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RESUMEN

El cultivo de vainilla es econémicamente uno de los mas importantes en el sector de las
especias debido a su alta demanda en diversas industrias. En la provincia de Napo, se
cultiva Vanilla odorata. La falta de conocimiento sobre la diversidad genética en los lotes
de produccion de vainilla ha generado incertidumbre debido a la introduccion de
especies silvestres por parte de los productores. Esta investigacion realizé un analisis
preliminar de la diversidad genética en los cultivos de V. odorata mediante marcadores
moleculares SSRs e ISSRs. Se establecieron las condiciones para el genotipaje,
identificando 18 marcadores SSRs y 9 ISSRs que amplifican varios genotipos de vainilla.
Se intent6 generar perfiles de amplificacibn con los marcadores SSRs, estos
marcadores no fueron concluyentes en esta esta investigacién debido a problemas
metodoldgicos, y se optd por realizar los analisis con los ISSRs. El analisis poblacional
reveld tres grupos genéticos de V. odorata. El andlisis de componentes principales
capturd el 42.52% de la varianza total, mientras que el AMOVA mostré una varianza del
68% dentro de las poblaciones. El PhiPT, medida de la diferenciacién genética entre
poblaciones, fue 0.316 con un valor de significancia de 0.001, estos resultados indica
variabilidad genética en los lotes de produccién. Este estudio contribuye a la
comprension de la diversidad genética de la vainilla y sienta las bases para futuras
investigaciones.

Palabras claves: Diversidad genética, Vanilla odorata, marcadores moleculares, SSR,
ISSR
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ABSTRACT

The cultivation of vanilla is economically one of the most important in the spice sector
due to its high demand in various industries. In the province of Napo, Vanilla odorata is
cultivated. The lack of knowledge about genetic diversity in vanilla production lots has
generated uncertainty due to the introduction of wild species by producers. This research
conducted a preliminary analysis of genetic diversity in V. odorata crops using SSRs and
ISSRs molecular markers. Conditions for genotyping were established, identifying 18
SSR markers and 9 ISSRs that amplify various vanilla genotypes. Attempts were made
to generate amplification profiles with SSR markers, but these markers were inconclusive
in this investigation due to methodological issues, and analyses were conducted with
ISSRs instead. Population analysis revealed three genetic groups of V. odorata. Principal
component analysis captured 42.52% of the total variance, while AMOVA showed 68%
variance within populations. The PhiPT, a measure of genetic differentiation between
populations, was 0.316 with a significance value of 0.001, indicating genetic variability in
production lots. This study contributes to the understanding of vanilla genetic diversity
and lays the groundwork for future research.

Key words: Genetic diversity, Vanilla odorata, molecular markers, SSR, ISSR
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Lavainilla

El cultivo de vainilla representa un importante rubro en el sector de las especias [1,2],
ya que es el segundo cultivo de especias mas cotizado a nivel mundial [3],
especialmente se cultiva Vanilla planfolia que representa un 95% de todo el mercado de
vainilla natural, la otra especie que se explota comercialmente es Vanilla tahitensis.
Ambas especies se emplea con frecuencia como agente aromatizante en diversos
alimentos, bebidas, y como aditivo en las fragancias de productos farmacéuticos y
cosméticos [4]. Siendo los grandes consumidores pais como Estados Unidos, Francia 'y
Canada [4].

La obtencién de vainilla natural implica la extraccion de mas de 250 compuestos
presentes en las vainas de Vanilla planifolia y otras especies aromaticas [5]. Entre estos
compuestos se encuentra la vainilina, responsable de conferir a esta especia su
distintivo sabor y aroma [5]. La vainilina posee propiedades anticancerigenas,
neuroprotectoras, antimicrobianas y tiene un potencial como agente antibiotico [6]. Estos
hallazgos destacan las propiedades beneficiosas de la vainilla mas alla de su papel

tradicional como condimento.

Vanilla planifolia presenta parientes silvestres en el Neotrépico como V. hartii, V.
odorata, V. pompona, V. trigonocarpa, entre otras [7]. Estas especies posiblemente
poseen rasgos interesantes para la mejora del cultivo y la diversificacion del mercado
[2,7]. La investigacion en este ambito puede desempefiar un papel crucial en la

sostenibilidad y el desarrollo de este valioso cultivo [2,8].

1.1.2. El género Vanilla

El género Vanilla se divide en dos subgéneros. En el subgénero Vanilla donde destaca

el grupo de Vanilla mexicana, considerado como un grupo ancestral [9]. En cambio, el

subgénero Xanata esta compuesto por dos secciones: Xanata y Tehyta [10]. La seccion

Xanata incluye varios grupos, como el grupo de Vanilla planifolia, Vanilla pompona,
1



Vanilla trigonocarpa, entre otros [10], todos originarios del Continente Americano [9]. Por
otro lado, la seccién Tehyta alberga especies presentes en Asia, Africa, el Suroeste del
Océano indico y también en las Islas del Caribe [10]. En particular, en esta seccion se
encuentra el grupo de las Vanilla aphylla, conocidas como vainillas sin hojas [10].

El género Vanilla pertenece a uno de los linajes monofiléticos mas antiguos de la familia
Orchidaceae [11], esta familia surgié hace aproximadamente 112 millones de afios [11].
Y segun hallazgos basan en la datacion de un polinario de orquidea de la especie
Meliorchis caribea, encontrado fosilizado en a&mbar del Mioceno en Republica
Dominicana [10]. Se dat6 que la subfamilia Vanilloideae aparecié hace 71 millones de
afos [12]. A partir de esta edad se estimd que el nodo Vanilla tiene alrededor de 34.6

millones de afios y que tiene un origen americano [12].

La migracion del género Vanilla hacia el Viejo Mundo se dio hace 25 millones de afios
en el Terciario [9], a través de dispersiones transocednica por la proximidad de los
continentes [10]. Hubo al menos tres migraciones transoceanicas: de América hacia
Africa, de ahi hacia las Islas del océano Indico y también hacia el Caribe [9]. Estas
migraciones explican el patron biogeografico del género Vanilla, por lo que se considera
a este género como pantropico [1].

La distribucién del género Vanilla abarca el Trépico entre las latitudes entre 27°N y 27°S,
con excepcion de Australia [10]. V. planifolia, la especie que mas se cultiva por su valor
comercial, se propagé globalmente desde Mesoamérica a partir de finales del siglo XVI
como parte del comercio de especias hacia muchas islas y continentes [13]. Se piensa
gue ésta especie comprende el acervo genético de la vainilla que se comercializa
actualmente, debido al éxito de la propagacién vegetativa durante la dispersion inicial

con unos pocos clones [13,14].

Se reconocen aproximadamente 110 especies de Vanilla [15], siendo el Neotrépico la
region con la mayor diversidad, con 75 especies descritas [10], de las cuales 35 especies
son arométicas [16]. Sin embargo, estas cifras pueden variar debido a una posible
inflacion taxondémica e incorrecta identificacion de especies [17], ya que algunas fueron
clasificadas mediante caracteristicas morfolégicas, o que supone un problema, debido

a la poca variacién morfolégica entre especies [18,19].

El género Vanilla se considera como un grupo taxondémicamente complejo debido a

procesos como la reproduccion sexual como uniparental, hibridacién interespecifica y

2



poliploidia [20,21]. Estos factores dificultan la clasificacion precisa de las especies
dentro de este género. El Barcoding realizado en este género reafirma su complejidad
taxonémica ya que, no logré resolver los problemas de clasificacion existentes [20].

1.1.3. Descripcion botanica del género Vanilla

El género es perenne y crece en simbiosis con diversas especies de arboles, los cuales
le proporcionan sostén y sombra [7]. Se caracterizan por tener tallos gruesos,
crecimiento monopodal, raices subterraneas y aéreas [15]. Frutos carnosos en forma de
vainas y semillas no aladas, dehiscente o ligeramente, y algunos frutos son fragantes
[10].

La inflorescencia puede ser axilar o formar un racimo corto axilar, presentando flores
grandes, vistosas y efimeras [22]. Tanto los sépalos como los pétalos son semejantes y
pueden estar extendidos o reflexos [22]. El labelo puede ser simple o trilobulado, con
bordes basales [23]. La antera es terminal, incumbente, de forma semiglobosa o algo
cbnica [19]. La capsula es elongada y el polen se presenta en ménadas, sin formar
polinios [22]. El ovario, es unilocular y ocasionalmente puede presentar un caliculo;
ademas, puede ser sulcado y también liso o granuloso. Las hojas, presentes o ausentes,
son coriaceas 0 carnosas, sésiles o atenuadas en un pseudopeciolo, articuladas y

dispuestas de manera distica [15].

1.1.4. Vanilla odorata

Esta especie pertenece al género Vanilla Plum, ex Miller, a la familia Orchidaceae, la
subfamilia Vanilloideae, la tribu Vanilleae y la subtribu Vanillinae [24]. Ademas, se ubica
en la seccién Xanata [10]. Se distribuye en estado silvestre desde el sur de México,
Centro América y llega hasta Brasil [17]. En el Ecuador se han reportado avistamientos
en la Regién Costa y Amazédnica [17], esta especie suele adaptarse de 500 hasta los
1.100 m.s.n.m y tolera temperaturas bajas [25]. Sus frutos son aromaticos con un alto

contenido de vainilina [7].



Figura 1. Estructuras morfologicas de Vanilla odorata
Realizado por: Landy Damian, 2020, p. 73

En la Figura 1, A-C. Flor en diferentes perspectivas, D. Perianto, E. Labelo y columna,

F. Labelo, G. Columna en vista lateral y frontal, H. Panicula, |. Hojas [26].

La propagacion se realiza mediante esquejes obtenidos de vides vigorosas con al menos
3 nodos, brotes axilares, y una longitud de 20 a 80 cm, y un didmetro de 1 cm [27], ya
que la germinacioén de las semillas es nula [28]. En estado silvestre, las semillas deben
ser consumidas por aves para germinar, ya que los acidos digestivos de las aves

suavizan las cubiertas, rompe la dormancia y estimula la germinacion [29].

1.1.5. Importancia econOmica

La demanda global de vainilla en 2016 alcanz6 18.600 toneladas, proyectandose un
crecimiento del 6,2% hasta 2025, con un valor estimado de $724,5 millones USA [30].
El cultivo y produccion de vainilla natural se encuentra en unos pocos paises, siendo
Madagascar el pais que lidera la produccién de vainilla, Indonesia, Uganda, India,

Comoras y México contribuyen de manera significativa al suministro global [24].



Aunque V. planifolia es la principal fuente de vainilla que se comercializa, otras especies
como V. tahitensis y V. pompona aportan en menor medida al mercado mundial. Sin
embargo, solo pueden satisfacer el 1% de la demanda del mercado anual [5]. Esto da
paso a la vainilla sintética, la cual se obtiene de subproductos de fabricas de papel y
celulosa, asi como mediante sintesis a base de petréleo [30], que por sus bajos costos
de produccién y el elevado volumen de produccion lideran el mercado[31]. No obstante,
la demanda por vainilla natural ha experimentado un aumento debido a las preferencias

de los consumidores, quiénes cada vez mas optan por ingredientes mas naturales [32].

En Ecuador, la vainilla de la especie V. tahitensis se cultiva bajo sistema de invernadero
por las empresas Kintu Vainilla en la provincia de Esmeraldas, VAINUZ en Santo
Domingo de los Tsachilas y YURAEQUATOR en Manabi. Esta especie es la segunda
mas cultivada y comercializada después de V. planifolia a nivel mundial, destacandose
por sus notas intensas de sabor a anis [24]. En sistemas agroforestales en la provincia
de Napo se cultiva V. odorata para la Asociacion Kichwa Kallari [33]. V. odorata se esta
abriendo paso en el mercado debido a su perfil aromatico que al igual que la especie V.
planifolia y el hibrido V. tahitensis, tiene altos niveles de vainilina, lo que contribuye a su
sabor y fragancia distintivos [7].

En 2012, la Asociacion KALLARI y las familias Kichwas identificaron vainilla silvestre de
la especie V. odorata en las riberas del Rio Jatun Yaku y Rio Napo [25]. Iniciaron el
rescate y domesticacion de esta especie, con el apoyo de la Fundacion GEO
(Generacion de Estudio y Opinién) y la GIZ (Sociedad Alemana para la Cooperaciéon
Internacional) para realizar trabajos de cultivo, manejo agronémico, curado y macerado
[25].

