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Resumen

El mortito (Vaccinium floribundum Kunth.) es un arbusto silvestre, endémico de la
region andina, que se distribuye en los ecosistemas de altura de Venezuela hasta Bolivia. En
Ecuador, se encuentra en los paramos, y es principalmente reconocido por sus frutos
comestibles en forma de baya, de alto valor cultural. Estos presentan un alto contenido de
compuestos bioactivos como polifenoles y antocianinas que estdn asociados a diferentes
propiedades terapéuticas. Hasta el momento, la especie no ha podido ser domesticada y el
ecosistema en el que habita se ve afectado por actividades antropogénicas. Se ha reportado que
la fragmentacion de los paramos de la region andina afecta directamente a la diversidad de las
especies, por lo que el mortifio podria estar en una situacion de vulnerabilidad. Los estudios de
la diversidad genética de esta especie se han limitado a tres provincias en el norte de la sierra
ecuatoriana. Con el fin de tener una mejor compresion del estado de la especie, este estudio
tuvo como objetivo analizar la diversidad genética y estructura poblacional del mortifio en las
diez provincias de la sierra ecuatoriana mediante el uso de diecisésis marcadores microsatélites
homologos. Se identifico un total de 179 alelos, con un promedio de 11.2 alelos por locus. La
heterocigosidad esperada global de 0.73 reveld una diversidad genética moderadamente alta
para el mortifio en Ecuador. El andlisis de variacion molecular demostré que el 70% de la
variabilidad genética se encontrd dentro de las poblaciones, y el 30% entre las poblaciones.
Por otro lado, se identificé una estructura poblacional definida por cuatro clusters genéticos,
mediante andlisis de agrupamientos multivariados e inferencia bayesiana. El primero
compuesto por individuos del norte de la region (desde Carchi hasta Cotopaxi), el segundo por
individuos del centro (desde Cotopaxi hasta Chimborazo), y el tercero por individuos del sur
(Cadiar y Loja). El cuarto agrup6é de manera independiente a los individuos de Quilotoa en
Cotopaxi, y de Azuay. Este ultimo cluster presentd un flujo genético bajo con respecto a los
demas clusters. Los patrones de estructura poblacional encontrados podrian explicarse por
algunos hechos histéricos de la region andina como las fluctuaciones climaticas en el
Pleistoceno, o la diferencia entre suelos volcanicos y metamorficos. Por otro lado, el clister de
Quilotoa y Azuay podria explicarse por la posible adaptacion de estos individuos a mayores
altitudes, hipotesis que requiere de mayor analisis para poder sustentarla.

Este estudio es el primero en reportar la diversidad genética y estructura poblacional
del mortifio a lo largo de la sierra ecuatoriana. Los resultados obtenidos pueden ser la base para
el desarrollo de programas de conservacion para un manejo adecuado de este importante
recurso bioldgico, y para la conservacion de los ecosistemas en los que habita.



Abstract

Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth.) is a wild shrub endemic to the Andean region
and is distributed in high altitude ecosystems from Venezuela to Bolivia. In Ecuador, it is found
in tundra-like ecosystems (commonly referred to as paramos) and is mainly recognized for its
edible berry-shaped fruits of high cultural value. These contain a high content of bioactive
compounds such as polyphenols and anthocyanins, which are associated with different
therapeutic properties. Until now the species has not been domesticated, and the ecosystem in
which it is found has been altered by anthropogenic activities. Therefore, mortifio could be in
a situation of vulnerability since it has been reported that the fragmentation of the paramos of
the Andean region is directly affecting the diversity of species. Studies of the genetic diversity
of mortifio are limited to three provinces in northern Ecuadorian Highlands. Thus, in order to
have a better understanding of the status of the species, this study aimed to analyze its genetic
diversity and population structure in the ten provinces of the Ecuadorian Highlands, using
sixteen homologous microsatellite markers. A total of 179 alleles were identified with an
average of 11.2 alleles per locus. The expected global heterozygosity of 0.73 revealed a
moderately high genetic diversity. Analysis of molecular variance showed that 70% of genetic
variability was found within populations, and 30% among populations. On the other hand, a
population structure defined by four genetic clusters was identified, through multivariate
clustering analysis and bayesian inference. The first cluster was composed by individuals from
the north of the region (from Carchi to Cotopaxi), the second by individuals from the center
(from Cotopaxi to Chimborazo), and the third by individuals from the south (Cafar and Loja).
The fourth cluster grouped independently and was composed of individuals from Quilotoa and
Azuay. This last cluster presented a low genetic flow in relation to the other clusters. The
population structure found in this study could be explained by some historical facts of the
Andean region such as climatic fluctuations in the Pleistocene, or the difference between
volcanic and metamorphic soils. The genetic cluster found in the Quilotoa and Azuay
individuals could be explained by the possible adaptation of these individuals to higher
altitudes, a hypothesis that requires further analysis.

This study is the first one that reports the genetic diversity and population structure of
mortifio along the Ecuadorian highlands. The results obtained could be the basis for the
development of conservation programs for the paramos and the mortifio. In this way this project
can contribute to the proper management of this important biological resource.
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1. Introduccion

1.1. Género Vaccinium

1.1.1. Historia, origen y distribucion

Vaccinium es un género de origen antiguo, reportdndose macrofosiles de hojas y restos
de tallos de hace 23 millones de afios, de la Era Terciaria, en el Mioceno (Camp, 1942;
Matthews y Ovenden, 1990). Pertenece a la familia Ericaceae, en la que las especies se
presentan como plantas epifitas, arbustos terrestres y arboles (Lubby et al, 1991). Vaccinium
estd conformado por aproximadamente 450 especies, y se ha reportado como un género
cosmopolita, con un rango natural que se extiende desde los tropicos hasta el artico y abarca
tanto el hemisferio oriental como el occidental (Lyrene, 1988). Es asi como se lo puede
encontrar en toda América, en Asia especificamente en la India, China y Japon, en Madagascar
y finalmente en toda Europa. Del total de las especies descritas de este género, 40% son
originarias del sudeste de Asia, 35% son nativas de América, y el 25% restante provienen de
diferentes partes del mundo (Song y Hancock, 2010). Gran parte de las especies habitan en los
tropicos, donde la mayoria crece en laderas abiertas de las montafias y en los paramos (Lubby
etal, 1991). En el Neotropico, la riqueza total de especies de Vaccinium se incrementa a medida
que se acerca a la linea ecuatorial, siendo los Andes del sur de América la region con el mayor
nimero y diversidad de especies del género (Luteyn, 2002).

En América, los frutos comestibles de las especies silvestres de Vaccinium han sido
recolectados por miles de afios por pueblos indigenas como fuente de alimento (Hummer, 2013;
Luby et al, 1991). Dicha practica fue heredada posteriormente por los inmigrantes europeos en
el norte de América. Los mismos, establecieron los primeros cultivos de las especies V.
corymbosum y V. ashei en el siglo XIX (Hancock et al, 2008). Los frutos eran extraidos de la

naturaleza, y las semillas eran sembradas en campos localizados en Florida. Se escogia esta
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zona por sus Optimas condiciones climdticas y nivel de acidez del suelo. Por otro lado, también
se exportaron frutos y semillas a Inglaterra para el establecimiento de cultivos. Una vez que se
logrd tener una produccion estable de frutos y semillas, estos fueron distribuidos al resto de los
continentes (Moerman, 1998). En la actualidad, ain se conservan practicas de recoleccion de
frutos silvestres en Norteamérica con V. ovalifolium y V. vitis-idaea; Suramérica con V.
floribundum y V. meridionale; y Europa con V. Myrtillus (Hancock et al, 2008; Nestby et al,
2011). Sin embargo, multiples especies del género que presentan alto valor comercial por la
calidad de sus frutos ya han sido domesticadas. Estas especies domesticadas son las que se
cultivan mayormente en el norte de América y Europa (Brazelton, 2013; Song y Hancock,
2010).

1.1.2. Taxonomia del Género

El género Vaccinium se encuentra dentro del grupo de las angiospermas, y se compone
principalmente de arbustos perennes. A nivel taxonémico, pertenece a la clase Magnoliopsida,
dentro del orden Ericales, siendo uno de los géneros con mayor nimero de especies dentro de
la familia Ericaceae (Galamb, 2004; Pedraza y Luteyn, 2011). Si bien Sleumer (1941) dividié
el género en 33 secciones basandose en filogenética morfologica, debido al alto nimero de
especies, la composicion por secciones y las relaciones evolutivas han sido objeto de debate
(Powell y Kron, 2002). Los anélisis cladisticos moleculares han sugerido que es un género
polifilético, dividido en dos subgéneros principales, Vacciniumy Oxycoccus (Kron et al, 2002).

El subgénero Vaccinium esta compuesto por especies como V. angustifolium, V. vitis-
idaea, V. meridionale, V. floribundum, entre otras. Las especies dentro de este subgénero se
caracterizan por presentar tallos aéreos lefiosos y gruesos. Por otro lado, el subgénero
Oxycoccus presenta especies como V. macrocarpon'y V. oxycoccus, conocidas también como
arandanos rojos (“‘cranberries”), que presentan tallos lefiosos rastreros y delgados (Jacquemart,

1998; Wilbur y Luteyn, 2008).
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1.1.3. Importancia Economica

En general, los frutos de diferentes especies de Vaccinium son percibidos como un
alimento que promueve la salud, por su gran cantidad de compuestos bioactivos y propiedades
antioxidantes (Howell, 2008). Las especies de mayor importancia comercial se encuentran
dentro de las secciones Oxycoccus, Cyanococcus, Vitis-Idaea, Myrtillus y Vaccinium. Por
ejemplo, V. corymbosum es altamente valorada por la maduracién temprana de sus frutos, V.
angustifolium por su tolerancia a heladas, V. macrocarpon por su alto contenido de
antioxidantes, y V. vitis-idaea por su alto contenido de acidos organicos (Song y Hancock,
2010). Entre las especies del género, V. corymbosum (“highbush blueberry”) fue la primera en
ser domesticada, es una de las mas cultivadas y ha sido catalogada como la especie progenitora
de la mayoria de las variedades cultivadas comercialmente (Brazelton y Strik, 2007; Hancock
et al, 2008). La produccion mundial total de esta especie supera las 650 millones de toneladas
al afio, con més de 65000 ha plantadas en Norteamérica, 23000 ha en Suramérica, 27000 ha en
Asia y 16000 ha en Europa (Retamales y Hancock, 2018). Estados Unidos es el mayor
productor e importador a nivel mundial con mas de 240000 toneladas de frutos producidos
anualmente (Brazelton y Young, 2017).

1.2. Especie Vaccinium floribundum Kunth. Mortiiio

1.2.1. Generalidades y Distribucion

Vaccinium floribundum Kunth., comunmente conocido como mortifio, se caracteriza
por ser un arbusto a subarbusto terrestre de 0.2 a 1.2 metros de alto. Las hojas son
principalmente ovaladas-lanceoladas, coriaceas, dentadas; y presentan una coloracion rosada
cuando son jovenes (Luteyn, 1996). La especie posee un tipo de inflorescencia axilar en
racimo, compuesta de 6 a 10 flores tubulares de color parpura y rosado. Las flores estan
orientadas en un mismo sentido, facilitando asi su contacto con los polinizadores. El mortifio

es reconocido por su fruto en forma de baya, de un color negro azulado tras su maduracion.
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Cada fruto presenta entre 45 a 60 semillas, de las cuales un gran porcentaje no alcanza un
desarrollo completo (Chaparro y Becerra, 1999; Luteyn, 1996). Al igual que otras especies del
mismo género, presenta una reproduccion sexual por polinizacidon cruzada y mayormente por
autopolinizacion. Por otro lado, también presenta una reproduccion asexual a través de
estructuras lefiosas, ubicadas en la zona de transicion de raices y brotes, que contienen yemas
latentes de las cuales pueden brotar nuevos tallos (Luteyn, 2002).

El mortifio se encuentra en el sur de América, distribuido en los ecosistemas de altura
de Venezuela, Colombia, Ecuador, Peri y Bolivia; en los bosques de neblina montanos,
subparamos, matorrales, pastizales en los paramos, y en bosques en transicion (Luby et al,
1991). En Ecuador se encuentra distribuido en los paramos de la sierra, desde Carchi en el norte
hasta Loja en el sur. Se ha reportado que crece entre los 1600 a 4200 msnm, en un rango de
temperatura de 7 a 18°C. Sin embargo, soporta temperaturas de hasta 3°C que pueden
presentarse en el superparamo (Luteyn, 2002).

1.2.2. Usos y Propiedades

El mortifio es principalmente utilizado como un alimento funcional debido a que su
fruto es comestible y presenta un alto contenido de compuestos bioactivos como polifenoles,
antioxidantes, antocianinas y flavonoides (Llivisaca et al, 2018; Schreckinger et al, 2010;
Vasco et al, 2009). El fruto generalmente es empleado para la elaboracion de bebidas, helados,
mermeladas, vinos y harinas (Moreta, 2016; Ortiz et al, 2013). Sin embargo, a pesar de ser
utilizado principalmente por su sabor, los compuestos bioactivos presentes tanto en el fruto
como en las hojas de la planta presentan un gran potencial etnobotanico. Diferentes estudios
han reportado maultiples propiedades medicinales, principalmente como antioxidante,
antiinflamatorio, antitumoral y antidiabético (Abreu et al, 2014; Alarcén et al, 2018; Lila, 2011;

Llivisaca et al, 2018; Prencipe et al, 2014; Schreckinger et al, 2012). También, se han realizado
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estudios respecto al efecto de sus antocianinas en la obesidad, reportdndose que inhibe hasta
en un 38% la acumulacion lipidica en adipocitos (Schreckinger et al, 2010).

A la especie también se le atribuye un uso potencialmente ambiental y ecolégico. En
las comunidades se la utiliza para la recuperacion de sitios quemados y paramos deforestados.
Esto se debe a su alta capacidad de regeneracion a partir de sus raices y estructuras lefiosas (De
la Torre et al, 2008; Ramsay y Oxley, 1996). Por otro lado, el mortifio se ha identificado como
una fuente potencial de genes de resistencia a heladas, dado las condiciones climaticas en las
que se desarrolla (Ballington et al, 1993).

