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1. ANTECEDENTES

El capuli (Prunus serotina Elirh.) es una planta nativa de los trépicos Americanos que
crece Optimamente sobre los 1200 m.s.n.m. Es originario de México aunque los mejores
tipos se encuentran en tierras andinas Ecuatorianas (Le6n, 2000). El capuli esta
distribuido en: Estados Unidos, México, Guatemala, Honduras, El Salvador y
Colombia. Esta especie se ha cultivado posiblemente desde tiempos precolombinos en
la zona Andina de Perd, Bolivia y el Ecuador (Flores, 2008). En Estados Unidos fue
cultivada por primera vez en 1629 (Vaugh, 2002). Anteriormente en América del Sury
Central, se protegian estos arboles en huertos familiares, sin embargo actualmente se ha

perdido esta tradicidn (Flores, 2008).

En el Ecuador, no existen cultivos extensivos, pero se encuentran plantas dispersas en
todas las provincias de la sien-a Ecuatoriana; cabe resaltar que la provincia de
Tungurahua es la que mas produccion posee. Los arboles nativos como el capuli no sélo
tienen importancia por su riqueza genética, sino también debido a sus propiedades

nutricionales y tolerancia: condiciones adversas (Flores, 2008).

El fruto de capuli es muy apreciado por su agradable sabor, gastronémicamente se
utiliza en varios platillos, por ejemplo se puede consumir solo o en conserva,
mermelada y bebidas refrescantes al igual que bebidas embriagantes luego de un
proceso de fermentacidn (Ruales, 2007). En Tungurahua y Chimborazo el "Jucho™ es un
dulce tradicional preparado en los meses de marzo y abril en el cual se incluyen las
frutas como el capuli, durazno y manzana que se encuentran en temporada de cosecha.
Durante la Semana Santa este dulce es servido como postre luego de la fanesca (Flores,
2008). Esta especie destaca por ser una excelente fuente alimenticia por sus altos
contenidos de hidratos de carbono, proteinas, vitamina A, C, E, BI, B2, B6 y minerales

(Ruales, 2007).
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Las semillas son téxicas, contiene 30 a 40 % de aceites semi secantes apropiado para la
fabricacién de pintura y jabones (Flores, 2008). Adicionalmente la corteza y hojas se

utilizan en infusién como calmante eficaz para la fiebre en los seres humanos (Ruales,
2007).

La madera es aprovechable en la construccién rural, decoracién de interiores,
carpinteria en general, se caracteriza por tener un color rojizo brillante, la facilidad de
labrado lo que permite hacer esculturas y decoraciones de alto valor estético, aparte le

dan uso como lefia 'y carbon, en los andes Ecuatorianos (Flores, 2008).

La caracterizacion molecular del germoplasma esta considerada entre las lineas de
investigacion mas importantes, permiten detectar un alto nivel de polimorfismo sin
considerar las interacciones del genotipo con el ambiente, la diversidad genética del
cultivo, y dar solucion a problemas de productividad y erosion genética. La unificacion
entre caracteres cualitativos y moleculares pueden proveer un amplio y real

conocimiento de la diversidad de especies (Wunsch, 2008).

Actualmente los marcadores tipo SSRs (Simple Sequence Repeat) llamados
microsatélites, basados en la amplificacion de secuencias conocidas de ADN mediante
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), son los mas utilizados en la caracterizacion
molecular del género Prumis sp. Estos marcadores son polimorficos, abundantes y
tienen una herencia codominante. Desde finales de los afios 90 se han descrito un total
de 800 marcadores de este tipo en diferentes especies como melocotonero,
albaricoquero, cerezo y almendro. Han sido ampliamente utilizados en la
caracterizacién de variedades en toda las especies de Prumis sp y en la realizacion de

estudios de relaciones genéticas (Martinez et al., 2012).
El INIAP dispone de una base de datos, de accesiones de capuli georeferenciadas, en

toda la Region Interandina. El presente trabajo pretende colectar, caracterizar y evaluar

morfoagronémica y molecularmente la coleccion nacional de capuli.
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2. JUSTIFICACION

La serrania Ecuatoriana, dispone de una amplia variabilidad genética de capuli, sin
embargo no se ha realizado ningun tipo de estudios enfocados a la caracterizacion de
esta especie. Aun se desconoce los caracteres agronémicos, morfolégicos y moleculares
de los materiales existentes en la sierra ecuatoriana. Actualmente los agricultores debido
a un mal manejo de las especies forestales (capuli) tumban los arboles porque causan
sombra a los cultivos. Esta tumba de arboles ocasiona con el tiempo una erosion
genética de esta especie forestal, en condiciones tiene beneficios como. Evita la erosion
del suelo, mantiene la humedad atmosférica en la serrania, no se ha dado importancia

real en este frutal andino que contribuye al equilibrio del ecosistema.

Por esta razon el DENAREF entre los afios 1994-1995 georeferencid una coleccién de
179 accesiones en toda la Regién Interandina; algunos de los materiales identificados
tienen semillas conservadas en el banco de germoplasma de INIAP. En el presente
estudio se realizard la caracterizacién in situ mediante descriptores morfoagronémicos y
moleculares (microsatélites) utilizando para ellos "priméis" del género Prunus que han

sido eficaces en la determinacion de la variabilidad genética.

Este estudio permitira diagnosticar la situacién actual de esta especie en cuanto a
diversidad genética todavia existente y se identificaran materiales de interés tanto para
los agricultores como para los fitomejoradores u otros usuarios.

3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Caracterizar morfoagronémica in situ y molecularmente la coleccion nacional de capuli

(Prunus serdtina Elirh.), del Banco Nacional de Germoplasma del INIAP-Ecuador.
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3.2. ESPECIFICOS

1. Colectar la variabilidad genética de capuli existente en la region interandina del

Ecuador para su conservacion en el banco de germoplasma de INIAP.

2. Caracterizar in situ las accesiones identificadas como representativas de las

provincias mediante descriptores morfoldgicos estandarizados.

3. Caracterizar molecularmente mediante microsatélites la colecciéon nacional de

capuli.
4. HIPOTESIS

Ho. En la coleccion nacional de capuli Prunus ser6tina Ehrh, no existe variabilidad

genética.
5. MATERIALES Y METODOS

5.1. FASE I: COLECTA DE FRUTO (SEMILLAYS)

5.1.1. Material biolégico

Fruto, semilla de capuli (Prunus serétina Ehrh).

Se colectaran en fundas de papel al menos la mayor cantidad posible de semillas por
accesion, las que se identificaran de acuerdo al cddigo de colecta. Estas semillas se
trasladaran hasta el laboratorio de semillas del Banco de germoplasma del INIAP-
Ecuador, para su procesamiento y conservacién. Los materiales que actualmente se

encuentran conservados en el banco de semillas de INIAP se listan en el Anexo 1
5.1.1.2. Materiales
m  Fundas de papel (perforado).

H Marcadores permanentes.
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H Etiquetas.
m Lapiz.

m  Guantes quirurgicos.
5.1.1.3. Instrumentos
a Tijera de podar.

m Navaja de colecta.

“  Pinzas.

5.1.1.4. Equipos

H Campana desecadora.

5.1.1.5. Reactivos

B Silica gel.
B Alcohol.

5.2. FASE 1I: CARACTERIZACION MORFOLOGICA INSITU

Para la caracterizacion morfoagronémica in situ se evaluard mediante descriptores
propuestos por: Internacional Boar For Plant Genetic Resources Rome, lItalia; (IBGRI)
(2002), y la: Unién Internacional Para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales,
(UPOV) Genova (2002). En el anexo 2 se detalla los 51 descriptores (22 cuantitativos y
29 cualitativos) que se utilizaran en esta investigacion:

5.2.3. MATERIALES

5.2.4. Material bioldgico

a Accesiones de capuli (Prunus serotina Ehrh.) georeferenciadas (Anexo 3y 4).
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5.2.5. Materiales

1 Libro de colectas.

a Libro de campo.

m Tabla de colores.

m Descriptores morfoldgicos.

