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RESUMEN

P. serotina subsp. capuli (capuli) es una especie de arbol de la familia Rosaceae que posee alto
valor a nivel cultural, ecosistémico y econémico. Ademas, presenta una barrera reproductiva
pre-cigdtica denominada sistema de autoincompatibilidad gametofitica. Este mecanismo
genético esta controlado por un solo locus altamente polimdérfico (denominado Locus-S). El
Locus-S comprende dos genes fuertemente ligados: el gen SFB controla el determinante
masculino (polen) y el gen de la S-RNasa controla el determinante femenino (pistilo). Estudios
previos han demostrado que la diversidad alélica del gen de la S-RNasa influye en el desarrollo
de tubo polinico en cruzas controladas. El objetivo de este estudio fue elucidar el nivel
diversidad alélica del gen de la S-RNasa del capuli en el Ecuador. Con este proposito, se aplico
el marcador molecular CAPS para analizar polimorfismos en este gen en 88 muestras de capuli
colectadas a lo largo de la sierra ecuatoriana. En total, se encontrd 24 alelos, estos distribuidos
en 71 haplotipos heterocigotos (81%) y 17 (19%) haplotipos homocigotos. Los alelos
encontrados presentaron una distribucién homogénea a lo largo de la regién de muestreo, y
ningun alelo mostro una frecuencia mayor al 15%. Ademas, se generd un atlas de diversidad
alélica para categorizar las 88 muestras analizadas en grupos de incompatibilidad sexual. Se
encontrd una alta diversidad de genotipos lo que sugiere que la mayor parte de individuos es
compatible y puede dar cruzas viables. La informacion encontrada puede dar lugar a futuras
investigaciones que permitan entender ain mejor un sistema tan complejo como el que presenta
el capuli.

Palabras clave: sistema de autoincompatibilidad, S-RNasa, marcador molecular CAPS y atlas
de diversidad alélica.



ABSTRACT

P. serotina subsp. capuli is a species of tree in the Rosaceae family which has a cultural,
ecosystem and economic value. Moreover, it presents a pre-zygotic reproductive barrier known
as a gametophytic self-incompatibility system. This genetic mechanism is controlled by a
unique highly polymorphic locus (determined Locus-S). The Locus-S is conformed by two
genes strongly related: the gene SFB controls the masculine determinant (pollen) and the gene
of the S-RNase controls the feminine determinant (pistil). Previous studies have demonstrated
that the allelic diversity of the S-RNase influences in the development of the pollinic tube in
controlled crosses. The objective of this study was to elucidate the level of allelic diversity of
the capuli S-RNase gene in Ecuador. For this purpose, the CAPS molecular marker was applied
to analyse polymorphisms in this gene in 88 samples of capuli collected throughout the
Ecuadorian highlands. In total, 24 alleles were found, these distributed in 71 heterozygous
haplotypes (81%) and 17 (19%) homozygous haplotypes. The alleles found presented a
homogeneous distribution throughout the sampling region, and no allele showed a frequency
greater than 15%. In addition, an atlas of allelic diversity was generated to categorize the 88
samples analysed into groups of sexual incompatibility. A high diversity of genotypes was
found, which suggests that most individuals are compatible and can give viable crosses. The
information found may give rise to future research that will allow us to understand even better
a system as complex as that presented by the capuli.

Key words: self-incompatibility system, S-RNase, CAPS molecular marker, and atlas of allelic
diversity.
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1. INTRODUCCION
1.1. Descripcion general del capuli

Prunus serotina subsp. capuli (capuli) es una especie de arbol de la familia Rosaceae.
Es originaria de América del Norte, pero se ha naturalizado en las tierras altas de Ecuador,
Colombia y Pert (Nesom, 2003). Su introduccion a la regién Andina, de acuerdo a muchos
botanicos, se cree fue dada por los espafioles en tiempos coloniales y posiblemente fue traido
de América Central o México (Popenoe, 1990). En el Ecuador el capuli se distribuye en la
region de la Sierra, donde puede ocupar una variedad de altitudes y diferentes condiciones
climaticas (Mille, 1942). La especie presenta habitos silvestres, ésta se puede encontrar
esporadicamente en bosques y sectores periurbanos (e.j. a lo largo de carreteras y caminos
rurales), pero también existe en cultivos informarles y semi-formales (Avendafio-Gomez et al.,

2015).

En la region Andina, el capuli presenta un importante valor a nivel cultural,
ecosistémico y econémico. Dicho arbol, asi como su fruto, es usado en eventos tradicionales

tanto en nuestro pais como en paises vecinos. (Fried y Naranjo, 2001; Gill, 2007).

A nivel ecosistémico el fruto del capuli es un alimento importante para un gran nimero
de especies de aves y mamiferos. En la region Andina el capuli es alimento de aves como el
Perico Caretirrojo (Aratinga erythrogenys), la Tangara Azuleja (Thraupis episcopus) y la

Tangara Azuliamarilla (Thraupis bonariensis) (Astudillo y Siddons, 2013).

A nivel ambiental, la especie también es Gtil para programas de reforestacion debido a
su crecimiento rapido y se usa ademas para evitar procesos de erosion debido a que funciona
como barrera fisica contra el viento (Palacios, 2011; Popenoe y Pachano, 1922). De igual
manera se ha reportado el uso de capuli para la rehabilitacion de sitios de explotacién minera
ya que es capaz de crecer en suelo sédico y cambiar el pH de este de uno basico a uno mas

neutro (McVaugh, 1951).
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El capuli presenta también un prometedor potencial comercial el cual no se ha explotado
aun en su totalidad. Como fuente de alimento el capuli presenta un valor nutricional debido a
su excelente balance en contenido de acido ascérbico (26 mg), hierro (1.20 mg), calcio (28
mg), aminodacidos (proteina 1 g) y fibra (1 g) por cada 100 gramos de capuli (FUNIBER, s.f.).
Ademas, estudios previos han demostrado que el capuli contiene un alto contenido de
antocianinas, vitamina C y B-caroteno, los cuales poseen propiedades antiinflamatorias y valor
nutracedtico (Alvarez-Suarez et al., 2017). También contiene antioxidantes como compuestos
fenolicos, flavonoides y antocianinas monomeéricas los cuales son capaces de prevenir el cancer
y, en general, el dafio causado en tejidos por especies reactivas de oxigeno (Rios-Corripio &
Guerrero-Beltran, 2020). Actualmente el consumo del fruto del capuli se da como baya
directamente o en productos elaborados como infusiones, vinos, pasteles y postres (Casillas y
Martinez, 2017; Caisaguano y Llamuca, 2018). También se encuentra un valor comercial de su
madera la cual posee una consistencia dura y resistencia a dafios por insectos y hongos. En
Norte Ameérica esta es ampliamente usada para la fabricacion de gabinetes, repisas y alacenas
y puede alcanzar altos costos en el mercado maderero (Maynard et al., 1991; Popenoe, 1990).

