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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

Vanilla es un género perteneciente a la familia Orchidaceae; se originG en América
tropical hace 70 millones de afos aproximadamente, esta compuesto por alrededor de
110 especies distribuidas en las zonas tropicales de México y el mundo. Dentro de
este género, Vanilla planifolia 'y Vanilla pompona son las especies mas importantes en
el mundo, por ser productoras de vainillina natural (Flores et al., 2017). La vainilla
(Vanilla spp) es un recurso fitogenético importante para México, puesto que sus frutos
son fuente natural de vainillina e internacionalmente son consideradas un producto de
alto valor comercial del total de las plantaciones comerciales 95 % pertenece a Vanilla
planifolia, cuyo centro de origen es México (Ramos e Iglesias, 2022; Soto, 2009; Bory
et al., 2008). En las ultimas décadas se ha producido un enorme interés por la
diversidad, evolucion, manejo y recuperacion del género Vanilla (Cameron, 2011;
Havkin et al., 2011).

En América se registran 52 especies del género Vanilla, de las cuales 15 se reportan
en América Central y 10 en México lo cual evidencia la importancia de este ultimo pais
como fuente de variacion genética del género (Soto y Cribb, 2010; Soto y Dressler,
2010). Sin embargo, diversos trabajos indican que pueden existir mas especies
(Castillo y Engleman, 1993; Korthou y Verpoorte, 2007; Reyes et al., 2014; Ramos et
al., 2016; Flores et al., 2017).

La diversidad genética de la vainilla en México ha disminuido debido a que su habitat
natural se ha destruido de manera considerable (Gigant et al., 2011; Hernandez et al.,
2011). La produccion de vainilla se basa en la propagacion vegetativa, la polinizacién

manual y el uso excesivo de fungicidas y plaguicidas (Bory et al., 2007 y Soto, 2006).
1



Estas condiciones han traido consigo gastos de inversion altos y una disminucion
alarmante en la variacion genética de los cultivares como resultado de la casi nula
emergencia de individuos provenientes de la recombinacién sexual (Cameron, 2011;
Bory et al., 2008 y Soto, 2006), llevando a enlistar la especie en la categoria de alto
grado de erosion genética (FAO, 1995).

En este sentido, a nivel internacional V. planifolia esta considerada como una especie
de alto grado de erosion genética (FAO, 1995; Lépez et al., 2008) y a nivel nacional se
considera como una especie sujeta a proteccién (Semarnat 2010, Nom -059), y por
diversos factores también ha disminuido considerablemente su superficie sembrada y
rendimientos por unidad de superficie (Luis et al., 2020).

El cultivo de vainilla presenta afectaciones por diversas enfermedades y factores
abidticos, que merman significativamente su productividad (Hernandez et al., 2019).
Como respuesta, se han desarrollado programas para el mejoramiento genético del
cultivo en diversas zonas vainilleras del mundo, principalmente en la Isla Reunion,
Madagascar e India (Sasikumar, 2010). Algunos esfuerzos han implicado la realizacion
de trabajos de prospeccion, la colecta de germoplasma de V. planifolia y diversas
especies silvestres del género, y caracterizaciones morfolégica y molecular. Sin
embargo, los resultados de los estudios moleculares han revelado baja variabilidad
genética en el germoplasma cultivado de V. planifolia (Bory et al., 2008; Verma et al.,
2009; Ramos et al., 2017), lo cual esta en concordancia con los bajos porcentajes de
polinizacién cruzada referidos por Soto (1999), que, a su vez, implican la existencia de
una baja heterocigocidad en este cultivo. Asimismo, esta baja variabilidad explicaria la

alta susceptibilidad de la vainilla ha mostrado, a diferentes factores bioticos y abidticos,



asi como los problemas de caida prematura de frutos, los cuales afectan directamente
la productividad y la rentabilidad del cultivo (Bhai et al., 2006).

En México, sélo V. planifolia se cultiva con fines comerciales, debido a que es la mas
demandada en la industria (Lubinsky et al., 2008; Reyes et al., 2008). En México
existen plantaciones de V. planifolia en Veracruz, Puebla, Oaxaca y San Luis Potosi,
y en el afio 2019 se cosecharon 862.4 ha, con produccién de 521.9 t, rendimiento de
0.61 t por ha, y valor de la produccion de US $ 2, 284, 611.5 (SIAP, 2023). Dadas las
condiciones del cultivo de la vainilla es necesario realizar una caracterizacion
morfolégica y molecular que nos permita conocer mas a fondo la base genética de este
género (Soto, 2009).

La caracterizacion morfolégica es una herramienta que puede discriminar materiales
bioldgicos con caracteristicas fenotipicas diferentes y el analisis multivariado es usado
frecuentemente para evaluar la variabilidad morfométrica de diferentes especies,
identificar grupos de accesiones que poseen caracteres deseables en programas de
mejoramiento genético, creacidn de colecciones nucleo y para detectar patrones de
variacion en colecciones de germoplasma (Dos Santos et al., 2008). En este sentido,
el objetivo general del presente trabajo fue caracterizar de manera morfolégica la hoja,
tallo y flor, de 41 accesiones y la caracterizacion molecular de 18 accesiones de vanilla

spp., mediante 14 microsatelites previamente reportados para vainilla.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la diversidad genética de Vanilla spp. mediante el uso de

técnicas de caracterizacion morfométrica y molecular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar de manera morfolégica 41 accesiones del banco de
germoplasma de vainilla de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla.

e Evaluar la diversidad genética de 18 accesiones de Vanilla spp.

mediante 14 loci microsatélites, previamente reportados para vainilla.



HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

e Mediante la caracterizacion morfométrica y molecular de accesiones en Vanilla
spp, se conocera la diversidad genética de vainilla en el centro y sureste de

México.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

e Mediante la caracterizacion morfolégica de 41 accesiones de vainilla de
diferente origen se conocera las especies y diversidad clonal que se desarrollan
en el centro y sureste de México

e La caracterizacion molecular de 18 accesiones de Vanilla spp, permitira

complementar la informacién obtenida en la caracterizacion morfoldgica



CAPITULOII

CARACTERIZACION MORFOMETRICA DE 41 ACCESIONES DE Vanilla spp.

(Orchidales Orchidaceae) EN MEXICO

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la diversidad genética de 41 accesiones
de vainillas mexicanas mediante caracterizacién morfométrica de tallos, hojas y flores.
Se tomaron muestras de tres hojas, tres tallos y tres flores por accesion, las cuales
fueron escaneadas en un escaner digital CANON MX310 y medidas con el analizador
de imagenes UTHSCSA ImageTool™ (IT) version 3.0. Los caracteres morfométricos
altamente correlacionados (< 90 %) correspondieron a caracteres de la flor los cuales
fueron APE, LPE, ANPE, ASE, LSE, AL, LL y LG. La varianza acumulada de los seis
primeros componentes principales incluye el 73.8% de la variacion total del conjunto
de datos analizados. El andlisis de conglomerados jerarquicos, permitié la formacion
de 15 grupos donde se separaron cinco especies del género Vanilla, seis clones dentro
de la especie planifolia y la posibilidad de que tres accesiones, sean consideradas

como nuevas especies para México.

Palabras clave: Analisis multivariado, diversidad, orquideas.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the genetic diversity of 41 accessions of
Mexican vanilla by means of morphometric characterization of stems, leaves, and
flowers. Samples were taken from three leaves, three stems and three flowers per
accession, which were scanned in a CANON MX310 digital scanner and measured
with the UTHSCSA ImageToolTM (IT) version 3.0 image analyzer. The highly
correlated morphometric characters (= 90 %) corresponded mostly to flower characters,
which were APE, LPE, ANPE, ASE, LSE, AL, LL and LG. The cumulative variance of
the first six principal components includes 73.8 % of the total variance of the analyzed
data set. The analysis of hierarchical clusters allowed the formation of 15 groups where
five species of the Vanilla genus were separated, six clones within the planifolia species

and the possibility that three accessions are considered as new species for Mexico.

