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RESUMEN

El mortifio (Vaccinium floribundum), conocido como arandano andino, es una especie
endémica del paramo que se distingue por su estructura arbustiva y sus frutos caracteristicos.
Desempefia un papel esencial en la biodiversidad y en la dinamica de los ecosistemas de alta
montafia, los cuales se desarrollan bajo condiciones ambientales extremas. Este estudio se
basa en la gendémica de poblaciones utilizando marcadores SNPs obtenidos mediante
secuenciacion AVITI para analizar la diversidad genética y la estructura poblacional de V.
floribundum en gradientes altitudinales en el paramo ecuatoriano. Los SNPs, al estar
distribuidos a lo largo de todo el genoma, proporcionan una resolucion detallada de la
variabilidad genética. Para ello, se analizaron 40 individuos de mortifio correspondientes a 8
localidades distribuidas a lo largo de la Sierra ecuatoriana. Los analisis revelaron valores de
heterocigosidad entre 0.0024 y 0.0067 y la existencia de tres grupos genéticos diferenciados
(K=3). En el anélisis de redes se identificd una tendencia similar de agrupacion al del anélisis
de estructura poblacional. Estas agrupaciones podrian deberse a factores de distribucion
geogréfica como de altitud que podrian estar influenciando la diversidad genética de esta
especie. Ademas, se identificaron patrones de aislamiento por distancia y aislamiento por
ambiente, donde se evidencia una correlacion positiva en todos los casos. Estos hallazgos
aportan informacion crucial para comprender la estructura poblacional de V. floribundum a lo
largo de los Andes ecuatorianos y brindan herramientas para el disefio de estrategias de

conservacion y restauracion en ecosistemas de alta montafia.

Palabras clave: Vaccinium floribundum, mortifio, SNPs, gendémica de poblaciones, paramo

ecuatoriano.



ABSTRACT

The mortifio (Vaccinium floribundum), also known as the Andean blueberry, is an endemic
shrub species of the paramo ecosystem, characterized by its bushy structure and distinctive
fruits. It plays a crucial role in biodiversity and in the dynamics of high-mountain
ecosystems, which develop under extreme environmental conditions. This study is based on
population genomics using SNP markers obtained through AVITI sequencing to analyze the
genetic diversity and population structure of V. floribundum across altitudinal gradients in the
Ecuadorian paramo. SNPs, being distributed throughout the genome, provide a detailed
resolution of genetic variability. To achieve this, 40 mortifio individuals from 8 different
localities along the Ecuadorian highlands were analyzed. The analyses revealed
heterozygosity values ranging from 0.0024 to 0.0067 and the existence of three distinct
genetic groups (K=3). The network analysis showed a similar grouping trend to that of the
population structure analysis. These groupings could be influenced by geographic distribution
factors such as altitude, which may affect the genetic diversity of this species. Additionally,
patterns of isolation by distance and isolation by environment were identified, with a positive
correlation evident in all cases. These findings provide essential insights for understanding
the population structure of V. floribundum along the Ecuadorian Andes and offer tools for the

design of conservation and restoration strategies in high-mountain ecosystems.

Keywords: Vaccinium floribundum, mortifio, SNPs, population genomics, Ecuadorian

paramo.
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1. INTRODUCCION

1.1. Informaciéon General

1.1.1. Caracteristicas Generales

Vaccinium floribundum Kunth, también conocido como mortifio, arandano andino o uva
de monte, es una especie endémica perteneciente a la familia Ericaceae. Esta especie se
caracteriza por su estructura arbustiva, pequefias hojas con nervadura pinnada, y flores de
menos de 1 cm dispuestas en racimos (Santamaria et al., 2012). Su fruto es una baya
comestible de 5 a 8 mm de didametro, que contiene de 15 a 60 semillas y se distingue por su
coloracion que varia de azul a negro, recubierta por una capa blanquecina llamada pruina
(Meléndez et al., 2021; Rodrigues & Franco, 2016). Por otro lado, al igual que los ardndanos,
V. floribundum es reconocido como una “superfruta” debido a la elevada concentracion de
antioxidantes, vitaminas y minerales, lo que refuerza su valor nutricional y potencial

beneficio para la salud (Llivisaca et al., 2022).

1.1.2. Importancia Ecologica, Cultural y Econdmica

El mortifio juega un papel fundamental en la restauracion y conservacion de los
ecosistemas andinos, especialmente en los paramos, que son esenciales en la regulacion
hidrica y la captura de carbono (Pinos et al., 2021). Gracias a su capacidad regenerativa, el
mortifio puede propagarse de manera vegetativa a partir de raices o meristemas laterales de
los tallos (Herrera et al., 2024). Esta caracteristica lo destaca como una de las primeras
especies en recuperarse frente a las actividades antropogénicas, como deforestacion e
incendios forestales, actuando como pionero en la sucesion ecologica (Hernandez et al.,
2024). En este sentido, el mortifio es considerado una especie clave en proyectos de

restauracion ecologica, dirigidos a mitigar los efectos del cambio climético y proteger las
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fuentes de agua que sustentan la vida de millones de personas, asi como de diversas especies
de flora y fauna en la region andina (Herrera et al., 2024).

Con respecto a la importancia cultural, V. floribundum tiene una profunda conexion
con la tradicion y cultura de los pueblos andinos. En Ecuador, este fruto que se cosecha en el
mes de octubre dependiendo de los patrones climaticos, es el ingrediente central de la
“Colada Morada”, una bebida tradicional que se prepara durante el Dia de los Difuntos,
simbolizando la union entre los vivos y sus ancestros (Abreu et al., 2014; Herrera et al.,
2024). Por esta razon, la recoleccion y uso del mortifio forman parte del patrimonio cultural
de las comunidades locales, quienes han transmitido estas practicas de generacién en
generacion (Villareal & Abad, 2014).

