste y porque ya se han secuenciado genomas de Rubus de

importancia economica (Foster et al., 2019). El secuenciamiento ha servido para disefar
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nuevos marcadores, como los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que ya han
presentado buenos resultados en la determinacion de variabilidad (Ward ef al., 2013; Ryu
et al.,2018; Lopez et al., 2019). La perspectiva futura en el género Rubus es desarrollar
un chip SNP para genotipado de alto rendimiento (Foster et al., 2019), lo cual seria muy
util para determinar la diversidad genética de R. niveus en Galdpagos y asi implementar

un control bioldgico adecuado de esta especie.
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5 CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos, la literatura revisada y porque actualmente hay un
numero limitado de SSR en Rubus (Foster et al., 2019) se sugiere que para R. niveus los
microsatélites no son adecuados para detectar diferencias genéticas segun el tamafio de
sus alelos. No se logrd determinar el nivel de diversidad genética de las 68 muestras de
Rubus niveus, de las islas Santa Cruz, San Cristdbal, Isabela y Floreana. No fue posible
calcular heterocigosidad, PIC, y cualquier otro indice de diversidad debido a los alelos
monomorficos de los 15 loci SSR. En vista de que es el primer estudio de regiones
microsatélites en esta especie, y la region analizada no constituye su genoma completo,
no se puede hablar de una baja o nula variabilidad genética, pues seria caer en una

generalizacion.

Por otra parte, los resultados del analisis High-Resolution Melting, sugieren que
alelos con un mismo tamafo en pares de bases, podrian tener una secuencia distinta. Sin
embargo, sugerir una diferencia en la secuencia de microsatélites tampoco permite
determinar el nivel de variabilidad. En consecuencia, se recomienda usar otros
marcadores moleculares y otras regiones de ADN, para estudiar la diversidad genética de

Rubus niveus.
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6 TABLAS

Tabla 1. Informacion general de los loci.

Loci Especie Refere

tubus 116a R idaeus (CDH12(T)10 299 RO1

Marnulanda etjal. 2012
2e-A12-1 R-_glasens aanca eta A (GAR3 387-432 RO2

ubus hybrid, Mation Cistillo et dl. 2010;
RivMO03 ’ ’ TG)10 173-264 RO3

R blackberry Marplanda et jal. 2012b (16)
ubus T6a R.idaeus Mar{ilanda et pl. 2012a;| (AT)8(GT)11 169 RO4
Rubus 76b R. idaeus Marulanda etfal. 2012b| (CT)5(CT)4 190-210 ROS5
oo TSI Migon  CRIOST I |y s ko
blaekbersy Morandaethb2642b

ubleafy7 R. idaeus Graham et al. 2004 | (CTT)-(CCT)9 205 RO7

R 1 MHon Castilo-et-al 2010-
REMOTT Rubus hybrid, Maties Cgstilo-et-al- 2010; (TC)18 257346 ROS

blackberry Marplanda etjal. 2012b

mRaCIRRIH3 R. alceifolius Marulanda et al. 2012b  (GT)15(GA)17  160-226 R0O9
Rubus 126b R. idaeus Graham et al. 2004  (CT)31(CA)22  150-201 R10
Rubus 98d R. idaeus Marulanda et al. 2012a (GAA)5(GA)10 198 R11
Rubus 259f R. idaeus Marulanda et al. 2012b  (CT)4(AG)8 265 R12
RhMO021 R. idaeus Marulanda et al. 2012a; (TC)6 282 R13
Rubus 105b R. idaeus Marulanda et al. 2012b (AG)8 165-173 R14
Rubus 275a R. idaeus Graham et al. 2004 (AG)27 114-145 R15

—ramra, la especie para la cual

fueron disehados] el estudia de referencia, ellmotivo dellmicrosatélite, el tamafio

repartado yrel codigo atfanumeérico otorgado(a cada focus en el presente estudio.