1.2. Importancia del capuli y sus posibles usos.

Como se establecid previamente el capuli no posee un sistema formal de cultivo a pesar
de representar una fuente econdémica potencial para la agricultura por el valor de su fruto y su
madera. Es importante resaltar que el capuli dentro de la regién Andina ya tiene acogida y
debido a su composicion nutricional presenta un potencial de exportacién en mercados
nutracedticos. Ademas, juega un importante rol a nivel ecosistémico tanto como fuente de
alimento para la fauna de la region como barrera contra la erosion de suelos. Por ello el capuli
podria cumplir un rol como cultivo relevante para la agricultura: puede afadir a la
biodiversidad de los sistemas agricolas, crear oportunidades econémicas y traer alimentos mas

saludables para la poblacién. De esta manera el capuli puede apoyar a las metas futuras que
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tiene la agricultura para un desarrollo sustentable al incluirse dentro de la diversidad de cultivos
que se tiene. Otro proposito es ser capaz de alimentar a la poblacion en la que el capuli puede
tomar un rol importante debido a su valor nutricional. Como uno de los puntos base de la
agricultura sustentable se encuentra la correcta gestion de recursos naturales en la que consta
el manejo de agua y tierra. En el caso del capuli, este no es exigente en sus requerimientos de
suelo y crece bien en cualquier sitio razonablemente fértil. Ademas, puede prosperar en suelos
pobres, incluso arcillas, y parece preferir suelos arenosos secos. Presenta un crecimiento rapido
por lo que su madera puede también ser usada como materia prima y debido a su facil cuidado
tiene bajos costos de produccion. Finalmente, otra caracteristica del capuli que ayudaria a
cumplir las metas de la agricultura es su funcién ecosistémica como barrera contra la erosion
de suelos ya que esta tiene un efecto negativo sobre suelos productivos (Fao.org, s.f.; Popenoe,

1990).

Para poder crear oportunidades de formalizar la utilizacién del capuli para cultivo se
debe entender los procesos bioldgicos que forman parte de esta como el crecimiento y la
reproduccion. Es aqui donde estudios como el presente aportan con informacién relevante
permitiendo dar avances a la generacion de sistemas de cultivo y el establecimiento de huertos
productivos.

1.3. Sistema de autoincompatibilidad de Prunus serotina subsp. capuli

Un paso importante para formalizar el cultivo del capuli implica entender de mejor
manera sus patrones reproductivos ya que a nivel fisioldgico el capuli es una especie tetraploide
que no puede dar partenocarpia por lo que la produccion de frutos y semillas depende de la
fertilizacidn de sus 6vulos (Mille, 1942). El proceso de fertilizacion en el capuli presenta una
barrera reproductiva precigética que se conoce como sistema de autoincompatibilidad
gametofitica. Las plantas a diferencia de los animales no poseen movilidad por lo que dependen

de diferentes medios para que se dé la polinizacién y fertilizacion de sus flores. Al depender
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de factores externos como el viento, insectos, aves, etc., las plantas desarrollaron mecanismos
para evitar la endogamia que puede llegar a reducir la variabilidad genética. El sistema de
autoincompatibilidad gametofitica es uno de estos y en P. serotina subsp. capuli (capuli) esta
regulado por el locus S el cual esta compuesto por dos genes: el gen de la S-RNasa y el gen
SFB. El gen de la S-RNasa es el determinante femenino el cual se expresa en el pistilo mientras
que el gen de tipo SFB es el determinante masculino que se expresa en el tubo polinico
(Matsumoto & Tao, 2016). Dicho sistema se da por un mecanismo molecular en el cual la S-
RNasa degrada el ARN inhibiendo asi la expresidn de genes y causando un efecto citotéxico.
Esto ocurre en el polen en el cual al darse la citotoxicidad se detiene la generacion del tubo
polinico que es esencial para la fertilizacion de la oosfera por lo que esta se ve inhibida (de
Nettancourt, 2001). Para que la citotoxicidad se active se debe dar un reconocimiento
especifico (SFB) ya que este mecanismo tiene como objetivo evitar la endogamia y promover
el entrecruzamiento al rechazar la fertilizacién de individuos genéticamente emparentados

(Karasawa, 2015).

Esta barrera reproductiva precigética no es exclusiva del capuli ya que se encuentra en
algunas especies de la familia Rosaceae al igual que en otras familias como Solanaceae y
Plantaginaceae. Dentro de la Familia Rosacea, se ha reportado la existencia de 2 variantes del
sistema de autoincompatibilidad gametofitica: el Self/Nonself Discrimination by Multiple F-
Box Genes, y el Specific Self-recognition. En la primera variante, observada en especies de la
tribu Maleae como Malus y Pyrus, la inhibicidn del crecimiento del tubo polinico estd mediada
por la accion citotoxica de la S-RNasa mientras que el reconocimiento esta mediado por la
interaccion de multiples F-Box genes. Los productos de dichos genes median un proceso de
ubiquitinacién de las S-RNasas que el individuo no posee, es decir de aquellas codificadas por
alelos diferentes al propio (Figura 1). Esto evita que se dé la citotoxicidad y que no se inhiba

el tubo polinico cuando los alelos difieren, pero si se tiene un alelo en comun no se da el proceso
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de ubiquitinacion. Debido a esto se considera un sistema de Nonself Recognition (Matsumoto

& Tao 2016).

ub
Ub
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// nonself 3
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V..
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Factive &

Figura 1 Self/Nonself Discrimination by Multiple F-Box Genes (Matsumoto & Tao 2016).
Descripcion: En la parte (A) de la figura se muestra como en esta variante del sistema de
autoincompatibilidad el complejo de reconocimiento formado por varios elementos, pero dirigido por el SLF,
lleva a cabo el proceso de ubiquitinacion de la S-RNasa que proviene de diferentes alelos inactivando a la
misma. En la parte (B) de la figura por otro lado se muestra como el complejo al no lograr reconocer como ajena
a la S-RNasa esta no es ubiquitinada y se mantiene activa generando la citotoxicidad e inhibiendo la generacion
del tubo polinico.

