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RESUMEN
El oso Andino (Tremarctos ornatus) es un arsido originario de América del Sur. Es el Gnico
representante vivo de la subfamilia Tremarctinae y ha sido catalogado como una especie
vulnerable por la UICN. EI oso Andino cumple un rol ecolégico importante como modulador
de habitat porque participa en la dispersion de semillas y renovacion de capas vegetales. Los
analisis genéticos permiten comprender la ecologia y estructura poblacional de especies
vulnerables como T. ornatus para implementar técnicas de monitoreo y planes efectivos de
conservacion. Por este motivo, en este estudio se disefiaron 3 nuevos marcadores
mitocondriales para analizar la diversidad genética de 22 individuos de Quito, Loja y Zamora
Chinchipe. Las secuencias de los 3 nuevos marcadores mitocondriales (ATP6-COIIl, ND4-
ND5, ND6-CytB) fueron concatenadas con las secuencias de otros 4 marcadores disefiados en
estudios previos (HVRI del D-Loop, ND1-ND2, COI Parcial, COI-COII-ATP8) y se
identificaron 7 haplotipos y 39 sitios polimdrficos en total. Se obtuvo una alta diversidad de
haplotipos (Hs=0.8571 + 0.0402) y baja diversidad de nucledtidos (x = 0.004381 + 0.002249).
El Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) revel6 que la mayor parte de variacion genética
encontrada proviene de las diferencias entre las poblaciones analizadas, y el indice de Fijacion
(FST) determin6 un alto grado de diferenciacion entre dichas poblaciones. Los resultados
obtenidos sugieren la presencia de una estructura poblacional del oso Andino en Ecuador, con
un mayor grado de diferenciacion entre el Norte (Quito) y Sur (Loja 'y Zamora Chinchipe) del
pais. Esto podria deberse, entre otros posibles factores, a la fragmentacion del habitat del oso

Andino, la presencia de barreras fisicas y los distintos patrones de alimentacion.

Palabras clave: Tremarctos ornatus, Ecuador, marcadores mitocondriales, diversidad

genética, estructura poblacional.



ABSTRACT

The Andean bear (Tremarctos ornatus) is a native ursid from South America. It is the only
living representative of the subfamily Tremarctinae and has been listed as a vulnerable species
by the IUCN. The Andean bear plays an important ecological role in habitat modulation due
its activity as a seed disperser and vegetation layer renewal. Genetic studies allow the
understanding of ecology and population structure of threatened species such as T. ornatus to
carry out monitoring techniques and effective conservation plans. Consequently, this study was
aimed to design 3 new mitochondrial markers to analyze de the genetic diversity of 22
specimens from Quito, Loja, and Zamora Chinchipe. The sequences of the three new
mitochondrial markers (ATP6-COIIlI, ND4-ND5, ND6-CytB) were concatenated with the
sequences of 4 other markers designed in previous studies (HVRI del D-Loop, ND1-ND2, COI
Partial, COI-COII-ATP8). A total of 7 haplotypes and 39 polymorphic sites were identified in
the whole analyzed region. High haplotype diversity (Hs= 0.8571 + 0.0402) and low nucleotide
diversity (= = 0.004381 + 0.002249) were found. The Analysis of Molecular Variance
(AMOVA) revealed that most of the genetic variation found comes from the differences
between the populations, and Fixation Index (FST) determined a high differentiation degree
between the analyzed populations. These results suggest the presence of a population structure
of the Andean bear in Ecuador, with a greater degree of differentiation between the North
(Quito) and South (Loja and Zamora Chinchipe) of the country. This could be due to, among
other possible factors, the fragmentation of the Andean bear’s habitat, the presence of physical
barriers and different feeding patterns.

Key words: Tremarctos ornatus, Ecuador, mitochondrial markers, genetic diversity,

population structure
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del oso Andino

1.1.1. Taxonomia y caracteristicas morfoldgicas

El oso Andino (Tremarctos ornatus), es un mamifero originario de América del Sur
(Cuvier, 1825; Vélez-Liendo, et al., 2020). La especie pertenece al Orden Carnivora; Familia
Ursidae, y es el Unico representante vivo de la subfamilia Tremarctinae (Albarracin, et al.,
2013; Sandoval & Yéanez, 2019).

T. ornatus es un ursido de tamafio mediano y cuerpo robusto, con un rango de peso
entre 30 — 200 kg, y longitud corporal entre 0.88 — 2.22 m. Las hembras adultas son
notablemente mas pequefias que los machos, representando un dimorfismo sexual marcado. El
0s0 Andino posee un aspero y denso pelaje de tonalidades negra, café e incluso gris en algunas
poblaciones (Vélez-Liendo, et al., 2020). Sus extremidades posteriores son mas cortas que las
extremidades anteriores, y presenta garras cortas, afiladas y no retractiles. Debido a su
actividad arborea, posee un pulgar falso que le permite manipular su comida (Garcia-Rangel,
2012). Unrasgo muy distintivo de su morfologia es la presencia de manchas blancas o amarillas
en la region de los ojos, garganta y pecho, de alli su nombre antiguo “oso de anteojos”
(Albarracin, et al., 2013). Esta caracteristica, también conocida como ornamenta, es particular
en cada individuo, y es un rasgo fenotipico que no cambia drasticamente hasta su adultez, por
lo que puede ser utilizada para su identificacion (Sandoval & Yanez, 2019).

1.1.2. Distribucion, comportamiento y alimentacion

El oso Andino es una especie endémica de Sudamérica, y se distribuye a lo largo de la
cordillera de los Andes, desde Venezuela hasta Bolivia en una extension aproximada de
260,000 km? (Garcia-Rangel, 2012; Vélez-Liendo, et al., 2020). Existe una amplia variedad de
ecosistemas habitados por T. ornatus, con un rango de altitud entre 200 y 4900 m.s.n.m.,

incluyendo bosques secos tropicales, bosques montafiosos, pastizales de gran altitud y paramos
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cercanos a bosques subtropicales (Vélez-Liendo, et al., 2020; Sandoval & Yéanez, 2019).

El oso Andino es un animal diurno y solitario; Gnicamente forma parejas durante el
cuidado parental y grupos cuando existen lugares concentrados de alimento (Vélez-Liendo, et
al., 2020). Su estrategia de alimentacién varia de acuerdo con la disponibilidad de recursos, los
eventos de fructificacion, su desplazamiento geografico y eventos migratorios. Posee una dieta
basada principalmente en plantas y frutas frescas incluyendo familias como Bromeliaceae,
Araceae, Poaceae, Ericaceae y Lauraceae. Sin embargo, también se alimenta de hongos,
insectos, animales muertos, o presas de caza como roedores, venados, tapires, y ganado, por lo
que es considerado un omnivoro oportunista. (Albarracin, et al., 2013; Suéarez, 1988; Vela-
Vargas, et al., 2021).

1.2. Densidad poblacional y estado de conservacion

Se estima que la poblacion de T. ornatus se conforma de 13000 — 18000 individuos en
toda su distribucion, con una densidad poblacional de 5-7 ejemplares por cada 100 km?;
mientras que en Ecuador su poblacién oscila entre 1200 — 2000 individuos, con una densidad
poblacional de 3 — 7.45 ejemplares por cada 100km? (Molina, et al., 2017; Rodriguez, et al.,
2020; Viteri, 2007). El oso Andino es considerado un modulador de habitat por su rol en la
dispersion de semillas y contribucién en la renovacion de capas vegetales. Por lo tanto, su
conservacion podria garantizar la preservacion de un nUmero mayor de especies y ecosistemas
(Sandoval & Yanez, 2019; Crespo & Guerrero, 2019). Sin embargo, su estado de conservacion
se ve amenazado por factores como la caza furtiva, comercio ilegal, mineria, conflictos
humanos y la contaminacion de agua y suelo (Ruiz-Garcia, et al., 2020).

A nivel regional, T. ornatus ha sido catalogado por méas de 40 afios como una especie
“Vulnerable” segun la Unidon Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN).
Principalmente la expansion de la frontera agricola y las malas practicas de agricultura han

conducido a la fragmentacién y degradacion de su hébitat, y se ha registrado una pérdida del
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70%, 31%, 29% y 27% de areas clave habitadas por el oso Andino en Venezuela, Perq,
Colombia, y Ecuador respectivamente (Veélez-Liendo & Garcia-Rangel, 2017; Vélez-Liendo,
et al., 2020).

1.3. Marcadores moleculares mitocondriales y estudio de diversidad genética

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula circular de ADN de doble cadena y
resulta util para estudios poblacionales y genéticos en animales debido a su alto nivel de
variabilidad, herencia matrilineal, evolucion casi neutral, y baja tasa de recombinacion
(Nabholz, et al., 2008; Taanman, 1999). EI ADNmt en mamiferos tiene una longitud
aproximada de 16.7 kb y contiene 37 genes: 13 genes codificantes, 22 genes de ARN de
transferencia, 2 genes de ARN ribosomal, y una region no codificante con dos regiones
hipervariables (HVRI y HVRII). Los 13 genes codifican para subunidades proteicas asociadas
a complejos de la cadena de transporte de electrones: ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4, ND5 y
ND6 (Complejo 1); CytB (Complejo 111); COI, COIll; COlll (Complejo 1V); y ATP6, ATP8
(Complejo V) (Boore, 1999; Saremi, et al., 2021; Yu, et al., 2007)

Hasta la fecha se han reportado algunos estudios de genética poblacional del oso
Andino empleando marcadores nucleares microsatélite (Ruiz-Garcia, 2003, 2007, 2012; Ruiz-
Garcia et al., 2003, 2005; Viteri & Waits, 2009) y marcadores moleculares mitocondriales
(Cueva et al., 2018; Ruiz-Garcia et al., 2020a, 2020b, 2020c). No obstante, la informacion
genética acerca de T. ornatus sigue siendo limitada (Juarez-Casillas & Varas, 2011). Es
primordial conocer la diversidad genética y estructura poblacional de T. ornatus para emplear
técnicas de monitoreo de la especie, desarrollar herramientas y planes efectivos enfocados a su
conservacion (Sandoval & Yanez, 2019). Por este motivo, el objetivo de esta investigacion es
determinar la diversidad genética del oso Andino en 3 localidades del Ecuador -Quito, Loja 'y
Zamora Chinchipe- empleando 3 nuevos marcadores de ADNmt disefiados para este propdésito

(ATP6-COIIl, ND4-ND5, y ND6-CytB).
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2. METODOS

2.1. Toma de muestras y selecciéon de individuos

Se recolectaron muestras de pelo de 0so en 6 localidades del Distrito Metropolitano de
Quito (DMQ) y Zamora Chinchipe (Anexo 1). Las muestras fueron recolectadas por Santiago
Molina de forma no invasiva durante los afios 2015-2017 y 2020. Por otro lado, las muestras
de Loja fueron recolectadas de forma no invasiva por investigadores de la Universidad Técnica
Particular de Loja en los afios 2014 - 2015 a partir de saliva y heces fecales de los ejemplares
(Anexo 1). Las muestras de pelo y de ADN extraidas a partir de saliva y heces fecales fueron
enviadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito y
almacenadas a -20°C. Se verifico el registro fotografico y los datos de campo de cada individuo,
y se seleccionaron 22 muestras: 10 individuos de Quito, 4 de Loja y 8 de Zamora Chinchipe.
2.2. Extraccion y cuantificacion del ADN

La extraccion de ADN de las muestras del Distrito Metropolitana de Quito y de Zamora
Chinchipe se realiz6 previamente en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal utilizando el kit
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. La
cuantificacion de la calidad y concentracion de todas las muestras de ADN se realizd mediante
espectrofotometria con Nanodrop 2000™ (Thermo Fisher Scientific, 2009). Posteriormente, se
realiz6 una prueba de amplificacion del ADN extraido utilizando la region hipervariable 1
(HVR1) de acuerdo con la metodologia descrita por Cueva et al. (2018).
2.3. Seleccién de marcadores y disefio de primers

Se descargd 4 secuencias completas del genoma mitocondrial de T. ornatus disponibles
en GenBank (accesiones MW556430.1, NC_009969.1, EF196665.1, y FM177764.1) y 2
genomas ensamblados con lecturas cortas (accesiones ERX1025774 y ERX1025773). Los
genomas fueron alineados con CodonCode Aligner v.10.0.2 (CCC, 2021) para identificar

regiones del ADNmt polimorficas. Se seleccionaron 3 regiones objetivo para el disefio de
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primers 1) ATP6-COIIl, 2) ND4-ND5, y 3) ND6-CytB, considerando una longitud minima de
600 pares de bases (pb), presencia de al menos 3 sitios variables en su extension y ausencia de
secuencias homopoliméricas.