Tabla 2. Condic onesI delaesta daﬁ‘zzrcit’rl]l com fluorpforo.
[ |

ROL 61 0,4 0,04 1.6 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
RO2 53 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
RO3 51 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
RO4 57 0,4 0,04 2,5 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  40ng/pl
ROS 51 0,4 0,04 1.6 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
RO6 58 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
RO7 53 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
ROS 56 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
R09 53 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
R10 53 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
RI1 51 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
RI2 59 0,4 0,04 2,5 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  40ng/pl
RI3 55 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl
R14 58 0,4 0,04 1,6 0,32 0,8 0,5 015uM  05uM  20ng/pl

RI15 55 0,4 0,04 2 0,32 0,8 0,5 0,15 pM 0,5 pM 20ng/pl



Los reactivos buffer, BSA, dNTPs, Taq platinum, y primers tienen la misma

concentracion para todos los loci. La temperatura de annealing, el magnesio y la

concentracion de ADN varia de acuerdo al locus.

Tabla 3. Tamaiio amplificado de los SSR.

Codigo Secuencia Primer (5°- 3°

o F: CCAACCCAAAAACCTTCAAC 106
R: GTTGTGGCATGGCCTTTTAT e a0
gy T TCATGTTCATGTTCGTGTG arlanda et al. ~uisa 0
R: CTAACACGCGATAGAATAGG
o3 F: CCATCTCCAATTCAGTTCTTCC Castillo et al. 2010 )15
R: AGCAGAATCGGTTCTTACAAGC  Marulanda ct al. 2012b
F: TGTTGTACGTGTTGGGCTTT
R04  R: GGGTGTTTGCCAGTTTCAGT Marulanda et al. 2012a: 148
ros F: CTCACCCGAAATGTTCAACC Marulanda et al. 2012b 208
R: GGCTAGGCCGAATGACTACA
o F: ATTCAAGAGCTTAACTGTGGGC Castillo et al. 2010 -
R: CAATATGCCATCCACAGAGAAA  Marulanda et al. 2012b
F: AACAAAGCTCCTCGACCAGA
R ham et al. 2004 2
07 R TCGAGATGGTCAGTCCAACA Graham et al. 200 ?
rog P AAAGACAAGGCGTCCACAAC Castillo et al. 2010; 205
R: GGTTATGCTTTGATTAGGCTGG Marulanda et al. 2012b
F: CTGGATGTGTGGGTGTGTATC
RO Marul tal. 2012 163
R CCTGGATATGTTTACCCTGACC arulanda et a b
F: CCTGCATTTTTCTGTATTTIGG
R R TCAGTTTTCTTCCCACGGTTA Graham et al. 2004 189
F: GGCTTCTCAATTTGCTGTGTC
R11 R: TGATTTGAAATCGTGCGGITA Marulanda et al. 2012a 194
F: TGGCACAAGAAGCCTGTAAC
R12 R: TCCCATATCCCTCAGCATTC Marulanda et al. 2012b 259
ri3 F: CAGTCCCTTATAGGATCCAACG 00
R: GAACTCCACCATCTCCTCGTAG ~ Marulanda et al. 2012a;
ris F:GAAAATGCAAGGCGAATTGT Marulanda et al. 2012b s
R: TCCATCACCAACACCACCTA
ris P CACAACCAGTCCCGAGAAAT Graham ot al. 2004 4
R: CATTTCATCCAAATGCAACC

Se muestra el codigo de los loci, las secuencias de los primers forward y reverse, los

estudios de referencia en donde reportaron estos loci y el tamafio amplificado que se

visualiz6 en el gel de agarosa y se confirmo por el genotipado.
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7 FIGURAS

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.

De izquierda a derecha. Pocillo 1: Ladder 1 Kb; pocillos 2-11: ADN genémico de

muestras de la isla Isabela extraidas con el protocolo de CTAB.
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Fluoroforo: FAM

Tamafio (pb): 196

Motivo: (CT)12(T)10

Referencia: Marulanda et al. 2012a

RO4

Fluoroforo: PET

Tamarfio (pb): 148

Motive: (AT)8(GT)11

Referencia: Marulanda et al. 2012a,
Marulanda et al. 2012b

|F2 118 X5 CRS C+

Fluoroforo: VIC

Tamafio (pb): 179

Motivo: (GA)23

Referencia: Marulanda et al. 2012a

f<21  CR1 CRS5 CR24 CR29 C-

Fluoroforo: FAM

Tamafio (pb): 208

Motivo: (CT)5(CT)4

Referencia: Marulanda et al. 2012a,
Marulanda et al. 2012b
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Motivo: (TG)10
Referencia: Castillo et al. 2010,
Marulanda et al. 2012b
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RO6