A nivel comercial, las exportaciones ecuatorianas de vainilla mostraron un notable
crecimiento, pasando de 20,000 délares en 2015 a 350,000 délares en 2019 [34]. En
este periodo en promedio se exportd aproximadamente una tonelada de vainilla al afio
superando en mas de tres veces el valor de la vainilla producida en Madagascar [34].
Este fendmeno se debe a la especializacion de Ecuador en la variedad V. tahitensis,

altamente valorada a nivel internacional debido a su calidad [34].

1.1.6. Especies de vainilla presentes en la Amazonia ecuatoriana

La rica diversidad de habitats y microclimas en la Amazonia ecuatoriana, influida por

factores como la altitud de la Cordillera de los Andes, crea un entorno propicio para la
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diversidad y especiacion de orquideas [35]. Segun se destaca en investigaciones
previas, en el ecosistema Napo-Pastaza, se han identificado a V. pompona, V. ododrata,
V. cribbiana, entre otras especies no identificadas [35]. Ademas, la guia de identificacion
de especies de vainilla con potencial econdmico en la Amazonia ecuatoriana menciona

a V. planifolia, V. tahitensis, V. inodora y V. ssp [36].

Otras especies reportadas son V. trigonocarpay V. guianensis, cuya distribucién abarca
desde Meéxico hasta Brasil [37]. Asi también V. dresseleri, especie ha se ha
documentado desde la cuenca del Rio Magdalena hasta el Norte de Peru [2]. V.
hostmanniiy V. karen-christianae, especies ampliamente distribuidas en Centro América
y la Amazonia [15]. También las especies V. alba y V. pejorata forman parte de esta
investigacion, especies que hasta la fecha de realizacion de esta tesis no se ha
reportado en la literatura pero que, por comunicacion personal del Ing. Wilfrido de la
Cruz, quien esta en proceso de catalogarlas, proporcioné informacién valiosa para esta

investigacion.

1.1.7. Diversidad genética

La diversidad genética es la medida de la variabilidad presente en los genes y alelos de
una poblacion [38]. Esta variabilidad se da debido a diversos procesos como mutaciones
y recombinacién genética, esto permite que algunos individuos poseen caracteristicas
gue les otorgan ventajas adaptativas, contribuyendo asi a su supervivencia y

reproduccion [8,38].

Lo contario a diversidad genética es la erosién genética, ya que representa la pérdida
de esta diversidad en las poblaciones a lo largo del tiempo, resultado de actividades
antropogénicas que impactan en la pérdida de los habitats, practicas agricolas
inadecuadas y el cambio climatico [39]. Adicionalmente, la domesticacion de especies
puede contribuir a la erosién genética al seleccionar y propagar solo ciertos genotipos
[8,40].

La diversidad genética se puede abordar desde un enfoque intraespecifica,
interespecifica o0 ambos. La primera engloba las variaciones genéticas que ocurren
dentro de una misma especie, siendo crucial para la biodiversidad y el mejoramiento de

las plantas [8,41]. La diversidad genética interespecifica, en cambio, se refiere a las



variaciones genéticas entre especies, lo que permite la comprension de las relaciones

evolutivas y la conservacion [42].

En el andlisis de diversidad poblacional intraespecifica se puede realizar basado en
frecuencias o en distancias [43]. El andlisis con frecuencias, se basan en estimaciones
de las frecuencias alélicas para datos codominantes como los obtenidos por los
marcadores SSRs [43]. Los analisis basados en frecuencias incluyen estadisticas F, la
identidad genética y medidas de distancia de Nei, procedimientos de asignacion de
poblacion, pruebas de dispersion sesgada por sexo, entre otros [43]. Por otro lado, los
analisis basados en distancias genéticas [43], con estos datos se pueden realizar
analisis genéticos extensos, que incluyen Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA);
Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA); Construccion de arboles UPGMA,

Neighbor Joining, entre otros [43] .

1.1.8. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son pequefios fragmentos especificos de ADN que
permiten observar variaciones en la secuencia genética [44]. A diferencia de los
marcadores ligados a caracteristicas morfologicas, no reflejan directamente el fenotipo
[45]. Estan ubicados en lugares precisos del genoma, marcando la posicion de genes y
la herencia de caracteristicas, proporcionando informacién clave sobre la diversidad
genética [45]. Pueden identificar diferencias genotipicas, conocidas como
polimorfismos, causadas por diversas mutaciones de ADN [44]. Un buen marcador de
ADN debe ser ubicuo, facil de ensayar, rentable, multiplexado y automatizable,

altamente polimérfico, codominante, reproducible y compartible entre laboratorios [46].

Los marcadores moleculares que se fundamentan en la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa conocida como PCR. Requieren de marcadores que pueden ser de una
secuencia arbitraria, semiarbitraria o especifica. Algunos de estos marcadores son
RAPDs (Polimorfismo Amplificado al Azar) ALFPs (Longitud de fragmentos
amplificados), SNPs (Polimorfismo de nucle6tido Unico), SSRs (Secuencias de
Repeticion Simple), también llamados microsatélites, y los ISSRs (Repeticiones de

Secuencia Simple Interespecifica).



1.1.8.1. SSRs (Microsatélites)

Los microsatélites son fragmentos de ADN de 1 a 6 pares de bases (pb), que se repiten
uno a en secuencia o en tandem aleatoriamente en el genoma de todos los seres vivos
[47]. Esto se debe a que, pueden ocurrir deslizamiento en la replicacién del ADN o por
errores de recombinacion, lo que resulta en la adicién o eliminacion de pares de bases
0 motivos repetidos, el nimero de repeticiones es Unico de cada individuo [48],
generando para el mismo locus numerosos alelos, tipicamente en el rango de 10 a 20
alelos [49]. Ademas, estos marcadores se caracterizan por su hipervariabilidad,
abundancia, reproducibilidad, y codominancia [47]. Estos marcadores son ventajosos

para estudios de diversidad genética [28].

La aplicaciébn de marcadores microsatélites ha sido especialmente relevante en el
estudio de V. planifolia, como reportaron Bory, et al (2008), en un estudio que desarrolld
el primer conjunto de 14 marcadores microsatélites especificamente para esta especie.
Estos resultaron monomoérficos para cultivos clonales de V. planifolia, pero se
evidenciaron polimorfismos en otras especies. Ademas, la transferencia fue exitosa a
otras especies relacionadas en América, como V. tahitensis y V. odorata, y también se
transfirieron a otras especies presentes en Africa [50]. En 2011, Gigant, et al.
Desarrollaron otro set de 19 marcadores microsatélites polimérficos basados en dos
especies africanas de vainilla sin hoja. Estos marcadores, fueron probados en siete
especies de vainilla de diversas regiones geogréficas, las especies nativas del
continente americano incluyeron a V. planifolia y V. pompona de los cuales nueve
microsatélites fueron polimorficos, con dos a ocho alelos por locus [51]. Los marcadores
microsatélites son una herramienta para investigar la variabilidad genética y pueden

aplicarse en varios genotipos de vainilla.

1.1.8.2. ISSRs

Se caracterizan por alta reproducibilidad y costo relativamente bajo [52]. Estos
marcadores permiten amplificar maltiples regiones del genoma simultaneamente de las
regiones variables entre microsatélites [53]. Son empleados con éxito en diferentes
especies vegetales [54]. En vainilla, los marcadores ISSRs han servido para evaluar
diversidad genética en V. planifolia en India [55], discriminar entre individuos silvestres
y otras especies del género en la Peninsula de Yucatan [14]. Estas investigaciones

reportan la baja diversidad genética dentro de las poblaciones especificas en V.
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planifolia, indicando uniformidad genética en algunos genotipos y la presencia de
amenazas para las accesiones genéticamente diferenciadas. En este contexto, los
marcadores ISSRs se han utilizado para la caracterizacion molecular de vainilla,
generando informacion relevante para la mejora de cultivos y la conservacion de la
diversidad genética. Los resultados obtenidos al emplear los marcadores ISSRs e
ISSRs, ya sea con un enfoque en analisis de frecuencias alélicas o distancias genéticas
requieren previamente la realizacion del genotipado. Esta técnica es esencial para

identificar las variaciones en el ADN de organismos de la misma especie [56,57].

1.2. Planteamiento del problema

Existe un conocimiento limitado sobre la identidad genética y la diversidad de especies
gue integran el género Vanilla en la Amazonia ecuatoriana [58]. En esta regién, se
encuentran especies silvestres poco exploradas, caracterizadas por una alta variabilidad
genotipica debido a la variacién vegetativa y plasticidad fenotipica asociada con el
crecimiento y las caracteristicas ecoldgicas de la Amazonia [12]. Ademas, ocurren
eventos de hibridacion interespecifica comunes en el género Vanilla [59,60]. Esta
situacion plantea un problema, ya que la diversidad genética en lotes de produccion de
V. odorata es desconocida. Ya que algunas especies del bosque han sido introducidas
en los cultivos por los productores [25], esto ha generado incertidumbre sobre las
especies que estan propagando y cultivando. Esta investigacion aportara informacion
relevante sobre la diversidad genética que existe en los cultivos de vainilla en la provincia

de Napo.

1.3. Justificacién de la investigacion

V. planifolia, clasificada como el segundo cultivo de especia mas cultivado, destaca por
su inmenso valor comercial [2]. Sin embargo, su pariente silvestre V. odorata [9], de
relevancia socioecondmica [2,25], presenta una oportunidad para los productores de
vainilla en la provincia de Napo. V. odorata presenta un alto contenido de vainilina [7],
gue es responsable de conferirle el sabor y aroma caracteristicos a vainilla. Ademas,
comparte un perfil aromatico similar a V. tahitensis [7], que es la segunda especie de
vainilla que mas cultiva después de V. planifolia [24]. Esto subraya la necesidad de
investigar V. odorata con fines comerciales.

Ademas, la investigacion sobre la diversidad genética presente en los cultivos de vainilla

de la provincia de Napo es crucial para identificar la variabilidad genética. Este
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conocimiento es necesario para la trazabilidad en los sistemas de produccion de vainilla,
y permitira a los productores diferenciar sus productos en el mercado al ofrecer vainilla
de alta calidad con caracteristicas Unicas [8]. Ademas, contribuira a la identificacion de
nuevos genotipos, fortalecerd la conservacion de especies en peligro y mejorar las

estrategias de cultivo [61].

1.4. Objetivos de lainvestigacion

1.4.1. Objetivo general

Explorar la diversidad genética presente en los cultivos de vainilla mediante

marcadores moleculares SSRs y ISSRs.

1.4.2. Objetivos especificos

o Identificar las condiciones para el genotipaje de vainilla con un set de marcadores
SSRs e ISSRs.

e Determinar perfiles de amplificacion de varias especies de vainilla presentes en
los cultivos de vainilla con los marcadores SSRs

e Analizar la diversidad genética presente en cultivos de Vanilla odorata en la

provincia de Napo.
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CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1. Sitio de experimentacion

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento
Nacional de Biotecnologia, ubicado en la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC)
del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). A continuacion, se

presentan las condiciones del sitio de experimentacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos del sitio de experimentacion
Ubicacion Detalle
Provincia Pichincha
Canton Mejia
Parroquia Cutuglagua

Estacion Experimental

Sitio Santa Catalina
Altitud 3100 msnm
Latitud 0°22°8”S
Longitud 78° 33 24” O

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

2.2. Material vegetal

El material vegetal utilizado en esta investigacion fueron 153 muestras de hojas de
vainilla de las especies V. odorata, V. planifolia, V. pompona, V. tahitensis, V. alba, V.
cribbiana, V. trigonocarpa, V. dresseleri, V. pejorata, V. guianensis y V. ssp. Estas
muestras fueron colectas por el INIAP, el cual cuenta con sus respectivos permisos de
investigacion de acceso al recurso genético proporcionado por el Ministerio del Ambiente
del Ecuador (MAE), con el c6digo MAATE-CMARG-2023-0068.

Para la realizacion de este trabajo, el INIAP proporcioné el material vegetal en dos
grupos, el primer grupo de muestras fueron 70 muestras secadas en bolsas de plastico
con gel de silice, mientras que las 83 muestras restantes fueron entregadas en un

tanque con nitrégeno liquido.
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Tabla2. Cantidad de muestras por especies especie de vainilla
segun el método de toma de muestra.

