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RESUMEN

Se estudié la diversidad genética de 78 accesiones de la familia Caricaceae recolectadas en las
provincias de Azuay, Cafar, Loja, Zamora Chinchipe y El Oro, al sur de Ecuador, de las especies
Vasconcellea candicans, V. goudotiana, V. longiflora, V. microcarpa, V. monoica, V. omnilingua, V.
palandensis, V. stipulata, V. parviflora, V. sp., V. x heilborne, V. x heilborne cv pentagona, V. x
heilborne cv chrysopetala, Carica papaya, Jaracatia digitata y J. spinosa, a través de la amplificacion
de los ADN con 14 iniciadores aleatorios de las series AA, AC, AM y AN de Operon Technologies Inc.
Los iniciadores RAPD utilizados para la amplificacion produjeron un total de 76 fragmentos
polimorficos con tamarfios entre 368 y 2102 pares de base (pb). Los analisis de cluster y coordenadas
principales agruparon las accesiones de cada especie entre ellas y fueron consistentes en su mayoria con
otros estudios previos. El dendrograma separ6 claramente los tres géneros, sin embargo, con base a estos
resultados, estudios y observaciones morfoldgicas, se sugiere la posible creacion de un nuevo género
que agrupe a los materiales de Vasconcellea candicans. Ademas, los autores apoyan la hipotesis de
denominar a los materiales colectados en la zona de Molleturo como un nuevo taxén del género
Vasconcellea. Como en otros trabajos, los resultados sugieren posibles eventos de hibridacién
interespecifica dentro del género Vasconcellea.
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ABSTRACT

The genetic diversity of 78 accessions of the Caricaceae family collected in the provinces of Azuay,
Cafar, Loja, EI Oro and Zamora Chinchipe, south of Ecuador, was studied, including the species
Vasconcellea candicans, V. goudotiana, V. longiflora, V. microcarpa, V. monoica, V. omnilingua, V.
palandensis, V. stipulata, V. parviflora, V. sp., V. x heilborne, V. x heilborne cv pentagona, V. x
heilborne cv chrysopetala, Carica papaya, Jaracatia digitata y J. spinosa by DNA amplifications using
14 aleatory primers from AA, AC, AM and AN series of Operon Technologies Inc. The used RAPD
primers produced 76 polymorphic fragments with sizes between 368 and 2102 base pairs (bp). The
cluster and principal coordinate analysis grouped the accessions of each kind among them and the results
were consistent with previous studies. The dendrogram separated clearly the three genera, however,
based on these results, studies and morphological observations, the creation of a new genera that groups
the Vasconcellea candicans accessions is suggested. Furthermore, the authors support the hypothesis of
designating the materials collected in the Molleturo zone as a new taxon of the genera Vasconcellea. As
in other studies, the results suggest possible events of interspecific hybridization within Vasconcellea
genus.
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1. INTRODUCCION

Las Caricaceaes, una familia pequefia constituida por 6 géneros y 35 especies siendo el género
Vasconcellea el mas grande, de acuerdo a la clasificacion realizada por Badillo (2000) consta de 20
especies y un hibrido, Vasconcellea x heilbornii. Sin embargo, este hibrido también es considerado como
especie a pesar de sus restricciones en la reproduccién sexual. EI analisis espacial de la riqueza de
especies muestra claramente que Ecuador, Colombia y Peru son areas de alta diversidad de Vasconcellea
(Scheldeman, 2007, 2011). Ecuador tiene por lo menos 16 de las 21 especies descritas, por lo que es
considerado como el centro de biodiversidad de Vasconcellea (Badillo, 1993, 1997, 2000; Romeijn-
Peeters, 2004). Estas especies son conocidas cominmente como “papayas de montaia o de altura”
(National Research Council, 1989) en parte por su parecido a la papaya Carica papaya y por otro lado
debido a las preferencias ecoldgicas en zonas altas; crecen en los valles altos del Ecuador, sobre los
3000 m.s.n.m., estan considerados como cultivos subexplotados aun cuando poseen caracteristicas
agronémicas importantes como resistencia a enfermedades, tolerancia al frio, sustancias proteoliticas,
entre otras (Scheldeman et al., 2011), que podrian ser usadas en programas de mejoramiento genético
(Badillo, 1971, 1993; Van Droogenbroeck et al., 2004; Scheldeman et al., 2011). En el Sur del Ecuador,
en inventarios etnoboténicos de plantas comestibles silvestres y semidomesticadas, se ha observado una
variabilidad desconocida entre y dentro de las especies del género Vasconcellea (Jiménez et al., 1999).
Muchos de estos parientes silvestres son intercompatibles y se pueden polinizar cruzadamente para
producir hibridos espontaneos en areas donde la distribucion de las especies es simpaétrica (Badillo,
1971). El babaco (V. x heilbornii var. pentagona), considerado un hibrido natural estéril de V. stipulata
y V. cundinamarcensis, es originario de las zonas altas del Ecuador (Horovitz & Jiménez, 1976).
Algunas especies de este género figuran en la lista roja de especies amenazadas tales como: V.
horovitziana, V. omnilingua, V. palandensis, V. pulchra y V. sprucei (IUCN, 2003). Kyndt et al. (2005a)
en su articulo indican que “observaciones personales en Ecuador sugieren que mas especies de
Vasconcellea estan en peligro de extincion”, probablemente esto se deba a los altos indices de
deforestacion registrados en el pais. Estudios dirigidos a supervisar, recopilar, conservar y aprovechar
adecuadamente los recursos genéticos del Ecuador, asi como ciertos habitats de éstas y otras especies
son imprescindibles.