Keywords: Multivariate analysis, diversity, orchids.
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INTRODUCCION
La base de la agricultura y la seguridad alimentaria mundial son el agua, suelo y
recursos genéticos, de estos los recursos fitogenéticos son los menos conocidos,
valorados y amenazados por lo que dependen del cuidado de la humanidad. Son de
gran importancia, ya que comprenden variedades tradicionales, cultivares modernos y
plantas silvestres afines a las cultivadas de los cuales se obtienen diversos
satisfactores para la humanidad (FAO, 2009). Sin embargo, su diversidad genética ha
disminuido considerablemente por diversos factores tanto climaticos como de

actividades antropocéntricas (Bautista et al., 2020).

México, por su ubicacién geografica y diversidad biolégica, ha contribuido de manera
sobresaliente a la alimentacién y desarrollo de la humanidad con especies como el
maiz, frijol, calabaza, chile, papaya, algodén y vainilla, entre otros cultivos (SNICS,
2020). Considerando la importancia de los recursos fitogenéticos de México, se ha
implementado una estrategia nacional para su rescate, conservacion y uso potencial,
considerando el segundo plan de accién mundial para los recursos fitogenéticos para

la alimentacién y la agricultura (FAO, 2018).

La vainilla es un cultivo que puede considerarse un recurso fitogenético importante
para México, ya que de sus frutos se obtiene ingredientes que se utilizan para la
alimentacién y la medicina. Ademas, tiene raices linguisticas y culturales (Bory et al.,

2008; Flores et al., 2017; Herrera, 2018).

La diversidad genética de la vainilla en México ha disminuido debido a que su habitat
natural se ha destruido de manera considerable (Gigant et al., 2011; Hernandez et al.,
2011). En este sentido, a nivel internacional V. planifolia estd considerada como una

12



especie de alto grado de erosion genética (FAO, 1995; Lopez et al., 2008) y a nivel
nacional se considera como una especie sujeta a protecciéon (Semarnat 2010, Nom -
059), y por diversos factores también ha disminuido considerablemente su superficie

sembrada y rendimientos por unidad de superficie (Luis et al., 2020).

En América se registran 52 especies del género Vanilla, de las cuales 15 se reportan
en América Central y 10 en México lo cual evidencia la importancia de este ultimo pais
como fuente de variacion genética del género (Soto y Cribb, 2010; Soto y Dressler,
2010). Sin embargo, diversos trabajos indican que pueden existir mas especies
(Castillo y Engleman, 1993; Korthou y Verpoorte, 2007; Reyes et al., 2014; Ramos et

al., 2016; Flores et al., 2017).

La caracterizacion morfologica es una herramienta que puede discriminar materiales
biolégicos con caracteristicas fenotipicas diferentes y el analisis multivariado es usado
frecuentemente para evaluar la variabilidad morfométrica de diferentes especies,
identificar grupos de accesiones que poseen caracteres deseables en programas de
mejoramiento genético, creacion de colecciones nucleo y para detectar patrones de
variacion en colecciones de germoplasma (Dos Santos et al., 2008). En este sentido,
el objetivo del presente trabajo fue caracterizar de manera morfoldgica la hoja, tallo y
flor, de 41 accesiones del banco de germoplasma de vainilla de la Benemérita

Universidad Autbnoma de Puebla.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién y condiciones ambientales

La investigacién se llevd a cabo en el banco de germoplasma de vainilla de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, México, el cual esta ubicado en el
municipio de Tenampulco, localizado en la parte nororiental del estado de Puebla. Sus
coordenadas geograficas son los paralelos 10° 08’ 30” y 20° 14’ 54” de Latitud Norte
y los meridianos 97° 20’ 00” y 97° 30’ 00” de Longitud Oeste, y a 210 m.s.n.m.,
presenta un clima calido-humedo con abundantes lluvias en verano (INEGI, 2019). Las
accesiones de vainilla del banco de germoplasma se encuentran bajo el mismo manejo
agronémico y protegidas por una malla con 70 % de sombra, usando tutores vivos de
Erythrina coralloides y Gliricidia sepium que sirven de sostén y brindan sombra de lo
cual se infiere que las expresiones fenotipicas de las plantas se deben a su genotipo

descartando las diferencias que se puedan expresar debido al ambiente.

Material vegetal

Se evaluaron 41 accesiones de Vanilla spp. con siete afios de edad, del banco de
germoplasma de la Benemérita Universidad Autébnoma de Puebla, provenientes de los
estados de Chiapas, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo y Veracruz, México. Se consideré

tallos, hojas y flores.

Caracterizaciéon morfométrica
En las 41 accesiones de Vanilla spp., se seleccionaron de la parte media de la planta
tres hojas, tres tallos y tres flores totalmente desarrolladas, con tres repeticiones. Se

cortaron las hojas y flores, y se escanearon cada una de sus partes con un escaner
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digital CANON MX310 con la finalidad de obtener imagenes en formato JEPG, las
cuales se introdujeron al procesador y analizador de imagenes UTHSCSA
ImageTool™ (IT) version 3.0 (http://compdent.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). Con
relacion a los tallos se midieron las variables de manera directa. Se registraron 14

variables para hoja, 5 para tallo y 32 para flor (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteres evaluados, abreviacion y escala numérica de 41 accesiones de

Vanilla spp.

Caracter Abreviacion  Escala de medicién

Hoja

Longitud de hoja L cm
Ancho de hoja A cm
Area foliar AF m?2
Angulo inferior Al Grados (°)
Angulo superior AS Grados (°)
Longitud del peciolo LP cm
Color de hoja C
Grosor de hoja G cm
Longitud de hoja/Ancho L/A cm
de hoja
Longitud de hoja/ Area L/AF cm
foliar
Angulo superior/Angulo AS/AI Grados (°)
inferior
Longitud de hoja/Grosor L/G cm
de hoja
Ancho de hoja/Grosor de A/G cm
hoja
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Longitud de
hoja/Longitud del peciolo

Grosor de tallo

Color de tallo

Distancia de entrenudos
Rugosidad

Grosor de tallos/distancia

de entrenudos

Area de pétalos
Perimetro de pétalos
Largo de pétalos

Ancho de pétalos
Ancho inferior de pétalos
Area de sépalos
Perimetro de sépalos
Largo de sépalos

Ancho de sépalos
Ancho inferior de sépalos
Area del labelo
Perimetro del labelo
Largo del labelo

Ancho del labelo

Area de las vellosidades
Area del callo

Area del ginostema
Perimetro del ginostema
Largo del ginostema
Ancho del ginostema
Area del polinario

L/LP cm
Tallo

GT cm
CT

DN cm
R

GT/DN cm
Flor

APE cm?
PPE cm
LPE cm
ANPE cm
ANIPE cm
ASE cm?
PSE cm
LSE cm
ANSE cm
ANISE cm
AL cm?
PL cm
LL cm
ANL cm
AREV cm?
AREC cm?
AG cm?
PG cm
LG cm
ANG cm
APO cm?
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Perimetro del polinario
Largo del polinario
Ancho del polinario
Area del réstelo
Perimetro del rostelo
Largo del réstelo
Ancho del réstelo
Area del ovario
Perimetro del ovario
Largo del ovario

Ancho del ovario

PPO
LPO
ANPO
AR
PR
LR
ANR
AO
PO
LO
ANOV

cm
cm

cm

cm
cm
cm
cm?
cm
cm

cm

Analisis estadistico

Los datos morfométricos se analizaron mediante pruebas descriptivas iniciando con la

estandarizacién de la matriz basica de datos (Media, desviacion estandar, valores

minimos y maximos) (Cuadro 2). Con el objetivo de estimar la variacion total de cada

caracter se calcul6 el coeficiente de variacion como la desviacion estandar x promedio

x 100. Con base en los promedios de las evaluaciones anteriores se construyo6 la matriz

basica de datos (MBD), con la cual se obtuvo un analisis de correlacion de Pearson

entre caracteres.
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Cuadro 2. Estandarizacion de la matriz basica de datos de 41 accesiones de Vanilla

spp.