1.2.3. Situacion Actual en Ecuador

En Ecuador, el mortifio es principalmente utilizado para la elaboracion de la bebida
tradicional del Dia de los Difuntos, conocida como colada morada (Coba et al, 2012). Sin
embargo, existen comunidades que han incursionado mas alla en el uso de sus frutos, como en
la parroquia de Sigchos, que es reconocida por la elaboracion del vino de mortifio (MAGAP,
2016). Es una especie netamente silvestre, por lo que sus frutos se recolectan directamente de
los paramos. Hasta la actualidad, la especie no ha sido domesticada ni cultivada, y se ha
reportado que su propagacion es problemadtica, siendo una de las razones la baja tasa de
germinacion de las semillas (Cobo et al, 2018; Chaparro y Becerra, 1999).

1.3. Afectacion de la biodiversidad por la fragmentacion de los paramos en la region
Andina

Los paramos de la region Andina son considerados un centro importante de diversidad
y endemismo de especies. Sin embargo, en las ultimas décadas se han encontrado bajo la
presion de actividades humanas como la quema antropogénica y el pastoreo, causando una
pérdida de habitat generalizada y fragmentacion (Astudillo et al, 2019). La fragmentacién esta
asociada a la generacion de parches de menor tamafio que admiten una menor diversidad y

proveen un alto grado de aislamiento (Arellano y Rangel, 2010; Sala et al, 2000). Se ha
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reportado que en la region Andina, la fragmentacion de los paramos se estd produciendo a un
ritmo tal que, hoy en dia, un gran porcentaje de las especies se encuentran bajo amenaza de
desaparicion (Armenteras, 2003).

Segun la Lista Roja de la UICN diferentes especies del género Vaccinium, como V.
whimorei, V. cylandraceum y V. secundiflorum se encuentran amenazadas por la fragmentacion
de sus ecosistemas (Maiz-Tome, 2016). En tal caso, dado a la creciente fragmentacion de los
paramos de la region Andina, el mortifio (V. floribundum) podria encontrarse como una especie
bajo amenaza.

1.4. Diversidad Genética

La diversidad genética es la cantidad de variabilidad genética presente entre individuos
de una poblacion, y entre poblaciones, siendo la principal fuente de la biodiversidad (Bhargava
y Carmona, 2012). Existen diferentes medidas para cuantificar la magnitud de la variabilidad
genética dentro de una poblacion, como el nimero de alelos por locus, el nimero de genotipos
por poblacion, variantes dentro de una secuencia nucleotidica, variabilidad de caracteristicas
fenotipicas entre individuos por diferencias genéticas, entre otras (Hughes et al, 2008).

La diversidad genética es importante para el mantenimiento de la viabilidad y el
potencial evolutivo o adaptativo de las poblaciones y especies (Frankham, 1995; Futuyma,
1986). Por tal razdn, su estudio permite obtener informacion sobre el estado de una poblacion
dentro de un ecosistema especifico. Por ejemplo, una poblacién con mayor diversidad genética
tiene mayor probabilidad de adaptarse a diversas condiciones ambientales, enfermedades,
competidores, entre otros (Hughes et al, 2008). En contraste, una poblaciéon con menor
diversidad genética se asocia a una menor probabilidad de supervivencia ante perturbaciones
del medio ambiente, y por ende puede utilizarse como un indicador de la vulnerabilidad de una

especie en un ecosistema especifico (Bellard et al, 2012).
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Por otro lado, la caracterizacion de la diversidad genética de una especie o poblacion
también es de gran interés en otros campos como en la agronomia. Por ejemplo, al conocerse
las variaciones genotipicas relacionadas a caracteristicas fenotipicas de interés, es posible
desarrollar programas de seleccion asistida y mejoramiento genético (Hughes et al, 2008;
Moose y Mumm, 2008).

1.5. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN o loci genéticos que varian entre
individuos de una misma poblacién o especie. Estos loci pueden rastrearse y cuantificarse para
determinar distintos genotipos en base al nivel de variacidon genética generada por mutaciones
o alteraciones en las secuencias (Haq et al, 2016; Semagn y Ndjiondjop, 2006). Esto permite
la identificacion de genes de interés, asi como la determinacion de la diversidad genética de
una poblacion en base a los polimorfismos encontrados (Duran et al, 2009).

Los marcadores moleculares deben presentar ciertas caracteristicas para ser empleados
en analisis genéticos, como un alto nivel de polimorfismo, alta frecuencia de ocurrencia en el
genoma, y facil deteccion (Idrees e Irshad, 2014; Kumar et al, 2009). Por otro lado, deben ser
codominantes y no epistaticos, permitiendo diferenciar entre individuos homocigotos y
heterocigotos y evitando interacciones inter e intra locus (De Vienne, 2003; Holderegger et al,
2006).

Los polimorfismos en una secuencia pueden detectarse a través de diferentes técnicas,
por lo que los marcadores se clasifican en: (i) marcadores basados en hibridaciéon como los
RFLP, (ii) en la amplificacion de secuencias de ADN mediante PCR como los SSR, y (iii) en
la secuenciacion de productos de amplificacion o genomas completos, como los SNPs (Haq et
al, 2018; Kalia et al, 2011). Los primeros se basan en la hibridacion de fragmentos de ADN
digeridos por endonucleasas de restriccion, a una sonda marcada; los polimorfismos se detectan

a través de diferentes patrones de banda generados por mutaciones en los sitios de restriccion
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(Idrees e Irshad, 2014). Los marcadores basados en PCR utilizan cebadores que pueden
disefiarse sobre la base de secuencias arbitrarias o secuencias especificas que flanquean el
segmento de ADN que necesita ser amplificado. En este caso, los polimorfismos se detectan
por patrones de banda generados al amplificar secuencias arbitrarias, o por la variacion en las
longitudes de las secuencias de loci amplificados (Gupta et al, 2002). Finalmente, los
marcadores basados en secuenciacion permiten detectar mutaciones en la secuencia,
directamente asociadas a los polimorfismos encontrados (Haq et al, 2016).

1.5.1. Microsatélites

Los microsatélites son loci no codificantes constituidos por secuencias de 1 a 9 pares
de bases repetidas en tdndem a lo largo del genoma, que presentan una alta tasa de mutacion
por errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante el proceso de replicacion
(Karp, 2013). Debido a que el nimero de repeticiones varia dentro de una poblacion, los
microsatélites se han utilizado como marcadores moleculares para determinar los diferentes
genotipos dentro de una poblacion, y analizar las relaciones entre diferentes poblaciones (Haq
et al, 2016). La variacion del nimero de repeticiones se asocia a la obtencion de diferentes
tamafios de loci microsatélites en diferentes genotipos. Cada secuencia que se repite es un
motivo, y el nivel de polimorfismo se puede analizar a través del tamafo de los alelos que varia
en base a la eliminaciéon o adicion de motivos en la secuencia por deslizamiento de la
polimerasa en la replicacion (Vieira et al, 2016).

Entre los diferentes marcadores, los microsatélites han adquirido una importancia
considerable en los analisis de la diversidad genética de especies vegetales. Son marcadores
hipervariables, de naturaleza multialélica, herencia codominante, abundantes en el genoma, de
alta reproducibilidad, y alta capacidad de automatizacion (Kalia et al, 2011). También,
presentan estados alélicos neutros, que significa que no se ven afectados por la seleccion

natural ni efectos fenotipicos (Hughes et al, 2008). Ademds, son marcadores de facil
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identificacion mediante PCR, utilizando cebadores disefiados en base a las secuencias que
flanquean los loci microsatélites; seguido de una electroforesis en gel desnaturalizante, o
electroforesis capilar, que permite separar los alelos y determinar su tamafo (Sittheret et al,
2014).

1.5.2. Aplicaciones de los Microsatélites

La identificacion y caracterizacion de microsatélites permite analizar la diversidad
genética de poblaciones naturales. Esto a su vez ayuda a establecer estrategias de conservacion,
domesticacion, bancos de germoplasma, y programas de mejoramiento genético (Barcaccia,
2010). En plantas, son los marcadores preferidos debido a su naturaleza hipervariable y su
extensa cobertura gendmica. Se utilizan para el analisis de relaciones genéticas y evolutivas
entre poblaciones, el mapeo y marcaje de genes o loci de rasgos cuantitativos (QTL) para
caracteres agronomicos de interés, retrocruce asistido por marcadores en programas de
reproduccion, e identificacion de género (Altukhov, 1995; Kalia et al, 2011).

Los marcadores microsatélites permiten analizar el estado de una especie dentro de un
ecosistema, a través del estudio de la estructura de poblaciones, asi como relaciones
taxonémicas y filogenéticas (Arif et al, 2011). Por otro lado, también son ttiles para analizar
el flujo génico entre individuos de una misma poblacién y entre poblaciones (Young, 1996).

Es asi como estos marcadores han sido utilizados para determinar el grado de diversidad
genética y estructura poblacional del mortifio. En el estudio realizado por Cobo et al (2016) se
seleccionaron 11 marcadores microsatélites heterologos de V. corymbosum para determinar la
diversidad genética en tres provincias en el norte de la sierra ecuatoriana. Se report6 un grado
moderado de diversidad genética (He=0.49) y una estructura poblacional representada en 3
regiones (Cobo et al, 2016). Debido a que el uso de primers heterdlogos pudo no captar la
diversidad genética real de la especie, en el estudio de Argudo (2017) se estandarizaron 14

marcadores microsatélites homologos. En las mismas 3 regiones analizadas por Cobo et al
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(2016), se reportd una diversidad genética moderadamente alta (He=0.63), y no se encontrd
una estructura poblacional definida, pero se observé que los individuos de Quilotoa y Sigchos
se agruparon de forma independiente (Argudo, 2017). Sin embargo, dado que ambos estudios
cubrieron unicamente una parte de la region norte del Ecuador, se sugiri6 extender el rango de
muestreo.

Por tal razon, en este proyecto de investigacion se buscéd caracterizar la diversidad
genética y estructura poblacional del mortifio en las diez provincias de la sierra ecuatoriana,
mediante el uso de los marcadores microsatélites homologos para V. floribundum, disefiados y

estandarizados por Argudo (2017) en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Analizar la diversidad genética y la estructura poblacional del mortifio, a lo largo de las 10

provincias de la sierra ecuatoriana, mediante el uso de 16 marcadores moleculares

microsatélites (SSR) homologos para la especie.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar la diversidad genética y el polimorfismo alélico del mortifio en las 10
provincias de la sierra ecuatoriana, utilizando marcadores microsatélites (SSR)
homologos para V. floribundum.

- Determinar la estructura poblacional del mortifio a lo largo de la sierra ecuatoriana a
través de diferentes métodos estadisticos, con el fin de establecer diferentes
agrupamientos y patrones de distribucion.

- Analizar si la diversidad genética del mortifio en la sierra ecuatoriana se ve afectada

por la fragmentacion de los paramos en la region Andina.
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3. Justificacion

En el Ecuador, el mortifio es una especie de alto valor comercial debido a su fruto
comestible. Este posee un alto contenido de antocianinas y compuestos polifendlicos, siendo
de alto interés para usos medicinales (Abreu et al, 2014). Los frutos se recolectan
principalmente en noviembre para la produccion de la colada morada en el Dia de los Difuntos.
Son recolectados de manera silvestre, directamente de los paramos, y se comercializan en los
mercados locales. Hasta la actualidad, no existen cultivos establecidos de la especie, dado que
su domesticacion y propagacion ha resultado ser problematica (Magnitskiy et al, 2011). Una
de estas razones, es el escaso numero de semillas fértiles producidas por fruto (Chaparro y
Becerra, 1999).

La especie puede considerarse como vulnerable, debido a la fragmentacion de los
paramos de la region andina. La fragmentacion es un resultado de actividades antropogénicas,
como la quema y el pastoreo, para el establecimiento de cultivos de otras especies (Astudillo
et al, 2019; Echeverry y Harper, 2009). La fragmentacion de este habitat podria reducir la
diversidad genética, y afectar la estructura poblacional del mortifio. Se ha reportado que los
parches generan un aislamiento y la reduccion del tamafio de las poblaciones, que podrian
asociarse con posibles cuellos de botella y la reduccion de flujo génico (Young, 1996). Como
se mencion6 anteriormente, una menor diversidad genética se asocia a una menor probabilidad
de adaptarse a perturbaciones del medio ambiente, por lo que la especie quedaria vulnerable
ante cambios en el ecosistema (Bellard et al, 2012).

Por tal razdn, el estudio de la diversidad genética y estructura poblacional de V.
floribundum es til para analizar su estado a lo largo de la sierra ecuatoriana, determinar
patrones de evolucion, comportamientos reproductivos, y modelos de dispersion. Los

resultados obtenidos en este estudio podrian ser la base para el desarrollo de programas de
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conservacion para un manejo adecuado de este importante recurso biologico, y de los
ecosistemas en los que se encuentra. Ademds, con el andlisis de los individuos mas
representativos se podria desarrollar bancos de germoplasma de semillas o tejidos de la especie,
utiles no solo para su conservacion, sino para el establecimiento de programas de mejoramiento

genético, y agricultura sustentable.

4. Area de estudio

El é4rea en este estudio comprende a 10 provincias de la sierra ecuatoriana, desde la
provincia de Carchi en el norte, hasta Loja en el sur. El material vegetal fue recolectado en 27
localidades distribuidas a lo largo de la sierra ecuatoriana, en un rango altitudinal de 2800 a
4200 msnm. La recoleccion se realizo tanto en parques nacionales y areas protegidas, como en
los paramos en general de Carchi en El Angel, San Gabriel y La Cofradia; Imbabura en
Cotacachi, Santa Lucia y Cahuasqui; Pichincha en Lloa, Cayambe y Mojanda; Cotopaxi en el
Parque Nacional Cotopaxi, Quilotoa y Sigchos; Tungurahua en Carihuairazo y Tisandeo;
Bolivar en Cebapamba, Salinas, y Salinas Norte; Chimborazo en Quimiac; Cafiar en San
Miguel, Cerro Abuga y Surimpalti; Azuay en el Parque Nacional Cajas (Toreadora, Cajas y
Cruces); y Loja en Saraguro, el Parque Nacional Podocarpus y Santiago (Figura 1). El muestreo
en las diferentes localidades se realizo tras la obtencion de los respectivos permisos de

coleccion otorgados por el Ministerio del Ambiente (Anexo A).