Los primers fueron disefiados bajo parametros especificos de longitud (18-22 pb),
contenido CG (40-60%) y temperatura de melting (Tm entre 55-65°C) con Primer3 v.4.1.0, y
se verifico su especificidad mediante Primer-BLAST (Koressaar, et al., 2018; Ye, etal., 2012).
Con MFE primer v3.1 (O’Halloran, 2015) se evalud la posible formacién de dimeros de primer
y se selecciond el par de primers con mejores parametros para cada region de ADNmt en
estudio. Finalmente, las secuencias de los primers fueron enviadas a sintetizar en Macrogen
(Sedl, Corea del Sur).

2.4. Amplificacion de regiones de ADNmt y secuenciacion de amplicones

Se amplific6 mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) cada marcador de
forma independiente con las 22 muestras de ADN de los ejemplares involucrados en este
estudio. El volumen final de cada reaccion fue 25uL y la concentracién final de cada reactivo
empleado fue: Buffer de PCR 1X, MgCI2 1.5mM, 0.25mg/mL de BSA, 0.5uM de cada primer
(forward y reverse), dNTPs 0.2mM, 1U de Taq Polimerasa de ADN (Invitrogen, MA, USA),
y 2ng de ADN. El programa de termociclado fue el mismo para los 3 marcadores, a excepcion
del paso de annealing que tenia una temperatura (Ta) especifica para cada uno (Ta: 58°C para
ATP6-COIIl y 60°C para ND4-ND5 y ND6-CytB). Las condiciones empleadas fueron:
denaturacién inicial a 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30s,
annealing por 30s a Ta especifica, extension a 72°C por 1min y una extension final a 72°C por
5 min. Los amplicones fueron visualizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1.5% de concentracion (p/v), a 100V durante 30 minutos. Finalmente, todos los amplicones
fueron enviados a Macrogen (Seul, Corea del Sur) para su secuenciacion en ABI 3730XLs con

el método Sanger.
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2.5. Procesamiento de secuencias y analisis de datos

El procesamiento de secuencias crudas se realizd con el paquete Staden (PreGap y
Gap4) para generar una secuencia consenso de cada muestra a partir de las cadenas forward y
reverse (Staden, 1996). Las secuencias consenso fueron agrupadas en base a su marcador de
ADNmMt y alineadas en MEGA v.11 (Kumar, et al., 2008) con el algoritmo Clustal, luego se
recortaron los extremos de las secuencias para que todas tengan la misma longitud en pb.

Se recuperaron secuencias de la HVRL1 del D-loop analizadas en estudios anteriores del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal en DMQ (Cueva, 2018), Loja (Moreta, 2020), y Zamora
Chinchipe (Vallejo, 2021). También se recuperaron las secuencias de 3 marcadores de ADNmt
que analizan las regiones ND1-ND2, COI-COII-ATP8, y COI Parcial (Guallasamin, 2023).
Los 4 estudios previos analizaron los mismos individuos utilizados en el presente. Se generaron
2 regiones concatenadas mediante la fusion de las secuencias de los marcadores individuales
en Geneious Prime 2023.1.1 (Kearse et al., 2012). La Regién Concatenada 1 incluye los 3
marcadores de este estudio (ATP6-COIIl, ND4-ND5 y ND6-CytB), y la Regién Concatenada
2 incluye los marcadores de la Region Concatenada 1 mas 4 marcadores de estudios previos
(HVR1, ND1-ND2, COl Parcial, COI-COII-ATPS8).

En 3 regiones individuales y 2 regiones concatenadas, se calculé indice de diversidad
de haplotipos (Hq), diversidad de nucleétidos (), pruebas de neutralidad D de Tajima (Tajima,
1989) y Fs de Fu’s (Fu, 1997). El Analisis de VVarianza Molecular (AMOVA) se calcul6 en los
programas DnaSP (Rozas, et al., 2017) y Arlequin v.3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005). En R
v.4.2.2 se construyeron redes de haplotipos con el paquete pegas, funcion haploNet (Paradis,
2010; Toparslan, et al., 2020) para los marcadores individuales (ATP6-COIll, ND4-ND5, y
ND6-CytB) y para las 2 regiones concatenadas descritas previamente. Por ultimo, se construy6
un arbol filogenético con el método de Maximum-Likelihood en MEGA v.11 (Tamura et al.,

2021), y modelo de sustitucion Hasegawa — Kishino — Yano (Hasegawa et al., 1985; Figura 4).
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3. RESULTADOS

3.1. Extraccion y cuantificacion del ADN

El rango de concentracion de ADN de las 22 muestras fue de 0.1-43.5 ng/ul, con una
concentracion promedio de 7.16 ng/ul. Solo el 18% present6 una concentracion de ADN mayor
a 10 ng/ul. Los indices de calidad del ADN tuvieron un promedio de 1.0 para A260/280, y un
promedio de 0.24 para A260/230. (Anexo 1).
3.2. Amplificacion y secuenciacién de los 3 marcadores de ADNmt

Las 22 muestras de ADN amplificaron exitosamente con los 3 marcadores
mitocondriales disefiados (Anexo 2 y 3) y utilizando el protocolo de PCR descrito en la seccion
2.4. Las secuencias de los amplicones de cada marcador fueron procesadas de acuerdo con la
metodologia descrita en la seccion 2.5. En el marcador ATP6-COIlIl los amplicones tuvieron
un tamafio aproximado de 680pb, y las secuencias, después de su limpieza y corte de extremos
presentaron un tamafo de 676pb. Asi mismo, el marcador ND4-ND5 obtuvo amplicones de
649pb y secuencias de 575pb después de su limpieza. Finalmente, el marcador ND6-CytB
presenté amplicones de aproximadamente 604 pb y un tamafio final de secuencias de 549 pb
después de su limpieza.
3.3. Identificacion de haplotipos y sitios polimorficos

Se identificd 6 sitios polimorficos y 3 haplotipos al analizar las secuencias del marcador
ND6-CytB, cada haplotipo fue exclusivo para una poblacién (Quito, Loja, Zamora Chinchipe)
(Figura 2b). Las secuencias del marcador ND4-ND5 presentaron 2 sitios polimérficos y 2
haplotipos, uno exclusivo de la poblacion de Quito y otro compartido entre Loja y Zamora
Chinchipe (Figura 2c). En la region ATP6-COIII se identificaron 11 sitios polimorficos y
también 2 haplotipos: uno exclusivo de la poblacién de Quito y otro compartido entre Loja y
Zamora Chinchipe (Figura 2d).

La Region Concatenada 1 (1777 pb) que resulta de la unién de los 3 marcadores
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mitocondriales individuales (ATP6-COIIl + ND4-ND5 + ND6-CytB) present6 3 haplotipos,
uno exclusivo para cada poblacién (Quito, Loja, Zamora Chinchipe) (Figura 3a).

En la Regién Concatenada 2 se identifico un total de 39 sitios polimorficos y 7
haplotipos (Figura 3b). De los 39 sitios polimorficos, 36 corresponden a transiciones (C&T;
A&G), 2 son transversiones (A= T; A=C) y solo 1 insercion/delecion (Tabla 1). Existen 3
haplotipos para la poblacion de Quito (HTOQ1, HTOQ2, y HTOQ3), 2 haplotipos para la
poblacion de Loja (HTOL1y HTOL?2), y 2 haplotipos para la poblacion de Zamora Chinchipe
(HTOZ1 y HTOZ2) (Tabla 2 y Figura 3b). No existen haplotipos compartidos entre las
poblaciones de Quito, Lojay Zamora Chinchipe, y los 7 haplotipos identificados en la Regién
Concatenada 2 fueron previamente reportados en los estudios de Cueva (2018), Moreta (2020),
Vallejo (2021) y Guallasamin (2023).

3.4. Estadisticos de diversidad genética, pruebas de neutralidad y AMOVA

La diversidad de haplotipos (Hq) y diversidad de nucle6tidos (x) fue igual a cero al
analizar los marcadores de ADNmt individuales (ATP6-COIIl, ND4-ND5 y ND6-CytB) y la
Regidn Concatenada 1 por poblaciones (Quito, Loja y Zamora Chinchipe), porque solo se
identifico un haplotipo para cada poblacién que agrupa a todos sus individuos. Por este motivo,
Unicamente se reportan los indices de diversidad y las pruebas de neutralidad respecto a la

Regién Concatenada 2 (Tabla 3).

Los analisis de diversidad genética fueron realizados a partir de la Region Concatenada
2 (4476 pb), debido a que tiene una mayor cobertura del genoma mitocondrial de T. ornatus y
la distribucion de haplotipos revela la presencia de mas de un haplotipo por cada poblacién
estudiada (3 haplotipos en Quito, 2 en Loja y 2 en Zamora Chinchipe) (Tabla 3 y Figura 3Db).
La diversidad de haplotipos (Hq) reportada en los individuos de Quito (n=10; Hq = 0.6222 +

0.1383) fue mayor en comparacion a los individuos de Zamora Chinchipe (n=8; Hq = 0.5357 +
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0.1232), y de Loja (n=4; Hq =0.5 £ 0.2652). Al contrario, la poblacion de Loja present6 una
mayor diversidad de nucleotidos (r = 0.000782 £+ 0.000598) en comparacion a la poblacion de
Quito (m = 0.000159 £ 0.000147), y de Zamora (x = 0.000120 * 0.000125). Adicionalmente,
la poblacién total (n=22) sin una divisién por zonas geogréaficas (Quito, Loja y Zamora
Chinchipe), present6 una diversidad de haplotipos (Hq) de 0.8571 £ 0.0402 y una diversidad

de nucledtidos (wr) de 0.004381 + 0.002249 (Tabla 3).

En la Region Concatenada 2, las pruebas de neutralidad D de Tajima y Fs de Fu,
presentaron valores de 3.276 (valor p=1) y 10.555 (valor p = 0.998), respectivamente (Tabla
3). El Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) revel6 que el 100% de la variacion molecular
presente en la Region Concatenada 1 (ATP6-COIIl + ND4-ND5 + ND6-CytB) proviene de las
diferencias existentes entre las poblaciones, resultando en un indice de Fijacion (FST) de 1.00.
Sin embargo, al agregar los marcadores mitocondriales HVRI, ND1-ND2, COIl Parcial y COI-
COIlI-ATP8 y analizar la Region Concatenada 2, se atribuye un 96.28% de la variacion a las
diferencias entre las poblaciones y un 3.72% de la variacion a las diferencias dentro de las

poblaciones, resultando en un indice de Fijacion (FST) de 0.96293 (Tabla 4).

Finalmente, con la construccion del arbol filogenético con el método Maximum-
Likelihood y un modelo de sustitucion HKY, se identifican dos grupos: uno que agrupa a todos
los individuos provenientes de Zamora Chinchipe y Loja, y otro que agrupa a todos los

individuos de Quito (Figura 4).
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4. DISCUSION
4.1. Diversidad genética y estructura poblacional

El numero de haplotipos encontrado en cada region depende del numero de sitios
polimorficos, su frecuencia, y tasa de mutacion del ADN (Stumpf, 2004). La Region
Concatenada 1 contiene unicamente regiones de ADN codificante, mientras que la Region
Concatenada 2 incluye también una regién no codificante (3 haplotipos vs, 7 haplotipos,
respectivamente). Los genes codificantes tienen una menor tasa de mutacion de ADN porque
son regiones conservadas responsables de mantener la integridad celular y sus funciones
(Nabholz et al., 2007). Al contrario, la HVRI del D-Loop carece de funciones codificantes y
presenta una mayor tasa de mutacién del ADN, resultando en un mayor nivel de polimorfismos
(Jiratetal., 2023). Ademas, Guallasamin (2023) demuestra que incluir la region HVRI aumenta
el nimero de haplotipos, lo que concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio
(Tabla 3).