H Figuras con graficos de descriptores.

Abro spray paint (rojo).

(o8]

Grampa.

Tijera de podar.
Navaja de colecta.
Martillo.

Machete.

o T T @

Cinta métrica.

5.2.6. Equipos

H Cémara fotogréfica.
m G.PS
e Altimetro.

m Calibrador digital.

5.3. METODOS DE EVALUACION

5.3.1. ANALISIS ESTADISTICO

Para el presente trabajo investigativo se empleara el anéalisis multivariado.

5.3.2. Matriz de similitud y distancia

Para los caracteres cuantitativos la similitud general entre dos entradas es funcion de sus
similitudes individuales en cada uno de los caracteres para los cuales son comparados.
Se utilizara el paquete estadistico SAS version 6.12 (SAS Instituto, 1990) y la distancia

de Gower (1967), para estimar la similitud taxonomica entre cada par de entradas para
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caracteres continuos, mientras que para los cualitativos se utilizard el coeficiente de

asociacion que se detalla a continuacion:
Sij = £ sij/n
Donde:
n = namero de caracteres cualitativos
sij = coeficiente de asociacién entre las entradas i y j

Luego se transformara en una matriz de distancia (D1), mediante el complejo Sij:

D1G.j) = (1-Sij)

Se calcularad una matriz de distancia Euclideana:

D2§ij) = (X K- X kj)2/n

Donde:
X ki = registro estandarizado de caréacter k en la entrada i

X kj = registro estandarizado de caracter k en la entrada j

La matriz final:

D= (nIDI + n2D2) / (ni + n2)
La estructura taxondmica de las entradas serd analizada por medio del agrupamiento
jerdrquico de Ward (1963) que permitird encontrar grupos cuya unién produzca el

minimo incremento en la suma total de cuadrados del error dentro del grupo.

La eleccién del numero de grupos de entradas se hard con los criterios de Pseudo F y

Pseudo t2 utilizando el procedimiento CLUSTER del paquete estadistico SAS.
5.4. Tratamientos

170 arboles de capuli seleccionado en las 10 provincias de la regién interandina del

Ecuador.
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5.5. CARACTERISTICAS DE LA ZONA DE ESTUDIO

La caracterizacion morfoagrondmica in situ se realizard en las 10 provincias de la

region interandina del Ecuador (Anexo 4).

5.7. FASE 11I: CARACTERIZACION MOLECULAR

5.7.1. Colecta del material vegetal.

Se colectardn muestras de hojas jovenes, extraidas con una pinza debidamente
desinfectada, de cada una de las accesiones muestreadas, las mismas que se guardaran
en sobres de papel, en correspondencia con el namero de la accesidon segun libro de
colectas. Para preservar los materiales se mantendrdn himedos en el desecador con

silica gel durante toda la etapa de colecta, hasta su procesamiento en el laboratorio.

5.7.2. MATERIALES

5.7.2.1. Material biol6gico.

B ADN de las 170 accesiones seleccionadas de capuli (Prunus serétina Ehrh.)

5.7.2.2. Materiales para caracterizacion molecular.

B Espatulas

m Pinzas

m  Tijeras

H Guantes de vinil

m  Papel filtro

m  Tubos eppendorf (0.6, 1.5, 2.0)
* Hielo

Morteros

I I

Pistilos de maceracion
m  Gradillas para tubos eppendorf

m Puntas 1 mi; 200 mi, 1000 ul
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B Papel parafilm

m  Papel aluminio

Papel absorbente

“ Placas de vidrio LICOR

m Separadores, peines LICOR

m Placas de policarbonato para PCR de 219 muestras
m  Matraces

m Vasos de precipitacion

m  Probeta de 100 mi, 250ml, 500ml y llitro.

5.7.3. EQUIPOS

5.7

m  Bafio maria.

B Macerador electronico.
m Centrifuga.

m  Micro-centrifuga.

m Vortex.

B Refrigerador -4.

Congelador -20.
Termocicladores.
Hot piate.

Estufa.

Sorbona.

W W W W W

Balanza analitica.

- ADN Analyzer LI-COR 4300.

B Céamaras de electroforesis horizontal.

B Transiluminator UV. Sistema de fotodocumentacion de geles.

m Estufa.

.3.1. Materiales de laboratorio

B Micro pipetas (0,5-10; 2-20; 10-100; 50-200 y 100 - 1000 mi).
B Tubos eppendorf.
m  Placas per.
m Cajas petri.
m  Probetas.

10
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3 Erlenmeyer.
0 Gradillas.

5,13.2. Reactivos de Caracterizado» molecular

B Etanoi 75%.
Jsopronanoi.
R Alcohol Isoarniiico,
® Primers.
s Buffer para PC-R.
K dNtp' s.
* Agua Liltrapura.
® Agarosa.
s Tris Base.
* Poliacrilamida.
* Taq Poiimerasa.
m Cloruro de magnesio,
" Cloruro de sodio.
" Biue Juice 10X.
* LowMassLadder.
* TAE 10X.
TBE !X.

5,8, CARACTERISTICAS DEL LABORATORIO
La caracterizacién molecular se .realizard en el laboratorio de biologia molecular del
Departamento Nacional de Biotecnologia (DNB) en. la Estacion Experimental Santa

("alalina (FESC) del Instituto Nacional Auténomo de investigaciones Agropecuarias

ffNIAP).
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5.8.1. Ubicacion geografica

Provincia: Pichincha
Canton: Mejia
Parroquia: Cutuglagua
Altitud: 3058 msnm
Longitud: 78°33'14" Qeste
Latitud: 0°22'00" Sur

(INAMHI, 2012).
(Datos obtenidos mediante GPS).

5.9. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO
5.9.1. Extraccién de ADN

Los brotes tiernos seran colectados y conservados en silica gel, al estar completamente
secos se tomara aproximadamente un gramo de muestra para su maceracion, utilizando

metabisulfito de sodio hasta dejar la muestra totalmente pulverizada.

El protocolo que se utilizard sera el de extraccion de ADN (Colombo el al.,, 1998),
modificado por Piedra (2004). Se colocara 100 \u de buffer de extraccion en cada uno
de los tubos Eppendorf en los que previamente se colocara aproximadamente 0.25 mg
de la muestra pulverizada. Con la ayuda de un pistilo desinfectado se procedera a
formar una pasta homogénea. Posteriormente se afiadird 650 ul de buffer de extraccion
precalentado y 12 ul de mercaptoetanol. A continuacion se incubaran los tubos en bafio
maria por 1 hora, agitando cada 30 minutos. Después de este tiempo se centrifugaré las
muestras a 13000 rpm por 10 minutos. Se retirara el sobrenadante a un tubo nuevo y se
afiadira 100 ul de buffer de extraccidn y 750 jil de CIA (24:1), esta mezcla se agitara
fuertemente y se llevard al vortex por unos segundos hasta que las dos fases sean
homogéneas para luego centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos. Luego de esta
centrifugacion se transferira el sobrenadante a un tubo nuevo con 100 ul de buffer de
extraccién y se afladird 750 ul de (Cloroformo Alcohol isoamilico: (CIA 24:1). Se

agitara fuertemente utilizando un vértex por un tiempo aproximado de 7 segundos hasta

12
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observar que las dos fases sean homogéneas. Se centrifugara a 13000 rpm por 5 minutos
y el sobrenadante se transferird a un nuevo tubo, al cual se afiadira 750 jil de Etanol
100% mezcldndolo suavemente. Después se centrifugara 3 minutos a 13000 rpm y

finalmente se elimina el etanol.