5. Materiales

5.1. Coleccion de muestras de mortiiio
o Tijeras

e Fundas Ziploc



Marcador permanente
GPS (Garmin eTrex 10 Worldwide Handheld GPS Navigator)
Cooler

Ice packs

5.2. Extraccion de ADN a partir de hojas de mortifio

Hojas de los individuos de V. floribundum muestreados
Morteros y pistilos

Nitrogeno liquido (N2)

Buffer de extraccion CTAB 2X

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

Isopropanol 100% a 4°C (Merck)

Etanol 75%

Buffer TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)
Tubos Eppendorf 1.5 ml

Sorbona (BIOBASE)

Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

5.3. Cuantificacion y dilucion del ADN

ADN extraido de individuos de V. floribundum
NanoDrop 2000 (ThermoScientific)
Buffer TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

Ultra-PureTM Distilled Water (GIBCO)

5.4. Amplificacion de regiones microsatélite SSR mediante PCR

ADN diluido de 100 individuos de V. floribundum (20 ng/ul)

27
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16 pares de primers SSR homoélogos (Anexo B; Argudo, 2017)
o 16 primers forward modificados con el oligonucledtido o cola universal
5’-GCCTCCCTCGCGCCA-3’ (Blacket et al, 2012)
Oligonucleotidos 3’-CGGAGGGAGCGCGGT-5’ (complemetarios a la cola universal)
marcados con flur6foros VIC, 6FAM, NED o PET.
Tubos Eppendorf 1.5 mL
Tubos Eppendorf 0.2 mL
Taq Platinum ADN polimerasa 5 U/ul (Invitrogen)
Buffer PCR 10X (Invitrogen)
MgCl> 50mM (Invitrogen)
Ultra-pureTM Distilled Water (GIBCO)
dNTPs 10mM (Invitrogen)
Termociclador T100 (BIORAD)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

5.5. Electroforesis en geles de agarosa

UltraPure™ Agarose (Invitrogen)

TBE 1X (Tris-base-Acido Bérico-EDTA)

SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen)

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)

Ladder DNA 100 bp (Invitrogen)

Cémara de electroforesis Enduro Gel XL (Labnet International)

Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD)

5.6. Genotipado de regiones microsatélites SSR amplificadas

Placas MicroAmp®Optima 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems)

MicroAmp®8-Cap Strip (Applied Biosystems)
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e 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
e Software GeneMarker (SoftGenetics LLC, 2012)
5.7. Analisis de datos

Microsoft Excel®

o GenAlex 6.501 (Peakall y Smouse, 2012)
e Software RStudio (RStudio, 2015)
e Software STRUCTURE 2.3.4. (Pritchard et al, 2000)
e Software CLUMPP (Jakobsson y Rosenberg, 2007)

e Software DISTRUCT (Rosenberg, 2004)

6. Métodos

6.1. Obtencion de material vegetal

La recoleccion de las muestras de material vegetal de hojas de individuos de mortifio
se realizé en Carchi (El Angel, San Gabriel y La Cofradia), Imbabura (Cotacachi, Santa Lucia
y Cahuasqui), Pichincha (Lloa, Volcan Cayambe y Mojanda), Cotopaxi (Parque Nacional
Cotopaxi, Quilotoa y Sigchos), Tungurahua (Carihuairazo y Tisandeo), Bolivar (Cebapamba,
Salinas, y Salinas Norte), Chimborazo (Quimiac), Cafar (San Miguel, Cerro Abuga y
Surimpalti), Azuay (Toreadora, Cajas y Cruces) y Loja (San Pablo, Parque Nacional
Podocarpus y Santiago); en un total de 10 salidas de campo entre el periodo de mayo del 2017
a agosto del 2018 (Figura 1).

Se recolectaron de 5 a 7 hojas de 10 individuos por localidad separados entre al menos
100 m de distancia; a excepcion de Chimborazo y Tungurahua en donde se recolectd material
de una sola localidad y de dos localidades respectivamente, debido a la ausencia de individuos

en otras localidades de ambas provincias. Se obtuvo un total de 252 muestras de material
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vegetal entre las 27 localidades. Para cada individuo se tomaron las coordenadas satelitales y
la respectiva altitud, mediante el uso de un GPS (Anexo C).

Las muestras recolectadas se colocaron en fundas Ziploc, y se rotularon segun un
cddigo basado en la letra inicial de la provincia y el numero de muestra recolectada (por
ejemplo: AOO1 corresponde a la primera muestra recolectada en la provincia de Azuay). Las
muestras recolectadas se colocaron en una hielera para transportarlas manteniendo una cadena
de frio hasta el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito
en donde las hojas se almacenaron en una congeladora a -20°C.

Finalmente, del total de muestras recolectadas se seleccionaron un total de 10
individuos por provincia, de 3 a 4 individuos por localidad, en base a su distribucion en el area
geografica, concentracion y calidad de ADN. El analisis de diversidad genética se realizd con
100 individuos en total.

6.2. Extraccion y cuantificacion de ADN de mortifio

La extraccion se realizo a partir de hojas recolectadas de mortiio mediante el método
de CTAB, previamente estandarizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (Cobo,
2014). En primer lugar, se colocaron aproximadamente 80 mg de tejido foliar en un mortero,
que fue triturado con nitrégeno liquido y posteriormente se le agregd 800 ul de buffer CTAB
2X. Posteriormente, se transfirié a un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml previamente etiquetado
con el mismo cddigo de recoleccion de campo, se anadio 8 ul de 2, B-mercaptoetanol en una
sorbona, homogeneizando las muestras, y se incubd a 62°C en una cama de arena durante 1
hora, agitando por inversion los tubos cada 15 minutos. Tras la incubacion, se afiadieron 500
ul de una solucion de cloroformo - alcohol isoamilico 24:1, se dejo en reposo los tubos por 20
minutos y se centrifugd por otros 20 minutos a 13200 rpm. Después, se recuperd 500 ul de
sobrenadante, se agregaron 500 ul de isopropanol frio y se mezcld por inversion para que el

ADN se precipite. Se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos, se observo la formacion del pellet
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y se descart6 el sobrenadante. Se lavo el pellet con etanol al 75% agitando el tubo hasta que el
pellet se despegue. Finalmente se descartd el etanol, se dejo secar el pellet en una camara de
flujo laminar por 1 hora, se resuspendié en 50 ul de TE 1X, y se conservo a - 20°C en el
congelador del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Por otro lado, la cuantificacion del ADN extraido se realizd en un NanoDrop 2000 del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, utilizando como blanco el TE 1X en el que se
resuspendié el ADN. La calidad se evalué mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%,
en donde se observo la presencia de la banda de ADN genomico (Figura 2).

6.3. Seleccion de primers y amplificacion de regiones microsatélites

Los marcadores microsatélites especificos para Vaccinium floribundum Kunth. fueron
estandarizados previamente en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal por Argudo (2017). Se
seleccionaron dieciséis marcadores microsatélites que presentaron valores de contenido de
informacion polimorfica (PIC) entre 0,26 y 0,9 (Tabla 1).

El ADN genomico (20 ng) se amplifico por PCR en una reaccion de 30 ul que contenia
buffer de PCR (1X), cloruro de magnesio (2mM), primers forward (0.15uM) y reverse
(0.5uM), cola universal A marcada con un fluoréforo (0.5uM), dNTPs (0.2mM), y Taq
polimerasa (1U). Los primers forward estaban modificados con una secuencia adicional,
complementaria a la secuencia de la cola universal A marcada con un fluor6foro (VIC, 6FAM,
NED o PET), necesaria para el genotipado de los loci amplificados. Durante la PCR este primer
forward modificado se agota por la baja concentracion inicial (0.15 uM) y posteriormente por
complementariedad se incorpora la cola universal A marcada. El producto final son amplicones
marcados con un fluoréforo en el extremo 5’ para su posterior genotipado (Blacket et al, 2012).

La amplificacion se realizo en 40 ciclos, con un tiempo de desnaturalizacion inicial de
15 minutos, desnaturalizaciéon de 30 segundos a 94°C, de annealing de 90 segundos a

temperaturas entre 58°C a 63°C dependiendo del locus amplificado (Anexo B), extension de
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60 segundos a 72°C, y extension final de 5 minutos a 72°C. Los productos resultantes de la
amplificacion (amplicones marcados con un fluoréforo) se observaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1,5%. Finalmente, los amplicones se conservaron en refrigeracion a -
4°C.

6.4. Genotipado

Los amplicones marcados con el fluoréforo se transfirieron hacia los pocillos de las
placas MicroAmp Optical. En cada pocillo se colocaron 10 ul de producto de PCR de cuatro
reacciones distintas, es decir, distintos loci microsatélites marcados cada uno con un fluoréforo
diferente de un mismo individuo. Las placas con los amplicones se enviaron a la empresa
MACROGEN en Seul (Corea), en donde se genotiparon con el fin de obtener los tamafios de
los alelos y definir si el individuo analizado es homocigoto o heterocigoto. El genotipo de cada
individuo para cada locus microsatélite fue obtenido a través de electroforesis capilar,
empleando el secuenciador ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Los resultados obtenidos en archivos .fsa se interpretaron en el software GeneMarker
(SoftGenetics LLC, 2012) mediante la observacion de picos de fluorescencia para los locus
amplificados, tomando al pico observado como un alelo y determinando de esa manera el
tamafio del mismo. Posteriormente con los alelos obtenidos se elabor6 una matriz alélica con
una extension .csv donde los individuos se encontraban en las filas y los locus en las columnas
(Anexo D).

6.5. Analisis de diversidad genética del mortifio

6.5.1. Analisis de la diversidad genética

Los andlisis se realizaron utilizando los paquetes adegenet y polysat del software
RStudio para la obtencion de indices de diversidad como valores de heterocigosidad esperada
(He), heterocigosidad observada (Ho), y nimero de alelos por locus y por localidad. El nimero

de alelos privados por localidad se obtuvo utilizando el paquete poppr. Por otro lado, se empled
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paquete hierfstat para calcular los valores globales de Fst para analizar la diversidad genética
interpoblacional. De la misma manera, se utiliz6 el complemento de Excel, GenAlex 6.501,
para la realizacion del anélisis de varianza molecular (AMOVA).

6.5.2. Distribucion de la diversidad genética

Se obtuvo una matriz de distancias genéticas entre individuos y entre localidades. La
primera, a través del paquete stats de RStudio, empleando el método “euclidean” para el
calculo de distancias euclidianas. Las distancias genéticas entre localidades se calcularon a
través del paquete adegenet, con el método 1 correspondiente al calculo de las distancias de
Nei. El andlisis de coordenadas principales (PCoA) por individuos y por localidades se realizd
mediante el paquete ade4 con el comando “dudi.pco”, obteniendo la grafica a través del
comando “autoplot” del paquete ggplot. El dendograma Neighbor Joining (NJ), se elabord con
el comando “bionj” del paquete ape. Por otro lado, se elabord una red de migracién mediante
el paquete diveRsity y el comando “divMigrate”. Se utiliz6 GenAlex 6.501, para la realizacion
de una prueba de Mantel, para evaluar si las distancias genéticas obtenidas estan relacionadas
con las distancias geograficas entre individuos.

6.6. Analisis de la estructura poblacional del mortifio

Se realiz6 un analisis discriminante de componentes principales (DAPC) para evaluar
la existencia de una estructura poblacional definida en las poblaciones analizadas. El DAPC
genera clusters de acuerdo a los genotipos que presentan los individuos para los loci analizados.
Para esto se utilizo el paquete adegenet de RStudio, conjunto con los comandos “find.clusters”,
“dapc” y “scatter”.

Se utilizo el software STRUCTURE para analizar la estructura poblacional mediante la
determinacion del posible numero de agrupaciones genéticas mediante inferencia bayesiana
(Pritchard et al, 2000). Se realizaron tres analisis diferentes, el primero, en base a lo reportado

por Cobo (2014), probando valores de K=1 a K=10 con 15 repeticiones independientes para
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cada uno, con un modelo de admixture, con 100000 pasos de burn-in 'y 100000 de pasos de
corrida de célculos de Markov Chain y Montecarlo, sin incluir previamente una poblacion
putativa. El segundo analisis se realiz6 probando el mismo rango de valores de K, con 10
repeticiones independientes para cada uno, con un modelo de admixture, con 100000 pasos de
burn-iny 1000000 de pasos de corrida de célculos de MCM. Finalmente, el tercer analisis se
realizo bajo los mismos parametros del segundo, estableciendo esta vez la localidad de la cual
provenia cada muestra. Los resultados obtenidos se analizaron en el programa STRUCTURE
Harvester para la obtencion de un valor 6ptimo de K en base al doble algoritmo natural de la
probabilidad de cada K (Evanno et al, 2005). Los archivos CLUMPP .indfile y .popfile que se
generaron se ingresaron en el programa CLUMPP para alinear y resumir las iteraciones de los
valores K de las corridas utilizando el algoritmo de greedy (Jakobsson y Rosenberg, 2007).
Finalmente, los graficos finales fueron obtenidos empleando el software distruct (Gilbert et al,

2012; Rosenberg, 2004).