Los marcadores moleculares de ADN constituyen una herramienta confiable ya que proporcionan
estabilidad en la identificacién de especies, ayudando a eliminar los inconvenientes de una seleccion
basada en el andlisis exclusivo del fenotipo, lo cual requiere observaciones muy exhaustivas de los
organismos en los diferentes estadios de desarrollo. A menudo, los criterios utilizados carecen de
definicion y objetividad, y, en cualquier caso, son marcadores ambiguos debido a las influencias
ambientales (Claros, 2002; Oliveira et al., 2011). Debido a las ventajas y a la simplicidad de la técnica
de RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), esta ha sido ampliamente aplicada en varios
estudios de diversidad de plantas, por ejemplo, en estudios de genética de poblaciones, identificacién
taxondmica, construccion de mapas genéticos, huellas gendmicas para la identificacion de cultivares, y
la determinacién de hibridos. EI método también ha sido empleado en la definicion de core collection,
en estudios de los origenes de los hibridos, y en la reconstruccion de filogenia (Estrella et al., 1998).

Varios estudios de diversidad genética de Caricaceae se han realizado: RFLPs: Aradhya et al.,
1999, Olson, 2002; AFLPs: Van Droogenbroeck et al., 2002, Ratchadaporn et al., 2007, Oliveira et al.,
2011; PCR-AFLPs y PCR-RFLP: Van Droogenbroeck et al., 2004, Kyndt et al., 2005a; ITS nuclear y
Secuencias plastidios: Kyndt et al., 2005b; Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR): Carrasco et al., 2009;
y Simple Sequence Repeats (SSR): Oliveira et al., 2010). Sin embargo, varios autores manifiestan que
técnicamente los marcadores moleculares difieren en términos de costo, reproducibilidad, rapidez,
cantidad de ADN necesaria, trabajo, y grado de polimorfismo (Oleas et al., 2013; Costa et al., 2016). El
analisis RAPD es simple, rapido y tiene la capacidad de detectar polimorfismos extensos (Thormann et
al., 1994), son sencillos de usar y no requieren el uso de materiales radioactivos (Williams et al., 1990).
Souza et al. (2008), mediante un analisis comparativo, encontraron que los RAPD fueron eficaces en la
evaluacién de la genealogia de los materiales, mientras que la RSS fueron fundamentales para reconocer
diferencias entre las caracteristicas cuantitativas de los taxones. Aunque el nivel de polimorfismo
revelado por la técnica RAPD puede ser menor que con otras, es mas facil de implementar y tiene un
costo menor (Costa et al., 2016).
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El proyecto “Diversidad de Frutales Nativos Comestibles Solanaceae y Caricaceae, Fenologia
Usos y Recoleccion de Germoplasma en el Sur del Pais”, financiado por el Programa de Modernizacion
del Sector Agropecuario (PROMSA, 2003) y EI Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), colecté material de Carica, Jaracatia y Vasconcellea en estado silvestre y cultivado. Algunas
accesiones de Vasconcellea poseian caracteristicas morfoldgicas alin no descritas, razon por la cual se
lo consideré como un posible nuevo taxén botanico. Ademas, se colectd una segunda especie que
morfolégicamente compartia caracteristicas tanto de V. cundinamarcensis como del posible nuevo
taxon, ambas en la Cordillera Occidental del Austro de Ecuador (INIAP, 2003). El presente trabajo
busco conocer las relaciones filogenéticas entre las accesiones registradas por el proyecto “Diversidad
de frutales nativos comestibles Solanaceae y Caricaceae, fenologia, usos y recoleccion de germoplasma
en el sur del pais” y evaluar la existencia de un posible nuevo taxdn silvestre (Pefa, 2005).

2. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento Nacional de
Recursos Fitogenéticos y Biotecnologia (DENAREF-INIAP). Se utilizaron 78 accesiones recolectadas
en las provincias de Azuay, Cafiar, Loja, Zamora Chinchipe y El Oro, al sur de Ecuador de las especies
V. candicans, V. goudotiana, V. longiflora, V. microcarpa, V. monoica, V. omnilingua, V. palandensis,
V. stipulata, V. parviflora, V. sp, V. x heilborne, V. x heilborne cv pentagona, V. x heilborne cv
chrysopetala, Carica papaya, Jaracatia digitata y J. spinosa.

2.1. Preparacion de la muestra

Se tomaron muestras foliares en estado inmaduro, estas fueron cuidadosamente conservadas y
transportadas al laboratorio en fundas zip lock debidamente etiquetadas, en cada una de estas se
adicionaron pequefios paquetes de gel de silice, los cuales se revisaron y cambiaron diariamente hasta
obtener un material totalmente seco. Cada una de las muestras secas fueron maceradas en morteros, en
donde se adicion6 0.2 g de antioxidante bisulfito de sodio. Luego, 0.5 g de material macerado fue
utilizado para cada una de las extracciones.

2.2. Extraccion del ADN

El protocolo empleado fue una combinacion de las técnicas de Ferreira & Grattapaglia (1998) y Del Rio
& Bambey tal como lo describen Yaguache & Medina (2003). Cuando las muestras se mostraron
contaminadas se sometieron a una purificacion con el protocolo de Jhingan (1992).