Por otra parte, en el ambito econémico, el mortifio tiene un gran potencial como
producto de alto valor agregado. Debido a sus propiedades nutricionales excepcionales, el
mortifio se ha convertido en un ingrediente atractivo para la industria alimenticia y de
exportacion, especialmente en la elaboracion de mermeladas, vinos y otros derivados
(Vizcaino et al., 2024). Este potencial ha captado el interés de mercados locales e

internacionales, abriendo oportunidades para el desarrollo de cadenas de valor.

1.1.3. Distribuciony Ecologia

El mortifio se encuentra naturalmente en los Andes tropicales, abarcando una amplia
region geogréafica desde Venezuela hasta Bolivia (Villanueva et al., 2023). Especificamente
en Ecuador, se distribuye en la Cordillera de los Andes, extendiéndose a lo largo de
diferentes provincias desde el Carchi hasta la provincia de Loja (Herrera et al., 2024).

V. floribundum se encuentra de manera silvestre en ecosistemas de gran altitud, conocidos
como paramos y bosques montanos frios, que rodean alturas entre los 1600 y 4500 msnm

(Vega et al., 2020). Estos habitats presentan diferentes condiciones ambientales, incluyendo
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bajas temperaturas que oscilan entre 7 y 18°C, altos niveles de radiacién UV, alta humedad, y
suelos acidos con un pH entre 4 y 5 (Herrera et al., 2024; Vega et al., 2020).

A pesar de estos desafios ambientales, V. floribundum ha desarrollado mecanismos de
adaptacion que le permiten resistir heladas y condiciones extremas, asegurando la
supervivencia en climas de alta montafia (Cobo et al., 2016). Ademas, la amplia distribucion
altitudinal y geogréfica de la especie sugiere una notable diversidad genética, resultado de la
adaptacion a distintos ambientes a lo largo de su rango de distribucion (Llivisaca et al.,

2022).

1.2. Anélisis Genémico

1.2.1. Polimorfismos de un Solo Nucledtido (SNPs)

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) son variaciones en una sola base dentro
de la secuencia de ADN (Koopaee & Kshkoiyek, 2014). Estos marcadores altamente
informativos permiten estudiar rasgos genéticos complejos, comprender relaciones genéticas
entre individuos y determinar la diversidad genetica (Edwards et al., 2007; Helyar et al.,
2011). Especialmente en plantas, los SNPs son clave en la investigacion y mejoramiento
genético vegetal. Para su identificacion, se emplean tecnologias de secuenciacion y
herramientas bioinformaticas, que permiten detectar y analizar estas variantes a nivel

gendémico (Morgil et al., 2020).

1.2.2. Secuenciacién Genomicay Tecnologia AVITI

La secuenciacion de ADN es una tecnologia que permite la lectura y analisis de la
informacion contenida en el genoma de los organismos (Diez et al., 2020). De hecho, las
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) han

permitido obtener grandes volimenes de datos con alta precision y rendimiento (McDonald,
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et al., 2024). Especificamente, la tecnologia AVITI permite generar esta informacion
gendmica con menores tasas de error y un menor costo de secuenciacion (Liu et al., 2024).

En términos generales, el secuenciamiento AVITI (Anexo 1), se basa en tres principios:
circularizacion, amplificacion y secuenciacion. La circularizacidn permite que una biblioteca
de ADN se adhiera a un cebador situado en la celda de flujo mediante un adaptador. Después,
la tecnologia emplea la amplificacion por circulo rodante para generar una cadena de ADN
continua, conocida como polonio. En la etapa de secuenciacion, polimeros marcados
Ilamados aviditas se unen a los polonios, generando una sefial fluorescente que permite la
clasificacion precisa de las bases (Arslan et al., 2024). Esto a su vez, facilita la identificacion
de secuencias de nucle6tidos en regiones especificas, permitiendo detectar polimorfismos,

variaciones estructurales o patrones de expresion génica (Altmann et al., 2012).

1.2.3. Importancia de Estudios Genomicos

El estudio a nivel gendémico de V. floribundum es fundamental para caracterizar la
variabilidad genética dentro y entre poblaciones. Ademas, en un futuro puede contribuir a
comprender las bases moleculares que sustentan los mecanismos de adaptacion, los cuales
dependen de la expresidn de genes y rutas metabolicas asociadas a su adaptacién a
condiciones ambientales extremas. Esta informacidn puede contribuir en la conservacion de
esta interesante especie del paramo ecuatoriano y el desarrollo de estrategias para la
restauracion de este ecosistema Unico, cada vez mas amenazado por el cambio climatico.

Por lo tanto, el objetivo principal de esta investigacion fue analizar la diversidad genética
y la estructura poblacional de V. floribundum mediante marcadores SNPs en una coleccién

inicial de 40 muestras distribuidas a lo largo del paramo andino ecuatoriano.
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2. METODOS

2.1. Coleccién de Muestras

En el afio 2016, con permisos otorgados por el Ministerio del Ambiente del Ecuador, se
colectaron muestras de tejido foliar de individuos de mortifio en 33 sitios de coleccion
distribuidos en diferentes provincias de la Sierra del Ecuador (Vega et al., 2020). Para el afio
2024, con el fin de ampliar la cobertura altitudinal, se incorporaron 22 nuevos sitios de
coleccion, obteniendo un total de 55 sitios de coleccion ubicados entre los 2.200 y 4.200
msnm. Las muestras fueron almacenadas en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
USFQ a -20°C hasta su procesamiento.

De los 55 sitios de coleccién muestreados, se seleccionaron 8, abarcando 4 sitios de baja
altitud (< 3.000 msnm) y 4 de alta altitud (> 4.000 msnm) distribuidos a lo largo de la
Cordillera (Figura 1). Todos los individuos por sitio fueron georreferenciados, sefialando su
altitud y ubicacion geografica (Tabla 1). Por cada localidad, se escogieron muestras de tejido
foliar correspondientes a 5 individuos, resultando en un total de 40 individuos seleccionados.
Las localidades de alta altitud incluyeron a Volcan Corazon (P_COR), Quilotoa (X_QUI),
Salinas de Guaranda (B_SLN) y Napalé (A_NAP). Para localidades de baja altitud, se trabajé
con muestras de Sigchos (X_SCG), Santa Lucia (I_SLU), Sevilla de Oro (A_SDO) y

Yangana (L_YAN).