7. Resultados

7.1. Coleccion de muestras de mortifo, extraccion y cuantificacion de ADN

Se recolectaron hojas de un total de 247 individuos de mortifio en 27 localidades
(Anexo C). En Chimborazo y Tungurahua el muestreo no se realiz6 en las 3 localidades
definidas, debido a que se encontraron individuos de mortifio Unicamente en una y dos
localidades respectivamente. En Carchi, Pichincha, Bolivar, Tungurahua, Chimborazo y Cafiar
se encontrd un maximo de 7 a 9 individuos en algunas localidades, por lo que no se pudieron
completar los 10 que se habian establecido.

Por otro lado, se logr6 extraer exitosamente el ADN gendmico de 127 individuos de
mortifio. E1 ADN gendmico extraido presentd un rango de concentracion de 115 a 1230 ng/ul,

con un promedio de 480 ng/ul (Anexo E). El ADN extraido resultd ser de buena calidad dado
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su alto peso molecular (Figura 2), y los valores obtenidos para las relaciones de absorbancia
260/230 y 260/280 que se presentaron dentro del rango esperado alrededor de 2.0 y 1.8
respectivamente.
7.2. Amplificacion y genotipado de regiones microsatélites con primers homologos

Se amplifico exitosamente las 100 muestras de mortifio seleccionadas, con los 16 pares
de primers homologos, y se genotiparon con una eficiencia del 98.06% (Anexo D). Los 16 loci
microsatélites demostraron ser polimoérficos, como ya se habia reportado por Argudo (2017),
generando un nimero total de 179 alelos, con un rango de 6 a 20 alelos, y un promedio de 11.2
alelos por locus. Los loci M0025 y M0020 resultaron ser los mas informativos al presentar el
mayor numero de alelos (Na=20) y un valor PIC de 0.88 y 0.90 respectivamente. En contraste,
el menor niumero de alelos se encontr6 en los loci Mo0O11 y Mo002 (Na=6), que presentaron
valores PIC de 0.26 y 0.49 respectivamente (Tabla 1).

7.3. Analisis de datos

7.3.1. Diversidad genética del mortifio en la sierra ecuatoriana

El niimero de alelos por localidad vari6 entre 25 a 65 alelos. Las localidades que
presentaron el mayor nimero de alelos fueron Quimiac en Chimborazo (Na=65) y Carihuairazo
en Tungurahua (Na=60), de los cuales fueron exclusivos para cada localidad, 5 y 6 alelos
respectivamente. El menor numero de alelos se encontr6 en los individuos de Lloa en Pichincha
(Na=29), Cayambe en Imbabura (Na=28), Cruces (Na=28) y Cajas (Na=26) en Azuay, y
Quilotoa en Cotopaxi (Na=26), con un numero de alelos privados entre 1 y 3. En las demas
localidades se encontr6 entre 34 y 53 alelos, con un numero de alelos privados entre 1 y 5; con
excepcion de Surimpalti, El Angel, La Cofradia y Sigchos, que no presentaron alelos privados
(Tabla 2). Los alelos privados representaron el 4.7% del total de alelos encontrados.

Los valores de heterocigosidad observada (Ho) por locus se encontraron entre un rango

de 0.22 y 0.61 con un promedio de 0.41. Por otro lado, la heterocigosidad esperada global (He)
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fue de 0.73, con un rango entre 0.26 y 0.91, revelando una diversidad genética moderadamente
alta para el mortifio en la sierra ecuatoriana (Tabla 1). El analisis de varianza molecular
(AMOVA) demostro que el 70.35% de esta variabilidad se encuentra dentro de las poblaciones
y el 29.65% entre las poblaciones (Figura 3).

Al comparar los valores de heterocigosidad observada y esperada entre localidades, los
valores de heterocigosidad observada variaron entre 0.06 y 0.61, y los de la heterocigosidad
esperada entre 0.21 y 0.61 (Tabla 2). Los valores de heterocigosidad esperada mas altos se
encontraron en Carihuairazo en Tungurahua (He=0.61), Quimiac en Chimborazo (He=0.6) y
Podocarpus en Loja (He=0.54). Por otro lado, la menor heterocigosidad esperada se encontrd
en Cayambe (He=0.21) y Lloa (He=0.27) en Pichincha, Quilotoa en Cotopaxi (He=0.21), y
Cajas (He=0.24) y Cruces (He=0.28) en Azuay; denotando un menor grado de variacion
genética (Tabla 2). En 11 de las 27 localidades los valores de la heterocigosidad observada
(Ho) fueron mayor a los de la heterocigosidad esperada (He).

7.3.2. Distribucion de la diversidad genética y estimacion de la estructura

poblacional

El anélisis de coordenadas principales (PCoA) denot6 la presencia de cuatro posibles
clusters genéticos. El primero en el cuadrante superior (color rojo), el segundo en el cuadrante
derecho (color amarillo), el tercero en el cuadrante inferior (color azul) y el cuarto en el
cuadrante superior izquierdo (color verde). El primer clister se compone por los individuos de
las localidades del norte de la region desde Carchi hasta Cotopaxi, el segundo por los del centro
desde Cotopaxi hasta Chimborazo, y el tercero por los del sur por Canar y Loja. El cuarto
cluster agrupa exclusivamente a los individuos de Quilotoa en Cotopaxi, y de Azuay, y se
encuentra separado de los demas grupos (Figura 4). Estos resultados fueron respaldados por el

dendrograma NJ en donde se distinguen cuatro clusters similares, de los individuos del norte
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(C1), centro (C2) y sur (C3) de la region respectivamente, y los de Quilotoa y Azuay (C4)
(Figura 5).

El analisis discriminante de componentes principales (DAPC) agrup6 a los individuos
en los cuatro clusters observados en el PCoA. Considerando estos cuatro clusters como cuatro
regiones, se observo que las regiones 1 y 2, compuestas por los individuos del norte y del centro
respectivamente, se encuentran cercanas entre si, altamente solapadas. Por otro lado, las
regiones 3 y 4, compuestas por individuos del sur y exclusivamente los de Quilotoa y Azuay,
estan alejadas de las regiones 1y 2, siendo la region 4 la que mas se separa con respecto a las
demas regiones (Figura 6). Estos resultados coincidieron con los valores pairwise Fist,
encontrando la mayor divergencia genética entre la region 4 y el resto de las regiones
(0.102<Fst<0.162). La mayor diferenciacion genética se encontrd entre las regiones 3 y 4 con
un Fst de 0.162. Por otro lado, el Fst de 0.056 entre las regiones 1 y 2 fue el mas bajo en
comparacion a los Fsts entre las demas regiones, presentando entonces el menor grado de
diferenciacion genética (Tabla 3). Dentro de la region 4, los valores pairwise Fst entre
localidades revelaron que Quilotoa en Cotopaxi presenta la mayor diferenciacion genética con
respecto a las localidades de Azuay (0.260<Fst<0.366). En Azuay, el grado de diferenciacion
genética fue bajo, sugiriendo un alto flujo génico entre las tres localidades de esta provincia en
el estudio (0.110<Fst<0.187) (Tabla 4). Este resultado, se evidencié también en el AMOVA
realizado para la region 4, en donde el 70% de la variabilidad se encontré dentro de las
poblaciones, y el 30% entre poblaciones (Figura 7).

En el andlisis de STRUCTURE se aprecié una estructura poblacional altamente
consistente con los patrones de agrupamiento encontrados en el PCoA, el dendrograma NJ y el
DAPC. El K 6ptimo fue de 4 (AK=110.88), separando a los individuos en cuatro clasters
genéticos que representan las cuatro regiones ya mencionadas (Tabla 5). El claster rojo esta

representado en su mayoria por los individuos del norte, el clister amarillo por los del centro,
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y el cluster azul por los del sur. En este caso también se observod la agrupacion atipica de los
individuos de Quilotoa y Azuay (region 4), dentro del cluster verde. En general, se observé una
baja contribucion de los diferentes acervos en algunas localidades, con excepcion de Quilotoa
y Azuay que presentan una Unica contribucion del acervo verde con una minima penetrancia
del acervo rojo, de los individuos del norte (Figura 8).

Para analizar la direccionalidad del flujo génico entre las cuatro regiones se construy6
una red de migracion. Este método asume un grupo hipotético de migrantes en cada poblacién
y realiza una estimacion por pares de la diferenciacion genética entre los grupos hipotéticos de
migrantes y las poblaciones. En la red de migracion, la proximidad relativa de los “centros”
refleja la similitud genética de las poblaciones, mientras que las lineas de conexion reflejan la
magnitud relativa de la migracion entre las poblaciones (Sundqvist et al, 2016). Se observa que
las regiones 1y 2 presentan una mayor similitud genética, y que la region 4 presenta una mayor
diferenciacion con respecto a las demas regiones. De la misma manera, los resultados denotan
un alto flujo génico bidireccional entre las regiones 1 y 2, y entre ambas regiones y la region
3. Por otro lado, ninguna de las regiones presenta un flujo génico hacia la region 4, y esta region
presenta un minimo flujo hacia las demas regiones (Figura 9).

Se realiz6 una prueba de Mantel para evaluar una posible correlacion entre la distancia
genética y la distancia geografica, dado que tres de las regiones agrupan a individuos del norte,
centro y sur de la region, respectivamente. Al evaluar toda la sierra ecuatoriana, el coeficiente
de correlacion (rxy) de 0.26 (p=0.001) (Figura 10), cercano a 0, denot6 que no existe
correlacion entre las distancias genética y geograficas (Diniz-Filho et al, 2016). Por lo tanto,
se descart6 que la diversidad genética del mortifio esté estructurada bajo un modelo de distancia

por aislamiento geografico.
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8. Discusion

8.1. Coleccion de muestras de mortifo y extraccion de ADN

La coleccion de hojas de mortifio se realizd en 27 de las 30 localidades propuestas,
debido a que en Chimborazo y Tungurahua solo se encontraron individuos de esta especie en
una y dos localidades respectivamente. Ademas, de las 27 localidades muestreadas, en 6 no se
pudieron encontrar los 10 individuos planeados por localidad. Se ha reportado que las
comunidades rurales usan directamente el paramo para cultivos de sustento y para el pastoreo
de animales domésticos, convirtiendo grandes extensiones del paramo en haciendas privadas
para la ganaderia y agricultura (Hofstede et al, 2002). Esto se observo en las localidades en las
que no se completd el muestreo, principalmente de Chimborazo y Tungurahua en donde no se
encontro acceso por sobre los 2000 msnm por cultivos establecidos. La alteracion del paramo
por estas practicas se ha asociado con la afeccion de especies silvestres y el habitat en general.
La ausencia de individuos de mortifio en las diferentes localidades podria explicarse entonces
por la manipulacioén del terreno y la presencia de animales que arrancan las plantas de raiz
(Ramon, 2002).

8.2. Amplificacion y genotipado de regiones microsatélites con primers homologos

Si bien se logré amplificar con éxito los 16 loci microsatélites en los 100 individuos, el
genotipado presentd un missing data del 1.94% por ausencia de picos en el electroferograma.
Esta discrepancia de resultados entre la amplificacion y el genotipado podria deberse a
diferentes factores, como la falta de incorporacion de la cola universal (7ail A) durante la
amplificacion, por un bajo numero de ciclos o una baja concentracion del primer forward
modificado (Blacket et al, 2012; Papa, 2009).

Los valores PIC de los 16 marcadores microsatélites utilizados variaron en un rango de

0.26 a 0.90, con un promedio de 0.69 (>0.5) que los caracteriza como marcadores altamente
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informativos (Botstein et al, 1980). Argudo (2017) reportd valores PIC de 0.36 a 0.83 con un
promedio de 0.59 para 14 de los 16 marcadores analizados en esta investigacion. Si bien el
valor promedio reportado fue distinto al obtenido, Argudo (2017) concuerda respecto a la alta
capacidad de estos marcadores para detectar variaciones alélicas. Ambos estudios obtuvieron
un PIC alto para el marcador M0020, siendo este uno de los mas informativos. La obtencion
de un valor PIC promedio (0.69) mayor al reportado anteriormente (0.59) puede explicarse por
diferentes factores como el uso de un mayor nimero de marcadores y la extension del area de
estudio (Cheskonov y Artemyeva, 2015). Los loci Mo004 y M0025 no reportados por Argudo
(2017) pero incluidos en esta investigacion presentaron valores altos de PIC de 0.77 y 0.90
respectivamente, aumentando entonces el valor promedio obtenido. Este aumento podria
relacionarse también con la deteccion de nuevos alelos por el andlisis de nuevas localidades
como Carihuairazo (Npa=6), dado que el valor PIC depende del numero y la frecuencia de
alelos en una poblacion (Nagy et al, 2012).

Para marcadores homodlogos a otras especies del mismo género como V. macrocarpon
se han reportado promedios de PIC menores (0.59) a pesar del uso de un mayor niimero de
marcadores (Schlautman et al, 2015). Los procesos de seleccion de especies domesticadas,
como V. macrocarpon, se asocian con una reduccion de la variabilidad genética y el nimero
de alelos (Carvalho et al, 2018). En contraste, las especies silvestres como V. floribundum
presentan una mayor variabilidad por procesos de reproduccion al azar, detectando un mayor
nimero de alelos que podria explicar la obtencién de valores de PIC mas altos (Gao et al,
2017).

8.3. Diversidad genética del mortifio en la sierra ecuatoriana

Se encontré un nimero total de 179 alelos en 100 individuos de V. floribundum, que

arroja un promedio de 11.2 alelos por locus. Estos resultados son comparables con los

reportados con especies del mismo género como V. corymbosum 'y V. angustifolium dentro de
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la seccion Cyanococcus (14.2 alelos por locus) (Bian et al, 2014); y V. macrocarpon (9.8 alelos
por locus) (Zalapa et al, 2015). La heterocigosidad esperada global (He=0.73) revel6 que el
mortifio en Ecuador presenta una diversidad genética moderadamente alta. Este resultado fue
mayor al reportado para V. macrocarpon (He=0.66) y menor con respecto a V. corymbosum 'y
V. agustifolium (He=0.87) (Bian et al, 2014; Zalapa et al, 2015). Esto se podria explicar por la
alta domesticacion de V. macrocarpon, que genera una pérdida de diversidad; y por el analisis
de germoplasmas silvestres y domesticados de V. corymbosum 'y V. agustifolium. Por otro lado,
heterocigosidades esperadas similares se obtuvieron en analisis de la diversidad genética con
marcadores SSR de especies netamente silvestres como V. sieboldii (He=0.73) y V. ciliatum
(He=0.75) en Japon, consideradas como vulnerables por la fragmentacion de su habitat (Hirai
et al, 2010). Tanto para estas especies, como para el mortifio, una diversidad moderadamente
alta podria explicarse por una reproduccién aleatoria, comun en especies silvestres (Gao et al,
2017).