Especie Método de toma de muestra Total
Gel de silice Nitrégeno
liquido

V. odorata 12 38 50
V. planifolia 19 - 19*
V. pompona 6 3 9
V. tahitensis 5 1 6
V. alba 5 1 6
V. cribbiana 5 1 6
V. trigonocarpo 1 - 1
V. dresseleri - 1 1
V. pejorata - 1 1
V. guianensis - 1 1
V. ssp 18 35 53
Total 71 82 153

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

(*) Dos muestras de V. planifolia son de origen mexicano y forman parte del control
positivo para 14 marcadores SSRs que se utilizé en la validacion y trasferencia de

marcadores.

Las muestras codificadas como "Mv" corresponden a aquellas que fueron colectadas y
secadas con gel de silice, mientras que las muestras codificadas como "Vo" son aquellas
gue se colectaron y almacenaron con nitrégeno liquido. Dichas muestras proceden de
las provincias de Orellana, Napo, Pastaza y Morona Santiago (Anexo 1). Los dos
métodos de toma de muestra fueron realizados en dos periodos distintos. Inicialmente
la experimentacion inicio con las muestras secas y por problemas en cuanto a la calidad

de ADN que se obtuvo (seccion 3.2) se realiz6 la colecta de con nitrégeno liquido.

2.3.  Unidad experimental y factores del estudio

Cada una de las 150 muestras de ADN extraidas de los genotipos de vainilla analizados
en esta investigacion representa una unidad experimental. En este estudio, se
consideraron factores como el numero de bandas amplificadas por genotipo, expresado
en peso en pares de bases, y los loci amplificados. Las variables analizadas en relacion
con los marcadores SSRs incluyeron las variaciones en los alelos y la presencia o
ausencia de cada muestra en relacion con los marcadores utilizados. En el caso de los

marcadores ISSRs, se consideré el peso de cada alelo.
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2.4. Metodologia

2.4.1. Extraccion de ADN

Las hojas de las muestras de vainilla, previamente secadas con gel de silice, se cortaron
en tiras sobre papel toalla industrial. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se introdujo una
perla metalica, seguida de las tiras de las hojas con una pinza metélica y otra perla en
la parte superior de las hojas, se traté de que el tubo contenga aproximadamente 20 g
de material vegetal, se etiqueto el tubo con el nombre de la muestra. Se desecharon los
restos que quedaron en el papel toalla y se desinfecté con alcohol la pinza y la tijera.
Luego, se procedio a repetir el mismo proceso con la siguiente muestra. Posteriormente,
las muestras fueron introducidas y sometidas a pulverizacion en el molino MM 400
Restsch, y se almacenaron en gradillas a temperatura ambiente.

Con las muestras frescas almacenadas en nitrdgeno liquido, se retiraron del tanque y
cada muestra se colocé en un mortero previamente autoclavado y enfriado a -20 °C. Se
molié la muestra, y material vegetal molido se transfirié a un tubo aproximadamente 20
g de material vegetal, se etiquetdé con el nombre correspondiente y se almacené en

refrigeracion a -20 °C, hasta que se inicié con el proceso de extraccion.

La extraccion de ADN se realizé mediante un protocolo convencional descrito por Souza,
et al., (2012) [62], con algunas modificaciones para adaptarlo a las condiciones del
laboratorio en la EESCA-INIAP. Este procedimiento fue aplicado, tanto a las muestras

secas con gel de silice en y las muestras frescas maceradas con nitrégeno liquido.

La preparacion de los buffers se llevo a cabo dentro de la Sorbona, donde se introdujeron
todos los reactivos necesarios, incluyendo los sélidos que se habian pesado
previamente en una balanza analitica. Ademas, se utilizaron materiales y equipos como
la plancha de calor, ya que la preparacion de estos buffers requeria agitacion y calor
para su solubilizacién. Una vez completada la preparacion, el buffer CTAB se mantuvo
a una temperatura de 60 °C en un bafio Maria hasta que fueron requeridos en los

siguientes procesos.

En el proceso de extraccion, se tomaron las muestras maceradas y se les afiadié 1 mL
de buffer de sorbitol (Tabla 3). Luego, se homogeneizaron mediante agitacion en un

vortex. Posteriormente, se centrifugaron a 5700 rpm durante 10 minutos, y se elimino el
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sobrenadante. Este proceso se repitidé por dos ocasiones mas. Después, se afiadié 1 mL
de buffer CTAB (Tabla 4) a las muestras y se homogeneizaron nuevamente.
Posteriormente, se incubaron a 60°C durante 1 hora en un bafio Maria.
Consecutivamente, se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 rpm.

Se retird el sobrenadante y se transfiri6 a un tubo nuevo. A este tubo se le afiadieron
700 uL de cloroformo alcohol isoamilico (24:1 CIA). Las muestras se mezclaron durante
5 minutos en un vortex y luego se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 rpm. La
fase acuosa resultante se transfirié a otro tubo, al cual se le afiadieron 70 yL de acetato
de sodio y 460 uL de isopropanol previamente enfriado a -20°C. Se mezclé suavemente

varias veces hasta lograr la homogeneizacion y se incub6 a -20°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras durante 30 minutos a 13.000 rpm. A
continuacion, se eliminé el contenido y se lavaron los pellets con 500 yL de etanol al
70% por tres veces y una vez con 500 pL de etanol absoluto. Después de lavar las
muestras, se llevaron al evaporador para su secado durante 30 minutos. Finalmente, se
anadieron 100 yL de TE 1X a las muestras y se les agregaron 2 yL de RNAsas (10
ng/uL). Se les dio un pequefio vortex y un spin, y se colocaron en el termobloque por 20

minutos a 37°C.

Tabla 3. Reactivos y cantidades para preparar el tampén de
sorbitol, calculado para 1 ml por muestra, utilizado en la
extraccion de ADN de vainillas.

Reactivo Cantidad
Tris-HClI pH8 1M 0.10 ml
Sorbitol 0.01g
EDTA pH8 05M 0.01 ml
PVP-40 1% 0.01g
B — mercaptoetanol 1% 0.01 ml
Agua destilada 0.86 ml

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

Para preparar el buffer sorbitol, se requiere tener en cuenta que, el calculo descrito en
la Tabla 3 esta disefiado para 1 sola muestra, para realizar el protocolo se debe hacer

el célculo para tres muestras, y por el total de muestra que se va a extraer.
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Tabla4. Reactivo y cantidad para la preparacion de buffer CTAB
calculado para 1 ml por muestra, utilizado en la
extraccion de ADN de vainillas.

Reactivo Cantidad
Tris-HClI pH8 1M 0.10 ml
NaCl 5M 0.60¢g
CTAB 0.03G
EDTAO05M 0.04 ml
PVP-40 1% 0.01g¢g
B —mercaptoetanol 0.2 % 0.01 ml
Agua destilada 0.21 ml

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la preparacion del CTAB, este se debe calcular solo para el nimero de muestras

gue se va a extraer ya que, solo se utiliza una Unica vez.

2.4.2. Cuantificaciéon y diluciones de muestra de ADN

Para realizar la cuantificacion del ADN, se trabajo con el espectrofotometro de
microplacas Epoch de BioTek Instruments© siguiendo el protocolo en [63]. El
espectrofotdbmetro tiene una placa de 16 pocillos dispuesta en 2 columnas y 8 filas.
Ademas, se empled el software GEN5 para acidos nucleicos a longitudes de onda de
260y 280 nm.

Antes de cuantificar el ADN, fue necesario calibrar el equipo. Para ello, se colocaron 2L
de TE 1X en la primera fila, utilizando TE 1X como blanco, ya que este reactivo se
empled para disolver el ADN. Una vez calibrado el equipo, se procedi6é a limpiar los
pocillos con agua destilada y papel industrial. Luego, se cargaron todas las muestras.
Debido a que la placa solo cuenta con 16 pocillos, el proceso se repitié varias veces

para analizar todas las muestras.

Las condiciones éptimas para utilizar una muestra fueron de una pureza de 1.7 a 2
ng/uL, una relacion de concentracion cercana y superior a 100 ng/uL. El volumen con el
gue se trabaj6 en disoluciones en agua ultrapura con colorante con tartrazina fue de 10
ng/uL de ADN gendmico en un volumen de 100 pL. El colorante es una referencia para
identificar el ADN, ya que este no presenta color cuando se disuelve el ADN en el buffer
TE 1X.
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2.4.3. Validacién de muestras

Se tomaron cuatro marcadores al azar (mVroCIR001, mVroCIR005, mVroCIR006,

mVroCIR009) de un set de 30 marcador SSRs proporcionado por la Estacion Santa

Catalina del INIAP (Anexo 2). También se tomaron al azar 11 muestras de ADN de

vainillas y se procedi6 a hacer amplificaciones mediante la técnica de PCR y

electroforesis segun lo descrito en [44]. A continuacion, en la Tabla 5y 6 se especifica

el master mix PCR y el programa térmico utilizado.

Tabla5. Master mix para PCR en amplificacion de ADN de vainilla con

marcadores SSRs.

Reactivos PCR Concentracién Concentracién VOL. 1
inicial final rx (uL)
(ng/uL) (ng/uL)

Agua ultrapura - - 2.18

GoTaq®flexi 5 1 1.50

Buffer(x) PCR

MgCl2(mM) 25 2 0.60

dNTP s(mM) 5 0.253 0.38

Primer F (uM) 10 0.5 0.38

Primer R (UM) 10 0.5 0.38

Tag polimerasa 5 0.067 0.10

(U/uL)

ADN (ng/ pL) 5 1.33 2.00

Volumen total 7.5

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

Las concentraciones de los reactivos en el master mix de la Tabla 5 estan calculadas

para una sola reaccién. Estos valores deben multiplicarse por el nimero de reacciones

0 muestras que se van a amplificar.

Tabla 6. Programa térmico de PCR para amplificacién de ADN de vainilla con

marcadores SSRs.

Fase Temperatura (°C) Tiempo  Ciclos

Desnaturalizacioén inicial
Desnaturalizacion
Anillamiento

Elongacion

Elongacién final
Enfriamiento

94 5 min 1

94 45 s 29
45-55 1 min

72 1.2 min

72 7 min 1

10 5 min 1

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024
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El producto que se obtuvo de la PCR se carg6 en un gel de agarosa al 2% de (v/v), se
le afiadi6 SYBR™ Safe DNA en una concentracion de 0.5 X, y se afiadié un marcador
de peso molecular de 100pb. La electroforesis se llevd a cabo en una cadmara de
electroforesis horizontal a 100 V, por 35 minutos.

El objetivo al utilizar los 4 marcadores fue encontrar al menos un marcador que
amplificara todas las muestras. En este sentido, se selecciond uno que amplificé todas
las muestras de ADN seleccionadas y que presenté una buena resolucion en la
electroforesis. Este marcador posteriormente se utiliz6 para validar el resto de las

muestras de ADN.

2.4.4. Validacién y estandarizacion de marcadores

2.4.4.1. Marcadores moleculares SSRs

Se tomo el set de 30 marcadores y se amplific6 con 5 muestras de vainilla cada uno,
siguiendo el master mix y programas de amplificacion descritos en la Tabla 5y 6. En
casos donde algunos marcadores no amplificaron ninguna de las muestras de ADN, se
realiz6 gradientes de temperatura, variando la temperatura de anillamiento en un rango
de 45 °C a 60 °C en intervalos de 5°C.

El producto PCR se carg6 en gel de agarosa siguiendo el proceso que se realiz6 en la
validacion de muestra. Luego de analizar los resultados en el gel de agarosa, se sacaron
del estudio los marcadores que no amplificaron en ninguna de las temperaturas a las

que fueron expuestos.

2.4.4.2. Marcadores moleculares ISSRs

Se seleccionaron 2 marcadores (UBC 840 y 836) previamente identificados en la
literatura, los cuales habian sido utilizados en estudios de variabilidad genética en
vainilla, de un conjunto de marcadores ISSR disponibles en el laboratorio de biologia
molecular de la EESC. Con estos marcadores, se procedio a amplificar por PCR y correr

en gel de agarosa con las condiciones de estandarizacion en [64].

Para trabajar con muestras de ADN de vainillas, se realizaron algunos ajustes en la

cantidad de ADN, la cantidad de cloruro de magnesio y la temperatura. Cuando se
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estandarizaron los 2 marcadores, se aplico el mismo master mix a 26 marcadores en los

gue solo se vario la temperatura entre 37, 45y 50 °C. En la Tabla 7 y 8, se describe el

master mix utilizado y el perfil térmico.