2.2. Extraccion de ADN y Cuantificacion

Para la extraccion de ADN gendmico de hojas congeladas de V. floribundum se
emplearon dos métodos: el método con CTAB (Li et al., 2013) y el DNeasy Plant Mini Kit
siguiendo las indicaciones planteadas por el fabricante (QIAGEN, 2016). La concentracion

de ADN se cuantificé por fluorometria con Qubit 3, y los indices de calidad se determinaron
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por espectrofotometria con Nanodrop One. La integridad del ADN se verificd mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 100V por 30 minutos.

2.3. Secuenciacion de ADN

Las 40 muestras de ADN obtenidas en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal — USFQ
fueron preparadas y enviadas a la Universidad de Cornell en Ithaca, NY, Estados Unidos,
para su secuenciacion mediante la tecnologia de lectura corta AVITI propuesta por la

compafiia Daicel Arbor Biosciences.

2.4. Analisis Bioinformaticos

A partir de los datos crudos de secuenciacion, se siguio un pipeline bioinformatico que
inicio con el uso de fastp (Chen, 2023) para el preprocesamiento de datos y control de calidad
de archivos FASTQ. Se recortaron adaptadores, corrigieron bases y filtraron lecturas,
estableciendo un umbral de calidad superior a Q20 (Chen, 2023). Para el indexado del
genoma de referencia y alineamiento de lecturas se empleé BWA-MEM2 (Vasimuddin et al.,
2019), el cual permitio la generacion de un indice para identificar coincidencias entre las
lecturas y la secuencia de referencia (Jung & Han, 2022). Se obtuvieron archivos en formato
BAM, que fueron ordenados con SAMtools (Danecek et al., 2021), una biblioteca para
analizar alineamientos en formato SAM y BAM (Li et al, 2009). E1 “SNP calling”, proceso
de identificar posiciones en una secuencia de ADN donde hay variaciones de un solo
nucle6tido en comparacion con una secuencia de referencia se realiz6 con VCFtools
(Danecek et al., 2021; Mielczarek & Szyda, 2016). Posteriormente, se realiz6 el filtrado de
SNPs con BCFtools para descartar variantes de baja calidad en base a parametros como la
profundidad de secuenciamiento y la frecuencia alélica (Lefouili & Nam, 2022). Se

mantuvieron variantes con hasta un 30% de missing data, se eliminaron inserciones y



18

deleciones, los loci bialélicos se mantuvieron con una profundidad de lectura entre 5y 200, y
se requirio una frecuencia alélica minima de 0.05.

Por otra parte, se realizé el analisis de heterocigosidad a partir de datos generados por
angsd (Korneliussen et al., 2014), que permite realizar diversos analisis genéticos de
poblaciones con datos de secuenciacion de alto rendimiento (Durvasula et al., 2016). El
analisis de estructura poblacional (Structure) se realizd con el software STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), el cual permite asignar individuos a las poblaciones. El anélisis de
redes (Network Analysis) y la construccion del arbol filogenético mediante el método
UPGMA se realizaron con SplitsTree, un programa interactivo para analizar y visualizar
datos evolutivos a partir de matrices de distancia genética (Huson, 1998). Ademas, se
recopilaron datos ambientales (Tabla 2) necesarios para diferentes analisis de la interfase
Giovanni de la NASA, que permite acceder a datos geofisicos mediante teledeteccion (Acker
et al., 2014). Para el andlisis de redundancia (RDA, por sus siglas en inglés), también se
utilizé vegan, adegenet y psych. Para el anlisis de aislamiento por ambiente (IBE, por sus
siglas en inglés), se utilizo adegenet, vegan, y psych. El paquete vegan (Oksanen et al, 2013)
permite realizar analisis de diversidad, analisis de disimilitud y ordenacion de comunidades,
mientras que psych (Revelle, 2011) permite generar graficos de dispersion por pares y
correlaciones (Oksanen et al, 2013; Revelle, 2011). En el andlisis de aislamiento por distancia
(IBD, por sus siglas en inglés) se utiliz6 adegenet (Jombart et al., 2018), un paquete de R
disefiado para el analisis de datos de SNPs. Asimismo, se emple6 ade4 (Thioulouse et al.,
2018), que propone una gran variedad de métodos explicativos para analizar conjuntos de

datos multivariados (Dray et al., 2007).
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3. RESULTADOS

3.1. Extraccién de ADN y Cuantificacion

El ADN extraido presentd concentraciones entre 12,7 y 61 ng/pl en un volumen total de
30 pl (Tabla 1). Por otra parte, para poder preparar las librerias de secuenciacion con AVITI
se trabajo con un minimo de 500ng de ADN total y un rango de indices de calidad 260/280
entre 1.7 y 1.9. Ademas, en cuanto a la electroforesis, todas las muestras presentaron bandas

de al menos 10kb en el gel de agarosa (Anexo 2).

3.2. Analisis de Diversidad Genética y Estructura Poblacional

En el analisis de heterocigosidad de los individuos de mortifio distribuidos en 8
poblaciones, se obtuvieron valores que oscilaron entre 0.0024 y 0.0067, siendo la
heterocigosidad total (He) igual a 0.0042 (Figura 2). El promedio de las fracciones de
heterocigosidad para poblaciones de alta altitud fue de 0.0035 y para poblaciones de baja
altitud fue de 0.0048 (Tabla 3). Ademas, las muestras provenientes de localidad de alta altitud
como Quilotoa y Napalé presentaron los valores mas bajos (0.0024 y 0.0026,
respectivamente), mientras que las poblaciones pertenecientes a los sitios de baja altitud
como Sevilla de Oro y Yangana presentaron los valores mas altos de heterocigosidad (0.0067
y 0.0056, respectivamente).