En las muestras donde posiblemente se observe un pellet contaminado se afiadird 300 ul
de etanol acetato de sodio por 5 minutos. Después de este tiempo se eliminara el

sobrenadante y afiadird 200 jxI de etanol acetato de amonio.

Por ultimo todos los tubos con el pellet se dejardn secar boca abajo hasta el dia
siguiente. Una vez seco el tubo se resuspendera el pellet en 100 mi de TE 0,1 X (Tris-
HC1 1 mM, (acido etilendiaminotetraacético) EDTA 0,1 mM, pH 8y se disolvera en el
bafio maria a 65° C durante 60 minutos, para posteriormente incubarlo a 40 C durante 5

minutos. Se conservara el ADN a 4oC.

5.10.2. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN se analizara por electroforesis en geles de agarosa 1% en
tampon X (Tris-acetate-EDTA) TAE, utilizando estandar ADN LowMassLadder
(No.10068-013 ESTVITROGEN) y como fluorimetro se utilizard con "azul de parada"
(blue stop) en proporcién 4:1 para dar peso y color a la muestra. Se dejarad correr la
electroforesis durante 40 minutos a 100 voltios y finalmente se visualizaran la
existencia de bandas tifiendo el gel con una solucion de 500 mi de bromuro de etidio por
30 minutos y un lavado con 500 mi de agua destilada por 5 minutos, la observacion de
las bandas se realizard en el fotodocumentador ultravioleta Dolphin View. Para una
Optima concentracion de ADN de cada una de las muestras se diluird en agua de

tartrazina hasta lograr una concentracion final de 5ng/jil.
5.10.3. Validacién de ADN

Para la validacién se utilizard pares de primers derivados de melocotén y cereza
agridulce que identificé polimorfismos tomado de estudios previos de Susanne el al.,

(2000), el cual se utilizara para las 170 muestras de ADN de capuli que se caracterizara.

13
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5.10.4. Amplificacién con Microsatélites

Para la amplificacibn de ADN con microsatélites se utilizardn las condiciones
determinadas por Ashworth. el al., (2004). Este proceso se detalla a continuacién: un
ciclo inicial de desnaturalizacién de 2 minutos a 95°C, 30 ciclos de desnaturalizacién
ciclica a 95°C por 1 minuto, 50-68°C (de acuerdo al primer) por 1 minuto de
anillamiento, elongacidén ciclica a 72°C por 1 minuto, con una extension final de 45
minutos a 72°C. EIl coctel de reaccion a utilizar es el propuesto por Morillo, ei. al.,
(2010), el cual se detalla en latabla 1.

Tabla I.Coctel para amplificacion de microsatélites (Morillo et al., 2010).

Reactivo Cantidad
DNA (5 ng/ul) 1,00 ul
MgC12 (25 mM) 0,50 ul
Buffer Gotag (5X) 1,00 ul
dNTP's (5 mM) 0,20 ul
M13-700/800(1 uM) 0,50 ul
Primers F-M13 (1 uM) 0,05 ul
Primer R (10 uM) 0,08 ul
Taqg polimerasa 5 u/ul 0,05 ul
Agua ultrapura 1,62 ul
Total 5,00 ul

Se utilizaran los primers utilizados por. Susanne. et al, 2000 (Anexo 3). Las
temperaturas de annealing serdn las mismas optimizadas por Urgilez (2011). Los
productos de amplificacion seran visualizados en geles de agarosa al 2%, utilizando un
marcador de peso molecular, mediante electroforesis horizontal y a continuacién se
realizara la tincion de los mismos en una solucion de Bromuro de Etidio a 15 ppm por
un periodo de tiempo de 20 minutos en agitacion. Los geles se visualizaran en el

fotodumentador Dolphin View Wealtec.

14
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5.10.5. Amplificacion de PCR duplex de microsatélites

El coctel de reaccidn se amplificara en el termociclador Professional Basic Gradient
Biometra con el programa descrito por Ashworth. et al, (2004), que se detalla a
continuacidén: un ciclo inicial de desnaturalizacion de 2 minutos a 95°C. 30 ciclos de
desnaturalizacion ciclica a 95°C por 1 minuto, 50-68°C (dependiendo del primer) por 1
minuto de anillamiento, elongacién ciclica a 72°C por 1 minuto, con una extension final
de 45 minutos a 72°C.

Para cargar los productos amplificados en el LI-COR 4300, primero se debe
denaturalizar los productos a 95°C por 5 minutos, se detiene y mantiene la denaturacién
al ocasionar un shock de cambios de temperatura poniendo el producto denaturado a
bajas temperaturas inmediatamente. Se carga los pocilios del gel de poliacrilamida del
analizador LI-COR 4300 con 0,8 ul del producto. Es necesario primero correr las
muestras en el canal de 800 nm por tres minutos y luego cargar y correr las muestras en
el canal 700 nm. El programa de corrida debe ser de una hora y media a 1500 voltios. El
marcador de peso molecular utilizado es el 50-350pb IRDye 700 u 800 nm (Cat. No.
829-05344 LI-COR).

5.10.6. Genotipaje de las muestras de capuli (Prunus ser6tina Ehrh) en el analizador
LI -COR 4300S

Para empezar a genotipar primero se creard un proyecto en el software SAGAGT
Microsatéllite llamado Capuli, en este se detalla la informacién de cada primer como la
talla, el canal en el que amplifican (700-800 nm), el rango del tamafio de bandas que se
esperan observar, los diplex formados y se ubica de antemano la posicién que tendré

cada pocilio del gel con la muestra de capuli.

El gel de acrilamida estard compuesto de 20 mi de KB Gel Matriz Plus 6.5%, 150 ul de
(Persulfato de amonio) APS al 10 % y 15 ul de (Tetramethylethylene- dianime al 99%)
Temmed. Esto se colocara entre las placas de vidrio del LICOR, se colocara el peine y
después de que el gel esté listo se colocara en el LI- COR con el buffer Plus LI-COR
TBE IX B. Antes de empezar a cargar se realizard una precorrida de 25 min a 1500V
para enfocar el focus del laser a 700 y 800 nm. Luego se realizara la cargada de 0.8 ul

de los productos amplificados los cuales fueron previamente diluidos con Blue Stop

15
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Solution LI-COR en una relacién 1:1 y denaturados a 94°C por 5 min y diluidos 1:1 con
Blue Stop Solution LI-COR. Finalmente se iniciara la corrida a 1500V por 1 hora y

media.

El marcador de peso molecular que se utilizara es el IRDye 30-350 bp, el cual también

serd denaturado a 95°C por un minuto.

Las imagenes obtenidas serdn analizadas por el software SAGAGT Microsatéllite el
cual establecerd si los alelos dan datos homocigotos o heterocigotos. Por Gltimo se
confirmaran los datos e inmediatamente se generard un reporte que muestra los datos de

cada locus como las tallas de los alelos y las frecuencias alélicas en porcentaje.
5.11. ANALISIS DE DATOS

El software SAGA GT-SSR es un asistente de lectura de las imagenes proporcionadas
por el LI-COR. La matriz de datos obtenidos de SAGA es importada a EXCEL para su
andlisis al paquete estadistico INFOGEN.

INFOGEN es un software estd orientado al analisis estadistico de datos producidos por
nuevas biotecnologias, como son los marcadores genéticos, y su aplicacién para uso,
manejo y conservacion de la diversidad genética en los ecosistemas asi como para el
mejoramiento genético de especies vegetales de importancia agroalimentaria (Balzarini
M, 2010).