Con respecto a los analisis de la diversidad genética del mortifio, en el estudio de Cobo
et al (2016) con marcadores heter6logos, se reportd un niumero promedio de 6.1 alelos por
locus, y una heterocigosidad esperada global de 0.49, en 9 localidades del norte de la sierra
ecuatoriana. En la misma area de estudio, mediante la estandarizacion y uso de marcadores
homologos para V. floribundum, Argudo (2017) reporté un nimero promedio de 8.14 alelos
por locus y una heterocigosidad esperada global de 0.63. Los valores mas bajos de los indices
reportados por Cobo et al (2016) con respecto a los encontrados por Argudo (2017) y en este
estudio (Na=11.2; He=0.73), podrian explicarse por el uso de primers heterdlogos,
desarrollados para la amplificacion de regiones microsatélites en V. corymbosum. Se ha
reportado que la transferencia de marcadores moleculares a especies diferentes podria generar
la presencia de alelos nulos que tienden a sesgar la estimacion de la heterocigosidad (Guidugli

et al, 2010; Nazareno et al, 2009; Wang et al, 2012). La obtencién de alelos nulos se asocia a
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variaciones en las regiones flanqueantes que evitan la hibridacion del primer con el ADN
complementario, o a deslizamientos de la polimerasa durante la amplificacion (Chapuis y
Estoup, 2006).

Los indices de diversidad reportados para el mortifio por Argudo (2017) fueron menores
a los que se encontraron en este estudio. Dado el uso de los mismos marcadores SSR
homologos para la estimacion de los niveles de variabilidad, la discrepancia de los resultados
podria estar asociada con la extension del drea geografica en donde se recolectaron las
muestras. En contraste a las 27 localidades incluidas en este estudio, distribuidas del norte al
sur de la sierra ecuatoriana, Argudo (2017) caracteriz6 la diversidad genética del mortifio
unicamente en 9 localidades del norte de la region. El rango geografico y la distribucion de las
poblaciones han demostrado tener un impacto significativo en la cantidad de variacion genética
de una especie (Levy et al, 2016). En diferentes estudios se ha reportado una mayor variabilidad
genética para las especies distribuidas en un amplio rango geografico respecto a las que se
encuentran delimitadas en una zona especifica (Gitzendanner y Soltis, 2000; Hamrick et al,
1992; Karron, 1987). La extension del area de estudio a las 27 localidades distribuidas en las
10 provincias de la sierra ecuatoriana podria explicar entonces el aumento del grado de
diversidad genética encontrado (He=0.73) respecto al reportado por Argudo (2017) (He=0.63).

El analisis de varianza molecular (AMOVA) mostrd que el 70% de la variabilidad se
encuentra dentro de las poblaciones y el 30% entre las poblaciones. Si bien estos resultados
difirieron respecto a los reportados por Cobo et al (2016) y Argudo (2017), en ambos casos se
obtuvo que la mayor variabilidad se encontrd dentro de las poblaciones. Este resultado coincide
con los reportados para otras especies del género, como V. corymbosum, V. angustifolium,
V.uliginosum, y V. vitis-idaea (Tailor et al, 2017; Zoratti et al, 2015). Se ha reportado que las
especies de plantas lefiosas, como las del género Vaccinium, presentan diferentes sistemas de

reproduccion sexual mediante polinizacion cruzada y autopolinizacion, que estan asociados
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con la presencia de una mayor variacion dentro de las poblaciones (Albert et al, 2005; Hamrick
et al, 1992). Ademas, se caracterizan por una alta tasa de dispersion de semillas mediante el
viento y por polinizadores, que explica una disminucién de la variacion entre poblaciones por
altos niveles de flujo génico (Sheng et al, 2005).

En general, la heterocigosidad esperada (He=0.73) fue mayor a la heterocigosidad
observada (Ho=0.42). Se ha reportado que la diferencia entre ambos indices , se puede deber a
diferentes factores ecoldgicos y evolutivos como la endogamia y la estratificacion de la
poblacion (Wigginton et al, 2005). En el mortifio, estos podrian explicarse por las altas tasas
de autopolinizacion, como ha sido reportado para otras especies silvestres como V. darrowii y
V. myrtillus (Chavez y Lyrene, 2009; Guillaume y Jacquemart, 1999; Luteyn, 2002). También,
podrian estar directamente asociados a la formacion de “islas” por la fragmentacion de los
paramos, que generan un aislamiento geografico y reducen el tamafio de las poblaciones
(Arellano y Rangel, 2010; Young et al, 1996). Esto genera una mayor reproduccion entre
individuos emparentados, favoreciendo la homocigosis y disminuyendo la heterocigosidad
observada (Leimu et al, 2010; Sampson et al, 2016).

8.4. Distribucion de la diversidad genética y estimacion de la estructura poblacional

En base a métodos de ordenamiento (PCoA y DAPC) y enfoques bayesianos
(STRUCTURE) se determin6d que el mortifio en Ecuador puede estructurarse en cuatro
regiones, que segun la prueba de Mantel (rxy=0.26) no estan explicadas por un patron
geografico. La primera compuesta por los individuos del norte, la segunda por los del centro,
la tercera por los del sur; y una que agrupa exclusivamente a los individuos de Quilotoa y
Azuay, formando un cluster genético distinto. Los analisis de diferenciacion genética en base
a los valores Fst, y la red de migracion generada, denotaron que las regiones 1 y 2 son
genéticamente similares y presentan un alto flujo de genes bidireccional; y que la region 4

presenta la mayor diferenciacion con respecto a las otras regiones y un flujo génico
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unidireccional minimo. Hasta el momento, no se ha reportado la historia evolutiva de
Vaccinium floribundum, por lo que para explicar los agrupamientos encontrados se utilizo
informacion sobre la evolucion y geografia de los paramos de la region andina y las
oscilaciones climaticas en el Pleistoceno, que impactaron directamente en la evolucion y
distribucion de la flora y la fauna (Luteyn, 1999; Qu et al, 2011).

La region centro-norte del Ecuador, enmarcada por la cordillera oriental y occidental,
estd caracterizada por presentar multiples volcanes activos e inactivos (Anexo F) (Hall et al,
2008). Esta region ha recibido contribuciones recientes de proyecciones volcénicas (desde hace
mas de 10 000 afios siendo la ultima reportada en el 2011) que han generado una capa
pirocléstica sobre los suelos, asociada a la acumulacion de ceniza. En contraste, la region sur,
desde Alausi en Chimborazo, se asienta sobre una base de suelo ferritico antiguo, o roca
metamorfica, que se caracteriza por la acumulacion de arcilla (Moreno et al, 2018). El origen
geoldgico de los suelos de la sierra ecuatoriana entonces podria explicar la diferenciacion
encontrada entre los individuos de las regiones 1 y 2 (norte y centro) con respecto a los de la
region 3 (sur) (Fst=0.077), por las diferentes caracteristicas presentadas entre la roca volcanica
cubierta por una capa piroclastica, y la roca metamorfica. Por ejemplo, los suelos en la region
3, al ser mas antiguos, presentan un pH mas bajo (alta acidez) dado a que conservan las
caracteristicas de un clima més himedo que el actual (Moreno et al, 2018). Por lo tanto, tras la
actividad volcanica, los individuos en las regiones 1 y 2 podrian haberse adaptado a los
diferentes cambios, como el del pH, generando la variacién genotipica encontrada (Kochian et
al, 2015; Laenoi et al, 2015).

Como se menciond anteriormente, si bien las regiones 1 y 2 presentan un alto flujo
génico, también presentan un cierto grado de diferenciacion. Se ha reportado que, en ultimo
maximo glacial en el Pleistoceno, una masa de hielo se extendid a lo largo de los Andes, y que

estos eventos glaciales influyeron directamente sobre la diversidad y estructura de las especies
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(Zemlak et al, 2008). Durante la contraccion de los paramos en el periodo glacial, las
poblaciones de diferentes especies, que podrian haber incluido al mortifio, fueron separadas
por la formacion de las masas de hielo, reduciendo o evitando su flujo génico (Luby, 1999).
Posteriormente, en los periodos de retroceso glacial, con el derretimiento del hielo y la
expansion de los paramos, las poblaciones que se habian separado pudieron haber entrado en
contacto nuevamente, presenciando un flujo génico, en un fendmeno que se conoce como
contacto secundario (Murray y Hare, 2006; Zemlak et al, 2008). Estos procesos podrian
explicar la baja diferenciacion encontrada entre las regiones 1 y 2 (Fst=0.056), y el alto flujo
génico dado a la ausencia de una barrera geografica entre estas tras el derretimiento de las
masas de hielo.

Por ultimo, para explicar el agrupamiento atipico de la region 4, se revisaron los datos
altitudinales, colectados en las salidas de campo (Anexo C). Los individuos de las localidades
de Quilotoa y Azuay se recolectaron en el rango altitudinal mas alto de este estudio, entre los
3900 y 4200 msnm (Anexo C), en parte de la zona superior del paramo conocida como
superparamo (Ramsay, 2001; Salgado et al, 1988; Sklenai y Balslev, 2005). A este rango
altitudinal, la cobertura vegetal se rompe, formando parches de suelo abierto. Ademas, las
condiciones son mas fuertes, presentando temperaturas mas bajas, recursos de nutrientes
limitados, vientos mas fuertes y periodos de cobertura de hielo (Luteyn y Balslev, 1992;
Sklenat y Balslev, 2005). La adaptacion de especies vegetales a condiciones ambientales mas
fuertes a mayores altitudes genera una presion selectiva sobre varios alelos, que ocasiona en
cierto grado un cambio de genotipo reflejado también en el fenotipo (Peng et al, 2015). Estas
condiciones se asocian con una reduccion del tamaiio de las plantas (Wesche et al, 2006); que
en efecto fue observada en los individuos de mortifio que se presentaron como plantas rastreras,
muestreados en Quilotoa y Azuay (Figura 11). También, se ha reportado que se favorece la

propagacion clonal debido a que les permite sobrevivir a largos periodos de oscilacion
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climatica y producir copias de un genotipo adaptado, asociado con la presencia de genes de
resistencia a heladas, y con la alteracion de diferentes procesos fisioldgicos y de desarrollo
(Linhart y Gehring, 2003; Onoda y Anten, 2011; Peng et al, 2015).

En tal caso, el alto grado de diferenciacion de la region 4 (Fst=0.139) podria deberse a
los efectos altitudinales que causan la seleccion de estos genotipos adaptados, que, al presentar
una alta tasa de propagacion clonal, fijan alelos especificos. Esto también puede estar asociado
auna disminucion de la diversidad genética en dichas localidades, que podria explicar los bajos
valores de heterocigosidad esperada en Quilotoa, y las localidades de Azuay (He=0.27£0.06);
y la presencia de los mismos alelos en loci reportados como polimoérficos, en los distintos
genotipos (Anexo G). Por otro lado, se ha reportado que los superparamos forman “islas”
separadas por los valles andinos, generando un aislamiento por altitud, que afecta el alcance de
los polinizadores y disminuyen el flujo génico (Sklenar y Balslev, 2005). Ademas, el
aislamiento de las poblaciones por altitud estd asociado con un posible aislamiento
reproductivo, debido a las diferencias en el tiempo de floracion (Shi et al, 2011). Esto podria
explicar el alto grado de diferenciacion encontrada (0.102<Fst<0.162) y los resultados
obtenidos en la red de migracion en donde el flujo génico es minimo, y unidireccional desde la
region 4 hacia las demads regiones.

Es importante entender que si bien se asume que los microsatélites son marcadores
neutros por encontrarse generalmente en regiones no codificantes, se ha reportado la presencia
de loci microsatélites no neutros (Casa et al, 2005; Ellegren, 2004; Lazrek et al, 2009; Lin et
al, 2017; Nielsen et al, 2006). Esto debido a que pueden encontrarse también en regiones
codificantes y ademas estar ligados con genes especificos bajo procesos de seleccion, como los
que se pueden dar en mayores altitudes (Shi et al, 2011). También, hay que tomar en cuenta
que el mortifio no es la tinica especie del género Vaccinium en Ecuador; existen V. meridionale,

V. distichum 'y V. crenatum, por lo que no es posible descartar que la agrupacion atipica pueda
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relacionarse con otra especie (Coba et al, 2012). Por lo tanto para probar la hipotesis de la
formacion del agrupamiento atipico de la regioén 4 se deben realizar estudios mas profundos
sobre el fenotipo y la ecologia de los individuos de esta region, y analizar la neutralidad de los

loci microsatélites empleados en este estudio.