Por otro lado, en la segunda variante, observada en especies del género Prunus, la
inhibicion del crecimiento del tubo polinico se cree esta mediada por la interaccion directa
entre las proteinas S-RNasa y SFB en la que la S-RNasa se encuentra inactivada por un
inhibidor general. En este caso se habla de un sistema de Self Recognition ya que la SFB da
una ubiquitinacién del inhibidor general para que se dé la citotoxicidad por S-RNasa cuando
se identifica que comparten un mismo alelo (Figura 2) (Matsumoto & Tao 2016). Esto cambia
por completo el impacto que tiene el sistema de autoincompatibilidad ya que en el género

Prunus el sistema de autocompatibilidad es mas estricto en el reconocimiento de alelos.
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Figura 2 Specific Self-recognition (Matsumoto & Tao 2016).

Descripcion: En la parte (A) de la figura se muestra como en esta variante del sistema de
autoincompatibilidad el complejo de reconocimiento formado por varios elementos, pero dirigido por el SLF, no
actda sobre el inhibidor general (Gl) de la S-RNasa dejandola inactiva. En la parte (B) de la figura por otro lado

se muestra como el complejo reconoce la S-RNasa de su propio alelo y el inhibidor general es ubiquitinado y
activado la S-RNasa y generando la citotoxicidad que inhibiendo la generacién del tubo polinico.

1.4. Relevancia del estudio de diversidad alélica de la S-RNasa del capuli

En términos generales la autoincompatibilidad representa un desafio para el cultivo de
plantas, asi como para programas de fitomejoramiento por entrecruzamiento si no se conoce
que individuos son compatibles entre ellos (Do Canto, Studer y Lubberstedt, 2016). Algunos
cultivos que presentan dicho desafio son: las manzanas, rosas, peras, duraznos, ciruelas y
cerezas dulces (Claessen et al., 2019: Orcheski & Brown, 2012). Por ello se han llevado a cabo
estudios previos en los que se ha estudiado desde diferentes puntos la autoincompatibilidad en
el capuli. Estos estudios se han enfocado principalmente en el desarrollo de marcadores

polimorficos para el gen de la S-Rnasa del capuli.

Gordillo et al. (2015) aportd informacion relevante en relacion al uso del intron 1 del
gen de la S-RNasa como marcador para la identificacion de haplotipos S. Correa (2018), por
su parte, encontrd que la region intra-génica C2-C3 del gen de la S-RNasa era mas informativa

en la identificacion de los alelos para el gen. Correa (2018) desarrollo un sistema de marcadores
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tipo CAPS que permitia analizar polimorfismos a nivel de tamafio y secuencia en la region
hipervariable localizada entre las regiones conservadas C2 y C3. Finalmente, Baquero (2019)
llevé a cabo fertilizaciones in vitro de flores de individuos compatibles y no-compatibles (en
base a sus haplotipos S determinados mediante CAPS) para realizar un estudio fenotipico y
evidenciar si el sistema de incompatibilidad gametofitica del capuli estaba determinado por la
variabilidad del Locus S. A partir del estudio de Correa (2018) surge el presente ya que en este

se dio la estandarizacion del marcador CAPS y presenta los alelos de referencia. (ANEXO A).

El presente estudio busca expandir el entendimiento del sistema de incompatibilidad
sexual del capuli mediante la generacidn de un atlas de diversidad alélica del gen de la S-RNasa
utilizando el sistema de marcador tipo CAPS desarrollado por Correa (2018). Este estudio
pretende elucidar el nivel diversidad alélica del Locus-S del capuli en muestras de
germoplasma de Prunus serotina subsp. capuli representativas de la diversidad de la especie
en el Ecuador. El nivel de diversidad de este locus y la distribucion de esta diversidad en el
pais podria dar un nuevo entendimiento de repercusion del Locus-S sobre la reproduccién de
la especie. Con dicha informacion se pueden establecer grupos de incompatibilidad lo que
permitiria un manejo adecuado de cruces para los cultivos y programas de cruzamiento, tanto
comerciales como de conservacion, ya que como se menciond previamente el capuli presenta

un potencial de comercializacion.
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2. METODOS

2.1. Seleccion de muestras de coleccion de germoplasma representativo de capuli de

la sierra ecuatoriana.

El material genético utilizado en este proyecto de investigacion se selecciond de un
banco de muestras que posee el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de los proyectos de grado
realizados con P. serotina subsp. capuli. En este caso, se seleccionaron 88 muestras de la
coleccion de muestras en base a la informacion de caracterizacion de los individuos de los
proyectos de Guadalupe (2012) e Intriago (2013). Para esto, se consideraron los siguientes
criterios: la concentracion de ADN en ng / pl, la calidad del material genético en 260/230, la
provincia de origen y la agrupacion (Intriago, 2013). En cuanto a la concentracion, se eligié la
mas alta, la mejor calidad (260/230), y las muestras entre provincias y grupos se seleccionaron

de manera homogénea.

2.2. ldentificacion de alelos del gen de la S-RNasa con la metodologia del marcador

molecular CAPS.

Para la identificacion alélica del gen S-RNasa (Locus-S) de muestras de P. serotina
subsp. capuli, la metodologia aplicada fue la del marcador molecular CAPS disefiado en silico
y validado experimentalmente por Correa (2018). La metodologia consta de 4 pasos: (1)
Amplificar la regién de interés mediante PCR convencional (2) Extraer todas las bandas
visibles en el gel de agarosa (3) Reamplificar el ADN extraido (4) Digerir los fragmentos de

ADN con la enzima de restriccion establecida para cada region.