Entre los parametros de diversidad a determinarse mencionemos: porcentaje de loci
polimoérficos, riqueza alélica, heterocigosis observada y esperada al equilibrio de Hardy-
Weinberg, pardmetros F (indice de fijacion Fis y de diferenciacién genética entre
poblaciones) y diferenciacién genética (Fsi). Adicionalmente se realizaran analisis
multivariados como son de agrupamiento o Cluster analysis y andlisis de componentes
principales. Por altimo se realizara identificacion de duplicados a través de genotipos

multilocus microsatélites.
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5.2.4.1. Analisis de Diversidad genética

Los parametros de diversidad determinados seran:

* Numero de observaciones: Es el nimero de alelos 0 genotipos observados en la
muestra. Se reconoce que un genotipo perdido cuando uno de los alelos esta
perdido. Si existen datos perdidos, disminuye el nUmero de observaciones.

* Tamafio de la muestra: Numero de accesiones analizadas.

® Frecuencia de alelos: Es el resultado de la divisién del nimero de veces que se
presenta un gen para el nimero total de genes en la poblacién

* Numero de genotipos generados.

» NuUmero de alelos generados por locus.

® Heterocigosidad total u observada (Ho): Es la frecuencia de individuos
heterocigotos en la poblacion. Si la frecuencia de un alelo es muy alta, existe
poca heterocigosidad.

« Diversidad genética o heterocigosis esperada (H exp): Es la probabilidad de que
dos alelos escogidos al azar sean diferentes. Contenido de informacion de
polimorfismo (PIC): Es la medida de la informacién de un marcador genético,
que depende del nimero de alelos para ese locus y de sus frecuencias relativas.

Un alelo es polimorfico cuando su frecuencia es menor a 0.9.
S.2.4.2. Estructura genética

Para estos calculos se utilizara el programa Power Marker V3.0 (Liu y Muse, 2005). La
matriz genotipica fue convertida en una matriz binaria (1 y 0), posteriormente se
calculara la matriz de distancia escogiendo la opcion de alelos compartidos (Shared
Aliele Distance, DAS). El célculo de la distancia genética entre dos poblaciones da una
estimacién relativa del tiempo que ha transcurrido desde que las poblaciones se han
establecido. Bajas estimaciones de distancia pueden indicar una subestructura de la
poblacién, o indicar que las poblaciones estan separadas desde periodos cortos de
tiempo. Cuando dos poblaciones estan genéticamente aisladas, la mutacion y la deriva
genética contribuyen a la diferenciacion de las frecuencias alélicas en locus
selectivamente neutros. A medida que el tiempo de divergencia entre dos poblaciones

aumenta, la diferencia en las frecuencias alélicas también tiende a aumentar.
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5.2,4.3. Estadisticas F

Para calcular las estadisticas F se utilizara el software INFOGEN 2011 Balzarini M B.
C., 2010, estas estadisticas permitirdn describir la desviacion al equilibrio de Hardy-
Weinberg observable para poblaciones que estan estructuradas segin un modelo isla el
cual asume que todas las poblaciones estdn en un mismo sitio que contribuyen de igual

manera al acervo genético, y las poblaciones estan ubicadas cercanamente unas con
otras (Wrigth, 1965).

S.2.4.4. Analisis de Agrupamiento y métodos multivariados

Con la matriz de datos binarios en el software INFOGEN se realizara la representacion
en arbol UPGMA, para representar las relaciones individuales entre accesiones, el cual
estd basado en una matriz de distancias genéticas individuales y el Analisis de
Coordenadas Principales (PCO) que es un método no paramétrico que permite proyectar
en un plano de dos o tres dimensiones el conjunto de muestras analizadas en funcién de
sus relaciones sobre dos o tres ejes de varianza que explican una fraccion mayoritaria de
la diversidad total observada (Balzarini M D. R., 2004).

La PCO es una técnica de analisis multivariado que tienen por objeto detectar

estructuras fuertes en una poblacion (Balzarini M B. C., 2010).
5.2.5. Analisis Global

De las accesiones de capuli en la region interandina del Ecuador seré posible verificar o
medir la representatividad de la variabilidad genética de una coleccién en relacion con
la diversidad total o esperada, bajo este aspecto se incluyen los ejemplos de erosion
genética o de aparicién de nuevas combinaciones genéticas. Los estimadores usados
para este fin son el indice de fijacidn (F), el grado de desequilibrio de ligamiento D) y el
grado de divergencia entre las poblaciones (Fst 0 Gst), que comparan la diversidad de las

colecciones del mencionado estudio.
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6. CRONOGRAMA DE TRABAJO ANO 2013 y 2014

ANO 1 ANO 2
8 9 10 11 12 1 2 3 4 5

()
w
N
(3]
o
~

Actividad
Revisién de Literatura X X X X X X X
Elaboracion y preparacion del proyecto
Caracterizacion Morfol6gica in situ
Colecta de Capuli
Estandarizacion de métodos de extraccion de ADN
Procesamiento de muestras colectadas
Extraccion de ADN
Genotipaje SSR (corridas)
Registro de datos del LI-COR 4300S

X
X

X X X

X X
X X
X X

X X X X
X X X X

X
X X X X X X
X X X X
X X X X

Andlisis estadistico e interpretacion
Redaccion de tesis X X X X X X
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ANEXO 7. PRESUPUESTO

Precio
Unitario
Rubro Unidad USD  Cantidad Costo Total
Personal
Becario Mensual  400.00 12 4.800,00
Materiales de campo
Pinzas Unidad 10.00 2 20.00
Fundas papel Paquete 10.00 9 30.00
Fundas plasticas Ziploc Paquete 250 5 12.50
Etiquetas Rollo 80.00 5 80.00
Flexométro Unidad 5.00 1 5.00
Calibrador Unidad 200.00 1 200.00
Materiales de laboratorio
Materiales Fungibles
Guantes de Yinil Par 0.80 150 120.00
Pinzas Unidad  20.00 ° 60.00
Tijeras Unidad 2.00 2 4.00
Tubos Eppendorf PK/1000 27.00 6 162.00
Gradillas para tubos Eppendorf Unidad 16.00 P 48.00
Puntas 0.5-10 ul PK/1000  17.00 5 85.00
Puntas 10-200 ul PK/1000 17.00 5 85.00
Papel aluminio Rollo 4.00 4 16.00
Papel absorbente Rollo 4.00 8 32.00
Parafilm Rollo 10.00 2 20.00
Placas de policarbonato para PCR de 96
muestras CS/50  63.00 9 189.00
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Reactivos

Extraccion de ADN Unidad  427.70 220
Cuantificacion de ADN Unidad  45.050 220
Validacién de ADN Unidad 325,34 220
Amplificacion de PCR duplex de

Microsatelites Unidad 651.082 220
Genotipaje de las muestras en el

analizador LI-COR 4300S Unidad  320.040 220
Andlisis de primers Unidad 700 220

Materia es y Equipo de oficina

Marcadores y lapiceros Unidad 1.00 20
Resmas de papel bond Unidad 5.00 5
Copias e impresiones Unidad 0.10 1415
Empastado de texto Unidad 20.00 6
Abro spray paint (color rojo) Unidad 3.00 20
Grampa Kg 2.50 15
Brocha Unidad 2.00 1
Total

Viaticos y movilizacion

Viaticos Unidad 630 9
Diesel Galén 1.035 200
Rubro Total (USD)

Becario 4.800,00
Equipos

Material de campo 347.65
Materiales de laboratorio

(Genotipaje de 220 muestras de
capuli con 5 primers SSRs
utilizando la técnica M13-Tailing)

3.053,72
Materiales y equipo de oficina 406.00
Viaticos y movilizacion 5.940,00
Total (USD) 14.547,37
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45.050
87.30

651.082

320.040
700
3.053.72

20.00

25.00
141.50
120.00
60.0
37.50
2.00
406.00

5.670,00
270.00
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ANEXOS
Anexo 1. Detalle de las accesiones conservadas de capuli (Prunus serétina Ehrh) en

el Banco Nacional de Germoplasma DENAREF-INIAP. Ecuador.