La diversidad de haplotipos (Hq) se define como la probabilidad de que dos individuos
seleccionados al azar presenten un haplotipo distinto (Lowe et al., 2004). A nivel de
poblaciones, en este estudio se determing la diversidad de haplotipos en Quito, Lojay Zamora
Chinchipe (Tabla 3). Estudios previos similares (que analizaron unicamente la HVRI del D-
Loop y un mayor nimero de individuos por poblacién) revelan una mayor diversidad de
haplotipos en Quito, y una menor diversidad de haplotipos en Zamora Chinchipe y en Loja
(Anexo 4) (Cueva, 2018; Moreta, 2020; Vallejo, 2021). La diversidad de haplotipos (Hd) en
todos los casos fue moderada — alta, sin embargo, el grado de diferenciacion entre todos los
haplotipos fue bajo. Es decir, que la presencia de al menos un sitio polimorfico permitio
discriminar entre 2 haplotipos distintos, por lo que sus secuencias tienden a ser muy similares
a pesar de que corresponden a haplotipos distintos (Ruiz-Garcia et al., 2020a).

La diversidad de nucleotidos (m) representa el numero promedio de diferencias de



22

nucledtidos en un sitio especifico, al analizar todos los pares posibles de secuencias de ADN
en una poblacion (Nei & Li, 1979). En este estudio, la diversidad de nucleétidos en Quito, Loja
y Zamora Chinchipe (Tabla 3) fue en todos los casos mucho menor a lo reportado previamente
(Anexo 4) (Cueva, 2018; Moreta, 2020; Vallejo, 2021). La baja diversidad de nucleétidos (r)
sugiere una escasa Vvariabilidad genética dentro de las poblaciones analizadas, esto podria
disminuir la capacidad de adaptacion de los individuos ante presiones selectivas y ambientales
en su entorno, comprometiendo su supervivencia (Goodall et al., 2012; Qin et al., 2021).

La diversidad de haplotipos (Hqd) y diversidad de nucle6tidos () de la poblacion total
(n=22) de este andlisis (Tabla 3) presenta valores similares en comparacion al estudio de
Guallasamin (2023) (Anexo 4). Los indices Hqy m pueden verse influenciados por el tamafio,
edad y grado de conectividad entre las poblaciones, y las diferencias en estas métricas (Hay m)
pueden atribuirse al tamafio de la region analizada y el nimero de sitios polimarficos presentes
(Goodall et al., 2012). Ademaés, estos pardmetros pueden ser sub o sobre estimados
artificialmente debido al nimero reducido de muestras en el analisis (Nei & Li, 1979).

En otro estudio se analizd una poblacién total de 108 ejemplares de T. ornatus
provenientes de 13 provincias del Ecuador (incluyendo Pichincha, Loja y Zamora Chinchipe)
a partir de 6 genes mitocondriales (ND5, 16S rRNA, 12S rRNA, COlI, COIl y region control).
Se encontraron 43 haplotipos presentes, una diversidad de haplotipos (Hq) de 0.845 y una
diversidad de nucledtidos (w) de 0.014 (Ruiz-Garcia et al., 2020a). Los indices Hqg y = son
métricas probabilisticas, por lo que, incluir un nimero mayor de individuos e identificar mas
haplotipos podria justificar valores mayores. No es preciso comparar esta informacion con los
resultados obtenidos en este estudio debido a las diferencias en el numero de individuos y
regiones de ADNmt analizadas. Sin embargo, es un indicativo til de la necesidad de ampliar
los sitios de muestreo y el tamafio de la poblacion para futuros estudios con mayor resolucion

de la genética y estructura poblacional de T. ornatus.
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4.2. Eventos demograéficos

Las pruebas de neutralidad (D de Tajima y Fs de Fu) se utilizan en estudios de genética
de poblaciones para determinar si los patrones de variabilidad genética se ajustan a un modelo
de evolucién neutral y asi evaluar eventos demograficos (Ramirez et al., 2008). En ambos
casos, valores positivos sugieren un cuello de botella reciente 0 una reduccién poblacional,
mientras que, valores negativos sugieren un crecimiento poblacional. Los valores positivos en
los estadisticos D de Tajima y Fs de Fu calculados en la Region Concatenada 2 (Tabla 3)
podrian sugerir que la poblacion de osos analizada ha sufrido una reduccién poblacional o un
cuello de botella a lo largo de su historia evolutiva. Sin embargo, no es posible establecer una
conclusion robusta sobre estos resultados por los valores de significancia estadistica de estas
pruebas de neutralidad (valor p = 1.00 y 0.998, respectivamente). Esto podria deberse al
numero de individuos analizados, por lo que se sugiere incrementar el tamafio de la poblacion
en futuros estudios.
4.3. Estructura genética e implicaciones en la conservacion del oso Andino

La estructura genética de una poblacion se puede inferir mediante la caracterizacion de
la variacion genética que existe entre y dentro de las poblaciones estudiadas (Fitzpatrick, 2009).
El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) es un método estadistico que permite estimar el
grado de diferenciacion de dos o mas poblaciones, empleando marcadores moleculares
(Excoffier et al., 1992). En la Region Concatenada 1, toda la variacién genética (100%)
proviene de las diferencias genéticas presentes entre poblaciones, es decir que la poblacion de
Quito, Loja 'y Zamora Chinchipe son genéticamente muy distintas entre si (Tabla 4). Esto puede
explicarse porque en la Region Concatenada 1 cada poblacién presenta un Gnico haplotipo que
agrupa a todos sus individuos (Figura 3a). En la Region Concatenada 2, la variacién genética
proviene principalmente de las diferencias entre las poblaciones (96.28%), y levemente de las

diferencias dentro de las poblaciones (3.72%) (Tabla 4). Esta informacidn es concordante con



24

el nimero de haplotipos encontrados en la Region Concatenada 2 (Figura 3b). Por lo tanto, los
resultados sugieren que, al analizar una region mas grande del ADNmt e identificar mas sitios
polimorficos, es posible determinar un grado mayor de diferenciacién genética entre los
individuos, obteniendo asi una distribucion distinta de los haplotipos por poblacion.

El indice de fijacion (FST) es una métrica que indica el grado de diferenciacion entre
poblaciones en base a su estructura genética. Se estima a partir del namero de polimorfismos
presentes en las secuencias de ADN analizadas, y resulta en valores entre 0 y 1, donde 0 indica
que las subpoblaciones son genéticamente idénticas, y 1 indica que son subpoblaciones
completamente diferenciadas (Wright, 1949; Smaragdov & Kudinov, 2020). Por lo tanto, los
indices FST obtenidos en la Regién Concatenada 1 y 2 (1.00 y 0.9629, respectivamente)
sugieren una alta diferenciacion genética entre las subpoblaciones en estudio (Tabla 4).

No se encontraron haplotipos compartidos por los 0sos de las poblaciones de Quito,
Loja y Zamora Chinchipe. Esto sugiere la presencia de tres poblaciones separadas con mayor
grado de diferenciacion entre el Norte (Quito) y el Sur del Ecuador (Loja y Zamora Chinchipe)
(Figura 3b). La presencia de esta estructura poblacional podria deberse a la fragmentacion del
hébitat de oso Andino por actividades antropogénicas que impiden la conectividad entre
poblaciones, la presencia de barreras fisicas como la distancia geografica, la cordillera de los
Andes, carreteras, rios, y los patrones de alimentacion oportunistas en base a la vegetacion
predominante en cada area geografica (Chakraborty, 1993; Garcia-Rangel, 2012; Ruiz-Garcia
et al., 2020a). Por este motivo, es importante considerar la estructura poblacional y ecologia de
las poblaciones de 0so Andino al momento de establecer planes de conservacion efectivos

dirigidos a esta especie (Espinosa & Jacobson, 2012; Goodall et al., 2012).
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5. CONCLUSIONES

En los analisis de diversidad genética se obtuvo una alta diversidad de haplotipos (Hqd
=0.8571 + 0.0402) y baja diversidad de nucle6tidos (r = 0.004381 + 0.002249). Las pruebas
de neutralidad presentaron valores positivos de D de Tajima y Fs de Fu (3.276 y 10.555,
respectivamente), pero los valores no fueron estadisticamente significativos.

Se determin6 mediante el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) gue en la Regidn
Concatenada 1 y 2, la mayor proporcién de la variacion genética presente en las secuencias
analizadas proviene de las diferencias existentes entre las poblaciones (100% y 96.28%,
respectivamente). Mientras que el Indice de Fijacion (FST) permitié determinar una alta
diferenciacion genética entre las poblaciones en estudio.

Se sugiere considerar la estructura poblacional del oso Andino en el Ecuador al
momento de implementar planes de monitoreo y conservacién de la especie, para que estos
sean efectivos y contribuyan a su preservacion. Asi mismo, para futuros estudios se sugiere
incrementar el numero de individuos analizados, sitios de muestreo y regiones de ADN para
obtener resultados con mayor resolucion y soporte estadistico. También se sugiere

complementar esta informacion con estudios gendémicos.
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Tabla 1. Identificacion de sitios polimdrficos presentes en la secuencia de cada haplotipo
de la regién concatenada 2

Posicion de nucleotidos en Region Concatenada 2

Haplotipo | n 1 16 | 80 | 138 | 148 | 149 | 182 | 198 | 230 | 700
HTOQL | 6 |ARNtPo | C | - | T | c | T | T | T | A | A
HTOQ2 | 2 |ARNtPro | C | - | T | c | T | T | T |G| A
HTOQ3 | 2 |ARNtPro | C | T | T | c | T | T | T | A | A
HTOLL | 3 |ARNt-Po| T | - | T | T | c | c | c |G |T
HTOL2 | 1 |ARNtPo| C | T | T | Cc | T | T | T | A | T
HTOZ1 | 3 |ARNtPo| T | T | Cc | T | T | c | c | 6 | T
HTOZ2 | 5 |[ARNtPo| T | - | c | T | T | c | c | e | T

1172 | 1206 | 1304 | 1529 | 1872 | 1967 | 2028 | 2189 | 2209 | 2483
HTOQ1 | 6 G clec | clcl|c| Al|cle|c
HTOQ2 | 2 G clcec | clclc| A lcle|c
HTOQ3 | 2 G clec | clclcl| al|cle|c
HTOL1 | 3 A AlA | T | T | Tl [T AT
HTOL2 | 1 A A|lA | T | T | TG | T AT
HTOZ1 | 3 A A|lA | T | T |clc | T AT
HTOZ2 | 5 A A|lA | T | T | clcec Tl AT

2636 | 2703 | 2797 | 3045 | 3102 | 3263 | 3304 | 3666 | 3836 | 3959
HTOQL | 6 G T | T |G| T|A| C |G |G| A
HTOQ2 | 2 G T | T |G| T|A| C |G |G| A
HTOQ3 | 2 G T | T e | T| A | Cc |6 | c|A
HTOL1 | 3 A clcl Al T | | T | A A]oc
HTOL2 | 1 A clc | AalT | | T | Al|lA]oc
HTOZ1 | 3 A clc|Alclcec| T | Al|lA]Gc
HTOZ2 | 5 A clclalclec| T Alaloc

3083 | 3995 | 4022 | 4046 | 4061 | 4122 | 4180 | 4247 | 4257 | 4457
HTOQ1 | 6 A Alcl| T |G |lc | T |AlcCc]|c
HTOQ2 | 2 A Alc | T |6 laec | T | AlcCc]lc
HTOQ3 | 2 A Alc |l T e laec | T |Alc]|c
HTOL1 | 3 G G| T | c|A|A| cle | T]|T
HTOL2 | 1 G G | T ClA|A|lC o | T]|T
HTOZ1 | 3 G G | T|C|lA|A|lC o | T]|T
HTOZ2 | 5 G G| T | c|A|A| Clc | T]|T