Fluoroforo: VIC

Tamarfio (pb): 210

Motivo: (AG)12

Referencia: Castillo et al. 2010,
Marulanda et al. 2012b

18 X5 X11 X15 X21 CR1 CR5 CR24 CR29 C:

Fluoroforo: NED

Tamafo (pb): 229

Motivo: (CTT)-(CCT)9
Referencia: Graham et al. 2004

oE e

= RN E—T

R10 y R11

Fluoroéforo: (R10) VIC, (R11) NED
Tamartio (pb): (R10) 189, (R11) 194
Motivo: (R10) (CT)31(CA)22, (R11)
(GAA)3(GA)10

Referencia: (R10) Graham et al. 2004,

(R11) Marulanda et al. 2012a

Fluoroforo: PET

Tamano (pb): 295

Motivo: (TC)18

Referencia: Castillo et al. 2010,
Marulanda et al. 2012b

F2 F13 1115 111 118 X5 X11 XI5 %21 CRI CRS

1 Fz F13 1115 111 g

— — - —

X5 X171 x15 X21 CRICRS GR24 GR2S G =

R13 y R15

Fluoroforo: (R13) FAM, (R15) PET
Tamario (pb): (R13) 302, (R15) 148
Motivo: (R13) (TO)6, (R15) (AG)27
Referencia: (R13) Marulanda et al. 2012a,
(R15) Graham et al. 2004

Fluoroforo: FAM

Tamano (pb): 163

Motivo: (GT)15(GA)17

Referencia: Marulanda et al. 2012b

[F1_Fz F13 1115 111 118 X5 X11_X15 X21 CRi CR

R24 CR29 G} 2

- - —

x5 xi1 x15 X21 CRi_CRS5CR24 CR29

R12 y R14

Fluoroforo: (R12) PET, (R14) VIC
Tamafio (pb): (R12) 259, (R14) 165
Motivo: (R12) (CT)4(AG)8, (R14) (AG)S
Referencia: (R12) Marulanda et al.
2012a,(R14) Marulanda et al. 2012a

Figura 2. Amplificacion de los 15 loci heterdlogos en R. niveus.

Geles de electroforesis de los loci RO1-R15. La descripcion del fluordforo, el tamafio

aproximado, el motivo y la referencia de cada locus se encuentra bajo cada gel.
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Figura 3. Electroferogramas de muestras aleatorias de Galapagos.

Los electroferogramas se obtuvieron en el programa GeneMarker SoftGenetics LLC.

(2012).
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Figura 4. Electroferogramas de los 15 SSR.

Se observa los alelos monomorficos de cada uno de los 15 loci en R. niveus.
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Curvas de fluorescencia

_O’Q.Q —_— S N J— —_—
-0,50
-0,70
Temperatura (°C)
FLOO13 STX023 SCR024 MINO005 INTO002 VCHO001 PUE002

Figura 5. Curvas de fluorescencia del analisis High-Resolution Melting.

Se observa una muestra de Floreana (FLOO013), una de Santa Cruz (STX023), una de San
Cristobal (SCR024) y 4 muestras del Ecuador continental (Mindo (MINO0OS), Intervalles
(INT002), Valle de los Chillos (VCHO001), Puembo (PUE002). El eje ‘Y’ corresponde a

las Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU) y el eje X a la temperatura (°C).
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9 ANEXOS

ANEXO 1: Muestras de R. niveus y sus sitios de recoleccion en Galapagos.