2.3. Cuantificacion del ADN

La cuantificacion del ADN genémico se llevd a cabo en mini-geles de agarosa 1%, mediante la
comparacion de los fragmentos de ADN obtenidos con los del estdindar ADN Low Mass Ladder, luego
de la electroforesis y la foto documentacion, cada uno de los fragmentos fue evaluado asignandole un
valor de concentracion (Morillo, 2000; Morillo & Mifio, 2011). Se realizaron las diluciones pertinentes,
a partir del valor obtenido en la cuantificacion, para obtener una concentracion final de 5 ng/ul* en cada
muestra diluida con TE 1X2.

2.4. AP-PCR

En base a estudios previos (Yaguache & Medina, 2003), se seleccionaron los 14 iniciadores: AA-02,
AA-04, AA-07, AA-11, AA-18, AC-01, AC-19, AM-04, AM-07, AM-09, AN-01, AN-15, AN-16, AN-
20. Las amplificaciones se realizaron colocando 3 pl de cada muestra de ADN (5 ng/ul) en tubos PCR,
en cada uno de ellos se adicion6 5.5 pl de la solucion de la mezcla de reaccion que consta de: 2.2 pl

! ng/ul: nanogram/microlitro
2 TE 1X: 10 mM de Tris HCl y 1 mM de EDTA, pH 8
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buffer PCR 5X (Tris pH8 0.25M, KCI 0.1M, MgCl.6H,0 0.005M, BSA 0.25%, Ficoll 400 0.75%,
Xylene Cyanole 0.05%) (Morillo, 2000), 0.13 ul de Taq polimerasa (5 U/ul®), 0.4 ul de DNTPs
(2.5mMc/u, MgCl0.025M), 2.3 pl de agua ultrapura y 0.4 ul del iniciador (20 pmol%); la mezcla
resultante fue cubierta con 10 pl de aceite mineral para evitar la evaporacion. Los tubos fueron
debidamente tapados y colocados en un termociclador MJ Research PTC-100 con la siguiente
programacion: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, seguido por 40 ciclos de amplificacion,
una desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundas, un alineamiento a 40°C durante 1 min, una extension
a 72°C durante 2 min, una extension a 72°C durante 7 min, y finalmente una conservacion a 4°C durante
5 min. Los productos de la amplificacion se migraron en geles de agarosa al 1.5% elaborados con buffer
TAE 1X'y bromuro de etidio (0.5 ug/ml). La electroforesis se llevo a cabo durante 3 horas a 110 voltios,
luego se fotografiaron los geles (20 x 10 cm) para la posterior identificacion y lectura de los fragmentos
polimorficos.

2.5. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el paquete estadistico NTSYS-pc (Rohlf, 1998), los pares de
similitud genética fueron calculados de la matriz de datos binarios. La lectura fue realizada en un sistema
binario donde 1 = presencia, 0 = ausencia; los fragmentos que representaron un dato dudoso durante la
lectura se nominaron con “9”, usando el coeficiente de Jaccard:

F = Mxy/(Mt-Mxyo)

donde F = coeficiente de Jaccard; Mxy = numero de fragmentos compartidos entre dos accesiones; Mt
= ndmero total de fragmentos en la matriz de datos; Mxyo = nimero de fragmentos en la matriz de datos
gue no fueron evidentes en ninguna de las accesiones.

Se obtuvo el respectivo dendrograma mediante el método de agrupamiento UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Arithmetic averages), y el uso de la opcién SAHN CLUSTERING del paquete
NTSYS. Paralelamente se realizo el andlisis de coordenadas principales (PCO) con el céalculo anticipado
de los valores eigen, todo esto en el mismo programa estadistico mencionado. Para poder medir el grado
de distorsion de los agrupamientos resueltos por el método anteriormente especificado, se empled el
coeficiente cofenético, cuyo valor “r”” debe ser igual o mayor a 0.8 para deducir que el método utilizado
fue el apropiado (Crisci & L6pez, 1993).

3. RESULTADOS

El protocolo de extraccién recomendado por Yaguache & Medina (2003), resultd eficiente para la
extraccion de ADN en estas especies. Durante la cuantificacion se observo la presencia de fragmentos
definidos y las concentraciones obtenidas de acuerdo a la valoracion con el estdndar Low DNA Mass
Ladder fueron de hasta 300 ng/ul.

De los 14 iniciadores utilizados se obtuvieron 76 fragmentos polimorficos que mostraron mayor
claridad y definicion, con un tamarfio entre 368 y 2102 pares de bases (pb). La replicabilidad se comprob6
repitiendo la amplificacion. EI menor nimero de fragmentos fue generado con los iniciadores AA-07 y
AN-16, y el mayor nimero fue amplificado con los iniciadores AA-02, AM-09 y AN-15, con 2y 8
fragmentos, respectivamente (Tabla 1).

3 U/ul: una unidad de actividad enziméatica/microlitro
4 pmol: picomole
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Tabla 1. Lista de los 14 primers utilizados con sus secuencias y los fragmentos polimérficas

amplificados.