ECU NOMBRE PROVINCIA
No
1 1337 Prunus serotina Cotopaxi
2 1359 Prunus seroétina. Bolivar
9 1360 Prunus serétina Cafiar
4 1361 Prunus serotina Cafar
5 1362 Prunus serétina Cafar
6 1363 Prunus serotina Cafiar
7 1365 Prunus serotina Cafar
8 1366 Prunus serétina Cafar
9 1367 Prunus serétina Canar
10 1368 Prunus serotina Cafiar
11 1370 Prunus serotina Canar
12 1371 Prunus serotina Cafar
13 1372 Prunus serotina Cafiar
14 1374 Prunus serétina Cafar
15 1375 Prunus serotina Cafiar
16 1376 Prunus serotina Canar
17 1377 Prunus ser6tina Cafar
18 1378 Prunus serotina Caniar
19 1379 Prunus serdtina Canfar
20 1380 Prunus serotina Cafar
21 1381 Prunus serétina Canar
22 1382 Prunus serétina Cafar
23 1383 Prunus ser6tina Cafiar
24 1384 Prunus ser6tina Cafar
25 1385 Prunus serétina Canar
26 1386 Prunus ser6tina Cafar
27 1389 Prunus ser6tina Cafiar
28 1390 Prunus serotina Canar
29 1391 Prunus ser6tina Cafiar
30 1392 Prunus serétina Azuay
31 1393 Prunus serotina Azuay
32 1394 Prunus serotina Azuay
33 1395 Prunus serétina Azuay
34 1397 Prunus serotina Cafar
35 1398 Prunus serétina Cafar
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36 1399 Prunus serétina Cafar

37 1458 Prunus serotina Carchi
38 1459 Prunus ser6tina Azuay
39 1460 Prunus serétina Chimborazo
40 1461 Prunus serotina Azuay
41 1462 Prunus ser6tina Chimborazo
42 1463 Prunus serétina Imbabura
43 1464 Prunus serotina Imbabura
44 1465 Prunus serotina Imbabura
45 1466 Prunus serotina Imbabura
46 1467 Prunus serotina Imbabura
47 1468 Prunus serdtina Imbabura
48 1469 Prunus serotina Imbabura
49 1470 Prunus serétina Imbabura
50 1471 Prunus ser6tina Imbabura
51 1472 Prunus serétina Imbabura
52 1475 Prunus ser6tina Imbabura
53 1476 Prunus ser6tina Imbabura
54 1477 Prunus ser6tina Imbabura
55 1478 Prunus serotina Carchi
56 3759 Prunus serétina Azuay

57 4363 Prunus serdtina Cotopaxi
58 5191 Prunus ser6tina Cotopaxi
59 5192 Prunus serdtina Cotopaxi
60 3759 Prunus serdtina Pichincha
61 4363 Prunus serétina Cotopaxi
62 5191 Prunus serétina Cotopaxi
63 5192 Prunus serotina Cotopaxi
64 5193 Prunus serotina Cotopaxi
65 5194 Prunus serotina Cotopaxi
66 6731 Prunus serotina Cotopaxi
67 12433 Prunus seroétina Tungurahua
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Anexo 2. Descriptores que se utilizaran en la caracterizacion morfoagrondmica in
situ.

1. Habito de crecimiento.

Se evaluara por apreciacién visual a cada uno de los arboles, segin la siguiente escala
(figura 1).

Figura 1. Esquema del habito de crecimiento en arboles de capuli.

2. Didmetro del tallo (cm).

Se medird con un fléxometro, la circunferencia del fuste de la altura del pecho del
evaluador (£1.30 metros) y posteriormente se dividira la circunferencia del fuste entre
(711 = 3,1417)

3. Altura total (m).

Se estimarad empleando el clinémetro, el cual en base al &ngulo entre la base y la punta
del arbol determina su altura. El dato del clinémetro se transforma mediante teorema de

Pitagoras.
4. Altura de insercion de ramas secundarias (m).

Dato que se obtendrd empleando un fléxometro y se registraré el valor medido desde el

nivel del suelo hasta la altura de insercién de ramas secundarias.

27

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



5. NUmero de ramas secundarias.

Para este descriptor se registrard el ndimero de ramas secundarias ubicadas a

continuacion del tallo principal, se hara conteo directo.

6. Forma de la copa.

Se determinard por apreciacion visual directa segun la siguiente escala (Figura 2).

Figura 2. Esquema de formas de la copa de arboles de capuli.

7. Forma de las ramas.

Se evaluard por apreciacion visual directa en cada arbol, seglin la siguiente escala
(Figura 3).

Figura 3. Esquema de forma de las ramas en arboles de capuli.

8. Presencia de yemas vegetativas en ramas secundarias.

Se determinard la presencia y ausencia de forma visual en ramas terciarias segun la

siguiente escala:

No
Si

= O
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9. Forma de la hoja.

Se evaluara contando la quinta hoja desde el apice de la "rama terciaria" para lo cual el

foliolo debe estar completamente abierto, segun la escala en la figura 4.

1E "fe

Eliptico 1 Eliptico2

Figura 4. Esquema de formas de la hoja en &rboles de capuli.
10. Base de la hoja.

Se registrara por apreciacién directa visual contando la quinta hoja de la rama terciaria,

segun la escala de la figura 5.

Figura 5. Esquema de las bases de las hojas de capuli.
11. Longitud del peciolo de la hoja (mm).
Se medira el peciolo empleando un calibrador. Para esto se tomaran 10 hojas al azar en

10 ramas terciarias diferentes. Se contara la quinta hoja desde el &pice terminal de la

rama terciaria seleccionada hasta su base.
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12. Didmetro del peciolo de la hoja (mm).

Se mediréa el peciolo empleando un calibrador. Para esto se tomaran 10 hojas al azar en
10 ramas terciarias diferentes. Se contara la quinta hoja desde el &pice terminal de la
rama terciaria seleccionada hasta su base.

13.  Apice de la hoja.

Se registrard por apreciacidn visual directa de tres hojas (al azar) de las seleccionadas

para los descriptores anteriores, segun la escala de la figura 6.

n

Acuminado 1 Agudo 2

Figura 6. Esquema de formas de los apices de las hojas en capuli.

14. Color de las hojas.

Se determinara segun la tabla de colores de la Royal Horticultural Society (RHS, 1995)
en el momento de la caracterizacion, in situ codificando segun los colores que

presenten.
15. Longitud de la hoja (mm).
Se medird empleando un calibrador, en 10 hojas al azar, la quinta del apice terminal de

la rama terciaria desde el punto de insercién del peciolo en la base del tallo hasta su

apice.
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16. Ancho de la hoja (inm).

Se medird empleando un calibrador, en 10 hojas al azar, contando la quinta del &pice

terminal de la rama terciaria para lo cual el foliolo debe estar completamente abierto.

17. Presencia de pubescencia en el envés de la hoja.

Se determinaré visualmente la presencia y ausencia de pubescencia en cinco hojas por

entrada, cuando los &rboles se encuentren en etapa de floracion, segun la siguiente

escala:

No 0
Si 1
18. Insercion del borde.

Se evaluara el margen extremo en la hoja por apreciacién visual directa en la quinta

hoja desde el apice terminal de la rama terciaria, segun la escala de la (figura 7).

Figura 7. Esquema de la insercion de los bordes de las hojas en capuli.
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19. Forma de la inflorescencia.
Se determinard cuando los &rboles estén en la etapa de floracion. Para esto se tomarén

cinco inflorescencias por arbol seleccionadas al azar de las ramas terciarias. La

evaluacion se realizara de forma visual, de acuerdo a la escala (figura 8).