Tabla 7. Méaster mix de PCR para amplificacion de ADN de vainilla con marcadores
ISSRs.
Reactivos PCR Concentracién Concentracion final  VOL. 1rx
inicial (ng/uL) (uL)
(ng/pL)

Agua ultrapura - - 4.1
GoTaq®flexi

Buffer(X) PCR 50 1.0 2.0
MgCl2(mM) 25.0 2.0 0.8
dNTP s(mM) 5.0 0.1 0.2
Marcador ISSR 10.0 01 0.2
(UM) |

Taq polimerasa

(U/uL) 5.0 0.1 0.2

ADN (ng/ L) 5.0 2.5 2.5

Volumen total 10

........ Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024
Tabla 8. Programa térmico para amplificar ADN de vainilla con marcadores ISSRs.

Fase Temperatura (°C) Tiempo  Ciclos
Desnaturalizacion inicial 92 4 min 1
Desnaturalizacion 92 30s
Anillamiento 45-50 1 min 39
Elongacién 72 1 min
Elongacién final 72 10 min 1
Enfriamiento 4 10 min 1

............ Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

El producto PCR resultante se cargd en un gel de agarosa al 2% en volumen/volumen

(V/v)

, Y se le afladi6 SYBR™ Safe DNA, a una concentracién de 0.5X. Se utilizé una

escalera molecular de 100 a 2.000 pb. La electroforesis se llevd a cabo en una cadmara

de electroforesis horizontal a 100 V por 50 minutos.

2.4.5. Transferibilidad de marcadores moleculares SSRs

Con

los marcadores moleculares SSRs y las muestras de ADN previamente validados

se procedio a realizar la transferibilidad de los marcadores a los genotipos de vainilla V.

odor

ata, V. planifolia, V. pompona, V. tahitensis, V. alba, V. cribbiana, V. trigonocarpa,
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V. dresseleri, V. pejorata, V. guianensis. Para ello, se coloc6 dos muestras de cada
genotipo y se amplificé los marcadores SSRs siguiendo master mix y el perfil de
amplificacién de la Tabla 4 y 5. Durante este proceso, se tuvieron en cuenta la
temperatura de amplificacion previamente obtenidos durante la validacion y

estandarizaciéon de los marcadores.

2.4.6. Perfiles de amplificacién y genotipaje

2.4.6.1. Amplificacion de SSRs con la tecnologia M13-tailing

La amplificacién con la tecnologia M13-tailing, descrito en [44], requirié de pasos extras

en el master mix convencional de PCR.

Tabla 9. Master mix para amplificar en PCR en monoplex mediante M13-tailing.

Reactivo Monoplex Concentracion Concentracion VOL. 1rx

PCR inicial final (uL)
(ng/uL) (ng/pL)

Agua Ultrapura - - 0.32

GoTaqg®flexi sin 5.00 1.00 1.00

color

Buffer(x) PCR

MgCl2(mM) 25.0 2.50 0.50

dNTP s(mM) 5.00 0.20 0.20

M13 700/800 1.00 0.16 0.80

Primer (uM) F- M13 1.00 0.01 0.05

Primer (uM) R 10.0 0.16 0.08

Tag polimerasa 5.00 0.05 0.05

(U/uL)

ADN (ng/ pL) 5.00 2.00 2.00

Volumen total 5.00

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024
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Tabla 10.  Perfil térmico para amplificar en PCR en monoplex mediante la
tecnologia M13-tailing.

Fase Temperatura°C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 94 2min 1
Desnaturalizacion 95 4 min 1
Desnaturalizacién 95 1 min
Anillamiento 55 2min 25
Elongacion 72 2min
Elongacion final 72 10 min 1
Enfriamiento 4 10 in 1

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

Se siguid el protocolo descrito en [44], se preparé el gel de poliacrilamida con una mezcla
que incluy6 20 ml de Gel Matrix KB Plus al 6.5%, 150 uL de persulfato de amonio al
10%, y 15 pyL de TEMED (NNNN-Tetramethylethylene-dianime) al 99%. Se verti6 esta
solucion en placas de vidrio, insertamos el peine y dejamos polimerizar. Luego, se coloco
el gel en el analizador junto con el buffer TBE 1x KB Plus LI-COR vy realizamos una
precorrida a 1500 V durante 25 minutos.

Para cargar las muestras amplificadas, se afiadio 5 puL de Blue Stop Solution por cada
producto y desnaturalizamos el ADN a 94 °C durante 3 minutos. Luego, se cargo las
muestras diluidas en el gel utilizando una jeringa microliter multicanal y el marcador de
tamafio apropiado (IRDye 700 o IRDye 800). Finalmente, se ejecut6 la electroforesis a
1500 V durante 1 hora y 30 minutos, se obtuvo una imagen digital como resultado de la
electroforesis capilar. Normalmente, con la imagen obtenida de la electroforesis se
procede arealizar el genotipado con el software SAGA (SAGA GT software para analisis
de microsatélites) [49]. En esta investigacion no se lleg6 a realizar el genotipaje con este

software.

2.4.7. Amplificacion de los marcadores ISSRs en agarosa

Se amplificé por PCR 50 ADNs gendmicos del genotipo V. odorata con 9 marcadores
SSRs. El disefio de cada gel constaba generalmente de 13 muestras, el marcador de
peso molecular en escalera de 100 a 2000 pb, un control negativo y una muestra de
ADN que se replicaba en cada gel. Esto permitié conectar todos los geles y sirvi6 como

indicador de la reproducibilidad del marcador. Dado que, los resultados pueden variar
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entre geles al compararse con el marcador de peso molecular en escalera, la repeticion

de la muestra de ADN facilité evaluar la consistencia.

Se obtuvieron los resultados de los geles tras la amplificacion por PCR y la corrida
electroforética. Estos geles fueron analizados con el software GelAnalyzer 19.1, el cual
proporcioné informacién sobre el peso de las bandas de cada muestra.

2.5. Analisis multivariados

2.5.1. Generacion de una matriz binariay depuracion de datos

Con los datos de las bandas de cada ADN gendémico con todos los marcadores se
generd una matriz, la cual incluia todas los ADN de las muestras de vainilla como filas y
el peso de las bandas como columnas. Posteriormente, esta matriz se convirtié en una
matriz binaria de presencia y ausencia de banda, donde la presencia se represent6 con
1y la ausencia con 0. Luego, se llevo a cabo una depuracién de los datos, para lo cual
se aplicaron los siguientes criterios:

e Sien la columna de un locus solo habia un dato de presencia y los demas eran
ausentes, este dato se consideré atipico y se eliminé la columna. Lo mismo se
realizé si en la columna solo habia un dato de ausencia.

e Sien la fila se encontraba con mas del 10% de ausencia de datos (gaps) por

marcador, se procedi6 a eliminar la muestra.

2.5.2. Andlisis de asignacién poblacional

El programa STRUCTURE 2.3.4 se utilizé para analizar datos genéticos con el objetivo
de agrupar individuos en poblaciones. Su método basado en el muestreo bayesiano de
Monte Carlo mediante cadenas de Markov (MCMC) [65], permitié estimar la probabilidad
de un numero especifico de poblaciones (K), considerando el equilibrio de Hardy-
Weinberg [66]. Por otro lado, el software Structure Harvester Web v0.6.94, disponible
(http://taylorO.biology.ucla.edu/structureHarvester/) complementa este analisis al

determinar el nimero éptimo de grupos genéticos mediante el método de Evanno [67].

Para ello, con la matriz depurada de las muestras de la especie V. odorata, se convirtié
a texto delimitado por tabulaciones y se emple6 el programa STRUCTURE 2.3.4 en el

cual se digit6 numero de individuos: 28, el nimero de loci: 40, y los datos perdidos

21


http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/

representados por: -9. Ademas, se seleccioné que la informacién contenia etiquetas
individuales y casilleros con el nombre del marcador, y que cada individuo se encontraba

en una sola linea. La matriz utilizada en este andlisis reposa en Anexo 4.

Para realizar el célculo de las poblaciones, se procedié a crear con modelo en el
"Admixture Model", este tuvo un periodo de "Burning" de 1 000, y el nimero de
repeticiones MCMC (Markov chain Monte Carlo) fue de 10 000 iteraciones. Se realizaron
10 simulaciones para cada valor de k poblaciones, variando de 1 a 10. Los resultados
obtenidos se comprimieron en formato "zip" y se cargaron en Structure Harvester Web
v0.6.94. Los resultados determinaron el mayor valor de Ak, que corresponde al nimero

de posibles poblaciones presentes en los datos analizados.

2.5.3. Andlisis de agrupamiento

Se generdé un dendrograma a partir de la matriz de datos alojada en el Anexo 3,
compuesta por 28 muestras, utilizando el software DARWIN 6.0.21. Antes de utilizar el
software, se convirtié la hoja de Excel que contenia la matriz binaria de los datos a un
archivo en formato de texto Unicode. Este archivo se guard6 en una carpeta previamente
creada, que servié como directorio de trabajo y dénde se guardé los archivos que fueron

generados por el software.

Luego, se abrié el software y en la barra de opciones se seleccion6 "archivo" y después
"importar matriz de datos". Se buscoé y seleccioné la carpeta que contenia la matriz, se
cargo la matriz y se selecciono el tipo de datos, que en este caso fue de datos simples.
También se especificd el cédigo que representa los datos faltantes, que en la matriz

estaban representados con el valor -9.

Una vez cargada la matriz de datos, se procedio a seleccionar la opcién de disimilaridad,
donde se eligié calcular a partir de los datos Unicos. Se seleccion6 el archivo que
contiene la matriz de datos y se indicO eliminar completamente las variables con datos
faltantes, utilizando el codigo -9. Ademéas, se establecio el valor de arranque para el
Bootstrap en 30.000. En cuanto al indice de similitud, se seleccioné el coeficiente de
Dice para la presencia y ausencia de datos. En la codificacién, se especific6 que
O=abs/1=pres. Se selecciond la carpeta donde se guardara el archivo que se generara.
Terminado este proceso, se accedi®6 a la barra de opciones y se seleccion6

"construccién de arboles". Se eligio la opcion del vecino mas cercano y se abrio la
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ventana para seleccionar el archivo que contiene la matriz de disimilaridad. Se opté por
la opcion de vecinos ponderados y se seleccioné el Bootstrap en 30.000. Ademas, se
marcé la opcion de dibujar el arbol al finalizar.

Se abri6é una ventana con el disefio radial, pero este se cambi6 a jerarquico horizontal.
En la pestafia de identificacion, se seleccion6 "abrir identificadores". Se escogi6 el
archivo ".don" y se volvi6 a seleccionar "abrir identificador". Se eligi6 la opcién "ldent_1",
lo que permitié mostrar los codigos de las muestras en el dendrograma. Para afadir la
escala, simplemente se selecciond la opcion mostrar escala. Este dendrograma se
utilizé para visualizar las poblaciones identificadas mediante el método bayesiano,
siguiendo la metodologia propuesta por [68]. La matriz completa y depurada de los datos

con los que se trabajé en estos andlisis se encuentra en el Anexo 3.

2.5.4. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA)

Es una técnica que facilita la identificacion y representacion en conjuntos de datos
multivariantes en un espacio tridimensional [69]. Y proporciona La suma de todos los
ejes Cada eje explica la variacion total [69]. Y proporciona informacién sobre la cantidad
de varianza en los datos de cada eje. La suma de los tres ejes proporciona informacion

sobre cOmo se agrupan o separan los datos [69].

Antes de realizar el PCoA, se organiz6 la matriz por poblaciones segun los valores K
obtenidos del Structure Harvester. Para ello, se asigné a cada muestra la poblacion a la
gue tenia mayor probabilidad de pertenecer. La realizacion del PCoA se llevé a cabo
utilizando GenAlEx, un complemento de Excel. Primero, se abri6 la hoja de Excel que
contenia la matriz de datos. Luego, se descargd el complemento desde el sitio web

(http://biology.anu.edu.au/GenAlEX/).

Se abrié el archivo GenAlEx 6.503.xlam y al ejecutarlo, se abrié Excel en la hoja que
contenia la matriz de datos. Se otorgaron los permisos necesarios para habilitar macros
de Excel, y en la barra de menu aparecié GenAlEx. Antes de acceder, fue necesario

configurar los pardmetros para que la matriz pudiera ser leida.

