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Resumen

Ilex guayusa es una planta que se encuentra en la Amazonia ecuatoriana. A pesar de ser
ampliamente utilizada de manera tradicional por varios grupos indigenas, la informacién sobre
su historia, distribucion y cultivo es muy limitada. En este estudio se analiz6 la diversidad
genética de guayusa en diferentes localidades de Sucumbios, Napo, Orellana, Pastaza, Morona
Santiago y Zamora Chinchipe. Se utilizaron 12 primers ISSRs en 157 individuos de guayusa,
de los cuales 9 amplificaron regiones entre microsatélites en 100% de las muestras dando un
total de 106 bandas (85.85% polimdrficas), con un promedio de 11.77 bandas por primer. Se
obtuvo una variabilidad dentro y entre poblaciones de 82% y 18% respectivamente. Las
distancias genéticas de Nei indican una diversidad genética reducida, siendo mayor la
distancia entre la poblacion de Napo y Zamora Chinchipe (0.086) y la menor entre la
poblacién de Napo y Orellana (0.013). El andlisis de con STRUCTURE (K=2), sugiere dos
posibles lineas ancestrales, la primera comprende los individuos de la poblacién de Sucumbios
y parte de los individuos de la poblacion de Napo; y la segunda el resto de individuos de Napo
y de las poblaciones de las provincias de Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora
Chinchipe. La agrupacion obtenida con STRUCTURE se ve apoyada por el dendrograma
(Neighbor Joining) y analisis de clusters (PCoA) basados en las distancias genéticas. Este es el
primer estudio de diversidad genética en llex guayusa por lo que es necesario extender el
andlisis a un mayor numero de poblaciones en estudios futuros, con el fin de comprender de
mejor manera la estructura poblacional y diversidad genética de la guayusa en el Ecuador. El
obtener esta informacion contribuye a evaluar el estado de conservacion de la guayusa y a
llevar a cabo planes de manejo adecuado como el establecimiento de sistemas agroforestales
gue permitan conservar la diversidad genética de esta especie.



Abstract

llex guayusa is a plant found in the Ecuadorian Amazon. Although broadly used
traditionally by various indigenous groups, the information about its history, distribution and
culture is very limited. In this study, the genetic diversity of guayusa from different locations
of the Sucumbios, Napo, Orellana, Pastaza, Morona Santiago and Zamora Chinchipe
provinces was determined. Twelve ISSRs primers were used on a total of 157 guayusa
individuals, from which 9 amplified in 100% of the samples, giving a total of 106 bands
(85.85% polymorphic) , with an average of 11.77 bands per primer. The variability between
and within populations was 82% and 18% respectively. Nei genetic distances indicated a
reduced genetic diversity between populations, being the distance between Napo and Zamora
Chinchipe (0.0086) the greatest, and the distance between Napo and Orellana (0.013) the
lowest. The population structure analysis STRUCTURE (K=2), suggested two possible
ancestral lines. The first ancestral line comprised the individuals from the population of
Sucumbios and some individuals from the population of Napo. The second ancestral line
comprised the remaining individuals of the population of Napo and the populations of
Orellana, Pastaza, Morona Santiago and Zamora Chinchipe. The groups obtained with
STRUCUTRE were supported by the Neighbor Joining (dendrogram) and cluster analysis
(PCoA) inferred from genetic distances. This present study is the very first involving llex
guayusa, making it necessary to assess a greater number of individuals from various
populations with the aim of having a broader understanding of the population structure and
genetic diversity of guayusa in Ecuador. Obtaining this information contributes to evaluate
guayusa’s conservation status and also to develop adequate management plans such as the
establishment of agroforestry systems allowing the conservation of the genetic variability of
this species.
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1. Introduccion

1.1.Género llex

llex es uno de los dos géneros que conforman la familia Aquifoliaceae y comprende
alrededor de 600 especies que poseen una notable diversidad morfologica; incluyendo
arbustos; arboles perennifolios y &rboles deciduos de gran importancia econdémica (Cuénoud et
al., 2000). Las plantas del género llex son de funcionalidad decidua; sus flores masculinas
poseen pistilos rudimentarios y sus flores femeninas estambres estériles. EIl polen de llex es
muy caracteristico por lo que se ha podido rastrear remanentes fosiles de este género que datan
de hace aproximadamente 90 millones de afios (edad Turoniana); y se ha establecido que este
género era ya cosmopolita durante el Cretaceo. En la actualidad, las especies de llex se
encuentran distribuidas en su mayoria en América, Asia y Europa. Junto con el Este de Asia,
Sudamérica es considerada una de las éareas principales de diversificacion de llex;
encontrandose el mayor nimero de especies en zonas tropicales y subtropicales (Gottlieb et

al., 2005).

