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Resumen:

Se presentan las relaciones filogenéticas de las especies mexicanas de Vanilla, con base en
caracteres moleculares de la region ITS de los genes ribosomales. Las 10 especies de vainillas
mexicanas pertenecen a linajes distintos del género, aunque 8 forman parte del clado que incluye
a las especies econémicamente mas importantes (V. planifolia y V. pompona) y representan una
parte importante de los recursos genéticos secundarios de este cultivo. Se hicieron evaluaciones
de la variacion de los ITS y se determind que su secuencia es especifica para cada taxén y que
constituye una herramienta til para el reconocimiento de material estéril dentro de este grupo.
Los recursos genéticos primarios de vainilla estan conformados por los cultivares y especimenes
silvestres de V. planifolia. Se obtuvieron secuencias nucleotidicas de regiones gendmicas
supuestamente hipervariables con objeto de colectar datos que permitieran establecer una
genealogia en esta especie y contestar preguntas acerca del origen, diseminacion y procesos de
domesticacion en este cultivo. Las secuencias obtenidas (parciales de los genes Adh, CaM y
GapC4), muestran nula o poca variacidon, aunque en uno de los casos ésta es informativa y
aparentemente permite reconocer clones y sitios de origen de los especimenes. Sin embargo, la
variaciébn hasta ahora detectada es insuficiente para realizar un andlisis que brinde mayor
informacion sobre la historia de V. planifolia. Se presentan los resultados de un estudio sobre la
variacion y estructura genética, de las plantaciones e individuos silvestres conocidos de V.
planifolia, para lo cual se utilizaron datos de 15 loci electroforéticos polimérficos. Todas las
localidades presentan valores bajos en niveles de heterocigosis (H0o=0.000 a 0.078). Distintos
analisis: Fst, andlisis fenéticos y de parsimonia, indican una estructura de muy definida a poco
definida, pero existe. La variacion esta repartida principalmente en dos areas distintas, el norte de
Oaxaca y el norte de Veracruz, aunque individuos aislados de localidades de Tabasco, este de
Oaxaca y Chiapas pueden ser muy diferentes electroforéticamente. Los indices de fijacion (F)
son positivos, muy altos y cercanos a 1, y difieren significativamente del esperado para un
entrecruzamiento al azar. Los datos sugieren gque ha existido endogamia. Se presentan valores
de flujo génico y de tasas de entrecruzamiento; el flujo génico es bajo y el sistema de
reproduccién dominante es la autofertilizacion. Los valores de diversidad genotipica no reflejan la
existencia de una extensa propagacion clonal y sugieren que las técnicas de electroforesis estan
sobrestimando el nimero de genotipos existente. Por Ultimo se sefalan algunas observaciones
sobre el manejo de los recursos genéticos de las vainillas cultivadas, indicandose rasgos
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deseables de otras especies mexicanas silvestres susceptibles de ser incorporados a este
cultivo. La conservacién de los recursos genéticos de Vanilla planifolia requiere principalmente de
un plan de manejo ex situ, debido a las condiciones criticas de conservacion de esta especie en
estado silvestre. Se recomienda la creacién de un banco de germoplasma y el mejoramiento de
las condiciones en las plantaciones, especialmente en Oaxaca, como una estrategia para el
mantenimiento de la diversidad genotipica en las plantaciones.

e * E| presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente o la
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consultarse en www.conabio.gob.mx
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RESUMEN DE LOS ANALISIS REALIZADOS

Se hizo una propuesta de las relaciones filogenéticas de las especies mexicanas del
género Vanilla. Estas relaciones se establecieron a partir de datos de secuencias
nucleotidicas del espaciador interno (ITS) de los genes nucleares ribosomales. Se
evalud la variacion de las secuencias de ITIS, concluyéndose que éste es especifico para cada
taxon reconocido, y que la pequefia variacion dentro de una especie, no es informativa
en términos genealdgicos. Sin embargo, la variacion entre las especies fue abundante y
suficiente para establecer una hipdtesis filogenética soélida, mediante andlisis de
parsimonia.

Adicionalmente se colectaron datos de regiones nucleotidicas hipervariables, principalmente
intrones o zonas ricas en intrones de genes codificadores de enzimas y proteinas
importantes en el metabolismo basa] de las plantas, e.g. la calmodulina, la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa y la alcohol deshidrogenasa, con el objetivo de detectar variacion
intraespecifica en Varilla plan folia, que permitiera establecer una hipotesis de las
relaciones genealdgicas en esta importante especie. Las variacion nucleotidica
encontrada fue nula en la ADH, muy pequefia en CaM y pequeiia en G3PDH. Estas
secuencias se analizaron por métodos de parsimonia. Sin embargo, los analisis de la
estructura del gen putativamente homodlogo, codificador de la G3PDH en maiz y la
variacion observada en V. planifolia sugieren que otras secciones de este mismo gen
pueden ser estudiadas, con buenas posibilidades de encontrar variacion abundante para
establecer relaciones genealdgicas. Por el momento el gen GAPC4 (el codificador de esta
G3PDH) parece ser un marcador molecular adecuado para el reconocimiento de cultivares
y especimenes de distintas regiones geograficas. Paralelamente se colectaron datos de
variacion electroforética para realizar la descripcion de la variacidn y la estructura genética
de Vanilla planifolia. Se incluyen descripciones formales de esta variacion y estructura
mediante analisis usuales de genética de poblaciones y se hace una evaluacion de las
bondades del método en este sistema.

Los niveles de variacion genética son bajos a medios, la endogamia parece ser un factor
importante en esta especie y existe diferenciacion genética entre las regiones donde
habita.



RESUMEN DE RESULTADOS

Se presentan las relaciones filogenéticas de las especies mexicanas de Varilla, con base en
caracteres moleculares de la region ITS de los genes ribosomales. Las 10 especies de
vainillas mexicanas pertenecen a linajes distintos del género, aunque 8 forman parte del
ciado que incluye a las especies econdmicamente mas importantes (V. planifolia y V.
pompona) y representan una parte importante de los recursos genéticos secundarios de este
cultivo. Se hicieron evaluaciones de la variacion de los ITS y se determind que su
secuencia es especifica para cada tazéon y que constituye una herramienta util para el
reconocimiento de material estéril dentro de este grupo.

Los recursos genéticos primarios de vainilla estdin conformados por los cultivares y
especimenes silvestres de V. planifolia. Se obtuvieron secuencias nucleotidicas de
regiones gendmicas supuestamente hipervariables con objeto de colectar datos que
permitieran establecer una genealogia en esta especie y contestar preguntas acerca del
origen, diseminacién y procesos de domesticacion en este cultivo. Las secuencias
obtenidas (parciales de los genes Adh, CaM y GapC4), muestras nula o poca variacion,
aunque en uno de los casos ésta es informativa y aparentemente permite reconocer
clones y sitios de origen de los especimenes. Sin embargo, la variacion hasta ahora

detectada es insuficiente para realizar un anulais que brinde mayor informacién sobre la
historia de V. planifolia.

Se presentan los resultados de un estudio sobre la variaciéon y estructura genética, de las
plantaciones e individuos silvestres conocidos de V. planifolia, para lo cual se utilizaron datos
de 15 loci electroforéticos polimoérficos. Todas las localidades presentan valores bajos en
niveles de heterocigosis (Ho = 0.000 a 0.078). Distintos analisis, FST, analisis fenéticos y de
parsimonia, indican una estructuracion de muy definida a poco definida, pero existente. La
variacion estd repartida principalmente en dos areas distintas, el norte de Oaxaca y el norte
de Veracruz, aunque individuos aislados de localidades de Tabasco, este de Oaxaca y
Chiapas pueden ser muy diferentes electroforéticamente. Los indices de fijacion (F) son
positivos, muy altos y cercanos a 1, y difieren significativamente del esperado para un
entrecruzamiento al azar. Los datos sugieren que ha existido endogamia. Se presentan
valores de flujo génico y de tasas de entrecruzamiento; el flujo génico es bajo y el
sistema de reproducciéon dominante es la autofertilizacion. Los valores de diversidad
genotipica no reflejan la existencia de una extensa propagacién clonal y sugieren que las
técnicas de electroforesis estan sobrestimando el numero de genotipos existente.

Por ultimo se sefialan algunas observaciones sobre el manejo de los recursos genéticos de
las wvainillas cultivadas, indicandose rasgos deseables de otras especies mexicanas
silvestres susceptibles de ser incorporados a este cultivo. La conservacion de los

recursos genéticos de Varilla planifolia requiere principalmente de un plan de manejo



ex situ, debido a las condiciones criticas de conservacién de esta especie en estado
silvestre. Se recomienda la creacion de un banco de germoplasma y el mejoramiento de las
condiciones en las plantaciones, especialmente en Oaxaca, como una estrategia para el

mantenimiento de la diversidad genotipica en las plantaciones.



PROYECTO JI01. FILOGEOGRAFIA Y RECURSOS GENETICOS DE
LAS VAINILLAS DE MEXICO

REPORTE FINAL

OBJETIVO 1 . Proponer una hipotesis sobre las relaciones filogenéticas de las especies mexicanas
del género Vanilla Plum. ex Mill., con base en secuencias del espaciador interno transcrito (ITS)
de ADN ribosomal.

OBJETIVO 2. Hacer evaluaciones de la variacion intraespecifica de esta region del espaciador

interno transcrito.

El género Vanilla Plum. ex Mill. incluye la unica especie de orquidea de
importancia economica, aparte de las especies ornamentales. Los frutos de V. planifolia G.
Jackson producen la vainilla comercial una vez que las capsulas carnosas se deshidratan y
fermentan (Smith et al. 1992). Otras especies americanas también producen frutos fragantes, pero
raramente se utilizan como fuente de aromatizantes.

Las mas de 110 especies de Vanilla estan ampliamente distribuidas en las
zonas bajas de los trépicos del Viejo y el Nuevo Mundo, pero solamente dos especies aparte de V.
planifolia, se cultivan en menor escala: V. pompona Schiede y V. tahitiensis J.W. Moore.
Vanilla pompona es nativa de México, Nicaragua y Costa Rica, y se encuentra naturalizada en
las Antillas. Otras especies afines, frecuentemente consideradas coespecificas (V.
pseudopompona Soto Arenas y V. grand flora Lindl.) son nativas de Panama y Sudamérica,
respectivamente. Estudios en curso parecen apoyar la idea de que Vanilla tahitiensis es un hibrido
espontaneo entre V. odorata Presl y V. planifolia (Soto, Pignal y Alvarez-Buylla, datos no
publicados). Las vainillas fueron llevadas a Tahiti desde Filipinas (Rain, 1986), a donde los
espaiioles llevaron este cultivo durante el periodo colonial.

En México se colectan frutos de V. pompona para usos locales en diversas
regiones, principalmente en Nayarit y Oaxaca. Vanilla odorata es colectada ocasionalmente en
la Selva Lacandona principalmente para aromatizar ron. Las capsulas de Vanilla odorata se han
colectado también en Ecuador y Bolivia con fines similares (Ames, 1925). Los mayas conocen
la vainilla, a la que nombran"sisbic", pero se desconoce si utilizan alguna de las especies
silvestres de la Peninsula de Yucatan (V. insignis Ames y V. phaeantha Rchb. f.), o si se trata de
la V. planifolia cultivada. A pesar de que la distribucion de V. odorata se extiende hasta
Bolivia, es obvio que una parte importante de los recursos genéticos de las vainillas cultivadas se
encuentra en México; ademas, la morfologia de las flores sugiere que las especies mas cercanas

a las cultivadas son también silvestres en México.



Sistemdatica. La poza génica secundaria de las vainillas cultivadas estd constituida por las
especies cercanas. Las vainillas cultivadas pertenecen a la seccion Lamellosae del género y
potencialmente puede cruzarse con otras especies americanas de la misma subseccion o con
especies asiaticas. Sin embargo, la sistematica compleja de Vanilla es un obstaculo para la
planeacion del fitomejoramiento de este cultivo, por lo que el esclarecimiento de la taxonomia y el
entendimiento de las relaciones filogenéticas de las especies, aunque sea a nivel regional, es
importante.

Tradicionalmente Vanilla ha sido considerado como un grupo taxondémicamente
dificil debido a distintas razones. Existe muy poco material preservado en los herbarios porque se
trata de especies hemiepifitas que florecen generalmente en el dosel de la selva, tienen muy bajas
densidades poblacionales y florecen sincronicamente. El poco material disponible es ademas dificil
de estudiar debido a la mala preservacion de las flores. Aunado a lo anterior debe mencionarse que
los especimenes estériles son frecuentemente imposibles de identificar, pues el habito hemiepifito
conlleva una enorme variacion en la morfologia de tallos y hojas; por ejemplo, un mismo individuo
puede presentar o no hojas en distintas partes de él expuestas a distintos ambientes luminicos. Otro
factor adicional que complica su estudio es que probablemente la mitad de las especies del género
fueron descritas de material estéril.

Todos estos factores contribuyen a que no pueda determinarse con exactitud el
nimero de especies validas en el género. Vanilla ha sido revisado en dos distintas ocasiones
(Rolfe, 1896; Portéres, 1954), pero ambas revisiones son incompletas, dificiles de utilizar y
frecuentemente erroneas.

Un problema practico al que se han enfrentado las personas interesadas en vainilla
es la identificacion de las especies y cultivares. Frecuentemente es imposible conseguir material
fértil para realizar una determinacion y la semejanza de las especies y la variacion interna entre ellas
no permite hacer identificaciones confiables con base en material vegetativo. Las dos mayores
colecciones de vainilla, la de Union Camp, en Princeton, N.J. y la de los Jardines Nacionales de
Francia, estan constituidas mayormente de especimenes no determinados que nunca han florecido.

En México se establecieron al final de la década de los 80's plantaciones de vainilla en la zonas
chinanteca y mazateca de Oaxaca que incluian V. cribbiana Soto Arenas, V. inodora Schiede,
V. insignis, V. odorata, V, planifolia y V. pompona, aunque laintencion era cultivar solamente V.
planifolia. Vanilla cribbiana no fue reconocida como distinta hasta hace un par de afios y es
vegetativamente indistinguible de V. planifalia, a pesar de no estar cercanamente relacionada a ella.
Ante esta problematica el uso de marcadores moleculares representa una alternativa

para la correcta determinacion de las especies, que aunque sofisticada y cara,



resulta infinitamente mas barata que la inversién en el establecimiento de plantaciones con
especies sin valor comercial.

Desde la perspectiva del fitomejorador Vanilla es un caso complejo. Un
fitomejorador esta interesado en los cultivares de la especie econdomicamente importante, en los
individuos silvestres de esa especie, en las especies filogenéticamente préximas y por ultimo en
especies no tan cercanas (Smith et al., 1992). Todas ellas constituyen los recursos genéticos en
los que pueden buscarse caracteres deseados para ser incorporados en el cultivo. Cuando la
sistematica del grupo es compleja, pues no estd claro el numero de entidades, ni se ha
determinado la monofilia del grupo, ni existen hipotesis filogenéticas sobre las relaciones de sus
miembros, como es el caso de vainilla, es indispensable producir informacion sobre estos puntos
antes de empezar el fitomejoramiento. El unico intento de fitomejoramiento de vainilla que se
ha realizado es el trabajo de Childers ef al. (1959) en Puerto Rico, quienes intentaron tranferir
genes de resistencia a V. planifolia hibridandola con vainillas silvestres de Puerto Rico, algunas de
ellas tan distantemente relacionadas con V. planifolia (e.g. V. barbellata Rchb. f.), que la
probabilidad de fertilizacién era extremadamente baja, y no existen registros en la literatura del
destino de estas cruzas.

Varilla pertenece a un linaje basal en la familia de las orquideas, tan primitivo
que alguna vez fue considerado como una familia distinta por Lindley (1835). Datos recientes
sugieren que el linaje vanilloide es el mas basal entre las orquideas con una antera
(Dressler y Chase, 1995). Algo sorprendente es que a pesar del gran numero de rasgos primitivos
(e.g. habito trepador, venacion reticulada, polen en ménadas y semillas esclerdticas), las flores de
las vainillas tienen una estructura y mecanismos de polinizacion tan complejos como las
orquideas derivadas. El estudio de la evolucion de la morfologia floral en las vainillas puede ser
ilustrativo para entender la evolucion de las orquideas con una antera.

Formalmente Vanilla pertenece a la subtribu Vanillinae de la tribu Vanilleae. No
existe una evaluacion critica sobre la validez y monofilia de los géneros vanilloides. Garay
(1989), separd de Vanilla al género monotipico Dictyophyllaria, asi como al género
micotrofico Pseudovanilla. Sin embargo, la circunscripcion de Vanillinae y las subtribus
relacionadas, Galeolinae y Lecanorchidinac es objeto de debate. Garay (1987) incluyé en
Vanillinae a los géneros Palmorchis, Neobarlettia,Dictyophyllaria, Vanilla, Cyrtosia y
Rhizanthella; mientras que Dressler (1993) consider6 en Vanillinae a los géneros
Clematepistephium, Dictyophyllcaria, Epistephium, Eriaxis y Vanilla. Este desacuerdo se
origina por los diferentes pesos dados a caracteres particulares (e.g. semillas aladas, estructura
del fruto, grado de fusion entre el labelo y la columna, y habito de crecimiento). Los
problemas sobre el establecimiento de las relaciones filogenéticas de estas orquideas estan siendo

abordados



por Cameron y Chase (com. pers.) con la ayuda de marcadores moleculares, principalmente
los genes rbcL y 185.

Rolfe (1896) dividid el género Vanilla en dos secciones, Aphyllae y
Foliosae, mientras que Portéres (1954) reconocid 3 subsecciones dentro de Foliosae:
Lamellosae. Papillosae y Membranacea, a saber (Los taza de Portéres no fueron
apropiadamente tipificados y son nomenclaturalmente invalidos. La seccion Foliosae y la
subseccidn Membranacea deben ser la seccion y subseccion Vanilla, en cumplimiento con las
normas del Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica; sin embargo en algunos casos
se hara referencia a esta clasificacion para facilitar la comunicacion),

Debido a que la morfologia floral de las vainillas mexicanas es en
algunos casos muy similar entre ciertas especies e incluso desconocida para otras, desde un
principio se plante6 que para obtener una filogenia robusta deberian explorarse
caracteres no morfologicos. Estos caracteres consisten de secuencias nucleotidicas de todo
el espaciador interno transcrito (ITS) de los genes ribosomales, incluyendo la region
codificadora 5.8S (véase Baldwin 1992, Hillis y Dixon, 1.991).

MATERIALES Y METODOS
Taxa estudiados. El nimero de especies mexicanas reconocidas de Vanilla se ha
incrementado recientemente. Williams (1941) reconocid 4, V. planifolia, V. inodora , V.
pfaviana Rchb. f. (sinonimo de V. inodora) y V. pompona. Soto (1988) enlistdé Vanilla
mexicana (Sw.) Mill (la cual no es nativa de este pais), V. odorata (basado en especimenes
ahora referidos a V. insignis), V. pfaviana, V. planifolia y V. pompona.
Las especies de vainilla ahora reconocidas para México son Vanilla

cribbiana Soto Arenas (roed.), V. hameri Soto Arenas (roed.), V. inodora, V. insignis,
V. odorata, V. perplexa Soto Arenas, V. phaeantha, V. planifodia, V. pompona y una especie

recién descubierta, muy similar a V. planifolia (Vanilla sp. M. Soto 8355, datos no
publicados). Todas las especies fueron analizadas, tomandose 5 individuos de cada una, con
las excepciones que a continuacidn se indican. Varilla hameri se conoce de México de un
espécimen de herbario, estéril, de principios de siglo, y no ha vuelto a colectarse, el
espécimen aqui analizado es hondurefio. Vanilla phaeantha y Vanilla sp. MAS 8355 se
conocen también de un espécimen en Méeéxico. Varilla barbellata fue ilustrada por
Anastasio Echeverria cerca de 1800 (Expedicion de Sessé y Mocifio), de una planta
supuestamente mexicana, pero nunca ha sido localizada en México de nuevo, aunque existe
en muchos sitios del Caribe. Una secuencia del ITS de V. barbellata fue proporcionada por
el Dr. K. Cameron, obtenida de una planta de Puerto Rico. Paphiopedilum fairrieanum
Pfitzer (de la subfamilia Cypripedioideae), y Palmorchis sp. (ubicada por Garay, 1987, en
Vanillinae, o en la subtribu Palmorchideae por Dressler, 1993) fueron también analizados y

definidos como grupos externos para enraizar los arboles, basados en argumentos discutidos



por Dressler y Chase (1995), y Dressler (1993); estos géneros no son miembros del ciado
vainilloide, aunque cercanos a ¢€l. Evidencia molecular. Datos de secuencias nucleotidicas
fueron colectados del espaciador interno transcrito, conocido por sus siglas en inglés, ITS, de
la region de los genes 1826S de los genes nucleares del DNA ribosomal. Esta region es
reconocida como util para la reconstruccion filogenética, comparada con otros genes
nucleares, por el alto nimero de copias que posee (Rogers y Bendich, 1987) y la rapida
evolucion concertada debida a un entrecruzamiento desigual (unequal crossingover) y a la
conversion génica (Amheim, 1983; Wendel ez al. 1995). A consecuencia de estos factores,
la regién ITS es generalmente homogénea, o casi, dentro de un genoma, y una sola
secuencia de ITS puede caracterizar a un individuo. Adicionalmente, su evolucidn
concertada y la recombinacidn sexual tienden a promover la uniformidad de la region ITS
dentro de poblaciones en donde hay entrecruzamiento (Soltis y Kuzoff, 1993). El ITS
tiene distintas tasas de evolucion dentro y entre las distintas subunidades y espaciadores
que lo componen (Jorgansen y Cluster, 1988). El ITS tiene tasas de substitucion
nucleotidica relativamente altas en los espaciadores transcritos, lo cual permite construir
filogenias de taxa que han divergido relativamente recientemente. Analisis filogenéticos de
secuencias de la region ITS de otras orquideas (e.g. Lycaste, A. Ryan, com. pers.; Prostechea
y Encyclia, W. Higgins et al., com. pers.) y otras plantas (Baldwin, 1992; Baldwin et al., 1991,
1993, 1995; Suh et al., 1993) generalmente producen resultados altamente corcondantes
con filogenias de esas mismos taxa, basados en sitios de restriccion de DNA de
cloroplasto o en rasgos morfoldgicos. Ademas, la region ITS generalmente puede ser
amplificada rapidamente mediante PCR (reaccion en cadena de la polimeraza) y
posteriormente secuenciada con sondas universales situadas en las regiones cistridnicas
conservadas de los genes 18S y 26S (Liston ef al., 1996). Una posible limitante de los
ITS en la sistematica de plantas con flores es que esta region genodmica es relativamente
pequeiia, generalmente menor que 700 pares de bases. Debido a que la region codificadora
5.8 S (164 pb) presenta muy poca variacion, s6lo menos de 536 pb son potencialmente

sitios informativos.

Las secuencias de ITS que se presentan en el Apéndice 1 fueron obtenidas
mediante amplificaciones por PCR (Saiki et al., 1988) de preparaciones totales de DNA.
Extracion de DNA. E1 DNA total fue aislado de tejido fresco (hojas) o deshidratado en silica
gel, utilizando una modificacion del protocolo Murray y Thompson (1980). En cada
extraccion se utilizo tejido de un solo individuo. Un segmento de 3-4 cm' de una hoja
joven fue molida en nitrogeno liquido en un micromortero hasta que el tejido fue
pulverizado. Aproximadamente 1 g de tejido pulverizado fue mezclado en otro
micromortero con 1 ml del buffer de extraccion CTAB 2X (1 OOmM Tris-HC1 pH 8, 1.4 M
NaClI, 20mM EDTA, CTAB 2%, 0.3% b-ME, PVP 40 2%), hasta obtener un



fluido homogéneo. Todo el producto se transfirio a un tubo Eppendorf etiquetado. Se
centrifugd a IOKpor 8-10 minutos. Se desecho el sobrenadante y el pellet se resuspendid en
600u1 de buffer de extraccion. Se incubd a 60C por 10 minutos. Se afladieron 600ul de
cloroformo-octanol (24:1 v/v) y se mezclo vigorosamente. Centrifugado a 7k por 12-15
minutos hasta que el sobrenadante estuvo claro. La fase superior acuosa (600 ml) se
transfiri6 a un nuevo tubo. Se afiadieron 400111 de isopropanol frio mezclandose varias
veces por inversion; se almacend a -20C toda la noche para incrementar la precipitacion.
Centrifugado a 9K por 5 minutos y se desecho el sobrenadante. El pellet se lavd 2 veces
llenando el tubo con etanol al 70%, para remover el cloroformo-octanol, centrifugando
a 9K por 5 minutos. El pellet se resuspendio en 100-20dul de TE (10n IM tris-HCI ph8,
EDTA 1 mM). Las amplificaciones por PCR se realizaron en volumenes de 100pl en buffer
Tris 10 mM (pH 8.3) que contenia 50mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 100uM dNTP (25uM de
cada nucledtido), SOpM de cada oligonucleétido, aproximadamente 1 11g templado, 1.25
unidades de polimeraza (Replitherm), 1 % BSA, and 5% DMSG. Se utilizaron los
oligonucleétidos 265-25R (5'-TAT GCT TAA ACT CAG CGG GT-3") e ITSS (5' -
GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G -3") que amplifican toda la region ITS. El perfil
de amplificaciéon con 35 ciclos fue: 1" a 94C (desnaturalizacion), 20" a 55C
(reasociacion, "annealing"), y 17130"" a 72C (polimerizacion), en un termociclador Gene
Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer). Los productos de PCR se purificaron con
QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Las amplificaciones purificadas fueron
reamplificadas por PCR (25 ciclos) y purificadas, ya sea con QIAquick Gel Extraction
KIT or con High Pure PCR Product Purification Kit (Boehringer Mannheim). Secuenciacion.
La secuenciacion ciclica y la quimica de tincién terminal (dye-terminator chemistry) se
utilizaron para obtener las secuencias y las muestras se analizaron en un secuenciador
fluorescente ABI modelo 373A, con los mismos oligonucleétidos (ambos sentidos), en el
Departmento de Botanica y Fitopatologia de la Universidad del Estado de Oregon,
Corvallis.

La edicion de las secuencias complementarias de una misma muestra se realizo en los
paquetes Gene Works (version 2.0, IntelliGenetics, Inc. Mountain View, Cal., 1991 )y
SEQPUP (version 0.6, D.G. Gilbert, 1996).

La identidad de las secuencias se evalud contrastando nuestras secuencias contra el
GenBank por medio de BLAST.

La alineacion de las secuencias se hizo utilizando los paquetes CLUSTAL W
(Thompson et al. 1994), y se presenta en el Apéndice 2.

Analisis filo genético. Debido a que la calidad de la secuencias no fué homogenea para
todas las muestras, se decidio utilizar solo las secuencias nucleotidicas con mejor seiial de
secuenciacion para cada especie, eliminando aquellas con un numero excesivo de sitios no

determinados (e.g. > 5%). Los sitios nucleotidicos alineados fueron vaciados



en una matriz de McClade (version 3.04, W.P. Madison y D.R. Madison, 1992, Sinauer
Associates Inc.). Los "gaps" se trataron como sitios faltantes. Los analisis filogenéticos se
hicieron utilizando el programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony, version 3.1,
D.L. Swofford, The Illinois Natural History Survey). Se hicieron busquedas heuristicas,
siendo las opciones "stepwise addition" y "random addition sequence of taxa", con 50 réplicas, y
ACCTRAN. Los valores de "bootstrap" fueron calculados para la matriz de datos moleculares en
100 réplicas; las opciones fueron "retener grupos compatibles con la regla de mayoria cle 50%,
"stepwise addition" y "closest addition sequence of taxa".
RESULTADOS

El andlisis filogenético de todas las especies resultd en 17 arboles igualmente
parsimoniosos de 844 pasos, con un indice de consistencia (CI) = 0.762, indice de homoplasia
(HI) = 0.238, CI excluyendo caracteres no informativos = 0.750, HI excluyendo caracteres
no informativos = 0.250, indice de retencion (RI) = 0.867 y CI rescalado (RC) = 0.661.
El arbol de consenso estricto de estos 17 arboles igualmente parsimoniosos se muestra en la Fig.
1.

El andlisis de "bootstrap” resultd en un arbol idéntico al arbol de consenso
estricto de los 17 arboles mas cortos (Fig. 2), por lo que pueden concluirse varios puntos a
partir de ellos. Primeramente resulta importante resaltar que las secuencias de ITS de las
Vanilla de México son especificas para cada especie. Tanto
Ramilla cribbiana, como V. pompona, V. insignis, V. odorata V. planifolia y V. inodora, esto es,
las especies de las cuales se incluyeron varias secuencias, muestran valores de bootstrap no
solamente altos, sino del 100 %. Esto permite disponer de una herramienta util para la
identificacion de material, atin cuando no se disponga de estructuras reproductivas.

Segundo, nuestros drboles muestran que las especies de Vanilla analizadas son
un grupo monofilético ya que los datos son compatibles con la definicion de Pahiopedilum y
Palmnrchis como grupos externos. Vanilla inodora, de la subsec. Membranacea es la especie
mas basal de todas, incluso mas basaj que V. barbellata, de la secc. Aphyllae. Esto muestra que la
clasificacion generalmente aceptada del género, esto es que el grupo se divide en dos secciones
Aphyllae y Foliosae es incompatible con la filogenia. Puede afirmarse que existen tres linajes que
han divergido considerablemente entre las especies mexicanas de Vanilla.

El resto de las especies mexicanas de Varilla estan relacionadas con V.planifolia
y V. pompona, las especies mas cultivadas y representan una fuente importante de caracteres en
cualquier programa de mejoramiento de este cultivo. A diferencia de lo establecido en la literatura,

V. pompona y V. planifolia no estan estrechamente relacionadas.



Con respecto a nuestro segundo objetivo, se puede decir que lavariacion
intraespecifica de los ITS, encontrada en las vainillas mexicanas no es informativa en
términos genealdgicos. Se considera que la variacion es informativa si es congruente en dos o
mas especimenes. Aunque las secuencias colectadas dentro de una especie muestran algo de
variacion, esta variacion es tan pequefia que no es posible establecer qué proporcion refleja
relaciones genealogicas o problemas técnicos de la secuenciacion. Secuencias de especimenes de
una misma especie que obtuvieron una buena sefial de secuenciacion son casi idénticas entre si en
toda la region ITS. Secuencias que tuvieron mala sefial de secuenciacion son mas distintas y
muestran gran nimero de sitios no determinados. Bajas seriales de secuenciacion se obtuvieron en
especimenes que mostraron bajas concentraciones de amplificado.