Variable Media Desviacion Minimo Maximo
estandar

L 17.05 3.95 9.50 25.86
A 4.69 1.16 2.30 7.40
AF 62.77 26.29 18.03 112.32
Al 38.79 9.46 19.29 56.97
AS 26.10 6.44 14.60 40.89
LP 1.01 0.22 0.46 1.56
Cc 3.80 2.65 1.00 9.00
G 0.17 0.04 0.04 0.26
L/A 3.71 0.69 2.51 5.47
L/AF 0.30 0.09 0.18 0.57
AS/Al 0.68 0.09 0.53 0.97
L/G 101.60 43.30 62.37 354.16
AIG 28.99 17.70 12.20 132.50
L/LP 17.14 3.64 11.50 26.56
GT 0.85 0.24 0.43 1.30
CT 3.36 2.69 1.00 10.00
DN 11.80 2.82 4.26 16.33
R 1.29 0.64 1.00 3.00
GT/DN 0.07 0.01 0.04 0.12
APE 4.7688 2.54 1.75 15.28
PPE 19.49 2.94 13.08 28.08
LPE 6.67 1.34 3.97 11.71
ANPE 1.08 0.20 0.77 1.89
ANIPE 0.62 0.11 0.47 0.99
ASE 6.45 2.71 3.88 17.79
PSE 16.74 3.69 11.82 27.43
LSE 6.72 1.40 4.14 12.44
ANSE 1.40 0.21 0.93 212
ANISE 0.61 0.11 0.37 1.00
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AL

PL

LL
ANL
AREV
AREC
AG
PG
LG
ANG
APO
PPO
LPO
ANPO
AR
PR
LR
ANR
AO
PO
LO
ANOV

9.31
27.34
6.11
3.18
2.76
0.45
1.85
15.31
4.70
0.68
0.19
1.83
0.57
0.35
0.16
1.36
0.41
0.36
2.19
15.84
5.54
0.64

4.28
15.21
1.85
0.68
0.47
0.19
0.43
16.10
1.25
0.09
0.28
0.37
0.14
0.05
0.21
0.22
0.05
0.05
1.54
2.09
0.93
0.18

6.38
16.39
4.14
2.49
1.79
0.00
0.99
6.52
2.36
0.53
0.09
1.45
0.44
0.30
0.06
1.12
0.36
0.24
1.04
12.45
4.13
0.33

29.50
81.95
11.78
5.61
4.22
1.12
2.87
111.00
8.15
0.98
1.95
2.85
0.97
0.54
0.90
2.07
0.57
0.52
7.80
22.00
8.73
1.22

Posteriormente, se realizé el analisis de componentes principales de la siguiente

manera: (1) estandarizacion de los datos para reducir los efectos de las diferentes

escalas de medicion, restando a cada valor el promedio de cada caracter y dividiendo

el resultado por la desviacion estandar del mismo, (2) calculo de la matriz de distancia

entre accesiones basada en el coeficiente de distancia taxondmica promedio, la cual

se utilizoé tanto para el analisis de componentes principales como para el analisis de

agrupamientos, (3) proyeccion bidimensional de las accesiones obtenida mediante el
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céalculo de los valores propios y vectores propios de la matriz de distancia vy, (4)
agrupacion de las accesiones mediante el algoritmo de agrupamiento jerarquico
UPGMA (Unweigth pair-group method using aritmética verages o media aritmética no
ponderada), con el cual se generé un dendograma que agrupo las accesiones en
grupos discretos y se determinaron las distancias morfométricas entre grupos. Los
analisis de componentes principales y de agrupamiento se llevaron a cabo con el

programa NTSYSpc Ver. 2.21c. (Rohlf, 2009).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de correlacion

Para el analisis de correlacion se utilizaron 51 variables. Los resultados indican que

estuvieron altamente correlacionados (< 90 %) los caracteres APE, LPE, ANPE, ASE,

LSE, AL, LL y LG, (Cuadro 3) que corresponden a caracteres de flor, los cuales podrian

considerarse para la descripcion y caracterizacion de especies y clones dentro de las

especies.

Cuadro 3. Variables altamente correlacionadas (< 90 %) en especies y clones dentro

de las especies de Vanilla spp.

APE LPE ASE PPO
LPE 0.965
ANPE 0.93
ASE 0.965 0.933
LSE 0.97 0.991 0.939
AL 0.9 0.935
LL 0.913
LG 0.943 0.964 0.903
LPO 0.979

En trabajos similares de caracterizacion morfoldgica en vainilla, Reyes et al. (2014)

reportan en fruto y semilla de cuatro especies del género Vanilla, los caracteres de

longitud/ancho de fruto (L/A), peso/ancho de fruto (PC/A), eje radial de semilla (ER),
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peso de capsula (PC), area de semilla (AS), indice de compactaciéon de semilla (IC),
area/perimetro de semilla (AS/PS), longitud del hilio de la semilla (LF), y diametro feret
de semilla (DF) altamente correlacionados (< 90 %). Asimismo, Flores et al. (2016), en
la caracterizacién de hoja y tallo en 186 accesiones del género Vanilla reportan los
caracteres P, A, DF, L, AF, altamente correlacionados (< 90 %). Por otro lado,
Hernandez et al. (2016), encontraron variaciones florales infraespecificas en Vanilla
pompona. Andriamihaja et al. (2020), en un estudio de diferenciacion de vainillas sin
hojas de Madagascar, identificaron siete grupos genéticos por rasgos florales
especificos.

Los resultados encontrados en el estudio complementan los conocimientos de
caracterizacion morfométrica del género Vanilla en México, debido a que en trabajos

anteriores no se habia considerado la flor en diferentes especies de vainilla.

Analisis de componentes principales

Los valores de componentes principales (Cuadro 4), indican que el primer
componente principal aportd el 38.1 % de la varianza total, seguido por los
componentes principales 2, 3,4,5y6 conel 12.9, 8.0, 5.5, 5.2 y 4.1% respectivamente,
lo que resulta que la varianza acumulada de los 6 primeros componentes principales
incluye el 73.8 % de la variacion total del conjunto de datos analizados y los caracteres

tomados en consideracion.
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Cuadro 4. Valor propio, porcentaje de varianza y varianza acumulada para los

componentes principales en el estudio de caracterizacion morfoldgica de vainilla.

Componente Valor propio Porcentaje de Varianza
principal (Eigen valores) varianza (%) acumulada (%)

1 19.4 38.1 38.1
2 6.5 12.9 51.0
3 4.1 8.0 59

4 2.8 5.5 64.5
5 2.6 5.2 69.7
6 2.0 4.1 73.8

En trabajos de caracterizacion de fruto y semilla en cuatro especies del género Vanilla,
Reyes et al. (2014) reportan que sus componentes principales abarcaron el 87.99 %,
asi mismo los componentes principales para la caracterizacion de hoja y tallo en 186
accesiones del género Vanilla realizado por Flores et al. (2016) se reporta que sus
componentes abarcan el 91.82 %, resultados similares a los encontrados en la

presente investigacion.