Racimo 1 Espiga 2 Espiguilla 3

Figura 8. Esquema de las forma de las inflorescencias de capuli.

20. Longitud de inflorescencia (excluida el peddnculo) (mm).

En la etapa de floracién se tomardn 10 inflorescencias (la tercera de la rama terciaria),
se medird con un calibrador. Se medird la inflorescencia desde la base excluido el
pedunculo hasta el apice terminal.

21. NUmero de inflorescencia por rama terciaria.

Cuando el arbol presente mas del 50% en floracion, se evaluara esta variable contando
el nimero total de inflorescencias que se encuentren en una rama terciaria. Esto se
realizard en 10 diferentes ramas terciarias tomadas al azar.

22. Tipo de flor.

En la etapa de floracidn, se registrara por apreciacidn visual directa, de acuerdo a la

siguiente escala (Figura 9).
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1
Sencilla Semidoble Doble
(5 pétalos). (2 0 3 circulos de pétalos (Més de 3 circulos)
Maéximo de 15 pétalos).

Figura 9. Esquema del tipo de flores de él capuli.

23. Color del pedunculo floral.

Se determinaré segun la tabla de colores de Royal Horticultural Society (RHS, 1995).
24. Longitud del peddnculo floral (mm).

Se registrara empleando un calibrador. Esta variable se registrara en cinco peddnculos
de las inflorescencias colectadas para el descriptor 21. Se tomara el dato desde el punto
de insercidn del cojinete floral hasta la insercién con el caliz.

25. Color de la flor.

Se determinara segln la tabla de colores de Royal Horticultural Society (RHS, 1995).

26. Diametro de la flor (mm).

Se medird empleando un calibrador, tomadas al azar en cinco flores.
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27. Longitud de sépalo (mm).

Se evaluard empleando un calibrador en cinco flores (la tercera flor desde el inicio del

sépalo hasta su apice).

28. Ancho de sépalo, (ubicado en la parte mas ancha).

Se evaluard en milimetros empleando un calibrador. Este descriptor se registrard en

cinco sépalos tomados al azar, de la parte mas ancha de la inflorescencia.

29. Orientacion de los sépalos.

Se evaluard por observacion directa al azar en cinco flores de acuerdo a la disposicion

en relacién al caliz. Se usara la siguiente escala:

Replegados (apice del sépalo con direccion al caliz): 0
Horizontal (apice del sépalo con direccidn contraria al céliz): 1
30. Posicion de las anteras.

Se registrard visualmente en cinco flores la posicion de las anteras seglin la siguiente

escala:
Ausente (anteras que no estan cubiertas por la capucha): 0
Normal (anteras cubiertas por la capucha): 1

31. Longitud de la flor (mm).

Se medird empleando un calibrador en cinco flores (la tercera tomando en cuenta el
inicio de la inflorescencia). Se medira desde el punto de insercién de los sépalos con el

pedunculo, hacia el apice.
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32. Habito de floracion.

Se preguntara al productor y se registrara, segun la siguiente escala:

Florece una sola vez: 1
Florece dos veces: 2
Floracion continda: 3
33. Forma del fruto.

En la fase de madurez dptima seregistrara por apreciacion visual directa, segun la

siguiente escala (Figura 9).

C) () .

Oblongo 1 Eliptico2 Esférico Globoso 3 Rondo 4

Figura 9. Esquema de formas de los frutos de capuli.

34, Forma de insercion del pedunculo del fruto.

Se evaluaréa en la fase de madurez 6ptima, por apreciacién visual directa entre la union

del fruto y el peddnculo, segun la siguiente escala (Figura 10).

Superficial 1 Hundido 2

Figura 10. Esquema de las formas de insercion de pedunculo del fruto de capuli.
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35. Forma de apice del fruto.

En la fase de madurez dptima se evaluard por apreciacion visual, segin la siguiente

escala (Figurall).

* CBgSBI » e
#6# 0

Agudo: 1 Obtuso2 Redondeados

Figura 11. Esquema de las forma de apices del fruto de capuli.

36. Tipo de fruto.

Se registrara segun la clasificacién botanica, de acuerdo a la siguiente escala (Figura
12).

Drupa 1 Polidrupa 0

Figura 12. Esquema del tipo de frutos de capuli.

37. Didmetro polar del fruto (mm).

En el momento de la cosecha se registrard empleando un calibrador. Se tomara 10 frutos

al azar.

38. Didmetro ecuatorial del fruto (mm).

En el momento de la cosecha se registrara en el centro del fruto, empleando un

calibrador en 10 frutos tomados al azar.
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39. Peso de la epidermis del fruto (Q).

Se pesaréa la piel de 10 frutos blando (maduro) empleando una balanza de precision, y se

registrara de varios frutos para sacar un promedio.

40. Color de la epidermis.

Se determinarda segun la tabla de colores de la Royal Horticultural Society (RHS, 1995).

41. Espesor de la piel de la fruto (mm).

Se medird solamente la epidermis sin la pulpa empleando un calibrador en 10 frutos

tomados al azar (Fresnedo Jel al., 2010).

42. Color de la pulpa del fruto.

Se determinara segun la tabla de colores de la Royal Horticultural Society (RHS, 1995),

realizando un corte tangencial en el fruto.

43. Susceptibilidad agrietamiento fruto.

Se podran al ambiente en fundas de papel después de 24 horas de esperara (Fresnedo J

etal, 2010), se registrara segun la escala:

Sin agrietamiento: 0
Poco agrietamiento 1
Agrietado: 2
44, Forma general de la semilla.

En la fase de maduracion 6ptima se evaluaran diez semillas por apreciacién visual,

segun la siguiente escala:
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WBSm

iliptica estrecho: 1 Eliptica: 2 Esférica redondeadas:

45, Longitud de la semilla (mm)

En la fase de maduracion 6ptima se registrara empleando un calibrador. Se tomara en 10

semillas al azar (Fresnedo J et al., 2010).
46. Didmetro de la semilla (mm)

En la fase de maduracion 6ptima se registrara empleando un calibrador. Se tomara en 10

semillas al azar (Fresnedo J et al., 2010).

47. Color de la semilla.

Se determinard segun latabla de colores de la Royal Horticultural Society (RHS, 1995).
48. pH

Se medira el pH mediante el uso de potenciémetro. Para esto se extraerd con un lienzo
fino el jugo de 50 gramos de capuli, cuando el valor del pH no varie, se registrara el

valor obtenido.
49, Acidez.

Se medird, mediante el método de titulacion. Se tomardn 1 gramo de jugo de capuli con
semilla extraido con lienzo fino, el cual serd& homogenizado, se colocard dos gotas de
solucion de fenolfialeina y se procedera a la titulacion con NaOH 0.1 N, vertiendo gota
a gota hasta llegar el pH 8.2 o hasta observar el cambio de rozado a naranja. Se

determinara la acidez empleando la siguiente formula:
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Acidez (%) = B x N x E x 100/ W.

Donde

B=mL de NaOH
N = Normalidad de NaOH
E = Representativo de la fruta

P = Peso muestra en mg o mi

50. Grados Brix del fruto.

Se tomaran en 10 frutos por entrada exprimiendo el zumo sobre el lente para determinar
la concentracion de Grados Brix y se evaluard por el método refractométrico,
exponiendo el jugo de la fruta. Se expresard la cantidad de azucares reductores en la

pulpa como el indice refractométrico.
51. Porcentaje de materia seca en el fruto.

Se pesaran 30 gramos de fruta fresca sin semilla puestos en cajas petri con el cédigo de
colecta, y se sometera al secando en la estufa 75°C durante 72 horas, y se calculara
mediante la siguiente formula: M.S. (%) = (WS WjnGai) x 100;

Dénde.

MS = Materia seca en %

W seco” Peso Seco

W inicial = Peso inicial o fresco.
52. Peso del fruto (g).