Con respecto al analisis de estructura poblacional, se evidenci6 la presencia de tres
grupos genéticos diferenciados (K) basados en SNPs (Figura 3). Para ello, el valor 6ptimo de
K (clusters) se determind en base al analisis de Evanno. El cluster 1 (en color gris) se
conformo por los individuos de Santa Lucia (I_SLU), Volcan Corazén (P_COR) y Sigchos
(X_SCQG), correspondientes a localidades del norte del Ecuador. En el cluster 2 (en color
celeste) se agruparon los individuos pertenecientes a Quilotoa (X_QUI), Salinas de Guaranda

(B_SLN) y Napalé (A_ANP), localidades de alta altitud por sobre los 4 000 msnm. En el
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claster 3 (en color rosado) se agruparon los individuos de Sevilla de Oro (A_SDO) y

Yangana (L_YAN), pertenecientes a poblaciones de baja altitud ubicadas en el sur.

3.3. Filogenia y Anélisis de Redes

En cuanto al analisis de redes (Network Analysis), se identifico una clara separacion entre
dos grupos poblacionales (Figura 4A). Los individuos de Napalé (A_NAP), Salinas de
Guardanda (B_SLN) y Quilotoa (X_QUI), provenientes de alta altitud, se agruparon dentro
del mismo clado. Los individuos de Volcan Corazén (P_COR), provenientes de alta altitud,
mostraron una afinidad genética con las poblaciones menor altitud, que incluyeron Santa
Lucia (I_SLU) y Sigchos (X_SCG), pertenecientes a poblaciones del norte, y Sevilla de Oro
(A_SDO) y Yangana (L_YAN), pertenecientes a poblaciones del sur. Ademas, ciertos
individuos como B_SLN 5, B SLN_4y A SDO _6, no se agruparon con el resto de la
poblacion. Asimismo, se realiz6 un arbol filogenético UPGMA para evaluar relaciones
filogenéticas entre individuos y explorar posibles patrones de diversificacion entre
poblaciones. Este analisis evidencio la existencia de agrupaciones por poblacién (Figura 4B),

consistentes con las observadas en el analisis de redes.

3.4. Influencia de Variables Ambientales en la Diversidad Genética

Por otra parte, el andlisis de redundancia (RDA) permitié evaluar la influencia de las
variables ambientales sobre la variacion genética de las poblaciones analizadas (Capblancq &
Forester, 2021). En base al gréfico RDA (Figura 5), la radiacion ultravioleta presento el
vector (flecha) mas largo, con respecto a las demas variables ambientales analizadas como
altitud, temperatura, precipitacion y humedad.

Este analisis se realizd con una prueba estadistica de Mantel (Tabla 4), en la cual se
compar6 una matriz de distancia genética con una matriz de datos ambientales para 5

variables climaticas: altitud, radiacion ultravioleta, temperatura, precipitacion y humedad. La
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radiacion ultravioleta (UV) mostro el coeficiente de correlacion de Mantel méas alto y un
valor p significativo (r = 0.356, p = 0.0001). A excepcion de la humedad, el resto de las
variables también presentaron correlaciones significativas. Por su parte, la humedad no
mostrd una asociacion relevante con la variabilidad genética (r = -0,0261, p = 0,6956) (Tabla
4).

Por otro lado, el grafico de aislamiento por ambiente (IBE), se realiz6 para determinar si
la diferenciacién genética aumenta con la distancia ambiental (Wang & Bradburd, 2014).
Esta se define como una medida para cuantificar las similitudes o diferencias ambientales
entre sitios de muestreo y se calcula comparando cada par de sitios en funcion de los valores
para diversas variables ambientales (Mendez et al., 2010). Para este caso, se realizé un
grafico para cada una de las variables ambientales: altitud, radiacion ultravioleta,
temperatura, precipitacion y humedad (Figura 5A-E). Se observé que todas las condiciones
ambientales evaluadas presentaron una correlacion positiva.

Ademas, se realiz6 un analisis PERMANOVA (Tabla 4), donde se encontr6 que las
variables ambientales explican una parte significativa de la variacion genética entre
poblaciones (R2 = 0.4427, p = 0.001). En particular, la radiacién UV fue la variable con
mayor influencia (R2 = 0.1352, p = 0.001), sequida de la precipitacion (R2 = 0.0726, p =
0.002), la altitud (R?=0.0585, p = 0.012), la temperatura (R2=0.0579, p=0.012) y la
humedad (R? = 0.0561, p = 0.01).

Por otro lado, el gréafico de aislamiento por distancia (IBD) permiti6 evaluar la relacion
entre la distancia genética y la distancia geografica entre los sitios de muestreo (Figura 5F).
En este sentido, se evidencia una relacion positiva entre las dos variables, representada por la
pendiente positiva de la linea de ajuste. Finalmente, se realizé un mapa de densidad, el cual
permite visualizar la distribucion de los datos en relacion con el aislamiento por ambiente

(IBE) y el aislamiento por distancia (IBD) (Figura 5A-F).
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4. DISCUSION

4.1. Diversidad Genética de V. floribundum

En cuanto al anélisis de heterocigosidad a partir de SNPs en V. floribundum, se obtuvo
una heterocigosidad esperada (He) global de 0.0042 para las 8 localidades analizadas. Este
valor es considerablemente méas bajo que el reportado por Neyhart et al. (2022) para
poblaciones silvestres de Vaccinium macroparpon en Norteamérica, donde se registré una He
de 0.28 utilizando marcadores SNPs. Sin embargo, al comparar ambos estudios, es
importante considerar las diferencias en el disefio de muestreo. El estudio de V. macrocarpon
incluy6 111 individuos de 17 localidades distribuidas en 10 estados del noreste de Estados
Unidos y el este de Canada (Neyhart et al., 2022). En cambio, el presente estudio se basé en
40 individuos de 8 localidades en la Sierra ecuatoriana, de las cuales 4 se encontraron por
encima de los 4.000 msnm. Esta diferencia es relevante, ya que se observé que las
poblaciones de alta altitud presentaron una heterocigosidad esperada mas baja (He = 0.0032)
en comparacion con las de baja altitud (He = 0.0047). Esta variacion en los niveles de
diversidad genética podria estar influenciada por el aislamiento geogréafico, restricciones en el
flujo génico y posibles adaptaciones locales a nichos especificos en ambientes de alta

montafa (Pfeifer & Jetschke, 2006; Qi et al., 2023).