De acuerdo con los valores propios de los seis primeros componentes las variables
que mayor aporte tuvieron en el primer componente principal fueron ancho del polinario
(ANPO), perimetro de los pétalos (PPE), largo del réstelo (LR), largo de los pétalos
(LPE). En el segundo componente principal fue ancho del ovario (ANOV). Para el
tercer cuadrante fue el area de pétalos (APE). Para el cuarto componente principal fue

el perimetro del réstelo (PR).

Reyes et al. (2014) en la caracterizacion de fruto y semilla en cuatro especies del

geénero Vanilla reportan que las variables con mayor aporte son eje radial, longitud del
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hilio, peso de capsula, en el primer componente principal, indice de compactacion en
el segundo componente principal, grosor en el tercer componente principal y area de
zona placentaria en el cuarto componente principal, mientras que en el analisis de
tallos y hojas realizado por Flores et al. (2016) las variables que mayor aporte tuvieron
en el primer componente principal fueron area foliar, perimetro, longitud, ancho, las
relaciones longitud entre area foliar y ancho entre area foliar. En el segundo
componente principal fue longitud de entrenudos. Para el tercer cuadrante fue indice
de compactacion. Para el cuarto componente principal fue indice de compactaciéon y

diametro de tallo.

Analisis de agrupamiento

El analisis de conglomerados jerarquicos permitié la formacion de 15 grupos (Figura
1) donde se separaron las especies de V. planifolia (las accesiones 1, 2, 115, 27, 39,
36, y 41, formaron el grupo 15, la accesion 14 formo el grupo 14, las accesiones 20,
47, 45, 99, 28, 44, 100, 30, 37, 43, 49,79, 98, 97, 84, formaron el grupo 13, las
accesiones 32 y 75 formaron el grupo 12, la accesion 194 formé el grupo 11, las
accesiones 41 y 124 formaron el grupo 10, la accesion 18 formé el grupo 9 y las
accesiones 73 y 86 formaron el grupo 6). Las accesiones 51 y 53 que formaron el
grupo 7, son un tipo de vainilla comunmente llamada "espada", las accesiones 76 y 31
que corresponden a la especie inodora formaron de manera independiente los grupos
4y 5, las accesiones 4 y 95 que corresponden a la especie odorata formaron el grupo
3, la accesién 139y 105 formaron el grupo 2 y 1 que corresponden a la especie insignis

y odorata, respectivamente.
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En V. planifolia se separaron las accesiones 14, 32, 75, 41, 124, y 18 las cuales son
clones dentro de la especie V. planifolia. Estos resultados indican que dentro de la
especie V. planifolia considerada la de mayor importancia comercial, existe variacion
genética que podria ser utilizada para el mejoramiento genético de la especie. La
discriminacion de seis clones de la especie planifolia contribuye al conocimiento de la
diversidad genética que se puede encontrar dentro de esta especie, ya que segun Soto
(2006) no se conoce con exactitud la variacion clonal que puede haber dentro de las
especies reportadas para México.

Por otro lado, la accesion 18, llamada comunmente por productores de vainilla de
Veracruz y Puebla como "oreja de burro", es considerada como un clon dentro de V.
planifolia. Sin embargo, Castillo y Engleman (1993), en un estudio de caracterizacion
morfolégica compararon "oreja de burro" con la vainilla llamada "mansa" y
consideraron la posibilidad de que "oreja de burro" podria ser una especie diferente a
V. planifolia. En el presente estudio la accesion 18 formd un grupo independiente a las
demas accesiones de V. planifolia por lo que dicha accesion podria ser considerada
Como una especie nueva. Sin embargo, aun se requiere un estudio a nivel molecular
para fortalecer la hipotesis de considerar la accesion 18 como una especie diferente a
V. planifolia, que por sus caracteristicas morfolégicas y agrondmicas aportaria genes
favorables para el mejoramiento genético.

Las accesiones 51 y 53 comunmente llamada "espada" son accesiones que, por su
forma de hoja, tamano de flor y grosor de tallo, el analisis de conglomerados los separo
de las demas accesiones. Sus caracteristicas morfologicas de tallo, flor y hoja no
corresponden a las especies V. insignis ni V. odorata que serian las mas parecidas,

por lo que faltaria un analisis a nivel molecular para situarlas dentro de una especie ya
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conocida o considerarlas como una especie nueva. Soto (2003), menciona que en
México existen 10 especies de vainilla, diversidad que representa el 6 % de la
diversidad mundial del género Vanilla (Soto y Cribb 2010; Soto y Dressler 2010), Sin
embargo, los estudios de Castillo y Engleman (1993), Reyes et al. (2014), Hernandez
et al. (2016), Ramos et al. (2016) y Flores et al. (2017) sugieren que la diversidad del
género vainilla en México podria ser mayor, hipotesis que es fortalecida con los

resultados encontrados en el presente estudio.

6
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139 5 ‘ ‘
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Figura 1. Dendograma de agrupamiento jerarquico de 41 accesiones de vainilla.
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CONCLUSIONES

El estudio de caracterizacion morfolégica en 41 accesiones de vainilla permitio la
formacion de 15 grupos donde se separaron cinco especies del género Vanilla, seis
clones dentro de V. planifolia y la posibilidad de que las accesiones 18, 51 y 53
llamadas comunmente como oreja de burro y espada, respectivamente, sean

consideradas como nuevas especies.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION MOLECULAR DE Vanilla spp.
DEL CENTRO Y SURESTE DE MEXICO

RESUMEN

La vainilla (Vanilla spp.) es una orquidea cuyo fruto es apreciado a nivel mundial por
sus propiedades aromaticas y saborizantes. El 95 % de las plantaciones comerciales
pertenece a Vanilla planifolia, cuyo centro de origen es México. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la diversidad genética de 18 accesiones de Vanilla
spp. mediante 14 loci microsatélites, previamente reportados para vainilla. Se
calcularon las frecuencias alélicas, los valores de indice de contenido polimérfico y de
heterocigocidad, También se realiz6 analisis de agrupamientos jerarquicos, matriz de
correlacion y analisis de componentes principales. Los resultados indican que el
analisis molecular de las 18 accesiones de vainilla contribuye al conocimiento de la
variabilidad genética del género Vanilla en México, ya que se separaron cinco especies
de vainilla: V. planifolia, V. pompona, V. insignis, V. odorata'y V. inodora, mientras que
las accesiones 1 y 2 las cuales podrian considerarse clones dentro de la especie
planifolia; ademas, con la posibilidad de que las accesiones 18 y 51 podrian ser
materiales novedosos para México, lo cual ampliaria la diversidad genética reportada
en la actualidad.

Palabras clave: Diversidad, caracterizacion, conservacion.
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ABSTRACT

Vanilla (Vanilla spp.) is an orchid whose fruit is appreciated worldwide for its aromatic
and flavoring properties. 95% of the commercial plantations belong to Vanilla planifolia,
whose center of origin is Mexico. The objective of the present investigation was to
evaluate the genetic diversity of 18 accessions of Vanilla spp. using 14 microsatellite
loci, previously reported for vanilla. Allelic frequencies, polymorphic content index and
heterozygosity values were calculated. Hierarchical cluster analysis, correlation matrix
and principal component analysis were also performed. The results indicate that the
molecular analysis of the 18 Vanilla accessions contributes to the knowledge of the
genetic variability of the Vanilla genus in Mexico, since five Vanilla species were
separated: V. planifolia, V. pompona, V. insignis, V. odorata and V. inodora, while
accessions 1 and 2 which could be considered clones within the planifolia species; in
addition, with the possibility that accessions 18 and 51 could be novel materials for
Mexico, which would expand the genetic diversity currently reported.