Varias especies de Ilex son utilizadas a nivel mundial por grupos étnicos con el fin de
elaborar bebidas con propiedades medicinales para su consumo diario. De estas plantas se han
aislado compuestos como polifenoles, flavonoides, saponinas y glucésidos que poseen
actividades antiinflamatorias, antimicrobianas, antiparasitarias y antioxidantes. Estas
caracteristicas convierten al género llex en una fuente botanica de compuestos activos con

potencial uso farmaceutico (Hao et al., 2013).

En Sudamérica se prepara bebidas populares con un profundo trasfondo cultural, a

partir de tres especies de llex: la yerba mate, elaborada a partir de las partes aéreas de llex
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paraguariensis St-Hil; el té, a partir de llex tarapotina; y la guayusa, a partir de las hojas de
llex guayusa. Todas estas bebidas contienen diferentes cantidades alcaloides como

metilxantinas, cafeina y teobrominas (Crown, 2012).

1.2. llex guayusa

La guayusa es un arbol perenne que puede llegar a medir 20 metros de altura. Su
tronco es de corteza blanca de textura lisa y sus hojas son coriaceas dentadas. llex guayusa es
una planta dioica, su flor posee una corola de color blanco; el nimero de estambres es igual al
de los pétalos y su fruto es una baya verde en forma de globo de aproximadamente un

centimetro de ancho (Caranqui et al., 2012).

En la Amazonia ecuatoriana, llex guayusa es la planta mas utilizada y cosechada por
grupos étnicos como los Kichwas (Innerhofer et al., 2011). Los Kichwas utilizan las hojas de
la guayusa para preparar una bebida matutina, rica en cafeina, con el proposito de
proporcionarles buena suerte en la caza y pesca, y también para la proteccion contra mordidas
de serpientes (Crown, 2012; Bennett, 1992; Innerhofer et al., 2011). Los Jivaros y Achuar
también beben grandes cantidades de té de guayusa, para luego vomitarlo; con lo cual se
reduce el ingreso excesivo de cafeina evitando trastornos del sistema nervioso central. Este
ritual es realizado a diario, antes de empezar el dia (Lewis et al., 1991). Las hojas de la
guayusa también pueden ser consumidas en forma de té en casos de gastritis, como relajante y

para aumentar la fertilidad en mujeres (Tene, et al. 2007).
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1.3. Diversidad genética

La guayusa es comercializada como té en el Ecuador, pero se conoce poco sobre su
historia, distribucién y cultivo. Es por esto que estudios de diversidad genética podrian ayudar
a entender cudl es el estado de conservacion de ésta especie y de sus poblaciones en los sitios
en donde se la cultiva y, a partir de esta informacion, plantear programas de manejo y

conservacion.

La diversidad genética es una de las medidas para evaluar la conservacion de una
especie, es decir qué tan propensa es a volverse extinta o permanecer en el tiempo (Reed et al.,
2003). Esto es debido a que la diversidad genética es requerida para que una poblacion
evolucione en respuesta a cambios ambientales. La diversidad genética se ve reflejada en los
niveles de heterocigosidad de una especie y la heterocigosidad, a su vez, esta correlacionada
con la capacidad de un genotipo de persistir y ser transmitido a las siguientes generaciones; es
decir su eficacia biologica. Niveles bajos de heterocigosidad estan relacionados directamente

con la reduccion de la eficacia bioldgica de la poblacion (Reed et al., 2003; Lacy, 1987).

La disminucidn de la heterocigosidad de los individuos de una poblacion puede llevar a
efectos deletéreos como una menor variabilidad y fecundidad, producto de la pérdida de alelos
(Reed et al., 2003; Lacy, 1987). Con la pérdida de estos alelos viene la pérdida de la
flexibilidad evolutiva conferida por la diversidad genética. La falta de variabilidad entre
individuos, a partir de la cual la seleccion natural pueda actuar, hace que las poblaciones se
vuelvan vulnerables a nuevos predadores, enfermedades, parésitos, condiciones climaticas y
competidores (Lacy, 1987). Los estudios moleculares de diversidad genética pueden ser

utilizados para evaluar la eficacia bioldgica de una poblacion y tomar decisiones con respecto
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a su conservacion. La variabilidad genética provee estimados sobre la habilidad de una
poblacién para responder a presiones selectivas producto de un ambiente cambiante (Reed et

al., 2003).

Las précticas agricolas actuales pueden dar paso a una pérdida de diversidad genética
conocida como erosién genetica (Esquinas-Alcazar, 2005). En varios cultivos se da prioridad a
la produccion basada en uniformidad, en lugar de una produccion mas diversificada.
Diferentes variedades de un mismo cultivo pueden tener caracteristicas genéticas favorables
que pueden conferir ventajas para la supervivencia y que se pierden al solo enfocarse en
cultivos homogéneos (Esquinas-Alcazar, 2005). La reduccion en el pool genético que esta
disponible para la seleccion natural, y para la seleccion por parte de agricultores y generadores
de nuevas variedades, incrementa la vulnerabilidad de los cultivos a cambios ambientales
repentinos. Por otro lado, la diversidad genética y la funcionalidad de los ecosistemas también
estan relacionadas. La diversidad genética resulta de gran importancia para la dinamica de
recursos y estabilidad del ecosistema ya que incrementa las interacciones beneficiosas y
funciones complementarias. Las poblaciones deben mantener su diversidad genética para

minimizar el riesgo de extincion (Reed et al., 2003; Lacy, 1987).