4.2 .Estructura Poblacional y Diferenciacién Genética

En el analisis de estructura poblacional se evidenciaron tres linajes genéticos
diferenciados (K=3). El linaje 1 predomind en las poblaciones del norte, el linaje 3 en las
poblaciones del sur y el linaje 2 en las poblaciones de alta altitud (> 4.000 msnm). El patron
de agrupacién geogréfico (Norte-Sur) observado en los linajes 1y 3 podria estar relacionado
con las diferencias en las caracteristicas edaficas entre las regiones donde crece V.

floribundum. En el norte, el mortifio crece sobre Andisoles, que son suelos derivados de
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ceniza volcanica (Alcalé et al., 2009; Vega et al., 2020). Mientras que, en el sur del Ecuador,
el mortifio se desarrolla sobre suelo ferritico, el cual se caracteriza por la acumulacién de
arcilla (Moreno et al., 2018; Vega et al., 2020). Ademas, un estudio de la rizosfera en
poblaciones de V. floribundum de la Sierra ecuatoriana encontrd que la composicion
bacteriana del suelo, influenciada por factores edéaficos regionales, afecta la diferenciacién
genética (Ramirez et al., 2023). Por tanto, las adaptaciones a estas condiciones locales
podrian estar impulsando la diferenciacion genética entre poblaciones.

Por otra parte, el linaje asociado a la altitud (cluster 2) podria estar vinculado a la
evolucion del mortifio en el superparamo, un ecosistema por encima de los 4.000 msnm con
condiciones ambientales extremas como alta radiacion, bajas temperaturas y menor presion
de oxigeno (Andinos, 2012; Sklenai & Balslev, 2005). El aislamiento altitudinal de estos
habitats, fragmentados por valles bajos, podria limitar el flujo génico y favorecer la
diferenciacion genética (Vasquez et al., 2016). Asimismo, se observaron similitudes
fenotipicas entre las poblaciones del clister 2 (Quilotoa, Salinas y Napalé), como crecimiento
en suelos rocosos, porte bajo y frutos pequefios, aunque estas observaciones requieren un

andlisis més detallado (Anexo 4C-E).

4.3. Relaciones Genéticas entre Individuos y Filogenia

En cuanto al analisis de redes (Figura 6A), se evidencia la formacion de dos clados
definidos, en donde en las poblaciones de alta altitud Quilotoa, Napale y Salinas se agrupan
en un primer clado, mientras que las poblaciones de baja altitud junto con Volcan Corazén
(alta altitud) se agrupan en un segundo clado. La separacion entre los grupos de alta y baja
altitud sugiere que la altitud puede desempefiar un papel clave en la estructuracién genética
de las poblaciones. Sin embargo, la afinidad genética observada entre los individuos de

Volcan Corazén con poblaciones de menor altitud podria estar indicando que otros factores,
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como la conectividad del habitat, también pueden influir en la diversidad genética de la
especie (Garrido, 2013). Segun la literatura, este patrén podria indicar flujo génico,
impulsado por la dispersion de polen y semillas a grandes distancias facilitada por animales y
polinizadores (Luteyn, 2021; Sauer, 1988).

Ademas, de acuerdo con el analisis de redes, ciertos individuos, como B_SLN 5,
B SLN 4y A SDO_6, no se agrupan con el resto de la poblacion, lo que sugiere la
presencia de posibles barreras geograficas que limitan el flujo génico (Anexo 4A-B) (Barton,
2008; Matesanz et al., 2011). Por su parte, se puede evidenciar que poblaciones de Sevilla de
Oro y Yangana se conectan a través de cajas o reticulaciones, las cuales indican relaciones
genéticas dentro de cada grupo, lo que sugiere la existencia de eventos de flujo génico
(Figura 6A) (Jones & Manseau, 2022). Del mismo modo, la congruencia entre el analisis de
redes y el arbol filogenético (Figura 6B) respalda la presencia de agrupamientos genéticos
definidos. Esto sugiere que la diferenciacion genética observada podria haber sido moldeada
por procesos evolutivos influenciados por factores ambientales, distancia geogréficay la

historia demogréfica de la especie (Kapli et al., 2020).

4.4. Influencia de Factores Geograficos y Variables Climaticas en la Variacion Genética

En el analisis de redundancia (RDA), se evidencio6 que el vector mas largo fue el
correspondiente a la radiacion UV. Esto sugiere que es el factor ambiental que influye en
mayor medida a la variacion genética de V. floribundum. La exposicién prolongada a altos
niveles de radiacion puede inducir mutaciones en el ADN, las cuales pueden generar
variabilidad genética, favoreciendo mecanismos adaptativos (Carrasco, 2009; Fuchs et al.,
2002). Incluso, en un estudio, en el que también se evidencio6 que la radiacion solar tiene un

impacto significativo sobre la variacion genética de Actinidia eriantha, se identificaron genes
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asociados con mecanismos de fotoproteccion y reparacion del ADN en plantas como SPL,
RADA45y Lhcb1.1 (Jiang et al., 2025).