Igggrlagt% gg ggg:%?] Secuencia 5'-3' Polimorfismos evaluados (tamafios en pb)
1 AA-02 GAGACCAGAC 1411, 1279, 1191, 1061, 992, 908, 832, 659
2 AA-04 AGGACTGCTC 917, 836, 762, 633
3 AA-07 CTACGCTCAC 1349, 1218
4 AA-11 ACCCGACCTG 1285, 991, 687
5 AA-18 TGGTCCAGCC 1607, 1228, 1144, 851, 796
6 AC-01 TCCCAGCAGA 1339, 997, 941, 749, 716, 573, 547
7 AC-19 AGTCCGCCTG 2102, 1822, 1497, 1286
8 AM-04 GAGGGACCTC 1330, 1165, 664, 633, 576
10 AM-07 AACCGCGGCA 993, 535, 595, 471, 415, 365
11 AM-09 TGCCGGTTCA 1183, 1051, 851, 774, 745, 678, 617, 541
12 AN-01 ACTCCACGTC 967, 850, 774, 667, 595, 572, 509
13 AN-15 TGATGCCGCT 1359, 1163, 999, 860, 458, 573, 548, 388
14 AN-16 GTGTCGAGTC 1079, 560
15 AN-20 GAGTCCTCAC 614, 561, 536, 524, 468, 415, 368

Las secuencias de cada uno de los iniciadores utilizados en el estudio, los respectivos rangos de
amplificacion, nimero de fragmentos obtenidos por iniciador y nimero y peso de los fragmentos
evaluados, se exponen en la Tabla 1. Las frecuencias de las bandas polimorficas evaluadas en los
materiales del estudio se encuentran en la Tabla 2. Se aprecia que las bandas mas frecuentes son AM-
07365 Y AN-151163 Y las menos frecuentes son AA-04g17, AA-181144 Y AA-1876.

Tabla 2. Frecuencias de las bandas polimdrficas evaluadas en los materiales estudiados.

Primer Presencias Ausencias  Dudosas Primer Presencias Ausencias  Dudosas
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
AA-021411 36 60 4 AM-07gg3 24 74 3
AA-021279 31 64 5 AM-07535 15 84 1
AA-021191 50 46 4 AM-07505 43 58 0
AA-021061 24 73 4 AM-07365™ 96 4 0
AA-02992 18 79 4 AM-07471 54 46 0
AA-02908 10 85 5 AM-07415 80 18 3
AA-02g3, 45 51 4 AM-0911g3 95 5 0
AA-02459 6 90 4 AM-091051 49 51 0
AA-04g36 78 20 3 AM-09gs5; 26 74 0
AA-0476, 25 74 1 AM-09541 59 41 0
AA-04433 58 43 0 AM-09¢7s 86 14 0
AA-04g17** 3 98 0 AM-09617 51 49 0
AA-071349 20 71 9 AM-09774 56 44 0
AA-071215 53 40 8 AM-09745 44 56 0
AA-11g; 29 70 1 AN-01s57; 89 11 0
AA-116g7 69 29 3 AN-01gso 35 65 0
AA-111285 58 43 0 AN-01g67 23 78 0
AA-181607** 3 93 5 AN-01509 9 91 0
AA-181144 35 60 5 AN-01s95 13 88 0
AA-18g51 28 68 5 AN-01¢67 48 53 0
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Tabla 2. (continuacién)

. Presencias Ausencias  Dudosas . Presencias Ausencias  Dudosas
Primer Primer
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

AA-181208** 3 93 5 AN-01774 28 70 3
AA-18796 25 70 5 AN-15;350 16 84 0
AC-011339 19 80 1 AN-151163* 98 3 0
AC-01941 16 83 1 AN-15g99 78 21 1
AC-01749 6 91 3 AN-15458 71 24 5
AC-01716 74 25 1 AN-15355 89 10 1
AC-01s573 85 15 0 AN-15573 59 36 5
AC-01547 33 66 1 AN-15548 36 63 1
AC-01g97 95 5 0 AN-15g60 41 55 4
AC-192102 24 75 1 AN-161079 53 45 3
AC-19182, 6 93 1 AN-16560 10 90 0
AC-191497 44 51 5 AN-20614 89 11 0
AC-191286 29 70 1 AN-20s61 8 93 0
AM-041165 8 93 0 AN-20s35 9 91 0
AM-04¢64 66 34 0 AN-20415 89 11 0
AM-04¢33 91 9 0 AN-20365 90 10 0
AM-04s575 86 13 1 AN-20478 11 89 0
AM-041339 73 26 1 AN-20524 18 83 0

* Fragmentos polimérficos con el porcentaje mas alto de presencias
** Fragmentos polimdrficas con porcentajes mas altos de ausencias

En la Figura 1 se muestran las frecuencias de los 76 fragmentos polimérficos evaluados, se puede
advertir que existen 21 de ellos con menos del 20% de frecuencias, es decir, que son raros en el grupo,
pudiendo constituirse en fragmentos de interés y que podrian dar alguna caracteristica especial en los
materiales que los poseen.

8

Menos de 20%
Entre 20 y 40%
Entre 40 y 60%
Entre 60 y 80%
Mayor de 80%

Figura 1. Frecuencias de los 76 fragmentos polimorficos evaluados en los materiales en estudio.

En la Tabla 3 se presenta los porcentajes de los fragmentos polimorficos que registraron menor
frecuencia en cada género y especie, destacandose AA-04q¢17, AA-181607 Y AA-181228, encontrados
solamente en las accesiones del género Carica; AA-026s9 esta presente solamente en las V. candicans y
V. parviflora; y AM-041165 en V. omnilingua y C. papaya.