Los resultados obtenidos revelaron que el mortifio en la sierra ecuatoriana presenta una
diversidad genética moderadamente alta, con la mayor variacién encontrada dentro de las
localidades analizadas. Los clusters genéticos encontrados denotaron una alta influencia de la
geografia y la historia evolutiva de la region andina sobre los patrones de estructura poblacional
de la especie. El cluster compuesto por los individuos de Quilotoa y Azuay sugiri6 la seleccion
y reproduccion de genotipos adaptados, por efectos altitudinales. Finalmente, los altos valores
en la diversidad genética son alentadores para el desarrollo de programas de conservacion del

mortifno en el Ecuador.
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Conclusiones

e Se encontrd que existe una diversidad genética moderadamente alta (He=0.73) del
mortifio en la sierra ecuatoriana. El analisis de variacion molecular indico que el 70%
de esta variabilidad genética se encuentra dentro de las poblaciones y el 30% entre las
poblaciones.

e Los andlisis de estructura poblacional revelaron la presencia de cuatro clusters
genéticos (regiones): tres compuestos por los individuos del norte, centro y sur de la
region, respectivamente; y uno que agrupa exclusivamente a los individuos de Quilotoa
y Azuay, formando un grupo genético distinto.

o Lamayor diferenciacion genética se encontr6 entre la region 4 (Quilotoa y Azuay) y el
resto de las regiones. Se evidenci6 un alto flujo génico bidireccional entre las regiones
1 y 2. No se presentd un flujo génico de las tres regiones hacia la region 4, y esta
presentd un minimo flujo génico hacia las demas regiones.

e Algunos hechos historicos de la region andina como las fluctuaciones climaticas que se
dieron durante el Pleistoceno, o la diferencia entre suelos metamorficos y volcanicos
de los Andes, podrian sustentar la formacion de las regiones norte, centro y sur.

o Laagrupacion especifica del Quilotoa y Azuay podria explicarse por una adpatacion de
los individuos de estas localidades a la altura.

o Estos resultados pueden ser la base para el desarrollo de programas de conservacion de
la especie, y del ecosistema en el que se desarrolla; y programas de agricultura

sustentable.
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10.Recomendaciones

e Ampliar las localidades de muestreo para tener un mayor porcentaje de cobertura de la
sierra ecuatoriana, haciendo un énfasis en el area localizada entre el norte de
Chimborazo y el sur de Azuay.

e Incorporar al anélisis genético, individuos de V. floribundum de Venezuela, Colombia,
Perti y Bolivia, con el fin de analizar el estado de la especie a lo largo de toda la region
Andina.

e Amplificar regiones de herencia materna, como mitocondriales o de cloroplastos, para
estudiar el proceso evolutivo de la especie, relaciones filogenéticas con especies
cercanas, eventos de hibridacion y biogeografia.

e Profundizar en el analisis de los individuos de las localidades de Quilotoa (Cotopaxi) y
de Azuay, para evaluar si se estd dando una presion selectiva sobre diferentes alelos por

un efecto altitudinal.
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12.Tablas

Tabla 1. Resumen de la informacion proporcionada por 16 marcadores SSR para la
caracterizacion genética del mortifo a lo largo de la sierra ecuatoriana.

Locus Na Ho He PIC
Mo001 10 0,61 0,82 0,79
Mo002 6 0,39 0,58 0,49
Mo004 9 0,45 0,79 0,77
Mo005 12 0,46 0,87 0,85
Mo007 9 0,35 0,58 0,50
Mo008 11 0,41 0,77 0,74
Mo009 7 0,25 0,59 0,55
Mo010 11 0,32 0,66 0,62
Mo011 6 0,22 0,26 0,26
Mo015 8 0,24 0,63 0,57
Mo016 13 0,45 0,79 0,76
Mo018 9 0,42 0,72 0,69
Mo020 20 0,59 0,89 0,88
Mo021 16 0,49 0,88 0,87
Mo024 12 0,56 0,88 0,87
Mo025 20 0,46 0,91 0,90

Na: niamero de alelos por locus; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada;
PIC: Contenido de Informacién de Polimorfismo.
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Tabla 2. Resumen de los pardmetros de diversidad para cada localidad en donde se
recolectaron individuos de mortifio.

Localidad N Na Npa Ho He
El Angel 4 49 - 0,53 0,53
San Gabriel 3 45 2 0,54 0,52
La Cofradia 3 43 - 0,54 0,48
Cuicocha 4 40 1 0,55 0,50
Santa Lucia 3 36 1 0,46 0,42
Cahuasqui 4 40 4 0,47 0,5
Mojanda 4 42 3 0,34 0,46
Cayambe 3 28 2 0,14 0,21
Lloa 4 29 1 0,23 0,27
PNC 4 42 2 0,42 0,46
Quilotoa 4 26 1 0,07 0,21
Sigchos 3 37 - 0,35 0,38
Carihuairazo 5 60 6 0,58 0,60
Tisandeo 5 53 5 0,46 0,50
Cebapamba 4 45 - 0,5 0,47
Salinas 3 42 1 0,58 0,49
Salinas Norte 3 42 1 0,46 0,42
Quimiac 7 65 5 0,55 0,60
Surimpalti 4 51 - 0,36 0,53
Cerro Abuga 3 39 1 0,52 0,46
San Miguel 3 45 1 0,48 0,5
Toreadora 4 34 2 0,09 0,36
Cajas 3 26 1 0,1 0,24
Cruces 3 28 3 0,06 0,28
Saraguro 3 41 1 0,52 0,48
Podocarpus 4 51 4 0,61 0,54
Santiago 3 48 5 0,56 0,52

N: nimero de individuos en la localidad; Na: numero de alelos por localidad; Npa: numero de
alelos privados por localidad; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada.
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Tabla 3. Comparacion de los valores pairwise Fst entre las cuatro regiones analizadas.

Region 1 Region 2 Region 3
Region 2 0,056 - -
Region 3 0,073 0,081 -
Region 4 0,102 0,153 0,162

Tabla 4. Comparacion de los valores pairwise Fst entre las 4 localidades encontradas dentro
de la region 4.

Toreadora Cajas Cruces
Cajas 0,110 - -
Cruces 0,144 0,191 -
Quilotoa 0,260 0,366 0,355

Tabla 5. Valores para estimacion del K 6ptimo a partir del andlisis en STRUCTURE con
informacion previa de localidad y provincia de origen de las muestras de mortifio.

K Reps Mean Stdev Ln'(K) |Ln""(K)| Delta K
LnP(K) LnP(K)

3 10 -4796.425 0.9500 283.750000  56.500000 59.473684

4 10 -4569.1750 1.0595 227.250000 117.475000 110.879760

5 10 -4459.4000 2.0510 109.775000  40.025000 19.514718

K: ntimero de clusters evaluados; Reps: numero de repeticiones corridas; Mean LnP(K):
promedio del logaritmo natural de la probabilidad de los datos para cada valor de K; Stdev
LnP(K): desviacion estandar del logaritmo natural de la probabilidad de los datos para cada
valor de K; Ln’(K):derivada de primer orden de la probabilidad de los datos para cada valor de
K; Ln”’(K): derivada de segundo orden de la probabilidad de los datos para cada valor de K;
Delta K: tasa de cambio del logaritmo de la probabilidad de los datos.
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13.Figuras
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Figura 1. Mapa georreferenciado de las 27 localidades de la sierra ecuatoriana (puntos
naranjas) en donde se recolectaron las muestras de mortifio analizadas en este estudio.
Elaborado por Izan Chalén.
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Figura 2. Electroforesis en gel agarosa al 1% de muestras de ADN extraido a partir de hojas
de mortifio de Cotopaxi. Dentro del cuadro blanco se observan bandas de ADN de alto peso
molecular en todas las muestras. Ladder:100 bp (Invitrogen).

= Entre poblaciones

m Dentro de las poblaciones

Figura 3. Analisis de varianza molecular (AMOVA) representada en funcion de la distribucion
de la diversidad genética del mortifio entre poblaciones (interpoblacional) y dentro de las
poblaciones (intrapoblacional). La variacidon entre poblaciones representa la diferenciacion
genética de los individuos entre las 27 localidades muestreadas. La variacion genética dentro
de las poblaciones representa la diferenciacion genética de los individuos dentro de que cada
localidad muestreada.
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Figura 4. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) bidimensional, de 100 individuos de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth.) utilizando
datos de diversidad genética de 16 marcadores SSR. Se sugieren 4 posibles clusters genéticos que estan representados en color rojo (individuos
del norte de la sierra ecuatoriana), amarillo (individuos del centro), azul (individuos del sur) y verde (individuos de Quilotoa y localidades de

Azuay).
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V. floribundum en la sierra ecuatoriana. El dendrograma NJ representa a través de la longitud
de las ramas, las distancias genéticas halladas entre los individuos de las distintas localidades.

DA eigenvalues

Figura 6. Ilustracién de los cuatro clusters (regiones) en los que el DAPC agrupd a los
individuos de V. floribundum muestreados en la sierra ecuatoriana. Cada punto representa a un
individuo, y cada elipse y color representa un claster. Los DA eigenvalues (3) indican la

relacién entre y dentro de la varianza de los componentes principales (PC), utilizando
combinaciones lineales.
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Figura 7. Analisis de varianza molecular (AMOVA) dentro de la region 4, representada en
funciéon de la distribucion de la diversidad genética del mortifio entre poblaciones
(interpoblacional) y dentro de las poblaciones (intrapoblacional). La variaciéon entre
poblaciones representa la diferenciacion genética de los individuos entre las 4 localidades de
la regiéon 4 (Quilotoa, Toreadora, Cajas y Cruces). La variacién genética dentro de las
poblaciones representa la diferenciacion genética de los individuos dentro de cada una de las 4
localidades.

Carchi Imbab Pichinch Ci i Tungurahua Bolivar Chimborazo Canar Azuay Loja

A A

Figura 8. Q-plot que muestra el agrupamiento bayesiano de 100 individuos (K = 4). El valor
K es el nimero de acervos representados por diferentes colores. Rojo: grupo norte; amarillo:
grupo centro; azul: grupo sur; y verde: grupo altitudinal.
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0.39

Figura 9. Red de migracion entre las cuatro regiones analizadas. La proximidad de los circulos
es directamente proporcional a la similitud genética de las regiones. Las lineas de conexion
reflejan la magnitud relativa y la direccion de la migracion y el flujo génico entre las regiones.
Valores cercanos a 1 y lineas mas oscuras se asocian a mayores niveles de flujo génico.
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Figura 10. Grafico de dispersion para evaluar la correlacion entre la distancia genética y la
distancia geografica de cada par de individuos de mortifio de la muestra en estudio, mediante
una prueba de Mantel pareada. rxy: coeficiente de correlacion. P: significancia.
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Figura 11. Individuos de mortifio muestreados en el estudio. En la primera imagen (izquierda)
se muestra una planta de mortifio rastrera, desarrollada a la misma altura que el pajonal, en el
Parque Nacional Cajas. En la segunda imagen (derecha) se presenta un arbusto de mortifio con

frutos, en el Parque Nacional Cotopaxi. Fotografias tomadas por Andrea Pinos y Pamela Vega.
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14.Anexos

Anexo A. Permisos de movilizacién obtenidos por el Ministerio del Ambiente (MAE) de las
10 provincias de la sierra ecuatoriana.

Provincia Nuimero del permiso de recoleccion
Carchi MAE-DPAC-2017-0891-O
Imabura MAE-CGZ1-DPAI-2017-1065-O
Pichincha 006-FLO-2018-DPAP-MA
Cotopaxi 07
Tungurahua 11-2017-DPAT-V.S
Bolivar 001-2018-MOV-FLO-DPAB-MAE
Chimborazo 009-2017
Cafiar 003-FLO-DPC-B-MA
Azuay 096-DPA-MA-2017

Loja 018-2017-UPN-VS-DPAL-MAE
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Anexo B. Loci microsatélites empleados como marcadores moleculares en este estudio
(Argudo, 2017).

Primer Secuencia de los primers (5'-3") Fluoroéforo T Motivo Tamaiio
annealing esperado

Mo001 F: AACCTGTACAAGTCTACCCCTACCG VIC 58 TTCCTG(48) 300 - 400
R: TAATAACAGAACATCAGTGCAAGGC

Mo002 F: CAAAATAACCCTCAAACACACACC PET 58 TTTGG(50) 100 -200
R: TTTATCATTATCCTACAGCGTCACC

Mo004 F: GAGGTATTGGAATCCTTGGATGG PET 58 TCC(33) 300 - 400
R: CTCTTCCCCTCAACTCTTCCC

Mo005 F: TAGAGATTCATCTCCATCCTTTTGC FAM 58 ACC(33) 200 - 300
R: GTCCATTAGGGTTCCAAAAGTGC

Mo007 F: GAAGCCTGGTCAGTCCTTTCC PET 63 TGC(24) 200 - 300
R: CACTAGGAGTCTGACTTTCCTCTGC

Mo008 F: ACTACCCTGCCACTCTCACTACC VIC 63 ACC(27) 300 - 400
R: CGGACCCAGAGTTAGGATAATACC

Mo009 F: TATTCTTATGTTCGTCCTCGTAGGC NED 63 AGT(24) 400 - 500
R: TTTCCTGCTAGCTGTTGTTGTAACG

Mo010 F: TAGACAACCACTTTCTTTGGTTTCC NED 63 TTC(30) 250 - 350
R: AATAAGTCTTGCTTTGTACCTTGCC

Mo011 F: GCGAGAGTATTGGTGTTCATGC VIC 58 TTC(24) 300 - 400
R: CAGGTATAGATATACTGGGTTTTGAGG

Mo015 F: TAAATCCAAAAGGACAACTCCATCC NED 60 TTC(27) 200 - 300
R: AACATGGGTTTAGCGTAGGAGACG

Mo016 F: GAAGAAGAAATGGTGAGACAACTGC FAM 60 TTC(33) 350 - 450
R: AAGAAGATTGACTAGGGAGACATCG

Mo018 F: ATTCGGGTATGGAGAGAGAAAGAGG NED 60 TCC(27) 200 - 300
R: ACACCAACAAACCCGAAAATAACC

Mo020 F: CTACATTTTACCCGGTCACTTTTGC PET 60 ATT(33) 300 - 400
R: CACACTAGTTACAAGAGCATTTTCCC

Mo021 F: CATGGTTTGGTCTAGTTGATAACCC FAM 60 TTC(33) 300 - 400
R: GATGCTTCCTAGAGCCTTTATTGC

Mo024 F: TGTTGCTTCTTTTGTTTCCTACCC VIC 60 ATC(24) 300 - 400
R: TTAGAGTTCTAAGCCAACAAACTCG

Mo025 GGTCAAAAGGAGGAGAATAATAGCC FAM 60 TTC(54) 250-350

~ T

: TGTCTCTGCCCATTTTAATGTTACC
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Anexo C. Localidades de los 100 individuos de V. floribundum incluidos en este estudio, que
se colectaron en las salidas de campo entre mayo del 2017 a agosto del 2018. Se indican las
coordenadas y la altitud (en msnm) de cada individuo recolectado.