Los parametros insertados fueron los siguientes: en la celda Al, el nimero de loci de la
matriz (40); en la celda B2, el nimero de loci (40); en C2, el nUmero de poblaciones (3);

en D2, nuevamente el nUmero de poblaciones (3); en la celda E2, el nUmero de muestras
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gue componen la poblacion 1; en la celda F2, la cantidad de muestras que componen la
poblacién 2; en G2, la cantidad de muestras que componen el grupo 3; y en H1, el valor
de codominancia (1) y en 12, se coloc6 el nimero de muestras (28). La matriz debe tener
una disposicidon como se muestra en Anexo 4. Una vez preparada la matriz, se procedio
a hacer clic en GenAlEx en la barra de mena y se seleccioné la opcion "Distancias
genéticas". Esto generd la matriz de distancias. Sin salir de la hoja de la matriz de
distancias, se volvid a seleccionar "Basado en distancia" y se eligio la opcion de PCoA.
Se abrié una ventana en la que se seleccionaron tres matrices de distancias, el método
de covarianza estandarizado y la opcién de etiquetar los datos. Después de hacer clic
en "Aceptar”, se abrid otra ventana en la que se seleccion6 el tipo de matriz, que en este
caso fue binaria diploide, y la opcidn de salida de distancias. Al hacer clic en "Aceptar”,

se generd el grafico.

2.5.5. AMOVA (Anélisis Molecular de Varianza)

Se empleo el programa GenAlex V6.5 de acuerdo con [69], en este caso se trabaj6 con
una matriz binaria depurada de 28 muestras de V. odorata, y 40 locus. En la matriz se
estructuraron las muestras excluyendo aquellas que no presentaban una definicién clara
de la poblacién, con el propésito de reducir al minimo el error. Para llevar a cabo este
andlisis, se utilizé la estructura de la matriz previamente realizada en el PCoA. Se
selecciond la opcién de AMOVA en la base de distancias y se completaron los datos de
manera similar a como se hizo con el PCoA. El calculo se llevé a cabo mediante 999

permutaciones, y se consideraron las opciones de "pairwise population”.
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CAPITULO lIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Extracciény cuantificaciéon de ADN

La extraccion de ADN de vainilla mediante el método convencional descrito por Souza
et al. (2012) resulté adecuada para muestras recolectadas y maceradas con nhitrégeno,
obteniendo una relacién de pureza de 1.7 a 2 en una relacion de 260/280 nm, valores
idéneos para las reacciones de PCR, las cuales requieren ADN de alta calidad [70]. Sin
embargo, en el caso de las muestras secadas con gel de silice, la mayoria ho mostraron
niveles satisfactorios de pureza presentaron valores 0,46 y 1,8 en una relacién de
260/280 nm.

3.2.  Validaciéon del ADN y estandarizacion de Marcadores SSRs e ISSRs

Se validaron las muestras de ADN utilizando el marcador mVpICIRO010, el cual fue el
primer marcador estandarizado y se emple6 para validar la mayoria de las muestras de
ADN. Durante el proceso de estandarizacion de los marcadores, se logr6 estandarizar
18 marcadores moleculares SSR utilizando el méaster mix descrito en la Tabla 5 y el perfil
de amplificacién de la Tabla 6. En la Figura 2, se aprecia la validacion de un grupo de

muestras de vainilla con el marcador molecular a una temperatura de annealing de 55°C.

MT

Mv014 R1
Mv014 R2
Mv014 R3
MvO015 R1
Mv016 R1
Mv016 R2
MvO017 R1
Mv017 R2
Mv018 R1
MvO19 R1
Mv020 R1
Mv020 R2
Mv020 R3
Mv021 R1
Mv021 R2
Mv021 R3
Mv022 R1
Mv022 R2
Mv022 R3
Mv023 R1
Mv023 R2
Mv024 R1
Mv024 R2
Mv024 R3

Figura 2. Determinacion visual de la calidad de ADN de vainilla secadas con gel de silice.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la Figura 2, algunas muestras de vainilla amplificadas con el marcador molecular

microsatélite mVpICIR010 presentan una baja intensidad de amplificacién y otras
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presentan una alta intensidad. Por otro lado, se presenta en la Figura 3, la validacion de

las muestras que fueron colectadas y maceradas con nitrogeno liquido.

Vo001 R1
Vo001 R2
- Vo002 R1
Vo003 R1
Vo004 R1
Vo005 R1
Vo006 R1
Vo007 R1
Vo008 R1
Vo009 R1
- Vo009 R2
Vo010 R1
Vo011 R1
Vo012 R1
Vo013 R1
Vo014 R1
Vo015 R1
Vo016 R1
Vo017 R1

—_
i
—_
-+
~

=
-
Vo023 R1

Vo018 R1
Vo019 R1
Vo020 R1
Vo021 R1
Vo022 R1

Figura 3. Determinacion visual de la calidad de ADN de vainilla con nitrégeno liquido.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la Figura 3, se observa una amplificaciébn exitosa de un grupo de muestras de
vainilla, las bandas (amplicones) presentan una alta intensidad, clara, bien definidas y
se encuentran dentro del rango del marcador de talla que va de 100 a 2.000 pb.

Independientemente de las diferencias que existen en las amplificaciones entre las
muestras tratadas con gel de silice y las muestras tratadas con nitrégeno liquido, se
logré estandarizar 18 marcadores del conjunto de 30 disponibles para esta investigacion.
En cuanto a los marcadores ISSRs, se cont6 con un conjunto de 28 marcadores, de los

cuales se estandarizaron 14, sin embargo, solo se utilizaron 9 de ellos.
Las condiciones para la preparacion del master mix y el perfil de amplificacién se

presentan en las Tablas 6 y 7. Ademas, la Figura 4 muestra una imagen de una

amplificacién con un 2 marcador ISSRs.
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Figura 4. Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de la amplificacién en PCR

para estandarizacion de marcadores moleculares ISSRs.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la Figura 4, se observa la amplificacion del marcador UBC 834 y UBC 834 en algunos
individuos del genotipo V. planifolia y V. odorata. Las bandas presentan una alta
intensidad y bien definidas. Se aprecian unas pocas bandas con baja intensidad.
Ademas, se observa que, el marcador UBC 834 con el genotipo V. odorata presenta un

patron de amplificacion definido.

3.3. Transferibilidad de marcadores moleculares SSRs

La transferibilidad de marcadores forma parte de la identificacion de los sets de
marcadores para el genotipaje de vainilla. A continuacion, se aprecian en la Tabla 10 los
resultados de la amplificacién de los marcadores SSRs con 13 genotipos de vainillas.
De un conjunto de 30 marcadores SSRs conformado por dos grupos de desarrolladores
de marcadores SSRs, como se describe en Anexos 2A. El primero esta compuesto por
14 marcadores desarrollados por Bory y otros (2008), correspondiente a la nomenclatura
mVpICIR. La segunda parte del conjunto consta de 16 marcadores con la nomenclatura
mVroCIR y mVhuCIR que corresponden a los marcadores desarrollados por Gigant y
otros en (2011). Bajo las condiciones de laboratorio de la EESC del INIAP y con la
estandarizacion de los marcadores descrita en la Seccion 3.2, los resultados se

presentan en la Tabla 11.
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Del conjunto de 14 marcadores desarrollados por Bory, et., al. (2008) disponible para
esta investigacion (Anexo2-A), amplificaron de la siguiente manera: 10 marcadores en
V. planifolia, 6 en V. tahitensis, 8 en V. odorata, 5 en V. pompona, 5 en V. trigonogarpa,
4 en V. cribbiana, 4 en V. alba, 3 en V. dressleri, 5 en V. guianensis, y ninguno en V.
pejorata. Los marcadores que no amplificaron fueron mVpICIR016, 019, 028, 050, esto

representa el 30% del total de marcadores sin amplificar.

Los marcadores desarrollados por Gigant, et., al. (2011), que conforman 16 marcadores
del conjunto de 30 con los que se trabajé y que tienen la nomenclatura mVroCIR y
mVhuCIR, amplificaron de la siguiente manera: 8 marcadores en V. planifolia, 6 en V.
tahitensis, 8 en V. odorata, 5 en V. pompona, 5 en V. trigonocarpa, 6 en V. cribbiana, 4
en V. alba, 8 en V. dressleri, 6 en V. guianensis, y 6 en V. pejorata. Los marcadores que
no amplificaron fueron mVroCIR004, 008, 009,010, 011, 006, mVhuCIR006 y 009, estos
marcadores representan el 50% de los marcadores que no amplificaron. En este sentido,
del set de marcador el set de 30 marcadores ISSRs fueron trasferidos el 60% de los
marcadores y 40% no se pudieron transferir. También hay que sefialar que los 30

marcadores SSRs mostraron ser monomarficos en gel de agarosa.
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Tabla11. Transferibilidad de marcadores moleculares SSRs a las especies de vainilla

Amplificaciéon en vainilla

N° N;Zri:jgfl Secuencia 5°-3’ Secuencia motif Anrz(i)l(i:r;g T Tskr?:;&;n © ° o © % © = é .
s 2 & § 8 8 s 5 g
s £ g 5§ & =2 & 8 5§ &
= = 8 8 £ 5 s 5 3 8
N S S R R -
1 MVpICIRO02 ;:: TC%GCQTszfTCTAgIgTGTTGGT (TG)s 45 300200 X X X X X X X X X
2 mVpICIRO03 :: Trélﬁiﬁ%%%ﬁﬁéiﬁgic; (cA), 45 400-500 X
3 mMVpICIR005 ;:: LTC;(Z(;(T:Z?:SESITAS ggg; (T®ks '(\‘TXG()TSG” Nx 45 300-400 X X X X X
4 MVpICIRO10 ;:: g??%:{;?ﬁg :‘gggl g((::,?cc; (A ?‘(;(ff)s Nx 55 300-500 X X
5 MVpICIRO15 ;:: ’_ﬁ\;ﬁlﬁ;l;f;ccg CGACTCATCT CAC (TG)s 55 200-500 X X
6 mVpICIR022 ;:: imggééfgfﬁg GC; (CA)e 55 200-300 X
7 mVpICIR025 ;:: (é;ﬂ- é‘ffggggfg é‘iéA; (TG)s 45 200-300 X X X X X X
8 mVpICIR026 ;:: %§¢g$122'§§$$£§g¥é o (CA) 60 200300 X X X
9 MVpICIRO31 ;:: ’:L;E‘;g;ggﬁg%’;‘;ﬁ;g (TG)s 55 300400 X X X X X X X
10 MVpICIR047 ;:: $ﬁ$§é;@i¢;€l€;‘é¥gTT; (GT)s Nx (TG), 45 300-400 X X X X X
11 mVroCIR001 ;:: gfﬁggi_?ééﬁr%icciégﬁggi (GA):13 55 100300 X X X X X X X
12 mVroCIR003 ;:: ?ﬁ%ﬁ%ﬁ?%mggiggTTﬁgcﬁACM (GA)e 45 100-400 X X
13 MVroCIR005 ;': igg é;; I gggﬁgiﬁg‘é‘é‘;m (GA)s 45 100-400 X X X X X
14 mVhuCIR003 ;': ?Z‘;?géi;gégggﬁ%gfci (AG)2a 55 100-300 X X
15 mVhuCIR004 ;': ES;?TCQCGTGTCCTCCGTGGTTGGAGCTTTCACGAG (AG)13 45 100-300 X X X X X
16 MVhuCIR007 :: iﬁé‘ﬁéfglfﬁéﬁgﬁféggg oc (GA)a 45 100-400 X X X X X X X
17 MVhuCIR008 ;:: ETCATATCCT GCATGT CCTGTCT%%AGTTT%AQGC (GA)1s 45 100300 X X X X X X X
18 mVhuCIR010 ;:: g%%&igiﬁgmglggﬁ;gg (CA)s 50 100500 X X X X X X X

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024
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Tabla 12. Resultado de la amplificacion de los marcadores ISSRs en los 9 genotipos de vainillas provenientes de la Amazonia
ecuatoriana (Y=Cd6T)
Amplificacién en vainillas
©
o )
Nombre del . . g 2 c 8 o z O
o g 0 = ) c o c = c Y
N marcador Secuencia 5'-3 Secuencia motif T(°C)  pbaprox. s & % S S8 § % 5 g
c 2 5 E § 8 g § 8 ¢
8 £ 3 c 2 £ 2 g 5 )
a & 6 a E © ®W v D a
> > > > > > > > > 0>
F:CACACACACACAAC
1 17898 A RGTGTGTGTGTGTTG (CA)s AC 45 3002000 X X X X X X X X X X
F:CACACACACACAAG
2 17899 A RGTGTGTGTGTGTTC (CA)s AG 45 3002000 X X X X X X X X X X
F:GAGAGAGAGAGAGAGAT
3 UBC810 RCTCTCTCTCTCTCTCTA (GA)T 50 4002000 X X X X X X X X X X
F:GAGAGAGAGAGAGAGAC
4 UBCS811 R.CTCTCTCTCTCTCTCTG (GA)C 50 500-2000 X X X X X X X X X X
F:.CTCTCTCTCTCTCTCTG
5 UBC815 R GAGAGAGAGAGAGAGAA (CT)eG 50 4002000 X X X X X X X X X X
F:AGAGAGAGAGAGAGAGYT
6 UBC834 RTCTCTCTCTCTCTCTCYA (AG)YT 50 4002000 X X X X X X X X X X
F:AGAGAGAGAGAGAGAGYA
7 UBC836 RTCTCTCTCTCTCTCTCYT (AG)gYA 50 400-2000 X X X X X X X X X X
F:.CTCCTCCTCGC
8 HB14 R GAGGAGGAGCG (CTC)GC 45 3002000 X X X X X X X X X X
9 HB12 F:CACCACCACGC (CAC),GC 45 4002000 X X X X X X X X X X
R.GTGGTGGTGCG

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024
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Los 9 marcadores ISSRs con los que se trabajd, amplificaron todas las 10 especies de
vainilla, a temperaturas de 45y 50° C y con un rango de 200 a 2.000 pb (Tabla 12).