En un intento por describir y evaluar esta variacion, se analizaron las secuencias
de distintos especimenes de V. pompona, la especie con mayor numero de individuos
secuenciados (son necesarios al menos 4). Vanilla pompona esta conformada por dos conjuntos
de poblaciones en México, uno de la vertiente del Golfo de México en Veracruz y el norte de
Oaxaca, que se caracteriza por sus flores con segmentos extendidos de grandes dimensiones, y
otras poblaciones de la costa Pacifica de México con flores semicerradas con segmentos de 213
de la longitud de las flores de las poblaciones de la vertiente del Golfo. Ademas, se incluyeron
algunas secuencias de otros 2 taxa muy cercanamente relacionados y frecuentemente
considerados por otros taxénomos sinénimos de V pompona, V. pseudopompona de Panama y
V. grandiflora de Sudamérica. Una forma escapada de este complejo se localiza en las
Pequenias Antillas y también se incluyd (las secuencias de estos especimenes de otros paises seran
depositadas proximamente en el GenBank).

La variacion en las secuencias de ITS del complejo de V. pompona es de 38
sitios variables no informativos, 45 informativos y 597 constantes, de un total de 680 sitios
alineados (véase la Tab. I).

El analisis filogenético de las secuencias de V. pompona y sus aliados encontrd
15 arboles mas cortos de 112 pasos con un Cl = 0.902, HI = 0.098, CI excluyendo caracteres no
informativos de 0.848, HI excluyendo caracteres no informativos = 0.151, RI = 0.885 y RC
= 0.798. El arbol de consenso estricto se muestra en la Fig. 3 con los valores de bootstrap

asociados a las ramas.

DISCUSION

Nuestros resultados son congruentes con datos morfoldgicos de las vainillas
mexicanas. Vanilla inodora tiene una serie de rasgos ausentes en el resto de las especies, como
inflorescencias no diferenciadas de los tallos vegetativos, columna fusionada al labelo sélo en la
base, columna glabra en la superficie ventral, antera subapical, estigma céncavo, labelo sin

callo penicilado  pétalos sin quilla dorsal



expuesta antes de la antesis. La divergencia morfoloégica es tan grande que se estan
analizando otras especies de la secc. Membranacea para evaluar la monofilia de Vanilla, que
desafortunadamente en este momento no puede hacerse por la falta de material de otros
paises.

Vanilla barbellata, de la secc. Aphyllae aparece como basal al resto de las
especies foliosas. Aunque V. barbellata no ha vuelto a colectarse en México desde hace dos
siglos, es comun en Cuba y Florida y eventualmente podria aparecer en las costas de la
Peninsula de Yucatan, tal como se encontrd recientemente V. phaeantha. La secuencia
nucleotidica de V. barbellata es mas cercana a V. aphylla de Asia (K. Cameron com.pers.) y V.
madagascariensis, que a ninguna otra, lo que sugiere que la secc. Aphyllae si puede ser
monofilética a pesar de su distribucién Pantropical. Todas las especies de la secc. Aphyllae
se establecen en regiones costeras secas, especialmente en litorales rocosos calcareos.

El resto de las vainillas hojosas de México forman un grupo monofilético
bien definido. La especie mas banal es V. perpiexa, que morfoldgicamente parece estar
relacionada con V. bicolor Lindl y V. hartii Rol fe, la primera ampliamente distribuida en el
Neotropico y la segunda de Trinidad. Las otras vainillas hojosas de México se dividen en
dos grandes grupos, que estan bien definidos morfoldgicamente,
el de V. pompona y el de V. planifolia. El ciado de V. pompona incluye a V. cribbiana, V.
hameri y a la ampliamente distribuida y variable V. pompona. Estan tres especies, asi como
numerosos taxa de Sudamérica muestran algunas caracteristicas particulares, como frutos
trigonos, las flores amarillas, muy grandes, con el labelo anaranjado, desprovisto de
papilas, pero con un cojinete axial, y fragancias fuertes compuestas pricipalmente por
limoneno. Sin embargo, V. cribbiana carece del labelo emarginado con un Iébulo apical
prominente y el habito fuertemente xerofitico de V. pompona y V.
hameri.

El ciado que incluye a V. planifolia agrupa a especies con otra morfologia
bien definida, con frutos menos masivos y no marcadamente trigonos, llores verdosas,
frecuentemente con papilas retrorsas sobre el apice del labelo y margenes erosos o
denticulados. La especie mas basal es V. insignis, aunque su posiciéon basal no esta
sustentada por un valor alto de bootsrap. Vanilla odorata es el grupo hermano del ciado V.
phaeantha-V. planifolia-Vanilla MAS 8355. La especie mas cercana a V. planifolia es la nueva
especie Vanilla sp., MAS 8355, y ambas estan relacionadas de cerca con Vanilla phaeantha.
Probablemente no existen en ningin otro lugar del mundo especies tan cercanas a V.
planifolia como éstas. Un grupo de Amazonia, compuesto por V. appendiculata y 3 6 4
aliados pudiera estar colocado de manera intermedia entre el grupo de V. insignis y el de V.
planifolia. Vanilla sp. MAS 8355, es una especie extraordinariamente rara y conocida

so6lamente de uno o dos



especimenes y puede ser un elemento muy importante en programas de fitomejoramiento en
estas orquideas.

Todas las especies mexicanas de Vanilla de la seco. Foliosae, a
excepcion de V. inodora presentan frutos fragantes. No existen especies con frutos
fragantes en Asia ni Africa, ni en ninguna especie de las subsec. Aphyllae o
Membranacea, aunque algunas especies asiaticas foliosas tienen frutos comestibles (Teo,
1985). Los frutos fragantes de vainilla podrian ser una. adaptacion a la dispersion por
murciélagos. Observaciones que hemos llevado a cabo no han registrado ningtn visitante
diurno, aunque ha ocurrido alguna remocion durante la noche. Los frutos dispersados
por murciélagos son generalmente verdes, colgantes o erectos y aromaticos (Vazquez-Ya-
es et al. 1975), todas estas caracteristicas presentes en las capsulas de Vanilla. El
caracter frutos fragantes parece ser una plesiomorfia entre las especies mexicanas
hojosas a partir de las mas basal, V. perplexa. Esto sugiere que se podrian incorporar
caracteres de otras muchas (casi 30) especies americanas sin que se perdiera el caracter de
frutos fragantes en la decendencia. Los programas de hibridacion de V. planifolia han
contemplado a V. poiteai Rchb. f. (= V. eggersii Rolfe), V. barbellata, V. phaeanthay V. pompona.
Aunque las dos primeras se utilizaron para transferir resistencia al ataque por Fusarium, no
poseen frutos aromaticos. Por otra parte, la germinacion exifosa dei grex V. planifolia-V.
pompona, da,; especies no cercanamente relacionadas, sugiere que no existen muchas barreras
para crear hibridos viables en todo el ciad o que comprende a estas especies.

Entre las vainillas mexicanas se han caracterizado tres distintos sistemas de
polinizaciéon (Soto, DaCosta y Alvarez-Buylla, en prep.). Uno de ellos involucra la
polinizacion por abejas carpinteras (Xylocopa )y los otros dos a abejas Euglosini. Existen dos
tipos de polinizacion por las abejas Euglossini entre las vainillas mexicanas, uno es el tipico
sindrome androeuglossofilo, en donde las abejas macho colectan fragancias de las flores.
El otro es un sistema de polinizaciéon por engailo en donde las flores de vainilla no
ofrecen ninguna recompensa y son visitadas tanto por machos como por hembras en
busca de alimento.

Al sobreponer esta informacion en el arbol filogenético, V. inodora, la
especie mas basal es polinizada por abejas carpinteras (Xylocopa), el ciado de V.
pompona-V. hameri y V. cribbiana es polinizado por abejas euglossine machos, y se sabe
que V. insignis, V. odorata y V. planifolia tienen un sistema de polinizacion por engafio. Estos
sindromes estan asociados a otras caracteristicas mas. Vanilla pomponaV. hameri y V.
cribbiana producen grandes cantidades de limoneno y son polinizadas por abejas del
género Fulaema. Vanilla insignis-V.odorata-V planifolia son polinizadas tanto por Euglossa
como por Eulaema yproducen pequeiias cantidades de 1-8 cineol. El sistema de polinizacion
por engafio estd asociado también a poblaciones hiperdispersas o fragmentadas. Ackerman

(1986) sugirio que los sistemas de



polinizacidén por engafio evolucionaron a partir de sistemas de recompensa en donde el
éxito reproductivo no se perdia del todo en la ausencia de la recompensa, y que esto era mas
probable en poblaciones hiperdispersas. El analisis filogenético aqui presentado es la
evidencia mas so6lida para apoyar la hipdtesis de que les sistemas de engafio con abejas
Euglossini evolucionaron a partir de los de recompensa.

Las abejas Euglossini han sido consideradas como un factor importante en
la especiacion rapida de algunos linajes de orquideas (Dressler, 1981), asociados a poca
divergencia morfologica. La poca divergencia morfoldgica y molecular (Fig. 1) observada
entre las especies del grupo V. planifolia, que ha contribuido a la confusidn taxonoémica de
sus miembros, podria ser atribuida a divergencia reciente.

En conclusion, el presente analisis propone hipdtesis que cuestionan la
clasificacion infragenérica de Vanilla, asi como sugieren que la monofilia del grupo debe ser
evaluada con un muestreo mas extenso con especies de otras regiones. La seccion
Foliosae es polifilética. El grupo tipico de Vanilla, el que incluye a V. inodora, estd bastante
aislado de las especies productoras de frutos fragantes. Los caracteres morfoldgicos del
grupo tipico son tan distintos que ameritarian una segregacion del resto de las especies
en un género diferente a Vanilla. Gran parte de los recursos genéticos secundarios,
ésto es, las especies cercanas a Vanilla planifolia se encuentran en México. Ademas de ser
el sitio de origen y domesticacion de V. planifolia, México es muy probablemente el area
de diversificaciéon del ciado que comprende a V. planifolia. Debido a la precaria
condicion de conservacion en que se encuentran los recursos genéticos primarios (los
individuos silvestres y cultivados) de V. planifolia, las especies cercanas representan una
fuente de rasgos aun mas importante que para otros cultivos.

El hecho de que en México se encuentren 5 grandes linajes de Vanilla, y
que la diversidad morfoldgica sea igual o mayor que en Sudamérica conlleva a la
propuesta de hipdtesis biogeograficas interesantes.

Este patron, mayor niimero de linajes en el norte del Neotrdpico que en la
parte sur del mismo, asi como taxa basales en Centroamérica, es caracteristico de grupos
en los que se ha postulado un origen boreotropical (véase Lavin y Luckow, 1993), Asi
mismo explica el por qué de la gran diversidad de las selvas Centroamericanas, a pesar de su
poca extension territorial y cuestiona su caracter como una mera extension de las selvas
Sudamericanas. Vanilla aparentemente es un grupo que puede ser ilustrativo de la historia
evolutiva de los taxa Pantropicales.

Si bien la region ITS resultdé ser una fuente: valiosa de caracteres para
establecer relaciones filogenéticas, aparentemente es muy poco informativa para indagar
relaciones entre distintas poblaciones de una misma especie. La variacion encontrada mads
parece ser debida a problemas técnicos que reflejar variacion real. Los sitios variables se
localizan concentrados en las zonas 1-58 y 646-680 de la alineacion. Estas zonas son las

que aproximadamente corresponden a las regiones codificadores del la



subunidad corta (sitios 1-25) y larga de los genes ribosomales (652-680), las cuales se
sabe son mas conservadas que los espaciadores y por ello, donde se reasocian los
oligonucledtidos. Esto nos indica fuertemente que la variacion encontrada es espuria y debida a
problemas metodoldgicos y no un reflejo de la variacion de los especimenes utilizados. Cualquier
cuantificacion de las tasas de substitucion con estos datos daria resultados erroneos. Las
distancias absolutas entre los especimenes analizados del complejo V. pompona se muestran en el
Apéndice 3.

Esto pudo deberse a que los oligonucledtidos iniciadores no son exactamente
iguales a la secuencia en las vainillas. Por ejemplo, en V. insignis M. Soto 7668, uno de los
especimenes con mejor sefial de secuenciacion, el ITS 5 es: "GGN AAG AGA ATT TGT
AAA CAA GG", mientras que en el oligonucledtido es "GGA AGG AGA AGT CGT AAC
AAG GT", el numero de sitios distintos es de 8. La zona 1-58 estd asociada al oligonucledtido
ITS-5, que es mas diferente a la secuencia de Vanilla, que el oligonucleotido 26S-25R.

El arbol de la Fig. 3 muestra que la variacion en un complejo de especies y
poblaciones estrechamente relacionadas no corresponde con la clasificacion taxonémica de las
mismas. En él, los grupos hermanos tanto de V grandiflora, como de V. pseudopompona son
especimenes de V.pompona. Ademas los especimenes de los dos grupos de poblaciones
mexicanas, los del Golfo y los del Pacifico, tampoco forman clados discretos. Sin embargo,
existe cierta congruencia en algunas partes de este arbol. Los especimenes MAS 7747 y MAS
8509 se n ambos de Veracruz, lo mismo que MAS 7878 y MAS 8614 provienen del
occidente de México (de Guerrero y Jalisco, respectivamente). El espécimen Boussard
82.3.346 de Guadaloupe, Pequefias Antillas, esta asociado a los especimenes de Veracruz, con
un alto valor de bootstrap (98%), 1o que sugeriria que fue introducido desde Veracruz.

En conclusion. parece existir muy poca variacion intraespecifica en las
secuencias de la region ITS de los genes ribosomales y sin embargo, existe abundante
variacion informativa entre especies distintas. Estas caracteristicas de los ITS de las vainillas
mexicanas permitieron utilizar esta region genomica para analisis filogenéticos pero no

genealdgicos.



OBJETIVO 3 (original). Describir la variacidon en las secuencias de la region hipervariable
COOH terminal de un gen MADS-box (C-M1), para proponer una genealogia de V. planifolia
y evaluarla con base en métodos (le coalescencia.

OBIJETIVO 3 (nuevo). Describir la diversidad y la estructura genética de V. planifolia con

base en analisis de secuencias nucleotidicas (CAM, G3PDH y ADH) ¢ isoenzimas.

Historia, usos y diseminacion del cultivo. La vainilla era bien conocida desde tiempos

prehispanicos. Fray Bernardino de Sahagun, menciona que el "tlilxochit]" como la
llamaban los aztecas, era vendida en los mercados indigenas y utilizada en una de las
preparaciones del chocolate. La vainilla se menciona en el Coédice Barberini (Cruz-
Badianus) de 1552, como remedio para la fatiga y para aromatizar chocolate. En la
segunda mitad del siglo XVI la vainilla era utilizada en la elaboracién de chocolate en
Espaiia (Correll, 1944).

Se desconoce desde cuando se ha cultivado, pero aparentemente crecia en
el Jardin de Oaxtepec, durante los tiempos de Moctezuma II (Tezozomoc, 1847; Nuttal,
1922). La vainilla se exportd a Espafia en pequefias cantidades hasta el siglo XVIII,
teniendo Espafla el monopolio de su comercio. En 1676 William Dampier observo
plantas de vainilla en la Bahia de Campeche y en Bocas del Toro, Panama, dando
alguna informacion sobre la forma en que crecia y como se curaban los frutos, aunque es
probable que las plantas que ¢l observo no fueran de V. planifolia, que no es nativa de esas
areas.

Fueron varios los intentos por llevar la vainilla a Europa. En 1739
Robert Miller llevo a Inglaterra esquejes, probablemente de Vanilla insignis, procedentes de
la Bahia de Campeche, pero no prosperaron. La vainilla del comercio fue introducida de
las Antillas a Europa por el Marquéz de Blanford, floreciendo un afio después en la
coleccion de Charles Greville, en 1807. Un afio después fue descrita como Vanilla
planifolia por G. Jackson con base en el mismo ejemplar de Greville.

La migracion de Vanilla planifolia hacia los tropicos del Viejo Mundo
parece haber seguido solo dos o tres rutas distintas, via Filipinas, via Inglaterra y tal
vez via Francia. Blanco (1845). describié una vainilla con frutos aromaticos del Monte de
Majaijai, Filipinas, como V. majaijensis; ya que no existen vainillas con frutos
aromaticos en el sureste asidtico, Blanco debe haber tenido un ejemplar escapado de V.
planifnlia. Hamelin llevo plantas de vainilla (V. fahitiensis, V. planifolia, o ambas ) a
Tahiti en 1848, procedentes de Manila, donde posteriormente se establecidé como un
cultivo importante de la Polinesia Francesa. Por otra parte, el espécimen tipo de V.
planifolia, introducido a Inglaterra por Blanford, fue propagado, habiéndo sido mandados
esquejes a los jardines de Ambéres y Paris. Le Ambéres paso al Jardin Botanico de

Buitenzorg (hoy Bagar), en Java en 1819, donde Blume la describié como



V viridiflora en 1825, citando también V. aromatica. Para 18.46 ya existian plantaciones bien
establecidas en Java y posteriormente ha sido un cultivo importante en Indonesia.

Se dice que Vanilla planifolia fie introducida a Reunion (Ridley, 1912) en
1793, desconociéndose el origen o ruta de migracion del material, pero no fue un cultivo
importante hasta que se descubri6 la polinizacion artificial en 1841. De Reunién la vainilla pasé a
Mauricio, y cerca de 1840 a Madagascar. Ya para 1886 la produccion de vainilla en las Islas
Mascarefas (Reunién, Mauricio y Rodriguez) y Java era mayor que en México (Mallory et.
al. 1942). La variacidon genética de las vainillas cultivadas fuera de México parece ser
extremadamente pobre por haberse originado de muy pocos esquejes.

Se desconoce cuando empezd a cultivarse vainilla en México en grandes
cantidades. Mallory et. al. (1942) indican que los Totonacas y dos tribus mas cultivaban
vainilla para los aztecas. De los escritos de Humboldt (Voyage de Humboldt et Bonpland 2, pt.
3, p. 437 y Versuch iiber den politische i Zustand des Konigreichs Neu-Spanien, 1812) se deduce
que su cultivo y manejo era extenso en Veracruz y existia en alguna medida en Oaxaca, de
donde provenia la "vainilla de Teutila". Se sabe que la polinizacion artificial se practicaba a fines
del siglo XIX en las plantaciones de franceses en Nautla. En 1942 cerca de 10,000 personas
producian vainilla en el norte de Veracruz, y se estima que 50,000 personas estaban involucradas
en su produccion y manejo en 1920.

El auge en la produccion de vainilla ha ocurrido en dos ocasiones, antes de la
aparicion de la vainilla sintética y durante la década de 1980. En Madagascar se produjeron 875
toneladas en 1929-1930, para después decrecer y nuevamente aumentar hasta 1,200 toneladas en
afios recientes.

La demanda mundial de vainilla natural se sitGa actualmente en unas 4000
toneladas anuales, de las cuales se satisface so6lo lamitad. De las 2000 toneladas que se producen
actualmente, Madagascar suministra aproximadamente la mitad, mientras que México contribuye
con 12 a 30 toneladas por a: ro, lo que contrasta con las cerca de 100 toneladas producidas a
principios de siglo. La producciéon mexicana actual es comprada casi en su totalidad por la
Compariia Coca-Cola.

Los precios de la vainilla tipo Bourbon (similar en calidad a la vainilla de

México) fueron de 52.07 a 67.78 dodlares americanos durante 1998. Los precios han
experimentado una baja, principalmente por el incremento de la produccion de Indonesia (700-800
Ton, el doble que en la década anterior).

Distribucién de Vanilla planifolia. La distribucion original de esta especie es imperfectamente

conocida, al igual que la de muchas otras plantas cultivadas. Es muy dificil
determinar cuales especimenes son silvestres y cuales son escapados. En distintas publicaciones
se afirma que es nativa de amplias zonas de América tropical, lo cual es incompatible con la

variacion observada y sus requerimientos ambientales.



Con certeza, en México solo han sido localizados individuos silvestres en
Oaxaca y zonas limitrofes de Veracruz y Chiapas. Hasta afios recientes, s6lo existia un
reporte de V. planifolia silvestre (R.E. Schultes y P. Reko 727, AMES), del norte de
Oaxaca. Ahora se han localizado especimenes aislados en la region carstica del norte de
Oaxaca, formando una linea continua, justo en el pie de monte, desde la region de
Atoyac, Veracruz, los cerros que rodean hacia el sur las presas Miguel Aleman y Cerro de
Oro, Usila y Valle Nacional, hasta la region de Ayozintepec, Oax. No han sido
localizados especimenes de V. planifalia en la region Mixe de Oaxaca, y vuelve a
aparecer, aunque en forma mas escasa cerca de Santa Mar .a Chimalapa, existiendo el
registro de una poblacién, probablemente ahora extinta, de la Selva del Ocote, en
Chiapas. Especimenes aislados pudieran existir cerca de Teapa, Tabasco, en Laguna
Ocotalito (parte alta de la Selva Lacandona), cerca de Bachajon y Chajul, en Chiapas. La
especie nunca ha sido colectada silvestre en el norte de Veracruz o Puebla, donde
supuestamente fue domesticada. Especimenes del norte de Yucatan (A. Schott 215 F, G.F.
Gaumer & Sons 23352 AMES, 23909 F), se encuentran asociados a cenotes y areas
habitadas en la zona de selvas bajas del norte del estado, en un habitat muy
contrastante con el pie de monte del norte de Oaxaca. En las ultimas semanas se han
localizado especimenes aparentemente silvestres en el sur de Quintana Roo, cerca de la
frontera con Belice.

Busquedas sistematicas no han localizado ningln espécimen en la
region de Los Tuxtlas, en el Sononusco, o en la zona mas humeda del Uxpanapa-
Chimalapas, ni en otras regiones de la Selva Lacandona. No existe tampoco en estado
silvestre en la region de Pochutla, Oaxaca, de donde existe un registro de herbario (B, P.
Reko 6279 AMES).

En Guatemala no se han localizado especimenes silvestres de V. planifolia
en afios recientes (M. Dix y O. Mittelstaedt, com. pers), pero un ejemplar colectado por
el Cénsul F.C. Lehmann (Lehmann 1436 G), sobre el Rio Polochic en 1882 y los reportes
de que los frutos eran recolectados de plantas silvestres (Malloiy et. al., 1942) en esa
misma area, sugieren que existe o existié una poblacion ahi. Del sur de Belice existen
varias colecciones de V. planifolia, anteriores a 1955, especialmente del area cercana a
Punta Gorda y San Antonio, en Toledo. Sin embargo, el area tiene principalmente
sustratos graniticos y V. planifolia y sus aliados son francamente calcicolas. Existe una colecta
de V. planifolia dudosamente silvestre de la costa Atlantica de Costa Rica. El resto de los
reportes de V. planifolia de Honduras, Nicaragua, El Salvador, Panama, Florida y
Ecuador estin basados en especimenes evidentemente escapados o cultivados, o en
identificaciones erroneas de otras especies,
principalmente V. hostmanii Lindl., V. insignis y V. perplexa. Vanilla plan folia no
florece en climas ecuatoriales, como en Singapur, Papia e la Amazonia Brasilefia, lo que

también sugiere que es originaria de latitudes mas altas en los tropicos. Luer (1972)



menciona que V. planifolia fue muy probablemente introducida a Florida en épocas
Precolombinas pues ha sido encontrada en areas que se sabe fueron asentamientos
indios. Fawcett y Rendl (19 10) mencionan que es evidentemente escapada en Jamaica.

La dificultad de establecer qué especimenes son silvestres o escapados
queda evidenciada con la descripcidon en afios recientes de Vanilla bampsiana Geerick
(1982) de Zaire, una supuesta nueva especie que es en realidad un espécimen escapado de
V. plan folia. Sin embargo, el conocer la distribucion original de la especie es una
pregunta basica para planear el manejo de sus recursos genéticos. Evidentemente
cualquier tipo de manejo es diferente si la especie es endémica de Mesoamérica o de todo
el Neotropico.

Habitat y Ecologia. Vanilla planifolia ha sido raramente encontrada en forma silvestre en selvas

perennifolias sobre terrenos carsticos muy accidentados, frecuentemente en la cima de
lomerios entre 250 y 750 m de altitud. A pesar de las altas precipitaciones, siempre
mayores a 2500 mm, la selvas de cimas son achaparradas, muy ventiladas y
edaficamente secas, donde las especies dominantes son Bernaullia fammea, Pseudobombax
ellipticum, Dendropanax arboreus, Bursera simaruba, Gaussia gomezpompae, Cedrella
mexicana, Robinsonella sp., Ficus tecolutensis, Dracaena americana, Trichospermum
mexicanum, Pouteria sapota, y en ocasiones Dioon spinulosum y Cham aedorea metallica.
En estas condiciones un individuo de V. planifolia puedecubrir grandes extensiones, hasta
de cerca de 0.2 ha, aunque no en forma muy densa.
También ha sido vista en selvas con Liquidambar, Clethra, Podocarpus y Quercus, a unos
400 m s.n.m., cerca de Sta Maria Chimalapa, auncue con crecimiento menos vigoroso.
Vanilla planifolia es extraordinariamente rara, incluso en sitios bien
conservados. Estimaciones de su densidad la situan en L individuo cada 2-10 km
cuadrados en Chimalapas, o 1 en 4, en San Agustin, Jacatepec, Oaxaca. Vanilla
planifblia florece sincrénicamente durante los meses de marzo-abril. Cada flor permanece
abierta aproximadamente de las 7:00 a las 15:00 horas. Las flores son ligeramente
fragantes, el olor varia un poco, siendo en algunos individuos similar a algunas flores
nocturnas como Hymenocallis o decididamente fragantes a canela. Andlais cromatograficos
indican que la fragancia blanca (a flor nocturna) es debida a la presencia de linalol y que el
olor a canela es debido a la presencia de 1-8 cineol (Soto, DaCosta y Alvarez-Buylla,
datos no publicados). Vanilla planifolia es raramente visitada por insectos, aunque se ha
visto a Euglossa viridissima visitar las flores y portar el polen. Euglossa viridissima es
fuertemente atraida por el 1-8 cineol. La baja visitacion, la escasa produccién de frutos, 1
en 100-1000 flores, sugieren la existencia de un mecanismo de engafio. Otras especies de
vainilla tienen flores fuertemente fragantes y atraen a abejas Euglossini que colectan
fragancias activamente del labelo de la flor, lo que nunca ha sido observado en V.

planifalia (Soto, DaCosta y Alvarez



Buylla, datos no publicados). Vanilla planifolia parece ser una especie bien adaptada a la
hiperdispersion de sus poblaciones. Las abejas euglossine son bien conocidas como
polinizadores a largas distancias, y el sistema de polinizacién por engafio ha sido
planteado como caracteristico de poblaciones con muy bajas densidades (Ackerman,
1986). Las semillas de las vainillas americanas con frutos fragantes son probablemente
dispersadas por murcié¢lagos, los cuales pueden transportar los propdgulos a grandes
distancias. Estos dos factores sugieren que no podria ocurrir diferenciacion genética en
areas cercanas.

El sistema reproductivo de V. planifolia incluye tanto especimenes
autoincompatibles (cv. "Oreja de Burro"), como autocompatibles (el resto de los
especimenes conocidos). En éstos ultimos existen individuos incapaces de autopolinizarse
(e.g. cv. "Mansa"), algunos donde el porcentaje de autopolinizacion es bajo '4-6%: e.g.
MAS 8526) y otros donde este porcentaje alcanza el 20% (e.g. MAS 8611). La existencia
de este sistema reproductivo mixto podria favorecer la endogamia y diferenciacion local, si
los especimenes autocompatibles se autopolinizan frecuentemente.

No es posible entonces postular una hipdtesis sobre la diversidad y
estructura genética en V. planifolia. Por una parte, la dispersion del polen y semillas
podrian favorecer la homogenizacidon, mientras que la formacion de frutos producto de
autopolinizaciones podria favorecer la endogamia y la diferenciacion local. Se desconoce la
proporcion en que cada uno de estos factores ha determinado la diversidad y estructura de
esta especie.

Variacidon morfoldgica. Recientemente Smith et. al. (1992) han llamado la atencién sobre

la reducida diversidad genética que podria prevalecer en este cultivo. La escasa
variacion genética en las plantaciones puede atribuirse a los siguientes factores: -La especie
ha sido tradicionalmente cultivada en la regién mas nortefia del drea en donde puede
cultivarse en América, lo que sugiere que fue llevada desde sitios mas surefios o que se
origind de la poblacién mas nortefia de la especie. -La propagacion de V. planifolia es
estrictamente vegetativa. Una planta grande puede dar lugar a muchos cientos de
esquejes (ca. 2500). La germinacion masiva solo es posible mediante técnicas in vitro no
disponibles a los cultivadores tradicionales, y no parece haber germinacion alguna en las
plantaciones.

-En el caso de una eventual germinacion espontanea, esta seria mas probablemente el
resultado de una autopolinizacion, que se lleva a cabo artificialmente para la formacion de
capsulas, lo que favoreceria la existencia de homocigos. -Parte de la variacion que puede
llegar a detectarse puede ser producto de mutaciones somaticas. Si cientos de miles de
plantas en Madagascar pertenecen a un mismo clon, no es improbable que cierta cantidad

de mutaciones se originen espontaneamente (e.g.



"Sport"); tal puede ser el caso de las formas variegadas, corno el cv. "Albomarginata", que se,
desconoce en América, o del ev. "Acamaya" en Veracruz.

-Ha existido seleccion artificial en contra de la variacion para disminuir la incidencia de clones
autoincompatibles.

-La variacion morfologica de V. planifolia en las plantaciones del norte de Veracruz es muy
limitada. Aunque se tienen pocos datos cuantitativos (e.g. Castillo y Engleman, 1993), las
plantaciones de V. planifoia estan conformados por individuos muy homogéneos. En la zona de
Papantla se distinguen en la actualidad 3 cultivares, dos de los cuales fueron ya citados por
Schiede en 1829. "Mansa" que es la mas apreciada y comun, "Oreja de burro", con grandes
hojas, muy vigorosa, con frutos bisulcados y autoincompatible, y "Acamaya", con hojas
variegadas. "Mansa" se conoce también como "Dura" o "Verde". La existencia del cv. "Oreja de
burro" ha desalentado fuertemente la produccion de vainilla, pues las plantaciones de este
cultivar son totalmente improductivas y deben ser destruidas. En Oaxaca la variacion morfologica
es mucho mayor, pues existen individuos con hojas muy anchas (e.g. MAS §480); o muy grandes
y oblongas (e.g. MAS 8481), o con el labelo manchado de café, fuertemente concavo y con
decidido olor a canela (1-8-cineol; e.g. MAS 8486), y existen distintos individuos en los cuales
un porcentaje (4-6%) de las flores se autopoliniza, lo cual nunca ha sido observado en las
plantaciones de Veracruz. En Oaxaca parecen existir también muchos especimenes
indistinguibles morfoldgicamente del cv. "Mansa", y se ha documentado la existencia de
material proveniente de Puntilla Aldama, Veracruz, en las zonas Chinanteca y Mazateca. Los
pocos ejemplares de Tabasco, Chiapas, Centro y Sudamérica no presentan caracteristicas notables
con respecto al ev. Mansa, aunque los especimenes de Quintana Roo podrian ser algo distintos

vegetativamente. Problemas en las plantaciones. Las plantaciones de vainilla son uno de los

sistemas econdmicamente mas redituables en el tropico calido himedo y tienen la ventaja de ser
sistemas agroforestales con numerosas ventajas sobre cultivos anuales.