Ademas, en Vaccinium meridionale se ha evidenciado que la radiacion, precipitacion y
temperatura son factores que afectan a la distribucion de las poblaciones (Ligarreto et al,
2011). Por esta razon, es necesario considerar también otros factores ambientales, ya que
estos podrian influir en la adaptacién del mortifio. Un ejemplo es la precipitacién, que puede
influir en el crecimiento, reproduccién y distribucion de las plantas (Jiang et al., 2025).
Incluso, un estudio ha demostrado que tanto la temperatura como la precipitacion influyen en
la supervivencia de las plantas alpinas (Manel et al., 2012). Lo que sugiere que, integrar estas
variables en los andlisis permite comprender con mayor profundidad los patrones de
adaptacion del mortifio a su entorno.

En el analisis de aislamiento por ambiente (IBE) y por distancia (IBD) se evidenci6 una
pendiente positiva en todos los gréficos (Figura 6 A-F). Esto sugiere que el ambiente juega
un papel crucial en la diferenciacion genética de V. floribundum, donde las variaciones
ambientales, impulsan la adaptacion local y la diversidad genética entre poblaciones. Sin
embargo, la diferenciacidn genética en mortifio no se explica inicamente por el IBE (Sexton
et al., 2014). El (IBD) también parece contribuir a la estructura genética de la especie, ya que
se observo un aumento en la diferenciacion genética conforme se incrementa la distancia
geogréfica entre poblaciones. Este patron es comun en ecosistemas de alta montafia, donde la
dispersion limitada de polen y semillas, sumada a barreras topograficas, puede dificultar el

flujo génico incluso entre poblaciones relativamente cercanas (Wang & Bradburd, 2014).
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio destacan la relevancia de integrar herramientas
de gendmica poblacional, analisis bioinformaticos y datos ambientales para comprender la
diversidad genética de Vaccinium floribundum al paramo andino ecuatoriano. A través del
uso de marcadores SNPs generados mediante la tecnologia AVITI, fue posible identificar una
heterocigosidad global igual a 0.0042 en las poblaciones analizadas. El andlisis de la
estructura poblacional permitio identificar tres cllsteres genéticos distintos, cuyo patrén de
agrupamiento sugiere que la distribucion geografica y la altitud podrian desempefian un papel
importante en esta diferenciacion. Se observé también que la radiacion ultravioleta fue la
variable ambiental con mayor impacto en la variacion genética. Estos hallazgos sugieren que
seguramente lo que explica mejor la estructura de las poblaciones estudiadas del mortifio
sigue el modelo de aislamiento por ambiente (IBE), aunque también podria jugar un rol
relevante el aislamiento por distancia (IBD), lo que indica que ambos mecanismos moldean
la estructura genética de las poblaciones estudiadas de esta especie. Este estudio contribuye al
entendimiento de los procesos evolutivos relacionados con la diversidad genética en especies
adaptadas a condiciones ambientales extremas. Este estudio se complementara en el futuro
analizando un total de 200 muestras de mortifio provenientes de 55 localidades del Ecuador,

con el fin de confirmar los resultados preliminares obtenidos en esta investigacion.



6. TABLAS

Tabla 1. Informacion de 40 Individuos Seleccionados de Vaccinium floribundum en 8 Sitios de Coleccion del Ecuador.

Sitio de

Cadigo de

Altitud

Concentracion

ADN

Provincia Coleccion ~ Muestra Latitud Longitud (ms.n.m) (]l(iéb;al)\l A260/280 A260/230 Total (ul)

P COR 1 -05082  -786571 4151 28 1.86 121 840

Volcin P.COR 2  -05084  -786570 4159 27.6 2.03 1.76 828

Pichincha Corazon P COR 3  -05079  -78.6573 4137 31.8 1.86 11 954

(N) P CORA4 -05078  -786573 4133 13.92 151 0.62 417.6

P COR 6  -05060  -78.6572 4065 12.7 1.83 111 381

X QUI 2 09998  -789270 4093 16.88 1.65 0.81 506.4

Quilotoa X_QUI6  -1.0028  -78.9265 4159 17.78 1.86 3.36 533.4

Cotopaxi  (N) X QUI7  -1.0030  -78.9263 4164 15.32 1.93 0.98 459.6

X QUI 10  -1.0037  -789253 4201 14.2 1.84 1.37 426

X QUI 12  -1.0023  -789265 4150 17.24 1.42 0.58 517.2

A_NAP 12 20069  -79.2863 4082 1512 1.65 0.74 453.6

 ANAP 13 -29069  -79.2864 4083 17.28 159 0.77 518.4

Azuay NPAEO) ATNAP 14 29072 -79.2862 4078 4738 161 0.85 1434

A NAP 15 -29100  -79.2839 4073 41.4 1.87 1.14 1242

A NAP 16 -29108  -79.2838 4074 17.98 1.93 1.65 539.4

B SLN. 4 -13719 _ -790021 4105 228 1.76 0.96 1284

, _ BSLN5 -13718  -79.0019 4108 39.6 158 0.62 1188
Bolivar  Salinas de

oot BSLN.6  -13669  -79.0099 4039 30.8 1.94 115 924

B SLN.8 -1.3672  -79.0110 4059 37 1.84 0.98 1110

27
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(8) B_SLN_10 -1.3672  -79.0104 4053 42.2 2.02 1.5 1266

| SLU1 02890  -78.1884 2954 38.8 1.97 1.99 1164

Santa 1| SLU 2 02889  -78.1889 2960 32 1.77 1.06 960
Imbabura Lucia(N) | SLU 4 02878  -78.1940 2975 35.6 1.77 0.95 1068
| SLU5 02877  -78.1939 2977 22 1.69 0.89 660

| SLU 6 002878  -78.1939 2976 34.6 1.92 1.43 1038

X_SCG 1  -0.7122  -78.8947 3015 70.8 1.9 1.34 2124

Sigchos ~X_SCG_2  -0.7115  -78.8959 2992 33 1.9 1.58 990
Cotopaxi (N) X_SCG 3  -0.7121  -78.8960 3020 15.36 2.07 1.32 460.8
X_SCG_ 4  -0.7138  -78.8941 3111 15.08 1.59 0.6 452.4