La posicidn inicial (1) corresponde al primer nucleétido de la secuencia codificante del ARN
de transferencia de Prolina del ADNmt de T. ornatus. Se identificaron 39 sitios polimorficos.

n, nimero de individuos que pertenecen a cada haplotipo




Tabla 2. Secuencias de los haplotipos encontrados en la region concatenada 2 y niumero de individuos de cada poblacién por haplotipo

Haplotipo

Pablacion

(n)

Secuencia Regién Concatenada 2

HTOQ1

6
individuos

(DMQ)

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTT-
CCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCT
TAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCC
AATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGCATATGGTACGTAACTCTACCTATTATTACAGCAAGCATCCCTCCCCAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGA
GTAAATAATAGAGGTTTAAATCCTCTTATTTCTAGAATTATAGGAATCGAACCTAATCTTAAGAATCCAAAAATCTTCGTGCTACCTGATTACACCACATCCTAGAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAA
ATGTTGGTTTATCCCCTTCCCATACTAATAAAACCTCCCATTCTTACTATTATTATATCCACCATCGCTCTAGGAACCATAATCGTTCTATTTAGCTCCCACTGATTTATAATCTGAATCGGTTTTGAAATAAATATACTGGCAATTAT
TCCCATTTTAATGAAAAAATTTAACCCACGAGCCGTAGAAGCCTCCACAAAATATTTTCTAACACAGGCCACTGCATCCATGCTCCTCATACTAGGCATTATTATCAACTTACTATACTCAGGACACTGAACAATCTCAACAACTCTC
AACCCAATCGCATCAACCGTGATCACCATTGCCCTAGCGATAAAACTTGGCCTATCTCCCTTCCACTTCTGAGTTCCAGAAGTTACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGAGTAATCCTACTAACATGACAGAAAATCGCACCCTTG
TCCGTTCTATACCAGATCTCACCATTCATTAACCCAAACTTATTAATAACAATGGCTATCGCATACAAACCATAAAGACATTGGTACTCTCTATCTCTTATTCGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACTGCCCTCAGCCTTCTAATC
CGCGCTGAACTAGGTCAACCCGGAGCCCTGTTAGGGGATGATCAGATCTATAACGTGGTCGTAACTGCCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCCTATTATAATCGGAGGTTTTGGAAACTGATTAGTGCCTTTAATA
ATTGGCGCTCCCGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGTTTCTGATTACTGCCACCATCCTTCCTACTTCTTCTAGCCTCTTCCATAGTAGAAGCAGGTGCAGGGACTGGTTGAACCGTTTACCCCCCTCTAGCGGGCAAT
CTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGCGTTTCCTCCATTCTAGGAGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAATATGAAGCCTCCTGCAATATCTCAATACCAAACTCCTCTGTTCG
TATGATCCGTCCTAATTACGGCGGTAAGGAGTCGAACCCCCTGAAATTGGTTTCAAGCCAATACCATAACCACTATGTCTCTCTCAATAAAGAGATATTAGTAAAAATTACATAACTTCGTCAGGGTTAAATTATAGGTGAAAATCC
TTTATATCTCTATGGCGTATCCCCTTCAAATAGGCCTTCAAGACGCAACTTCTCCCATTATAGAAGAGCTCCTACACTTCCACGACCATACATTAATGATTGTATTCCTGATTAGCTCCTTAGTTCTCTACATTATTTCAACTATGCTA
ACTACTAAACTAACGCACACAAACACAATAAATGCACAGGAAGTAGAAACGGTATGAACCATTCTACCAGCCATTATCCTGGTTCTAATTGCACTCCCATCATTACGAATCCTCTATATAATGGATGAAATCAACAATCCTTTACTG
ACTGTAAAAACTATAGGCCATCAATGATACTGAAGTTACGAATACACGGACTATGAAGATTTGAGCTTTGATTCTTACATGATTCCAACACAAGAATTAAAGCCTGGAGAACTACGACTATTAGAAGTAGACAATCGAGCGGTACTA
CCCATAGAAATGACTATTCGCATGCTAATTTCATCAGAAGATGTCTTGCACTCATGAGCTGTACCATCCCTAGGACTAAAAACTGATGCAATTCCGGGACGACTAAACCAAACGACTCTCATGGCCATGCGACCAGGGCTGTATTA
TGGCCAATGCTCGGAAATCTGTGGCTCTAACCACAGCTTCATGCCCATTGTTCTCGAACTAGTCCCACTGTCCTATTTCGAAAAATGATCCGCTTCAATATTATAAAATCATTAAGAAGCTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAG
ACTGAGAGTGCAAGTCTCTCCTTAATGGAGATGCCACAACTAGACACGTCGACATGGTTTATCACAATTCTATCTATAACTCTAACACTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATC

GCATGTATATATCACATGGAGAATTCTATGATTGATCATGTAACAAACAGAGCTACTGGCATGAAAATCATTGAGAAGTAGTCTAGCTTAAAGCTGAGAGTTAACTTTAG
AGTTTGAATTGTCACTCAGTGTCAGTTCGAGATGACCGTTTCTTGTCCTGAGAAGATGAATATTATTATGGGGATAGTGCTGATTGTAAAGGCGTAAGAAATTGTGGTCTTTACGTACTGTGGGTAGGATTTATCTTTATATGTTGA
AGTACTGGTTAGGATAATTGGTATTGTTAGCATGAGTAGGGCTGTAATAACGGAGGGGGTAAATAGATTGATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAATTTTTTGGTTCCTAAGACCAATGGATTACTTCTATCCTTTAAAAGTTGAAA
AAGCCATGATTTTATGCATGGGCGCATGAGTTAGCAGTTCTTGCATACTTTTTCGGTAAATAAAAAGATTTGAGCTTTTGTTACTAGATTCACAATCTAATGTTTTTGTTAAACTATATTTACAATAAATGGGTCCTAGAATCATTTT
AGGGTTGAGAGATAGCAGTAGGATGGCTATAACTGTGAGTAGGAGAATAATTCCAATGTTTCATGTTTCTGAAAATAGATATGAGCCGTAATACAGACCCCGTCCCACGTGTATGAACAAGCAGATAAAGAATATTGAAGCTCCGT
TCGCGTGTATGTATCGGATAACTCATCCGTAGTTAACGTCTCGACAGATATGGGCGACTGATGAGAAGGCTGTAGTCGTGTCTGCTGTATAGTGTATGGCCAGGAATAGGCCCGTTAGGATTTGTAGGATCAGGCACACCCCAAG
AAGGGACCCGAAGTTTCATCATGCTGAGATATTTGATGGTGTTGGGAGGTCAATGAATGAGCTGTTGATGATTTTAGCTAGTGGGTGAGTTTTTCGGATGTTGGTCATTAAGATTCTTATAGTTGAAATACAACGGTGATTTTTCAT
GTCATTAGTCATGGTTAGATTCCATGTGGGAATAATGGTAACATATACTGTGTTCATTTTAAGTGTTGTTTTTGTAATAGGTTTTGTAGGCTTTTCTTCTAAGCCCTCTCCTGTCTACGGGGGTTTAGTTTTAA

HTOQ2

2
individuos

(DMQ)

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTT-
CCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCT
TAGTCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCC
AATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGCATATGGTACGTAACTCTACCTATTATTACAGCAAGCATCCCTCCCCAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGA
GTAAATAATAGAGGTTTAAATCCTCTTATTTCTAGAATTATAGGAATCGAACCTAATCTTAAGAATCCAAAAATCTTCGTGCTACCTGATTACACCACATCCTAGAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAA
ATGTTGGTTTATCCCCTTCCCATACTAATAAAACCTCCCATTCTTACTATTATTATATCCACCATCGCTCTAGGAACCATAATCGTTCTATTTAGCTCCCACTGATTTATAATCTGAATCGGTTTTGAAATAAATATACTGGCAATTAT
TCCCATTTTAATGAAAAAATTTAACCCACGAGCCGTAGAAGCCTCCACAAAATATTTTCTAACACAGGCCACTGCATCCATGCTCCTCATACTAGGCATTATTATCAACTTACTATACTCAGGACACTGAACAATCTCAACAACTCTC
AACCCAATCGCATCAACCGTGATCACCATTGCCCTAGCGATAAAACTTGGCCTATCTCCCTTCCACTTCTGAGTTCCAGAAGTTACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGAGTAATCCTACTAACATGACAGAAAATCGCACCCTTG
TCCGTTCTATACCAGATCTCACCATTCATTAACCCAAACTTATTAATAACAATGGCTATCGCATACAAACCATAAAGACATTGGTACTCTCTATCTCTTATTCGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACTGCCCTCAGCCTTCTAATC
CGCGCTGAACTAGGTCAACCCGGAGCCCTGTTAGGGGATGATCAGATCTATAACGTGGTCGTAACTGCCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCCTATTATAATCGGAGGTTTTGGAAACTGATTAGTGCCTTTAATA
ATTGGCGCTCCCGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGTTTCTGATTACTGCCACCATCCTTCCTACTTCTTCTAGCCTCTTCCATAGTAGAAGCAGGTGCAGGGACTGGTTGAACCGTTTACCCCCCTCTAGCGGGCAAT
CTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGCGTTTCCTCCATTCTAGGAGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAATATGAAGCCTCCTGCAATATCTCAATACCAAACTCCTCTGTTCG
TATGATCCGTCCTAATTACGGCGGTAAGGAGTCGAACCCCCTGAAATTGGTTTCAAGCCAATACCATAACCACTATGTCTCTCTCAATAAAGAGATATTAGTAAAAATTACATAACTTCGTCAGGGTTAAATTATAGGTGAAAATCC
TTTATATCTCTATGGCGTATCCCCTTCAAATAGGCCTTCAAGACGCAACTTCTCCCATTATAGAAGAGCTCCTACACTTCCACGACCATACATTAATGATTGTATTCCTGATTAGCTCCTTAGTTCTCTACATTATTTCAACTATGCTA
ACTACTAAACTAACGCACACAAACACAATAAATGCACAGGAAGTAGAAACGGTATGAACCATTCTACCAGCCATTATCCTGGTTCTAATTGCACTCCCATCATTACGAATCCTCTATATAATGGATGAAATCAACAATCCTTTACTG
ACTGTAAAAACTATAGGCCATCAATGATACTGAAGTTACGAATACACGGACTATGAAGATTTGAGCTTTGATTCTTACATGATTCCAACACAAGAATTAAAGCCTGGAGAACTACGACTATTAGAAGTAGACAATCGAGCGGTACTA
CCCATAGAAATGACTATTCGCATGCTAATTTCATCAGAAGATGTCTTGCACTCATGAGCTGTACCATCCCTAGGACTAAAAACTGATGCAATTCCGGGACGACTAAACCAAACGACTCTCATGGCCATGCGACCAGGGCTGTATTA
TGGCCAATGCTCGGAAATCTGTGGCTCTAACCACAGCTTCATGCCCATTGTTCTCGAACTAGTCCCACTGTCCTATTTCGAAAAATGATCCGCTTCAATATTATAAAATCATTAAGAAGCTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAG
ACTGAGAGTGCAAGTCTCTCCTTAATGGAGATGCCACAACTAGACACGTCGACATGGTTTATCACAATTCTATCTATAACTCTAACACTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATC

GCATGTATATATCACATGGAGAATTCTATGATTGATCATGTAACAAACAGAGCTACTGGCATGAAAATCATTGAGAAGTAGTCTAGCTTAAAGCTGAGAGTTAACTTTAG
AGTTTGAATTGTCACTCAGTGTCAGTTCGAGATGACCGTTTCTTGTCCTGAGAAGATGAATATTATTATGGGGATAGTGCTGATTGTAAAGGCGTAAGAAATTGTGGTCTTTACGTACTGTGGGTAGGATTTATCTTTATATGTTGA
AGTACTGGTTAGGATAATTGGTATTGTTAGCATGAGTAGGGCTGTAATAACGGAGGGGGTAAATAGATTGATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAATTTTTTGGTTCCTAAGACCAATGGATTACTTCTATCCTTTAAAAGTTGAAA
AAGCCATGATTTTATGCATGGGCGCATGAGTTAGCAGTTCTTGCATACTTTTTCGGTAAATAAAAAGATTTGAGCTTTTGTTACTAGATTCACAATCTAATGTTTTTGTTAAACTATATTTACAATAAATGGGTCCTAGAATCATTTT
AGGGTTGAGAGATAGCAGTAGGATGGCTATAACTGTGAGTAGGAGAATAATTCCAATGTTTCATGTTTCTGAAAATAGATATGAGCCGTAATACAGACCCCGTCCCACGTGTATGAACAAGCAGATAAAGAATATTGAAGCTCCGT
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TCGCGTGTATGTATCGGATAACTCATCCGTAGTTAACGTCTCGACAGATATGGGCGACTGATGAGAAGGCTGTAGTCGTGTCTGCTGTATAGTGTATGGCCAGGAATAGGCCCGTTAGGATTTGTAGGATCAGGCACACCCCAAG
AAGGGACCCGAAGTTTCATCATGCTGAGATATTTGATGGTGTTGGGAGGTCAATGAATGAGCTGTTGATGATTTTAGCTAGTGGGTGAGTTTTTCGGATGTTGGTCATTAAGATTCTTATAGTTGAAATACAACGGTGATTTTTCAT
GTCATTAGTCATGGTTAGATTCCATGTGGGAATAATGGTAACATATACTGTGTTCATTTTAAGTGTTGTTTTTGTAATAGGTTTTGTAGGCTTTTCTTCTAAGCCCTCTCCTGTCTACGGGGGTTTAGTTTTAA

HTOQ3

2
individuos

(DMQ)

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGC
TTTACATGAGGACATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCA
TAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGCATATGGTAC
GTAACTCTACCTATTATTACAGCAAGCATCCCTCCCCAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGAGTAAATAATAGAGGTTTAAATCCTCTTATTTCTAGAATTATAGGAATCGAACCTAATCTTAAGAATCCA
AAAATCTTCGTGCTACCTGATTACACCACATCCTAGAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGTTTATCCCCTTCCCATACTAATAAAACCTCCCATTCTTACTATTATTATATCCACCATCGCTC
TAGGAACCATAATCGTTCTATTTAGCTCCCACTGATTTATAATCTGAATCGGTTTTGAAATAAATATACTGGCAATTATTCCCATTTTAATGAAAAAATTTAACCCACGAGCCGTAGAAGCCTCCACAAAATATTTTCTAACACAGGC
CACTGCATCCATGCTCCTCATACTAGGCATTATTATCAACTTACTATACTCAGGACACTGAACAATCTCAACAACTCTCAACCCAATCGCATCAACCGTGATCACCATTGCCCTAGCGATAAAACTTGGCCTATCTCCCTTCCACTTC
TGAGTTCCAGAAGTTACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGAGTAATCCTACTAACATGACAGAAAATCGCACCCTTGTCCGTTCTATACCAGATCTCACCATTCATTAACCCAAACTTATTAATAACAATGGCTATCGCATACAAA
CCATAAAGACATTGGTACTCTCTATCTCTTATTCGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACTGCCCTCAGCCTTCTAATCCGCGCTGAACTAGGTCAACCCGGAGCCCTGTTAGGGGATGATCAGATCTATAACGTGGTCGTAACTG
CCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCCTATTATAATCGGAGGTTTTGGAAACTGATTAGTGCCTTTAATAATTGGCGCTCCCGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGTTTCTGATTACTGCCACCATCCTT
CCTACTTCTTCTAGCCTCTTCCATAGTAGAAGCAGGTGCAGGGACTGGTTGAACCGTTTACCCCCCTCTAGCGGGCAATCTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGCGTTTCCTCCAT
TCTAGGAGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAATATGAAGCCTCCTGCAATATCTCAATACCAAACTCCTCTGTTCGTATGATCCGTCCTAATTACGGCGGTAAGGAGTCGAACCCCCTGAAATTGGTTTCAAGCCAATACCATA
ACCACTATGTCTCTCTCAATAAAGAGATATTAGTAAAAATTACATAACTTCGTCAGGGTTAAATTATAGGTGAAAATCCTTTATATCTCTATGGCGTATCCCCTTCAAATAGGCCTTCAAGACGCAACTTCTCCCATTATAGAAGAGC
TCCTACACTTCCACGACCATACATTAATGATTGTATTCCTGATTAGCTCCTTAGTTCTCTACATTATTTCAACTATGCTAACTACTAAACTAACGCACACAAACACAATAAATGCACAGGAAGTAGAAACGGTATGAACCATTCTACC
AGCCATTATCCTGGTTCTAATTGCACTCCCATCATTACGAATCCTCTATATAATGGATGAAATCAACAATCCTTTACTGACTGTAAAAACTATAGGCCATCAATGATACTGAAGTTACGAATACACGGACTATGAAGATTTGAGCTTT
GATTCTTACATGATTCCAACACAAGAATTAAAGCCTGGAGAACTACGACTATTAGAAGTAGACAATCGAGCGGTACTACCCATAGAAATGACTATTCGCATGCTAATTTCATCAGAAGATGTCTTGCACTCATGAGCTGTACCATCC
CTAGGACTAAAAACTGATGCAATTCCGGGACGACTAAACCAAACGACTCTCATGGCCATGCGACCAGGGCTGTATTATGGCCAATGCTCGGAAATCTGTGGCTCTAACCACAGCTTCATGCCCATTGTTCTCGAACTAGTCCCACT
GTCCTATTTCGAAAAATGATCCGCTTCAATATTATAAAATCATTAAGAAGCTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGACTGAGAGTGCAAGTCTCTCCTTAATGGAGATGCCACAACTAGACACGTCGACATGGTTTATCACAATT
CTATCTATAACTCTAACACTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATC

GCATGTATATATCACATGGAGAATTCTATGATTG
ATCATGTAACAAACAGAGCTACTGGCATGAAAATCATTGAGAAGTAGTCTAGCTTAAAGCTGAGAGTTAACTTTAGAGTTTGAATTGTCACTCAGTGTCAGTTCGAGATGACCGTTTCTTGTCCTGAGAAGATGAATATTATTATGG
GGATAGTGCTGATTGTAAAGGCGTAAGAAATTGTGGTCTTTACGTACTGTGGGTAGGATTTATCTTTATATGTTGAAGTACTGGTTAGGATAATTGGTATTGTTAGCATGAGTAGGGCTGTAATAACGGAGGGGGTAAATAGATTG
ATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAATTTTTTGGTTCCTAAGACCAATGGATTACTTCTATCCTTTAAAAGTTGAAAAAGCCATGATTTTATGCATGGGCGCATGAGTTAGCAGTTCTTGCATACTTTTTCGGTAAATAAAAAGATTT
GAGCTTTTGTTACTAGATTCACAATCTAATGTTTTTGTTAAACTATATTTACAATAAATGGGTCCTAGAATCATTTTAGGGTTGAGAGATAGCAGTAGGATGGCTATAACTGTGAGTAGGAGAATAATTCCAATGTTTCATGTTTCTG
AAAATAGATATGAGCCGTAATACAGACCCCGTCCCACGTGTATGAACAAGCAGATAAAGAATATTGAAGCTCCGTTCGCGTGTATGTATCGGATAACTCATCCGTAGTTAACGTCTCGACAGATATGGGCGACTGATGAGAAGGCT
GTAGTCGTGTCTGCTGTATAGTGTATGGCCAGGAATAGGCCCGTTAGGATTTGTAGGATCAGGCACACCCCAAGAAGGGACCCGAAGTTTCATCATGCTGAGATATTTGATGGTGTTGGGAGGTCAATGAATGAGCTGTTGATGA
TTTTAGCTAGTGGGTGAGTTTTTCGGATGTTGGTCATTAAGATTCTTATAGTTGAAATACAACGGTGATTTTTCATGTCATTAGTCATGGTTAGATTCCATGTGGGAATAATGGTAACATATACTGTGTTCATTTTAAGTGTTGTTTT
TGTAATAGGTTTTGTAGGCTTTTCTTCTAAGCCCTCTCCTGTCTACGGGGGTTTAGTTTTAA

HTOL1

3
individuos
(Loja)

TTTACTTATTTCATATATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTT-
CCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGTCTTACATGAGGACATGGACTTCAAAAACTCGTTCTGAAGACGTAGTCTGCAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCT
TAGTCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCC
AATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGCATATGGTACGTAACTCTACCTATTATTACAGCAAGCATCCCTCCCCAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGA
GTAAATAATAGAGGTTTAAATCCTCTTATTTCTAGAATTATAGGAATCGAACCTAATCTTAAGAATCCAAAAATCTTCGTGCTACCTGATTACACCACATCCTAGAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAA
ATGTTGGTTTATCCCCTTCCCATACTAATAAATCCTCCCATTCTTACTATTATTATATCCACCATCGCTCTAGGAACCATAATCGTTCTATTTAGCTCCCACTGATTTATAATCTGAATCGGTTTTGAAATAAATATACTGGCAATTAT
TCCCATTTTAATGAAAAAATTTAACCCACGAGCCGTAGAAGCCTCCACAAAATATTTTCTAACACAGGCCACTGCATCCATGCTCCTCATACTAGGCATTATTATCAACTTACTATACTCAGGACACTGAACAATCTCAACAACTCTC
AACCCAATCGCATCAACCGTGATCACCATTGCCCTAGCGATAAAACTTGGCCTATCTCCCTTCCACTTCTGAGTTCCAGAAGTTACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGAGTAATCCTACTAACATGACAGAAAATCGCACCCTTG
TCCGTTCTATACCAGATCTCACCATTCATTAACCCAAACTTATTAATAACAATGGCTATCACATACAAACCATAAAGACATTGGTACTCTCTATATCTTATTCGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACTGCCCTCAGCCTTCTAATC
CGCGCTGAACTAGGTCAACCCGGAGCCCTGTTAGGGGATGATCAAATCTATAACGTGGTCGTAACTGCCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCCTATTATAATCGGAGGTTTTGGAAACTGATTAGTGCCTTTAATA
ATTGGCGCTCCCGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGTTTCTGATTACTGCCACCATCCTTCCTACTTCTTCTAGCCTCTTCCATAGTAGAAGCAGGTGCAGGGACTGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTAGCGGGCAAT
CTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGCGTTTCCTCCATTCTAGGAGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAATATGAAGCCTCCTGCAATATCTCAATACCAAACTCCTCTGTTCG
TATGATCCGTCCTAATTACGGCGGTAAGGAGTCGAACCCCCTGAAATTGGTTTCAAGCCAATACCATAACCACTATGTCTCTCTCAATAAAGAGATATTAGTAAAAATTACATAACTTCGTCAGGGTTAAATTATAGGTGAAAATCC
TTTATATCTCTATGGCGTATCCCTTTCAAATAGGCCTTCAAGACGCAACTTCTCCCATTATAGAAGAGCTCCTACACTTCCACGACCATACATTAATGATTGTATTCCTGATTAGCTCTTTAGTTCTCTACATTATTTCAACTATGCTA
ACTACTAAACTAACGCACACAAACACAATAGATGCACAGGAAGTAGAAACGGTATGAACCATTCTACCAGCCATTATCCTGGTTCTAATTGCACTCCCATCATTACGAATCCTCTATATAATGGATGAAATCAACAATCCTTTACTG
ACTGTAAAAACTATAGGCCATCAATGATACTGAAGTTACGAATATACGGACTATGAAGATTTGAACTTTGATTCTTACATGATTCCAACACAAGAATTAAAGCCTGGAGAACTACGACTATTAGAAGTAGACAATCGAGCGGTACTA
CCCATAGAAATGACTATTCGCATGCTAATTTCATCAGAAGATGTCTTGCACTCATGAGCTGTACCATCCCTAGGACTAAAAACTGATGCAATTCCGGGACGACTAAACCAAACGACTCTCATGGCCATGCGACCAGGGCTGTATTA
TGGCCAATGCTCGGAAATCTGTGGCTCTAACCACAGCTTCATGCCTATTGTTCTCGAACTAGTCCCACTGTCCTATTTCGAAAAATGATCCGCTTCAATATTATAAAATCATTAAGAAGCTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAG
ACTGAGAGTGCAAGTCTCTCCTTAATGGAGATGCCACAACTAGACACGTCAACATGGTTTATCACAATTCTATCTATAACTCTAACACTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATC

GCATGTATATATCACATGGAGAATTCTATGATTGATCATGTAACAAACAGAGCTACTGGCATGAAAATCATTGAGAAGTAGTCTAGCTTAAAGCTGAGAGTTAACTTTAG
AGTTTGAATTGTCACTCAGTGTCAGTTCGAGATGACCGTTTCTTGTCCTGAGAAGATGAATATTATTATGGGGATAGTGCTGATTGTAAAGGCGTAAGAAATTGTGGTCTTTACGTACTGTGGGTAGGATTTATCTTTATATGTTGA
AGTACTGGTTAGGATAATTGGTATTGTTAGCATGAGTAGGGCTGTAATAACGGAGGAGGTAAATAGATTGATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAATTTTTTGGTTCCTAAGACCAATGGATTACTTCTATCCTTTAAAAGTTGAAA
AAGCCATGATTTTATGCATGGGCGCATGAGTTAGCAGTTCTTGCATACTTTTTCGGTAAATAAAAAGATTTGAGCTTTTATTACTAGATTCACAATCTAATGTTTTTGTTAAACTATATTTACAATAAATGGGTCCTAGAATCATTTT
AGGGTTGAGAGATAGCAGTAGGATGGCTATAACTGTGAGTAGGAGAATAATTCCGATGTTTCATGTTTCTGAAAATAGGTATGAGCCGTAGTACAGACCCCGTCCCACGTGTATGAATAAGCAGATAAAGAATATTGAAGCCCCGT
TCGCGTGTATATATCGGATAACTCATCCGTAGTTAACGTCTCGACAGATATGGGCGACTGATGAGAAGGCTATAGTCGTGTCTGCTGTATAGTGTATGGCCAGGAATAGGCCCGTTAGGATTTGTAGGACCAGGCACACCCCAAGA
AGGGACCCGAAGTTTCATCATGCTGAGATATTTGATGGTGTTGGGAGGTCGATGAATGAGTTGTTGATGATTTTAGCTAGTGGGTGAGTTTTTCGGATGTTGGTCATTAAGATTCTTATAGTTGAAATACAACGGTGATTTTTCATG
TCATTAGTCATGGTTAGATTCCATGTGGGAATAATGGTAACATATACTGTGTTCATTTTAAGTGTTGTTTTTGTAATAGGTTTTGTAGGCTTTTCTTCTAAGCCCTCTCCTGTTTACGGGGGTTTAGTTTTAA
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HTOL?2

1
individuo
(Loja)

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGC
TTTACATGAGGACATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCA
TAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGCATATGGTAC
GTAACTCTACCTATTATTACAGCAAGCATCCCTCCCCAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGAGTAAATAATAGAGGTTTAAATCCTCTTATTTCTAGAATTATAGGAATCGAACCTAATCTTAAGAATCCA
AAAATCTTCGTGCTACCTGATTACACCACATCCTAGAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGTTTATCCCCTTCCCATACTAATAAATCCTCCCATTCTTACTATTATTATATCCACCATCGCTC
TAGGAACCATAATCGTTCTATTTAGCTCCCACTGATTTATAATCTGAATCGGTTTTGAAATAAATATACTGGCAATTATTCCCATTTTAATGAAAAAATTTAACCCACGAGCCGTAGAAGCCTCCACAAAATATTTTCTAACACAGGC
CACTGCATCCATGCTCCTCATACTAGGCATTATTATCAACTTACTATACTCAGGACACTGAACAATCTCAACAACTCTCAACCCAATCGCATCAACCGTGATCACCATTGCCCTAGCGATAAAACTTGGCCTATCTCCCTTCCACTTC
TGAGTTCCAGAAGTTACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGAGTAATCCTACTAACATGACAGAAAATCGCACCCTTGTCCGTTCTATACCAGATCTCACCATTCATTAACCCAAACTTATTAATAACAATGGCTATCACATACAAA
CCATAAAGACATTGGTACTCTCTATATCTTATTCGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACTGCCCTCAGCCTTCTAATCCGCGCTGAACTAGGTCAACCCGGAGCCCTGTTAGGGGATGATCAAATCTATAACGTGGTCGTAACTG
CCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCCTATTATAATCGGAGGTTTTGGAAACTGATTAGTGCCTTTAATAATTGGCGCTCCCGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGTTTCTGATTACTGCCACCATCCTT
CCTACTTCTTCTAGCCTCTTCCATAGTAGAAGCAGGTGCAGGGACTGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTAGCGGGCAATCTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGCGTTTCCTCCAT
TCTAGGAGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAATATGAAGCCTCCTGCAATATCTCAATACCAAACTCCTCTGTTCGTATGATCCGTCCTAATTACGGCGGTAAGGAGTCGAACCCCCTGAAATTGGTTTCAAGCCAATACCATA
ACCACTATGTCTCTCTCAATAAAGAGATATTAGTAAAAATTACATAACTTCGTCAGGGTTAAATTATAGGTGAAAATCCTTTATATCTCTATGGCGTATCCCTTTCAAATAGGCCTTCAAGACGCAACTTCTCCCATTATAGAAGAGC
TCCTACACTTCCACGACCATACATTAATGATTGTATTCCTGATTAGCTCTTTAGTTCTCTACATTATTTCAACTATGCTAACTACTAAACTAACGCACACAAACACAATAGATGCACAGGAAGTAGAAACGGTATGAACCATTCTACC
AGCCATTATCCTGGTTCTAATTGCACTCCCATCATTACGAATCCTCTATATAATGGATGAAATCAACAATCCTTTACTGACTGTAAAAACTATAGGCCATCAATGATACTGAAGTTACGAATATACGGACTATGAAGATTTGAACTTT
GATTCTTACATGATTCCAACACAAGAATTAAAGCCTGGAGAACTACGACTATTAGAAGTAGACAATCGAGCGGTACTACCCATAGAAATGACTATTCGCATGCTAATTTCATCAGAAGATGTCTTGCACTCATGAGCTGTACCATCC
CTAGGACTAAAAACTGATGCAATTCCGGGACGACTAAACCAAACGACTCTCATGGCCATGCGACCAGGGCTGTATTATGGCCAATGCTCGGAAATCTGTGGCTCTAACCACAGCTTCATGCCTATTGTTCTCGAACTAGTCCCACT

GTCCTATTTCGAAAAATGATCCGCTTCAATATTATAAAATCATTAAGAAGCTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGACTGAGAGTGCAAGTCTCTCCTTAATGGAGATGCCACAACTAGACACGTCAACATGGTTTATCACAATT
CTATCTATAACTCTAACACTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATC

GCATGTATATATCACATGGAGAATTCTATGATT
GATCATGTAACAAACAGAGCTACTGGCATGAAAATCATTGAGAAGTAGTCTAGCTTAAAGCTGAGAGTTAACTTTAGAGTTTGAATTGTCACTCAGTGTCAGTTCGAGATGACCGTTTCTTGTCCTGAGAAGATGAATATTATTATG

GGGATAGTGCTGATTGTAAAGGCGTAAGAAATTGTGGTCTTTACGTACTGTGGGTAGGATTTATCTTTATATGTTGAAGTACTGGTTAGGATAATTGGTATTGTTAGCATGCGAGTAGGGCTGTAATAACGGAGGAGGTAAATAGATT
GATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAATTTTTTGGTTCCTAAGACCAATGGATTACTTCTATCCTTTAAAAGTTGAAAAAGCCATGATTTTATGCATGGGCGCATGAGTTAGCAGTTCTTGCATACTTTTTCGGTAAATAAAAAGATT
TGAGCTTTTATTACTAGATTCACAATCTAATGTTTTTGTTAAACTATATTTACAATAAATGGGTCCTAGAATCATTTTAGGGTTGAGAGATAGCAGTAGGATGGCTATAACTGTGAGTAGGAGAATAATTCCGATGTTTCATGTTTCT
GAAAATAGGTATGAGCCGTAGTACAGACCCCGTCCCACGTGTATGAATAAGCAGATAAAGAATATTGAAGCCCCGTTCGCGTGTATATATCGGATAACTCATCCGTAGTTAACGTCTCGACAGATATGGGCGACTGATGAGAAGGC
TATAGTCGTGTCTGCTGTATAGTGTATGGCCAGGAATAGGCCCGTTAGGATTTGTAGGACCAGGCACACCCCAAGAAGGGACCCGAAGTTTCATCATGCTGAGATATTTGATGGTGTTGGGAGGTCGATGAATGAGTTGTTGATG
ATTTTAGCTAGTGGGTGAGTTTTTCGGATGTTGGTCATTAAGATTCTTATAGTTGAAATACAACGGTGATTTTTCATGTCATTAGTCATGGTTAGATTCCATGTGGGAATAATGGTAACATATACTGTGTTCATTTTAAGTGTTGTTT
TTGTAATAGGTTTTGTAGGCTTTTCTTCTAAGCCCTCTCCTGTTTACGGGGGTTTAGTTTTAA

HTOZ1

3
individuos
(Zamora)

TTTACTTATTTCATATATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATACCTTGCTTGGT
TTTACATGAGGACATGGACTTCAAAAACTCGTTCTGAAGACGTAGTCTGCAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAGTCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCA
TAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGCATATGGTAC
GTAACTCTACCTATTATTACAGCAAGCATCCCTCCCCAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGAGTAAATAATAGAGGTTTAAATCCTCTTATTTCTAGAATTATAGGAATCGAACCTAATCTTAAGAATCCA
AAAATCTTCGTGCTACCTGATTACACCACATCCTAGAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGTTTATCCCCTTCCCATACTAATAAATCCTCCCATTCTTACTATTATTATATCCACCATCGCTC
TAGGAACCATAATCGTTCTATTTAGCTCCCACTGATTTATAATCTGAATCGGTTTTGAAATAAATATACTGGCAATTATTCCCATTTTAATGAAAAAATTTAACCCACGAGCCGTAGAAGCCTCCACAAAATATTTTCTAACACAGGC
CACTGCATCCATGCTCCTCATACTAGGCATTATTATCAACTTACTATACTCAGGACACTGAACAATCTCAACAACTCTCAACCCAATCGCATCAACCGTGATCACCATTGCCCTAGCGATAAAACTTGGCCTATCTCCCTTCCACTTC
TGAGTTCCAGAAGTTACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGAGTAATCCTACTAACATGACAGAAAATCGCACCCTTGTCCGTTCTATACCAGATCTCACCATTCATTAACCCAAACTTATTAATAACAATGGCTATCACATACAAA
CCATAAAGACATTGGTACTCTCTATATCTTATTCGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACTGCCCTCAGCCTTCTAATCCGCGCTGAACTAGGTCAACCCGGAGCCCTGTTAGGGGATGATCAAATCTATAACGTGGTCGTAACTG
CCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCCTATTATAATCGGAGGTTTTGGAAACTGATTAGTGCCTTTAATAATTGGCGCTCCCGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGTTTCTGATTACTGCCACCATCCTT
CCTACTTCTTCTAGCCTCTTCCATAGTAGAAGCAGGTGCAGGGACTGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTAGCGGGCAATCTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGCGTTTCCTCCAT
TCTAGGAGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAATATGAAGCCTCCTGCAATATCTCAATACCAAACTCCTCTGTTCGTATGATCCGTCCTAATTACGGCGGTAAGGAGTCGAACCCCCTGAAATTGGTTTCAAGCCAATACCATA
ACCACTATGTCTCTCTCAATAAAGAGATATTAGTAAAAATTACATAACTTCGTCAGGGTTAAATTATAGGTGAAAATCCTTTATATCTCTATGGCGTATCCCTTTCAAATAGGCCTTCAAGACGCAACTTCTCCCATTATAGAAGAGC
TCCTACACTTCCACGACCATACATTAATGATTGTATTCCTGATTAGCTCCTTAGTTCTCTACATTATTTCAACTATGCTAACTACTAAACTAACGCACACAAACACAATAGATGCACAGGAAGTAGAAACGGTATGAACCATTCTACC
AGCCATTATCCTGGTTCTAATTGCACTCCCATCATTACGAATCCTCTATATAATGGATGAAATCAACAATCCTTTACTGACTGTAAAAACTATAGGCCATCAATGATACTGAAGTTACGAATATACGGACTATGAAGATTTGAACTTT
GATTCTTACATGATTCCAACACAAGAATTAAAGCCTGGAGAACTACGACTATTAGAAGTAGACAATCGAGCGGTACTACCCATAGAAATGACTATTCGCATGCTAATTTCATCAGAAGATGTCTTGCACTCATGAGCTGTACCATCC
CTAGGACTAAAAACTGATGCAATTCCGGGACGACTAAACCAAACGACTCTCATGGCCATGCGACCAGGGCTGTATTATGGCCAATGCTCGGAAATCTGTGGCTCTAACCACAGCTTCATGCCTATTGTTCTCGAACTAGTCCCACT