La matriz generada por los datos moleculares, utilizando el coeficiente de Jaccard, indica los
coeficientes de similitud obtenidos entre pares de accesiones. Ademas, se puede observar que el valor
medio de similitud obtenido en todo el grupo de materiales estudiados es igual a 0.47. En cuanto al
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andlisis estadistico, en la Figura 2, se puede observar el dendrograma obtenido a partir de la matriz de
similitud, el valor cofenético aplicado en dicha figura fue igual a 0.82, segin Crisci & Lopez (1983) esto
indica una baja distorsion en la formacion de los grupos. En la mencionada figura, un corte realizado a
0.36 de similitud nos permite observar la separacion de 4 grupos (A, B, C y D): el grupo A, que integra
exclusivamente materiales de la llamada especie Vasconcellea candicans y corresponden a materiales
procedentes de provincia de Loja; el grupo B, que aglomera al resto de Vasconcelleas del estudio; el
grupo C, que agrupa a los dos Unicos materiales del género Jacaratia, que fueron colectados en la
provincia de Zamora Chinchipe; y finalmente el grupo D, que incluye a los materiales de Carica papaya
pertenecientes a la provincia del Azuay. Todos estos grupos comparten niveles de similitud bajos y esto
divide a los distintos géneros del estudio, excepto los materiales del grupo A con respecto a los del B,
lo cual indica que comparten muy poca informacion desde el punto de vista molecular.

Tabla 3. Distribucion de los fragmentos menos frecuentes en todas las especies evaluadas.
Porcentajes respecto al total de presencias

R EEEREEREEREEREEREEERE
P s Esdsi99eez322222%%%
VCAN 0O 0 80 O 13 0 0O 13 8 20 0 O O O 10 312 O 33 29 22 0
VCUN 7 0 O O 3 0 0O O 0 20 0 0O O O O O O O 14 0 14
VHEI 3% 13 0 0 19 0 0 33 8 20 0 O 8 71 10 15 0 O O 11 22
VLON 0O 0 0o o 0o OO O O 0200 0O O O O0OWO0OTWUOTWOTFO
VMIC 0 250 0 0 O O7 O O O O O 2140 8 0 0 12 0 7
VMON 7 0 0 0 O OOO O O 20 0 0O 0OOO O O0 0 0 o
VOMN 0O 0 0 0O 0O 0O 0 1315 0 20 83 O 0O 10 0 O 50 29 22 7
VPAL 0O 0 0o o 686 0O 0O OOOO 0 OO O O OO0OUO 00
VPAR 36 0 20 0 0 0O O O 23 0 0O O 25 0O 20 0 25 0 0 11 o
VSP 7 38 0 0 31 0 O 13 38 0O 40 0 17 O 30 8 25 17 0 22 21
VSTP 7 25 0 0 0O O O 13 8 40 O 0O 33 14 10 31 50 0 14 0 212
CPAP 0O O O 100 0 100100 7 O O O 17 8 O 10 8 O O 0 11 7
JAC 0O 0 0 O 00O O o0 o 0 0 8 0 0 O O O 0 0 OO
NBP 14 8 5 2 16 2 2 1513 5 5 6 12 7 10 13 8 6 7 9 14
%BPT 18 10 6 3 20 3 3 19 16 6 6 8 15 9 13 16 10 8 9 11 18

NBP: nimero de presencias por bandas polimérfica
%BPT: porcentaje de presencias con respecto al total (Tabla 2)
Los datos en color rojo significan la presencia de ciertas bandas de ADN solo en algunas accesiones

Como se expuso anteriormente, el grupo B lo conforman materiales del género Vasconcellea, y
dentro de este se puede advertir la integracion de 12 Subgrupos, cada uno de ellos formados por
materiales de las mismas especies, manteniendo entre ellos distintos niveles de similitud. Asi el
Subgrupo B1, que representa los materiales de la especie V. stipulata que han sido colectados en las
provincias de Azuay y Loja, se une a un nivel de similitud de 0.52 con el B2 que est4 formado por
materiales de los notomorfos pentdgona y chrysopetala del hibrido natural denominado V. x heilbornii,
todos ellos oriundos de la provincia del Azuay. Luego, en el nivel 0.46 de similitud, los materiales de la
especie V. parviflora (procedentes de la provincia de Loja) conglomerados en el subgrupo B3, se unen
con los fusionados Subgrupos B1 y B2. Por su parte, el Subgrupo B4 esté integrado por materiales de
V. sp. (colectados en las provincias del Azuay y Cafiar), nombrados de esta forma ya que constituyen
materiales que no se pueden ubicar en otra especie por diferir morfol6gicamente a las ya reconocidas.
Asi, se puede recordar que todas las V. sp. Comparten caracteristicas morfologicas con V.
cundinamarcensis pero que a la vez difieren con estar separada de V. cundinamarcensis (procedentes
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Figura 2. Dendrograma obtenido a partir de 76 bandas RAPD polimérficas evaluadas en los 78
materiales en estudio y correspondientes a los grupos: A (Azuay); B (Azuay, Cafar, El Oro, Loja,
Pastaza, Zamora Chinchipe); C (Zamora Chinchipe); y D (Azuay). Se ha realizado una linea de corte a
0.36 de similitud.

del Azuay y Cafar) cuyos materiales se encuentran en el Subgrupo B5 que a la vez estd mas cerca de
las V. longiflora (colectadas en el Azuay) que constituye a B6, a un nivel de similitud igual a 0.63, para
luego unirse a los materiales de V. sp. a 0.58 de similitud. El resultado de la union de los Subgrupos B5
y B6 con el B4, se liga luego en 0.53 de similitud al Subgrupo B7, formado por otros materiales del
denominado hibrido natural V. x heilbornii, pero esta vez corresponden a notomorfos desconocidos y
gue han sido colectados en la Provincia del Azuay. Esta nueva unién, a un nivel de 0.53 de similitud, se

Revista semestral de la DIUC
https://doi.org/10.18537/mskn.08.01.08 92



MASKANA, Vol. 8, No. 1, 2017

une con el Subgrupo B8 que corresponde a los materiales de la especie V. microcarpa procedentes de la
Provincia del Azuay.