X SCG 5 -0.7139  -78.8941 3116 22.8 1.97 1.81 684

A SDO 1  -2.8024  -78.6464 2650 18.4 1.53 0.67 552

Sevillade A._SDO 2  -2.8050  -78.6431 2746 23.2 1.65 0.91 696

Azuay  Oro(S) A SDO 3  -2.8044  -78.6432 2757 40.4 1.91 1.41 1212
A SDO 5  -2.8036  -78.6421 2804 42.8 1.34 0.41 1284

A SDO 6 -2.8037  -78.6420 2804 24.8 2 1.24 744

L YAN 2  -43798  -79.1465 2364 30.8 1.6 0.51 924

Yangana L_YAN_3  -4.3796  -79.1477 2383 61 1.7 0.88 1830

Loja (S) L YAN 4  -43811  -79.1489 2426 26.8 1.99 1.34 804
L YAN 8  -43798  -79.1477 2386 38.6 1.71 0.95 1158

L YAN 9  -43798  -79.1463 2359 33.2 1.95 1.31 996

La primera letra del codigo de la muestra indica la provincia del Ecuador, mientras que las tres letras siguientes corresponden al sitio de
coleccion. EI namero final identifica la muestra seleccionada dentro del conjunto recolectado. Ademas, las letras “N” y letra “S” entre paréntesis

sefialan si las muestras provienen del norte o sur del pais.



Tabla 2. Informacién de Variables Ambientales con sus Respectivas Unidades

Obtenidas de la Interfase Giovanni para Cada Muestra.
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Cddigo de Altitud Radiacion UV Temperatura Precipitacion  Humedad
Muestra (m.s.n.m) (mMW/cm”2) (°C) (mm/h) (ka/kg)
P_COR_1 4151 11 6.6 60 75
P_COR_2 4159 11 6.6 60 75
P_COR_3 4137 11 6.6 60 75
P_COR_ 4 4133 11 6.6 60 75
P_COR_6 4065 11 6.6 60 75
X_QUI_2 4093 11 6.9 60 75
X_QUI_6 4159 11 6.4 60 75
X_QUIL 7 4164 11 6.4 60 75
X_QUl_10 4201 11 6.4 60 75
X_QUI_12 4150 11 6.4 60 75
A NAP_12 4082 9.69 7.5 43.14 87.5
A _NAP_13 4083 9.69 7.5 43.14 87.5
A NAP_14 4078 9.69 7.5 43.14 87.5
A_NAP_15 4073 9.69 7.6 43.14 87.5
A _NAP_16 4074 9.69 7.6 43.14 87.5
B_SLN_ 4 4105 9.254 5.8 60 75
B _SLN_5 4108 9.254 5.8 60 75
B_SLN_6 4039 9.254 6.4 60 75
B_SLN_8 4059 9.254 6.4 60 75
B_SLN_10 4053 9.254 6.4 60 75
| SLU_1 2954 10.127 10.6 51.57 75
I SLU 2 2960 10.127 10.6 51.57 75
| SLU 4 2975 10.127 10.2 51.57 75
I_SLU_5 2977 10.127 10.2 51.57 75
I SLU 6 2976 10.127 10.2 51.57 75
X_SCG_1 3015 11 11.6 60 75
X_SCG_2 2992 11 11.6 60 75
X_SCG_3 3020 11 11.6 60 75
X_SCG_4 3111 11 11.6 60 75
X_SCG_ 5 3116 11 11.6 60 75
A_SDO 1 2650 11 11.9 43.14 75
A _SDO_2 2746 11 11.9 43.14 75
A_SDO_3 2757 11 11.9 43.14 75
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A_SDO_5 2804 11 11.9 43.14 75
A_SDO_6 2804 11 11.9 43.14 75
L_YAN_2 2364 9.254 15.3 34.71 75
L_YAN_3 2383 9.254 15.3 34.71 75
L_YAN_4 2426 9.254 15.3 34.71 75
L_YAN_8 2386 9.254 15.3 34.71 75
L_YAN_9 2359 9.254 15.3 34.71 75

Los valores correspondientes a las variables ambientales fueron obtenidos en funcion de las

coordenadas de cada una de las muestras.
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Tabla 3. Resultados de Heterocigosidad para Poblaciones de Mortifio.

Poblaciones Fraccion He He Promedio He Total

P_COR 0.0047
Alta X_QuI 0.0024
! 0.0035
Altitud A_NAP 0.0026
B_SLN 0.0042
= 0.0042
I_SLU 0.0037
Baja X_SCG 0.0034
: 0.0048
Altitud A_SDO 0.0067
L_YAN 0.0056

He hace referencia a los valores de heterocigosidad.
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Tabla 4. Resultados Estadisticos de la Prueba de Mantel y el PERMANOVA para cada

una de las Variables Ambientales del Paramo Andino Ecuatoriano.

Mantel PERMANOVA

Variable Ambiental Mantel_r p_value RN2 p_value
Altitud 0.1354 0.0075 0.0585 0.012
Radiacion UV 0.3564 0.0001 0.1352 0.001
Temperatura 0.1499 0.0038 0.0579 0.002
Precipitacion 0.195 0.0011 0.0726 0.012
Humedad -0.0261 0.6956 0.0561 0.01
Combinacién de Variables NA NA 0.4427 0.001

"NA" indica que la prueba de Mantel no es aplicable a la combinacion de variables

ambientales, ya que solo se calculd de forma individual para cada una de ellas.
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7. FIGURAS
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Figura 1. Mapa del Ecuador con 8 Sitios de Coleccion de Vaccinium floribundum.