Para amplificar por PCR convencional la region de interés, donde se encuentra RHV
(region hipervariable), se usaron los siguientes cebadores para las regiones C2-C3: Ps 1 C2 Fw
(5 'ATY-CAT-GGC-CTR-TGG-CCA-AG 3 ') y Ps2 C3 Rv (3' TGY-TTR-TTC-CAT-TCV-

CBT-TCC 5 ') que fueron disefiados por Correa (2018) Las siguientes concentraciones de
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reactivos se utilizaron para la PCR de amplificacion: 20 ng de ADN, 1X de Buffer de PCR
(Invitrogen), 0.5 uM de cebador C2F, 0.5 uM de cebador C3 R, 3 mM de MgCl», 0.2 mM de
dNTP's y 1U de Platinum Taq polymerasa con una reaccion final de 30 pl. El protocolo del
termociclador utilizado fue el siguiente: 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C, 35 ciclos
de: 1 minuto de desnaturalizacién a la misma temperatura, annealing a 58°C, 4 minutos a 68°C

de extension y un paso final de extension a 68°C por 10 min (Ortega y Dicenta, 2011).

Para verificar la amplificacion y ser capaz de separar las bandas de ADN, se cargd un
gel de agarosa del 1,5% (100 ml de TBE 1X, 1,5 g de agarosa 'y 3 pl de SYBR Safe Invitrogen)
para una electroforesis a 80 V durante una hora. Para visualizar las bandas, se utilizd la
documentacidn fotografica Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, Inc., 2018). Para el proceso de
extraccion de bandas, se utilizé el protocolo comercial de Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up

System siguiendo las especificaciones del kit (Promega, 2009).

El proceso de reamplificacion siguié el mismo protocolo que la amplificacién detallada
anteriormente con dos cambios: la cantidad de ADN de la reaccion de PCR fue de 40 ng en
lugar de 20 ng y la temperatura de annealing fue de 62°C en lugar de 58°C (esta temperatura

fue inicialmente de 61°C, pero cambid a 62°C para evitar inespecificidades en la amplificacion).

Las enzimas de restriccion utilizadas para la digestion fueron Fast Digest de Rsal, Mbo
I y Hinfl de la marca ThermoFisher Scientific. La concentracion para cada enzima fue la misma
y el volumen de reaccion total fue de 20 pl: 2 pl de Buffer, 1 pl de enzima Fast Digest, 9 ul de
agua libre de nucleasas y 8 pl de producto de ADN re-amplificado. Los resultados de la
digestion se visualizaron en un gel de agarosa al 2% marcado con SYBR Safe (Invitrogen) y la
electroforesis se dio a 80 V durante 1 hora que posteriormente se reveld con la documentacion
fotogréfica Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, Inc., 2018). El Ladder usado en todos los geles

de agarosa de la investigacion fue el 100 bp DNA Ladder de Invitrogen™,
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2.3. Determinacion de alelos.

Basado en los patrones y los tamafios de banda generados por la metodologia del
marcador molecular CAPS, es posible diferenciar y agrupar las muestras por sus alelos. Como
tal, los patrones de los alelos ya reportados por Correa (2018) se compararon visualmente con
los de las muestras de este proyecto de investigacion para observar coincidencias, 1o que nos

indica un mismo alelo.

Para la determinacion de los alelos, se considerd la nomenclatura utilizada previamente
por Correa (2018) con respecto a los patrones de bandas CAPS que coinciden con los alelos ya
reportados (ANEXO A). La nomenclatura de los nuevos alelos encontrados en este proyecto

sigue un orden de los ya reportados.
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3. RESULTADOS
3.1. Aplicacién del marcador molecular CAPS para el reconocimiento de alelos de S-

RNasa de P. serotina subsp. capuli.

Como parte de la diversidad alélica del gen de la S-RNasa se encontré un total de 24
alelos en las 88 muestras usando el marcador molecular CAPS (Correa, 2018). La
identificacion de alelos se basé en los patrones referenciales de Correa (2018) (ANEXO A);
los cudles fueron estandarizados mediante secuenciamiento y validados con CAPS. Previo a
este estudio, se contaba con 16 alelos (S1 a S18), todos los cuales fueron encontrados en el set

de muestras analizadas.

Ademas, en el presente estudio se encontraron 8 nuevos patrones CAPS (Figura 3), los
cuéles fueron designados S19 a S26. Se hipotetiza que de genotiparse mas muestras de P.
serotina utilizando el marcador CAPS, se podrian encontrar nuevos patrones CAPS
correspondientes a nuevos alelos S no reportados previamente. De hecho, en este estudio se
encontraron mas potenciales alelos, que se especula pueden ser 12, para los cuales no se pudo
determinar con exactitud su patrén CAPS. Estos alelos no pudieron ser identificados por el
marcador CAPS ya que lo que se espera es obtener patrones determinados para las muestras,
sin embargo, en estos patrones se encontrd una mezcla. No se puede diferenciar si los patrones
que se esta observando pertenecen estrictamente a un solo alelo o pueden encontrarse patrones
de bandas mezclados en una misma restriccion pertenecientes a diferentes alelos. Esto se
comprueba contrastando el tamafio de banda de amplificacion y los tamafios de bandas del
patrén. Como se observa en el ANEXO B los tamafios de bandas que se dan por la digestion
enzimatica no coinciden con el tamafio de banda de la amplificacion previo a la restriccion por

lo que el patrén no puede ser bien definido.

Analizando la diversidad de alelos del gen de la S-RNasa en un total de 88 muestras de

germoplasma de P. serotina subsp. capuli de la Sierra ecuatoriana se encontrd que 71 de estas
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(81%) son heterocigotas (incluidos 6 genotipos para los cuales no se pudo precisar con
exactitud sus alelos CAPS) y 17 (19%) presentaron patrones de banda homocigotos. La mayor
parte de muestras presenta sus alelos como diploides, sin embargo, en las 88 muestras se pudo

identificar un individuo que presento un patron de banda triploide de 3 diferentes alelos.
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Figura 3. Patrones de banda de alelos nuevos (no reportados previamente por Correa, 2018)

3.2. Distribucion geogréfica de los alelos S de capuli en la Sierra ecuatoriana.

Las muestras de germoplasma usadas para el estudio pertenecen a la Sierra ecuatoriana
y pertenecen a las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua,
Chimborazo, Cafiar y Azuay. En el ANEXO C se presenta el resultado el nimero de veces que

se presenta un mismo alelo en los individuos analizados.