Las plantaciones mexicanas de vainilla son técnicamente pobres comparadas
con las de otros paises productores. En regiones indigenas, una o dos plantas de vainilla se
mantienen en huertos caseros. En otras zonas, especialmente en el norte de Oaxaca, la vegetacion
secundaria se aclara para introducir esquejes, en densidades relativamente bajas. Plantaciones de
arboles podados de leguminosas apropiadas (e.g. Erythrina, Gliricidia) pueden sostener mayores
densidades y son ahora frecuentes en el norte de Veracruz, pero la mayor parte de ellas carece de
los sistemas de irrigacion necesarios para mantener altas densidades en plantaciones relativamente
abiertas, y son manejados de manera deficiente, especialmente en cuanto al aporte de materia
organica a la plantacion.

En condiciones naturales las vainillas se establecen en las cimas de los

cerros donde tienen una ventilacion fuerte. Las grietas de karst llenas de humus



mantienen humedad, mientras que la planta puede trepar alto sobre los arboles
circundantes y florecer en las partes expuestas al sol. Sin embargo, en las plantaciones las
vainillas se mantienen achaparradas para poder polinizar las flores y cortar las
capsulas, distintos tallos se empalman unos sobre otros y las altas densidades y la
cercania de los bejucos al suelo reducen la ventilacion de la plantacion. Las plantaciones son
pues ya en si estresantes para las vainillas.

Aunque la vainilla experimenta sequia en su habitat natural, las
plantaciones del norte de Veracruz parecen estar fuertemente sujetas a stress hidrico,
mostrando marchitamiento y marcas foliares no vistas en especimenes silvestres. Es muy
probable que parte del sistema radicular y de la simbiosis micorrizica también se pierda
bajo estas condiciones. La utilizacién de leguminosas deciduas, ausencia de sistemas de
irrigacion, escasa materia organica, establecimiento de plantaciones en suelos que
pueden tener drenaje deficiente en la época de lluvias y cercania de las plantaciones a
su habitat natural original (donde existen patogenes y herbivoros que naturalmente han
estado asociados a las vainillas silvestres), han causado el abandono de machas
plantaciones en el norte de Oaxaca, después de la sequia de la primavera de 1998. Por
arriba de 350 m s.n.m. se han presentado heladas y nevadas recurrentes en Veracruz y
Puebla que han acabado con los vainillales.

Las vainillas en las plantaciones estan sujetas a un esfuerzo reproductivo
inusual. En condiciones naturales la produccion de frutos es generalmente del orden de 1 en

100-1000 flores producidas. En cultivo se incrementa hasta cerca de 20%. Hernandez
(1997), quien realizd experimentos con distintas frecuencias de polinizacién, ha
determinado que los costos de la reproduccion en las plantaciones con mayor frecuencia de
polinizacién, son evidentes después del segundo y tercer afio de reproduccion
consecutiva. Los efectos causados por los costos de reproduccién acumulados son la
disminuciéon del crecimiento vegetativo, la reduccién del nimero de inflorescencias y
flores por individuo y el decremento del volumen de frutos. Sin embargo, muchos
cultivadores sobrepasan el porcentaje de flores recomendado, o polinizan esta misma
proporcion en inflorescencias de plantas mas débiles.

Mal manejo de las plantaciones y esfuerzo reproductivo mayor traen por
consecuencia una mayor susceptibilidad al ataque de patégenos de los cuales la
antracnosis (Collectotrichum sp.) y la pudricion negra o de raiz (Fusarium oxysporum) son
los mas peligrosos. La pudricion negra ha sido devastadora en casi todas las plantaciones
de México, y también de otros paises. En Puerto Rico fue la causa para desalentar el
establecimiento de extensas plantaciones (Childers, et al. 1959).

Ante esta compleja situacidon, se han establecido varias lineas de
investigacion para solucionar el problema. Mejoramiento de las condiciones de las
plantaciones ha sido llevado a cabo en Madagascar. Estudios con un enfoque cldsico de

fitopatologia se han llevado a cabo sobre todo en Puerto Rico. En México hemos



propuesto dos estrategias para abordar el problema: a) estudios para establecer la
relacion adecuada entre crecimiento-sobrevivencia y esfuerzo reproductivo y b) analisis del
germoplasma para ampliar la base genética de Vanilla planifolia, tanto con material
coespecifico, como en especies cercanas.

Existen diversas maneras para describir la variacién genética dentro de
una especie. En los ultimos 25 afios se ha utilizado la variacion electroforética de
isoenzimas para hacer estas estimaciones. El analisis de la variacion isoenzimatica,
aunque muy util, ha sido desplazado en los ultimos afios por métodos de trabajo con
DNA, que pueden ser mas precisos y en algunos cases mas informativos. Tales
métodos incluyen la utilizacion DNA polimérfico amplificado azarosamente, mejor
conocido por sus siglas en inglés RAPDs, microsatélites (repeticiones de secuencias
simples) y variacién en secuencias nucleotidicas conocidas. Tanto los datos de RAPDs
como los microsatélites presentan serios problemas cuando se trata de extraer
informacidon genealogica de ellos. El Dr. W. Goldner, the Union Camp, Princeton, ha
utilizado RAPDs en V. plan folia. y ha encontrado que no son reproducibles.
Recientemente los AFLPs (un analisis que combina la especificidad de los sitios de
restriccion con la amplificacion por PCR) han mostrado d°tectar mas polimorfismos que otros
tipos de andlisis, particularmente en otras orquideas (M. Chase, com. pers.) y pueden ser
una herramienta 1til en el futuro para identificar clones de vainilla. Dentro de regiones
conocidas puede detectarse variacion, ya sea mediante técnicas de SSCP (single strand
conformation polymorphism), digiriendo con enzimas de restriccion (RFLP, restriction
fragment length polymorphism) o directamente secuenciando esas regiones; la ventaja de
trabajar con regiones conocidas es que pueden establecerte mejor las relaciones entre los
datos obtenidos, y establecer hipotesis de homologia con datos, empiricos y no soélo de
congruencia.

En este trabajo se decidid buscar variacién nucleotidica en secuencias
especificas de genes codificadores, porque el objetivo es obtener la mayor cantidad de
informacion genealogica de ellos, ademas, el analisis de secuencias es mas poderoso y
tiene menos supuestos que cuando se trabaja con fragmentos. Esta busqueda de
variacion se inicid, sin éxito, en la region carboxilo terminal de genes MADS-box y se
continué en intrones de la Alcohol deshidrogenasa, de la calmodulina, y Ila
gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa. Paralelamente se buscd variacion isoenzimatica que
pudiera indicar cuales individuos eran los mas distintos y que sirviera de pauta para la
busqueda de variacion en las secuencias nucleotidicas. Debido a los riesgos que
implicaba la buisqueda de variacion en secuencias, la colecta de datos electroforéticos

permitia asegurar la obtencion de resultados.



MATERIALES Y METODOS

Para el analisis del gen MADS-box se montaron los protocolos en el
espécimen M. Soto 8526.

El RNA se extrajo por medio del RNAeasy PLant Total RNA Kit (20),
QIAGEN, de 4 estados de botones florales, desde primordic.s florales hasta botones a 5 dias
de la antesis.

Posteriormente se sintetiz- el DNA complementario al RNA extraido
mediante el 3 "RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends (GIBCO BRL)

Las amplificaciones utilizando cDNA como templado se hicieron en
volimenes de 50 pl en buffer Tris 10 mM Tris (pH 8.3) que contenia 50mM KCI, 1.5
mM.MgC12, 100uM dNTP (25uM de cada nucledtido), 10 uM de cada oligonucieotido,
aproximadamente 10 ng de templado, 1.25 unidades de polimerasa (Replitherrn). Al no
obtenerse amplificaciones se variaron en distintos grados los reactivos y en algunos
ensayos se afadié 1% BSA, y 5% DMSG. Los oligonucledtidos utilizados fueron PIGL 1
(5'TGA AGG ATC CTT TTC AAC GTC CAC ATT GC) y UAP (5' CUA CUA. CUA
CUA GGC CAC GCG TGG ACT AGT AC3"). El perfil de amplificacion AP3. con 35
ciclos fue: 2' a 95C (desnaturalizacion), 20"" a 45C (reasociacion, "anneealing"), y 2'
a 72C (polimerizacién), en un termociclacfor Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer).
Se ensayaron también otros oligonucledtidos alternativos sin exito.

Al no poderse realizar las amplificaciones en un gen MADS-box, tanto por
problemas técnicos como por falta de material adecuado, se decidié buscarla en otros
sitios en donde otros investigadores estan buscando variacidn intraespecifica. De todas la
regiones genomicas las mas promisorias para encontrar variacion son los intrones
(regiones no codificadoras) de algunos genes que codifican enzimas y proteinas del
metabolismo basico. Estas regiones son ubicuas en las plantas y se sabe que tienen tasas de
substitucion mayores que las zonas codificadoras, aparentemente por no estar sujetas a
selecciéon. La Dra. Barbara Schaal sugiri6 secuenciar el intréon de la Alcohol
deshidrogenasa. Recientemente Strand er al. (1997) propusieron el disefio de otros
oligonucleotidos para la realizacion de genealogias intraespecificas. De las 8 regicnes
blanco para las que disefiaron oligonucleoétidos, una es el intron de la ADH ya sugerido
por la Dra. Schaal. De las 7 restantes, el intron de la Aspartato aminotransminasa
(Aat) no amplifica para maiz (la inica monocotiledonea para la cual existia informacion)
asi que no se utilizé. Los otros 6 sitios restantes se evaluaron haciendo busquedas en el
GENBANK para orquideas y otras monocotiledoneas, con muy poco éxito. No existe
ninguno de estos genes secuenciado para orquideas y s6lo uno de ellos esta para
Lilium. Con base en esta informacion se sintetizaron los oligonucleétidos para los intrones
de ADH, CAM y G3PDIL.



Especimenes estudiados para el andlisis de las se‘uencias nucleotidicas. Se seleccionaron
individuos de distintas areas, asi como los distintos cultivares tradicionalmente reconocidos en el
norte de Veracruz. Estos son los especimenes del cv. Acamaya M. Soto (MAS) 8508, ev. Mansa
MAS 8538, MAS 8520, cv. Oreja de burro MAS 8536, MAS 8526 de Usila, Oax. y A.
Cibridn 13 de Teapa, Tabasco. También se hicieron amplificaciones en la especie hermana de V.
planifolia, Vanilla. sp. MAS 8355 y en V. odorata, sin embargo la gran variacion en el tamario
de las bandas obtenidas con respecto a V. planifolia, no ha permitido establecer cuales bandas
son homologas.

Extraccion de DNA. Se utiliz6 el mismo protocolo descrito en el analisis filogenético del
género.

Las amplificaciones por PCR se realizaron en uno o mas volimenes de 1 OOu1 en buffer Tris 10
mM (pH 8.3) que contenia 50mM KCI, 1.5 mM M*-C12, 100u.M dNTP (25uM de cada
nucleotido), 100nM de cada oligonucledtido, y se ensayaron de 10 a 100 ng de templado, 1.25
unidades de polimeraza (Replitherm), 1 % BSA y 5% DMSO. Altas concentraciones de templado
dieron mejores productos de PCR. Para el intr-n de ADH se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos ADH2F (STACTTITGGGAACGIAAGGTA-3") y ADHX4R (5' -
TCICCIACACTCTCIACAAT -3"). Para los intrones de la calmodulina los oligonucledl idas
fueron CAMX 1F (5'

AGC CTNTTCGACAAGGATGG-3") y CAM X2R (5-AGTGANCGCATCACAGTT)
Para los intrones de 1la G3PDH los oligonucledtidos fueron GPDX7F (5'-
GATAGATTTGGAATTGTTGAGG) y GPDX9R (AAGCAATTCCAGCCTTGG).
El perfil de amplificacion con 35 ciclos fue: 2' a 95C (desnaturalizacion), 20" a 45C
(reasociacion, "annealing"), y 2" a 72C (polimerizacion), en un termociclador Gene Amp PCR
System 2400 (Perkin Elmer). Los productos de PCR se purificaron con QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN). Las amplificaciones purificadas fueron reamplificadas por PCR
(35 ciclos) y purificados, ya sea con QlAquick Gel Extraction KIT or con High Pure PCR
Product Purification Kit (Boehringer Mannheim). Secuenciacion, alineacion y andlisis fi
logenético. Similar al de los ITS, excepto que en el analisis filogenético se realizaron busquedas
exhaustivas. Isoenzimas. Especimenes analizados. Para el analisis de isonzimas se colectaron 3-
6 individuos de la mayoria de las plantaciones del norte de Veracruz, asi como de la region de Usila,
Oaxaca. Todos los especimenes silvestres que se obtuvieron, asi como especimenes cultivados
aislados, de dreas distintas a donde se establecen plantaciones, también se incluyeron. La mayor
parte de las plantaciones se establecen con esquejes de un mismo espécimen, por lo que
consideramos que pocas muestras de distintas partes de la plantacion serian suficientes para
reconocer los distintos genotipos; especialmente se escogieron muestras fenotipicamente diferentes.

De algunas plantacionesnes se indagé el origen de los esquejes y datos del manejo que permitieran



estimar la clonalidad. Desafortunadamente el tipo de material colectado no fue uniforme. En las
plantaciones se escogieron hojas jovenes y sanas, mientras que los especimenes silvestres y
de traspatio estaban frecuentemente enfermos y sin follaje nuevo. También es
importante mencionar que a diferencia de las plantaciones de Veracruz, las plantaciones de
Oaxaca son de establecimiento muy reciente (menos de 10 afios de antigiiedad) y en ocasiones se
conoce el lugar de origen de la planta o las plantas madres, usualmente localidades silvestres

muy cercanas a los pueblos donde ahora se cultiva.

A pesar de su reducido nimero, los especimenes colectados se aproximan mas a
un censo que a un muestreo de las Varilla planifolia de México. Nuestras localidades no
representan poblaciones y no se conoce ninguna localidad con una poblacion propiamente dicha.
Lo més cercano a ello, son los 4 especimenes del Ejido San Agustin, Sta. Ma. Jacatepec,
Oaxaca. Busquedas recientes durante varias semanas, por parte de pobladores locales en
Chimalapas han resultado en 3 especimenes (no incluidos en este trabajo). Esto limita seriamente
el tipo de andlisis estadistico de los datos, dado el nimero limitado de muestras. Es en este
contexto en que deben tomarse los resultados.

Algunos de los estadisticos (e.g. los F) son fuertemente afectados por numeros
de muestra muy pequefios por lo cual se decidio realizar el analisis en dos niveles, local y
regional. En el primero se presentan resultados de localidades (un ejido, una plantacion o de un
individuo aislado). En las regiones se agruparon todos los especimenes como se indica en la
Tabla 2.

Para la colecta de los datos se utilizd la técnica de electroforesis para
isoeniimas en geles de almidon (Saber, et. al., 1988; Wendel y Weeden, 1989). Las
proteinas de la planta se separan en el gel dependiendo del pH del buffer del sistema, la carga
neta de la proteina y su estructura tridimensional. Para la extraccion de proteinas se
molieron las hojas y tallos en un buffer de extraccion preparado con tres partes de buffer Vegll de
Cheliak y Pitel (1984) y una parte del buffer propuesto por O'Malley et. al. (1980). Los geles se
prepararon al 12% p/v de almidon hidrolizado (SIGMA S4501".

Se utilizaron tres sistemas para la electreforesis: Sistema #2 TrisCitrat as
(Miles et al., 1977), Mitton PP (Mitton et al., 1977) y Sistema R (May, 1992) con un total de
13 enzimas. Para la tincién de las enzimas se utilizaron recetas de Wyatt (1989, 6-pgd, GOT),
Cheliak y Pitel (1984, FE), Conkle, er. al. (1982, MDH), modificada de Conkle et. al.
(1982, GDH), modificada de Soltis ez. al. (1983, ME, IDH), Hamrick ef al. (1979) (G-6pd),
Werth (1985, LAP), modificada de Werth (1985. SDH). Los geles se fijaron en alcohol etilico

al 50% durante 24 horas y se refrigeraron envueltos en plastico.



Analisis de datos de isoenzimas. Se construyd una matriz con los genotipos de todos los
individuos analizados. Esta matriz se analizo con el paquete BIGSYS-1 (Swofford y Selander,
1981) y se obtuvieron las frecuencias alélicas para cada locus en cada localidad y region. A
partir de éstas se calcularon varios parametros que permiten evaluar los niveles de variacion
genética y la estructura genética de V. planifolia. Asi mismo, se utilizo el programa Tools for
Population Genetic Analysis" (Miller, 1997) con el que se calcularon los estimadores de Weir y
Cockerham , la prueba de G para determinar si las frecuencias alélicas observadas se debian o
no al azar, y la prueba de Mantel.
Para el analisis de la variacion genética se estimaron los siguientes parametros:

1) Las frecuencias alélicas para cada locus y para cada poblacion (Hedrick, 1983), donde p=

(AA+ 112Aa)l Ny g=(112Aa+aa)yN.
2) Li proporcion de loci polimérficos, que toma valores entre 0-1, cuando es 0 no hay variacién
genética y cuando es 1 todos los loci analizados son polimorficos. Un locus se considera
polimorfico si el alelo mas comun no excede el 95% o el 99% en la poblacion dependiendo del
criterio que se siga (Hedrick, 1983). Este parametro se obtiene mediante la formula: P = xIm,
dénde x es el niimero de loci polimérficos de una muestra de m loci.
3) E.- promedio de numero de alelos por locus (A), que es el promedio aritmético de alelos por
locus, n, = ,/m, donde n es el nimero de alelo ti observados en el locus i y
m es el nimero de loci bajo analisis.
4) La- heterocigosis promedio esperada (He), que se obtiene a partir del promedio de la
heterocigosis esperada en el equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los loci. Para un locus se
estima como H= /- 3pi’ , donde p; es la frecuencia de los alelos del locus i. H toma valores
de 0-1 (Hedrick, 1983).

Para estimar la reparticion de la variacion se obtuvieron los siguientes parametros:

1) Se calculé el indice de fijacion (F) para cada locus de cada region, del cual se obtuvo una
media y el error estandar que se calculdé con un método de remuestreo de jacknife
(Weir, 1990). El indice de fijacion se define como F = I- (Ho / He) donde Ho es la
proporcion de heterdcigos observados en promedio dentro de una subpoblacion (Hartl y Clark,
1989) y He es la heterocigosis promedio esperada. Este parametro toma valores de -1 a +1. Si
la poblacion se encuentra en equilibrio de Ha-dy-Weinberg, el indice de fijacion es 0, de -1 si
existen unicamente individuos heterocigos y de +1 si solo hay individuos homécigos (Hartl y
Clark, 1989).

2) Se utilizé la Fis (F individuo-subpoblacion) para estimar la diferenciacion a nivel regional.

Se estima como Fis=(His - Ho)IHs, donde Ho es la proporcion de homdcigos observados en

promedio dentro de una subpoblacion y Hs es la proporcion



de heterocigos esperada promedio a nivel de subpoblacion (Hartl y Clark, 1989). Toma
valores de -1 a +1. Cuando existe un exceso de homocigos en relacion a los esperados. Fi es
positiva y sefiala que es posible que la endogamia haya sido un factor importante en la
estructura genética de la poblacion. Cuando hay menos homocigos de los esperados la Fj es
negativa y sugiere que podria existir seleccion a favor de los heterdcigos (Linarti et al.,
1981)
3) F,;, (F individuo-total) mide la diferenciacion total debida canto a la endogamia como a la deriva
génica. Se obtiene como F', = (Ht -Ho)I Ht; Ht esla proporcion de heterécigos

esperada a nivel global . F, toma valores entre -1 a +1 (Hartl y Clark, 1989).

4) Se calculd la Fg, (F subpoblacion-total), que es la diferenciacion entre regiones. Se
obtiene como Fy = (Ht - Hs)IHt. Hs es l proporcion promedio de heterdcigos esperada a nivel
subpoblacién y si todas las regiones son idénticas entre si en términos de variacion
genética, su valor es 0, y si las regiones son todas diferentes (no comparten
ningun alelo), entonces su valor es 1. A partir de este parametro se estimo el flujo génico
entre poblaciones, Nm, con h formula de Crow y Aoki (1984), donde Fy =I/I(4aNm+1);
a=n/(n-1)? y n es el nimero de subpoblacione, (regiones).
5) Se calcularon los estimadores de Weir y Cockerham (1984)f fetha y F, que son
equivalentes a Fi, Fyy F1, pero que consideran lposibilidad de diferentes tamafios de muestra
en términos de poblaciones observadas, individuos muestreados, loci registrados y alelos
observados. Tetha puede tomar valores negativos, los cuales se interpretan como un signo de
que la estructura poblacional es demasiado pequefia para se detectada. El programa utilizado para
estos estimadores (TFPGA) emplea un procedimiento de "jackknife" para obtener los promedios,
con su respectiva desviacion estandar y el método de "boostrap" con 1000 replicas para estimar los
niveles de confianza al 95% de los valores promedio (Miller, 1997).
6) Si lendogamia en una poblacion se debe totalmente a la autofertilizacion y la poblacion ha
alcanzado un equilibrio endogamico, es posible calcular la tasa de entrecruzamiento. Se
calcularon indirectamente las tasas de entrecruzamiento en equilibrio para la region de Veracruz y la
region de Oaxaca, a partir de los indices de fijacion F obtenidos para cada locus en las diferentes
localidades. La formula utilizada fue (Hedrick, 1983): t eq = I-F/I +F.
7) Se calcularon las distancias e identidades genéticas (Nei, 1978), tanto a nivel local como
regional. La identidad genética se calcula como /= Jxy, / (JxxJyy), donde J,, es la
probabilidad de que dos alelos tomados al azar de una poblacion sean idénticos, Jyy Jyy

son las probabilidades de homocigosis en la poblacion X y Y respectivamente (Hartl y Clark.
1989); la identidad genética toma valores de 0 si no se comparten alelos en un par cualquiera de

poblaciones, a i si ambas tienen las mismas frecuencias alélicas. La



distancia genética toma valores de 4 si las poblaciones, tienen frecuencias alélicas
idénticas, hasta si las poblaciones no comparten alelos, y se estima como D = -Inl.

Con las distancias genéticas se construyeron las matrices de similitud
(por localidad y por region). Con la técnica de ligacion de UPGMA se construyd un
fenograma para todos los sitios y otro para 5 regiones (se eliminaron las que tenian un sélo.
individuo).
8) Con todos los genotipos distintos se construyd una matriz para ser analizada por
métodos de parsimonia, de manera similar al analisis de las secuencias de ITS de las
especies de Vanilla. Los caracteres fueron definidos segiin el modelo de alelos
compartidos (Mickevich y Mitter, 1981), ya que la definicién de estados no es tan
simple cuando los taxa terminales (o genotipos en este caso) tienen mas de una
condicion (electromorfos). Esto consiste en que cada locus es un caracter cuyos estados son
combinaciones de alelos. Cuando mas de dos estados se presentan en los datos, se ordenan
de la manera mas parsimoniosa, esto es, los estados relacionados (que comparten alelos)
se conectan de un modo tal que se minimice la suma total de evolucion, esto bajo la
suposicion de homologia de los electromorfos. Los caracteres cuyas estados fueron
ordenados y las matrices de numero de pasos entre los estados ordenados se indican en
la Tabla 4. Los genotipos redundantes fueron eliminados. No se determinaron valores de
bootstrap debido a que los valores de CI, HI y los calculos de arboles de consenso estricto
indicaban que era imposible obtener valores superiores al 50%; ademas el ordenamiento de
caracteres imponia serias limitaciones en el tiempo de busqueda.
9) Se calculé también el indice de diversidad Shannon-Weaver (1963) a nivel global con 7 5
genotipos y 98 individuos en total y a nivel regional, Veracruz (47 genotipos y 67
individuos en total), Oaxaca (25 individuos y 25 geno'ipos en total), Tabasco (2 genotipos y 2
individuos en total), Chimalapas, Chiapas y San Luis Potsi (los 3 ultimos con 1
genotipo y 1 individuo). Este indice se define como: H=-E p; log p,donde p; es la proporcion
de individuos por genotipo. S e calculé la equitatibilidad come E = H/Hmax, donde Hy,;. es
el logaritmo del nimero de genotipos. Estos indices se uti [izaron como un estimador de la

diversidad clonal.

RESULTADOS

No fue posible amplificar genes MADS-box y ante las limitaciones que
imponia la necesidad de utilizar tejido de érganos florales, no se continué desarrollando el
establecimiento del protocolo adecuado.
Introres de la Alcohol deshidrogenase. Los productos de PCR de este par de
oligonucleotidos fueron dos bandas tenues, una de ca. 200 pb y otra de ca. 600 pb. No fue

posible purificar la banda de 600 pb, debido a su baja concentracion o dificil



observacion en la mayoria de los especimenes, pero si se pudo purificar, reamplificar y secuenciar
la banda de 200 pb. Las secuencias correspondientes se encuentran en el Apéndice 2.

Estas secuencias no exhiben ninguna variacion nucleotidica, por lo que no es

una region genoémica informativa para nuestros propositos.
Intrones de la calmodulina. En distintos eventos se amplificaron mas de un loci para los intrones
de la Calmodulina. Estos fueron de 100, 250, 350, 500, 550 y 1500 pb en V. planifolia, de 800 y
1000 pb en V. odorata (MAS 8364), y de 1000 y 1600 pb en V. insignis (MAS 8611). Los
resultados en V. planifolia eran erraticas y poco reproducibles. Finalmente se seleccionaron las
bandas de 550 y 1500 pb, que fueron las mas reproducibles y mejor amplificadas, se
reamplificaron y se purificaron. Los reaniplificados de las bandas purificadas de 550 pb dieron
por resultado bandas definidas de este mismo tamario. Las reamplificaciones de bandas de 1500
pb dieron por resultado bandas definidas de 550 y 1500 ph y tenues de 100, 250 y 1700, lo cual
era un resultado impredecible que indicaba que estaban ocurriendo artificios o contaminaciones.

Las bandas de 550 pb producto de la purificacion de reamplificados de 550 ?h se
denominaron "alpha". Aquellas bandas de 550 pb producto de la purificacion de reamplificados de
1500 ph se denominaron "beta" Las secuencias de las bandas alpha y beta de 550 pb y las de 1500
se encuentran en el Apéndice 3.

Una vez secuenciadas se pudo establecer el por qué la banda de 1500 ph daba
bandas de otros tamafios, especialmente una banda 550 beta que era mas definida que la banda de
1500 pb.

En el locus de 550 pb, ambos alpha y beta, la reasociacion (annealing) del
oligonucledtido es notablemente buena, pues solo difieren en 2/20 bases en el primer CAMXIF
y2118 en el primer CAMX2P. Esto permite una reasociacion muy buena. En cambio la
reasociacion de primer CAMIF en la secuencia de las bandas de 1500 pb es mala porque la
similitud es de 7120 bases en CAMXIF y 7118 bases en CAMX2P. Debido a estas
diferencias de reasociacion entre los primers y las secuencias, la reamplificacion del purificado
de 1500 ph puede dar otro tipo de bandas si en el purificado existian algunas molecular
contaminantes que tuvieran mayor avidez por el primer. A pesar de extremar precauciones para
evitar contaminaciones, siempre se obtuvieron bandas definidas de 550 pb en las
reamplificaciones de purificados de 1500 ph lo cual es indicio de un problema de la técnica
y no (le la manipulacién de las muestras.

La similitud entre las bandas alpha y beta de 550 pb es tan grande que

sugiri® inicialmente que se trata de un solo locus. Cuando analizadas en conjunto, las bandas
alpha y beta se alinearon bien en 501 sitios, de los cuales 41 resultaron ser variables, pero sélo 9

de ellos fueron informativos. Como se tenan 2 secuencias (alpha
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y beta) de un mismo individuo, la prediccion seria que las secuencias del mismo individuo se
agruparan entre si en los arboles, lo cual no fine el caso.

Una busqueda exhaustiva resultd e n 3 arboles igualmente parsimoniosos,
no enraizados de una longitud de 47 pases, CI = 0.915, HI = 0.085, CI excluyendo
caracteres no informativos = 0.692 , HI excluyendo caracteres no informativos de 0.308,
RI = 0.800 y RC = 0.732. El consenso estricto de estos tres arboles se muestra en la
Fig. 4, Los valores de bootstrap se muestran sobre las ramas. En este arbol las secuencias
del mismo individuo no se agrupan, por lo que la poca variacién observada es mayor
dentro de individuos que entre individuos, y puede ser atribuida a problemas de
alineacion y/o secuenciacion. El que existan 3 arboles igualmente parsimoniosos, con
tan pocos pasos, es congruente con una falta de estructura en los datos. En conclusion,
el intrén de 550 pb de la calmodulina no es lo suficientemente variable para establecer
relaciones genealdgicas.

Las secuencias de la banda de 1500 pb sor. pobres y demasiado largas
para ser secuenciadas sin oligonucleodtidos internos. en 4_59 de ellos se alinean bien,
mientras que un espécimen, A. Cibrian 13, presenta 200 ph iniciales no encontrados en las
otras secuencias. Esto sugiere que en este caso mas de un locus pudiera estar
involucrado.

Intrones de la Gliceraldehido 3. fosfato deshidrogenara. El par de oligonucleotidos de

los intrones de la G3PDH produjeron una banda definida de ca. 700 pb y un par de
bandas tenues de menos de 200 pb cada una. Estas ultimas no fueron trabajadas. La
banda de 700 pb fue secuenciada y mostr6 tener algo de variacion.

La variacién nucleotidica en las secuencias del gen codificador de
G#PDH en V. Plan folia es baja. De un total de 628 sitios alineados, 123 son
variables, pero s6lo 6 de ellos son informativos. Es probable que algunos de estos sitios
variables lleguen a ser también informativos si se incrementa el nimero de muestras.
El numero tan elevado de sitios variables podria también haberse visto incrementado por
la calidad de una de las secuencias(la del cv. "Oreja de burro' M. Soto 8536), que era menos
limpia y mostré numerosos discrepancias en la alineacion.

El analisis filogenético de estos datos resulté en un sélo arbol mas
parsimonioso de 134 pasos, CI = 0.985, HI + 0.015, Cl excluyendo caracteres no
infonnativos de 0.778, HI excluyendo caracteres no informativos = 0.222.