3.4. Deteccion de perfiles de amplificacion con los marcadores SSRs

Para realizar los ensayos de deteccion de los perfiles de amplificacion mediante la
tecnologia M13-tiling, se utilizaron 12 muestras y un blanco por cada marcador. El orden
de las muestras, de izquierda a derecha, es el siguiente: las dos primeras muestras
corresponden a Mv-42 (V. planifolia de origen mexicano), seguido de Mv-03R2 y Mv-
22R1 (V. odorata), Mv-13R2 y Mv-21R3 (V. planifolia), Mv-35R1 (V. spp), Mv-25R3 y
Mv-26R1 (V. pompona), Mv-30R1 (V. alba) y un blanco. Los marcadores utilizados
fueron mVroCIR001, mVpICIR003, mVpICIR005, mVpICIR026 y mVhuCIR010. En la

Figura 5 se presenta los resultados.

Figura 5. Perfil de amplificacién obtenidos de la amplificacién de algunas especies de
vainillas con la metodologia M13-tailing en el sistema de deteccién LI-COR con

marcaje IRDye de 800 nm.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la Figura 5, se observa que no todas las muestras amplificaron, y las muestras que
si amplificaron muestran polimorfismo para la especie V. planifolia de origen mexicano
con los marcadores mVpICIR003, mVpICIR005 y mVpICIR026. La amplificacién no es
clara para las especies de vainilla amazonicas incluidas en este ensayo. Posterior a
este ensayo, se realizaron otros, pero los resultados no fueron concluyentes debido a
inconvenientes en la metodologia y problemas de amplificacion del ADN.
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3.5. Identificacion de marcadores polimdrficos para el genotipo V. odorata

Con 7 marcadores que amplificaron V. odorata en los ensayos para determinar los
perfiles de amplificacion, se amplificaron nuevamente para verificar los polimorfismos,
informacion importante para llevar a cabo los analisis de diversidad. Para este ensayo,
se utilizaron 14 muestras del grupo de muestras tratadas con nitr6geno liquido, las
cuales fueron amplificadas en el siguiente orden: Vo 28-27, seguido de una muestra de
control, luego las muestras Vo 11, 40 y 12, y finalmente el blanco. A continuacién, se

presenta los resultados la identificacién de marcadores polimorficos en V. odorata.

MT mVpICIR025 mVpICIR047 mVroCIR001 mVhuCIR004 mVhuCIR010 | MT

350 pb
325pb
300 pb

255 pb
230 pb
204, 200 pb
175 pb
145 pb

120 pb
105, 100, 94 pb

Figura 6. Visualizacién de la amplificacion en monoplex con marcadores SSRs y la
metodologiaM13 tailing en el sistema de deteccién LI-COR con marcaje IRDye de
800 nm.

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

Los resultados de la Figura 5, muestran la amplificacién de 5 marcadores SSRs. El
marcador mVpICRO025 no present6 una buena amplificacion. El marcador mVplICIR047
presentd polimorfismo, el marcador mVroCIR002 aparentemente presenta
polimorfismo, pero no lo es, previas amplificaciones y posteriores los resultados de la
Figura 5 no presentaba polimorfismo y se determiné que el marcadore fue contaminado.
El marcador mVVhuCIR004, no presenté diferencia con relacion a los alelos aplicados en
las muestras analizadas. El marcador mVhuCIRO010, presenté polimorfismo en una sola
muestra que se encuentra dentro del ovalo de color rojo, esta muestra se la consideré
como una muestra atipica dentro del ensayo. Dando como resultado que solo se obtuvo
1 solo marcador polimorfico.
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3.6. Amplificacion de marcadores ISSRs en las especies de vainilla

Ya que no se contdé con la cantidad suficiente de marcadores SSRs y que estos no
fueron informativos en los ensayos realizados, se utilizé los marcadores ISSRs para
visualizar la variabilidad genética. Los marcadores ISSRs mostraron ser mas
informativos y se optd por utilizarlos para el analisis de diversidad genética, A

continuacién, se muestra la amplificacion de 2 marcadores ISSRs.

A — - - -’ S ——
2000 pb = e
— - S e ' ’ E ’ bt E —
— - S g = —— - 4 : fo— : : g
100 pb — .
|}
B /
S— ’ — S— - ——
i ———
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e i D GRS D WD e s WD S e S e -
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Figura 7. Amplificacién de marcadores ISSRs con las especies de vainilla.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la Figura 6, se presenta la amplificacion de marcadores ISSRs utilizando un
marcador de peso molecular que abarca desde 100 hasta 2.000 pb. En la parte A, se
observa la amplificacion de los genotipos de V. odorata con el marcador ISSR UBC 834,
donde se aprecia un patron bien definido. En la parte B, se muestran las amplificaciones
de los genotipos de V. planifolia con el mismo marcador, donde también se pueden
observar patrones de amplificacién. Aunque se amplificé todas las 153 muestras de
vainilla con los 9 marcadores ISSRs, en este trabajo solo se reporta los analisis de la

especie V. odorata.
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3.7. Resultado de los andlisis multivariados

3.7.1. Matriz de datos

Después de la amplificacion y el genotipaje de 49 muestras de vainilla (una muestra se
excluyé del estudio) con los 9 marcadores ISSRs, se obtuvo una matriz de 49 muestras
con 225 loci. Posteriormente, tras la depuracion con los criterios descritos en la seccion

2.5.1, se obtuvo una nueva matriz de 28 muestras y 40 loci (Anexo 5).

3.7.2. Andlisis de estructura genética

El andlisis de la estructura genética en las especies V. odorata se llevé a cabo utilizando
la matriz de datos (Anexo 3), que consta de 28 muestras y 40 loci. Los resultados
obtenidos mediante el programa STRUCTURE 2.3.4 y analizados con el software
Structure Harvester Wev v0.6.94 indican que, de las 10 posibles estructuras
poblacionales, el valor 6ptimo de grupos es K=3. Esto sugiere la presencia de tres
grupos poblacionales del genotipo V. odorata en los cultivos de vainilla. La
representacion visual de esta estructura poblacional se puede apreciar en la Figura 7.

Al pA) 19 14 3 4 16 17 n 8 1 U 11 6
27 26 15 2 13 20 28 24 18 12 10 9 5 21

Figura 8. Estructura genética poblacional de V. odorata.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la Figura 7, se aprecia visualmente como se distribuye la diversidad genética en
cada muestra de los tres grupos identificados. El eje x representa cada una de las 28
muestras analizada, y el eje y la probabilidad de pertenencia a una estructura
poblacional (grupo rojo, grupo verde y el grupo azul). Lo que ayuda a comprender la
estructura genética de las poblaciones de V. odorata. Esto sugiere la presencia de tres

grupos poblacionales del genotipo V. odorata en los cultivos de vainilla.
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3.7.3. Andlisis de agrupamiento

El andlisis de agrupamiento se llevo a cabo utilizando el método del vecino méas cercano
(Neighbor Joining) a partir del coeficiente de Dice, con 30.000 iteraciones, que dio como
resultado que la disimilariada minima entre las muestras es de 0.04, y la maxima
disimitud entre las muestras es de 0.09 unidades, estos valores fueron optimos para la
agrupacién de las muestras en el dendrograma, donde visualmente se puede apreciar
las muestras mas similares estan agrupadas juntas y las mas diferentes estén
separadas en grupos distintos. La matriz de distancia se ecuentra alojada en (Anexo
4).

En cada rama se encuentra un valor (niumero de color azul), éste es el valor de
confianza que se evalla en un rango de 0 a 100% de robustez que asigna el Bootstrap
a cada rama en relacion con la estructura del dendrograma [68]. Este valor de confianza
en las ramas va 3 a 85 %, se ha obtenido valores no robustos lo que sugiere que la

agrupacion de los datos no es confiable.

37



Y
[ Hﬁg' i
; ISR
ST
| H . A0
’ AN
4 0GR
19 N— o001R1
I
\ RS /
LUKl
/ ) Mvnnaem \
i
; g Y'Y
st
4 oM
' U0
! ,SE L T
.QGLVIJ%SHI
1= oGTHY
o
T
4LV0031HI /
Wtont
ToTuamT
[ i
3 o3RI
oa2n
) I

Figura 9. Relaciones genéticas de los grupos a través de un dendrograma generado
mediante el método del vecino mas cercano UPGMA basado en distancias

genéticas. Con una escala que va de 0 a 0.2 y representa la longitud de los nodos.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En cuanto a la conformacion de los grupos, la mayoria de las muestras se encuentran
distribuidas en algunas de las localidades de las provincias de Napo, Pastaza y Morona
Santiago. A continuacion, se presenta una tabla que representa la distribucién de las
muestras entre los grupos genéticos que se encuentran distribuidos en las provincias
de Napo, Pastaza y Morona Santiago.
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Tabla 13.  Distribucion de las muestras entre los grupos genéticos

Provincia Grupo génetico Muestra
1 2 3
Localidad
Napo 9 9 4 22
Tena - 1 - 1
Arosemana Tola - 2 - 2
Serena 3 - 1 4
5 de enero 1 - 2 3
Lalsla 2 5 1 8
Las antenas 2 - - 2
Santa Rosa 1 1 - 1
Pastaza 1 2 - 3
Puyo 1 1 - 1
Chiriyaku - 1 - 1
Morona Santiago - 3 - 3
Macas - 3 - 2
Total 10 14 4 28

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

Aunque, el estudio se centra en los lotes de producciéon de vainilla en la provincia de
Napo, se tomo con referecia muestras de otras provincias, ya que los cultivadores de

vainilla intoducen vainillas de otros lugares.

De un total de 28 muestras de vainilla del genotipo V. odorata analizadas en la provincia
de Napo, se ha observado la presencia de los 3 grupos genéticos. En particular, se
destaca que La Isla presenta la presencia de los tres grupos genéticos, mientras que el
grupo genético 3 solo se encuentra en La Isla y no esta presente en las provincias de
Pastaza ni Morona Santiago. En Antenas y Santa Rosa, predominan exclusivamente el
grupo genetico 1, mientras que en Tena, junto con Aroseman Tola, se encuentra
presente el grupo 2. Por otro lado, en Serena y 5 de enero se presentan los grupos 1y
2.

3.7.4. Andlisis de coordenadas principales (PCoA)

Los resultados del PCoA realizado sobre las tres coordenadas principales muestran que
la coordenada 1D representa el 20.59%, la coordenada 2D un 12.27%, y la tercera
coordenada 3D representa el 9.66% de varianza de los datos analizados. El porcentaje
de varianza total acumulado es del 42.52% (la suma de las 3 coordenadas) Estos
resultados se obtuvieron con la matriz de datos (Anexo 5) compuesta por 28 muestras

y 40 loci.
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Coordenas principales (PCoA)
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W Veeadhi Mv003R4
Coord. 1 (20.59%)
Figura 10. Andlisis de coordenadas principales realizado via covarianza con datos

estandarizados.
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

En la Figura 9 se representa la conformacién de grupos basada en la disimilitud y
proximidad genética entre las muestras analizadas. El grupo 1 (G1) est4d compuesto por
todas las muestras con forma de rombo de color verde, el grupo 2 (G2) esta
representado por las muestras con forma de cuadrado rojo, y el grupo 3 (G3) esta

conformado por las muestras con forma de triAngulo de color azul.