El Subgrupo B11 que corresponde a V. goudotiana (todas ellas de la provincia de Loja) se fusiona
con el B10 que agrupa a materiales de V. palandensis, colectados en Zamora Chinchipe, en 0.63 de
similitud. EI Subgrupo B9 incluye materiales de la especie V. monoica (de las provincias de Pastaza y
Zamora Chinchipe) y el hibrido natural V. x heilbornii procedente de Loja, los cuales mantienen entre
ellos un nivel de similitud de 0.63. Seguidamente el Subgrupo B9 se une al B11 y B10 en 0.54 de
similitud. En un nivel un poco mas bajo de similitud (0.50), se une el conglomerado formado por los
Subgrupos B4, B5, B6, B7 y B8 con el integrado por los Subgrupos B9, B10 y B11. El resultado de este
altimo, y en un nivel de similitud correspondiente a 0.46, se fusiona con el Subgrupo B12 de materiales
de la especie V. omnilingua, las cuales se las ha colectado en la provincia de EI Oro. Por Gltimo, la
agrupacion formada por los Subgrupos B1, B2 y B3 se une con la otra agrupacion que constituyen todos
los Subgrupos de B4 a B12, en un nivel de similitud igual a 0.45.

4. DISCUSION

El dendrograma de la Figura 2 indica la formacion de cuatro grupos de los cuales el D es el mas distante,
con 0.30 de similitud, y que aglomera a materiales del género Carica, coincidiendo con el estudio
realizado por Van Droogenbroeck et al. (2002); Kyndt et al. (2005a) en donde se analiza mediante AFLP
(amplified fragment length polymorphism) las relaciones genéticas dentro y entre los géneros Carica 'y
Vasconcellea, proveyendo un fuerte soporte para considerar a Vasconcellea en un solo género;
resultados presentados por Van Droogenbroeck et al. (2004) usando PCR-RFLP sugieren la existencia
de dos linajes dentro de las Caricaceae, la primera comprende solamente a Vasconcellea spp., y el
segundo grupo contiene el resto de las especies de Vasconcellea, junto con genotipos de Carica,
Cylicomorpha y Jacaratia. Esta subdivision en dos linajes contrasta con los resultados publicados por
Aradhya et al. (1999) y con los nuestros, sin embargo, el agrupamiento observado en este estudio puede
servir como base para trabajos de fitomejoramiento. Se observa ademas a las V. candicans (Anexo 1) en
un nivel de 0.34 de similitud, lo cual muestra una gran distancia genética de los materiales pertenecientes
a este genero con respecto al resto de materiales de los grupos B y C, lo cual se evidencia también a
través de las distintas caracteristicas morfoldgicas existentes entre las mencionadas especies y el resto
de Vasconcelleas. Sin embargo, el resultado obtenido por Yaguache & Medina (2003) concuerda con lo
observado en el presente estudio, aunque Van Droogenbroeck et al. (2002) indican en su trabajo un
grado de similitud genética mayor, la distancia es considerable.

El grupo C de las Jacaratia mantiene un nivel de similitud igual a 0.35 considerandolo bajo y
coincidiendo ademas con el resultado obtenido por Van Droogenbroeck et al. (2002) en su estudio,
donde observa una baja similitud (menor a 0.30) entre las Jacaratias y las Vasconcelleas.

En el grupo B, que integra al resto de Vasconcelleas, se puede apreciar que la similitud esta en un
promedio de 0.45. Dentro de este se observa la formacién de 12 Subgrupos y las interrelaciones
genéticas existentes que a la vez coinciden, en algunos casos, con otros estudios realizados en las mismas
especies. Cada uno de los Subgrupos esta conformado por materiales, en su mayoria de la misma especie.
Cabe mencionar la separacion de los materiales del hibrido natural V. x heilbornii en tres Subgrupos
distintos B2, B7 y B9, similar resultado observd Van Droogenbroeck et al. (2002) en su estudio ya
mencionado, pero en este caso se ubicaban solamente en dos grupos distintos.

Segun Tina Kyndt (comunicacién personal) se han encontrado muchas V. x heilbornii que estan
mas relacionadas con V. stipulata; sin embargo, existe un pequefio grupo de V. x heilbornii que presentan
pubescencia y una relacion genética con V. cundinamarcensis. Kyndt et al. (2005b) reportaron
resultados del anlisis de secuencias de la region ITS® nuclear confirmando la presencia de dos linajes:
el primero integra a V. x heilbornii, V. weberbaueri, V. stipulata and V. parviflora; las relaciones y
evolucion de estos taxones mostraron una estrecha relacion fenética reportados por analisis moleculares
(Van Droogenbroeck et al., 2002, 2004; Kyndt et al., 2005a). El segundo linaje integra a todos los otros

5 ITS: Internal Transcriptional Sequence
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taxones dentro de Vasconcellea, sin embargo, notablemente el arbol filogenético ITS excluye de este
clado a V. quercifolia, V. chilensis, V. candicans y V. crassipetala y pone estos cuatro taxones en la base
de Vasconcellea.