En la Fig. 5 se muestra la geneaologia inferida de la variacion
encontrada. El enraizamiento fue arbitrario, pues no existia evidencia de como
polarizarlo, Existen tres clados con relaciones no resueltas. Uno que incluye un espéc
amen aparentemente silvestre de Teapa, Tabasco, 4. Cibrian 13, otro ciado con una planta de
Usila, Oaxaca, M, Soto 8526 mas el ev. 'Oreja de burro' M. Soto 8536y un ultimo ciado que
incluye al ev. 'Mansa M. Soto 8538 y el cv. 'Acamaya"M. Soto 8508, ambos de las

plantaciones de Veracruz. Estos dos ultimos clados 'Oreja de



burro"-M. Soto 8526 y 'Mansa'- 'Acamaya’tienen valores altos de bootstrap, de 81 y
73%, respectivamente.
Isoenzimas.El Sistema R fue descartado debido a su baja resolucion en varios loci. En total
se tienen datos para 13 enzimas de 95 individuos coro un total de 17 loci, 14 de ellos
polimoérficos con al menos dos alelos distintos (ver Tabla 5). El nimero maximo de alelos
por locus fue 4.
Variacion dentro de las localidades. Las frecuencias alélicas en cada locus para las
distintas localidades de Vanilla planifolia se presentan en el Apéndice 5. En todas las
enzimas hay polimorfismo en al menos un locus, excepto en la RUB-1 y LAP-2 que son
monomorficas en todas las localidades. En general se observa que hay algunos alelos
con frecuencias muy bajas en Veracruz, como los alelos 3 y 4 de G-6PD-1 y GDH-1,
mientras que estos mismos presentan frecuencias ligeramente mas altas en las localidades
oaxaqueias.

El nimero promedio de alelos por locus (Tabla 6) en las localidades de
Veracruz va de 1.2 a 1.6; de 1.5 a 1.8 en Oaxaca, de 1.4 en Tabasco, y de 1.0 en en
Chiapas y San Luis Potosi. El bajo nimero de individuos utilizados en estos analisis
podria estar afectando este resultado, pero en general, estos valores son bajos en
comparacion a los valores reportados para la mayoria de las plantas (Hamrick, 1996). El
porcentaje de loci polimodrficos es de 17.6 a 52.9 en las localidades de Veracruz, de
47.1 a 64.7 en Oaxaca y de 41.2 en Tabasco. Los valores mas altos recaen en la region de
Oaxaca. Si comparamos los valores promedio de estas regiones con valores reportados
por Harnrick y Godt (1996) para plantas con caracteristicas similares, observamos lo
siguiente: las monocotiledéneas con sistemas de reproducciéon mixto (autocompabilidad y
autocompatibilidad como Vanilla planifolia) en promedio tienen un 53% de polimorfismo.
Plantas con un sistema de reproduccion mixto y con una dispersion de semillas como la
de Vanilla plan folia, tienen en promedio 42% de loci polimoérficos. Y por ultimo, plantas
con una amplia distribucién geografica tienen un 60% de loci polimoérficos. En todos los
casos, los valores obtenidos para la region de Veracruz son menores a los reportados, incluso si
los comparamos con reportes de otras orquideas (Arduino ef al, 1995; 1996). Los valores de
la regién de Oaxaca caen dentro de los rangos reportados e incluso tienen valores mas
altos. Esto resulta interesante, pues en la region de Oaxaca es donde se concentra la
mayor parte de los individuos silvestres y las plantaciones son muy recientes, muchas
veces originadas con plantas silvestres provenientes de zonas cercanas.

Los valores de heterocigosis esperadas segun el equilibrio de Hardy-
Weinberg son de 0.094 a 0.227 en las localidades de Veracruz, 0.217 a 0.295 en
Oaxaca, y 0.255 en Tabasco. Estos valores son similares a los reportados para
orquideas de regiones templadas, que van de 0.274 a 0.50 (Arduino et al., 1996). Las

heterocigosis observadas difieren de las esperadas pues se obtuvieron valores



significativamente mas bajos. Se observa que las localidades de Veracruz tienen valores de cero
o muy cercanos a cero, lo que indica que hay un exceso de homocigos. El valor mdximo para
Veracruz es de 0.059, que sigue siendo un valor bajo comparado con otras plantas. Con respecto a
Oaxaca la heterocigosis observada es de 0.010 a 0.078 y en Tabasco de 0.059 Usualmente se
obtienen valores de heterocigosis observadas y esperadas muy similares; cuando esto no sucede,
las plantas suelen ser autcompatibles y se autofertilizan (Hedrick, 1983). Esto puede explicarse
porque la mayoria de los individuos son autocompatibles. También podria ser el resultado de una
seleccion artificial de los clones superiores en las plantaciones, pero no existe ninguna
evidencia de que haya habido una manipulacion genética en V. planifolia en México. Elhecho de
que no existan grandes diferencias en las tasas de heferocigosis entre las plantaciones de
Veracruz (establecidas hace al menos dos siglos) y las de Oaxaca (de reciente establecimiento),
apunta a que no ha habido una manipulacion genética de V. planifblia en Veracruz.

Para conocer la heterogeneidad de las frecuencias alélicas por locus y distinguir
si las diferencias encontradas entre regiones y entre localidades se deben o no al azar, se realizé
una prueba de G (Sokal y Rohlf, 1981). Con la prueba de G también se e valda la desviacion
de las frecuencias genotipicas para cada locus respecto a lo esperado en el equilibrio de Hardy-
Weinberg y se determina si un locus estd o no en equilibrio para todas las localidades (se
excluyeron los loca monomorficos RUB-1 y LAP-2). En la Tabla 7 observamos que los
valores obtenidos para todos los loci, excepto ACPH-1, son significativos (p<0.05). Esto quiere
decir que todas las localidades son diferentes entre si y que todos los loci, menos ACPH-2, estan
fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg. Un resultado similar se obtuvo al analizar las
frecuencias genotipicas de cada locus con una chi-cuadrada, donde los tnicos loci
que no resultaron significativos son ACPH-1y DIA-1.

Se calculd el indice de fijacion F (Tabla (¢) para cada locus de cada region. Este
indice relaciona la proporcion de homocigos observados y heterdcigos esperados en promedio de
una subpoblacion. Si el unico factor afectando las frecuencias genotipicas es la endogamia, el
rango de esta expresion es de 0 a 1 y da una estimacion del coeficiente de endogamia, aunque
factores como seleccion, migracion y deriva génica pueden afectar el resultado. En Vanilla
planifolia se observa que la mitad de los valores obtenidos para la regiéon de Veracruz, muestran
valores de 1, lo que significa que hay una mayor proporcion de individuos homocigos que
heterdcigos en al menos 50% de los individuos. El valor mas bajo de este parametro en
Veracruz corresponde a la localidad de Joloapan (0.443), donde se encuentran, entre otras,
plantas del cv. "Oreja de burro”, que son autoincompatibles. En Oaxaca, Tabasco, Chiapas y
San Luis Potosi se observan valores cercanos a .. Estos resultados indican que las localidades

estan fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que coincide con



igual que los indices de Wright, un valor de 1.00 en 11 de los 17 loci analizados. Las
medias de fy F son 0.9015 y 0.9159 respectivamente, similares a los valores obtenidos con
la Fisy Fiy de Wright. Ambos resultados indican que hay altos niveles de endogamia. Sin
embargo, la Tetha calculada tiene un valor minimo de -0.0389 (DIA-2) y un valor maximo
de 0.3975 (ME-1), con un promedio de 0.1462. Este valor es bajo y difiere del obtenido
con la Fg, pues sugiere que existe una estructura menos definida en las localidades de Vanilla
planifolia. Para algunas orquideas se han reportado resultados similares (0.179) utilizando la
Gy de Nei (1973), comparable con los resultados de Fy y Tetha. Cabe mencionar que el
estadistico propuesto por Weir y Cockerham es sensible al tamafo poblacional y en general
resultan valores mas bajos que los obtenidos con la Fg, lo que en parte explica la diferencia
del valor obtenido por Fg; Fluho génico. Se agruparon las localidades en 3 regiones Puntilla
Aldama, Papantla y Oaxaca y se calculo el flujo génico de manera indirecta mediante la
Fyr., de Wright y la Tetha de Weir y Cokerham. Este parametro muestra el flujo de genes
entre las poblaciones, pues determina el grado en el cual cada poblacion local de una
especie es una unidad evolutiva independiente. Si existe una gran cantidad de flujo de genes
entre las poblaciones, entonces las poblaciones evolucionan juntas, pero si existe poco
flujo de genes cada poblacion evoluciona casi independientemente (Slatkin, 1994). Los
valores promedio obtenidos para Vanilla planifolia mediante Fg, son bajos (0.212) en
comparacion con otras plantas (Slatkin, 1987). En general valores de Nm menores a 1.0
representan situaciones donde el flujo génico es bajo y la deriva génica juega un papel
importante en la estructura genética de las poblaciones (Hamrick, 1990); valores mayores
de 1.0 no permiten la diferenciacion. Los resultados de flujo génico obtenidos por FsT
sugieren que en V. planifolia existe un bajo numero de migrantes entrando y saliendo de
cada poblacion por generacion y que hay poblaciones bien definidas. Esto apoya la
suposicion de que existe una estructura genética definida entre localidades y de que la deriva
génica podria ser un factor importante para esta estructuracion.
El valor promedio obtenido con Tetha es mayor a 1 (1.54) y la mayoria de los
loci difieren de los obtenidos con Fs, en particular el locus DIA-2 cuyo valor es de 14.0.
Este valor es muy alto en comparacion con otras plantas e incluso con los demas loci
analizados de Vanilla planifolia. En la Tabla 9 se muestran los valores de flujo génico
entre pares de poblaciones estimados a través de M. Se observa que el flujo génico es bajo
entre Oaxaca y las localidades de Puntilla Aldama (2.19) y Papantla (3.84). Entre
Papantla y Puntilla Aldama el flujo génico es mayor (6.22). Esto es congruente con lo
que esperabamos, ya que sabemos que hay un intercambio mas intenso entre individuos
de la region de Veracruz.
Por otro lado, para explorar si existe un patréon de aislamiento por
distancia, se estimaron los niveles de flujo génico por pares de poblaciones utilizando el

método propuesto por Slatkin (1993), obteniéndose M. La correlacion entre la matriz de



lo obtenido por la prueba de G y la chi-cuadrada. Es muy probable que esta desviacion del
equilibrio se deba principalmente a la deriva génica.

Cabe resaltar que en casi todos los parametros que describen los niveles de
variacion para Vanilla planifolia, 1a variacion genética es mayor en las plantas silvestres o
provenientes de plantaciones recientes (Oaxaca) que en las plantas cultivadas o
provenientes de plantaciones antiguas (Veracruz). En las plantaciones no hay
reproduccion sexual pues la propagacion de las plantas es por esquejes, por lo que las
diferencias en variacién y estructura genética entre Veracruz y Oaxaca, puede ser el
resultado de diferencias entre las poblaciones que les dieron origen.

Las isoenzimas sugieren la existencia ele mas genotipos en las
plantaciones y localidades de los que originalmente eran esperados. En vista de ello,
parece adecuado hacer un muestreo mas extenso por plantacion, tanto de Oaxaca como de
Veracruz.

Variacion dentro y entre regiones. Estructura genética. Enla Tabla 8 se resumen los valores

obtenidos de los indices de Wright y de Weir, que indican la estructura genética de las
poblaciones. En cuanto a los indices de Wright, Fis, que estima la diferenciacion a nivel
regional, tiene un Unico valor negativo de -0.338 en el locus ACPH-2, mientras que el
valor maximo es de 1.00 para 11 de los 17 loci. El promedio es de 0.869, valor muy alto,
que indica que existe un exceso de homocigos en relacion a los esperados a nivel
subpoblacional y que la endogamia es un factor importante en la estructura de la
poblaciéon. Con respecto a la FIT, que mide la diferenciacién total, nuevamente se
observan valores muy altos. Al igual que el anterior, el valor negativo, -0.081, se
encuentra unicamente en el locus ACPH-2 y hay valores de 1.00 para 11 de los 17 loci
analizados.

Uno de los parametros mas informativos es la Fgr, que mide la cantidad de
diferenciacion genética entre subpoblaciones en relacion a un grupo hipotético de
subp°blaciones, cada una homoéciga pero con el mismo promedio global de frecuencias
alélicas que las subpoblaciones reales. Cuando Fgr es diferente de cero, existe una parte de
la variacion repartida entre poblaciones, por lo que hay una estructura genética
originada por migracion o flujo génico. Cuantitativamente hablando, el rango de 0.05 a
0.15 para Fg, indica una diferenciacion moderada, de 0.15 a 0.25 hay diferenciacion y
arriba de 0.25 existe una diferenciacion muy marcada (Hartl, 1980). En Vanilla
planifolia obtuvimos un valor de FT, de 0.364, lo que indica que hay una diferenciacién
muy marcada, causada principalmente por deriva génica. Este resultado se obtuvo
excluyendo a las localidades de Tabasco, Chiapas, San Luis Potosi (regiones con uno o
dos individuos), pues si se incluyen en el andlisis el valor o atenido aumenta hasta casi
0.45. Las localidades de Veracruz son claramente distintas de las de Oaxaca.

Por otro lado, tanto la f como la F de Weir y Cockerham tienen un

unico valor negativo en el locus ACPH-2 de -0.1405 y -0.C 664 respectivamente, y al



las distancias geograficas versus la matriz de M se analiz6 con la prueba de Mantel. Es
importante resaltar que para éste analisis se agruparon la; localidades en 5 regiones,
Puntilla Aldama, Papantla, Oaxaca silvestres, Oaxaca cultivadas y Chimalapas. Al
graficar el logaritmo de las distancias geograficas versus el logaritmo de los valores de
M, no se observa un patron claro de aislamiento por distancia. La pendiente tiene un
valor de 0.00, el valor de correlacion es muy bajo (r=0.30); Fig. 6). Esto muestra que la
distancia no influye en la estructura poblacional (al menos en los loci estudiados) y que
los niveles de flujo génico no varian conforme aumenta la distancia geografica. Los valores
de M para pares de poblaciones van de 0.342 a 6.219, lo que corrobora que existe
poco flujo génico entre la mayoria de las poblaciones. Los valores de p oscilan entre
0.1748 y 0.8352, y por lo tanto no son significativos (p50.05).

Tasas de entrecruzamiento. Se calcularon las tasas de entrecruzamiento de manera
indirecta para dos regiones, Veracruz y Oaxaca. La tasa de entrecruzamiento encontrada en la
region de Veracruz es de 0.106 mientras que para Oaxaca es de 0.08 19 Estas son mugir
bajas comparadas con la media reportada en hierbas (0.42), aunque la moda reportada para
estas plantas se encuentra entre valores de 0.0 y 0.1, ya que la mayoria de las hierbas se
autofecundan de manera casi exclusiva (Eguiarte, 1990).

Las tasas de entrecruzamiento obtenidas sugieren que el sistema
reproductivo predominante en Vanilla planifolia es por autofecundacidon. Observamos que la
tasa de entrecruzamiento de Veracruz es ligeramente mayor que la obtenida para Oaxaca,
donde estan la mayoria de individuos silvestres. Es probable que este resultado se deba a la
presencia en Veracruz del cultivar "Oreja de burro", que se caracteriza por ser
autoincompatible. Usualmente los niveles de variacidn genética correlacionan
positivamente con los niveles de entrecruzamiento en las poblaciones o en las especies
(Hamrick y Godt, 1989). En el caso de Veracruz, los niveles de variacion y la tasa de
entrecruzamiento son muy similares (valores muy bajos), lo que refuerza la idea de que la
endogamia es un factor importante en la disminucion de heterocigos en Vanilla
planifolia. En Oaxaca la tasa de entecruzamiento es muy baja para los niveles de vari
acion genética obtenidos, lo que podria atribuirse que los individuos hasta ahora
observados son todos autocompatibles.

Sabemos que en Vanilla planifolia hay altos niveles de endogamia y que ha
existido una seleccion (artificial) en contra de la variaciéon para disminuir la incidencia de
clones autoincompatibles, sin embargo Vanilla planifolia tiene un sistema mixto de
reproduccion en el que no conocemos la proporcion real de individuos autocompatibles y
autoincompatibles. Lande y Schemske (1985) sugirieron un modelo que demuestra que
existe una tendencia evolutiva hacia uno u otro sistema reproductivo dependiendo de la
historia de la especie, a los cambios ambientales y a las fuerzas evolutivas. Si una especie
de larga historia ha sufrido cuellos de botella y baja eficiencia del polinizador entonces

tendra una baja depresion endogamica y se sele‘cionara la autofecundacion



como sistema de reproduccion. Si por otro lado la especie se distingue por tener poblaciones
grandes que se entrecruzan, habra un aumento en la endogamia y se seleccionaran mecanismos
para prevenirla. En 1991, Holsiiiger propone que no siempre se seleccionard uno u otro sistema,
sino que un sistema reproductivo mixto es evolutivamente estable siempre y cuando la
autofertilizacion pueda evolucionar.

Las plantas cultivadas usualmente tienden a cambiar de un sistema
reproductivo a otro debido a la seleccion artificial a la que estan sujetas. Lande y Schemske (1985)
en su modelo genético de depresion endogamica sugieren que especies que se autofertilizan
pueden evolucionar con mayor facilidad a partir de especies con altos niveles de
entrecruzamiento y no viceversa. Esto se aplica a las plantas cultivadas, donde la eleccion
de individuos autoeompatibles que faciliten el cultivo tiende a homogeneizar la variacion
genética. Si bien es probable que exista poca variacion genética en el sistema de reproduccion
en las plantas de Veracruz, seria interesante analizar las probabilidades de que Vanilla
planifolia llegara a un sistema evolutivo Unico en algunos afios debido a la seleccion artificial a
la cual estd sometida, al bajo nimero de individuos silvestres y en general a la historia de la
especie. Distancias genéticas Entre localidades. Las distancias e identidades genéticas de Nei
calculadas para todos los pares posibles de localidades y de regiones de Vanilla planifolia se
muestran en Tabla 10a La distancia genética puede tomar valores de 0 a infinito. Si las
frecuencias alélicas son iguales, D sera igual a 0, y su valor ira aumentando conforme las
frecuencias alélicas se vayan diferenciando. La identidad genética toma valores de 0 al; es de 1,
si las poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas y de O si no comparten alelas. (Nei,
1987)a Entre Plan de Limon, Ver. y La Gran Lucha, Oax., existe una identidad de 1.0, lo que
significa que tienen frecuencias alélicas idénticas. El valor minimo de identidad es de 0.523,
entre las localidades de Chiapas y Joloapan, mientras que la distancia maxima entre las
localidades de Veracruz es de 0.996, entre Dominguez-Rafael Rosas y Rafael Cardefia-
Zaragoza. En Oaxaca la idertidad maxima entre localidades es de 0.982, entre La Gran
Lucha y San Agustin, y la minima de 0a915 entre las localidades silvestres de Oaxaca y Cerro
Verde.

El dendrograma obtenido por UPGMA utilizando las distancias genéticas de Nei
(1987) no presenta una estructura tan definida como sugieren los resultados de estructura génica
(Fst). Sin embargo se observa una agrupacion de las localidades de Veracruz, con excepcion
de Pueblillo, Solteros de Juan Rosas y Plan de Limén (localidades agrupadas con las
plantaciones de Oaxaca), asi como Joloapan que se encuentra muy separada del resto de
las localidades. En esta localidad (asi como en Ojital) se encuentra el cultivar "Oreja de burro".

Las plantaciones de Carlos Acosta y El Grango se localizan muy cerca una
de otra en Puntilla Aldama y se sabe que se originaron a partir de un sélo esqueje, al igual que la

de Miguel Acosta que contiene un s6lo individuo variegado que se mantiene



por curiosidad (cv. "Acamaya"). Era de esperarse entonces que a excepcion de esta ulti
ma todas las muestras de estos sitios tuviesen el mismo genotipo, lo cual no es asi. En el
dendrograma tampoco estan agrupadas en la misma rama, y aunque las distancias entre ellas
son muy pequeflas, estas distancias no son particularmente proximas comparadas con
otras de Veracruz.

Por otra parte, la plantacion de Rafael Cardefia en Papantla también se
origind a partir de la de Carlos Acosta y en el fenograma se observan muy cercanas. Es
muy probable que las plantaciones de C. Acosta, Cardefia, Zaragoza, Riva Palacio y El
Gringo que en el dendrograma estan en un grupo muy cercano, provengan de un solo
esqueje. La unica localidad silvestre de Veracruz, en Atoyac, se encuentra asociada a
Isla de Juan Rosas, lo que sugiere que pudiera ser una planta escapada, mas que
silvestre. Al menos las localidades donde se conoce la existencia de mas de un cultivar
(Primero de Mayo, Miguel Acosta, Ojital y Joloapan) presentan mayores distancias que
aquellas donde se conoce solamente uno.

Las plantas silvestres de Oaxaca se encuentran relativamente aisladas,
pero algunas plantaciones estan agrupadas con las plantaciones de Veracruz, como se
menciono anteriormente (en particular Plan de Limén y La Gran Lucha que son
idénticas). Es muy probable que algunas plantaciones oaxaquefias se hayan establecido con
plantas provenientes de Veracruz. En otras localidades oaxaquefias (no incluidas en este
trabajo) se ha podido constatar que el origen de las plantas es veracruzano. Tabasco se
encuentra dentro del grupo que incluye tanto localidades oaxaqueflas como
veracruzanas, probablemente porque uno de los genotipos de Tabasco (A. Cibridn 14)
parece ser indistinguible de otro de Veracruz y el otro (A. cibridn 13) muy diferente de todos

los demas.

Disitancias genéticas entre regiones. El dendrograma que incluye a las regiones de
Puntilla Aldama, Papantla, Oaxaca, Tabasco y Chimalapas aparece en la Fig.8. La pos
cion de Chimalapas es basal debido a que incluye un sélo individuo, que es un gen tipo
distinto. Las otras regiones forman dos grupos bien definidos, Norte de Veracruz y
Oaxaca-Tabasco, siendo la distancia entre Puntilla Aldama y Papantla menor a la que existe
entre Oaxaca y Tabasco. El fenograma sugiere una estructuracion entre las regiones.

Andlisis de parsimonia entre genotipos de Vanilla planifolia. El otro analisis con los datos de

isoenzimas consistid en un analisis de parsimonia donde se incluyé cada uno de los
distintos genotipos, lo cual permite suponer que generaria una genealogia de ellos. El
numero de darboles igualmente parsimoniosos nunca fue encontrado en distintas
busquedas heuristicas, y se analizo el maximo de arboles que la memoria de la computadora
permitia almacenar (20,100). Los arboles consenso resultantes se calcularon de distintas
maneras, estricto, semiestricto, de Adams y de regla de mayoria de "0%. En este ultimo se

calculd también un arbol que presentara otros agrupamientos



compatibles. El arbol de consenso estricto no presenta ninguna estructura, mientras que el
arbol de mayoria de 50% que muestra otros agrupamientos compatibles fue el que mayor
estructura tenia. En la Fig 9. se presenta este arbol. No fueron calculados valores de
pootstrap, pues el gran numero de arboles no lo permitia, y la alta incidencia de
homoplasias, la existencia de mas muestras que caracteres y otros atributos adicionales de
los datos sugeria que ningln valor de bootstrap alcanzaria un porcentaje mayor al 50%.
Arboles de consenso de distintas busquedas heuristicas fueron similares. Este
cladograma no muestra una correlacion evidente ni con los taxa, ni con los cultivares, ni con
los clones, ni con las regiones geograficas. Pero los individuos mas distintos estan
agrupados en muy distintos clados, lo que sugiere una correlacion aunque poco estricta.

Las muestras de V. insignis y V. perplexa fueron definidas como grupos
externos, y sin embargo, los datos no permitieron que los especimenes de V. planifolia
formaran un grupo monofilético. No es posible caracterizar o identificar especimenes de
V. planifélia mediante datos de estas isoenzimas.

Se incluyeron muestras de los cultivares "Oreja de burro", "Mansa" y
"Acamaya". Los distintos especimenes de cada cultivar no se agrupan formando grupos
monofiléticos o siquiera parafiléticos. No es posible caracterizar o identificar los cultivares
de V. planifolia mediante estas isoenzimas.

Las muestras MA58483, 8494 y 8498 fueron encontradas formando un
"stand" silvestre. La morfologia y las condiciones ambientales parece sugerir un sélo
clon, o en el peor de los casos especimenes con relaciones de parentezco. Ellos no
conforman un grupo monofilético, aunque si forman un ciado parafilético. Como ya se
menciono, las plantaciones de M. Acosta y C. Acosta de: Puntilla Aldama, Veracruz
provenian de divisiones de un sélo esqueje inicial, y que fueron también el origen de la
plantacién de Cardefia en Papantla. Estos especimenes, que deben ser un mismo clon,
estan ampliamente diseminados en los distintos dados del arbol. No es posible
caracterizar o identificar clones de V. planifolia mediante estas isoenzimas.

Los especimenes ACJ 13, MAS 8480, MAS 8111 y MAS 8486 y GS
5868 son muy distintos. Ya sea por presentar rasgos morfoloégicos que los permiten
identificar, comportamiento reproductivo atipico (e.g. autopolinizaciébn) o por ser
especimenes silvestres de areas lejanas. Estos especimenes se encuentran ampliamente
dispersos en el arbol, lo que sugiere que las isoenzimas aunque no sean tan utiles para
reconocer cultivares o clones, si muestran una correlacion con la variacion de la
espacie. También es importante sefialar que en el arbol existen clados conformados
exclusivamente o casi, por especimenes de una region geografica particular. Aunque
otras clados abarcan especimenes de muy distintas regiones.

En conclusion el analisis de parsimonia de los genotipos no es muy
solido ni muestra una estructura clara de las relaciones genealdgicas de Vanilla

planifolia. La aparente homogenizacion puede ser resultado) tanto de la baja resolucion



de la técnica, como de factores biologicos que la promuevan, como la dispersion de polen y
semillas a gran distancia. En este momento no es posible determinar cudl es el grado de influencia
de éstas variables.
Diversidad genética. Se calculd el indice de diversidad de Shannon-Weaver a nivel global
(todos lo genotipos de todos los individuos) y a nivel de regiones, Veracruz, Oaxaca, Tabasco,
Chiapas y San Luis Potosi (ver Tabla 1 1.). Los valores obtenidos de H son altos en comparacion
con otras plantas, incluyendo los valores calculados de equitatibilidad, que en algunos casos son
de 1.00, lo que indica que hay igual nimero de individuos que de genotipos.

Los resultados del analisis de diversidad son incompatibles con la existencia
de una extensiva propagacion vegetativa. Si una- plantacion se origina de un sélo clon y
plantaciones con un sélo genotipo dan lugar a otras mas, se esperaria que los indices de
diversidad y equitatibilidad tuvieran valores muy bajos, al menos en Veracruz, donde el
cultivo de la vainilla se ha practicado por algunos siglos. Los valores de diversidad en Oaxaca
sugieren que todos los especimenes colectados corresponden a genotipos distintos, lo cual tampoco
factible, aunque suponiamos que la diversidad genotipica era mayor porque las plantaciones

se originaron de muchos especimenes silvestres hace menos de diez afios.

DISCUSION

Secuencias nucleotidicas. Una vez determinado que existe variacion en la secuencia nucleotidica
en los intrones de CaM y GapC4, aun queda por resolver el tipo de homologia que se establece
entre los variantes observados. La historia de estos genes es poca conocida y se desconoce si las
relaciones observadas son paralogas u ortélogas.

La calrnodulina es una pequefla proteina que se une al calcio en todos los
organismos eucariotas, aparentemente con funciones regulatorias en muchas otras proteinas
"blanco". El numero de bandas amplificadas con los oligonucledtidos utilizados puede ser reflejo
de que existen varios genes de la misma familia multigénica de CaM. Cada banda puede
representar un locus distinto, y 1. as diferencias de tamaifio de las bandas podria ser atribuidas a
variacion en la longitud del intrén entre loci duplicados.

No fue posible establecer una hipotesis de homologia de ninguna de las bandas de CaM
amplificadas con alguna de las secuencia conocida. Probablemente porque se trata de un intrén
con una tasa de substitucion alta, y no es posible alinear alguna de las partes a una region
codificadora mas conservada. Variaciéon intraespecifica en el unico intr--n del gen de la
Calmodulina en Plasmodium, falcipcarwn ha sido previamente reportada (Robson, 1993). En el

gen CaM-3 de Arabidopsis existe un solo intr-n de 491 pb.



El nimero de genes de Calmodulina reportados en distintos organismos es de
uno en Plasmodium falciparum (Robson, 1993), Saccharoinyces cerevisiae, Dictyostelium

discoideum, Drosophila melanogaster y Aspergillus nidulans, 2 en sapos

(véase Davis et al., 1986), 3-4 genes (otro gen similar y al menos 5 seudogenes sin
intrones) en humanos (Rhyner et al. 1994), 3 en ratas (Nojima H, 1989) y 3 en
Arcabidopsis (Perera y Zielinski, 1992).

Los productos de las regiones codificadoras de distintos genes de Calmodulina en
humanos y pollos (Ye y Berchtol, 1997) es idéntica, lo que se conoce como el
principio de "multigenes-una-proteina". En Arabidopsis el polipéptido codificado por
ACaM-3 es idéntico al codificado por ACaM-2 y difiere del codificado por ACaM-1 en 4
de 148 residuos (Perera y Zielinski, 1992). Sin embargo, existe evidencia de que los
intrones (la region no transcrita) estan involucrados en la regulacion del gene. En
Arabidopsis las diferencias en la acumulaciéon de ACaM-I, -2 y -3 mRNA en ciertos
tejidos es atribuible a diferencias en las tasas netas de transcripcion.

No es posible en este momento establecer cual es la relacion entre las secuencias de
calmodulina obtenidas. Los arboles y la informacién disponible sugieren fuertemente
relaciones paralogas entre ellas. Esto, aunado a la variacion tan baja que fue encontrada, la
descartan como una regidn potencialmente informativa para nuestros pro positos.

Con respecto a las secuencias del gen codificador de la G3PDH, éstas
fueron contrastadas contra todo el GenBank por medio de BLAST. Las busquedas
sugirieron distintas secuencias con las que se compartia mas similitud, todas ellas
reportadas como codificadoras del genes de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Se
analizaron por métodos de parsimonia usuales las 12 secuencias mds similares a las
obtenidas en Vanilla. Con esto pudo determinarse con cierta confianza que la secuencia de v.
planifolia era muy probablemente homoéloga al gen GapC4 de maiz (GenBank accession
number X73152) y al gen GapCPl de Pinus sylvestris (Gen Bank accession nuniber
XAJO01706). Estas dos secuencias y la de V. planifolia formaron un ciado bien.
definido (con un porcentaje de bootstrap de 85%) y distinto de otros genes
codificadores de la G3PDH.

Las secuencias de V. planifolia se alinean bien con los exones 8, intrén 8,
exo6n 9, intrén 9 exon 10 e intron 10 de GapC4 de maiz. Asi mismo determinamos que
existe poca divergencia en los productos de las regiones codificadoras(secuencia de
aminoacidos producto de la traduccién de los exones), tanto en pino, como en maiz y vainilla.
Sin embargo, existe gran divergencia en las secuencias de los intrones entre los tres taxa.

La estructura completa del gen GapC4 de maiz incluye pequefios
intrones y exones intercalados, el menor de 23 y el mayor de 1458 pares de bases.

Esta estructura permite alinear con precision los exones, que tiene un tamafio muy



conservado y estimar la divergencia en los intrones donde las tasas de substitucion son tan
altas, pero que no se pueden hacer las alineaciones adecuadas entre taxa distintos. La
estructura del gen GapC4 es idonea para la busqueda de variacion intraespecifica.