GTCCTATTTCGAAAAATGATCCGCTTCAATATTATAAAATCATTAAGAAGCTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGACTGAGAGTGCAAGTCTCTCCTTAATGGAGATGCCACAACTAGACACGTCAACATGGTTTATCACAATT
CTATCTATAACTCTAACACTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATC

GCATGTATATATCACATGGAGAATTCTATGATT
GATCATGTAACAAACAGAGCTACTGGCATGAAAATCATTGAGAAGTAGTCTAGCTTAAAGCTGAGAGTTAACTTTAGAGTTTGAATTGTCACTCAGTGTCAGTTCGAGATGACCGTTTCTTGTCCTGAGAAGATGAATATTATTATG
GGGATAGTGCTGATTGTAAAGGCGTAAGAAATTGTGGTCTTTACGTACTGTGGGTAGGATTTATCTTTATATGTTGAAGTACTGGTTAGGATAATTGGTATTGTTAGCATGAGTAGGGCTGTAATAACGGAGGAGGTAAATAGATT
GATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAATTTTTTGGTTCCTAAGACCAATGGATTACTTCTATCCTTTAAAAGTTGAAAAAGCCATGATTTTATGCATGGGCGCATGAGTTAGCAGTTCTTGCATACTTTTTCGGTAAATAAAAAGATT
TGAGCTTTTATTACTAGATTCACAATCTAATGTTTTTGTTAAACTATATTTACAATAAATGGGTCCTAGAATCATTTTAGGGTTGAGAGATAGCAGTAGGATGGCTATAACTGTGAGTAGGAGAATAATTCCGATGTTTCATGTTTCT
GAAAATAGGTATGAGCCGTAGTACAGACCCCGTCCCACGTGTATGAATAAGCAGATAAAGAATATTGAAGCCCCGTTCGCGTGTATATATCGGATAACTCATCCGTAGTTAACGTCTCGACAGATATGGGCGACTGATGAGAAGGC
TATAGTCGTGTCTGCTGTATAGTGTATGGCCAGGAATAGGCCCGTTAGGATTTGTAGGACCAGGCACACCCCAAGAAGGGACCCGAAGTTTCATCATGCTGAGATATTTGATGGTGTTGGGAGGTCGATGAATGAGTTGTTGATG
ATTTTAGCTAGTGGGTGAGTTTTTCGGATGTTGGTCATTAAGATTCTTATAGTTGAAATACAACGGTGATTTTTCATGTCATTAGTCATGGTTAGATTCCATGTGGGAATAATGGTAACATATACTGTGTTCATTTTAAGTGTTGTTT
TTGTAATAGGTTTTGTAGGCTTTTCTTCTAAGCCCTCTCCTGTTTACGGGGGTTTAGTTTTAA

HTOZ2

TTTACTTATTTCATATATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTT-
CCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATACCTTGCTTGGTTTTACATGAGGACATGGACTTCAAAAACTCGTTCTGAAGACGTAGTCTGCAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCT
TAGTCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCC
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5
individuos
(Zamora)

AATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGCATATGGTACGTAACTCTACCTATTATTACAGCAAGCATCCCTCCCCAAACATAAGAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGA
GTAAATAATAGAGGTTTAAATCCTCTTATTTCTAGAATTATAGGAATCGAACCTAATCTTAAGAATCCAAAAATCTTCGTGCTACCTGATTACACCACATCCTAGAGTAAGGTCAGCTAAATAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAA
ATGTTGGTTTATCCCCTTCCCATACTAATAAATCCTCCCATTCTTACTATTATTATATCCACCATCGCTCTAGGAACCATAATCGTTCTATTTAGCTCCCACTGATTTATAATCTGAATCGGTTT TGAAATAAATATACTGGCAATTAT
TCCCATTTTAATGAAAAAATTTAACCCACGAGCCGTAGAAGCCTCCACAAAATATTTTCTAACACAGGCCACTGCATCCATGCTCCTCATACTAGGCATTATTATCAACTTACTATACTCAGGACACTGAACAATCTCAACAACTCTC
AACCCAATCGCATCAACCGTGATCACCATTGCCCTAGCGATAAAACTTGGCCTATCTCCCTTCCACTTCTGAGTTCCAGAAGTTACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGAGTAATCCTACTAACATGACAGAAAATCGCACCCTTG
TCCGTTCTATACCAGATCTCACCATTCATTAACCCAAACTTATTAATAACAATGGCTATCACATACAAACCATAAAGACATTGGTACTCTCTATATCTTATTCGGTGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACTGCCCTCAGCCTTCTAATC
CGCGCTGAACTAGGTCAACCCGGAGCCCTGTTAGGGGATGATCAAATCTATAACGTGGTCGTAACTGCCCATGCATTCGTAATAATCTTCTTTATAGTAATGCCTATTATAATCGGAGGTTTTGGAAACTGATTAGTGCCTTTAATA
ATTGGCGCTCCCGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATGAGTTTCTGATTACTGCCACCATCCTTCCTACTTCTTCTAGCCTCTTCCATAGTAGAAGCAGGTGCAGGGACTGGTTGAACTGTTTACCCCCCTCTAGCGGGCAAT
CTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTTTCCCTACATTTAGCAGGCGTTTCCTCCATTCTAGGAGCTATTAACTTTATTACCACTATTATCAATATGAAGCCTCCTGCAATATCTCAATACCAAACTCCTCTGTTCG
TATGATCCGTCCTAATTACGGCGGTAAGGAGTCGAACCCCCTGAAATTGGTTTCAAGCCAATACCATAACCACTATGTCTCTCTCAATAAAGAGATATTAGTAAAAATTACATAACTTCGTCAGGGTTAAATTATAGGTGAAAATCC
TTTATATCTCTATGGCGTATCCCTTTCAAATAGGCCTTCAAGACGCAACTTCTCCCATTATAGAAGAGCTCCTACACTTCCACGACCATACATTAATGATTGTATTCCTGATTAGCTCCTTAGTTCTCTACATTATTTCAACTATGCTA
ACTACTAAACTAACGCACACAAACACAATAGATGCACAGGAAGTAGAAACGGTATGAACCATTCTACCAGCCATTATCCTGGTTCTAATTGCACTCCCATCATTACGAATCCTCTATATAATGGATGAAATCAACAATCCTTTACTG
ACTGTAAAAACTATAGGCCATCAATGATACTGAAGTTACGAATATACGGACTATGAAGATTTGAACTTTGATTCTTACATGATTCCAACACAAGAATTAAAGCCTGGAGAACTACGACTATTAGAAGTAGACAATCGAGCGGTACTA
CCCATAGAAATGACTATTCGCATGCTAATTTCATCAGAAGATGTCTTGCACTCATGAGCTGTACCATCCCTAGGACTAAAAACTGATGCAATTCCGGGACGACTAAACCAAACGACTCTCATGGCCATGCGACCAGGGCTGTATTA
TGGCCAATGCTCGGAAATCTGTGGCTCTAACCACAGCTTCATGCCTATTGTTCTCGAACTAGTCCCACTGTCCTATTTCGAAAAATGATCCGCTTCAATATTATAAAATCATTAAGAAGCTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAG
ACTGAGAGTGCAAGTCTCTCCTTAATGGAGATGCCACAACTAGACACGTCAACATGGTTTATCACAATTCTATCTATAACTCTAACACTATTTATTGTATTCCAACTAAAAATC

GCATGTATATATCACATGGAGAATTCTATGATTGATCATGTAACAAACAGAGCTACTGGCATGAAAATCATTGAGAAGTAGTCTAGCTTAAAGCTGAGAGTTAACTTTAG
AGTTTGAATTGTCACTCAGTGTCAGTTCGAGATGACCGTTTCTTGTCCTGAGAAGATGAATATTATTATGGGGATAGTGCTGATTGTAAAGGCGTAAGAAATTGTGGTCTTTACGTACTGTGGGTAGGATTTATCTTTATATGTTGA
AGTACTGGTTAGGATAATTGGTATTGTTAGCATGAGTAGGGCTGTAATAACGGAGGAGGTAAATAGATTGATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAATTTTTTGGTTCCTAAGACCAATGGATTACTTCTATCCTTTAAAAGTTGAAA
AAGCCATGATTTTATGCATGGGCGCATGAGTTAGCAGTTCTTGCATACTTTTTCGGTAAATAAAAAGATTTGAGCTTTTATTACTAGATTCACAATCTAATGTTTTTGTTAAACTATATTTACAATAAATGGGTCCTAGAATCATTTT
AGGGTTGAGAGATAGCAGTAGGATGGCTATAACTGTGAGTAGGAGAATAATTCCGATGTTTCATGTTTCTGAAAATAGGTATGAGCCGTAGTACAGACCCCGTCCCACGTGTATGAATAAGCAGATAAAGAATATTGAAGCCCCGT
TCGCGTGTATATATCGGATAACTCATCCGTAGTTAACGTCTCGACAGATATGGGCGACTGATGAGAAGGCTATAGTCGTGTCTGCTGTATAGTGTATGGCCAGGAATAGGCCCGTTAGGATTTGTAGGACCAGGCACACCCCAAGA
AGGGACCCGAAGTTTCATCATGCTGAGATATTTGATGGTGTTGGGAGGTCGATGAATGAGTTGTTGATGATTTTAGCTAGTGGGTGAGTTTTTCGGATGTTGGTCATTAAGATTCTTATAGTTGAAATACAACGGTGATTTTTCATG
TCATTAGTCATGGTTAGATTCCATGTGGGAATAATGGTAACATATACTGTGTTCATTTTAAGTGTTGTTTTTGTAATAGGTTTTGTAGGCTTTTCTTCTAAGCCCTCTCCTGTTTACGGGGGTTTAGTTTTAA

Identificacion de los haplotipos y nimero de individuos (n). Los colores representan las secuencias de las regiones analizadas en este estudio:
ND6-CytB, ND4-ND5 y , ¥ secuencias las regiones HVRI, ND1-ND2, COI Parcial y COI-COI1-ATP8 analizadas en estudios
previos reportados por Cueva (2018), Moreta (2020), Vallejo (2021) y Guallasamin (2023).