Keywords: Diversity, characterization, conservation.
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INTRODUCCION

La vainilla (Vanilla spp.) es una orquidea cuyo fruto es apreciado a nivel mundial por
sus cualidades organolépticas utilizadas ampliamente en la industria alimentaria y
farmacéutica (Viveros, 2007; Archila et al., 2019). El 95 % de las plantaciones
comerciales pertenece a Vanilla planifolia, cuyo centro de origen es México (Ramos e
Iglesias, 2022; Soto, 2009; Bory et al., 2008). En los ultimos afios se incrementd la
demanda de la vainilla a nivel mundial, sin embargo, la oferta del cultivo ha sido escasa
(Gelski, 2019). La oferta de vainilla de Madagascar, Indonesia y México, principales
productores del cultivo en el mundo, disminuyd desde 2017, debido principalmente a
factores climaticos (Granados, 2018).

En México y Centroamérica, la vainilla representa un recurso fitogenético de suma
importancia, ya que ahi existe el clima y suelo favorable para su cultivo, asi como la
cantidad y distribucion adecuada de la precipitacidén a lo largo del afio (Archila et al.,
2019; ASERCA, 2002). En México, solo V. planifolia se cultiva con fines comerciales,
debido a que es la mas demandada en la industria (Lubinsky et al., 2008; Reyes et al.,
2008). En México existen plantaciones de V. planifolia en Veracruz, Puebla, Oaxaca y
San Luis Potosi, y en el afio 2019 se cosecharon 862.4 ha, con produccion de 521.9 t,
rendimiento de 0.61 t por ha, y valor de la produccion de US $ 2, 284, 611.5 (SIAP,
2023).

En las ultimas décadas se ha producido un enorme interés por la diversidad, evolucién,
manejo y recuperacion del género Vanilla (Cameron, 2011; Havkin et al., 2011). La
produccion de vainilla se basa en la propagacion vegetativa, la polinizacion manual y
el uso excesivo de fungicidas y plaguicidas (Bory et al., 2007 y Soto, 2006). Estas

condiciones han traido consigo gastos de inversion altos y una disminucion alarmante
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en la variacién genética de los cultivares como resultado de la casi nula emergencia
de individuos provenientes de la recombinacion sexual (Cameron, 2011; Bory et al.,
2008 y Soto, 2006), llevando a enlistar la especie en la categoria de alto grado de
erosion genética (FAO, 1995).

Dadas las condiciones del cultivo de la vainilla es necesario realizar una
caracterizacién molecular que nos permita conocer mas a fondo la base genética del
género (Soto, 2009). Para lo cual existen técnicas que nos permiten caracterizar
mediante marcadores moleculares basados en PCR como lo son RAPD, SSR o
microsatélites y AFLP. Los microsatélites son especificos y altamente polimorfos, pero
requieren conocimiento de la secuencia genémica para disefar cebadores especificos
(Sandoval et al., 2021; Bornet y Branchard, 2001; Renteria, 2007).

Los marcadores moleculares permiten observar y medir diferencias genéticas entre
genotipos, se trata de secuencias de ADN simples y cortas, cuyo motivo (secuencia
aleatoria de bases nitrogenadas) se encuentra repetido en tandem y disperso de
manera aleatoria en el genoma de los organismos (Sandoval et al., 2021; Glaubitz y
Moran, 2000). Son marcadores codominantes, altamente polimérficos, con alto poder
de discriminacién, el numero de fragmentos o loci obtenidos es alto con respecto a
otros marcadores, la reproductividad es muy alta y es facil trabajar con ellos (Glaubitz
y Moran, 2000), lo que los vuelve una excelente opcion como marcadores moleculares
para caracterizar molecularmente diferentes genotipos de vainilla.

El cultivo de vainilla presenta afectaciones por diversas enfermedades y factores
abidticos, que merman significativamente su productividad (Hernandez et al., 2019).
Como respuesta, se han desarrollado programas para el mejoramiento genético del

cultivo en diversas zonas vainilleras del mundo, principalmente en la Isla Reunion,
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Madagascar e India (Sasikumar, 2010). Algunos esfuerzos han implicado la realizacion
de trabajos de prospeccion, la colecta de germoplasma de V. planifolia y diversas
especies silvestres del género, y caracterizaciones morfolégica y molecular. Sin
embargo, los resultados de los estudios moleculares han revelado baja variabilidad
genética en el germoplasma cultivado de V. planifolia (Bory et al., 2008; Verma et al.,
2009; Ramos et al., 2017), lo cual esta en concordancia con los bajos porcentajes de
polinizacién cruzada referidos por Soto (1999), que, a su vez, implican la existencia de
una baja heterocigocidad en este cultivo. Asimismo, esta baja variabilidad explicaria la
alta susceptibilidad de la vainilla ha mostrado, a diferentes factores bibticos y abidticos,
asi como los problemas de caida prematura de frutos, los cuales afectan directamente
la productividad y la rentabilidad del cultivo (Bhai et al., 2006).

En la conservaciéon y el uso sustentable de los recursos fitogenéticos, un aspecto
importante es evaluar los niveles de diversidad genética y conocer como esta
diversidad esta organizada en el area de distribucion natural de la especie. El objetivo
de la presente investigacion fue evaluar la diversidad genética de 18 accesiones de

Vanilla spp. mediante 14 loci microsatélites, previamente reportados para vainilla.
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MATERIALES Y METODOS
Se evaluaron 18 accesiones de Vanilla spp., que corresponden a las especies
planifolia, insignis, odorata, inodora. La accesion 15, es una variedad nativa y que
crece de manera silvestre en diferentes partes de México y comunmente llamada
espada, en la actualidad no se le ha ubicado entre las especies conocidas. Asimismo,
oreja de burro (accesion 18) es un clon de la especie planifolia (Castillo y Engleman,
1993), en este sentido, la accesion 10 es una cruza entre V. planifolia (2) y oreja de
burro (?), debido a que oreja de burro aborta los frutos de manera prematura cuando
se autopoliniza. Sin embargo, cuando recibe polen de V. planifolia retiene los frutos
hasta la madurez comercial y fisiolégica. La accesion 12 es derivada de una cruza
simple entre dos plantas de la especie planifolia (Cuadro 1), dicho material se tiene
resguardado en el banco de germoplasma de la Benemérita Universidad Auténoma de

Puebla, recolectadas en cinco estados del centro y sureste de México.

Cuadro 1. Accesiones de Vanilla spp. a priori y su origen utilizadas para la

caracterizaciéon molecular.

Accesion Especies Latitud N Longitud Estado
o

1 V. planifolia 19.33 96.76 Veracruz

2 V. planifolia 20.48 97.55 Puebla

18 Var. Oreja de burro 17.52 92.92 Tabasco
41 V. planifolia 16.76 91.02 Chiapas
51 Var. espada 21.19 87.38 Quintana Roo
128 V. planifolia 20.74 97.44 Veracruz
124 V. planifolia 14.97 92.26 Chiapas
73 V. planifolia 20.20 97.36 Puebla
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48
88
139
119
105
31
19
10

11

12

V. planifolia
V. insignis
V. odorata
V. pompona
V. odorata
V. insignis
V. planifolia
V. planifolia x var. Oreja
de burro
V. planifolia x V.
planifolia
V. planifolia x V.

planifolia

16.98
20.19
21.17
20.95
18.88
16.76
17.52
20.48

20.48

20.48

91.60
97.38
87.38
97.52
88.86
91.01
92.92
97.55

97.55

97.55

Chiapas
Puebla
Quintana Roo
Veracruz
Quintana Roo
Chiapas
Tabasco
Puebla

Puebla

Puebla

Aislamiento del ADN

El ADN se extrajo de las hojas mas jovenes de la planta siguiendo la metodologia del

manual de laboratorio de Arabidopsis (Weigel y Glazebrook, 2002), con algunas

modificaciones. Posteriormente, se evalud la concentracion y pureza del ADN por

electroforesis en gel de agarosa y por espectrofotometria usando el espectrofotometro

DS11FX, Denovix.