Un problema aun, no totalmente resuelto son el tipo de relaciones
(paralogas u ortologas) que guardan las secuencias de GapC4 de V. planifolia, aunque
su gran similitud y congruencia geografica apuntan hacia que son ortélogas. Sin
embargo es posible encontrar evidencia acerca del tipo de homologia empleando el
método de Southern Blotting, el cual estamos realizando actualmente.

Las secuencias casi idénticas de los cultivares 'Mansa'y 'Acamaya’
sugieren que 'Acamaya' podria ser una mutacidén somatica de '"Mansa'.

Estos datos sugieren que las secuencias de GapC4 son utiles como marcador
molecular para determinar el origen de los distintos especimenes, pero probablemente no
muestra suficiente variaciéon para realizar un analisis de coalescencia. Conociendo la
estructura de GapC4 y que muestra variacion en V. planifolia, hemos disefiado
oligonucleotidos para amplificar una zona mucho mayor (ca. 1700 pb) para maximizar la
probabilidad de encontrar variacion. Debido a que la secuenciacion de todos los
especimenes colectados y de otros mas por colectarse de V. planifolia puede ser
extremadamente cara, se requiere evaluar la variaciéon con técnicas mas sencillas que la
secuenciacion directa, como analisis de fragmentos de restriccion (RFLP) con
endonucleasas de restriccion, analisis de heteroduplex, SSCPs (single-stranded
conformation polymorphism) o electroforesis en gel de gradientes desnaturalizados.

Los resultados son tan prometedores que seguimos trabajando en

obtener mas informacion de esta region gendmica.

Isoenzimas. Es muy probable que la técnica de isoenzimas esté sobrestimando el
numero de genotipos reconocidos. Es particularmente raro que los especimenes de
plantaciones que se sabe se establecieron de un s6lo esqueje tengan genotipos diferentes.
Una alternativa podria se que las diferencias se deban a mutaciones somaticas; otra que
la técnica no esté permitiendo reconocer la existencia de identidad genotipica, y otra mas
que nuestra informacién sobre la historia de las plantaciones sea erronea.

La existencia de mutaciones somaticas es bien conocida entre plantas
cultivadas, de hecho en existencia de "sports" ha sido descrita en muchos otros cultivos,
especialmente de arboles frutales que se injertan. La presencia de individuos variegados
(cv. Albomarginata en Madagascar o Acamaya en México) podria ser el resultado de
tales mutaciones. Sin embargo, la variacion electroforética observada es probablemente
mayor que la esperada por mutaciéon somatica, aunque no se puede por el momento hacer

una estimacidn precisa, pues se desconoce el nimero de meristemos, la tasa de



crecimiento y el tiempo que han estado establecidas la mayoria de las plantaciones,
como para hacer una estimacion de las tasas de mutacion.

La actividad de las enzimas estudiadas podria estar afectada por el
ambiente celular, o ser regulada por distintos loci que se expresan de distinta forma.
Muchos de los estudios de variacién genética con isoenzimas se han llevado a cabo en
especies con follaje de corta vida, o a partir de semillas puestas a germinar, lo que iguala
muchas de las condiciones ambientales que podrian afectar a las enzimas del
metabolismo basal. En estas mismas especies de corta vida es factible realizar
experimentos de cruzas y determinar la heredabilidad de los electromorfos, pero no es
posible hacerlo en vainilla en un periodo razonable de tiempo.

En Vanilla 1a existencia de hojas de muy larga vida, que muestran
metabolismo CAM, podria afectar notablemente la expresion de las isoenzimas,
dependiendo del momento del dia en que se colectd la hoja y su longevidad. Entre los
especimenes de Puntilla Aldama que se tiene conocimiento que pertenecen a un s6lo clon,
se encontraron de 1 a 5 alelos distintos. Sin embargo, los especimenes que muestran
mayor numero de alelos distintos con respecto al genotipo mas comun de Veracruz son
aquellos que muestran flores y hojas con marcadores morfoloégicos, como ACJ 13, MAS
8480, MAS 8111 y MAS 8486 y GS 5868, lo que sugiere que si bien no son tan
precisos, los datos electroforéticos mas dispares podrian estar fuertemente correlacionados
con los especimenes morfolégicamente mas diferentes.

El hecho de que el andlisis de parsimonia no encuentre un niimero finito de
arboles, puede ser resultado de que la informacién de las isoenzimas carece de
estructura. La baja estructuracion en este analisis también puede deberse a que las
diferencias entre las poblaciones son mas cuantitativas (frecuencia alélica) que
cualitativas (presencia/ausencia de un alelo derterminado). Varios de los genotipos de
Veracruz difieren entre si en un sélo alelo, por lo que es igualmente parsimonioso, en
numero de pasos, que sea colocado como grupo hermano de un genotipo, que junto a otro
distinto.

Por el momento la pregunta de cuantos genotipos conforman las
plantaciones de vainilla de México ain no puede responderse apropiadamente. Si bien las
secuencias de las regiones hipervariables podrian ayudar a responder esta pregunta, tal vez
sea necesaria una técnica mas resolutiva, como los AFLPs para poder tener un marcador

"fingerprintting" que nos permita decir inequivocamente cuantos clones existen.

Distribucion geografica de la variacion, origen y domesticacion del cultivo. La selva alta
perennifolia de México esta constituida por tres distintos manchones aislados unos de
otros. A) el Soconusco, B) la regiéon norte, poco extensa, de la Huasteca de San Luis

Potosi y Puebla y el N de Veracruz, y por ultimo C) la regién sur, mas extensa, del S de



Veracruz, N y NE de Oaxaca, y N y NE de Chiapas. El aislamiento y suelos graniticos y
volcanicos del Soconusco deben ser factores importantes para explicar por qué V.
planifolia no se distribuye en esa area.

A pesar de que Papantla (en la regidon norte) es ampliamente conocida
ahora como productora de vainilla, se desconoce si fue el sitio de origen e introduccion al
cultivo. Registros del siglo XVI apuntan que la vainilla provenia de "Cuetlaxtlan", que
podria ser Cotaxtla, en la Planicie costera de Veracruz o Cuetzalan, en Puebla, muy cerca
de Papantla. Sin embargo, otras crénicas del siglo XVI mencionan igualmente Tabasco,
y otras posteriores sefialan Oaxaca.

El origen del cultivo, entonces, parece haber ocurrido en la region
norte. Sin embargo, esto puede ser cuestionado porque no existen registros de
poblaciones silvestres alli, y salvo el pie de monte, lejos de Paantla, la regién norte
parece ser excesivamente seca para la especie. Existen registros de poblaciones
silvestres en distintas areas de la region sur, y se sabe que fue una planta cultivada o al
menos recolectada en esta regidon al final del siglo XVIII, pero que su utilizacién y/o
comercializacion desaparecio totalmente hasta resurgir cerca de 1988.

Nuestros distintos conjuntos de datos sobre la estructura genética de V.
planifolia no son todos congruentes entre si. Algunos (e.g. Fig. 8) muestran una clara
separacion de las areas de las regiones sur y norte, si bien con la region norte en una
posicidn anidada, respecto a la region sur. Otros analisis muestran menos evidentemente esta
separacion (Figs. 7, 9 5, 4). En general puede decirse que casi todos los datos apuntan
que los especimenes de la region norte son una muestra de los de la region sur, aunque haya
existido cierta diferenciacion. Esto es congruente tanto con la hipdtesis de que el cultivo es
originario de la region norte, como con la hipotesis de que fue llevado desde la region sur.

La region sur y la region norte estan separadas en la actualidad por la
zona seca del centro de Veracruz, pero evidentemente son regiones vicariantes entre si. Los
especimenes originales de la region norte deben haber representado una muestra de la especie
en la regidn ancestral (sur-norte), por lo que su posicion anidada entre los especimenes de
la region sur, es congruente con la hipotesis vicariancista, si como suponemos la
existencia de la barrera es muy reciente, o con la hipotesis del translado desde la region
sur.

Sin embargo, el hecho de que la variaciéon genética en el norte de
Veracruz no sea notoriamente mas baja que en el norte de Oaxaca, sugiere mas que V.
planifolia si es nativa del la region norte y que se extinguié ahi en estado silvestre. La
variacion de los datos electroforéticos no sustenta la idea previa de que en el norte de
Veracruz la diversidad genotipica estaba reducida a 3 o pocos clones. La variacion
genética en las plantaciones del norte de Veracruz no parece haber sido afectada

notoriamente por el manejo. Vanilla planifolia no es una especie propiamente



domésticada, pues no existe evidencia alguna de haber sido manipulada genéticamente, ya
sea mediante selecciéon de lineas mejoradas o hibridacién. La manipulacién ha sido
unicamente respecto a la menor o mayor propagacion de clones determinados.

La extincién de las poblaciones silvestres en la region norte pudo haber

sido una situacidon analoga a la que estd ocurriendo actualmente con las poblaciones
silvestres de Oaxaca, donde los especimenes silvestres son removidos para su
establecimiento en las plantaciones, con graves consecuencias para su sobrevivencia en
estado silvestre.
Relacion entre la variacion genética y modos de produccion, campesino, indigena y pequernos
propietarios. La mayor parte de las plantaciones de V planifolia son manejadas por
comunidades indigenas ylo campesinas. So6lo una plantacion de propietarios
particulares es tecnificada (Faibre, cerca de San Rafael Veracruz y establecida con
material de Puntilla Aldama). Otras plantaciones de propietarios particulares no difieren
de las indigenas/campesinas en origen del material y manejo. En la mayor parte de las
localidades un mismo campesino puede tener una participacion en la plantacion del ejido o
comunidad y mantener asi mismo una plantacidon por su cuenta.

La mayor parte de la variaciéon genética estd en las comunidades
indigenas, especialmente Mazateca y Chinanteca de Oaxaca y en segundo lugar entre los
ejidatarios de las plantaciones del norte de Veracruz. Debe tenerse en cuenta, que el material
del norte de Veracruz, aunque no tan diverso como el del norte de Oaxaca, puede contener
clones superiores desde el punto de vista agrondmico.

Debe mencionarse que una buena parte de la diversidad genética debe estar
resguardada en los pocos especimenes cultivados en huertos familiares, especialmente en

regiones apartadas de Oaxaca, Chiapas y Tabasco.



Propuesta de manejo y conservacion de este recurso
La conservacion de los recursos genéticos de Vanilla planifolia debe
considerar los siguientes puntos:

1) Distribucion "alargada" y tal vez originalmente vicariante. Se extiende sobre muchos
cientos de kilometros, pero en una franja muy angosta.

2) Alta especificidad de habitat (pie de monte).

3) Densidades poblacionales extraordinariamente bajas.

4) Sistema reproductivo denso-dependiente.

5) Variacion genética baja y distribucion de la variacion regionalmente estructurada.

6) Individuos silvestres distribuidos en pequefios parches generalmente no incluidos
dentro del sistema de Arcas Naturales Protegidas.

7) Especimenes silvestres en areas degradas y/o sujetas a fuerte disturbio y modificacion del
habitat.

8) Especimenes silvestres bajo presion de colecta extremadamente alta. 9)

:Propagacion clonal extensa en las plantaciones.

10) Pérdida de material genético por mal manejo de las plantaciones.

11; Semillas que no se pueden almacenar en bancos de semillas.

12) Dificultad para el mantenimiento de "bancos de germoplasma de campo" por el gran
tamafio de los especimenes y requerimientos culturales estrictos. 13;) Altos costos de
mantenimiento y riesgos de pérdida del material con un banco de germoplasma in vitro.

Considerando estos puntos puede establecerse que la conservacion ex situ
es potencialmente mas importante que la conservacion in situ. Recomendaciones sobre las
areas de mayor diversidad genética y/o prioritarias para b conservacion de los recursos
genéticos de la Vainilla planifolia, susceptibles para conservacion in situ. La mejor manera de
conservar los recursos genéticos de Vanilla planifolia deberia ser conservar el habitat
natural donde todavia crece. Desafortunadamente estos sitios estan fragmentados, alterados o
muy transformados, y frecuentemente se asocian a zonas de alta poblacién. No se ha
localizado una sola poblacion saludable o numerosa en México. Probablemente lo mas
cercano a ello son los especimenes conocidos de la region de Sta. Ma. Chimalapa,
en el Istmo de Tehuantepec, y los pocos especimenes que han sobrevivido a la
sobrecolecta dentro de los terrenos comunales de los ejidos de la region de Ayozintepec.
En cualquier caso el nimero de individuos es mucho menor del nimero minimo
recomendado para el mantenimiento de poblaciones viables.

La conservacion in situ de la variacion genética de V. planifolia no
parece ser una estrategia viable bajo las condiciones actuales, aunque deben hacerse
esfuerzos por favorecer la permanencia en estado silvestre de los pocos individuos

conocidos.



Las selvas sobre karst en la region de Ayozintepec contienen muchas
otras especies de distribucion restringida, tales como Dioon spinulosum y Chamaedorea
metallica. La permanencia de los fragmentos de selva probablemente esta asegurada, pues
lo abrupto del terreno imposibilita su uso pecuario o agricola. En la practica algunas de
estas zonas funcionan como reservas ejidales forestales. Sin embargo, la permanencia de
las vainillas no estd asegurada con la permanencia del habitat debido a la sobrecolecta de
la que es objeto. Un so6lo espécimen silvestre puede representar una entrada de dinero
inusual, con su venta como esquejes, y tales especimenes eran o son buscados con mucho
esfuerzo por parte de los pobladores locales. Una "caceria" de V. planifolia para localizar
un so6lo espécimen silvestre podia durar mas de una semana antes de que se extinguiera en
muchas regiones.

Recomendaciones para la conservacion ex situ. La conservacidon ex sitas podria ser una
alternativa mas viable para conservar los recursos genéticos de V planifolia.

Un punto importante es la permanencia en las plantaciones de los
genotipos actuales, la cual no es de ninguna manera segura debido al manejo
técnicamente deficiente de los vainillales. Muchos genotipos valiosos pueden estarse
perdiendo en Oaxaca por el abandono de las plantaciones, entre ellos algunos de los mas
distintos, como los de Cerro Verde.

Segundo, es necesario favorecer la diversidad genética de las plantaciones.
En la actualidad existe una tendencia a establecer plantaciones del cv. Mansa,
especialmente con esqueje de las plantaciones de Puntilla Aldama, Veracruz, tanto en
Oaxaca como en Chiapas. No existe mucha evidencia de que este cultivar sea superior en
desempefio o calidad de la produccién con respecto a muchos otros especimenes.

Tercero, es necesario el establecimiento de un banco de germoplasma de
campo, asociado a laboratorios con infraestructura basica para mantener especimenes que
aseguren la permanencia de los genotipos ahora existentes. Instituciones como el Instituto
Tecnologico Agropecuario de San Bartolo Tuxtepec, o el INIFAP en el norte de Veracruz
podrian cumplir estas funciones. Un banco de germoplasma de campo de V. planifolia
podria contener una gran parte, y tal vez la totalidad de la variacién genética de esta
especie, dado el reducido nimero de genotipos que aparentemente existen. Sin embargo,
deben tomarse en cuenta que pueden existir limitaciones de espacio y que los costos de
operacion pueden ser muy altos.

Por ultimo, es posible mantener a costos relativamente bajos gran parte o la
totalidad de los genotipos conocidos de V. planifolia en una coleccion de cultivo de
tejidos, Las desventajas son la variacién somiclonal que puede llegar a presentarse, y
que: puede alterar las caracteristicas de los cultivares, y la permanencia de lacoleccion por
periodos prolongados de tiempo. Ademads, el manejo de los "ex plantes" de V. planifolia

ha resultado ser dificil, con grandes pérdidas, en ocasiones totales, al sacarse



de frasco. La permanencia de las colecciones depende fuertemente de la capacidad
técnica y el interés de los técnicos encargados de su mantenimiento.

Probablemente la mejor estrategia para la conservacion de los recursos
genéticos de V. planifolia sea un enfoque combinado que incluya los distintos puntos,
desde la permanencia de las plantas silvestres, el mejoramiento de las practicas de
cultivo en las plantaciones, la diversificacion del material a propagar y el establecimiento de

bancos de germoplasma ex profeso.

Recomendaciones sobre el manejo de las plantaciones con lineamientos para el establecimiento
de unidades de propagacion que favorezcan la diversidad genética en los
viveros. Las condiciones de cultivo en las plantaciones de México deben mejorarse paya
asegurar la permanencia de los genotipos de vainilla y para incrementar la produccion.
En general, las plantaciones deberian establecerse en sitios apropiados, con infraestructura
de riego y con facilidades para la incorporacion de materia organica.

Las plantaciones tradicionales, sin infraestructura estin condenadas a
producir unos cuantos kilos de vainilla por afio, a diferencia de las plantaciones
tecnificadas donde se ha alcanzado hasta 3 toneladas.

La produccion de vainilla organica no es una alternativa muy viable,
debida a que el mal manejo en las plantaciones tradicionales, conlleva la presencia de
patogenos y herbivoros dificiles de controlar. La produccién de vainilla organica deberia
intentarse s6lo en plantaciones bien manejadas.

Las plantaciones "madre" de esqueje de vainilla deberian incluir tanto
material local como proveniente de otras regiones. La extensién de los clones de
Puntilla Aldama, podrian llegar a poner en riesgo la permanencia de clones locales en las
plantaciones de Oaxaca y Chiapas. Sin embargo, es importante también evitar establecer
plantaciones con esquejes del cv. "Oreja de burro". Ciertos vainillales podrian
monitorearse, tanto en Veracruz, como en Oaxaca, para corroborar la calidad del esqueje
que producen y ser de alguna manera certificados como unidades de propagacion.
Establecer los lineamientos para un programa de fitomejoramiento. Existen entre las
especies mexicanas de Vanilla muchos caracteres interesantes para ser evaluados e
incorporados en este cultivo. Las especies mds interesantes para programas de cruzas
son V. phaeantha, V. insignis, V. odorata y V. pompona.

Childers et al (1959) reportaron que V. phaeantha es mas resistente al
ataque de Fusarium oxysporum dque V. planifolia, y ambas estdn cercanamente
relacionadas. Ademas, V. phaeantha puede establecerse en sitios mds secos y en suelos
estacionalmente inundados.

Vanilla pompona produce frutos fuertemente fragantes. Es una planta

mas, vigorosa y xerofitica. A diferencia de otras especies, puede crecer tanto en zonas



graniticas, como volcanicas y calcareas, y es la unica especie de frutos fragantes en el
occidente de México. Probablemente su mejor cualidad sea la de producir un mayor
numero de frutos. Debido a su sistema de polinizacion distinto, en donde se ofrecen
fragancias como recompensa, V. pomposa es polinizada naturalmente con mayor frecuencia
que V. planifolia. Ademas, aparentemente es capaz de mantener un alto "fruit set' sin
consecuencias negativas en la sobrevivencia de la planta y los futuros eventos
reproductivos.

Vanilla cribbiana y V. hameri son en muchos sentidos similares a V.
pompona, aunque V. cribbiana no es xerofitica. Una poblacion de V. cribbiana se puede
localizar sobre suelos volcanicos en la Sierra de Sta. Martha, Veracruz.

Vanilla odorata es después de V. planifalia la especie con frutos mas
fragantes. Si como suponemos V. odorata es uno de los padres de V. tahitiensis, ha conferido
a su descendencia la capacidad de florecer menos estacionalmente y de producir flores
en zonas ecuatoriales como Nueva Guinea, donde V. planifalia no ha sido exitosa. Aun
existiendo V. tahitiensis, la importancia de V. odorata en los programas de mejoramiento de
Vanilla esta lejos de ser aprovechada. Vanilla adorara, a diferencia de V. plan folia, es una
especie que puede establecerse en la vegetacion secundaria (acahuales) y tolera mejor el
cambio de condiciones que colleva la sucesion, pues se le ha observado en sitios de 2-3
afios asi como en condiciones de bosque maduro. Existen plantaciones tradicionales en
el norte de Oaxaca, a partir de acahuales jovenes, que contienen individuos de V. odorata y
V. planifolia. En estas plantaciones V. odorata muestra una mayor resistencia a
condiciones adversas de sequia, alta insolacién, o sombra excesiva, asi como un menor
ataque de la chinche roja (Tentecoris confusos) y del gusano peludo (Plusia aurifera).

Vanilla insignis es la especie de vainilla mas abundante y tolerante en
México. Se establece en zonas con menos de 1000 mm de lluvia al afio, hasta en zonas
con mas de 4500 mm. En la peninsula de Yucatan estd estrechamente asociada a los
bajos inundables y tolera condiciones de lento drenaje o ain anegamiento. En Chiapas
puede establecerse en sitios oligotréficos en sabanas con suelos arcillosos. En cl centro de
Veracruz ha logrado establecerse en zonas de suelos volcanicos, acidos, inapropiados
para muchas otras especies de Vanilla. También es la especie que soporta mejor
temperaturas por abajo de 10C. Es ademds de crecimiento vigoroso y se han localizado
en Calakmul, Campcche. especimenes de mas de 4,000 m* de extension.

Vanilla perplexa es una especie poco vigorosa y con bajos 'fruit sets"'. Sin
embargo, puede tolerar condiciones de alta humedad y sombra en el interior del
sotobosque, donde ninguna otra especie de frutos fragantes sobreviviria por un periodo
largo.

La divergencia de V. harbellata y V. inodora con respecto a las vainillas

con frutos fragantes pudiera ser anterior al Eoceno-Mioceno (Soto, Cameron y Alvarez



Bu ylla, datos no publicados) y es muy poco probable que especies tan diferenciadas puedan

hibridizarse exitosamente con V. planifolia.
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TABLA 1. Distancias nucleotidicas absolutas entre distintos especimenes del complejo de V

Pompona

1
2
3
4
5
6
7
8
9

V.pompona 7747
V. pornpona 7878
V. pompona 8509
V. pompona 8614
V. pompona 8119
V. pompona 823246
V.seudo pompona
V, pompona 603414
V. pornpona 7632

10 V. grandiflora

36

36
29
27
31
40
29
31

36

12
50
15
34
14
39

36
29
27
21
40
29
31

12
50
15
34
14
40

51

24

32

54
46
52
41

26

34



TABLA 2. Datos generales de la colecta de individuos de Vanilla planifolia.

. Localidad Municipio Altitud(msnm)  Origen # Individuos
VERACRUZ
1 Atoyac Atovac 450 Silvestre 1
2 Miguel Acosta Rafael Delgado 20 Plantacion 2
3 El Gringo Rafael Delgado 20 Plantacion 3
4 Carlos Acosta Rafael Delgado 20 Plantacion 3
5 Rafael. Cardefia Papantla 170 Plantacion 5
6 Plan de Limén Papantla 170 Plantacion 3
7 Joloapan Papantla 170 Plantacion 5
8  Nuevo Ojital Papantla 200 Plantacion 6
9  Pueblillo Papantla 50 Plantacion 3
10 Vista Hermosa de Papantla 170 Plantacion 3
Juarez
11 Belisario de Papantla 170 Plantacién 3
Dominguez
12 Primera de Mayo Papantla 170 Plantacion 3
13 Cuyuxghihue Papantla 100 Plantacién 3
14 Rafael Rosas Papantla 50 Plantacion 4
15 Riva Palacio Papantla 50 Plantacion 4
16 Montafla Zaragoza Papantla 50 Plantacién 5
17 Soltero de Juan Papantla 200 Plantacion 4
Rosas

18 Otaltitlan

—

19. Isla de Juan Rosas Papantla 50 Plantacion 4
20 Nautla Nautla 20 Huerto 1
OAXACA

21 LaCueva San Lucas Gjitlan 700 Nueva plantacion 3
22 Cerro Verde San Lucas Ojitlan 700 Nueva plantacion 2
23 Gran Lucha San Juan Bautista 200 Nueva plantacion 1

Valle Nacional



24 San Agustin

25 Plan Juan Martinez

26  Pueblo Viejo
27  Chiltepec

28 Valle Nacional

29  Usila

30 Arroyo Aguacate

31 Santa Ma.
Chimalapas

32 San Agustin

32 Sin datos precisos

TABASCO
33 Cardenas

34 Teapa

CHIAPAS
35 Chajul

SAN LUIS POTOSI

36 Tamazunchale

Santa Maria 80
Jacatepec
Santa Maria 80
Jacatepec
Ayozintepec 60
San José Chiltepec 150

San Juan Bautista

Valle Nacional

San Lucas Ojitlan

San Lucas Ojitlan 700
Santa Maria

Chimalapas

Santa Maria
400

Jacatepec

Cardenas

Teapa

Ocosingo

Tamazunchale

Nueva plantacion y 3
silvestres

Nueva plantacion
silvestre

Nueva plantacion

Nueva plantacion

Nueva plantacion
Nueva plantacion

Silvestre

Silvestres

Orquidario

Silvestre

Silvestre

Silvestre

yl



TABLA 3. Informacién general de los individuos analizados.
(Disponible en version electronica unicamente)



TABLA 4. Caracteres utilizados para el andlisis de parsimonia de los datos de isoenzimas. Se
anexan matrices de nimero de pasos entre los estados ordenados

Caracter io eso *Num.

estados
1 ACPH-1 no ordenado 2 3
2 DIA-1 dia-1 1 4
3 GOT-1 got-1 1 2
4 IDH-1 no ordenado 2 4
5 SDH-1 no ordenado 2 2
6 GD14-1 no ordenado 2 3
7 MDH-1 no ordenado 2 4
8 MDH-2 no ordenado 2 4
9 ME-1 no ordenado 2 3
10 FE-1 fe-1 1 5

Matrices de estados ordenados

dia-1
0 1 2 3
0 0 1 2 1
1 1 0 1 1
2 1 i 0 1
3 1 1 1 0
dia-2
0 1 2 3 4 5
0 0 1 2 2 2 2
1 1 0 1 1 1 2
2 2 1 0 1 2 2
3 1 1 1 0 1 2
4 2 2 2 1 0 2
5 1 1 1 1 1 0



(continuacion de TABLA 4)

got-1

fe-1



TABLA 5. Sistemas enziméticos ensayados en tejidos de Vanilla planifolia. Se indican los nimeros de
loci totales por enzima y los loci polimorfcos. Las letras en la estructura cuaternaria indican: M,
mondmero; D, dimero; T, tetramero; y en los sistemas: M, Mitton pp; 2, #2 Tris-Citratos.
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ACPH: Fosfatasa acida

DIA: Diaforasa

RUB: Ribulosa-5' difosfato carboxilasa
GOT: Glutamato oxalacetato transaminasa
LAP: Leucil aminopeptidasa G-6PD:
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 6-PGD:
6-fosfogluconato deshidrogenasa FE:
Esterasa fluorescente ME: Enzima malica
IDH: Isocitrato deshidrogenasa

SDH: Shikimato deshidrogenasa

GDH: Glutamato deshidrogenasa

MDH: Malato deshidrogenasa
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TABLA 7. Prueba de G y X” para todos los loci en todas las localidades.

Locus G X
ACPH-1 0.0000 0.0000
ACPH-2 0.4338% 0.3634%
DIA-1 0.0000 0.4728
DiA-2 0, 0000 0.0000
GOT-1 0, 0000 0.0000
IDH-1 0.0000 0.0000
G6P-1 0.0000 0.0000
6PD-1 0.0000 0.0000
SDH-1 0, 0000 0.0000
GDH-1 0.0000 0.0000
MDH-1 0.0000 0.0000
MDH-2 0.0000 0.0000
ME- 0.0000 0. 0000
FE-1 0,0000 0.0000
LAP-1 0.0008 0.0488

* Valores no significativos con p ¢ 0.05



TABLA 8 . Valores de los estadisticos F de Wright y los estadisticos de Weir para todos los loci
(desviacion estandar en paréntesis calculada con un jacknife sobre todos los loci). Los valores se
obtuvieron unicamente con 22 poblaciones, se excluyeron SU, Tabasco, Chiapas y Chimalapas.

Locu Fis Fit Fst f F Tetha
ACPH-1 1.000 1.000 373 1.000 1.000 0.164
ACPH-2 -.338 -.081 .192 -.141 -.067 0.064
DIA-1 472 555 156 0.720 0.708 -0.090
DIA-2 495 571 151 0.563 0.547 -0.038
GOT-1 916 951 411 0.956 0.959 0.062
IDH-1 1.000 1.000 .342 1.000 1.000 0.115
G6P-1 1.000 1.000 459 1.000 1.000 0.227
6PD-1 1.000 1.000 365 1.000 1.000 0.201
SDH-1 1.000 1.000 .345 1.000 1,000 0.096
GDH-1 1.000 1.000 406 1.000 1.000 0.177
MDH-1 1.000 1.000 348 1.000 1.000 0.092
MDH-2 1.000 1.000 319 1.000 1.000 0.063
ME-1 1.000 1.000 499 1.000 1.000 0.397
FE-1 1.000 1.000 248 1.000 1.000 -0.070
LAP-1 1.000 1.000 241 1.000 1.000 0.011
Promedio .869 917 .364 0.901 0915 0.146

(0.371) (0.302) (0.105) (0.075) (0.064) (0.037)



TABLA 9. Nuimero de migrantes por generacion entre pares ce poblaciones de Vanilla planifolia
calculados a partir de FsT promedio (ver TABLA 8)

Poblacion Puntilla Adama Papantla

Oaxaca
Puntilla Aldama 6.22 2.19
Papantla 3.84

Oaxaca



TABLA 10. Identidades 1 (sobre la diagonal) y distancias D (bajo la diagonal) genéticas insesgadas de Nei (1978)
para pares de localidades de Varilla planifolia.