El mapa muestra los ocho sitios de coleccion de Vaccinium floribundum, distribuidos en
cuatro de baja altitud y cuatro de alta altitud. Los rombos en tonos anaranjados representan
poblaciones de baja altitud, mientras que los circulos en tonos azules corresponden a

poblaciones de alta altitud.
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Distribucion de Heterocigosidad
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Figura 2. Distribucion de Heterocigosidad en 8 Poblaciones de Vaccinium floribundum.
Los puntos representan los valores individuales de heterocigosidad para cada muestra dentro
de cada poblacion. La linea roja horizontal indica la media de la heterocigosidad para cada
poblacion. Los puntos celestes corresponden a individuos provenientes de altitud alta,

mientras que los puntos anaranjados corresponden a individuos de bajas elevaciones.
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Figura 3. Analisis de Estructura Poblacional (Structure)
Para el caso del analisis de estructura, K representa el nimero de grupos genéticos diferenciados (clUsteres), los cuales se muestran en color gris,
celeste y rosado. Se comparan las probabilidades de asignacion para K=3. Los individuos estan organizados de izquierda a derecha de norte a

sur: los de la izquierda corresponden a poblaciones del norte, mientras que los de la derecha pertenecen al sur.
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Figura 4. Analisis de Redes y Arbol Filogenético.

A. Cada grupo de individuos se representa con un color diferente, segun su poblacién de origen. Los puntos en los extremos de las lineas
representan los individuos analizados y las lineas entre los individuos representan las relaciones genéticas. Ademas, las cajas (reticulaciones)
indican posibles eventos de hibridacién o flujo génico. Cuantas mas cajas haya, mas complejas seran las relaciones genéticas. B. Las lineas rojas

indican puntos de corte arbitrarios utilizados para definir grupos genéticos principales dentro del arbol.
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Figura 5. Analisis de Redundancia (RDA).

Las flechas representan la relacion entre cada variable ambiental y la variacion genética.
Mientras mas larga la flecha, mayor es la influencia de la variable ambiental sobre la
variacion genética. Los puntos de colores azules y anaranjados representan las poblaciones
de V. floribundum, codificadas por color segun su ubicacion geografica, mientras que los

puntos de color gris ubicados en el centro del gréafico corresponden a los marcadores SNPs.
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Figura 6. Aislamiento por Ambiente (IBE) y Aislamiento por Distancia (IBD).

Cada punto refleja la relacion entre la distancia genética y la variable evaluada, ya sea distancia geografica (IBD) o diferencia ambiental (IBE).
En términos de color, las regiones azules corresponden a areas de menor densidad de puntos, indicando combinaciones menos frecuentes. Por
otro lado, las zonas amarillas y naranjas representan una mayor concentracion de datos, mientras que las rojas sefialan las combinaciones de

pares de muestras mas recurrentes en términos de distancia genética y su relacion con el factor geografico o ambiental.
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ANEXOS

Anexo 1. Infografia Explicativa sobre el Secuenciamiento AVITI.

Element
Biosciences

Sequencing, Rebuilt

Avidity base chemistry (ABC) separates and independently optimizes each sequencing process to increase
Follow each step of a run from the level of a flow cell and see how our technology
quencing to accelerate scientific discovery.

quality while decreasing cos
fundamentally transforms

Hybridize DNA

Circular DNA template
attaches to surface primers
coating the flow cell via an
adapter.

Generate Polonles

RCA copies the template DNA
and rolls each strand into a
tightly bound peleny—no
PCR, no copies of copies.

An avidite is a dys-labeled polymer with multiple nucleotide arms
carrying the same nuclectide base.

Bind Polonies and Avidites

An engineerad polymerase binds a primer-hybridized polony and an
avidite nucleotide arm without incarporation or extension. Many arms
bind to primer-hybridized regions in a polony, creating an ultrastable
multivalent complex. Polymerase base-pair discrimination binds the
correct avidite to each polony.

SBS combines base
detection and strand
extension, consuming
micromolar reagent
conoentrations to complete
the reaction while signal
persists. In contrast, ABC
separates the steps and
leverages multivalent
binding stability to require
only nancmolar avidite
concentrations. Multiple
binding events for each
avidite ensure persistent
signal for base detection.

Remove Blocks

Removing and converting blacking
groups to terminal 3' hydroxyl groups
allows the next cycle to begin cn the
primer strands, through -600 cycles.

Learn more at elementb

idity-base-chemistry

com/technology
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Fuente: Element Biosciences

‘Wash Avldites

Awash remowves unbound
avidites to leave only avidites
bound to polonies. Ultratight
binding enables a 100x reagent
dilution, fundamentally
decreasing cost.

Polymerase

Reversibly terminated
rucleotide

Step and Block

An engineered polymerase
incorporates an unlabeled,
blocked nuclectide to extend
hybridized primers by a base
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Detect Bases

Florescent signals in four channels
correlate with A, T, G, or C avidites.
Low-binding surface chemistry makes
the signals more prominent for highly
accurate detection.

Remove Avidites
Buffers remove avidites from

the polonies.
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ca. Element Bioseiences and the Eloment Bic
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Anexo 2. Geles de Electroforesis obtenidos de la Extraccién de ADN total de Vaccinium

floribundum.
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Se evidenciar en los geles de electroforesis que el ADN extraido de hojas congeladas de

mortifio presenta una buena integridad de las bandas.



50

Anexo 3. Definicion de Mejor Numero de Clusteres para el Andlisis de Estructura.
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5 10 15 20 25
Nimero de Poblaciones Ancestrales
K Iteraciones  Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |ILn"(K)| Delta K
1 10 -294892.86 52.9832 NA NA NA
2 10 -306129.93 37741.7715 -11237.07 112338.9 2.976514
3 10 -429705.9 391496.004 -123575.97 93458.86 0.238722
4 10 -459823.01 319878.2756 -30117.11 128078.44 0.400397
5 10 -361861.68 152203.1133 97961.33 NA NA




Anexo 4. Localidades Muestreadas de Vaccinium floribundum en Sitios de Coleccién del Ecuador y Caracteristicas Fenotipicas

Observadas.
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