Se pesaran en una balanza de precision en 10 frutos cosechados y maduros, para obtener

un valor promedio.
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53. Peso de la semilla (g).

Se pesard 100 semillas maduras tomadas al azar en una balanza de precision, para

obtener un valor promedio.
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ANEXO 3. Localidades georefenciadas en la Region Interandina del Ecuador.

No. CODIGO
DE COLECTA

EB-JCH 001
EB-JCH 002
EB-JCH 003
EB-JCH 004
EB-JCH 005
EB-JCH 006
EB-JCH 007
EB-JCH 008
EB-JCH 009
EB-JCH 010
EB-JCH 011
EB-JCH 012
EB-JCH 013
EB-JCH 014
EB-JCH 015
EB-JCH 016
EB-JCH 017
EB-JCH 018
EB-JCH 019
EB-JCH 020
EB-JCH 021
EB-JCH 022

PROVINCIA CANTON
Cotopaxi Toacazo
Cotopaxi Toacazo
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Pujili
Cotopaxi Pujili
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Latacunga
Cotopaxi Saquisili

PARROQUIA

Monjas

Monjas

Toacazo
Toacazo
Toacazo
Latacunga
Tanicuchi
Tanicuchi
Tanicuchi
Tanicuchi

11 de Noviembre
11 de Noviembre
11 de Noviembre
11 de Noviembre
Poalo

Poalo

Poalo

Poalo

Poalo

Poalo

Poalo

Chanillin
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LOCALIDAD

Monjas

Monjas

Yugsigche Alto
Yugsigche Alto
Yugsigche Alto
Llactayu Grande
Santa Ana

Santa Ana

Santa Ana

Santa Ana

Cristo Rey sur

Cristo Rey sur

San Gerardo

Barrio la Libertad
Las Parcelas de plano
Las Parcelas de plano
Las Parcelas de plano
San Rafael

San Rafael

San Rafael

San Rafael

Union Panamericana

# de arboles
Encontrados
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EB-JCH 023 Cotopaxi Saquisili Chanillin Union Panamericana

EB-JCH 024  Cotopaxi Latacunga Guaytacama Barrio Santa Ana
EB-JCH 025 Cotopaxi Latacunga Guaytacama Barrio Santa Ana
EB-JCH 026 Cotopaxi Latacunga Guaytacama Barrio Santa Ana
EB-JCH 027  Cotopaxi Latacunga Muialo Muialo
EB-JCH 028  Cotopaxi Latacunga Muialo Muialo
EB-JCH 029  Cotopaxi Latacunga Santa Marianita José Guabo Bajoi
EB-JCH 030  Cotopaxi Latacunga Santa Marianita José Guabo Bajoi
EB-JCH 031  Cotopaxi Salcedo Cusubamba Barrio Oriente
EB-JCH 032  Cotopaxi Salcedo Cusubamba Barrio Oriente
EB-JCH 033  Cotopaxi Salcedo Cusubamba Barrio Oriente
EB-JCH 034 Cotopaxi Salcedo Cusubamba Barrio Oriente
EB-JCH 035 Cotopaxi Salcedo Cusubamba Chirinche Maldonado
EB-JCH 036  Cotopaxi Salcedo Cusubamba Chirinche Maldonado
EB-JCH 037 Cotopaxi Salcedo Cusubamba Chirinche Maldonado
EB-JCH 038  Cotopaxi Salcedo San Miguel Yana Yanayacu
EB-JCH 039  Cotopaxi Salcedo San Miguel Yana Yanayacu
EB-JCH 040  Cotopaxi Salcedo Achilivi
EB-JCH 041  Cotopaxi Salcedo Achilivi
EB-JCH 042  Cotopaxi Salcedo Salcedo Quilalo 4 Esquinas
EB-JCH 043  Cotopaxi Salcedo Salcedo Quilalo 4 Esquinas
EB-JCH 044 Cotopaxi Latacunga Cuicuno Buena Esperanza
EB-JCH 045 Cotopaxi Latacunga Cuicuno Buena Esperanza
EB-JCH 046  Cotopaxi Latacunga Cuicuno Buena Esperanza
EB-JCH 047  Cotopaxi Latacunga Tanicuchi San Pedro
EB-JCH 048  Cotopaxi Latacunga Tanicuchi San Pedro
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EB-JCH 049
EB-JCH 050
EB-JCH 051
EB-JCH 052
EB-JCH 053
EB-JV-JCH 054
EB-JY-JCH 055
EB-JV-JCH 056
EB-JV-JCH 057
EB-JV-JCH 058
EB-JV-JCH 059
EB-JV-JCH 060
EB-JV-JCH 061
EB-JV-JCH 062
EB-JV-JCH 063
EB-JV-JCH 064
EB-JV-JCH 065
EB-JV-JCH 001
EB-JV-JCH 002
EB-JV-JCH 003
EB-JV-JCH 004
EB-JV-JCH 005
EB-JV-JCH 006
EB-JV-JCH 007
EB-JV-JCH 008
EB-JV-JCH 009

Cotopaxi

Cotopaxi

Cotopaxi

Cotopaxi

Cotopaxi

Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua

Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga
Latacunga
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo
Pelileo

Pillaro
Patate
Patate
Quero
Quero
Quero
Cevallos
Cevallos
Cevallos

Belisario Quevedo
Belisario Quevedo
Belisario Quevedo
Belisario Quevedo
Salcedo

La Matriz

La Matriz

Cotalo

Cotalo

Garda Moreno
Garcia Moreno
Garcia Moreno
Salasaca

Salasaca

Salasaca

Salasaca

San Miguelito
Los Andes
Los Andes
Quero

Quero

Quero
Cevallos
Cevallos

La Matriz
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San Miguel Pampa

San Miguel Pampa

Sam Miguel Pamba
Sam Miguel Pamba

Salache San José
Huasipampa
Huasipampa

Comunidad Chacauco
Comunidad Chacauco

Pamatug

Pamatug

Pamatug
Rumifiahui Grande
Rumifiahui Grande
Rumifiahui Grande
Rumifahui Grande
Chamo

Barrio el Rosario
El Rosario

Galpén

Quero

Quero

Quero

Tambo Centro
Cevallos

Santa Rosa
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EB-JV-JCH 010
EB-JY-JCH 011
EB-JV-JCH 012
EB-JV-JCH 013
EB-JV-JCH 014
EB-JV-JCH 015
EB-JV-JCH 016
EB-JV-JCH 017
EB-JV-JCH 018
EB-JV-JCH 019
EB-JV-JCH 020
EB-JV-JCH 021
EB-JV-JCH 022
EB-JV-JCH 023
EB-JV-JCH 024
EB-JV-JCH 025
EB-JV-JCH 026
EB-JV-JCH 027
EB-JV-JCH 028
EB-JV-JCH 029
EB-JV-JCH 030
EB-JV-JCH 031
EB-JV-JCH 032
EB-JV-JCH 033
EB-JV-JCH 034
EB-JV-JCH 035

Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Tungurahua
Bolivar

Bolivar

Bolivar

Bolivar

Bolivar

Bolivar

Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo

Ambato
Ambato
Ambato
Ambato
Ambato
Tisaieo
Tisaleo
Tisaleo
Ambato
Ambato
Ambato
Ambato
San Miguel
Guaranda
Guaranda
Guaranda
Guaranda
Guaranda
Guano
Guano
Guano
Guano
Guano
Guano
Guano
Guano

Totoras
Totoras
Totoras
Totoras
Huachi Grande
Tisaleo
Tisaleo
Tisaleo

Huachi Grande
Huachi Grande
Santa Rosa
Santa Rosa
Matriz
Guanujo
Guanujo
Guanujo
Guanujo
Veintimilla