Marcadores moleculares tipo microsatélites

Se aplicaron 14 iniciadores de loci microsatélites (Cuadro 2), que demostraron su

utilidad en un estudio previo para Vanilla (Bory et al., 2008).
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Cuadro 2. 14 pares de iniciadores de loci microsatélites.

No Secuencia Tm °C Tm Par oligo
°C

LOC1 TGGATGTGCATTTGTG 58 58
CGCATTCATTCACTTGT 58

LOC2 TATAGATGCACACGAGC 60 60
TCACATCCCTACATGC 60

LOC3 TTTGCTTGAACGTATGTC 59 59
GCAAACATAGAAATGCAC 59

LOCA4 GCACATAAATACCTTACACC 61 61
GTTCACGTCAGTGTGCT 62

LOC5 AGTGTCTTTGTGTGCCT 60 61
TAGATAGTAAACCCATACTCAC 62

LOC6 TATGTGTGAGAGGGTGC 62 61
CAATTAGTCACATCCATAAAC 60

LOC7 AAGTGCCCAATCTATC 58 58
TGGATTCACCATGAC 57

LOCS8 CAAAACACAAGGAAATGC 59 59
TGCAAGCCCACAAGT 59

LOC9 GTGTAGCGGTTCATACAA 61 61
CATTCATGGAAGTGGAG 60

LOC10 GCACATACATGCTTATTG 59 59
CATGTTCTTATTTGAGTGG 59

LOC11 AACATGCACAAGAAAG 56 56
TTTATGCACCTTGTTAG 56

LOC12 ATTTCCTCCCTCACTGTA 61 61
AATCTCAGGTGCTAATGG 61

LOC13 CATGCTTACATCTTTGTGTT 60 61
TAATGGACATGCACACTC 61

LOC14 CTATGTGCGCTTTGG 59 60
CACTCAAGAACATGCAAC 61
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Calculo de las frecuencias alélicas, valores de indice de contenido polimérfico y

de heterocigocidad

Se registraron las bandas polimérficas en una matriz binaria, donde uno representa
presencia y cero, ausencia de bandas. A partir de esta matriz se estimaron las
frecuencias alélicas, los valores de informacion de contenido polimaérfico (PIC, por sus
siglas en inglés) (Botstein et al., 1980) y los valores de heterocigocidad (H) (Hedrick,
1985; Nei, 1987) (ecuaciones 1y 2). Para la interpretacion de los valores de PIC se
tomaron criterios previamente establecidos (Mateescu et al., 2005). El valor de H se
calculd6 manualmente a partir de las frecuencias alélicas para los diferentes
marcadores, mientras que el PIC se obtuvo con R version 4.2.2 (R Core Team, 2022)
desde RStudio version 2022.12.0.353 (Posit team, 2022) con el paquete para analisis

de microsatélites, polystat version 1.7.7 (Clark y Schreier, 2017) (Cuadro 3).

-1

n
PIC = 1—2133—2
— : .

n
i= i= j=1-i

2pf p?

Ecuacion 1. Formula para calcular el contenido de informacion polimorfico (Botstein et

al., 1980.)

Ecuacién 2. Férmula para calcular la Heterocigocidad (Hedrick, 1985; Nei, 1987)
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Analisis de agrupamientos jerarquicos

El analisis por agrupamiento jerarquico se realizé usando R version 4.2.2 desde
RStudio versiéon 2022.12.0.353 con el paquete stats version 4.2.2 (Posit team, 2022; R
Core Team, 2022), y se visualizé con factoextra versién 1.0.7 (Kassambara y Mundt,

2020)

Validacion de agrupamientos

indice cofenético

Se calcularon 10 diferentes matrices de distancia con el paquete para el computo de
matrices de distancia para datos binarios, ade4 version 1.7.22 (Bougeard y Dray, 2018;
Chessel et al., 2004; Dray et al., 2007; Dray y Dufour, 2007; Gower y Legendre, 1986;
Thioulouse et al., 2018). Posteriormente se obtuvieron los valores de indice cofenético
(IC) para 80 combinaciones de métodos de obtencién de matrices de distancia y
métodos de agrupamiento con la libreria nativa, stats version 4.2.2 (R Core Team,

2022) para obtener los valores de IC (Figura 1).

Numero 6ptimo de agrupamientos

El calculo del numero 6ptimo de agrupamientos (k), se realizé por medio de la regla de
la mayoria, utilizando la libreria NbClust version 3.0.1 (Charrad et al., 2014), donde se
prueban 30 indices diferentes, y se toma como valor de k, aquel en el que coinciden el

mayor numero de indices (Cuadro 4).

42



Matriz de correlacién

Se utilizé la matriz binaria para medir y visualizar la relacién (Figura 3) entre los
diferentes materiales con el paquete corrplot version 0.92 (Wei et al., 2021). La matriz
de correlacién se obtuvo por el método de Pearson y se representa en forma de
elipses, las cuales muestran el grado y signo de la correlacion y se ordenaron los
valores jerarquicamente, de acuerdo con el método UPGMA.

Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) (Figura 2), se
realizd usando R version 4.2.2 desde RStudio version 2022.12.0.353 (Posit team,
2022; R Core Team, 2022). Con los paquetes para el analisis de datos multivariados,
factoextra version 1.0.7 y FactoMineR version 2.7 (Kassambara y Mundt, 2020; Lé et

al., 2008).
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RESULTADOS

Calculo de las frecuencias alélicas, valores de indice de contenido polimérfico y
de heterocigocidad

Los resultados del analisis de los 14 loci microsatélites en relacion con las 18
accesiones de vainilla utilizados en este estudio (Cuadro 3) indican que en su mayoria
11 fueron muy informativos, 2 moderadamente informativos y solamente 1 de los 14
fue no informativo.

Cuadro 3. Frecuencias alélicas, contenido polimérfico (PIC) y los valores de

heterocigocidad.

Marcador Heterocigocidad PIC Interpretacion

LOCA1 0.85 0.833 Muy Informativo

LOC2 0.625 0.551 Moderadamente Informativo
LOC3 0.722 0.679 Muy Informativo

LOC4 0.763 0.729 Muy Informativo

LOC5 0.681 0.638 Muy Informativo

LOC6 0.777 0.741 Muy Informativo

LOC7 0.789 0.767 Muy Informativo

LOC8 0.868 0.854 Muy Informativo

LOC9 0.18 0.164 No Informativo

LOC10 0.498 0.374 Moderadamente Informativo
LOC11 0.852 0.836 Muy Informativo

LOC12 0.749 0.705 Muy Informativo

LOC13 0.685 0.64 Muy Informativo

LOC14 0.786 0.752 Muy Informativo
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Numero é6ptimo de agrupamientos
Con el set de datos se obtuvo que 8 de un total de 24 indices indicaron que el nUmero

optimo de agrupamientos fue de 7.

Cuadro 4. Numero 6ptimo de agrupamiento.