Los alelos S10, S17, S4, S12 y S20 representan los alelos mas comunes en las 88

muestras, con 11%, 9%, 8%, 8% y 7% respectivamente. En relacion a la distribucion espacial
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de los alelos estos se encuentran dispersos a lo largo de la region y no existe una concentracion
de alelos en una determinada localidad (Figura 4). Para poder analizar la distribucion
geografica de los alelos se debe tomar en cuenta la frecuencia con la que los mismos se
encuentran en el genotipo ya que en el caso de alelos S16, S23 y S26 solo se presentan una vez
en la coleccién de 88 genotipos analizados, por lo que no son informativos en cuanto a
distribucion. En la Figura 4 ademas se presentan graficos de pastel con las principales
proporciones de alelos por provincia. Hay sectores donde no se evidencian muestras, pero esto
puede estar dado por el proceso de muestreo el cual se realizd principalmente en lugares

cercanos a la carretera debido a su accesibilidad.
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Figura 4. Distribucion geografica y frecuencia de los alelos en la region Sierra del Ecuador.

(Mapa elaborado con el programa ArcMap 10.6.1 del software ArcGIS)
Descripcion: Se presentan fallas en las coordenadas de las muestras de Carchi las cuales aparentemente
se encontrarian en la provincia de Sucumbios. Se reviso esta informacion y de acuerdo al documento del cual se
sacaron las coordenadas, las muestras fueron tomadas en un punto cercano a los limites politicos entre
provincias por lo cual se pudo haber dado ese error, sin embargo son muestras de Carchi como tal.



3.3. Generacion de atlas de diversidad alélica y determinacion de grupos de
incompatibilidad.

Como punto principal del estudio se genero un atlas de diversidad alélica del gen de la
S-RNasa de P. serotina subsp. capuli. Esta informacion se presenta en la Tabla 1 en la que se
dispuso a los individuos en grupos de incompatibilidad los cuales se determinan al agrupar
cada genotipo especifico, es decir toda muestra que comparte un mismo genotipo va dentro de
un mismo grupo al cual se le establece un numero en nomenclatura romana, como se puede
apreciar en la Tabla 1. Se determin0 62 grupos de incompatibilidad en 88 muestras. Existe una
alta variedad de genotipos (un alto nimero de grupos) y ademas 42 de los 63 grupos pertenecen
a una sola muestra, asimismo no se presentan mas de 4 muestras en un mismo grupo. No se ve
una distribucion definida lo largo de la Sierra ecuatoriana pues a nivel de provincias los grupos
son variados y no se ve un grupo de incompatibilidad predominante en una de ellas. EI grupo
XXIX presenta 4 muestras una de Pichincha, una de Cafar, una de Cotopaxi y una de Carchi
que espacialmente, mas alla de la division politica, se encuentran considerablemente
distanciadas.

Una sola muestra (AZU8-Grupo de incompatibilidad LXIII) presento tres bandas
diferentes en la amplificacion lo que sugiere que tiene al menos 3 alelos diferentes. A pesar de
haber identificado los tres patrones dados por las 3 bandas no se puede determinar la
composicidn alélica por lo que su genotipo en la Tabla 1 esta presentado con una nomenclatura
de tres alelos. Esto sucede con el resto de las muestras en las que por términos practicos el
genotipo es presentado con solo dos alelos, pero no se sugiere que el capuli se diploide. Para

poder determinar la composicién alélica exacta se requiere de otras técnicas moleculares.



Tabla 1. Grupos de incompatibilidad de las 88 muestras analizadas en el estudio.

Grupos de incompatibilidad Muestras Genotipo
I PI1C22 S17/S19
1] IMB12 CAN21 $19/S20
11 c7 S20/S20
[\Y4 T24PIC3C11 S12/S20
\4 IMB6 S15/S20
Vi AZU18 S17/S20
Vil T12 S7/S20
Vil H10 T20 S17/S22
1X PIC6 S4/S22
X C6 CAR8 S24/S24
X1 CAN20 CAR6T15 S25/S25
X1l T16 S26/S26
Xl AZU12 S14/S23
X1V T18 S1/S1
XV H11 S1/S10
XVI Ti1YC12 S1/817
XVII IMB10 S1/S5
Xvill T21 S1/S7
XIX IMB23 S1/89
XX CAN23 H24 S10/S19
XXI1 P1C29 CAR9 $10/S20
XX AZU25 AZU7 $10/s10
XX H2 S10/S13
XXIV H36 IMB19 S10/S14
XXV T14 S10/815
XXVI AZU3 S5/S10
XXVl T19 S6/S10
XXV CAN4 S7/S10
XXIX PIC9 CAN6 C1 CAR2 S12/S12
XXX CARS5 S12/815
XXXI T2 S13/S13
XXXII PIC8 S13/S17
XXX IMB21 C4 S7/513
XXXIV PIC27 T32 S14/S19
XXXV CAN15 S14/s14
XXXVI AZU24 S7/S16
XXXV AZU9 PIC28 S17/S17
XXXV H16 S1/518
XXXIX H23 S12/S18
XL AZU22 PIC14 S4/S12
XLI CAN12 S4/S21
XLII PIC13 $4/S10
XL IMB7 S4/S14
XLIV T25 S3/s4
XLV CAN10 AZU10 S4/S4
XLVI H8 S4/S5
XLl PIC15 IMB9 $4/S8
XLV C191MB16 S6/S17
XLIX AZU13 CAN13 S6/S6
L Ci5C2 S6/S9
LI H7 S7/s17
LIl IMB14 S8/S19
LI IMB22 IMB24 S8/S21
LIV C13 S1/S8
LV CAN2 S8/S10
LVI PIC33 S8/S8
LVII H14 S8/S9
LVilI AZU11 S9/519
LIX H22 S9/S14
LX CANZ25 S9/S17
LXI H12 S5/S9
LXII Cc14 S7/S9
LXI1I AZU8 S3/S10/S12