1 SCRO(1 -0.91069 -89.57011 247 8 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
SEROGS ;89675 =89,48038 668 San Cristobal Biological Reserve
3 3 SCRO007 -0.89330 -89.48288 626 San Cristobal Biological Reserve
4 4 SEROHS -,89356 =89,486605 589 San Cristobal Biological Reserve
5 5 SCRO0O09 -0.89427 -89.48822 513 San Cristobal Biological Reserve
6 SEROHEG ROTS2 8930238 607 14 km al este de Puerto Baquerizo Moreno
7 SCRO]3 -0.90647 -89,51438 544 13 km al este de Puerto Baquerizo Moreno
& 8 SERB4 00000 8932466 6 11 km al este de Puerto Baquerizo Moreno
San 9 9 SCRO[7 -0.90675 -89,53425 458 10 km al este de Puerto Baquerizo Moreno
Cristobalt t+ + SERBHS -0.91058 R et 492 9 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
11 1 SCRO21 -0.91405 -89.52919 393 10 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
12 + SEROP2 =549+ =89;52462 367 11 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
13 1 SCR024 -0.92924 -89,50150 175 15 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
4 1 SERH 02044 89:50866 200 14 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
15 1 SCR026 -D.91880 -89,55477 234 8 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
16 1 SEROL7 01794 89.55369 245 8 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
7 | SCRO29 -.93102 -89,54691 47 9 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
s 1 SERHZO H2047 89546H 18 9 km al sureste de Puerto Baquerizo Moreno
19 1 STX001 -0.70197 -90.32694 167 Bellavista
26 2 STX602 568566 90;30208% 230 Via playa el Garrapatero
21 3 STX003 -D.68261 -90.29650 244 Via playa el Garrapatero
22 4 STX004 L6781 90,28780 247 Via playa el Garrapatero
23 3 STX0035 -D,67000 -90,27408 271 El cascajo
24 CTV!\J\L ,LQ/IKI 00 2225Q 2 7 Via al Calnote
25 STX -0,67955 -90,32200 314 Via al Camote
26 8 STX009 ’(’7 ] 0(\,’2’7 144 359 Via al Camote
- ~ 27 9 STXO0T0 -0,67383 -90,32158 377 Via al Camote
DA 1 2g 1 sTx0l1 66919 9032388 akg Via al Camote
29 T STX0]Z -P,6943% -90,33277 97 Santa Cruz Hwy
30 1 STX013 68786 90,34800 249 Santa Cruz Hwy
31 I STXO0T5 -D,67747 -90,37738 320 Santa Cruz Hwy
32 1 STX018 65861 90,39994 407 Santa Cruz Hwy
33 1 STX0Z0 -0,6349 -90,39541 5h4 Santa Cruz Hwy
34 1 STX021 -0.62497 -90,38450 605 Los Gemelos
35 T STX02Z 0,62563 -90,38544 6]2 Los Gemelos
36 1 STX023 62488 90,38544 609 Los Gemelos
37 1 TSAO(T -(0,84908 91,0412 410 Santo Tomas, a 17 km al oeste de Puerto Villamil
38 2 ISA0Q2 84725 91.04783 452 Santo Tomas, a 18 km al oeste de Puerto Villamil
39 3] ISAUU3 0,84183 9T1,04913 7 Santo Tomas, a 18 km al oeste de Puerto Villamil
40 ISAO -0 84402 -91.05247 498 Santo Tomas, a 18 km al oeste de Puerto Villamil
41 5 ISA00S -D,84391 -91,0628%8 553 Santo Tomas, a 19 km al oeste de Puerto Villamil
42 ISAQQ6 -0, 84305 -91.07013 606 Santo Tomas, a 20 km al oeste de Puerto Villamil
43 ISA007 -0,84125 91,0769 673 Santo Tomas, a 21 km al oeste de Puerto Villamil
44 ISAQ -0 83858 -01.07836 s Santo Tomas, a 22 km al oeste de Puerto Villamil
. 45 ISA009 ,83769 -91,08255 5 Santo Tomas, a 22 km al oeste de Puerto Villamil
o 46 10 ISA010 -0,83752 91,08494 803 Santo Tomas, a 22 km al oeste de Puerto Villamil
47 11 ISAO11 -0,83730 -91,08927 862 Santo Tomas, a 23 km al oeste de Puerto Villamil
48 12 ISA012 -0,83738 -91,08702 835 Santo Tomas, a 23 km al oeste de Puerto Villamil
49 13 ISA013 -0,83805 -91,08027 752 Santo Tomas, a 22 km al oeste de Puerto Villamil
50 14 ISAO14 -0,84233 -91,07366 657 Santo Tomas, a 21 km al oeste de Puerto Villamil
51 15 ISA015 -0,84338 -91,05344 524 Santo Tomas, a 18 km al oeste de Puerto Villamil
52 16 ISA016 -0,83950 -91,05394 534 Santo Tomas, a 18 km al oeste de Puerto Villamil
53 17 ISA017 -0,83591 -91,05794 556 Santo Tomas, no hay referencia en km
54 18 ISA018 -0,83213 -91,05002 508 Santo Tomas, no hay referencia en km
55 1 FLOO001 -1,31208 -90,44913 340 675 m al este del Criadero de Tortugas
56 2 FLO002 -1,31519 -90,45086 418 597 m al este del Criadero de Tortugas
57 3 FLO003 -1,31508 -90,45077 410 602 m al este del Criadero de Tortugas
58 4 FLO004 -1,31508 -90,45077 402 602 m al este del Criadero de Tortugas
59 5 FLOO005 -1,31483 -90,45058 393 615 m al este del Criadero de Tortugas
60 6 FLO006 -1,31427 -90,44997 380 655 m al este del Criadero de Tortugas
61 7 FLO007 -1,31933 -90,44466 308 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
Floreana 62 8 FLO00S  -1,31972 -90,44488 312 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
63 9 FLO009 -1,32027 -90,44500 312 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
64 10 FLOO010 -1,32041 -90,44436 310 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
65 11 FLOO11 -1,32083 -90,44400 310 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
66 12 FLOO12 -1,32100 -90,44319 305 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
67 13 FLOO0O13 -1,32108 -90,44266 299 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
68 14 FLOO14 -1,31963 -90,44388 306 1 km al nordeste del Criadero de Tortugas
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De izquierda a derecha. Columna 1: conteo total de muestras, columna 2: Conteo de
muestras por isla, columna 3: cddigo de 3 caracteres de cada muestra, columna 4:
coordenadas latitud (Sur), columna 5: coordenadas longitud (Oeste), columna 6: altura
del sitio muestreado, columna 7: localidad del sitio muestreado. Las celdas en amarillo