Provincia Localidad Individuo Coordenadas Altitud
CA001 NO0° 38.765' W77° 54.726' 3317
, CA002 NO0° 38.708' W77° 54.367' 3357
El Angel
CA004 NO° 38.784' W77° 54.208' 3387
CA008 NO° 38.784' W77° 53.922' 3388
Carchi CAO11 NO0° 39.066' W77° 50.265' 3405
San Gabriel CAO014 NO0° 39.256' W77° 50.344' 3459
CA020 NO0° 39.563' W77° 50.456' 3489
CA022 NO0° 42.590' W77° 44.207' 3255
La Cofradia CA025 NO0° 42.549' W77° 44.099' 3248
CA027 NO0° 42.541' W77° 44.020' 3250

1047 NO0° 17.3645' W78° 21.0815' 3084
1050 NO° 17.3782' W78° 20.6979' 3090

Cuicocha 1051 NO° 17.3885' W78°20.5768' 3100
1053 NO° 17.4311' W78°20.5298' 3122
1054 NO° 17.266' W78° 11.634' 2996
Imbabura Santa Lucia 1056 N0° 17.235' W78° 11.601" 2996
1063 N0° 17.109' W78° 11.600' 3062
1065 NO° 34.188' W78° 16.574' 3599
, 1068 NO° 34.223' W78° 16.599' 3599
Cahuasqui 1071 NO° 34.229' W78° 16.619' 3594
1073 NO° 33.941' W78° 16.153' 3714
P64 N0° 05.950' W78° 15.204' 3770
_ P066 N0° 06.011' W78° 15.282" 3805
Mojanda PO71 NO° 05.615' W78° 14.990' 3669
P073 NO° 05.465' W78° 14.719' 3596
P051 S0° 02.056' W78° 03.364' 3741
Pichincha Cayambe P052 S0° 01.278' W78° 03.205' 3885
P055 S0° 02.062' W78° 03.563' 3732
P044 S0° 12.451' W78° 36.025' 3450
Lioa P045 S0° 12.459' W78° 36.086' 3475
P046 S0° 12.494' W78° 36.131" 3535
P050 S0° 12.450' W78° 36.222' 3546
C047 S0° 38.997' W78° 30.680 3558
Parque Nacional €049 S0° 38.558' W78° 29.309" 3803
. Cotopaxi C052 S0° 34.174' W78° 26.657' 3702
Cotopaxi
C055 S0° 33.864' W78° 26.520' 3687
. C056 S0° 59.966' W78° 55.618' 4090
Quilotoa

C059 S1°00.023' W78° 55.639' 4126
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C062 S1°00.062' W78° 55.662' 4126
C065 S1°00.089' W78° 55.677' 4120
C067 S0° 42.847' W78° 53.784' 3136
Sigchos C071 S0°42.951' W78° 53.888' 3163
C075 S0° 42.838' W78° 53.651" 3118
T0OO1 S1°22.448' W78° 41.481" 3757
T003 S1°22.434' W78° 41.466' 3742
Carihuairazo T004 S1°22.465' W78° 41.510' 3768
T006 S1°22.342' W78° 41.435' 3709
Tungurahua TOO7 S1°22.361' W78° 41.390' 3656
T009 S1°10.120' W78° 28.187' 3565
TO10 S1°10.113' W78° 28.120' 3555
Tisandeo TO11 S1°10.115' W78° 28.094' 3561
T013 S1°10.129' W78° 28.164' 3552
TO15 S1°10.143' W78° 28.196' 3552
B001 S1°43.219' W78° 58.081" 3282
B005 S1°43.176' W78° 58.135' 3267

Cebapamba
B007 S1°43.138' W78° 58.155' 3251
B008 S1°43.122' W78° 58.167' 3243
, BO11 S1°24.104' W79° 01.028' 3643

Bolivar .

Salinas BO15 S1°24.065' W79° 01.001" 3651
B017 S1°24.114' W79° 01.036' 3630
B019 S1°22.215' W79° 00.183' 4038
Salinas Norte B021 S1°22.201' W79° 00.176' 4055
B026 S1°22.194' W79° 00.165' 4057
HO01 S1°44.033' W78° 32.869' 3482
H002 S1°39.564' W78° 31.331" 3609
HO003 S1°40.415' W78° 30.992' 3684
Chimborazo Quimiac HO005 S1°40.721' W78° 30.578' 3744
H007 S1°40.762' W78° 30.561" 3745
HO008 S1°40.810' W78° 30.624' 3749
H009 S1°40.851' W78° 30.637' 3758
U021 S2°44.516' W78° 58.143' 3050
: . U024 S2°44.479' W78° 58.154' 3055

Surimpalti
U026 S2° 44.455' W78° 58.156' 3065
U030 S2°45.018' W78° 58.132' 3015
. uo12 S2°43.248' W78° 49.433' 3034
Caftar Cerro Abuga U019 S2° 43.238' W78° 49.429' 3049
U020 S2°43.183' W78° 49.423' 3120
U003 S2°48.736' W78° 49.297' 3062
San Miguel U006 S2°48.520' W78° 49.357' 3086
uo10 S2° 48.450' W78° 49.320' 3100
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A002 $2° 46.980' W79° 13.436' 3940
A003 $2° 46.989' W79° 13 442" 3940

Toreadora
A006 $2°46.951' W79° 13.536' 3947
A010 $2° 46.923' W79° 13.592" 3956
AO11 $2° 46.520' W79° 14.244' 4057

Azuay )

Cajas AO013 S2° 46.468' W79° 14.265' 4061
A019 $2° 46.367' W79° 14.203' 4094
A022 $2° 46.607' W79° 14.474' 4160
Cruces A027 $2° 46.618' W79° 14.477' 4159
A030 S2° 46.604' W79° 14.447' 4152
L001 $3°35.295' W79° 15.954' 2891
Saraguro L008 $3° 35.920' W79° 16.607' 3008
L010 $3°36.397' W79° 15.913' 2900
Lo11 S4° 06.727' W79° 10.407' 3048
, Lo015 S4° 06.714' W79° 10.466' 3065
Loja Podocarpus L017 S4° 06.703' W79° 10.498' 3067
020 S4° 06.718' W79° 10.574' 3039
L022 $3° 49.229' W79° 17.904' 2874
Santiago L026 $3° 49.178' W79° 17.906' 2889
L030 $3° 49.139' W79° 17.931' 2906




Anexo D . Genotipado de los 100 individuos de V. floribundum de la sierra ecuatoriana, seleccionados para este estudio. Se muestran los
genotipos de los 16 loci microsatélites. Los diferentes alelos estan denotados segun su tamafio en pb y separados por un guion (““-”).
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MO001 M002 M004 MO005 Mo007 Mo008 M009 Mo010 Mo11 Mo015 Mo16 MO018 M020 M021 M024 Mo025
A002 | 345-351 158-158 346-346 255-255  285-285  360-360 405-405  292-292  305-305 300-300 410-410 214-214 334-334 334-334  366-366  292-292
A003 | 345-351 158-158 343-343 237-237  288-294  360-360 405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 202-202 307-334 307-307 357-357  301-301
A006 | 327-327 158-158 346-346 249-249  294-294  360-360 402-402  298-298  305-305 300-300 410-410 202-202 346-346 349-349  357-357  301-301
A010 | 345-351 158-158 346-346 240-249  294-294  360-360 405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 211-211 334-334 307-307 357-357  292-292
A011 | 345-351 158-158 346-346 255-255  294-294  360-360 405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 211-211 334-334 307-343  357-357  295-295
A013 | 345-351 158-158 346-346 234-255  294-294  360-360 405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 202-202 334-334 340-340 366-366  292-292
A019 | 345-351 158-158 346-346 255-255  294-294  360-360 402-402  292-292  305-305 300-300 410-410 202-202 334-334 307-307 366-366  304-304
A022 | 351-363  158-158 346-346 237-237  261-261  360-360 405-405  298-298  305-305 300-300 416-416 214-214 307-340 307-307 357-357  307-307
A027 | 351-351 158-158 346-346 255-255  294-294  360-360 405-405  292-292  305-305 300-300 410-410 211-211 340-340 307-307 357-357  292-292
A030 | 351-351 148-158 346-346 255-255  294-294  360-360 405-405  292-292  305-305 300-300 410-410 211-211 334-334 307-307 366-366  298-298
B001 | 321-333 163-163 343-343 240-240  288-288  345-345 405-405  292-292  305-305 297-297 413-413 211-223 331-331 346-355 363-363  274-274
B005 | 333-333 163-163 343-343 240-252  288-294  345-366 402-405  292-298  299-305 297-303 413-413 214-220 331-340 343-346  363-366  256-256
B007 | 327-327 163-163 343-355 249-252  288-294  345-345 405-405  292-292  299-305 297-303 410-413 211-214 331-343 346-349 363-363  274-277
B008 | 333-351 158-163 343-343 240-246  288-294  345-345 405-405  298-298  305-305 297-303 410-413 211-211 331-343 352-352  360-366  274-283
BO11 | 327-351 163-163 331-343 228-228  288-294  345-345 405-408  292-298  299-305 297-297 410-410 211-211 331-334 349-352  366-366  280-289
BO015 | 327-351 158-163 343-343 228-237  288-294  345-345 405-405  298-298  299-305 297-303 410-413 211-211 331-334 346-352  357-360  256-256
B017 | 333-333 163-163 343-355 249-249  288-294  324-324 405-408  292-298  299-305 297-297 410-410 211-214 331-331 349-352  363-369  274-286
B019 | 351-351 158-158 343-343 246-249  288-294  360-366 405-408  298-298  305-305 300-300 410-413 211-217 334-337 349-349  360-366  274-283
B021 | 339-351 158-158 343-343 246-252  294-294  345-360 405-405  292-292  305-305 303-303 410-413 211-223 331-337 352-355 357-357  283-289
B026 | 351-351 158-158 343-343 234-246  294-294  345-366 405-405  280-292  305-305 300-300 410-410 211-211 337-337 343-358 357-357  256-292
U003 | 333-333 158-158 343-346 240-246  288-294  333-339 402-402  286-286  305-305 303-303 398-407 211-211 310-331 340-340 348-348  256-274
U006 | 339-345 158-163 337-337 234-234  288-288  339-348 399-405  286-286  299-305 303-303 410-413 211-211 310-310 337-337 348-348  235-256
U010 | 339-357 158-163 337-343 252-252  288-288  339-345 402-402  286-292  305-305 300-300 407-407 211-211 328-340 337-340 369-378  235-256




U012
uo19
U020
U021
U024
U026
U030
CA001
CA002
CA004
CA008
CAO11
CA014
CA020
CA022

CA025
CA027

HO001
H002
HO003
H005
H007
H008
H009
C047
C049
C052
Co055

327-345
339-357
327-327
339-357
339-339
345-351
333-333
327-345
333-351
333-333
327-339
345-345
333-345
333-333
327-339

339-339
339-345

333-351
333-351
339-351
351-351
351-357
333-339
333-351
339-345
351-351
327-351
345-351

158-163
158-163
158-158
163-163
163-163
163-163
163-163
158-183
158-158
158-158
158-183
158-183
163-183
163-183
158-183

158-183
163-183

158-158
158-163
158-163
158-163
158-163
158-158
158-163
158-163
158-163
163-163
158-163

343-349
337-349
343-349
343-343
337-343
343-349
343-343
343-352
340-352
349-349
340-355
352-358
343-352
343-352
343-352

355-355
352-352

337-343
337-343
331-343
331-349
343-343
331-343
349-349
349-349
349-349
349-349

225-234
234-240
234-234
240-240
243-246
234-243
252-252
240-249
249-255
243-243
243-249
231-240
231-240
234-240
240-249

240-249
240-240

240-240
234-237
234-234
240-243
240-252
243-243
249-249
246-246
246-246
246-246
246-246

288-294
288-288
288-294
288-288
294-294
288-288
288-288
294-294
294-294
294-294
294-294
285-294
294-294
294-294
294-294

288-294
288-294

288-288
288-288
288-288
288-288
252-288
288-288
291-291
294-294
291-297
288-288

339-348
348-348
345-345
339-366
345-345
345-351
348-348
345-354
348-360
354-366
348-360
333-348
348-348
351-354
345-348

345-354
348-360

339-345
345-345
345-345
345-345
345-354
345-354
345-345
345-351
345-351
345-351
345-345

402-402
402-402
402-402
402-402
402-402
402-402
399-405
405-408
405-405
408-408
405-405
405-408
405-405
408-408
405-405

399-408
399-405

405-405
402-402
402-408
402-408
384-405
408-408
408-408
405-405
405-405
405-405
405-405

286-292
292-298
292-292
292-292
286-298
286-286
292-292
289-298
289-298
298-298
289-298
298-298
298-298
298-304
301-301

298-304
298-298

295-298
298-298
298-298
298-298
295-295
298-298
295-304
301-301
298-298
301-301
292-298

299-305
299-305
305-305
299-305
299-305
299-305
299-308
305-305
305-314
305-314
305-314
305-305
305-305
305-314
305-305

305-305
305-305

305-305
302-305
302-305
302-305
305-305
305-305
302-305
305-305
305-305
308-308
305-305

300-300
300-300
300-300
297-297
303-303
297-303
303-303
300-300
300-300
300-300
300-300
300-300
297-300
300-300
300-300

300-300
300-300

297-297
345-345
345-348
345-345
297-297
294-297
345-345
300-300
297-300
297-300
297-300

410-410
407-413
407-407
410-410
410-410
410-410
413-416
416-416
419-419
413-416
410-416
410-416
407-413
419-419
413-413

410-413
410-410

410-419
419-422
419-422
419-419
410-410
425-425
416-416
413-413
413-416
413-416
413-413

211-214
211-214
211-214
211-211
211-211
211-211
220-220
211-211
223-223
211-211
211-211
205-205
220-220
205-220
211-220