Asi, se puede apreciar la cercania de los materiales de V. x heilbornii var. pentagona y chrysopetala
(Subgrupo B2) con las V. stipulata (Subgrupo B1) y luego éstas se relacionan genéticamente con las V.
parviflora (Subgrupo B3), al igual que lo obtenido por Van Droogenbroeck et al. (2002, 2004), donde
se presentan las mismas relaciones, pero con diferentes niveles de similitud, lo cual puede ser atribuible
a la distinta técnica molecular utilizada.

El segundo Subgrupo B7 corresponde a las V. x heilbornii que estan mas cercanas a la V.
cundinamarcensis corroborando una vez mas lo expuesto por Van Droogenbroeck et al. (2002) y Kyndt
(2005a, 2005b); sin embargo, Van Droogenbroeck et al. (2006) encontraron pruebas de hibridacién
contemporanea entre V. stipulata, V. cundinamarcensis y V. x heilbornii en el Sur del Ecuador.

El tercer Subgrupo B9 corresponde a las V. x heilbornii, las cuales estan mas relacionadas con las
V. monoica, dicho caso puede ser explicado por la forma del fruto y el peculiar comportamiento que
comparten los dos materiales del mencionado Subgrupo, que consiste en la persistencia del fruto en la
planta alin después de haber madurado. Ademas, se pudo observar un resultado similar en un estudio
realizado por Yaguache & Medina (2003) en donde se analiza mediante RAPD distintos genotipos de
Vasconcelleas del Sur del Ecuador.

El andlisis rapido de las caracteristicas morfoldgicas, fenolégicas y los datos moleculares obtenidos
sugieren la posible existencia de un hibrido natural entre V. monoica y V. x heilbornii, el cual fue
colectado en Loja y se encontraba conservado en la coleccion viva del proyecto INIAP-PROMSA,
ubicada en la Estacion Experimental Chuquipata, Granja Experimental Bullcay de INIAP pero que
lamentablemente se ha perdido como para proseguir con estudios que confirmen esta presuncion y que
aporten mayores conocimientos (Anexo 2). En varios reportes realizados por Kyndt et al. (2005a) y Van
Droogenbroeck et al. (2002, 2004, 2006), usando otras técnicas como AFLP, PCR-RFLP de ADN
mitocondrial y cloroplastos, se indica un alto grado de diversidad genética en V. x heilbornii,
probablemente resultado de varios eventos de hibridacion (mdltiples origenes) y segregacion después
de la reproduccion sexual.

Vasconcellea sp. (Subgrupo B4) es una planta silvestre registrada durante el estudio “Diversidad
de Frutales Nativos Comestibles Caricaceae-Solanaceae, Fenologia, Usos y Recoleccién de
Germoplasma en el Sur del Ecuador”. Segun Criollo (2003), comparte caracteristicas morfolégicas con
V. cundinamarcensis, pero a la vez presenta algunas diferencias en lo referente al fruto y pubescencia
(Anexo 3), que son caracteristicas que no concuerdan con las ya establecidas por Badillo et al. (2000)
para las especies de Vasconcelleas presentes en el Sur del Ecuador. Ademas, se la encuentra Gnicamente
en las estribaciones de la cordillera occidental, entre las provincias del Azuay y Cafar y sin haberse
registrado hasta el momento en otras localidades. Finalmente, sugiere que este grupo podria tratarse de
un nuevo registro para la parte Austral del Ecuador, ya que Badillo (2000) no reporta una especie con
estas caracteristicas en la zona. En el presente estudio, se puede observar en el dendrograma obtenido,
que efectivamente existe una relacion directa entre V. sp. (Subgrupo B4) y V. cundinamarcensis
(Subgrupo B5), pero a la vez se encuentran claramente definidos en dos grupos distintos en un nivel de
similitud de 0.58. Por lo tanto, se puede sugerir que los materiales de este Subgrupo B4 corresponden
por lo menos a otra variedad de la especie V. cundinamarcensis, sin embargo, esto podria ser objeto de
estudios més profundos que permitan confirmarlo. Van Droogenbroeck et al. (2004, 2006) sugieren que,
asi como V. x heilbornii, otras especies podrian originarse por hibridacion interespecifica.

Se puede advertir la cercania de las V. longiflora (Subgrupo B6) con las V. cundinamarcensis
(Subgrupo B5) en 0.63 de coeficiente de similitud. Cabe indicar que no se ha incluido en trabajos
anteriores a las V. longiflora junto con Vasconcelleas del Sur del Ecuador, por considerarlas propias de
Colombia, sin haber sido registradas en el Ecuador hasta la realizacion de las colectas por parte de los
proyectos financiados por PROMSA vy ejecutados por las instituciones INIAP-UDA (Universidad del
Azuay) y Fundacion San Francisco-UTPL (Universidad Técnica Particular de Loja). La cercania de los
Subgrupos B10 (V. palandensis) y B11 (V. goudotiana, nuevo registro para Ecuador), se apoya también
en algunas caracteristicas morfolégicas destacables que comparten como la forma de los frutos (Anexo
4). El dendrograma muestra un valor de 0.63 de similitud genética.
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En los trabajos de VVan Droogenbroeck et al. (2002, 2004) se incluyeron dos grupos de materiales
no identificados que habian sido colectados de las localidades Vilcabamba (Yambala) y Palanda,
denominandolos como carv y carp respectivamente. Las relaciones de similitud genética obtenidas de
ellos para con las V. palandensis fueron de alrededor de 0.58. Los autores de los mencionados estudios
concluyeron ademas que este grupo de accesiones (especialmente de las carv) comparten mucha
similitud morfoldgica con las V. palandensis, pero sus resultados moleculares indican que son distintos.
Finalmente sugieren que nuevas colectas deben ser realizadas y analizadas para determinar si esos
grupos (carv y carp) representan otra nueva especie. En andlisis anteriores de AFLP (Van
Droogenbroeck et al., 2002, 2004), V. monoica y V. palandensis, confirman su estrecha relacion
genética.