25



26

4. DISCUSION
4.1. Nivel de diversidad del gen de la S-RNasa en el capuli

La identificacion de alelos del Locus S para el atlas alélico nos permite ir generando
conocimiento del nivel de diversidad del germoplasma de Prunus serotina subsp. capuli nativo
de la Sierra ecuatoriana a partir de una caracteristica fisioldgica importante como la
autoincompatibilidad. En nuestro pais, al igual que al resto de la region Andina, el capuli fue
introducido a partir de Norte América que es el lugar de origen de esta especie (Popenoe, 1990).
Es importante entender que el centro de origen es un determinante en temas de diversidad al
analizar una especie ya que de este parte la diversidad que se puede dar cuando existe migracion
de la especie a otros lugares. En un estudio en el que se analizé la diversidad genética del capuli
por medio del marcador SSR se reporta la posibilidad de que en el Ecuador el capuli fue
introducido con un pool limitado de la diversidad que existe en su lugar de origen que es Norte
América (Guadalupe et al., 2015). Sin embargo, la diversidad alélica alta que se presenta a
nivel del Locus S podria estar indicando que, a pesar de que se sugirié en ese estudio una
diversidad moderada, esta puede ser mucho mayor a lo que se pensaba en el pais y posiblemente
en la regién Andina como tal.

En el caso del presente estudio de P. serotina subsp. capuli en 88 muestras se identificd
24 alelos por medio del marcador CAPS con una relacion en proporcion del nimero de alelos
por numero de muestras analizadas de 0.27. En otros estudios que presentan la misma
informacion pero que en su mayoria usan la PCR o el secuenciamiento para determinar alelos
se dan proporciones de 0.40, 0.31 y 0.15 en diferentes especies, pero dentro del género Prunus
(Herrera et al., 2018). (Abdallah et al., 2019). (Kato & Mukai, 2004).

Como se puede ver con el resto de los estudios, previamente mencionados, a pesar de
no ser de la misma especie son estudios de diversidad alélica del gen de la S-RNasa. EI namero

de alelos que se encuentra en relacion al nimero de muestras que se analizé es alto y sugiere
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que, tanto en el capuli como en otras especies, se tiene una alta diversidad alélica en el gen de
la S-RNasa que esté involucrado con la autoincompatibilidad. Esto ademas esta respaldado por
el hecho de que como tal el gen es considerado polimorfico y descrito como multi-alélico por
lo que el encontrar un gran namero de alelos en el presente estudio es algo esperado a pesar de
que la especie no es originaria de Ecuador. (Boskovic, Sargent & Tobutt, 2009).

Este alto nimero de alelos en un lugar que no es el punto de origen de una especie puede
sugerir que en el momento en el que la especie fue introducida en la regién Andina se trajo una
alta diversidad de individuos o también dicha diversidad puede estar dada por una tasa de
mutacion alta

En un estudio se determind la tasa de mutacion de genes relacionados con la
autoincompatibilidad en base al namero de individuos en la poblacién y el nimero de alelos ya
existentes. Lo que llegan a determinar es que como tal se tiene una alta tasa de mutacién para
genes de este tipo debido a su funcion (Wright, 1939; De Nettancourt, 2001). Las mutaciones
permiten que se den nuevos alelos lo que aumenta la diversidad del gen y este es un punto
importante ya que el sistema de autoincompatibilidad depende de la diversidad alélica. Si se
tiene una diversidad muy baja de alelos, el sistema va a tener un efecto restrictivo en la
reproduccion de la planta impidiendo que esta se reproduzca y causando posiblemente un
efecto negativo. Pero por otro lado si la diversidad alélica es muy alta lo que se genera es una
compatibilidad general y como tal el sistema no estaria impidiendo la endogamia que es su
objetivo como barrera de reproduccion precigoética (McClure et al., 2011). Por ello se puede
ver a la diversidad alélica del gen de la S-RNasa como un factor que debe mantener un
equilibrio para que el sistema funcione adecuadamente.

Por otra parte, existen limitaciones en cuanto al marcador molecular CAPS usado en el
estudio. Una es el no poder determinar ciertas caracteristicas como el nimero y composicion

alélica, en el caso de aplicarse en organismos tetraploides como el capuli, asi como el estar
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sujeto al proceso de estandarizacion para la identificacion de nuevos alelos. También presenta
una baja sensibilidad a maltiples SNPs. ya que las enzimas tienen sitios de reconocimiento que
constan de un nimero de entre 4 a 13 nucleétidos (Grimont y Grimont, 2001). Cuando se da
un cambio de una 0 mas bases nitrogenadas el sitio de restriccion se pierde y la enzima no hace
la digestion lo que cambia el patron de bandas, pero no se detecta los cambios multiples que se
pueden estar dando en una misma secuencia que pertenece a un sitio de reconocimiento
(Konieczny & Ausubel, 1993).

A pesar de esto el marcador CAPS es Util debido a que presenta algunas ventajas al ser
un marcador dominante que permite identificar si una muestra es homocigota o heterocigota.
En términos generales la obtencion de informacion requiere un manejo de menor complejidad
(una vez que se encuentra estandarizado) comparado con otras técnicas como el
secuenciamiento (Filatov, 2005). En relacién al capuli, el marcador CAPS permitié encontrar
multiples alelos cuando no se poseian otras herramientas ya que el intrén | no fue eficiente y
en general el secuenciamiento presenta una alta complejidad de anélisis, ademas es laborioso
Yy COst0sO0.

4.2. Lavariabilidad alélica esta distribuida homogéneamente en la Sierra ecuatoriana

Las muestras usadas en el presente estudio fueron seleccionadas de una coleccion
previamente obtenida. En términos de distribucion geografica es importante recordar el
aislamiento que se puede dar de individuos o grupos en términos fisicos. En nuestro pais existen
barreras geograficas de grandes proporciones como lo son las montafias. En el caso de la
distribucion que se ve la Figura 4 esta no se encuentra influenciada por barreras representativas
que podrian estar causando un aislamiento o influenciar en la reproduccion del capuli. EI Gnico
factor que se tiene es la distancia y esto es debido a que se muestreo a lo largo de la Sierra
ecuatoriana y principal en lugares de libre y facil acceso como las cercanias a carreteras.