La proximidad observada entre las muestras que conforman el grupo G2 sugiere que
este grupo posee una mayor similitud entre las muestras que integran su poblacion, a
excepcion de una muestra, VoO033R1, que esta visiblemente separada del resto y
representa la mayor cantidad de muestras que lo componen en comparacion con los
grupos G1y G2. Por otro lado, en los grupos G1 y G2, las muestras que conforman la
poblacidn estan mas dispersas, lo que sugiere que, aunque estan agrupadas, existe
una disimilitud entre ellas. Por ejemplo, en G3, las muestras Vo004R1 y VoOO5R1 estan
visiblemente alejadas del resto de las muestras que conforman ese grupo. Lo mismo
ocurre con las muestras MvO3R4 y Mv0O02R1, agrupadas en el G1, que se encuentran

distantes del resto de las muestras que conforman estos grupos.

3.7.5. Anélisis Molecular de varianza (AMOVA)

El andlisis de varianza molecular se realizé con la matriz de 28 muestras del genotipo
V. odorata (Anexo 5). Los resultados mostraron una mayor variacién genética en entre
poblaciones con un 68%, y una menor variacion genética dentro de las poblaciones con
un 32%.
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Tabla 14. Andlisis AMOVA para las muestras de vainilla del genotipo V. odorata.

Fuente Grados de Sumade Cuadrado Variacion o
libertad cuadrados s medios estandar 0
Egﬁ,ﬂzciones 2 54.642 27.321 2.066 32%
Egglt;?:igﬁes 32 145.272 4,540 4.540 68%
Total 34 199.914 6.605 100%

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

Tabla 15. Estadisticos PhiPT obtenidos del analisis de AMOVA.

Estadistica Valor P
PhiPT 0.316 0.001
PhiPT max 0.830

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

El valor de PhiPT, que es una medida de la diferenciacién genética entre poblaciones
[43], es de 0.316, con un valor de significancia de (0.001), y el valor maximo posible es
de 0.830 de PhiPTmax. Esto sugiere una diferenciacién genética observada. Estos
resultados indican que hay una diferenciaciébn genética entre las poblaciones

analizadas.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

La baja calidad de extraccion de ADN que se presentaron con las muestras secadas
con gel de silice, se pude deber a que, la estructura morfolégica de las hojas de vainilla
tiene un caracter carnoso [15], lo que prolonga tiempo de secado con el gel de silice,
gue en algunos casos superd una semana. ldealmente, las muestras deberian secarse
por completo en un plazo de 12 a 48 horas posteriores a su recoleccion, ya que cuanto
mas rapido se sequen, mejor sera la calidad del ADN que se puede extraer [71].
Mientras que, las hojas colectadas con mitégeno liquido presentaron una mejor calidad

de ADN, ya conserva mejor la integridad del ADN [71]

Se logr6 estandarizar y transferir 18 de los 30 marcadores moleculares SSRs, lo que
representa una efectividad del 60%. Este porcentaje podria aumentar ajustando las
cantidades de los reactivos que conforman el master mix de la reacciéon de PCR [72],

ya que solo se realizaron gradientes de temperatura para estandarizar los marcadores.

La transferibilidad mostr6 que los marcadores SSRs elaborados por Bory, et al., (2008),
gue fueron desarrollados a partir V. planifolia, mostraron en este estudio que fueron
trasferibles V. trogonocarpa, V.cribbiana, V. alba, V. guianensis, V. dresseleri, especies
silvestres y que al parecer conservan regiones genéticas relacionadas con V. planifolia.
Esto se confirma con los andlisis de filogenia basados en el origen americano de estas

especies que conforma la seccion Xanta del género Vanilla [10].

Los marcadores elaborados por Gigant, et.al., (2011), que fueron desarrollados a partir
de la especie V. roscheri y V. humbiloltii, las cuales son especies sin hojas, de origen
africano y pertenecientes la seccién Thetya. En esta investigacion mostraron que los
marcadores mVroCIR001, mVhuCIR007, 008 y 009 amplificaron todas las especies
analizadas, hubo una muy buena transferibilidad, a pesar de que pertenecen a otra
seccion del género Vanilla, pero es comun en los marcadores SSRs, ya que sus
secuencias de ADN son altamente variables, y a menudo tienen regiones conservadas

entre especies relacionadas [49].

La estandarizacion y la transferibilidad de marcadores SSRs eran pasos necesarios
para generar las condiciones del genotipaje, sin embargo, debido a que la calidad de

ADN de las muestras secadas con gel de silice en su mayoria no tuvo una buena calidad
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de ADN, lo que desencadend problemas en las amplificaciones. Esto derivé que los
ensayo no fueran concluyentes y puedo determinar los perfiles de amplificacion de los
10 genotipos estudiados. Se intento identificar que marcadores SSRs eran polimorficos
en V. odorata, se obtuvo solo un marcador que tenia las condiciones aptas para el
genotipaje, pero con este marcador no se puede realizar estudis de diversidad ya que
generalmente se hace andlisis con en V. planifolia con 14 marcadores SSRs [73].

Se esperaba que los marcadores SSRs fueran monomorficos para V. planifolia, pero
polimérficos con otras especies y en V. odorata como se ha reportado en [50]. La
capacidad que tienen los SSRs para detectar la variabilidad genética en diferentes
especies puede variar incluso dentro del mismo género [50]. Este mismo problema se
ha reportado en un estudio similar, pero con el género Rubus y sefialan la idea de que
los SSRs no son marcadores genéticos muy informativos en diferentes especies,
aungue sean del mismo género [74]. Esto puede ocurrir en ocasiones en que no resulta
perfecta la repeticion de los motivos o el caso de que se genere homoplasia, ya que se
puede presentar alelos con el mismo tamafio “pero con diferentes secuencias, aunque

esto suele ocurrir en casos donde los ISSRs estan compuesto por dos motivos [74].

La amplificacion y genotipaje se realizaron mediante los marcadores ISSRs, los cuales
presentaron alta variabilidad, y amplifico en las especies analizadas en este estudio. Es
importante sefialar, dado que estos marcadores fueron genotipado a partir de los
resultados de la electroforesis en gel de agarosa, no se calculé el porcentaje
polimorfismos (%P), el contenido de informacion polimérfico (PIC), el indice de
heterogeneidad de Nei, ni otros parametros que se evallan la diversidad alélica de una
poblacion. Esto se debe a que los resultados obtenidos gel de agarosa no posee una
alta resolucién como los geles de poliacrilamida ya que los poros permiten una mayor

separacion de los alelos [75].

Los resultados obtenidos en el andlisis de la estructura de la poblacién del genotipo V.
odorata sugieren la presencia de tres poblaciones de este genotipo principalmente en
la provincia de Napo. Esto se confirma con los grupos formados en el dendrograma. Sin
embargo, es importante destacar que los valores de soporte con Bootstrap para cada
rama son bajos, ya que no hay un alto nivel de confianza. Esta baja confianza puede
deberse a la variabilidad de los datos que presenta los marcadores ISSRs [55,76]. El
andlisis de PCoA acumulé un total del 42% de varianza acumulada de las tres

coordenadas, este valor es bajo y se pudo deber a la estructura de los datos y la

43



cantidad de informacion contenida en ellos [77]. Sin embargo, visualmente se corroboro

los tres agrupamientos observados en el dendrograma.

Aunque los grupos de poblaciones se mantienen, la correspondencia de algunos
individuos cambia de grupos, lo que puede deberse a los métodos utilizados para
realizar los agrupamientos. Mientras que el dendrograma se genera a partir de una
matriz de distancias genéticas entre los individuos analizados en orden jerarquico, el
Andlisis de Coordenadas Principales proporciona una representaciéon en un espacio
tridimensional de las distancias genéticas [76]. Por otro lado, el AMOVA indic6 que
existe una mayor diferenciacion dentro de las poblaciones, y estima una alta variabilidad
en las especies del genotipo V. odorata. Estos resultados concuerdan, ya que los
cultivadores de vainilla en Napo constante estan introduciendo vainilla en estado
silvestre a sus cultivos. Todo lo contrario, ocurre en los cultivos de V. planifolia donde
esta especie presenta una limitada diversidad, asociada a la forma de propagacién que
mediante esquejes [78] y debido a la domesticacion de esta especie [7], o que conduce

a una menor resistencia a los cambios ambientales y a las enfermedades [18].
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se establecieron las condiciones para generar el genotipaje con la estandarizacion,
validacién y la transferibilidad de marcadores, en el cual se identificaron de 18
marcadores SSRs y 9 marcadores ISSRs que amplifican para las especies analizadas

en esta investigacion.

No se pudieron determinar los perfiles de amplificacion ni el genotipado con los
marcadores SSRs los ADN de vainilla colectadas debido a la baja calidad de los ADN
gue se extrajeron con las muestras que pasaron por el proceso de secado con gel de
silice, lo que generd problemas en las amplificaciones. Por lo tanto, se utilizaron los
marcadores ISSRs, los cuales fueron informativos para conocer la estructura genética

del genotipo V. odorata.

Basando en los andlisis de estructura y asignacion de poblacién, se identificd la
presencia de tres grupos genéticos del genotipo V. odorata que se encuentra cultivando
y propagando en los lotes de cultivo de vainilla en la provincia de Napo. Ademas, se
observo una mayor variacion entre los individuos de las tres poblaciones, lo que sugiere

una alta variabilidad genética entre los tres grupos.

5.2. Recomendaciones

Es altamente recomendable realizar colectas de hojas de vainilla con nitrégeno liquido,
ya que asegurara la obtencion de ADN de alta calidad con el método de extracciéon
utilizado en esta investigacion. El uso de nitrégeno liquido durante la recoleccién de las
hojas contribuird significativamente a preservar la integridad del material genético,

minimizando asi la oxidacion del ADN
Se recomienda mantener la cadena de frio a lo largo de todo el proceso, desde la

colecta de las muestras en nitrégeno liquido hasta la experimentacion, ya que el ADN

de vainilla es susceptible a la degradacién muy facilmente.
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Se recomienda realizar el andlisis de diversidad con el estudio de la estructura genética
espacial. Este enfoque permitiria entender cdmo las variaciones genéticas se
distribuyen geograficamente, identificar patrones de flujo genético y analizar posibles
barreras que afecten la conectividad genética entre poblaciones. Lo que contribuird a
una perspectiva mas completa de la diversidad genética considerando tanto las
variaciones genéticas dentro de las poblaciones como las interacciones entre ellas y el

espacio.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de 153 muestras de vainillas colectadas.

MUEST
RA
Mv-001

Mv-002

Mv-003

Mv-004

Mv-005

Mv-006

Mv-007

Mv-008
Mv-009
Mv-010
Mv-011
Mv-012
Mv-013
Mv-014
Mv-015
Mv-016
Mv-017
Mv-018
Mv-019
Mv-020
Mv-021
Mv-022
Mv-023

Mv-024

Mv-025

Mv-026
Mv-027
Mv-028
Mv-029
Mv-030
Mv-031
Mv-032

Mv-033

REPETICIO
N
R1,R2

R1,R2

R1,R2,R3,R4
,R5

R1,R2
R1,R2
R1

R1

R1,R2
R1
R1
R1
R1
R1,R2,R3
R1,R2,R3
R1
R1,R2
R1,R2
R1
R1
R1,R2,R3
R1,R2,R3
R1,R2,R3
R1,R2

R1,R2,R3

R1,R2,R3

R1
R1,R2
R1
R1,R2
R1
R1,R2
R1,R2,R3

R1,R2

VARIEDAD
V. cribbiana

V. odorata
V. odorata
V. odorata
V. tahitensis
V. planifolia

V. spp

V. spp

V. spp

V. spp

V. spp
V. pompona
V. planifolia

V. alba
V. pompona

V. spp

V. spp
V. tahitensis
V. cribbiana
V. planifolia
V. planifolia
V. odorata

V. spp

V. tahitensis

V. pompona

V. pompona
V. cribbiana
V. spp
V. spp
V. alba
V. planifolia
V. planifolia

V. planifolia

PROVINCIA
Napo
Napo

Napo

Morona
Santiago

Napo
Napo

Napo

Napo
Napo
Napo
Napo
Napo
Napo
Napo
Napo
N/D
N/D
N/D
Orellana
Pastaza
Napo
Pastaza
Pastaza

Pastaza

Pastaza

Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Napo
Puebla,
Mexico

LOCALIDAD

Canoayaku
Las Antenas, via
Shinkipino
Las Antenas, via
Shinkipino

Palora

Las Antenas, via
Shinkipino
Las Antenas, via
Shinkipino
Las Antenas, via
Shinkipino
Ahuano, Nukanchi Kawsay
Ahuano, Nukanchi Kawsay
Ahuano, Nukanchi Kawsay
Ahuano, Nukanchi Kawsay
Chalupas
Ahuano, Colonia Bolivar
Ahuano, Nukanchi Kawsay
Parque Yasuni
Ahuano, Nukanchi Kawsay
N/D
N/D
Del Coca, Isla Patria
Kapawi
Ahuano, Colonia Bolivar
Puyo
N/D
Puyo/Santo Domingo
(Uscategui)

Puyo / Via Curaray Sr.
Mufioz
Camunidad Kapawi
Puyo, Santa Clara
Canelos
Canelos
Arajuno
Orellana
Ahuano, Colonia Bolivar
Mexico, Ayotoxco de
Guerrero



V.