Indices Numero de clusters
8 7
7 2
4 17
1 4
1 3
1 15
1 14
1 13

indice cofenético

Se probaron 80 combinaciones diferentes de métodos de computo de matrices de
distancia para datos binarios y métodos de agrupamiento. Siendo Sokal & Sneath junto
con el con el método de agrupamiento de promedio aritmético de los grupos de pares
no ponderados (UPGMA), con un valor de IC de 0.975, resulté ser la mejor
combinacién. El numero éptimo de agrupamientos (k) fue de 7 segun la regla de la
mayoria, donde se probaron 30 indices diferentes, 8 de 24 indices sugirieron este valor

de k. Ademas, se verific6 que los 4 mejores dendrogramas segun su IC (Sokal &
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Sneath S5 / UPGMA con IC = 0.975, Sokal & Sneath S5 / Mcquitty, con IC = 0.973,
Jaccard S3 / UPGMA, con IC = 0.972 y Jaccard S3 / Mcquitty, con IC = 0.970),

resultaron ser idénticos.
Vainilla / SOKAL & SNEATH S5 UPGMA

Accesidn

48

73

12

128

11

124

10

41

1 :
51

119

105

o 139

88

2

1

18

31

05 0.0 05
Altura

Figura 1. Dendrograma de accesiones de Vanilla spp. obtenido a partir del mejor valor

de indice cofenético (IC).
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Analisis de componentes principales
El analisis de componentes principales de Vanilla spp, cos2 representa la calidad de

representacion de los individuos en el mapa de factores (Figura 2).
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Figura 2. Analisis de componentes principales de accesiones de Vanilla spp.
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Matriz de correlacién

Los valores del indice de correlacion (r) varian entre +1 a -1, una para correlacion
perfecta (lineas diagonales de 45°), positiva y negativa respectivamente. Un valor de r
= 0 indica que no existe relacion lineal entre las dos variables (circulos), r < |0.1|, indica
correlacién despreciable; |0.1] < r <=0.3|, indica una correlacién baja; |0.3| <r<=10.5|,
indica correlaciéon media; r > |0.5|, indica una correlacién fuerte. La forma y el color de

las elipses indican el grado y el sentido de la correlacion, respectivamente.

Correlacion Accesiones de Vainilla
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Figura 3. Matriz de correlacion de accesiones de Vanilla spp.
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DISCUSION

Los oligonucledtidos utilizados en este estudio dieron informacién suficiente para la
evaluacion del germoplasma de vainilla en cuestion por lo que se recomienda su uso
para futuros analisis de este género dado que de los 14 pares de loci microsatélites
solo uno resultd ser no informativo. Estos resultados son similares a los reportados por
Bory et al. (2008) y Villanueva et al. (2017), quienes utilizaron los mismos pares de loci
microsatélites para su estudio en una poblacion de V. planifolia. En el presente trabajo
se observd que la mayoria de las accesiones pertenecientes a V. planifolia estuvieron
altamente correlacionadas, resultado que indica poca variabilidad genética entre estas
accesiones, lo que coincide con lo mencionado por Jayakumar et al. (2008), Verma et
al. (2009) y Ramos et al. (2017), esto debido a que su reproduccion comercial es
asexual por medio de esquejes dada su poca o nula germinacion de semillas
(Divakaran et al., 2006; Soto, 1999; Augstburger et al., 2000).

En cuanto a V. inodora fue la especie que menos correlacién tuvo con las demas
accesiones estudiadas, esto se refleja en sus caracteristicas fenotipicas ya que sus
hojas, tallos, frutos y flores son distintas a las demas especies. V. insignis presentd
correlacion con V. odorata, dichas especies comparten ciertas caracteristicas
comunes como forma de tallo, forma de hojas, aunque son diferentes en tamafio y
color de pétalos.

Por su parte, V. pompona, presentd correlacidn media con la mayoria de accesiones
de V. planifolia, sus caracteristicas que podrian ser comunes es la forma de tallo, forma
de hojas, aunque no en tamano ni grosor. Con relacion a los componentes principales,
las accesiones de V. planifolia en su mayoria integran un primer componente principal

teniendo cerca de ellas a la accesion V. espada, y en una mejor calidad de
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representacion V. inodora es la que mayor aportacion tiene a los componentes
principales.

El dendograma formado de especies de vainilla, dio como resultado la separacion de
grupos, donde la primera agrupacion esta compuesta por 10 accesiones
pertenecientes en su totalidad a V. planifolia (accesiones 48, 73, 12, 128, 11, 124, 10,
41, 19, y 51), estas accesiones también fueron analizadas en un trabajo de
caracterizacion morfolégica por Reyes et al. (2014) y se encontraron similitudes de
agrupacion. La accesion 119 que formé un segundo grupo independiente y pertenece
a V. pompona, esta especie se caracteriza por tener hojas grandes y gruesas, tallo
vigoroso, y frutos cortos y triangulares, con poco contenido de vainillina en
comparaciéon con V. planifolia Soto (2009).

Las accesiones 139 y 105 pertenecen a V. odorata, y formaron el tercer grupo, estas
plantas se caracterizan por tener hojas angostas y pequenas, tallo aspero y con
acanaladuras, sus frutos son curvados, pesados y cortos. La accesion 88 formd el
cuarto grupo y pertenece a V. insignis, son plantas que su forma de hoja y tallo son
semejantes a V. odorata solo que mas grandes. Las accesiones 1, 2 y 18 formaron el
quinto grupo y pertenecen a V. planifolia, la accesion 18 es llamada comunmente como
oreja de burro la cual fue caracterizada morfolégicamente por Castillo y Engleman
(1993), sugirid que segun sus caracteristicas morfologicas y fenoldgicas la variedad
oreja de burro presenta caracteristicas que la separan claramente de V. planifolia.
Las accesiones 1y 2, por formar un grupo diferente podrian considerarse como clones
dentro de la especie planifolia, lo que contribuye al conocimiento de la variacion clonal
dentro de la especie planifolia, ya que son pocos los trabajos reportados con relacion

a la variacion clonal (Soto 2006). La accesion 31 formo el sexto grupo que pertenece
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a V. inodora, resultado que coincide morfolégicamente, debido a que presenta una
floracién diferente que es de tipo axilar, solitaria y no en racimo como las demas
especies, sus hojas son reticuladas y delgadas, sus frutos son delgados, alargados y
sin olor en comparacion con V. planifolia'y V. pompona.

La informacion obtenida en el presente estudio contribuye al conocimiento de la
variabilidad genética a nivel molecular del género Vanilla para México, ya que se ha
separado en grupos diferentes a cinco especies y con la posibilidad de que la accesion
18 sea considerada como una nueva especie y la accesion 51 aun cuando esta dentro
de un grupo de V. planifolia, podrian considerarse como una especie diferente, ambas
especies nuevas para México, aunque hace falta realizar estudios de tipo aromatico y

metabolémicos que fortalezcan esta hipotesis.
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CONCLUSIONES
El analisis molecular de las 18 accesiones de vainilla contribuye al conocimiento de la
variabilidad genética del género Vanilla en México, ya que se separaron en cinco
especies de vainilla, estas son: V. planifolia, V. pompona, V. insignis, V. odoratay V.
inodora, y las accesiones 1 y 2 las cuales podrian considerarse clones dentro de la
especie planifolia; ademas, con la posibilidad de que las accesiones 18 y 51 podrian
ser materiales novedosos para México, lo cual ampliaria la diversidad genética

reportada en la actualidad.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES GENERALES
El estudio de caracterizacion morfolégica en 41 accesiones de vainilla permitio la
formacion de 15 grupos donde se separaron cinco especies del género Vanilla, seis
clones dentro de V. planifolia y la posibilidad de que las accesiones 18, 51 y 53
llamadas comunmente como oreja de burro y espada, respectivamente, sean
consideradas como nuevas especies. El analisis molecular de 18 accesiones permitié
complementar la informacion obtenida en la caracterizacion morfolégica, debido a que
en ambas caracterizaciones coincidieron en la separacion de cinco especies (V.
planifolia, V. pompona, V. insignis, V. odorata y V. inodora) y clones dentro de la
especie planifolia, asi mismo, dichos resultados sugieren que las accesiones 18 y 51,
sean considerados como materiales novedosos para México. Los resultados obtenidos
amplia el conocimiento de la diversidad genética del género Vanilla en el centro y

sureste de México.
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AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
TITULAR DE LA DIRECCION DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
PRESENTE