. 2 A . N " o
1 Miguel Acosta T 044 962 948 854 940 952
2 Gringo 059 ** 922 952 914 891 926  .958
3 Carlos Acosta 058 081 ***x 984 950 951 978  .890
4 Rafael Cardefia 039 049 .06 937 902 962 904
5 Plan de Limon 054 090 051 065 *** 946 968  .925
6 Joloapan 158 115 051 104 056  eees 953 843
7 Ojital 062 077 022 039 032 043 meexx 919
8 Pucblillo 049 043 o 101 078 o 084 e
9 Vista Hermosa 059 080 .026  .038 .090 .068 .024 .115
10 Dominguez 072 117 078 037 062 .177 068  .142
11 Primero de Mayo 063 .107 052 .028 .028 .136 .068 .114
12 Cuyuxquihui 041 089 085  .054 .069 .185  .080  .043
13 Rafael Rosas 045 046 071 029 .043 .139  .027 .06l
14 Riva Palacio 058 097 013 016 .023 .105 .036 .123
15 Zaragoza 025 037 018  .004 .023 .091 .027 .033
16 Soltero de J. Rosas  .106 .088  .153  .128 .152 .193 .079 .04l
17 Isla Juan Rosas 024 072 .037 47 051 111 022 046
18 Oaxaca silvestres 077 127 .079 .092 .063 132 .063 .055
19 Gran Lucha 110 .093  .091  .098 .000 .065 .064 .076
20 San Agustin 070 039 060 055 044 083 .039 .026
21 Cerro Verde 168 .090 180  .157 .100 .176  .129  .038
22 Usila 193 134 226 217 062 157 169  .107
23 Tabasco 075 046 040 029 .024 085 055 .073
24 Atoyac 039 084 .040  .048 .048 .089 .020 .089
25 Chiapas 306 417 477 390 398 649 418 360

26 San Luis Potosi 306 219 261 218 139 236 180  .173
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26 San Luis Potosi 327 209 174 217 140 171 147 241

(continuacion TABLA10)
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25 Chiapas 362 348 404 414 452 395 409 338
26 San Luis Potosi 264 214 .058 113 074 123 121 272

(continuacién TABLA 10)



L

Localidad

1 Mionel Acncta 137 137
2 Gringo .659  .803
3 Carlos Acorta 621 771
4 Rafael Cardefia 677  .804
5 Plan de Limoén 672 .870
6 Joloapan 523 790
7 Ojital .658 B35
8 Pueblillo 697 841
9 Vista Hermosa 639 721
10 Dominguez 705 811
11 Primero de Mayo .690  .841
12 Cuyuxquihui 718 .805
13 Rafael Rosas 736 .870
14 Riva Palacio .684 843
15 Zaragoza .676  .B63
16 Soltero de J. Rosas .642 786
17 Isla Juan Rosas .696 768
18 Oaxaca silvestres 706 .807
19 Gran Lucha .668  .944
20 San Agustin .661  .893
21 Cerro Verde 636 928
22 Usila .674 884
23 Tabasco .664 886
24 Atoyac J13 762

(continuacién TABLA 10)



25 Chiapas rHREEE 529

26 San Luis Potosi 636 HEEE
%

(continuacién TABLA 10)



TABLA 11. Valores de diversidad, H, a nivel regional y a nivel
global calculados con el indice de Shannon-Weaver (1963). Se
muestra también la Equitatividad, E, para cada localidad.

Localidad

Regional
Veracruz
Oaxaca
Tabasco

Global

H

1.564
1.397
0.301
1.758

0.935
1.00
1.00
.937



APENDICE 1. Sccuencias nucleotidicas de la
(ITSY de distintos especinienes de las especies ¢

*mirnorchis sp

*aphiopedilum fairfanum

Fanilla bacbellala

Fanilla cnbbiana

Colentor

M. Soto

M. Soto

K. Cameran

M. Soto

re
{ .

gidn del cspaciador interno transcrito
Vanillie Je México

Murmere Caracter tipo long-prec Descripaion

8775 Secuenciade ITS (0

8776 Secuenciade ITS Q

&0, Secuencia de ITS Q

7940 Sceuenziade ITS O

o

C

o]

[+

CNCAGCCAGNNMNACTOCGGAANGATNATTGTTGAGATCACATAA TAATTGATC GAGNTAATCTGTGAGGATCAGTTTA
CTTTGGTCACCCATGGGCAT TTECTGTTGCAGTGACCGAGATT TGUCATCGAGCCTCCTTGGGAGCTTTCTTGCTGGRGAT
CIGAACCCTAGTCCGGUGCAGTTTTGLGCCAAGTCA T ATGGCACATAATTGGTGAAGGGGGRLEGEATECTGOCTOGACCE
TCCCCAAATTATTT T TTAACAACTCTCAGCAACGGATATUTCGECTCTTGCATOGATGAAGAMS GOAG CGAMATGCGATA
AATGGETGTGAAT IGCAGAATCCCGTGAACCATCCAGTCTITRAACGCAAGTTGCGLCCGAGLCCATCAGGOCAAGU GUAD
GLOTGCCTGGGCATTGOGAGTCATATCTOTCOG | TAATGAGGCTGICCARAAT AC TG T TCAGCU GGTGCGUATG FGALT
TTGGCCCCT T GTICTTTGETACGGGGGEGETCTAAGLGCTGCATGGECT T T TGA GG T UCTARATACGGCAAGAGH TGGAGT
ACTGTGCT GCAACAAGTGTTETGCGAATGCC CCGCETTGTCGTAMTAGAY GGGLCAGCATAATTTGAAGACCCTTTTGAA
COCCATI GEAGGCCOGTCANCCCATGATCAL TTGAGGCCATT TGGT IGUGACCUCAGTCCAGGTNGAGA

TCAGNCGONNAACTGCEGAAGGACAT TS TBAGATCACATAATAAT IGATCGAGTTAATCTGGAGGATCAGTTTACTTT
GGTCACCATGGGCATTTGCTGT IGCAGTGACCGAGATTTGLCATCGAGCC TCC TTGGGAGCTTTC TTGUTGGUGATC TGA
ACCCTAGICUGGECGCAGTTTIGCGCCARG ICATATGGCACATAATTGGTGAAGGGGEOGGUATGCTGCCTC GACCCTCCT
CAAMATTATTI TTTAACAACTCTCAGCAACGGA TATCTCGGRC TG TTGCATCGATGAAGAACGUAGUGAAATGUGATAAAT
GGTGTGAAT TGOAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTT T GAACGCAAGTIGCGCCCGAGGOUATCAGGUCAAGGACACGEC
TGCCTGRGUATTGCGAGTCATATCTCTCCCT TAATGAAGC TG TCCAAACATAGTATTCAGCCOGTSCRGATGTSAG G
GCCCCTTGTTC I TTGGTACGGGHRGGTCTAAGCGE THCATGGGCTTTTETRGTCOTAAMMTAGGGCAAGAGHETGGACATTGT
GCTGCAACAAGTGTTGTGCGAATGCCCC GCG ] G TCGTATTAGATGEGCCAGCATAATTTGAMGACCCTT TTGAACGCTA
TTGGAGGCOCGETCAMCCOATGATCAGTTGACGGGCAT I TGGTTGCGACCCCAGTCAGTNGAGA

CTGTAGGTGAACTGCGGAAGHTCATTGACGAGAGUCACGAATGATCGAGTGATCCGE TGUMMOT TG TGGLGGTGOGACGA
COGATTGACGTCGUCTTCTTCCATCGC ATCGO TOC TGO TTUCACCGGGAGTTCCATGCTGTG G GGGACGAACAACAGCCT
ATGGECGTEGTCATGUGCCAAGGRAGAGTAMAGT TAAGCTGCCAM GAGTGLGT TG TGUGTOGRCCAGCTCC GG GAEGRC
TGGGCAATUGAACATCGAACGACTCTCRACAAGGGATATCTTGGO TCTCGCATCGATGAAGAAC GCAGOGAMMTGOGAT
ACGTGTIGTGAATTG IAGAATCCCCGTGAACCATCCATTTTY FGAACGCAAGTIGCCCCCGAGHATGUAMGCCAAGGGD
ACGTGETTGTGAATTGTAGAATCCCCGTRAACCATCCATTTTTTGAACGUAAG TTGOGCCCGAGGAT GLAAAGLCAAGGGD
AC ICCCTGCATGGRGTETAA 1 GCGTCCTGTIGCTCCTTGCGGTGECTTGGAATICOTTGGTTTAGATCAGO GHOCTCOCGECA
GOABGCGATCGATGGCACCCOG TGCTACGGECATGGCG TG T ICAAGCGTTGEGLA TGO TUGEC TG TAGACACCGUAGGAG
GTGGATGCCACCGAGTCTCGTGG G MTGGICAGCAG GAACCCATGTIGCAGTGCGACAGGCAGATGCCCLTCGCAAATCE
ACCTCOGTGCCCCACGGTGTGGARACG TGACCCCATGTTACTGAGC TAGCC G TGA

TICNGTAGGTGAACTGCGGAAGGACATTGACCAGAGGTTTGAATGALGGAACG ATCTGTUCGACATTGGRAGTGCEACG
GIIGTTCGATGTCGCGTTCTTI CATAGCGCGTCTCTTGOTATCACGCGRGAGC TCGACGTTATGGEGGACAMEAMAGCT
TATGGGUG TGETCAGGC GO AAGGGAGAGCAAATG TTAAGCTGGCAMCGAGT ATGUUGTGTGTCGCCAGETCCATGEA
GICCTGGCAATCGAACGACTOTCGACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATGLGATACGTG
TTGTGAATTGTAGAATCCCGTGAACCA ICCATTITTTEAACGCAAGTTGCGOCUGAGGATGCAAGCCGAGGGUACGCC1G
CATGEGTGTAATGCGTCCOGTCGC 1 COICGUGGAAGLCTRRAATGT I TTGGTTTGTTTCCTCGRCCOCGTTGTGGAGGC GA
TCEATGGCACCCCGTGCAATGOAT GGUGTETTGAAGTGTHAGGCGACGECGGACTGTCGACACGATARGAGG TGGACGEC
ACTGGATGTTGTGGRTGT 1 GGCCAGCAAGAATCGATGTOGTOG GCGACCGGUGGATECCCCGCATAGATCOAT ICCETOC
TCCATGETGTGGAR TCGTGACCCCATETTAGGTGGAGC A



{continuacion del APENDICT

b Sorg

Fewla ¢

fanil'a cribbisna M. Scta

fanita cribbiana M. Scrg

fanilla cribbiang M. Solo

8121 Secuenziacde 1S & C

BrA0 Seouenciade ITS Q0 C

8777 Beouencin de ITS G C

GTGEAAC TGLGGAAGGACATTGADGAGAGATTTOAATGACGGEAAC GATC TG TCLGACATTGRGAGTGNGAC GRITGTING
ATGICGEGTICTITCGTAGCGECGTCICT T GCTATCACGCGGAGT TUGALGTTATRGRGEGAC AMCAAAGCTTATGGEGOG
HGGTCAGGOGRCAMGGGAGAGCAMAT GTTAAGC TGECARACGAG TATGCCGTGTETCGCUAGE [CLATGGAGTCCTGGE
AATCGAACGACTOTCGACAACEGATATCTTGGC I CTCGUATCGATRAAGAACGCAGCGAAA I GUGATALGTGT 1G I GAA
TTGTAGAATCCUG I GAACCATCCARTTT TTNNACGC AAG TTGC GOCCRAGBAT COAAGLC GAGGGCACCUL TGCAT GOG T
GTAATGCGTOCCGTCECTOCTEGCGGBAAGCUTGRAATETTTTGE TG [ [CCTCOGLCUUG T IGTGHAGGUGATUGATGS
CACCCCOTGCAATECATGECAT 1 TGRAAG T LTGAGGCGACGEL BOAC | G IUGALALGA T AAGAGS | GEALGLCAC FGEGAT
GTTGTGGIOT HAGCCAGCAAGAATOGA] GTCENCGTGOGACCGONGGATGCCONCGUATAGATONNCATTOCGTCCTCCA
TGEGMGTNGAATCNTGACCCOATGTTAGE TGAGCTA,

TEAACTGCGGAARGACATIGACGAGAGH T TTGAATGACGGAAC CATC TGTUCGACATTGGEGAGTGCGACGGTTGTTCGA
TGTCGOGTICTTTCGTAGCGOGTCTOTTOCT ATCACGO GGRAGC TCGACG TTATGGGGEAL ANARCAAAA G TTATGGGCG
160G TCAGGUGCCAAGRAGAGCAM T GTTARGCTGGCAAAC BAGTAI GOC G TUTETCGUCAGGTCCATREAGTCCTGHLA
ATCGAALGACTCTCGACAACGGATATCT TGGCTCTCGLATCGATGAAGAAGGUAGUGAAATGECGATACKTITTGTGAAT
TGTAGAATCCOGTGBAACCATCCAT T T I GAACGCAAGTTGCGOCCGAGRA TGCAAGUUGAGGECACGCOGCATGGGTET
AATGOGTCOCGTCGCTCOTOGCGGANAGEC | GEAATGTTTTGEGTITG TI OO 1 CGOCCCOGTTG TRLRAGGUGATCGATGEE
ACCCOGTGUAMTGCATGGOGTETTGAAGT GTGAGGCRACGGELGAAC TG TOGACACGATAAGAGOTGUACUCCACTGGAT
T TSR TR T I AT AACA AT AT T [T TE AT RATOO TR A AT T T AT

TGTGGAATCGTGACCCCATGTTAGGTRGAGCTATAG TNNAGNGGEETG

TTTATNGNAGGENGHNGTGGOGNNNNNNANACKATNTCCGCGAGGGGG L AACNATGAANCCG TTATTGGGGHTGANAD
TCACAGTAAANAGANCNTTNTANTGGNGGE TNGTNGTTNCCACGGNMNNAG TG NMNCANMAANGOGNNNANATACNATAA
NTTGTNNNMNACNGTCONTGNNCENAGRHNGGATNNAATNCCGAGGE TAGT TTACACCCONGNGTCCCUG TTONAAGTHCTTG
GGEENAANANNAAGCGGNNCTITONARACAACNG ATATGTCGGNNNTCGCATAGAR T AAAAAT GLAMG GAAT TNNUGATA
CGGNTTGTNAANAGTAAAATCCCGTGAACCANCC N TTTTTTTGNCGOCAGTTGNGCONGAGNAALNAANC T TAGGGUAC
GOUTENATGTGTGTTATGNNNNCCCTCGONCN TCTRNGAANCN TN GAATCTNTNGG TN TGN TCCTCANCCOCGTNGTGT
ANGCGATEENTGUNACCCONNGCAATGCATGG TN TGNNAATNNMNANAGTMNCGGGNGNC TN TCGACNCALT ANCNMN
TGEATGRONCTGAAGGTGGTGGETATNNNCOANNANGANGNAG TG TTGTNGAGCAACCGANGUNGGCAACGAGCATAIC
NATCCAGNNCONGTCMNGCGTATAGTNNAGNGGGTE

NAGGGGGGGNGGGCTCCTNANCCATAN TCAATNGGGGAANGCACCAGACCGNTTGN GNGNGTAMATAAANATCAALAN

NGNTNTMNMNGGGGCCGENNNGTNCAANGUNGGGCANAGNCTCAAAAACAAANTTCG TTAARAT GGGOUNACAGTMAANA
GNCCANGCG T TTGNNCANNNGGACANNGNGTCCCC | INGAAGCCNCATGGNCAAANNACGANN T TS TCUUTTNTTNNT
CACAGCUNGGABANTGNGTGANNMNNNGCTHN [ CAGLCTTTGEAATAAAANAANCGCCANGNG ANAA T AGAGAAACNGT
GTTTGTNAANT T GRANAANTNCCCGTAAACCATCCAT TTTTTTAACNCNAGTTGCGCCCGAGGAT GCAANCNGAGGGEUC
CGOCTECATGGGTGTAGTGONNCTGATCGCTCCT TNCGNAANCNNTGGAATCTTTGGTI TG TTCC TCGNCCCCGTTGTG

GAGANAATIGANGGUACCCCGNGCAAGGAAN GOMNG T GTTNAAGTTTGGGGUGACGRTCAAC T GICGGACATGTTTTAGN
TGAACCCCANCGGTTGTNGTGNTGTTGGCCAGGAANANTNGTGGTTGTTATGCAGUNAGCAGATNCUNCGCNTAGATCC

ACTOCG TCONCNNTGGTGTNTANGCGT
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CNTTGGNAA I COGTAGTGAACC TGO TGAAGGATCATTGACGAGAGG T T T GAATGATGGAA GATCTGTCCAACCTGTEG
GAGTGCOACGOTTGATCGATGETCGCTTICT 1 CETAGCGOGTROTCT TGOUTATCANGTGGAGE TCGACGTTATGEGGATA
ARCAAAAGCTTATGGECGTGG TAAGGCECCAAGRUAG GUAAA TGTTAAGC TGGCAAGDGAGCATGTTGTGTCGTCAGS
TCCATHGAGTOOTGGLAAICGAACGACTO TGO AL MG EATATCTTGGC TC TRGCATCGATGAAGAACGCAGCGAALTRE
GATACGTGTTGTGAAT TGTAGAATCCCGTGAACCATCCATTTTT TGAAGGCAAGT [GCGCCCGAGGATGCEAGGCGAGGG
CACGECTGCATGOG IGTAATGAGACCCGTLOE TCCTTEEGRAAGCCTGEAIC NICGTITGGTISC I COGCCCOGITGIG
GAGGLEATTEA T GECACCCCGTGOAGUGGOA MGG 1 TTGAAE  GAGLGUCGACGG CHAC TETUGACATGHTAAGAG
GTGGACGCOATCGGTTETIGTRATGTTGGLCAGGAAGANT CGA [G TTGAT TTGLGACAAGCGGATGCCCCICATAGATCD
AGCTCCGICCTCCATGGTATREAATCE TG AC COCATGTTA

NTTCCNGCACGOGAACTGCGEAAGRACATI CACGATGTTCCAAACGATCETECGALTTGTGCALS | TG GAGLOCGCGAC

COGTTTEACG I CGUAT U1 FOCA L GO TGO TCTOGOTTTTGCGEOAGACT TA T ETECAG GGG GGACAMCTAGTG TG
| GLGCGCAGICT 1 G GCCAAGGRAGGAGTARMUGTEATCTTGECAATTGLECATCCCAAGGRICCOG TGGGGC T I1GGUAA
TAGGTCATTGALT GACTCTCGACAACGGA TAICTTGGUTCTOGCATCRATGAAGAA G TAGUGAAM GCGRATATGIGHIG
TGAATTGTAGANICCUGTGAACCATCOATTCT 1 I GAACGCAACTTGLGCOOGAGGATECAAGCCGAGGGCACGLO T GGAT
GGGLGCAATGOGA T ACGTCELTCOTTGCAGAAGC T TGGGATCGCCATT TTGEGETOOCCEGRCC T T TEEAAGCGA TG
T T A T LA Y AT RS R TS T A A T O I TS T T TR T TR T AT AT A T A A AT AT AT
COGAGCATTEOGRCAATGGECCAATGGECACATGTCG T TCCATCCCGAAGACCCTCAGAMAATCCAGE TCOATGCTOC T TGG
TGIGGATICGTCACCOCAGTCCAGTGEAGRE

THICCGGTAGGENGACTGCGNAAGGACATTGACAAGG TTCONNNCNATGN AACNNTCTNTCCCANATO TGARGTGAAA
CGOTTGTTITACGTOGNCG T INTTTNTNAGGGNGHGCTOTHNC 1A T NNCNAAGAGC TGGAAGTNNTTGGNGATAAALTGC
NTATGGGNGTGGTOAGGONCONAG GAAAGANCAAATGTTNAGC TGGCNANCGAGNANGCC GTGTETENTCAGGTOCATT
GAGTCCTGGCAATCGAACGNCTCTCNACACCGGATATNTTGGECTCTCGC A ICGATNAAG AACGC AGCNAAATGCGATAC
GTGTIGTNAATNGTAAAN TCOCGINNNCCATCCATTTTTTGANCGCAAGTT GEGCCCGAGNATGCAMNCNGANGGCAC G
CONGCAI GGECGTAATGAGACCCO T CGOT CLTTGCGGAAGCRTRMAATCTC T GG T TTGG TN TUCTNGGUOCCGTTGCGGA
GGOGAT T GATGGCACCGUGTNC A TGGCATG GO OTETTGAAG TETEGGNNGACGETCAAC LT NCCNCNATATTAGET
GNATGCCACTGGCTETIGTGGTGT [GGOUALCAANAGATCTTG TCGTGCGACGARTGENCO NG ATAGNTCCAGUNCCNTC
MNANCCNING TGTGTAANCTEGAAGCACATG I NGNGUAG

N T TCONGCACGLGAACT GOGGAAGGACATTGACGATGTTUCAAMEATC G T GUGACTTGTGCAACTTETEAGGCC G GAC
GICCGETITGACGTCGCAT 1O TCCATTGCGTEGGLTCTCGCTTTTGCGCAGACCTATGTGCAGTGEEGRACAACAGLG TG
TGGGCECAGTCTTGOGCCALLGGAGGAGCARACGTCATCTTGGEUAANT TEROLOA L COUAAMAGGTCCGGTERGRGTTGGRAA
TAGOTCATTGAATGACTC TCGACAMCGATATCTIGGCTCTCRCATCGA T GAAGAACGTAGCGAARTGC GATATGTGTTS
TEAATTGTAGAATCOUG T GAACCAT COATTCTITGAACGUAAGTT GLGCCCGAGBATGCAABCCGAGGRCAC GUCTGCAT
GOGCGUAATGOGATACG T COCTCCTTGC AGAAGC TTCGEATC GO AT T T TGO TO O GEECOTT T T TRGAAGCGATGS
GTGGETCCCOATGOTACGGCATGGOGTGTCEAAGCGTGEGETTGT [GOCTGETTGTATGACATGRCAAGAGGTREACGOLG
COGAGCATTGUGOCGAN GHLCAATGGCACATGETCGTTCCATOCOGAMGATCC TCAGAARATCCAGL TCCATGC TCC 116G

TETGGATTCGTCACCCUAGTUCAGT GRAGHC
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MNOTCONGUACUCGANCTGCGRAAGGAC AT TEGACGATHTTOCAAACGATC G TGRGACT TR TGCAACTTGTOAGRCCGLGAC
GH AT T AT T T AN AT T T T IO RO TIT TGO OCACADC T AV ST S AL TOLO O DACAADCAGTG
GIGGECGUAT O TG CAAGEGAGGAGCAAC GTCATCTTGGCAA | I GCGUATCCUAAGGO GG T GOOGIT TR
ATAGGTCATTGAATGACIC [COACAACGOATAICT TGGL TCTCGCATCGATGAAGAADGTAGCGAAAM GCGATATHTAT
TETGAATTGTAGAA [CCOGTGAACCANCUATTC ITIGAACGLAAGTTGOOGOUCGAGGATRCAAGUUGALGGCACLOC GO
ATGGGECGECAA TGO GAT AT YT TR AGAA T TGOGATCGLOATT T TSGR TCOCOOGOCCTT T TTCGAAGICA D
GOTGGCTOCCCATGU TACGBCATOGCGTETCRAAGC BT RGGETTET TGEC TR TIGTATEACATGODAAGAGGTGRAC LG
GLCGAGCAT TGCGGLGATEGUCAATGLUCATG TOGTTCCATCCOGAAGACCC T AGAAMATCC AGCTOCATHCTCC T TG0
TETGGA T TCGTHACCCCAGTCUAGTGEANTEC

COCGATATTTGAACACATGOGONATTTNTTTACTCATG L ANGANNNNGGGURT TETTNGRGHT I T TOGNAGOAAGBANAL
NTANTGNTGAN TANG T NGUGONGGHEMANAAANTNCAAMCANNT TNGGLCANNCANNTCANT TGOCACCAAGGONAADNAT
GCTRMAGCGATANATNNN TNCOCAATTTGNGGCCAT FCTCOC TAGGONGRNGUANGN T TGARGUN 11 AGGRNCARATAAGSN
MCAGTTAGAATHNNACHNTNTHNOCACNAACGGATGHN T TNGGNTOTNGHNANGEA EGAAGGACG T AGUGONAAANGNAFATAT
GTTGTAAATAGTAAAA FCCOUN [ GAAGCATTING T THGAACNMNCASG T NGCACCNAGAGA I GUAAGANGGERECAANGES
TGCATGNGONCAATNCGATACG ICGETCOTTACANAAGN TTOGGATACCAAT [ TGO COCCHGNOCNTTTTTGGAAGH
GATGGGTGROTCUCOATGNTACGRUATNGGETGTONAAGNGNNGN T TG TGACAGGTNGTATGNCATTHROAAAAGGTGA
MU NGANGEALUAT THNUNANGANGRNCCARTGGNACATGTAGTTCCN T ANNMNAGACTATCAGN AANNCGAGCOCCATG

MINMTTMNGNGTGTATNCT TOAAGCHANNCCAGTGNGNTS

TNTTTGGHNAAGAGAANTTGTAAACAAGGTT TNCHGTAAGGHNGACCNTNATTAACKNAC AAGACATGACGATAGTTCGA
ATGATGOAACGATCCGTOLAACATG TRGERAGTGLGACGRTCG TTCGACG TUGUGTTCTTTCGTAGCLUG TGU TCC AU GA
TOACGUGGAGL TCOACGTTATGG GGG ATNAAC AAAGCT TATGGRCGTEGTCAG GCGUCAAGUBGAGAGLAAA TG T TARG
CIGGCAAGCGAGTATGCTGTGTGTCGTCAGGTCAATTGAGTCCTGGCAATUGAACGACTCTCGACAALGGATA T [ TGGE
TCTCGUATCGATGAAGAACGUAGUGAAATGUGATACG TGTTG TGAATTGTAGAATCCCGTGAACCATCCATTTT I IGAA
GCAALG T T CCOCCOGAGGATHCAAGCCAAGGRECACGCCTGCATGGLCGTAATOLCGACCCETOGC TCON IGRGGAMGCC 1 G
GAATCTCTTINICT TTGGTTCCTCGGOCCCETOGCGEAGGLGATTGAT GGUADCCCGE T GEAAN GLUAT GECG TG T TGAMRT
GTGGGGCGACGSTCGACTGTCGACACGATATGAGGT GOACGOCCGTIGTLIATOT TGOCCAUAASANTCGATGT TGTTGT
GUEACAMGCAGATGOCCONCATAGATCOAGCTCOG T CATLC AR GGG 1 GLAACGGGACGAAC NN TGN TTAGE TGANG
CTACCCGUTGAAT I TAACNNMNAAALAL

TTTTTGENAAGAGAATTTGT AAACAAGETTTNCNG T AAGENGACCNTHNATTAACCACAAGACATGACGATAGTTOGAAT
GATGGAACGATCCGTCCAN AT GTGGGAGTGL GACGGTEGTTCGACG TR GTTCTTTCG TAGCGOG TGO TCCAGLGATE
ACGCGHAGCTOGACGTTATGGGGGATAAMCAAMAGCTTATGEGCGTEEITAGHCGLCAAGGGAGAGCAAATGETTAAGCT
GGEAAGCGAGTATGCTGTGTGTCGTCAG GTCAATTGAGTCCTGGCAMTCGANCGACTCTCGACAAC GGATATCTIGGCTC
TCGCATOCGATGAAGAACGUAGCGALATGOGATACGTGITGTEAATTGTAGAATCCOCETGAACCATCCATTTTT TGAACGE
AAGTTGLGUCOGAGGATGOAAGUCGAGGGCACGUCTHOATGGGEOG | AM GLOACCCATOGOT GO TTGOGEAAGOUTRGEAA
TCTCTTTIACTT TG TICCTOGGCOCUGTOECGEAGRCGA TTGATGGLACCLC G T GCAATGLUATGRU GTGTTGAAGTGTG
GOGCGACGGTCAACT GTOHACACGATATAAGG TGGACGCCCG 1GTGGTGT T GGOCAGCARGAATUGATGTTGTTGTGCG
AGAAGCAGA I GCCCOGCATARAM COCAGLTOCG (A COAT GOTGFGGAACGGGACGAACTCY TLGNTFAGG 1 GANCL [AG
CUGCTGALT TTAACKNNAAAALS
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TNTTTNGNAAGALGAATTTGTAAACAAGG T LTHNCNGTAAGGNGACCNTMATTAAAUAACGACATGACGA TALT T00GAAT
GATGGEAACTATCCCICAADE TN A T [0 T TMGACTITON MR ] VR LA TOHITOALY
ACGOGNMOC T GACH T TATGGERGEATAAACAAAALLT [ATGEGRCGETGETC AL O UAAGGLAGAGCAAATT TAM ]
GGOARCLOANTTAT L T TETETCGTOAGG TUAAT TOAGTCCTGGOAA HOGANCAMN T TGGACAACGGATATL TN
TOGOATTOAT UAAGAAUGCAL CGAAAINT
AT TOI S 00 AL ATOC AARTT

ATTG1AGARTI
WTAA TS

LT S
SIE ity o

ATl

L AS
TEaT T LA A RAATE

1A AT TAGGGE

AL AT G TL GACACGA T ATAA LT AN
SATCOCUDUGCATAGATICASC I T

MEANCEACT N TAANNNIT TARMANKNNTRATAGEA TMCGHCGTEAGGEAGMOGMAN T CRMNMATAGNEATGGGHNACG A
GTGNMNG TUAMAN TCCAGGGETNTCAMAGNTUAT TG ICGENNTHNNCGAAANANAAN T ATNATFATTANNTAG TOUMEN
TAGANAT THA TCHAANANNGGGGEGRGECC 100AFA THGTANTGNGGNAGCNGAA RO ANNNHNARGATIA T NANG
ATHCAT T TGRMNGTATRANAGNGCGAANNNCOAFANN TGN TCATONTGOOONTHO G NAMNATTCATGAA TACAAGRTN
ATACCHTM N TMANMACCOAGAGAGGACAGATUL AN LA THTCTTINNTC AGN AA T HATUALGHNMNATANANGH T HA
MATGETOGUTLAATGHT T TCNATTAGRACGH TAL AN AT THANACAAGNUGAAL S  TARGUNGCNGTATHT T AT

TS T AN LR A LLGAT TUCCARACGA TOL S T GG TG OGACNATTGRAAAT A T4 AIAGTHAL
RAANTCCGTHOAGGGTEANATEGE TCGAC AT AN T ACTOGTARAR TANINCOCOETANTHTATY

BT INGRAGGT ATANACGANCGEGTAGG TG TATAD UACGUEHG TRONT T PACHUCOUACHNTAATDGETTHGTTAT
GUACGTHATC GANCLUATAGTCGTATNT TCATNAT TNAAAGATGEARNNGGUG LA W LGN

MNTTCONNTAACNNNACCNNONNNAACCNNENNACNNGAC GANAGTTOGAATGATOUAACGATCCONSCAACN TG0
AGQTGUGEACGE AT COVTNGACGTONCNTTCTTTMO T AL VGOTCCAGCGATNALGCONNGOTCEACG T TALONDGGOAT
AAACAALAGE DA TUGHCG GG TCAGGUGLCAAN G OACAGCAMATG TTAAGU THUUANGCEAGTATGCTG TG00 1

AGGTCAATTGA L TCOTGACAATCGAALGANTH TCGAUAACGGAT AT TTGLO U SOLATTGATGAAGAACGUACTUAA

ATGCGATACG THIGTGAATTGTAGAA L CCOTAACCATCOATT T THOGAADH JAN ) TRONICOCGAGGATGRAA TN
AGGGECACGOUTOCATGO GG TAATGENACCL GO TOLTTGCGEAAGCC TG A U TOTTITTCTTTGOTTO O TE 0 L 0
COTCGCGEHAGHO WA TRATGRCACCIC G A O CATGEOGTETTHAM T 1010w NACGGTOGEACTETC ALAD A
TATAAGGTHAMLGOCCGTTGTGETGTTOOLE AL AACAATOGATETTATTG [ AL AADCAGATGOCCCGUATALATL O
AGUTCCGTOC TUCATGO TG TGRAADCETRATCULATLT I AGEEEEGECTTMNG

TTAAGAANNMOTONNHCAGEATCA D NNG TAGAG E TR TAATGATGONMNGOGNRNG T THUCAACADGTNNNAG FLURAL TG
THNNATCRAGN TCGCGTTCITTOG TANCGNG TG UMM ENGCNACC ACGESGCAGU 1GHNMNCGNMNATGGGENAT AAACAAANGE
RGRATGCCCC HGONTAGBGCGOCAANMNGOALADUAAN GTTAAGCT GNCAALCGHG TANGCTATGGETOG CALGNCOAT