Mv-034 R1 trigonocarp Pastaza Santa Clara-Pastaza
a
Mv-035 R1 V. ssp N/D N/D
Mv-040 R1 V. spp Napo Serena
Mv-041 R1 V. planifolia Napo N/D
Mv-042 R1 V. planifolia Napo N/D
Mv-043 R1 V. alba Napo N/D
Vo-001 R1,R2 V. odorata Napo 5 de enero
V0-002 R1,R2 V. odorata Napo 5 de enero
Vo-003 R1 V. odorata Napo 5 de enero
Vo-004 R1 V. odorata Napo 5 de enero
Vo0-005 R1,R2 V. odorata Napo Serena
V0-006 R1 V. odorata Napo Serena
Vo-007 R1,R2 V. odorata Napo Serena
Vo0-008 R1, R2 V. odorata Napo Serena
Vo0-009 R1, R2,R3 V. odorata Napo Tena
Vo-010 R1,R2 V. odorata Napo Tena
Vo-011 R1 V. odorata Napo Arosemena Tola
Vo-012 R1 V. odorata Napo Arosemena Tola
Vo-013 R1 V. odorata Napo Arosemena Tola
Vo-014 R1 V. alba Napo Arosemena Tola
Vo-015 R1 V. spp Napo Arosemena Tola
Vo0-016 R1 V. spp Napo Arosemena Tola
Vo-017 R1 V. spp Napo Arosemena Tola
Vo-018 R1 V. spp Napo Arosemena Tola
Vo-019 R1 V. spp Napo Arosemena Tola
Vo-020 R1 V. pompona Napo Arosemena Tola
Vo-021 R1 V. spp Napo Arosemena Tola
Vo-022 R1 V. spp Napo Arosemena Tola
Vo-023 R1 V. spp Napo N/D
Vo-024 R1 V. odorata Napo Santa Rosa
Vo-025 R1 V. spp Napo N/D
Vo-026 R1 V. spp Napo N/D
Vo-027 R1 V. spp Napo N/D
Vo-028 R1 V. odorata Napo La Isla
Vo-029 R1 V. odorata Napo La Isla
Vo0-030 R1 V. odorata Napo La Isla
Vo-031 R1 V. odorata Napo La Isla
Vo0-032 R1 V. odorata Napo La Isla
Vo0-033 R1 V. odorata Napo La Isla
Vo-034 R1 V. odorata Napo La Isla
V0-035 R1 V. odorata Napo La Isla
V0-036 R1 V. odorata Napo La Isla
Vo-037 R1 V. odorata Napo La Isla
V0-038 R1 V. spp Napo Libertad
Vo-039 R1 V. spp Napo N/D
V0-040 R1 V. odorata Pastaza Puyo
Vo-041 R1 V. pompona Pastaza Puyo
V0-042 R1 V. cribbiana Pastaza Puyo
V0-043 R1 V. odorata Pastaza Puyo

Vo-044 R1 V. spp Pastaza Simén Bolivar



Vo-046
Vo-047

Vo0-048
V0-049
Vo-050
Vo-051
Vo-052
Vo0-053
Vo-054
Vo0-055
Vo0-056
Vo-057

V0-058

Vo-059

Vo-060

Vo-061

Vo-062

Vo0-063

Vo-064

Vo-065

V0-066

Vo-067

Vo0-068

Vo-069

Vo-070

R1
R1,R2,R3,R4
,R5
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1,R2
R1
R1

R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1

R1

Spp
Spp

Spp
Spp
Spp
Spp
Spp
Spp
Spp

spp
V. odorata

V. tahitensis

<<<<<<K<LKL £

V. odorata

V. odorata

V.
dresseleri

V. pejorata

V. pompona

V.
guianensis

V. spp
V. spp
V. spp
V. odorata
V. spp
V. spp

V. odorata

Pastaza
Pastaza

Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Pastaza
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago
Morona
Santiago

Simén Bolivar
Simén Bolivar

Simoén Bolivar
Simoén Bolivar
Simoén Bolivar
Simoén Bolivar
Simoén Bolivar
Simoén Bolivar
Simoén Bolivar
Simoén Bolivar
Comunidad Churiyaku
Comunidad Churiyaku

Macas
Macas
Macas
Macas
Macas
Macas
N/D
N/D
N/D
Macas
N/D
N/D

Macas



Anexo 2 A-Set de 30 marcadores SSR que forman parte de esta investigacion

N° Nombre del Referencia N° Nombre del Referencia
marcador bibliogréafica marcador bibliogréafica
1 mVpICIR002 [50] 16  mVroCIR003 [51]
2 mVpICIR003 [50] 17  mVroCIR004 [51]
3 mVpICIR005 [50] 18 mVroCIR005 [51]
4 mVpICIR010 [50] 19  mVroCIR006 [51]
5 mVpICIR015 [50] 20 mVroCIR008 [51]
6 mVpICIR016 [50] 21 mVroCIR009 [51]
7 mVpICIR019 [50] 22 mVroCIR010 [51]
8 mVpICIR022 [50] 23 mVroCIR011 [51]
9 mVpICIR025 [50] 24  mVhuCIR003 [51]
10 mVpICIR026 [50] 25  mVhuCIR004 [51]
11 mVpICIR028 [50] 26  mVhuCIR006 [51]
12 mVpICIR031 [50] 27  mVhuCIR007 [51]
13 mVpICIR047 [50] 28  mVhuCIR008 [51]
14 mVpICIR050 [50] 29 mVhuCIR009 [51]
15 mVroCIR001 [51] 30 mVhuCIR010 [51]

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024

Anexo 2-B marcadores ISSRs que forman parte de esta investigacion.

N° Nombre del marcador Secuencia motif Referencia bibliogréfica
1 17898 A (CA)6 AC [79]
2 17899 A (CA)6 AG [80]
3 UBC 810 (GA)8T [81]
4 UBC 811 (GA)8C [81]
5 UBC 815 (CT)8G [82]
6 UBC 834 (AG)8YT [81]
7 UBC 836 (AG)BYA [83]
8 HB 14 (CTC)3GC [79]
9 HB 12 (CAC)3GC [79]

Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024



Anexo 3. Matriz binaria utilizada en los diferentes programas utilizados en esta investigacion, compuesta por 28 muestras y 40 loci

006 ¢T9H
008 ¢T9H
0S. ¢19H
0S9 ¢T8H
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0002 ¥T9H
0SLT v19H
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0SET vI8H
0021 vI8H
000T ¥T9H
006 vT9H
008 vT9H
00, vT9H
009 vT8H
00TT 9€8
0SL9¢€8
0St 9€8
006 tE8
008" €8
(074 28 23]
006 SI8
008 S18
00,7 S18
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00ST V66
008T V86
00TT V86
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Mv002R1
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Vo056R1
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Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024
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Anexo 4. Matriz de disimilitud obtenida en el andlisis de agrupamiento en orden jerarquico.
@DARwn30-D5

I
1 1 ] 4 5 b 1 § 9 i 1 1 3 u 15 1o 1 18 19 bl i 2 i U B i i
105
I 0 0

4026666667 007042857 007140857
5 020580645 0.1741319. 047241379 018548519
§ 020580645 0.17241319 047241379 018508519 021428571
T 088 073913083 073913043 07428571 072707073 0.63636364
§ 033333333 041935484 041535484 044807585 046666667 053383333 0.66666667
§ 029032258 037931034 037931034 033833333 040857143 042867143 0445485 0.3%333%
10 040671 081 04% 04 035483871 048387097 06 045054545 041935484
11 035483871 037931034 037931034 033333333 035714286 04287143 054545485 04 036714286 035483871
12 048758 048148148 0M8148148 044 03B615% 04615346 07 042857143 04615386 04137931 046153846
1303333333 024085714 014285714 01534615 0333333% 033383333 0.80952381 044817586 040740net 04 0doman 0%
14 035483871 07241379 017241379 018518519 0.35714286 028571429 072707273 0d6ee6e67 0.35714286 048387097 042857143 046153846 011411111
15 035483871 07241379 01741379 018518519 035704286 08570429 070707073 046666667 035714286 048387097 042857143 046153846 011111111 0
16 041935084 024137931 024131931 025805906 00857143 035714286 063636364 033333333 035714286 048387097 035714286 053Q46L54 025625926 011428571 020428571
17 0485713 030769231 030763031 033333333 04 044 OTRUTI68 0G4B18 052 070487 044 0T 0B 0B 08 0
18 05 0361538 036153 04l666667 050 052 08947368 048148148 06 0574857 052 056579 033K 0% 0% 03 01818188
19 03333333 0485714 014285714 015384615 025925906 033333333 080952381 044827586 04074074t 04 0407001 044 007692308 0AMLUAL 0LL10A1TL 02590596 025 033
0 04 024085714 014285704 01538415 033333333 033389333 00952381 037931034 OADTA0TAL 046666667 O4PAOTAL 044 O.IS3B4615 0I8I8509 OBSISN9 0L818519 05 033333338 015304605
il 04 035714285 035704286 038461538 007401 OAUPAOTAL 061504762 0174138 04814148 04 0407041 036 023076503 033333333 033333338 Q07401 025 Q416667 030769231 030769031
N0 0 02 018571 037931034 037931034 0826086% 035483071 04827586 04375 031931034 0070741 04085714 04741379 07240379 024037931 08076903 03076803 0.14085714 021408571 035714086
23037931034 018518519 018518519 02 038461538 0384619% 08 035714286 046153846 0574138 03819% 05 012 015384615 015384615 01534615 02073913 030408 01 02 03 o
20375 026666667 026666667 08571429 031034483 044807586 073913043 035483871 037931034 05 031030483 0555855 028571409 031034483 031034483 017241379 030769031 030769231 020428571 028570409 00857143 0.26066667 018518519
15 033333333 04285714 014285714 015304615 033333333 033333333 08095381 037931034 QAO7A0L 6066667 04074041 044 007692308 0ALL1111 OTUAALEL 01518509 016666667 05 76308 0153%46L5 03076931 00TMST 004 020408570
26 037331034 018518519 018518519 02 038461538 0334615% 09 04857143 046153846 0SIT4138 046153846 05 012 0534615 015384615 03076803 0304078 01733 02 01 03 0101101 00833338 025056 O
27 037331034 018518519 018518519 02 038461538 03%4615% 08 035714286 046153846 0574138 0384619% 05 012 05384615 15384615 01534615 02073903 03034083 01 01 0% o 0 01058519 004 00833333
28 03571428 01534615 0IS38M615 0l6666667 036 036 0S4TR4 04BIME 0M 05 046 047006087 0083333 00 0L 028 01GI8I818 007707 00833 016666667 033333833 0IS3BMEL5 013043478 0307631 008333333 04347826 013043478
Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024



Anexo 5. Matriz binaria utilizada en GenAlex para los anélisis de AMOVA 'y PCoA.
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ovy ¢TaH
0002 vT8H
0SLT vI8H
00ST vT8H
OSET vI8H
0021 vI8H
0001 ¥T8H
006 vI8H
008 vTaH
00L”vT8H
009 v18H
00TT 9€8
0SL79€8
0St 9€8
006" V€S
008” V€S
ocy vES
006~ ST8
0087 S18
00,7 ST8
005~ ST8
00127118
0002 118
02917118
ovvI 118
0021 118
00TT 118
006 118
00L7T18
0457118
00ST V66
0081 V86
00117 V86
008 V86
00L7 V86
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Realizado por: Vasquez Evelyng, 2024