Analizando los valores altitudinales de la Sierra ecuatoriana y las zonas de muestreo que
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corresponde a los bordes de carreteras se evidencia que no puede resaltar una variacion
relevante en el relieve de la zona muestreada que pueda estar afectando la distribucion de la
planta en relacién al gen en estudio. Estos cambios pueden ser representativos en términos de
cambios en el ambiente como temperatura y tipos de suelo lo cual podria tener una incidencia
en el crecimiento del capuli pero que no se ve relacionado con el sistema de
autoincompatibilidad. Se puede evidenciar una distribucion dispersa de los alelos de manera
general, pero en especial de los mas abundantes S10, S17, S4, S12 Y S20. (Barraclough, 2019).
En el caso del alelo S20 que se presenta en la Figura 4 con el color naranja se puede ver una
aparente disminucion de la abundancia de dicho alelo al dirigirse a la parte sur de la Sierra,
pero se encuentra presente tanto en la provincia tope del norte como la del sur. Al ser muestras
de zonas cercanas a carretera no se puede determinar que un patron de distribucion se esté
dando de forma natural ya que puede tener incidencia de factores antropogeénicos.

La distribucion que se ve a nivel de alelos podria estar relacionada con la funcion del
gen. Puede que no se esté dando la concentracién de un alelo en un lugar determinado, pero si
una dispersion. Esto podria pasar si el polen de un individuo llega a una nueva locacion. En ese
caso se daria una ventaja a nivel de reproduccion si dicho polen no comparte ningun alelo con
los individuos de la nueva locacion, ya que el mismo no presentaria el impedimento de
autoincompatibilidad. Al igual que una barrera fisica como una montafia puede tener una
incidencia en la reproduccion de una especie, la auto incompatibilidad representa una barrera
reproductiva (Barraclough, 2019). Esta informacion sin embargo debe ser investigada mas
afondo pues lo que se tiene es un primer vistazo a lo que podria estar pasando. Como se presenta
en el articulo de Kato et al. (2007): “La relacion genética en el locus S entre las poblaciones
también dio un patrén de "aislamiento por distancia"”. Sin embargo, no se puede concluir nada

a partir solo de esta informacion la cual unicamente permite observar como se distribuyen los
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alelos de manera general y se necesitaria de estudios mas profundos para poder relacionar
realmente a la funcion del gen.
4.3. El andlisis de diversidad alélica proporciona una nueva perspectiva sobre el
sistema de autoincompatibilidad.

Como se puede observar en la Tabla 1 existe una alta variedad de genotipos (un alto
nimero de grupos) y ademas 42 de los 63 grupos estan formados por una sola muestra.
Asimismo, no se presentan mas de 4 muestras en un mismo grupo. Esto sugiere que en términos
generales la mayoria de las muestras son compatibles y pueden dar cruces viables lo cual
cambiar la perspectiva que se tenia sobre el sistema de autoincompatibilidad en el capuli. En
un principio se genero el atlas alélico organizado en grupos de incompatibilidad ya que se
consideraba que podria ser usado para programas de cruzamiento y de cultivo con fines
comerciales o con una finalidad de conservacién (Wiersma et al., 2001). No obstante, en la
Tabla 1 se puede observar que la diversidad de grupos de incompatibilidad que presentan las
88 muestras puede sugerir que la incompatibilidad no representa una barrera para el
entrecruzamiento y por ende no seria un desafié el producir cruces viables para la generacién
de huertos productivos. Una de las razones por la cuales se puede dar un gran nimero de
genotipos es la alta diversidad alélica que se encontrd. Desde un punto mas especifico la
funcionalidad del gen se ve involucrado en este comportamiento de los alelos y como tal de los
genotipos y es una presion selectiva que se la define dentro de los sistemas de
autoincompatibilidad. Dicha presion promueve la diversidad alelica ya que de no haber estéa el
sistema podria dar lugar a un bloqueo de la reproduccion de la especie y como tal impedir la
proliferacion de esta, por lo que ejerce una presion que permite que nuevos alelos sean exitosos
reproductivamente (Kao & Huang, 1994).

En el caso de Prunus esta presion se creia estaba dandose en mayor grado que en otros

géneros que poseen el sistema de autoincompatibilidad ya que como se presentd en la
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introduccién el mecanismo de reconocimiento es mas estricto (Matsumoto & Tao, 2016). No
obstante, a partir de la informacion de diversidad del Locus S se ve que el sistema de
autoincompatibilidad en el capuli puede ser diferente a lo que se pensaba. (Cachi et al., 2017).

El capuli a pesar de ser tetraploide en las 88 muestras nunca presento 4 alelos diferentes
y solo se encontr6 1 individuo que presentaba 3 alelos diferentes. Esto puede estar dado por un
comportamiento citogenético comun en tetraploides de origen autotetraploide, en el cual los
cromosomas son heredados como en un organismo diploide (Mastenbroek, Dewet & Lu, 1982;
Stift et al., 2008). Esto es lo que puede estar ocurriendo en el capuli y que difiere de lo que se
encontrd en el estudio de Guadalupe et al. en el cual si se reporta marcadores SSR que sugieren
un comportamiento tetraploide normal. Que el capuli se comporte como diploide quiere decir
que, al generar gametos, estos poseen dos alelos pero que son los mismo por una posible
cosegregacion de cromosomas diploide (Mastenbroek, Dewet & Lu, 1982; Stift et al., 2008).
Esta diferencia cambia la manera en la que el sistema de autoincompatibilidad funciona y la
idea que se tenia de una variante mas estricta de reconocimiento en Prunus dedo este tipo de

comportamiento cromosémico.

Por otra parte, encontrar un solo individuo triploide ya se ha reportado previamente por
De Cuyper et al. en 2005 en un estudio de Prunus avium que presenta también una sola muestra
triploide en 65 accesiones estudiadas las cuales de igual manera se comportan como diploides
a pesar de ser tetraploide. En dicho estudio se establece que este individuo triploide produce
semillas débiles ya que se generard aneuploidia por lo que se deberia tomar en cuenta a la
muestra AZU8 para generar cruzas. En otro estudio similar de 145 individuos de Prunus
lannesiana var. speciosa se encontr igual un solo individuo que presentd un genotipo triploide

(Kato & Mukai, 2004). Esto sugiere en conjunto que es comun que se de individuos triploides,
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pero con una frecuencia muy baja y que puede estar asociado a una division de cromosomas

no normal en dichas especies.