GGAGTOCTGOEOCAA TCGAACGACT TRNCNACAACGOA TN T TEGE TCTCGCATUOM T RAAGAACGNAGTOAAA FGUCNAT

ACGTGTIGINAAT TGTAGAATNCCO TGANCOATCUAT T T FOAACGCAAGT TRUGMUCMNANGANGC AAGCUNGAGHG

CNCGEEE TR TAR T AR L T TGN GAAGCCUGGAA T T TRT TG I TGGTTOC T TONGLC L

BTGOMGANGHGATHIGA TGGCACCCUNTGUAA TGO ATNLCH TGO TTHNAAC NG DORAC GG TCH U ACKNA U TAT T

AGGTEHRACCCOUC M UIGHCH TONTGTGGRGT G0 AL AAGAAANNGATTTONTT T U TANKAMAGUANAATOU G
CATAASNTUCAANNICCGUCCTNCIN
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THNNAGAANACCTGNNMCAGGATCATIGACTAGAGGTINT ARTGATGGMICGATC TG TCCAAC ACGTRGGAG TGCGACT
GTAATCNACNTCGEGTICTTTCGTANCGNGTGCTOTNGUNACCACGOGGAGCTOGALGNNA N GRGGGAT AMGAALALGD
TTATGGECOTGEENTAGGC GUCAAGGGEAGAGLAM [ GTTAMGCTGGCAAGCGGG TATGO TH T GEGTCETCAGGNCEATG
CAGTUCTEGCAATCGAACGAC TTTONACAACGGATN [CTTGECTCTCGCA T CHATNAAGAACGCAGCGAAATGLCGATA
COTETTGTGAATITGTAGAATNCOGTGAACCATOCA | T TTTEAACGCAAG | I NCGOCCNANGANGLAAGOENGAGGEN
CGOCTEONTGOGGCG TAATGNNANCCCGTCGLTOC T FGONGARGCOCGCAATTTTITGTTTTGGTTCCTTCNGGOCCONTRE
MNGANGNGAT T TGATGECACCCUNTGUAAT G CA TGGUNTGET TMNN AACGHNGHEGEGCNACGGTONNCACCANTATTAG T
GGAGCCLONC TGNCNTGNTETGENG TNGGCCNACAAGAAANNGAT I TCNTTTTGCTANCAAAGGANAATOOCCL GCATA
AAATCCAANT TCCGCCOTNCCATTRGE T ONGGGAATNGG AGACCCC AL TGN TTAANGGRAAGENNANGOCCCONGEANT
TTT

TTAAGAANACCTGNNNCAGGATCATTGAC T AGAGEH T TNTAATGATGGNNGRATC T TCRAACACGTHGHAGTGOGACTS
TNNATCNACNTCGCGTTCTTTCGTANCGNG TGO T TNGONALCACGOGGAGE TOGACGNNATGGGLGATAACAALAGT
TIATGGGCGET GEN [ AGLCGLCAAG GREAGAGCARA TS TTAAGCTGRCAAGCGGOTA T GO TGTECOTUGTUAGGNCCATG

GAGTCC TG GO AATCGAAC GAC T T TCNAG AA GG ATNTC TTEEC TR TG ATOGATNAAGAACS T AT AMA TGO GATA
CGIGTTGTGAATTTGIAGAATNCGGTGAACCAICCAT TTTTTGAACGCAAGTTNGGLCO MANG ANGCAAGCONGAGGEC

NCGCUTGECNTGGGOE LAATGHNNANCCCHETCGO [CCT TGUNGAAGCCCGGAATNTTITTGTTTIGGT ISC ITCNGCULGLN

TR NEANGINEAT T A TGS | LA 10 LA LN G | Y MAALTINGREEGE NAL L LGNMUALGAN LA 1A
GGTGOGACCCOCHCTGNCN TGN TGTGENG THGBCCNACAAGAAANNGATTTC N TTTTEC TARNCAAAGT ANAATCCOUCHG
ATAAMAT COAANTTCCGOCE | NCUATTGGEGTGRNGEGAL T NGGAGACCCCAATGNTTAANGGGAAGGNNANCCCOCCNCG
ANTTTEAAAGATAAAN

1TAAGAANACCTGNNNCAGGATCATTGACTAGAGG TTNTAATGATGENNCGATCTGTCC AMCACG TEGGACTGOGAC TS
TNNATCNACNTCGCGTTCTTTCGTANCGNGTGE TG NGUNACCACGCGGAGCTOGAC GNNATGGGGEGA T AAACAAAAGD
TTATGGGCGTGGNTAGGEGUCAMGGERAGAGUALA |G L AAC U TGGCAAGC GGG TATGCTGTGOGICGTCAGGHNCCATS

GAGTCCTGGCAATCGAACCACTTTCHACAACGGATNIC T TGGC1CTCGUATCGATNAAGAACG CAGLGAMATGCUGATA
COIGTTGTGAATTTETAGAA INCCOTGAACCATCCATTTT TTEARCGCAAGT THCGCCCNANG ARG AAGCUNGAGGC

NOGCCTGONTGEGLGETAATGMNNANCC CGTCGCTCCTTGONGAAGCCCGGAATNT T TTGT TTTGG TICCTTONGCCCOCN

TGONGANGNGATTTGATGGCACCCONTGCAATGTCAT GGONTGGTTNNAACGNGGGGEONACGHTONMCACCANT A TA
GGTGEACCCCONCTGNONTGNTG TGGNGTNGGCCNACAAGAAANNGATII CNT T ITGCTANCAAAGEANAATCCOC OGN
ATAAMATCCAANTTCCGCOCTNCCAT T GGG THNG GGAATNG GAGACCLCANTGN T TAANGGGAAGGNNANCEOCCCNGG
ANTTTTALACATAAAN

GTAGGCGAAG TGLGGAAGGACATTGACGALAGGTTCGARTGATGRAACGATC T ICCAACACGTGGGAAGTGCGAGGGT
CGTTOGACGICGCGTTCTITOGTAGCGOG 1 GOTCT TGO GACCACGLGGAGCTCGAGGTT ATG GGGGEATAAACAAAAGCTT
ATGGGEOGTGGTTAGGCGCCAAGGRAGAGCAMA TGTTAAGC TG AAGCGGE TATGCTGTGCGTCRTOAGG TOATGGAG
TCOTOGCAATOGAACGACTCTC GACAACGGATATCTTGGCTC TCGLATC GAT GAAGAACGCAGC GAAATGCGATACG TG
TGIGAAT TGTAGAATCCCGTGAACCATCOAT | TTTTGAACGCAAGTTGLGLCCGAGGATGCAAGC O GAGGGCACGCCT 0
AN GOGLETAATGC AL GTCGOTCC T TGOGLAAGCCOGEAATC T TG T N TEETT O TO G LA T TG GOGGAGGU A
HGATGHECACCCCBRCAATETCATGGC O TG TTHAAMGC G TEGEGRCGACGGICGACACGATATGAGG T GGACGLCACTGHOT
GTTGTGETATTGGLCAGCAAGAR I CEATGTCGTTGTGOGAGAAGCAGATGCCCCGCATAGATCCAGCTCC GTOO TCOATR
GTGTGGEAATCCGTGACCOCATC 11 ALT
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COAACCTTGTGRGGEAG FGGEACGGCTETIOGATET EGGT T ICT TT G I NGCGCGTGTTCTFCCAT TR GNG TG GAGNTMGADS

CTATGGGGEGEATAMMCAAALGCTTATGGGCGTEGTCAGGLGCLAAGGGAGAGUAAATGTTAAGC TGGCAAAAC GAGTAC
GTTTETGCCGTCAGGTCOATGGAGTCCTEGCAR T IGCAACGACTNTOGACARCGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAA
GAMGGUAGCGAAATEO GATACGT G ITETEAAT FATAGAATCC CRTRACCATCOATTC TT TRAACGCAAG T TGCGCCCGAG
GATGCAAGOCEAGGHCACGLU TOCATGGGLGTAATGCGACCCATCGC TOC T TG AGAACCN T BGGATCT 1 TTGETITGRET

OO GTT GO GAGGUGAT L GATGGUACCO R THUAATRGUATGGC GG 1 GAAGUG T GHGAAMASA TCGACI T
TGALACGATCAGAG G T GRACGUCGOCGGETG N GT GG T G TGGCCAGC AAGAATGCATGTTATTATGLGAC AAGCAGA
GCCGCOCCGOATAGATCCAGCTECGTCCTCCAT GG TG IGGAATCG IGACCCCATGTTHNAGGNANGNTG

fanla ponplexa M. Sat; B748 Secuenciade 1S 0 G
TACCGCTGETTNANCG FAACGEGANGATGGACAAGAGGTTACAANGACGNAACGATC TG TCCAACATGTGGRAGTGOGA
COGICGTCCEACGTCGCGTTCTTTCGTAGCRCGOECTCTIGOGATCCOGOGEAGCTCGACGT | ATTGGGGEGATARMCAAA
TGECT TATGGGCGTGETCAG GUNCCAAGGGAAAGCAAATGTTAAGC TGRUAMMCGAGTATGCCGTGTGTGRTCALGTCOA
TTGAGICCTG GLAATCGAACGACTTTCGACAACGGATATNTTGGCTC TGO ATCGA TNARMAAC GO AGCGAAMTEOGAT
ACGIGTIGTEAATTGTAALA TCCCGTGAACCATCCATT TTT TGAACGCAAG T TACGCCOEAGG ATGUAAGLT BGAGGGEOAD
COGTGCATGE GCETAATGOBACCCG TCGTICCTTECGGAAGEC TGNAATC TCTTGGTTTGGT TCC TCGGECOOCGTTGOG GA
GECGATTGATGGCADCOCGICAA GaOATGGUGTETT GAAMG TETEGEECGACGETU GAC GG TONCACACAATATTAGGTG
GATEA AL TR0 TG TG T 1 ARMAR T UAIAT I3 E 1 103 | LIl AR AL AT T LR LN LA | LALLM
COCTCOTCONTGGTGTGTAACCTGRAAGCACATETTGNGCAG

fmnibla phasantna G Camovati 4884 Becuenciade NS O C
GAGAGGT TCGAACCATGGAACGTTTTTTCAANA T GIGGGAGTGEACGTICG TTNGAGTNGCTTTTTTIGAAGNGGGCGTT
COTNGGATCAAGGGGAGTTTEAAGTTATGOGEGEATAAAGARAGNT TATGGGOGTGGTCAGGCGCCAAGGGAGAGCAAAT
GTTAAGCTGGCAMCGAGTATGOCGEETGTCGTCAGG T CCCATGHAGTLCTGHLUAN TCGAACGANTMT NGACAACGGAT
ATCTGGGCTCTUGCATCGATG AAGAACGUAGLGAAN T GUGATACGTGT TG T GAATTGTAGAATCCCGTGAAMCCATCCATT
THTGAACGEAAGT TCCGUCCRAGGBATGUAAGLCGAGLGCACGCOT GUATUGGGUA TAATGNGACCCGTOGUTOCI TGO
AAGCCTGGAATNT TTCGGTITGETTCCTOGECOOCCGTOGOGEAGGCGA TGATEGCACCCCITGOGAC G ATG G TGT
NGAAGCGTGGGHECOACGHTUGACCGTCGACACGATATGAGGTGEACGECUAC TGGCIGH 1G | GG TG | GGLCAGCAMGAAT
CGATGTTGTICGTGCGACCAGUAGALGCCCCNCATNGATCCANCTNCCGTCC TNCCACGG IG HGGAATUG T GACCOLAI G
TANGTANGGEG

fanilia planitclia M. Suto 684 Secuenciade i’ @ C

CATANNGMNIT TTHNATCATNTTCOCTNONNCGONANGMNGNNAT TN TGCGNNAANAGCCTCTCNCCNATNTGNGGGGTCN
CGATCNGMNCCCACATCAGGNCHNCNTTOTGGNTACTCGCG TGANAGATNTRNATGNNTNAASATNCNCNTATATTNTANA
TONTTNCCACCTTNGNNGCTCGATEGANACGACCGCTNTCNNNNATCNNNC GNATGNTATCCNTEGANATCATTC GNG
GNATGNATCGN TATCATHNNMNCGLAC CGCTGNATCCATNMNAGHNMNATAGG THGCNGNAATTNATGTATNTHATGGTAT
TACTCGTCCAC TCNCTCCGNNACNTGNGGAAMATNNGNCNT TG TGN TCAANANCATCGATNNGGGG TGNGAGGTNTGAAT
CHANNGCM T GCCTCANAACCATACGNTNAAATGTOGNGAGNGUNNTCCCNNCHCCTHTTTGTHNNNNNNTGC GATCATT
CCCCAAAMNC AANTCGNTHNANTGTHCTNNTNCCCONNAANALTNGC OO TNNCNCC CCTGANCNTTG TCACTATNTOCN
NCCNC THACS ACNMNGANANCNNTNNTTCCCCCN TNNNC N TGNTNTANAGGAT GACCCOGC TMTONGC TTNANNG

farulka planiioha M. Sota 8123 Secuenciaue TS Q€



feentmacion et APENTHCT: |

STGEADG

ISAT T AL AN ARG TTAZ AN GAR 0 AN GA TT BT AMTALY i)

AGLTH LT T T T T RAAGH LG T TCT! ATCAAGAL T T TSGAAGT AL LATAAALAAADL!
COTON AT GLEAAGGEALRAT S AAAT T T BALRDTGICAAN AL TATHCCGGG TG T ARGTLOCATG
AGTCOTGGCAN AN GAN THNTHGAC AU GUATATCTGEEOTCTOGUA L GATGAAGAALGC AGLOAAATGLRATAC
GTGETTETGAAT TG ALAATCULGTGALCCATUUAT TTTTTRAACGCAA T | GURUCTGAGEATECAANCOAGGECACGE
CTGCAT GGG AR TGN ACCOGTORCTUL IO GUAAGCOTRGRAM TN 1T TR T TN
CGUGA T TGATGL MCLCC TGUGEACGGOA TG TG THNGAAGCG TG 4 OACGATCRACCGTCOACACGATATGAGG 1 G5
ACGOCACTGOC T TG EOGTGTTGGEUACH AN WATCEATGT TG GO 100 AL CAGCAGACGCUCT NCATNGATCCANCT
G IO T CAC GG TGOGAATOETOA OO A TOT AT N0

ACCTTHMGTIAAN MRATHCOCCANC AT TGAL L ALA GG TTAD AAD GANGHAL BAT T GTOAAD A0 N ARTGEACG
P TOGATOGAG TN T T TORMATCATGAC L ] i HRANCAAGTAT S LU NMAC K NN AT GGRO0GHANAAAAAAAGCTT
ATEGEGEGET G TNANGUCCCAAGEGALRALUA TN NI TANGCTGGE AMACGAGTANNCCGHNCCGTOORUANGNCCNATGAT
NTTTTGEMRHAATNHAACCAN TNTNNACAACNGATAT L NGGCTITOGUN TG TATNAAGAACNCANMNGAAN IGAGNTNGT
TGTTGNNAAT TN IACAA TCOOCTGACCATOAT T TAY T TGAACTCAAGTTEOCOCUCCCOGATGN NAGT  TONGRCHNGTG

MNOCATENTEANATNNAACCCACCCCTTOU T G AGCAAGHAATHT P LGT T T TGTITGOT FACCOCUCOCONGNAGG
G RATGGATOO L UG IMNGAA TGO T TTTAARAMAR AN T T AN A M A AT A& T T LA TAMT AANE:

CHATAGTTGTGNN T ol L R P E B R R L LR L RS [
v a AL A (S

GANNGAGAGGT TCGAALGATGGAADGT TTT TRCAALATENCEEAGT DOARG TTEGTTRGAGTRGE T T T THRGAAGNGG
GCGTTCCTNGGATUNAGGGEGAGTTTGAA E EATGGGEGGATARAGAMNT TATGGRCETEETCAGGT « UAAGLGAGAG
CAAMMIGT TAAGCTGHOAACGAGTATGOUGHG MG TOGTCAGG TCUCA THDARTCCTGGUAATOGAALGAN TN TNCATAA
CGGATATCTOGGU N TCGEATCGATGAADAM GCAGCGAAATGUGATALUG G TGTGAATTGTAGAAM T CCCLIGAATCA
TCOATTITT TOARCH AN TGOS RAG AT UAARCCRAGGRGCACUUC THUAT GEGIETAATGNUALL Eeglee
CTEOGRAAGCCTHOAM INTTTCGETTTAG T U GGCCCCETCROGRAT WA T TRATGGCACCC T
GO GTOTRCAN O T G AT RGTUO A 10 AT ATGAGG IALTLCAT
AAGAATCGRATGT TGO TGCGADCAGDAGAT W0 WGATCCANCT OO GTCITHC AT
COATGTTAMGTANNG

Sarnll prnloa G Haesal BAGE Ferurtna e TR G O

COCCANGGHTINNNG AAATNCAGTNGAADAANAL GTHNGTAACAAGHE T TCCOUTGGRETTTAAGT ATALLOGL TNGAAG
GACAACAGGTITUANGOACTGAACGATTCOHALCAACATE TGEGAGRTROGALCE ) TRATCGATETCACH 1 IO 1 TDGTAGD
GUGTGCTCTTGOTM CATGTGGAGCACGACAT G TGO GATAAAC AALACC T A TLGGCGTGGTCAGGCGUUAAGOCAD

AGCARATGTTAAGATLCAGACGAGCATGT TG 1 NCGICAGGTCUTTTOA TG TGGUAATC GAATGAL TC1CGACAALG
GATATCT TGO TUTUGUATC GATGAAGAAT GUAGC GAAATGCGATAN G TG T TL Y GAATTETAGAAT LU TLAALCATCC

ATTITTITGAMCGUANG T T GICCCAGDGAT L GLTACGROTHD GTGTACTECG A TG TCLOTOCTT G
COGAAGOCTEGAATUTT TGETTTGETTOO T (6 L L TTATGEAGGEGAT 1A GAGCACCCCETROT R THULATGEDET

GTTGAAGTTTGAGGUGACGETCGACTOTIAAL ATGT T TRAGETGGACOCLATUGGATTGTTGTGETG T LCALGGAAGAA
TCGTGGETTGUTTTO GACAAGCAGATGUCUCUUATAUATCCAGCTC RO COALU T GLEETETEHEGAA L L THALCCCATGT
TANGTGAAGHRCTACCCGLTGAGTTTA

Aanely pempninig Rt Lt T2V Leenmnildu ITS Q0 ©



{continuacion del APENIDNCE 1)

Farvily ponsona

fanilla parpona

fanitla pompona

Jamila permpena

K Sotn

M Solo

M Sota

M Sato

7876 Secucnoa de TS Q

8119 Secocnciade ITS @

ES05 Sceuenca de 115 Q

HEvd Secuencade TS O

C

C

<

C

TTBGANAAAGAAG TCGAACCTTIGATTOCTTCGRTGAATC ) GEGGETAGRATC AT G ACGAGAGAGTT TGAATGATTCGA

ACGATCCACGUAACATGTERRAGTGUGACTETTGATCGAT G IGLCG TACT TTCGNAGLGLGTGLICT TGCTATCATGTGG
MGLACGACGTTGTEGGEGEATAAAC AAMANCTTATEG GO0 GLICAGGCGUAAGIUAGAGUARA FG T TAAGATGGCAGAL
GAGCATGTTGTGTCGTCAGGICCT NGAGICCHGGCAAT CEAACGACTTCTCGACAACG GATATCTTGGO TCICGCATEG

ATGAAGAACGCACCGANATGCGATACGTETTGTGRAATTGTAGALATCCCGTHAACCATCCATT T TT FGAACGUAAGT TG0

GLCLGEAGGATGUAAGC CGAGGGECACGCC TG ATGRETGTAG TR GACTOGTCRCTNO TT UGG AAGCUTEGAATC T T TGS
TTTEG T GO CGNO O CGT TG TR GAG GLGATTEAT GG AL CETRONGO GG AT GROGTGTTEAAG T TTGEGGUGACGG

ToGACTETCGACAT G T T TEAGETERAC GCCATCGATTGTTGTGE T TTGGOCAGGAAGAATCGTGGT TGO TTTGIGACAS
GUAGATGCUCUGCATAGATNCAGCTCCGTCCACCG GO TGTGGAATCGTGACNNNC ATT TAGGTGAGE

TTGGANAMAGARGTC GTAACAAGGT TFCCGIAGG I GAACC TGUGGAAGGEATCATTGACGAGAGHETT TGAATGATTGAAC
GATCCGTGCAACATGTGGEARTGUGACGG TIGAFCGATGTCGUGTTCTTTCGTAGUGUGTGUTUTTGUTATCATGTGGAG
CACGACGTTG I GGGGRATAAACAMAGCTTAT GGG UGTEGTCAGGLGCCAAGCCAGAGCAAATGTT AAGATGGCAGACGA
GUATGTTGTEICGICAGETCCT T GAGTCCTGECAATCGAACGACTO TOGAC AACGGATATCTTGGC TCTCGCATOGATG
AAGAACGOAGCGAAATGCGATACGTGTTGTGAATTGTAGAATCCCGTGAACCATCCATT T T T TGAACGCAAGTTGC GCOC
GAGGATGCAAGCCGAGGGUACGCCTGCATGGGTGTAG TGO GACTLGTCGC TCCTT GLGRARGCCTGGAATCT ITGGT T TG

CTGTCGACATGTTTGAGH TGGACGLCATCGETTGTTGTGGTGTIGHECCAGGAAGAATCGTGGTTGU T TTLCGACAAGUAG
ATECCOCGUATAGATCCAGC ICOGTCCACCGTGRTOTGGAATCETGACCCCATTTAGGTGAGS

CGOCANCGN T TNMNGAAATNCAG TNGAAGAANAAG TNGTAACAAGGTT TCCGCTGGGTT TAAGCATAACGGG INGALG
GACAAGAGGT 1 HEAAGGACTGAALGATTCGAGCAACATETGGGAGTGOGACGUTTGATCGATGTCGUGTICT TICG 1 AGC
GLGTGCTCTIGCTAT CAT G GHAGEACGACG TG TGGE GATAAAC AMAGCTTATGGGL G TGGTCAGEUGCCAAGGTAG
AGCAAATGTTAGATGECAGACGAGCATGTIGTGTCGTCAGGTCCTT IGAGTCC TGGLAATC GAACGACTCTCGACAACG
GATATCTTGEGCTCTLGOA CGA T GAAGAACGCAGLGAAA TGCUATACG TG T TGT GAAT TGTAGAA T CCUG TGAACCATCC
ATTTTTTGAACGCAAGTTGLGLCCGAGGA | GLAAGCCGAGGECACGLUCTGCATGGG 1 GTAG NGUGACTCGTCGETCCTTG
CGEAAGCCTGRAATCTTIGGT TTGG T TCC TCGGOCCCG T TG TGRAGGURATTGATGGCACUCUGTGOTGRGGUATEE0GT
GTTGAAGTITGGEGOGACGGTCGACTGTCAACATGTTTGAGGTGRACGOCCATCGGTTGTTGTGRTRTTGGUCAGGAAGAA
TCGTGGETTGCTTTGCGACAAGCAGATGOCCCGCATAGATCCAGCTCCGTCCACCTEGGETGTGGGAATCATGACCOCATET
TANGTGAAGGCTACCCGCTGAGTTTA

TTGGANAMAGAAGTCGAACC TTTCATTCC ITCGGTGAATCTGUGGTAGGATCATCGACGAGAGAGTTTGAATGATTCGA
ACGATCCALGUAMCATGTGGGAGTGCGAC 1 G I TGATCGATGTGOCGTACT T TCG TAGCGOGTGOTC T TGOV ATCATGTGE
AGCACGACGT IGTGGREAIAAACAAAAGT T TATGGGOG I GATCAGGUGECAAGGUAGAGCAAATGTTAAGAI GOCAGAS
GAGCATG NG GICGTCAGG ICCH NI GAGTCO TGRGCAATCHAACGACTCTCGAC AACGGATATC TTGGCTCTCGCAI CGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG TG NI GIGAATTETAGAL T CCCOTGAACCATCCATT TITTGAACGUAAG T TGCG
COCOAGGATGUAAGCCOGALGLUACGCC T GLAT GEGTGTAGTGLGACTCGTCGUTCCTTGEGLAAGCCTGLRAATCTT IGGT
TTGEGTTOOTOGGOCCOGTT G TEGAGGC GAT TRATGGCACCCCE TR TROGGIATGRGO TG T GAAGT T TGGGGCLACGET
CGACTGTCGACATGTTIGAGGTGEACGOCATCGETTGTTGTGRTGT TGGCCAGGAARAATCATGGTIGCT T TGC GACAAG
CAGATGOOCCGCATAGATCCAGCTCOGTCCACCETRGTGTGGAATCATGACCCCATTTAGGTGAGT



teontinuacion del APENDICE 1)

fanilla poripena

farvilla sp

K. Boto

M. Soto

F63Z SecuenziadetTs 0

B365 Sceuenciade TS Q

o

C

AL TG EAGGE [UAACTGCEEAAGGTCATTGAUGAGAGGTTTGAATGAT TGAACGATCCG TGUAACATGTGLGAG 1 GCGAC
GGTTGATCGATGTCGCATTCTTICGTAGLGOGTGCTCT GCTATCATGTGGAGCACGACGT TG IGGGOATARATAMAAGD
TTATGGUCGTGRTCAGGCGCCAAGGCAGAGCAAAL TG T TAAGATEGCAGACEAGCATGTTGTGTCGTCAGGTCCTT TSAGT
CCTGGCAATCGAACGACTC TCGACALCGGATATCTTGGCTCTOGCATOGATGAAGAACGCAGLGAAATGCGATACGTGT
CTGAATTGTAGAANTCCCU TGAACCATUCATTTTTTGAACGLAAGTTGCGCCCGAGGATGLAAGLCGAGGGCACGCG TGLA
TGGEETETAGTRCGALTCG TOGUTCOTTGCGGAAGCC TERAATC T TG T T T GG TTOCTOGGCOOGTTETGEAGGOGEATIG
ATGGCACCCCGTGCTGOGGCATGOCATGTTGAAGT TFGGRGCGACGGTCEACTETCOACATGTTTGAGGTGGEACGLCATC
GGTTGTTGTGETCE T GOOCAG GAAGAATCETGHETTGCUTITGLGACAGCAGA TRLCCCLCATAGATOCAGCTCOGTOCAG
CGTGGTGTGGEANTCGTGACCLCATGTTAGTOAGU TACCCACTGAGTTAAL

ATACCGCTGGUTTTAAGCATAACGEGTGGAAGGAGAAGAGT T | ACAAGGACCCGONGAN TNAAGCATCONGGEGAGNG
NGACNNGTGTTCACATGECCNCTCTTICTTAACGGCG TGL 1 CTCGLGATCACACGGAGC TOGACG T TATGGGGGATARAC
AAAAGCTTATGGGCGTCGTCAGGCGLCAAGGHEAGAGCAAA | G TAGGCTGEGCAMOGAG TATGCOGYGOGTCGTUAGGT

CCATTGAGTCCTGGUAATCGAACGACTCTOGACAACGGATATC I TGGC TCTCGOATC GATRAAGACGCAGCGAAATGEG
ATACGTGTTGTGAATTGTAGAATCCCGTBAACCATCCATTTT TT GAACGCAAGT TGO GCCCHAGGATGCAAGCCHAGRGE
ACGOCTECATGGGOGTAATICGACCCETCGCTOCCCTROGRAMGCC TGGRAATCTTTC GGETTTGGETTCCTCGGOCCOGETCAGC

ARG ERCEAT T T Al D P A 1om s 1 lmm TG T AR 1 el Lol 1T LA sl ama T AT T
GGACGLCACTEGUTGTOG GETETT GG AGC AACCARTCATGT TR TTR TGO ACGAGCAGATGICOGTOGTANCATGTG
CICCGICCTTCACCENGT GAAT COGACGG A ATGTTAGGCAAGNTACOCCNTT HAT TTFAAAAC TAAAC (HEGENCC



APENDECE 2. Scenencias nucleotidicas de un intron del gen ADI de distinlos
cultivares de Verdiea planifolie

sHpecie

Jandla planitoplsa
s Qreja de burrs

Janilla planifulra

Fanilia planiioii cv.
Leamaya

Janilia planifolia cv.