214-223
211-211

214-214
211-214
211-214
208-214
214-220
202-202
211-214
214-220
220-220
211-220
211-220

310-337
337-337
310-310
328-328
310-310
352-352
328-331
334-334
334-334
334-337
337-337
334-334
337-337
337-343
337-337

334-337
328-337

331-334
331-337
331-334
334-337
331-334
334-340
334-334
343-343
307-307
301-301

334-346
340-340
358-358
340-346
343-343
343-349
343-349
343-349
343-355
337-352
337-343
340-340
349-352
343-349

343-343
343-343
340-346
340-346
340-346
343-343
349-349
340-346
346-346
334-346
340-343
340-340

348-348
348-348
348-372
348-348
348-384
348-348
363-363
354-369
354-369
366-369
354-366
354-354
354-372
354-363
369-369

360-366
360-369

354-375
372-372
348-372
372-372
363-366
366-372
369-372
363-369
354-354
354-360
366-369
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235-256
235-256
256-256
235-256
235-286
235-235
256-256
289-289
277-2717
283-289
286-286
280-280
268-286
286-286
280-289

289-298
274-292

277-286
256-280
289-289
256-256
256-256
274-286
283-289
280-283
283-289
280-280



Co056
Co059
C062
C065
Co067
C071
Co075
1047
1050
1051
1053
1054
1056
1063
1065
1068
1071
1073
L001
L008
LO010
LO011
LO015
LO017
L020
L022
L026
L030

351-357
351-351
357-357
351-351
351-357
351-351
351-351
327-345
327-345
333-339
339-339
327-333
327-327
345-351
339-345
339-345
339-345
345-345
327-345
345-351
345-345
339-345
345-351
327-357
321-357
321-321
333-345
339-357

158-158
158-158
158-158
158-158
163-163
163-163
163-163
163-183
158-163
158-158
158-163
163-183
163-183
183-183
158-163
163-163
158-163
163-163
163-163
163-163
163-163
158-163
158-158
158-158
158-158
163-168
158-163
158-168

343-343
343-343
343-343
343-343
355-355
355-355
349-355
337-346
337-355
355-355
337-355
343-346

343-346
343-349
343-349
340-340
346-349
346-349
346-349
346-346
346-349
349-349

228-228
228-228
246-246
228-228
240-240
240-240
249-249
240-240
240-246
240-240
240-240
237-237
237-237
237-240
240-249
234-234
249-270
249-249
234-237
240-243
234-246
234-240
240-240
228-231
228-234
228-228
237-246
234-237

294-294
294-294
294-294
294-294
285-294
294-294
294-294
294-294
294-294
294-294
294-294
288-294
294-294
294-294
288-294
288-294

288-294
288-294
294-294
288-288
294-294
288-309
288-288
288-294
288-288
288-294

360-360
360-360
360-360
360-360
345-345
345-345
345-345
345-354
345-366
354-354
354-366
345-345
345-354
354-354
360-360
360-360
354-360
339-339
360-360
360-366
339-360
339-366
339-360
339-360
348-348
348-360
342-342

405-405
405-405
405-405
405-405
405-405
405-405
405-405
405-405
405-408
405-408
405-405
405-408
408-408
402-402
384-405
405-408
405-405
384-405
405-405
402-402
402-402
402-402
405-405
399-402
399-402
402-405
402-402
402-402

298-298
301-301
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
289-307
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-2982
292-298
292-298
286-292
286-286
286-292
286-292
286-292
286-292
286-286
286-286

305-305
305-305
305-305
305-305
305-314
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
308-308
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305

300-300
300-300
300-300
300-300
297-300
297-300
297-303
297-303
297-303
303-303
300-303
303-303
300-300
300-300
300-300
291-291
303-303
297-297
300-300
300-300
291-291
300-300
300-300
300-300
300-300
300-300
300-300
300-306

410-410
410-410
410-410
410-410
416-422
407-416
413-416
413-416
413-416
416-419
413-416
413-413
401-413
413-413
413-419
413-419
416-416
416-416
413-416
413-416
416-416
383-383
410-413
431-431
383-383
413-488
413-488
389-389

211-211
211-211
211-211
211-211
211-211
217-217
220-220
202-220
208-220
208-220
208-208
220-220
211-220
211-220
211-220
211-220
211-211
211-214
211-211
211-214
214-217
214-217
205-217
205-214
208-214
211-214
214-214

301-301
301-301
295-304
328-343
331-331
307-307

328-331
301-301
301-328
334-334

334-385
307-331
325-352
325-328
322-331
322-331
331-343
334-352
322-322
322-325
328-331

340-340
307-307
307-340
346-352
343-343
331-337
331-349
343-343
334-343
337-337
340-343
334-349
343-349
349-349
385-385
331-346
346-346
343-343
349-349
349-349
343-343
337-349
343-343
352-364
343-349
340-346
343-343
337-346

366-366
357-357
357-357
366-366
360-372
360-372
360-372
360-360
369-369
360-369
360-369
354-366
354-366
354-366
354-360
354-363
354-354
354-369
360-363
360-363
360-363
366-369
366-369
366-369
366-375
354-354
348-354
354-366
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283-283
283-283
274-274
283-283
286-289
235-235
286-286
289-289
289-292
280-289
280-289
280-286
280-280
280-280
271-292
307-307
292-292
292-292
232-232
235-235
235-256
235-235
235-235
235-253
253-274
289-292
235-256
280-289



P044
P045
P046
P050
P0s1
P0s2
P055S
P064
P066
P071
P073
T001
T003
T004
T006
T007
T009
T010
TO011
T013
TO015

351-351
339-351
351-351
351-351
369-369
339-339
375-375
333-357
351-369
339-339
333-357
339-351
321-333
333-345
351-351
339-351
345-345
333-339
345-351
345-345
351-351

163-163
163-163
163-163
163-163
158-158
158-158
158-158
158-163
163-163
158-158
163-163
158-163
153-158
163-163
158-163
158-163
163-163
163-163
163-163
163-163
163-163

343-343
343-343
343-343
343-343
352-352
352-352
352-352
352-352
343-352
343-343
340-355
337-337
331-352
343-352

343-352
331-352

343-343

243-243
243-243
249-249
249-249
240-249
237-237
249-249
240-240
243-249
243-243
240-243
249-252
237-240
249-249
240-252
249-255
252-252
240-240
234-237
240-240
237-240

288-294
294-294
288-288
294-294
288-288
288-288
288-288
294-294
288-294
294-294
294-294
288-294
279-279
279-294
279-294
252-288
288-288
279-294
279-294
288-288
288-294

345-345
345-345
345-345
345-345
354-354
354-354
354-354
345-345
345-354
345-345
345-354
345-345
345-345
345-345
345-354
345-348
345-351
345-345
345-345
390-390
345-345

405-405
405-405
405-405
405-405
408-408
408-408
408-408
405-408
408-408
405-405
405-405
405-405
405-405
405-405
405-405
390-393
384-405
405-405
405-405
405-405
405-405

292-298
292-298
298-298
292-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-298
298-304
298-304
298-298
286-295
286-286
292-292
292-292
286-292
367-367
292-292

305-305
305-314
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305
383-383
305-305
305-305
305-305
305-305
305-305

297-297
297-297
297-297
297-297
300-300
300-300
300-300
297-300
297-297
300-300
297-297
297-297
297-300
297-297
297-300
297-297
297-300
297-300
297-300
297-297
297-297

413-416
413-416
413-413
413-416
416-416
416-416
416-416
419-419
413-419
419-419
419-419
416-416
410-416
416-419
410-419
419-419
413-416
410-416
416-419
413-413
410-413

220-220
220-220
220-220
220-220
211-211
211-211
211-211
211-211
205-211
220-220
211-214
211-220
220-220
211-223
220-220
211-214
220-220
211-211
211-211
190-220
211-220

298-340
298-334
298-325
298-334
304-334
304-337
304-337
301-301
256-256
289-289
325-331
298-325
298-328
298-325
325-331
334-340
334-337
298-328
271-331
298-328

346-358
337-337
358-358
346-346
337-352
352-364
343-355
343-343
343-343
346-346
343-346
361-361
343-346
367-367
361-361
385-421
352-352
352-352

352-352

351-351
351-372
351-351
351-351
354-354
354-354
354-354
360-369
360-360
360-369
369-369
366-369
360-378
360-363
360-366
384-384
366-372
366-372
366-372
366-372
357-360

83

280-280
280-280
283-283
280-280
289-289
298-298
302-302
280-292
266-286
277-2717
277-280
256-256
256-256
235-289
235-274
286-286
235-274
289-295
286-286
256-274
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Anexo E. Cuantificacion (ng/ul) del ADN extraido de los 100 individuos de mortifio analizados
en este estudio.

Provincia Localidad Individuo Concentracion (ng/ul)
CA001 426,3
. CA002 702,5
El Angel CA004 397,8
CA008 401,1
Carchi CAO11 369
San Gabriel CA014 491,9
CA020 3934
CA022 193,5
La Cofradia CAO025 505,1
CA027 331
1047 431,7
. 1050 377,3
Cuicocha 051 242.6
1053 498.5
1054 651,9
Imbabura Santa Lucia 1056 521,4
1063 255.,6
1065 359,7
] 1068 246,2
Cahuasqui 071 195.7
1073 779,7
P064 449,6
) P066 644,5
Mojanda P071 439,9
P073 375,5
PO51 640,1
Pichincha Cayambe P052 574,7
PO55 446,9
P044 622,3
Lloa P045 1065.4
P046 856,5
P050 700
C047 572,7
. . C049 482.4
Parque Nacional Cotopaxi C052 599.8
Cotopaxi C055 786,6
C056 952,8
Quilotoa C059 438.5
C062 756,9

C065 774,6
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C067 400
Sigchos C071 587,8
C075 930,5
T0O1 741,9
T003 713
Carihuairazo T004 1228,8
T006 861,8
T0OO07 517,8
Tungurahua T009 626
TO10 426,5
Tisandeo TO011 633,3
TO13 206,3
TO15 350,7
B001 382,9
B005 2585
Cebapamba B0O7 2103
B008 115,8
Bolivar ) BOLI 19,1
Salinas BO15 274,5
B017 152,8
B019 316,6
Salinas Norte B021 159,5
B026 1239
HO001 219.8
H002 320,6
HO003 241,6
Chimborazo Quimiac HO005 164,1
H007 1954
H008 313,7
H009 504,1
U021 813,9
Surimpalti U024 633,5
U026 456,5
U030 454,1
Caiiar U012 480,3
Cerro Abuga uo19 374
U020 830,1
U003 579,7
San Miguel U006 561,5
uo10 6153
A002 471,1
Toreadora A003 380,1
Azuay A006 2427
A010 615,2
Cai A011 540,3
ajas A013 824
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A019 537,2

A022 711,2

Cruces A027 240,6

A030 215,7

L001 358.8

Saraguro L008 560,9

L010 498.4

LO11 288.7

] LO15 391,3
Loja Podocarpus L017 327.6
L020 3473

L022 297.9

Santiago L026 294.5

L030 523,1
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Anexo F. Zona de influencia de actividad volcanica antigua y reciente en Ecuador (Espinosa

et al, 2018).

81°W

80° W 79°W 78° W 77°W 76° W

AR
*%f et

LEGEND
QUATERNARY VOLCANOES
§ - Extinct or dormant
j ~ (last eruption > 10 000 years)
| Potentially active
(last eruption < 10 000 years)

~ Active
ast eruption < 500 years)
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Anexo G. Genotipos de los 16 loci microsatélites de los individuos de V. floribundum de la region 4 (Quilotoa en Cotopaxi y Azuay). Los
diferentes alelos estan denotados segun su tamafio en pb y separados por un guion (““-”).

MO001 MO002 Mo004 MO005 Mo007 MO008 MO009 MO010 MoO11 Mo015 Mo16 MO018 MO020 Mo021 Mo024 Mo025

A002 345-351  158-158  346-346  255-255  285-285 360-360  405-405  292-292  305-305 300-300 410-410 214-214 334-334  334-334  366-366  292-292
A003 345-351  158-158  343-343  237-237  288-294  360-360  405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 202-202 307-334  307-307 357-357 301-301
A006 327-327  158-158  346-346  249-249  294-294  360-360  402-402  298-298  305-305 300-300 410-410 202-202  346-346 349-349  357-357  301-301
A010 345-351  158-158  346-346  240-249  294-294  360-360  405-405  298-298  305-305  300-300 410-410 211-211  334-334  307-307 357-357  292-292
A011 345-351  158-158  346-346  255-255 294-294  360-360 405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 211-211  334-334  307-343  357-357  295-295
A013 345-351  158-158  346-346  234-255  294-294  360-360  405-405  298-298  305-305  300-300 410-410 202-202  334-334  340-340 366-366  292-292
A019 345-351  158-158  346-346  255-255  294-294  360-360  402-402  292-292  305-305 300-300 410-410 202-202  334-334 307-307 366-366  304-304
A022 351-363  158-158  346-346  237-237  261-261  360-360  405-405  298-298  305-305 300-300 416-416 214-214  307-340  307-307  357-357  307-307
A027 351-351  158-158  346-346  255-255 294-294  360-360  405-405  292-292  305-305 300-300 410-410 211-211  340-340  307-307 357-357  292-292
A030 351-351  148-158  346-346  255-255  294-294  360-360  405-405  292-292  305-305 300-300 410-410 211-211  334-334  307-307 366-366  298-298
Co056 351-357  158-158  343-343  228-228  294-294  360-360  405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 211-211 - 340-340  366-366  283-283
C059 351-351  158-158  343-343  228-228  294-294  360-360  405-405  301-301  305-305  300-300 410-410 211-211  301-301  307-307  357-357  283-283
C062 357-357  158-158  343-343  246-246  294-294  360-360  405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 211-211 301-301  307-340  357-357 274-274
C065 351-351  158-158  343-343  228-228  294-294  360-360  405-405  298-298  305-305 300-300 410-410 211-211  295-304  346-352 366-366  283-283