Kyndt (2005a, 2005b) han confirmado que los materiales carv del estudio de VVan Droogenbroeck
et al. (2002) corresponden a los que integran el Subgrupo B11 en el dendrograma de la Figura 2, ya que
provienen de los mismos sitios de colecta y han sido identificados por ellos tanto morfolégica como
molecularmente con V. goudotiana. Por otra parte, Romero (2004), en comunicacién personal, confirma
que estos materiales constituyen el primer registro de V. goudotiana en el pais, descartando asi la
sugerencia de que se trate de un nuevo taxdn para el Ecuador. Mientras que los materiales de carp no
han sido identificados aiin y probablemente se trate de hibridos espontaneos entre especies compatibles
(Kyndt, 2005b).

Finalmente, el dltimo Subgrupo B12, que corresponde a la V. omnilingua, se encuentra a un
coeficiente de similitud igual a 0.46 con otros Subgrupos de Vasconcellea (Figura 2).

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La técnica RAPD permitid discriminar grupos, los resultados guardan concordancia con otros trabajos
similares en los que incluso se han usado técnicas mas sensibles como AFLP, PCR-RFLP. En este
sentido, RAPD es recomendable para este tipo de estudios, sobre todo para nuestro medio, ya que es una
técnica simple, relativamente econémica y no requiere conocimiento previo sobre la secuencia del ADN
del genoma. La caracterizacién morfo-agrondmica es una forma factible de estimar la diversidad
genética y esencial para discriminaciéon de los genotipos, sin embargo, la mayor limitacion de esta
técnica se presenta cuando existen rasgos que podrian ser influenciados por el ambiente o rasgos de
herencia poligénica. Para solucionar este problema el uso de técnicas moleculares a nivel de ADN
permite detectar la variacion directamente y evaluar la relacion entre los genotipos, pudiendo ser los
RAPD una alternativa viable. Sin embargo, técnicas que usan marcadores dominantes como RAPD y
AFLP no son siempre exitosas para la identificacion e hibridos o estimaciones intraespecificas de
pardmetros genéticos en poblaciones.

El dendrograma obtenido mostrd agrupamientos claramente definidos por especie (Figura 2), y en
éste, se pudo confirmar las relaciones genéticas existentes entre las distintas especies, coincidiendo
muchas de ellas, con otros estudios publicados. La especie silvestre (V. sp.) presenta un agrupamiento
claro y definido, bastante cercano a V. cundinamarcensis. Este trabajo apoya la hip6tesis de nominarla
como un nuevo taxon, expresada por Criollo (2003). Sin embargo, esta conclusion debe ser reforzada
aln mas con estudios y analisis.

Los resultados del presente estudio no confirman a la especie silvestre V. sp. como un hibrido, dado
que todos estos materiales se conglomeraron dentro de un mismo grupo. El género Carica se presentd
como un grupo distinto, es decir, comparte un menor grado de similitud con el resto de materiales. De
igual forma, las V. candicans se ubican con bajos niveles de similitud respecto al resto de Vasconcelleas,
por lo que su inclusion dentro del género actual deberia revisarse. El grupo de las Vasconcelleas, excepto
V. candicans, mantiene un mayor nivel de similitud (0.45) y esta formado por 12 Subgrupos (Figura 2)
cuyas interrelaciones genéticas son muy parecidas a resultados obtenidos en trabajos anteriores. Existen
tres Subgrupos B2, B7 y B9 de V. x heilbornii que se encuentran distantes entre si, lo cual indica, que
parece ser un grupo de facil hibridacion. Asi, existe uno que comparte diversas caracteristicas
moleculares con V. stipulata, otro grupo con V. cundinamarcensis, y el Gltimo esta asociado con
materiales de V. monoica.
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ANEXO 1

(©) (d)

Fotografias de plantas y frutos pertenecientes a las V. candicans (a) y (c), y de una planta y varios
frutos representativos del género Vasconcellea (b) y (d), notese las diferencias en cuanto a la
forma de la hoja entera de V. candicans comparada con la palmilobulada caracteristica en el resto

de Vasconcelleas.
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ANEXO 2

(b)

Fotografias de los materiales pertenecientes al Subgrupo B9 del dendrograma de la Figura 2, (a) y (c)
son plantas con los respectivos frutos de las V. monoica, y (b) es una planta de V. x heilbornii con los
respectivos frutos. Notese el parecido de los frutos en cuanto a la forma, son brillantes y lisos, ademas
de ello permanecen en la planta por largo tiempo aln después de estar completamente maduras.
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ANEXO 3

(©) (d)

Fotografias de frutos y hojas de ejemplares pertenecientes a los Subgrupos B4 y B5
correspondientes a V. sp (b) y (d) y V. cundinamarcensis (a) y (c), respectivamente. Notese las
diferencias en cuanto a presencia de pubescencia en el envés de la hoja y las diferencias en el

fruto.
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ANEXO 4

(b)

Fotos que muestran la similitud morfoldgica de los frutos de un ejemplar de V. palandensis (a) con
respecto a V. goudotiana (b) pertenecientes al Subgrupo B11 en el dendrograma de la Figura 2.
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