Ao

fanilla planifolia

Cotector

4 Soto

M. Soto

M. Soto

ki Coin

A Cibrian

Mumers Caracter

8536 Secuencia de ADH

8526 Secuencia de ADH

8508 Secuencia de ADH

8EAR Dacuoncis do ADH

13 Secuencia de ADH

tipa long-prec Descripcion

12

TOGATCGTCTTCTATAAAACGCCGATTTATCTCCTTGTATGTCHTCGTTTCATAAGCTGCATGG MNAATCTGTGTA
TTGAAGTTGGATATGOAACATACAGGGCCAAACACCAATGTTCOCAAGGATATTTGGCCATGAAGCAGGAGGGTAAGG
ATTCTAAAACAGTTGTTAGCTTTACTCTTCGACCCTTGTAATNTTTGTTTTT

TGEATCGTCTTCTATAAAACGCCGAT T TATCTCCTIGTATOTCGTCGTTTCATAAGCTGCATGGTITTTNAATCTGTGTA
FTTGAAGTTGGATATGGAACATACAGG GCCAAACACCAATETTCCCAAGGATATTTGGCCATGAAGCAGGAGGGTAAGG
ATTCTAAAACAGTIGTTAGCTTTACTCTTCGACCCTTGTAATNTTTGTTTIIT

TGGATCGTCTICTATAAALCGCCGATTTATCTCCTTGTATGTCGTCGTT TCATAAGCTGCATGGTTTTTNAATCTGTGTT

TICTAARACAGTTGTTAGCTTTACTCTTCGACCCTTGTAATNTTTGTITTY

TGGATCGTCTTCTATAAAACGCCGATTTATCTCCTIGTATGTCGTOGTT TCATAAGCTGCATGGTTTTINAATCTGTGTA
TTGAAGTTGGATATGGAACATACAGGGCCAAACACCAATGTTCCCAAGGATAT TTGGCCATGAAGCAGHRAGGGTALGG
ATTCTAA R A TT T TAGC T T TACTCTTCAAD OO T T TAATNT T T I T
TGGATCGTCTTCTATAAAACGCCGATTTATCTOCTTGTATGTOGTCGTTTCATAAGCTGOATGETITTTNAATCTGTGTA
TTGAAGTTGGATATGGAACATACAGGGCCAAACACCAATGTTCCCAAGGATATT TGGUCATGAAGCAGGAGGEGTAAGS
ATTCTAAAACAGTTGTTAGCTTTACTCTTCGACCCTTGTAATNTTTGTTTTT




APENDICE 3. Secucncius nucleotidicas del intron del gen CAM de distintos cultivares de

Vienddla planifolic

“spacie Colector

Janilla planifolia o M. Sofo

Janilla planilelia oy M. Soto

Janilla planitalia ov M. Soto

fanilla planifalia v M. Soto

Numere Caracter tipo long-prec DESCRIPCION

8508 Secucncia de CAM aipha G

8508 Secuencia de CaM bata O

8536 Secuencia de CAM aipha Q

8536 Secuencia de CAM beta Q

C

[

C

&

TAAGCATCATGATATTGAAAAGTTATACGGGAACATATCTIGCCCTTTGTGAATCGUTTATTGAG
GCTATGATCCTTCCACAAAGGGGCAATTGTTTTTTCATGCTCCACATCTCTCGTACTACTIGTATC
ATTATGATGGACCAATACATAGAMMOCCATTAGTGTGCCGCGGCAATGACTTCGTCTCTGCGCTGE
CTCGTTHIGGLGCTGCETGTGGCTCTCGGAGTGGTGLUTAATTATGT TCACTTGCAGCATATTGCCA
CTGCTCTTCATGGCCTATGGGTGAACAGGAATGCCAGAAAACATGGACAACCT TATTTGAGCAA
CGCCTCGTTATTACAAAGCATCAACATCAGCATTTTGTGTAGCACACAGCGTGATTCTGTGATGT
CATTTCTGCCCACCGGGAACCTTCTCAACTCTGCTGAGTTGGGTGTTGCCCATAATTGGGTTLCOCT
CTCCOGCAAAATGGCTTATGGT GAACTGTGATGCGCTCACTATTA

TAAGCATCATEATATTCAAAACGTTATACGGRAACATATOTTGCCATI TGTCAATCCOT TATTGAG
GUTATGATCCTICCACAAMGGGGCAATTGTAGATTCATTCTCCACACCTCTCGTACTACT I GTAT
CATTATCATGGACCAATACATAGAAACCATTAGTGTGCCGCGGLAATGACTTCGTCTCTGTGCTG
GUTGGTTTTGGCGOTGOGTGTGGCTCTCGGAGTGGTGCTAATTATGTTCACTTGCAGCATATT GO
ACTGCTCTTCATGGUCTATGGGTGAACAGGAATGCCAGAABRACATGGACAACCTTATTTGAGCA
AT G T T ATT ACAAAGEATCAACATCAGTAT T T TG GTAGCACACAGCGTAAT TCTGTOATG
TCATTTCTGCCCACCGGGAACCTTCTCAACTCTGCTGAGTTGTGTGTTGCCCATAATGGGTTOOCC
CTCCCGCAGGATGGUTTATGGTGAACTGTGATGLGCTCACTATIC

TAGCCTGTTCGACAAGCATGGATCTITATT TTATCTGATAAGCATCATGATAT TGAAAAGGTATA
CGGGAACATATCTTGCCOTGOGTGAATCCCTTATTGAGGCTATGATCCTCCCACAAAGGGRGOAAT
TGTTTTATTCATGCTCCACATCTTTCGTACTACTTGTTTCATTATCATGGACCAATACATAGAAA
CCATTAGTGTGCCGTGGCAATGACTTCGTCTCTGOGCTGGCTOGAT T TGGCGCTGUGTGTGGCTCT
CGGAGTGGTGCTAATTATGTGCACTTGCAGCATATTIGCCACTGCTCTTCATGLCCTATGGGTGAA
CAGGAATGCCAGAAAMACATGGACAACCTTATTTGAGCAACGCCTCGTAT TACAAAGCATCAACA
TCAGCATTTTGTGTAGCACACAGCGTGATTCTGTGATGTCATTTCTGOCCACCGGGAACCTTCTC
AACTCTGCTGAGTTGOGTTETTGCCCATAATTGGGTTCCCCCTCCONCANNANGGNTTATGGTGA
ACTGTGNTGCGUTCACNCANTTTNNACTAGCCATTCTGGGGENAAGGNGGAACCCCATTTT GGG
CAAAACACAANTNACANNNTTTGATNAACGGGCCCGGLGE

ATCCTNNTTTATCTTATAAGCATCATGATATTGAAAAGTTATACGGGAACATATCTTGCCATT TG
TGAATCCCTTATTGAGGCTATGATCCTTCCACAAAGGGGCAATTGTAGATTCATTCTCCACATET
CTTGTACTACTTGTATCATTATCATGGACCAATACATAGAAACCATTAGTGTGCCGCGGCAATGA
CTTCGATCTCTGCGCTGGCTCGTTTTGGLGCTGOGTETGGCTCTCGGAGTGGTGCTAATTATGTTCA
CTTGCAGCATATTGCCACTGCTCTTCATGGLCTATGGGTGAACAGGAATGCCAGAAAACATGGA
CAACCTTATTTGAGCAACGUCTCATTATTACAAAGUATCAACATCAGCATT TTGTGTAGCACACA
GOGTGATTCTGTGATGTCATT TCTGCCCACCGGGAACCTICTCAACTCTGOTGAGTTGTGTGTTGS
CCATARTTGGGETTCCCOCTCOCGCAAGATGGCTTATGGT



fcontinuacion del APENDICTE 3

Janilla planifulia cv M. Soto

Janilla planifolia v M. Soto

fandla planifolia M. Solo

fanilla ptanifolia -~ M. Soto

BE3B Secuencia de CAM alpha Q

8538 Secuencia de CAM beta G

B520 Secuencia de CAM alpha Q

BH20 Secuencia de CAM beta Q

C

c

c

C

GTTATACGGGAACATATCTTGCCATTTGTGAATCCOTTATTGAGGCTATGATCCT TUCACAAAGG
GGCAATTGTAGATTCAYGUTCGACATCTCTTGTACTACT TGTATCATTATCATGGACCAATACAT
AGAACCATTAGTGTGCCGCGGECAATGAGTTGGTCTCTGOGCTGRUTCGTT TTRGLGCTGLGTGT
GGCTCTCGOAGTGGTGCTAATTATG T TCACTTGCAGCATATT GCCACTGCTCTTCATGGECCTATG
GGTGAACAGGAATGCCATAAAACATGLACAACCTTATTTGAGCAACGCCTCATTATTACAAAGT
ATCAACATCAGCATTTIGIGTAGCACACAGCGTGATTCTGTGA T GTCATTTUTGCCCACCGGGAA
CCTTCTCAACTCTGUTGAGTTGTGTGTTGCCCATAATTGGGTTNCCCCTCCCGCAGGATGGCTTAT
GGTGAACTGTGATGOGCTONTCTTTTNNGAAANNGCCATTCCTOGNGGGAGGGGGAACCUNAATT
NTGGGCAACACACAACTCAATCAGAGTTNNGAAGGTTNCCCGGTGGGCAAGAANTNACTT TANA
GAATCACGCTGTGTGOT

TAGCCTGTTCGAGAAGGATGGATCTACCCTTTAATCTATCAGCATTATGATATTGAAAAGTTATA
CGGGAACATATCTTGCCATTTGTGAATCCCTTATTGAGGC TATGATCCTTCCACAAAGRGEGCAAT
TGTAGATTCATGCTCCACACCTCTCGTACTACTTGTATCATTATCATGGACCAATACATAGAAAL
CATTAGTGTGCCGOGGCAATGACTTCGTCTCTGCGCTGECTCGTTTTGGCGOTGUETGTGGCTCTC

A AT TE A T A AT T AT T T A ST T AN AT AT L e 8 T T AT T m p T T AT s T A& o
T A PR L R W L e e W 1O L SR RO T o R I R T

AGGAATGCCAGAAAACATGGACAACCTTATTT GAGCAACGCCTCATTATTACGAAGCATCAACA
TCAGCATTTTGTGTAGCACACAGCGTGATTCTGTGATGTCATTTCTGCCCACGGGGAACCTTCTG
AACTCTGCTCAGTTIG TR TR T TG OCCATAATTERETTONCCO TOOCGCACCATOCOTTATOATAM

CTGTGATGCGCTCAC

GTTATACGGGAACATATCTTGCCTTTGTGAATCCCTTATTGAGGCTATGATCCITCCACALAGGG
GCAATTGTATATTCATGCTCCACATCTCTCGTACTACTTGTATCATTATCATGGACCAATACATA
GAAACCATTAGTGTGLOGCGRCAATGACTTCGTCTCTGCGCTAGCTCGT T T IGGCECTGCEIGTS
GCTCTCGGAGTGGTGCTAAT TATGT TCACT FGCAGCATAT TGCCACTGCTCTTCATGGCCTATGE
GTGAACAGGAATGCCAGAAAACATGGACAACCTTATTTGAGCAACGCCTCATTATTACAAAGCA
TCAACATCAGCATTTIGTGTAGCACACAGCGTGATTCTGTGATGTCATTTCTACCCACCGGBGAAD
CTACTCAACTCTGCTGAGTTGTGTGFTGCCCATAATTGGGTTCCCOCTCOUGUAGAATGGCTTAT
GGTGAACTGTGATGOGOTCAGTNCTNTGNATTAGCCATNC TGCGGGAGGGGGAACCCAATTATG
GGCAACACACAACTT

ACTCTTTTTAATCCTATAAGCATCATGATATTGAAAAGT TATACGGGAACATATCTTGCCATT TG
TGAATCCCTTATTGAGGCTATGATCOTTCCACAAAGIGGGCAATTGTAGATTCATGCTCCACACCT
GTCGTACTACTTGTATCAT TATCATGGACCAATACATAGAAACCATTAGTGTGCOGUGGCAATGA
CTTCGTCTCTGCGCTGGCTCATT T TGGCGCTGCATGTGGCTCTCGGAGTGGTGCTAATTATGTTCA
CTTGCAGCATATTGCCACTECTCTTCATGGOCTATGRGTGAACAGGAATGCCAGAAAACAT GGA
CAAGCTTATTTGAGCAACGUCTCATTATTACAAAGCATCAACATCAGCATT TTGTGTAGCACACA
GCCGTGATTCTGTGATGTCATTICTGCCCACCGGGAACCTTCTCAACTCTGCTGAGT TGTGTGTTG
CCCATAATTGGGTTICCCCCTCCCGUAGBATGGROTTATGG TGAACTGTGATGOGCTCACTAT



feontinuacion del APENDICE 3

Janilla planiislia - A Cibran

Janilla planifolia A, Cibrian

Janilla planiloha ¢v B Soto

13 Secuencia de CAM beta Q

8536 Secuoncia de CAM lambe G

C

C

GCCTGTTCGACAAGGATGGATCTTTATTTTATCTGATAAGCATCATGATATTGAAAAGTTATACG
GGAACATATCTTGCCATTTGTGAATCCCTTATTGAGGUTAT GATCCTTCCACAAAGGGGUAATTG
TTTTATTCATGCTCCACATCTCT TGTACTACTTGTATCATTATCATGGACCAATACATAGAAACC

ATTAGT GTGCLGCGECAATGACTTCGTCTCTGCGCTGGCTCGTTTTGGCGCTGCGTGTGGCTCTCG
GLGTGGTGCTAATTATGT TCACTTGCAGCATATTGCCACTGCIC TTCATGGCCTATGGGTGAACA

GGAATGOOAGAAAACATGGACAACCTTATT TGAGCAACGCCTCGTTATTACAAAGCATCAACAT
CAGCATTITGTGTAGCACACAGCGCGATTCTGTGATG FCATTTCTGCCOACCGGGAACCTTCTUA

ACTCTGCTGAGTTGTGTGTT GCCCATAATTGGGTTCCCCCTOCOGCAAATGGATTATGGTGAACT

GTGATGCOCTCCCTTTTTTNAGTAGGCCATTCTGOGGGAGGGGRAACCCAATT TCTGGGCARCAL
AGAACTCAANAGA

GAGCAAAAANCNGTNANTT ANAGAABANT AGATNAANGACAACGGGCNGCCTTANNNAANNG
NANNANANGGGTGNCGNCGAGATTGANNAANCNCCTCCCNCCAGNNNGNCANANAAT AAALGA
TAGCCTGTTCGACAAGGATGGATCTTTATITTATCTTATAAGCATCATGATATTGAARAGTTAGA
COGGAACATATCTTGOCATT TGTGAATCCGTTATTGAGGCCTATGATCCTTCCACAAAGGGGTAA
TTATAGATILATGCTGCACALCTUTUGARL [ AGTTGRATUATTA TUATGLRALLAA TRUA TAG AR
CCATTAGTGTGCGGOGGCAATGACTTITGTCTCTGCAGCTGGCTCGTTTIGGCGCTGCGTGTGECTC
TCGGAGTGOTGCTAATTATGTTCACT TGCAGCATAAAGCCAATGCTCTICATGGCCTATGGGTGA
ACAGGAATGCCAGAAAACATGGACAACCTTATTTGAGCAACGGCCTCGTTATTACAGAGCATCA
ACATCAGCATTTTGAAAMAGCACACAGCGTGATICTGTGATGTCATTTCTGCCCACCGGGAACET
TCTCAACTCTGNTGAGTTGTGTGHI GG

NANNNGNGAGANMNAAGASAANTNTATTNNAGAAANAAACNNCNCNNCCGGAAACAANAAGCN
NCACNAAAAANATGGTTATTNATANCNNGCNCGNCACGAAANAAAAAABACACANANAANNG
GNTTTTNNAAAAACHNNNNNTCGNAAACAGCCCATNAGATAAANNTHTTTT T TNAANNANANA
NANAACACACNNNANTNNATNTGANTGGANGCNNTHNTNTCGCCACCCNAAGGGGNNANNNTTN
TAATGNANGNANAGTNACAAATAAAACGNNTCGACACAACCTGGGTTGGUGCGCACCANNCNT
NCCNAAATHCANANNNNTNGNGTGGEGNGGGNGGNGNGCCCNTAAAAANAACACACACAANCG
ACANGTCTGANGACATANNTGNGCGNNGNGCGN TAGNGTTCGCGCGCGCCTTCOGTNAAAACAA
NTGCNGCTATAGTTNGAATGCGCGONGGONAANACTTAGTCTNNGCENCGGGCATCGNTTTIGENN
TONNTCNYSTRSYTAYNCWNASNNKGTGCHNNAANTINNKY Y NNMTKGNAGATY AGGMMAMTKNC
WCTNGCKNNTMRWGKCNTRTKGRTKANT TNNGKNMNKCYWGNCATACCAWGCCAYGWCYTTEE
MNNTNGNNYRAYNCCTANGKKRGTWTHNWRRCNY NNWYMNWONGMANY NTGOYGYAGTYUMYNYR
GYGTGGGACTTCNGATRAYCAKTCTATTYATTRCAYCAAGY SGGCGACNGTCACTATSNCNAGAS
WYY TGEKGRGCY TNKGWRT TCACGANCY ACNMWTATGGENAGYNCMCNYTSCNATKY ARNCNCTG
SAGGAGAATTATTGNTAGGGANAATAGTCTTTGGACNNGTGTCATGATTACCAAGTATTTCGGT
GCACTGCAACACCTTGTGCGCCCCACCGGGGCTTNGCATGCTTGNCNCCTTATGATGAATTCTCT
TCATGCCGCACTMTCTTTGCTTGACTTGNAGAANGTTGGATGGGTCTTCTACCTTATNTCTTNGA
NGATNATTGGTTCGGGGAGUTCTNCCCTCGGAGANGGNGGGNCANCCTTTATTAAATATGGATT
TCAANTTTGGCCCCATTATGTTNGUTGANNTGMNATGAANCAAGCCTGGCG TTTTGGNGANACCTT



{contimuacton del APENDICE %)

Janilla planilolia cv M. Soto

Janilla planifolia

A Cibrian

8538 Secusncia de CAM lambr O

13 Secuencia de GAM lambc (3

C

C

GNCOGGGGANANNAAANAAATANTTTANAAAAGAAAANANNNCCNNNCCNANAAAAANGNCN
CONANAAAAGATGTATNGATNATT TCNGNCHAGANALAAAAAAAANACAANAACCTCGGTTNA
TANANAANANMNNTNNAAAACNGNCCCTCTGTCAANNAGTTTTNTNNMNNAAGGNGAANNNANA
NCACNCNNATAATATANAAGNCATNCCTGNGGCNCANCCAGGGGGGGNNTNTTTNAGAGNGAN
NMACAANANGAGNNNCCCCCCANACANGNNNGGNGANNGCCNCNTNNNNAT AANAAAGANTT
GNGGNGNGGAGNGCGCCANNTATTNAANCTCNCACCCACACNCTNNNTNATNACT NNNGCGRHMN
CONTTNGGTOGCGCGCGUCTTOCGT GAGNCNGNTGCGGCT TNTGTATGONNGCNCCHNCGGTGAAT
NAATTNGTNTCTAGONCNGGC TCGNTTNGGCANCNGCGTGTGGCTCNCNGCGTGGTGONAATTA
TGTTCGCTTGCAGCATANNGCCACTGCTNTTCATGGCNT ANGGGTGNACAGGAATGCNAGANAA
CATGNACNACCTTATTTNAGCAACNCNTCGTTANTRMNWANCATGTCNTACATNATACRCANG

YMATYCGG I GMWYCTTGCCATAY CAAGCY MTGTCTY TGMGYWKTGTGTTRYCCMTAAKKGGGTT
YT TGACMCYNYYGRCCGANTCTTGCNGSRGTTCCIWTGGTE TGRGACT TCGGRATANCCATTCTAT
TCATTACATCAAGT GGGCGACNGTCACTATGCCGAGAGAT T TGGGGGGCCTTGGAATTCACGATC
TACNCTTATGGCAGCGCACGTTNCAATTTAAACACTGCAGGAGAATTATTGCTAGGGAGAATAG
NUTTGUEALTAGTATCATGAT FACCAAGTATTTCGGTGCACGCAACACCTTGTGLGCCCCACGUG
GNGCTTCACATGCTTGCCGNCTTANGATGAATTCTCTTCATGCCGCACTTTCTTGCTIGACTNGG
AGAANGTTNTGATGGGNCTNGTACCTTATT TCT TIGAGGATANTTGGGTGGGGATCTNCCCTTGG.

TGNATNCNCTACATCATACANAGATTGTGCAGCAMMTITCCAAATGGCAGATTAGGCCACTTTC
TCTTGCGGGTAGAGICATGTTGATTAATTCGGTGCTTCTTNCCATACCAAGCCATG ICTTT GG
ATTGTGTTATCCCTAAGGGGGT T TTTGACACTATTGACCGAATCTTGCGGCAGTTCCTTTGGTGTG
GGACTTCGGATANCCATTCTATTCATTACATCAAGTGGGCGACNGTCACTATGCCGAGAGATTIG
GRGGGCCTTGGAATTCACGATCTACACTTATGGNAGCGCACGTTNCAATTTAAACACTNG AGGA
GAATTATTGCTAGGGAGAATAGTCTTTGGACTAGTATCATGATTACCAAGTAT TTCGGTGCACGE
AACACCTTGTGOGCCUCACGUGGTGCTTICGCATGCTTGTCGCCTTACGATGAATTCTCTTCATGCO
GCACTNTCTTGCTTGACTTGGAGAATGTTTGATGGGTCTTICTACCTTATTITCTTGAGGATANTTGG
GNTGGGGATTCTCCOCTTGAGATGGNGGGCCAACCTTCATTAATATGGATACNACTTGGCCCCAT
TATGTTNCTGACTNCATGATTGAGCCTGGENT TTGGGACACCTNNAAGCTNSNNC Y GKGNGSMN
NWGAANMTANNTTNTTY NNWAMAAGANNWCAT SCMCNTHNKNCKT GGG AAWNAAANSRNNCCN
CWNAARANTNKNTTGNANNCHNATCTCGCAACANAAAAAAAAAALAANABANAAANCCCGTTG
TGTAAAAANCY ANCNGYKTNGNAANCAGGCNTTNNATGAGANAAGGNT TTNTANGNGNGANGN
ANNAAAGACTGCTTGNATGNATAGGAGCCTTTNTGNNCNNNC AAGGGGTGTATTTTTGMNMNAGGA
ANANNNANNNCAANTGGCONGCCCCACTCCAGGNTTGGGCGCGUGACNCACTNNC TTAANT AN
GCONCTATGNNTGNGCGGGNGCGCGRUCAANAAATACACACTCNCANCCACACTCANATGNATT

R A A R T A T TR S o T e T T S T AR AT AR AR ST T TR IS TR TSRO



UE 4 Secuencias nucleotidicas del gen GAPCY en distintos cultivares de Veanite

SEPECIE Caletor

Jania gacifolia AL Cibrian

Janilla planitoftia o M. Soto

{anilla planifolia - M. Soto

Javilla planitelia o M. Soto

funilla plasifolia cv M. Suto

humer: Caracian tipa lony prec

13 Secuencis de GIPEH Q

BH 36 Secueroa de GAPDH O

B526 Secitencia de G3PDH O

B508 Secuencia de GIPDH Q)

8538 Secuencia du GIFDH 4

C

cC

o

C

C

Descripeion

ATTTITTGNAATTGT T GAGGGGCTTATGACGACTGTTCATGUAACCACAGUGTTTATTTACTLCCTTTITGGCAARAC GAGG TAGGTATTTAA
TAGCTGGATATTGTCGTCTEAAAATTGATITATT CTGTCCAGDARCACAGAAGACCGTTGATGCTCCTTCGAAAAAAGACT GGATAGGAGG
TCGAGGTGCAGGTCAAAACATCAT ICCAAG T TCAAC T GG TGCCLCAAAGG TCGBACTAACTCATATGTT TATATTTOAACGCTTGAAATTTT
CABATCTAAGTCGGAATTCTTAT T TAGGUTGTTGGAAMAGTTCT ICC TGAACT TAATGGAARGCICACTGGEOATGGCTITICG I GICCCAAC
ACCAAACGTTTCTGTTGTGGACT [AACT TCCAGACTCEAAAAAGATGOGTCATATGAGAACG T TABGGCGGUCATTAGHTATGTGH I TTEA
COTGCTTCTATATITT T TATITI TAGTGCCTCTAATTGTGRATAATCATCGTITCTTCATG 1 TGATGTACAATTTGGTTAATGTAL I TTTAG
GTTTGCATCTGAGAGTAGICTCAAGGGCATCCTTEGCTACACTGATGAAGACG TTGTTTCTAAC AL TTTETAGGC GACTCCAGGICGAGT,
TATTTGATG

TGACGACTETTCATGOAACCAC AGGTTTCTTTACTCCCTTTTGGCAAAAC GAGGRAGOUTTTOATAGC TGNGAATGGROHNCTGAARA TTGA
ACATTCTGTCCAGLCC ACAGAAGALUC | |G 1GE5 TN T TE I CAARRAGAL | GLEAAAAGE TG GATGLARGTCAMAAC ATCATGC CAGTTS
ACCTGGTGLCTCAAAGG TG GGACCNACCCTATOGTTCCTTAAATTTAACGCTTGAAATT TTCAAATCTAAGTAGGGAATTTTI N T TIGGUG
TITGGAAAAGTTTTOCCTAACC TAATGEGAAAGCTCOTGGCCTGGCTITTCCGTCCCAACCOUCCAACCTTTGTATTGTG GACTTCGU TNGEA
NCCTCOAAAAAGATGLGTTATATGAGACCGTTAAGGGCCCTTAGGGAAGGT T TGACCCGCTTCAAATTTTTTATT TTAGGCUOCCAATTSG
GGGAAATCATCGETTCTTONTI ITTAATACCAAT FGGG TNAAGGACCT T TANGG TTGCON TGN AARACCACCT TAANGG GCACCCTEGHN
TOCACTGATARAGAC TTRTT TCTAACGACT I AGGCGANTORAGR INIGAGTAATTTG

CTTATGACGACTGTTCATGCAACCACAGHTTITTTTACTCCTTTTTEGUAAAAMCGAGG TAGGTAT ITAATACGCTGAAGATTGTGG G GAA
AATTGATTTATTCTGTOCANG AACAC AGAAG ACCGTTGATGUTCCTTCGARABMAGAT T GGAGAGGAGGTCGAGGTGCAGTCAASAGATCA
TTCCAAGTICAACTGGGCCGC AMAGT GEGACTAACTC TATGTTANTATACGCAACGCI TGAAATT TTNAARATCTAAGTNCACGAATCTTTA
TTTATGCTGTTGGGACAGGACTTICCTNGOCTTAATGENAAGT [MAG TG TCHNNGGATTANCTTGTUCCACCACCTAACGT TTCTGTTGTGGAC
TTAACTTGCAGACTCGAMAAGATGLGTCATATGAGAACGT TAAGGL GGUCATTAGGTATCTGT T TGACCTGCTTCTATATTTITTATTTT
TAGTGOCTCTAAT TG TGGATAATC AT G T T T ATG T T TGATHN TACAATT FGGTTAATGTACTIT TAGGT FTGOATC TGAGAGCAGCCTG
AAGGGCATCCTTGGC TACACTGATGAAGACGT T TIC TAACGACTTTGTAGGUGACTCCAGGTCGAGCATATTTGATG

AAAATTTGGANTECTTATGACGAC TG ITC IGCAAC CACAGE T ITITITACTCCT TTTTGGOAAAACGAGGTAGGTAT T TAATAGUTGTAGAL
TGTTGTCTGAAMATTGATTTATT CTGTCCAGCAAGACAGAAGAL CGTTGATGOTOCTTC GAAAAAAG AL TGRAGAGGAGG TCGAGGTCCAG
GTCAAAACATCATTCCAAGTTCAACTGGTECCGCALAGOTGAGACTAACTCATATATTTATAT T TTTAACGCTTRAAATT TTCAAATCTAA
GTAGTGAATCTT TATT TAGGC TG T GGAAAAGTTCTTCCTGAAC TT AATGRAAAGC TCACTGROATGGCT T T TCGTGTCCCAACACCALACG
TIICTGT TGTGEEAC T AAC TTGCAGAC TCGAAAAAGATGL GTCATATGAGAACGTTAAGGCGRLCATTAGGTATG TGTTT TGLCCTLC TTCT
ATATTTTTFATETTTAGTGCCTOTAATTGTGGATAATCATCGTITCTTCATGTTTGATNTACAATTTGGT TAATGTACTTTTAGGT TTGCATC
TGAGAGCAGCCTRAAGGGCATCCTTGGCTACACTGATGAAGACGTTGT TTCTAALGACTT TGTAGGCGACTCCAGETOGAGCAAT TGATGT
CAAGGCTGGAAATT

CTTATGACGACTGTTCTGUAACCACAGGTTINTF TACTNCCTTTT GG LAAAACGAGGTAGGTATTTAATAGC TG TAGATTGTTGTCTGAAA
ATTGATTTATTCTGETCCAGCAACAC AGAAGACC GTTGATGCTCC TTCGAAAAAAGACTEGAGAGGAGGICGAGG 1 GUAGGTCAAAACATIA

TTCCAAGTTCAACTGGTGCCGLAAAGGTGGEACTAACTCATATETT TATATT T T TAACGCTTGAAATTTTCAAATCTAAG [AGTGAATCTTT
ATTTAGGCTGT T GGAAAAGTTCTTCCTGAAC T TAAT AGAAAGCTCACTOGCATGGCTTTTCETATCLCAACACC AAACGTITC TG I TGTGGA

CTTAACTTGCAGAC T GAAAAAGATGOGTCATATGAG AACGT TAAGGCGGOCAT TAGOTATATGTT T TGACCTGCTTOTATATTTTITATTY

VTG TGCCTCTAAT TG TGGATAATCATCG T T T TCATHTT TEATGTAC AATT TG G TTAATGTC T TT TAGGT T T GUATC TGANAGCACCTGA

AMNGGCATHC TGGOTACACTGATGAAGACGTTGTITCTAACCAC T T TG GGOCGAL TNEACG TCGAGCATATTTGATGLCCANGUTEEA



APENDICE 5. Frecuencias alélicas observadas para 1 ameliz poanzfola en todas las localidades

1
Locus
ACPH-1
(M) 2
1 1.000
2 000
ACPH-2
(B} 1
1 1.000
2 L 000
DIA-1
{N) 2
1 1.0060
z . 000
3 . Q00
4 L a00n
DIA-2
(1) 2
i 1.000
2 L 000
3 000
4 L0000
GOT-1
(N) 2
1 .500
2 L300
3 .Qoo
4 . 500
RUB-1
[N} 2
1 1.000
IDH-1
(N 2
1 1.000
2 000
G6PD-1
[N} 2
i .500
2 . 500
6PGED-1
(M) 2
1 LS00
2 .500
SDH-1
(N} 2
I 1.000
2 . 0ago
GDH-1
(N 2
1 1.000
2 . 000

3
1.0G0
. 000

1.000
. 000

1.000
L0060
.000
000

1.000
L0040
L0
.00g

1.000
000
. 000
.DO0

1.000

1.000
LO00

. 667
. 333

L 667
.333

1.000
L Q00

1.000
.000

3
1.000
-Qpa

. 667
333

. 667
.1a7
.167
.DQo

G677
.000
.333
.Qa00

1.0040
000
L0aon
.0ao

1.000

1.900
. 000

1.000
L0000

1.000
. 200

[

.0ao
.Q00

Localidades
4 5
6 3
833 1.000
187 .000
€ 3
.917 833
.083 . 187
6 3
.217  1.000
.083 000
.000 .000
. 000 . 000
& 3
1.600  1.000
.00 . 000
.00 . 000
.ooc .000
6 3
.833 667
Q00 .09
.000 .333
187 .000
6 3
1.000  1.000
5 3
1.000  1.000
000 .300
6 3
1.000 . 6E7
. 000 .333
6 3
1.000 667
. 000 .333
6 3
1.000  1.000
. 000 L 000
6 3
1.000 . 667
.000 .333

6
1.300
.0oo0
&
1,000
Q00

L8817
L83

.004
.00

5]
L833
. D83
.083
0G0

3
.B0oo

—

.aona

1.5300
.00

1.020
L1024

=]

LE33

Wt
L h
]

{ud

L4080
. 600

1.000
L0080

1.000
. 000

1.000
LQ00
L0000
L0000

L 833
167
L 0G0

333
L6687

3
667
.333

1.4400
. 000

1.000
La00
L0000
L4000

1.0d0
.03%0
.0do
L0300

bt
L]
[
)

P
r
g
o

LGGa

[ax OS]
3l
L R VY oY
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(M)
1
2

3

4

RUB-1

(1)
1
IDH-1
{N}
1
2
3
4
GEPD-
(N}
1
2
3
4
6PGD -
(N}
1
2
3
4
SDH-1
(N)
1
2
GDH-1
(N}
1

P
3

ME-1

e

T

3

. 667
L0040
L3233
L000

3
1.000

3
1.000
. 000
. 000
. 000
1
3
1.000
.00G
L0000
L0000
1
3
. 687
L 333
L 000
. 000

3
1.600
L300

2
1.000
L 000
.000
.000

L 333
LB6T
L 0G0
L0590

.€67
L 333
.Qao
.Gaon

3
1.600
.000
.00
L0430

i

1

1

.000
.000

L0040
L000
L0000
. 000

.000

. 000
L0a0
. 0G0
.00a0

.000
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L 000
. 000
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. 000
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L 000
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