Tabla 3. Namero de haplotipos, indices de diversidad genética (Hd, ) y pruebas de neutralidad (D de Tajima, Fs de Fu) de los 3

marcadores moleculares mitocondriales disefiados en este estudio y de 2 regiones concatenadas del ADN mitocondrial de Tremarctos
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ornatus.
Poblacion No Diversidad de Diversidad de
Marcador ADNmt (pb) ) Ha Iofi 0s Haplotipos Nucleétidos D de Tajima** | valor p | Fsde Fu** | valor p
PIOHIP (Ha + sd) (n £ sd)

ATP6-COIII (653 pb) Total (22) 3 0.658 + 0.052 0.0047 £ 0.0028 2.704 0.998 5.262 0.983
ND4-ND5 (575 pb) Total (22) 2 0.5195 + 0.0379 | 0.001807 £ 0.001395 2.025 0.985 3.154 0.914
ND6-CytB (549 pb) Total (22) 2 0.5195 + 0.0379 | 0.010409 £ 0.005783 3.092 1.000 12.181 1.000

Regién Concatenada 1

(ATP6-COIII + ND4-

ND5 + ND6-CytB) Total (22) 3 0.658 + 0.0519 | 0.005535 + 0.002939 3.281 1.000 13.819 1.000
(1777 pb) *

Region Concatenada 2 | pmQ (10) 3 0.6222 +0.1383 | 0.000159 + 0.000147 0.015 0.727 -0.156 0.312

(HVRI + ND1-ND2 + -

COI Parcial + COI-COIlI- | Loja (4) 2 0.5 +0.2652 0.000782 + 0.000598 -0.809 0.166 3.251 0.920
ATP8 + ATP6-COIll + | 7amora (8) 2 0.5357 +0.1232 | 0.000120 + 0.000125 0.000 1.000 0.866 0.553

ND4-ND5 + ND6-CytB)
(4476 pb) * Total (22) 7 0.8571 £0.0402 | 0.004381 + 0.002249 3.276 1.000 10.555 0.998

* Regidn Concatenada 1 (ATP6-COIII + ND4-ND5 + ND6-CytB): corresponde a la union de los 3 marcadores de ADNmt individuales disefiados
para este estudio; Regidon Concatenada 2 (HVRI + ND1-ND2 + COl Parcial + COI-COII-ATP8 + ATP6-COIIl + ND4-ND5 + ND6-CytB): incluye
los marcadores de la Regién Concatenada 1 mas los 4 marcadores moleculares mitocondriales (de los mismos individuos muestreados) de estudios
previos reportados por Cueva (2018), Moreta (2020), Vallejo (2021) y Guallasamin (2023).

** No existe significancia estadistica en las pruebas de neutralidad (valor p > 0.05)




Tabla 4. Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) de las regiones concatenadas
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Region Concatenada 1*

Region Concatenada 2*

Fuente de

I Suma de | Componentes % Valor Fuente de | Sumade | Componentes % Valor
Variacion gl cuadrados | de Varianza | Variacion P Variacion g.l cuadrados | de Varianza | Variacion P
Entre 2 103.273 7.47368 Va 100.00 0.00 Ent_re 2 195.584 14.07546 Va 96.28 0.00
poblaciones poblaciones
Dentro Dentro
de las 19 0.00 0.0000 Vb 0.00 de las 19 10.325 0.54342 Vb 3.72
poblaciones poblaciones
Total 21 | 103.273 Total 21 | 205.909
Indice de EST: 1.00 Indice de FST: 0.96293
Fijacion Fijacion

* Region Concatenada 1: corresponde a la union de los 3 marcadores de ADNmt individuales disefiados para este estudio; Region Concatenada
2: incluye los marcadores de la Region Concatenada 1 mas los 4 marcadores moleculares mitocondriales (de los mismos individuos muestreados)
de estudios previos reportados por Cueva (2018), Moreta (2020), Vallejo (2021) y Guallasamin (2023).

g.l., grados de libertad

FST, indice de Fijacion
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Figura 1. Mapa de Ecuador con las localidades de muestreo de los 22 individuos en analisis

Mapa de los puntos geograficos (Anexo 1) de coleccion de muestras realizado en QGis v.3.32.3 (Kurt et al., 2016).
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Figura 2. Redes de haplotipos de los marcadores de ADNmt individuales disefiados para este estudio
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(a) Mapa genético del ADN mitocondrial de Tremarctos ornatus (accesion MW556430.1 NCBI) con los genes (ARNm, ARNt, ARNr) y
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regiones no codificantes. Se muestran las regiones analizadas en este estudio: ND6-CytB, y , Y las regiones HVRI, ND1-
ND2, COl Parcial y COI-COII-ATP8 analizadas en estudios previos reportados por Cueva (2018), Moreta (2020), Vallejo (2021) y Guallasamin
(2023). (b) Red de haplotipos de ND6-CytB. (c) Red de haplotipos de ND4-ND5. (d) Red de haplotipos de ATP6-COIII. Cada circulo representa
un haplotipo distinto y esta dividido en fracciones de acuerdo con el nimero de individuos que pertenece a cada haplotipo. Los colores representan
la localidad de los individuos (Quito, Loja, Zamora Chinchipe) y las lineas verticales cortas representan el nimero de sitios polimorficos
(cambios de nucleotidos) existentes entre cada haplotipo.
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Figura 3. Redes de haplotipos de las Regiones Concatenadas

(a) Red de haplotipos de la Region Concatenada 1, que contiene las secuencias de los 3 marcadores moleculares de ADNmt individuales
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disefiados para este estudio: ATP6-COIIl + ND4-ND5 + ND6-CytB. (b) Red de haplotipos de la Regién Concatenada 2 que contiene los 3
marcadores moleculares de la Regidén Concatenada 1 més las secuencias de 4 marcadores moleculares mitocondriales de estudios previos (HVRI
+ ND1-ND2 + COI Parcial + COI-COII-ATP8 + ATP6-COIIl + ND4-ND5 + ND6-CytB). Cada circulo representa un haplotipo distinto y esta
dividido en fracciones de acuerdo con el nimero de individuos que pertenece a cada haplotipo. Los colores representan la localidad de los
individuos (Quito, Loja, Zamora Chinchipe) y las lineas cortas representan el nimero de sitios polimérficos existentes entre cada haplotipo.
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Figura 4. Arbol filogenético de los 22 individuos muestreados, construido con el método Maximum-Likelihood y un modelo de sustitucion
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY).

Se evidencian dos grupos, uno agrupa a todos los individuos provenientes de Zamora Chinchipe y Loja, y otro agrupa a todos los individuos de
Quito. Se utilizo la secuencia del genoma de ADNmt de Ursus americanus como outgroup (Accesion GenBank: NC_003426.1)
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ANEXOS

Anexo 1. Informacion de los 22 individuos muestreados: identificacion, localidad, cuantificacion del ADN y haplotipo al que pertenecen.

Cadigo

Cadigo

POb('rf‘]‘)Cié” de de Localidad Latitud | Longitud | P09 CXB“NGQESS” A260/280 | A260/230 | Haplotipo
Individuo | muestra

O1H3M DMQ1 Lulumbamba 0.09 -78.48 Pelo 9.5 2.0 0.8 HTOQ1
23M8 DMQ3 Cambugan 0.16 -78.52 Pelo 0.7 1.2 -0.2 HTOQ?2
Ind2 DMQ4 Bellavista 3 0.15 -78.56 Pelo 4.7 15 -14 HTOQ1
25M9 DMQ5 Gavilanes 0.07 -78.58 Pelo 1.9 -11.5 0.4 HTOQ1
Quito 201 DMQS8 Gavilanes 0.07 -78.58 Pelo 6.7 5.0 0.2 HTOQ1
(10) 5M5 DMQC Campamento 0.10 -78.63 Pelo 0.1 0.2 0.0 HTOQ2
21M7 DMQD Bellavista 3 0.15 -78.56 Pelo 0.0 -0.7 0.0 HTOQ3
35l DMQE Campamento 0.10 -78.63 Pelo 1.3 19 -0.2 HTOQ3
YUMBO | DMQK Santa Lucia 0.02 -78.61 Pelo 43.5 2.0 1.0 HTOQ1
Indl DMQL Curipogrio 0.15 -78.59 Pelo 2.4 12.8 0.3 HTOQ1
UTPLO02 | UTPL2 Reserva Madrigal -4.04 -79.17 Heces 5.7 1.9 0.2 HTOL1
Loja UTPLO13 | UTPL13 Reserva Madrigal -4.04 -79.17 Heces 16.2 2.1 0.4 HTOL1
4) UTPLO18 | UTPL18 | Parque Nacional Podocarpus | -4.04 -79.17 Saliva 1.9 -11.1 0.1 HTOL1
UTPLO32 | UTPL32 | Parque Nacional Podocarpus | -4.12 -79.17 Saliva 9.2 2.2 0.4 HTOL2
Zamora C5LB Z2 Paquisha, Rio Blanco -3.91 -78.49 Pelo 7.2 1.9 1.4 HTOZ1
(8) D5LBC Z3 Paquisha, Rio Blanco -3.9 -78.49 Pelo 2.5 1.0 0.2 HTOZ1
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A4LA Z5 Paquisha, Rio Blanco -3.93 -78.50 Pelo 2.7 1.3 0.5 HTOZ2
14C Z7 Paquisha, Rio Blanco -3.85 -78.50 Pelo 14.6 1.9 0.5 HTOZ1
A2C Z9 Paquisha, Rio Blanco -3.82 -78.50 Pelo 6.3 1.6 0.5 HTOZ2

A2A2B2 Z12 Paquisha, Rio Blanco -3.82 -78.50 Pelo 1.8 1.1 -2.2 HTOZ2
A2A2B2 Z13 Paquisha, Rio Blanco -3.82 -78.50 Pelo 17.0 1.9 0.8 HTOZ2
R2LA2I Z14 Paquisha, Rio Blanco -3.82 -78.50 Pelo 1.6 1.8 1.6 HTOZ2




Anexo 2. Set de primers utilizado para la amplificacion de los 3 marcadores moleculares de ADNmt
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Marcador VEIEND | A Tm Ta Off-
esperado final Secuencia primer (5- 37) o o %GC Comentarios
ADNmt °C) | (°C) targets
(pb) (bp)
Forward | CAACATCACTGCAGGTCACT 59 50 _ No dimeros/
ATP6 - COllI 680 676 58 Ninguno L
Reverse | AGTGATAAGTAGAGCCTGGAGT | 59 45 no hairpins
Forward | TCAAGCCATCCTTCACACGA 60 50 _ No dimeros/
ND4 - ND5 649 575 60 Ninguno -
Reverse | ATTGGTTAATGTTGGGGTCG 57 45 no hairpins
Forward | AGTACGATACCACATCCAACA 57 43 . No dimeros/
ND6 - CytB 604 549 60 N L
y Reverse | GGACGTACCCCATGAATGCT | 60 55 | 94" | no hairpins

Los primers fueron disefiados por Dario F. Cueva y validados por Doménica Barragan. Los parametros especificados incluyen a la temperatura

de melting (Tm), temperatura de annealing (Ta), y contenido de guanina-citosina (%GC)



Anexo 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los amplicones obtenidos a partir de la PCR de los marcadores de ADNmt
disefiados para este estudio (ATP6-COII1l; ND4-ND5; ND6-CytB).

DMBE BNR0 SMes vzs_ SIS es DMQ1 DMQ3 -DMQ4 DMQ5 DMQ8 C(+)

L5

Proyecto Osos: ATP6-COI Il RS 5 Proyecto osos: ND4 - ND5
Doménica Barragan 3 ) . Domeénica Barragan
09-11-2022 i > 09/09/2022

Proyecto osos: ND6-CytB
Doménica Barragan
23/09/2022
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Anexo 4.

Resumen de haplotipos e indices de diversidad (Hq; ) reportados en estudios previos en Quito, Loja'y Zamora Chinchipe

Marcador ADNmt

No.

Diversidad de

Diversidad de

Poblacion (n) . Haplotipos Nucleotidos Referencia
(pb) Haplotipos (Ha) )
HVRI del D-Loop .
(600 pb) Quito (38) 4 0.7055 0.001772 Cueva (2018)
HVRI del D-Loop .
(600 pb) Loja (26) 3 0.526 0.00691 Moreta (2020)
HVR('6%%' 5)')'-00'0 Zamora Chinchipe (12) 2 0.530 0.00115 Vallejo (2021)
HVRI + ND1-ND2 + Total (23) Guallasamin
COl Parcial + COI- Quito (10) + Loja (5) + 7 0.8617 0.0036 (2023)

COII-ATPS8 (2731 pb)

Zamora Chinchipe (8)