Durante la identificacion de alelos ademas se encontraron un 19% de genotipos
homocigotos, lo cual no era esperado, sin embargo, la mayor parte de muestras fueron
heterocigotos. El Locus S estudiado es parte de un sistema de autoincompatibilidad (Al). Este
sistema Al en Prunus se presume funciona a nivel gametofitico al bloquear o interrumpir la
formacion del tubo polinico e interferir asi con el proceso de fertilizacion cuando los gametos
identifican por medios moleculares que las plantas estdn genéticamente relacionadas y
comparten alelos del Locus S. Esta es la razon por la cual el hallazgo de genotipos homocigotos
parece poco probable, teniendo en cuenta que la base del mecanismo Al es evitar la fertilizacion

de plantas que comparten un mismo alelo y por tanto evitar la endogamia (Hauck et al., 2005).

Una primera hip6tesis que podria explicar estos genotipos es la pérdida de
funcionalidad del sistema, ya sea del gen S-RNasa o del gen SFB (Tao et al., 2006). La
literatura muestra que ciertos cambios genéticos pueden hacer que el sistema Al no sea
funcional. "En comparacion con sus alelos wild type, S 6m2-RNase tiene una delecion de 1 pb,
S 13m-RNase tiene una delecién de 23 pb y SFB 13' tiene una sustitucion de 1 pb que conduce
a codones de parada prematuros™ (Tsukamoto et al., 2006). Es por ello por lo que en estos
estudios se reporta alelos con nomenclatura diferente cuando han perdido funcionalidad y se
convierten en alelos compatibles. Esto no es posible identificar con los marcadores CAPS
usados para el presente estudio (Sonneveld et al., 2004). Estos individuos compatibles
presentan 13 alelos de los 24 encontrados los cuales también se encuentran en individuos
heterocigotos y que en el estudio de Baquero (2018) se evidencié presentaron incompatibilidad.
Esto contribuye con la hipotesis de perdida de funcionalidad ya que estos alelos se han

evidenciado son funcionales.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio de andlisis de diversidad alélica del capuli promociona informacién
a nivel del Locus Sy a su vez permite comprender otros aspectos a nivel genético de la especie
y contrastar con la informacion y comprension que se tenia de esta. La diversidad alélica
encontrada fue alta al igual que el numero de genotipos, 0 en otras palabras grupos de
incompatibilidad, lo que quiere decir que en su gran mayoria las muestras analizadas son
compatibles. Esto apunta a que el sistema de autoincompatibilidad en estas muestras no
representa una barrera o desafio como se pensaba, si se quisiera realizar cruzas viables para

programas de cultivos productivos.

Otro hallazgo importante del estudio es el comportamiento diploide que tiene el capuli,
en cuanto al gen de la S-RNasa, a pesar de ser una especie tetraploide lo que podria sugerir un
origen autotetraploide ya que en este es comun dicho comportamiento. Ademas, si existe un
tipo de segregacion a nivel cromosémico de los alelos, que puede explicar el comportamiento
diploide, este cambiaria la perspectiva que se tenia del sistema de reconocimiento en Prunus

el cual se consideraba exigente.

Se pudo evidenciar igualmente que el sistema de autoincompatibilidad no es infalible
en la naturaleza y esto se pudo evidenciarse con la presencia de 17 (19%) individuos
homocigotos en las 88 muestras analizadas lo cual puede estar explicado por una pérdida de

funcionalidad, pero se necesita realizar mas investigacion en relacion a dicho tema.

Finalmente, un analisis interesante que se podria realizar con la informacion obtenida
en un futuro estudio es la comparacion de diversidad alélica de la S-RNasa y la diversidad
genetica determinada por marcadores SSR lo que puede aportar con informacion sobre el
funcionamiento del sistema al analizar si estas tienen relacion y si realmente la

autoincompatibilidad tiene un impacto a nivel de diversidad genetica.
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ANEXO A: TABLA DE NOMENCLATURA DE ALELOS REPORTADOS

POR CORREA (2018)

ID Muestra Patron Alelo
HO025A PJN S1
H025B FCE S17

Azu015A NOO S18
Azu015B Determinado por secuencia* S2
Pic002A oLl S4
Pic002B BEJ S3
Pic019A oLl S4
Pic019B FCA S15
Car007A DFC S5
Car007B FCE S17
Imb011A LHQ S8
Imb011B CIE S6
Car011A EGL S7
Car011B Determinado por secuencia* S11
Can009A LHQ S8
Can009B KNJ S10
Car005A JFF S12
Car005B FCA S15
HO14A LHQ S8
H014B IMK S9
Can022A oLl S4
Can022B KNJ S10
Can011A oLl S4
Can011B IMK S9
Car003A MKG S16
Car003B GBM S14
Pic023A LHQ S8
Pic023B HCP S13
Car012A GBM S14
Car012B FCA S15
Pic014A oLl S4
Pic014B FCA S15
CAN24 KNJ S10

Cada alelo con su respectivo patron de bandas en codigo de letras y la muestra a la que
pertenece. En el caso de tener una A o B al final de la ID de las muestras esto indica que la
muestra posee dos bandas en amplificacion, siendo A la banda de mayor tamafio a la de B.

*En el caso del alelo S2 y S11, estos fueron determinados solo por secuenciamiento por

Correa y no se tiene informacion de patron de bandas para CAPS.
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ANEXO B: EJEMPLO DE INCONCISTENCIA DE TAMANOS DE BANDA
EN PATRONES CAPS Y DE BANDA DE AMPLIFICACION.

4
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ANEXO C: PORCENTAJE DE INDIVIDUOS QUE PRESENTAN CADA

ALELO

Alelo

Porcentaje de
Individuos

S1

6%

S3

1%

S4

8%

S5

3%

S6

5%

S7

5%

S8

5%

S9

5%

S10

11%

S12

8%

S13

3%

S14

5%

S15

2%

S16

1%

S17

9%

S18

1%

S19

6%

S20

7%

S21

2%

S22

2%

S23

1%

S24

1%

S25

2%

S26

1%
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