son las 15 muestras representativas amplificadas y genotipadas con los loci R05-R15.

ANEXO 2: Mapa de los sitios de muestreo en las islas Galapagos realizado en

ArcMap 10.5.
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e Localidad Carretera

Sistema de Coordenadas: WGS 84 Zona 15 Sur (Isabela, Floreana,
Santa Cruz), 16 Sur (San Cristobal)

Proyeccién: UTM Datum: WGS 84
Carta Topogrdfica Galapagos: IGM (2019) Escala 1:50000
Parque Nacional Galapagos (SNAP): Guia interactiva MAE (s.f.)

(a) Islas Galapagos (b) Islas en donde se realiz6 la recoleccion (¢) Ubicacion de las

muestras en cada isla.

ANEXO 3: Mapa de los sitios de muestreo en Ecuador continental realizado en

ArcMap 10.5.
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. g ‘ Organizucion Territorial Provincial del Ecuador
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: Organizacidn Territorial Cantonal - Pichincha

Organizacion Territorial Cantonal - Chimborazo
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CHIMBORAZO Simbologia
Carretera

Sistema de Coordenadas: WGS 84 Zona 17 Sur

Proyecciéon: UTM Datum: WGS 84
e e "écl Organizacion Territorial Provincial - Cantoral : CONALI (2019)
_—_—_ﬁ——‘ il e (b) Simbologia: IGM (2013) Base Regional escala 1:250.000

Limites Ecuador; HidroGis (2018)
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(a) Provincias en las que se realizd la recoleccion de muestras (b) Ubicacion de las
muestras en Chimborazo (c) Ubicacion de las muestras en Pichincha. Las muestras con
coordenadas geograficas cercanas se agrupan en un mismo banderin en el mapa, por esto,

se muestran 7 banderines correspondientes a las 10 muestras del continente.

ANEXO 4: Amplificacion de regiones ITS en R. niveus

L "»' PUE001. PUE002 “VCHOO03, C- 1

De izquierda a derecha: pocillo 1: Ladder 1Kb; pocillo 2: muestra PUEOO1; pocillo 3:
muestra PUE002; pocillo 4: VCHO003; pocillo 5: control negativo. Los resultados de la
PCR muestran que la region ITS2 de las muestras aleatorias, se amplificd con éxito

mediante los primers universales ITS2F / ITS3R.