La Matriz

La Matriz

La Matriz

La Matriz

La Matriz

El Rosario

El Rosario

El Rosario
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Hachi Totoras
Huachi Totoras
Huachi Grande
Huachi Grande
Huachi La Libertad
Tisaleo

Tisaleo

Tisaleo

Barrio Huachi la Magdalena
Barrio Huachi la Magdalena
Mifarica San José
Mifiarica San José
Los Angeles

El Sinche

El Sinche

Las Cochas

Las Cochas

Negro Yacu

Alacau

Alacau

Alacau

Alacau

Alacau

Langos Panamericana
Langos Panamericana
Langos Panamericana
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EB-JV-JCH 036
EB-JV-JCH 037
EB-JV-JCH 038
EB-JV-JCH 039
EB-JV-JCH 040
EB-JV-JCH 041
EB-JV-JCH 042
EB-JV-JCH 043
EB-JV-JCH 044
EB-JV-JCH 045
EB-JV-JCH 046
EB-JV-JCH 047
EB-JV-JCH 048
EB-JV-JCH 049
EB-JV-JCH 050
EB-JV-JCH 051
EB-JV-JCH 052
EB-JV-JCH 053
EB-JV-JCH 054
EB-JV-JCH 055
EB-JV-JCH 056
EB-JV-JCH 057
EB-JV-JCH 058
EB-JV-JCH 059
EB-JV-JCH 060
EB-JV-JCH 061

Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Chimborazo
Loja

Loja

Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay

Guano
Guano
Guano
Guamote
Colta
Colta
Colta
Colta
Guano
Penipe
Penipe
Guano
Chambo
Riobamba
Riobamba
Riobamba
Riobamba
Riobamba
Riobamba
Saraguro
Saraguro
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Nabon

Guano

San Isidro
San Andrés
La Matriz
Columbe
Columbe
Cajabamba
Cajabamba
La Matriz
Bayushig
Puela

La Providencia
La Matriz
Flores
Punin
Punin

San Juan
San Juan
San Juan
Tenta
Urdaneta
San Felipe de Ofia
Nabon
Nabon
Nabon
Nabon
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Langos 11 de Noviembre
Obraje

La Panadella

San Pedro de Ayacon
San Isidro de Columbe
San Isidro de Columbe
Cantarilla

Cantarilla

Chingazo Alto
Bayushig

El Tingo

Pungal Quinche

Batan

Santa Rosa

Chuipe

Chipe

Chancaguan
Chancaguan
Chancaguan

Pallama

Baber

San Pedro de Hornillos
Nabon

Nabon

Nabon

San Miguel de Rafias
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EB-JV-JCH 062
EB-JV-JCH 063
EB-JV-JCH 064
EB-JV-JCH 065
EB-JV-JCH 066
EB-JV-JCH 067
EB-JV-JCH 068
EB-JV-JCH 069
EB-JV-JCH 070
EB-JV-JCH 071
EB-JV-JCH 072
EB-JV-JCH 073
EB-JV-JCH 074
EB-JV-JCH 075
EB-JV-JCH 076
EB-JV-JCH 077
EB-JV-JCH 078
EB-JV-JCH 079
EB-JV-JCH 080
EB-JV-JCH 081
EB-JY-JCH 082
EB-JV-JCH 083
EB-JV-JCH 084
EB-JV-JCH 085
EB-JV-JCH 086
EB-JV-JCH 087

Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Azuay
Cafar
Cafiar
Cafiar
Cafar
Cafiar
Cafar
Canfar
Cafiar
Cafar
Cafiar
Cafiar
Pichincha

Cuenca
Paute
Paute
Paute
Sigsig
Sigsig
Sigsig
Sigsig
Sigsig
Sigsig
Chordeleg
Cuenca
Cuenca
Cuenca
Biblian
Biblian
Biblian
Biblian
Azoguez
Azoguez
Biblian
Biblian
Biblian
Azoguez
Deleg
Quito
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Cumbe

Paute

San Cristdbal
San Cristobal
Sigsig

Cuchil
Cuchil

Sigsig

Sigsig

Gima
Chordeleg
Ricaurte
Ricaurte
Sidcay

Sageo

Sageo

Sageo

Sageo

Javier Loyola
Javier Loyola
Biblian
Biblian
Turupamba
Cojitambo
Deleg

San José
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Sucre

Virgen Pamaba
La Pamba
Guachun

Zhuzho

Rascorral
Rascorral

Curin

Curin

Tacadel

Virgen Pamaba
Maria Auxiliadora
Maria Auxiliadora
San Vicente

Cruz Verde Sageo
Queshan

Queshan
Cunchincay

El Cisne

El Cisne

San José

San Antonio
Alpachaca

San Miguel
Dubllay

La chonta



EB-JV-JCH 088
EB-JV-JCH 089
EB-JV-JCH 090
EB-JV-JCH 091
EB-JV-JCH 092
EB-JV-JCH 093
EB-JV-JCH 094
EB-JV-JCH 095
EB-JV-JCH 096
EB-JV-JCH 097
EB-JV-JCH 98
EB-JV-JCH 099
EB-JV-JCH 100
EB-JV-JCH 101
EB-JV-JCH 102
EB-JV-JCH 103
EB-JV-JCH 104
EB-JV-JCH 105
EB-JV-JCH 106
EB-JV-JCH 107
EB-JV-JCH 108
EB-JV-JCH 109

EB-JV-JCH 110
Total

Pichincha
Pichincha
Pichincha
Pichincha
Pichincha
Pichincha
Pichincha
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Carchi

Carchi

Carchi

Carchi

Carchi

Quito
Mejia
Mejia
Cayanibe
Cayambe
Pedro Moncayo
Pedro Moncayo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Montuafar
Montufar
Montdfar
Montufar
Montufar

San José
Tambillo
Tambillo
Matriz

Matriz
Machilqui
Toacachi

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo

San Pablo
Garcia Moreno
Garcia Moreno
Garcia Moreno
Garcia Moreno
Garcia Moreno
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La chonta
Sangolqui
San Rafael
Guaycopata
Guaycopata
Machilqui
Tabacundo
Angla
Angla
Cazco Valenzuela
Cazco Valenzuela
Cazco Valenzuela
Cazco Valenzuela
Araque
Eugenio Espejo
Gualabi
Cazco Valenzuela
Angla
Garcia Moreno
Garcia Moreno
Garcia Moreno
Garcia Moreno
Garcia Moreno

1
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Anexo 4. Distribucion geogréafica de las accesiones de la coleccidn del capuli {Prunus serdtina Ehrh), del banco de germoplasma del
INIAP.
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Anexo 5. Microsatélites del par de primers derivados del géneroprunus que identifican polimorfismos.

Especie
Fuente

Par
Capuli
Agrio

Capuli
Agrio

Capuli
Dulce

Objetivo
DNA

Cloroplasto

Nuclear

Nuclear

Melocotdn Nuclear

Melocoton Nuclear

(Susanne et al., 2000).

Primer

iAB}

PceGA34

PS12A02

pchgms3

pcgms2

Cartilla Secuencia (5" - 3") Recogido Esperado
Temperatura producto
(°C) rango
(bpd)
GCTGGAACCGTTGAATTCA
GGGGCATATCTAAGTATAA 56 249

GAACATGTGGTGTGCTGGTT

TCCACTAGGAGGTGCAAATG 60 155
GCCACCAATGGTTCTTCC
AGCACCAGATGCACCTGA 56 200

ACGCTATGTCCGTACCATCTCCATG
CAACCTGTGATTGCTCCTATTAAAC 60 179

GTCAATGAGTTCAGTGTCTACACTC
AATCATAACATCATTCAGCCACTGC 60 163
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Tamano del

rango de
producto

(bpd)

250 -280

140-174

150-178

170-230

130-152
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N° de rango
polimorfismo/
primer

14

12
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