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
DIVERSIDAD MORFOLOGICA Y GENETICA DE Vanilla spp. DEL CENTRO Y
SURESTE DE MEXICO que presenta el: M. C. ALVARO FLORES JIMENEZ, mismo que
fue desarrollado bajo la direccién del DR. MANUEL DE JESUS SAINZ AISPURO vy la
codireccion del DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ, y que servird como requisito parcial
para obtener el grado de DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO
RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para
que el alumno continue con los tramites necesarios para presentar el examen de grado
correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DR. VICTOR LOPEZ MARTINEZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 Edificio 10-A
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 7046. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

VICTOR LOPEZ MARTINEZ | Fecha:2023-04-27 07:40:34 | Firmante
WO/N54b20Dy2/IBOSgVUwxkU5r+4XUF8zai9zS0b46GksvesIMamoJOFUAOE 7yxX1IXJjwOJISmxRZn8hPmJLId9rhK5TIfFLBFFrTGerjc8xWV008JXhqCpCkEalSwdVG7CSLMS
YMh8uzYd8t7p7PloePCkfcrnO18LVmwA5czHxYAAxhHzI66mtaBjgQBvKe+sMrZ0pvexyrrrL5nQmfBE+wRgM2s9jm0VrgqDO07yNIa/w8Gr5ur9565Hth9rRKKasu4NxwDoBbMyG
HNFgsHJUkcoMPe9fZX0oui4aJRKmHoZgtVqVt4FMcrqaGdZOP4sylslIXLsbFUAOFQ/USw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

Tig3k6jmC

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/3FloKtAQGwXcaLwLmYnm5t8alYggnDBX
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
Direccion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Jefatura de Programas de Estudios de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 25 de abril de 2023

Asunto: Voto Aprobacién de Tesis.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
TITULAR DE LA DIRECCION DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
PRESENTE

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
DIVERSIDAD MORFOLOGICA Y GENETICA DE Vanilla spp. DEL CENTRO Y
SURESTE DE MEXICO que presenta el: M. C. ALVARO FLORES JIMENEZ, mismo que
fue desarrollado bajo la direccién del DR. MANUEL DE JESUS SAINZ AISPURO vy la
codireccion del DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ, y que servird como requisito parcial
para obtener el grado de DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO
RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para
que el alumno continue con los tramites necesarios para presentar el examen de grado
correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DR. EDGAR MARTINEZ FERNANDEZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 Edificio 10-A
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 7046. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

EDGAR MARTINEZ FERNANDEZ | Fecha:2023-04-27 09:07:11 | Firmante
BuacV2FplgYtyINACIudN+r7Sn/Q30xXQ6LoACvN0ifUZTX9fgrgavoQwTcllWSwOog3/GrLw43fhtkn+0cBn+EwbAIKBSeugXQTDam3FIPMtwMJI57eQoxEDJITfEni8Bm8M50BzsNJ
Q/XHakx5BVndBu8YICQ4s05s5+SWGUzsWwhEQEQFLU5Yig+fB+2fQh08x5Ixgabeg/3u4QHF2kr0S50s8vjaFK52ZILSaWSINGCIH2TIzZX+wTs|7uQf400MEjvaOMZZ0ThyZf5Opefv
HILXTTfoowFBA9g3W9S5S9xRPUbYQAGB9Nn271qgngkvXatLqgmzh8c4T5eB0gPp8IZ0g==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

3N8GgSIRH

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/z906hHEtObpkjrOF64a0qyo71jBw79EZ
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/z906hHEtObpkjr9F64a0qyo71jBw79EZ

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
Direccion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Jefatura de Programas de Estudios de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 25 de abril de 2023

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

FMTINTAD DE (ENCIG
ACROPECIIGEI

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
TITULAR DE LA DIRECCION DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
PRESENTE

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
DIVERSIDAD MORFOLOGICA Y GENETICA DE Vanilla spp. DEL CENTRO Y
SURESTE DE MEXICO que presenta el: M. C. ALVARO FLORES JIMENEZ, mismo que
fue desarrollado bajo la direccién del DR. MANUEL DE JESUS SAINZ AISPURO y la
codireccion del DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ, y que servird como requisito parcial
para obtener el grado de DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO
RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para
que el alumno continle con los tramites necesarios para presentar el examen de grado
correspondiente.

Sin més por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DRA. ERIKA ROMAN MONTES DE OCA
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 Edificio 10-A EM

Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 7046. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ERIKA ROMAN MONTES DE OCA | Fecha:2023-04-26 19:11:44 | Firmante
LPRNTUUCDdOM1V08PXt0lsizQjXgg58Iw/QgL2fGbcEQCYOWQ7pycmdN2ZmRDSPyQU4R2RplIKt+kq7gWyJOv6uaV3fsYl/zen5MPbIG18PSNkZfkub2fviurc3K3Q/P2cFeRDKV
dU5IcHSg1ekmy3aFnyWmgNHkhiAglYai0Qm97v7K/fo21fB2V+K43ZIQgMST323bEp4Ewd/DYZNS09VIcyIWCABGS6WPU2+BUcmoc4HW/9T18xIatZYBABIZZQV2Jz15284034F
bg2FgeauZDNIDr5KOHaRoCZCZQ62z/7FhTRbFHOtP46gWD68AXNMIB5ZSgjnlaNojdd9Ly+A==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

SHRpNG7iA

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/xOnz3ZknzEOCGQuUTYQWOI9wWqfyyP5hx

UA
EM

Una universidad de ncia 2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/xOnz3ZknzE0CGQuTyQW0l9wWqfyyP5hx

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
Direccion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Jefatura de Programas de Estudios de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 25 de abril de 2023

Asunto: Voto Aprobacién de Tesis.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
TITULAR DE LA DIRECCION DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
PRESENTE

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
DIVERSIDAD MORFOLOGICA Y GENETICA DE Vanilla spp. DEL CENTRO Y
SURESTE DE MEXICO que presenta el: M. C. ALVARO FLORES JIMENEZ, mismo que
fue desarrollado bajo la direccién del DR. MANUEL DE JESUS SAINZ AISPURO vy la
codireccion del DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ, y que servird como requisito parcial
para obtener el grado de DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y DESARROLLO
RURAL, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para
que el alumno continue con los tramites necesarios para presentar el examen de grado
correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DRA. CARMELA HERNANDEZ DOMINGUEZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 Edificio 10-A
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 7046. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

CARMELA HERNANDEZ DOMINGUEZ | Fecha:2023-04-26 18:59:22 | Firmante
bKf3ytvveLpAr4fgfRi9SrS6CioDdjlaBctjHIVpOItHWgRKN20OpXCKw6GyYuOKuU2rRtI6GArlbm23Np8uXfZrFJcDA3bJfCDiFaL 7upAFtiGurXXkd3SRwOEztMifoYnIN4JSFhNZ2BQ

9yJO1dhG/8K9bs6r/BU+6UbC7vhsWMddcC7W301KAqOkBV1NNICd4qy/Y7htVEGqv3XT5IRIUGBmMOZrr/rifluyRXcwfPN3AuUPOOPx6arbmQAQKAVsSFUOG95w07a4rwV/LUh
9d9x/UQdluacsEQWYOKLDOG4tTQzosEEyABtYdb/h9h7U7sud9aa+VNfzcj9ioWfPA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

sdgS7aKGj

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/JmNZZaexaLUIemLvXU3YvQGDOkW1aWKh
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