1.4. Marcadores moleculares

Una de las herramientas para evaluar la diversidad genética de una poblacion son los
marcadores moleculares, los cuales generan un perfil especifico de ADN para un individuo
(Bornet et al., 2001). Un marcador molecular es cualquier fragmento de ADN polimoérfico que
indica una determinada posicién en un genoma, y que tiene una expresion identificable

(Cubero, 2002). En la actualidad existen varios tipos de marcadores moleculares. Las
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isoenzimas han sido utilizadas para caracterizar la diversidad genética de especies de plantas
pero suelen no tener un poder de discriminacion suficiente para realizar una distincion entre
individuos. Las técnicas de ADN basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
como los microsatélites, amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD), repeticion de
secuencia interna simple (ISSR) y polimorfismos en longitud de segmento amplificados
(AFLP) son las mas empladas. Esto se debe a que estos marcadores proveen un mayor niumero
de loci potencialmente polimérficos. Ademas, requieren de una cantidad reducida de tejido
siendo técnicas que conservan la integridad de los organismos que se encuentren en estudio.

(Escudero et al., 2003).

1.5. ISSRs

Los ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) son marcadores moleculares dominantes
que permiten evaluar la variacién entre las regiones microsatélite que se encuentran dispersas
en el genoma. Los microsatélites son secuencias simples repetidas en tandem (constan de
motivos que pueden ser penta, tetra, tri o dinucle6tidos) y se encuentran entre secuencias no
repetidas del genoma. Los ISSRs son amplificados por PCR mediante un primer de secuencia
complementaria a un microsatélite. EI momento en el que dos microsatélites con orientacion
invertida se encuentran a una distancia amplificable, el primer complementario a ellos puede
dar paso a la amplificacion del segmento de ADN intermedio. De esta manera se genera un
patron para cada individuo analizado en base al polimorfismo detectado con la ausencia o

presencia de los productos de amplificacién (Zietkiewicz et al., 1994).

Los marcadores moleculares ISSR son una herramienta empleada en varias areas de

estudio de plantas. Son utilizados para inferir las relaciones filogenéticas dentro de especies y
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ente especies cercanas utilizando analisis tanto de distancia como de parsimonia. También
pueden ser utilizados para el mapeo genomico, biologia de la evolucion y diversidad genética
(Pradeep et al., 2002; Zietkiewicz et al., 1994). Debido a que la tasa de mutacion dentro de los
microsatélites es considerablemente mas alta que en la mayoria de otros tipos de ADN, la
probabilidad de encontrar polimorfismos en estas secuencias es mucho mayor (Pradeep, et al.
2002; Zietkiewicz, et al. 1994). La fuente de variabilidad en los ISSRs puede ser atribuida a
varias razones. Las mutaciones en el lugar de unién de los primers, al igual que inserciones o
deleciones en la region SSR o en la region entre SSRs, son eventos que pueden generar
polimorfismos de presencia o ausencia de amplificacién. Los polimorfismos encontrados
también varian con la naturaleza del primer, dependiendo de si es anclado, es decir que posee
nucleotidos adicionales en el extremo 3" 0 57, 0 no anclado, es decir simplemente la secuencia

del motivo repetido complementario al microsatélite (Pradeep et al., 2002).

En este proyecto se evalud la diversidad genética de 157 individuos pertenecientes a llex
guayusa distribuidos en las provincias de Sucumbios, Napo, Orellana, Pastaza, Morona
Santiago y Zamora Chinchipe de la Amazonia ecuatoriana utilizando 9 primers marcadores
ISSR. Esto permitié conocer la distribucion, diversidad genética y estructura poblacional de un
cultivo no convencional y con mucho potencial econémico en nuestro pais con el fin de tener

una base para estudios posteriores que ayuden al manejo 6ptimo de guayusa.
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Objetivos

2.1. General
Determinar la diversidad genética de 157 individuos de llex guayusa de las seis

provincias de la Amazonia ecuatoriana mediante el uso de marcadores ISSRs.

2.2. Especificos
Estandarizar un protocolo para la extraccion de ADN para guayusa.

Estandarizar un protocolo para la amplificacion de marcadores moleculares ISSR,
mediante PCRS, para muestras de ADN de guayusa.

Establecer el nivel de diversidad genética y estructura poblacional a partir de los
polimorfismos encontrados en 157 individuos de llex guayusa de las seis provincias de

la Amazonia ecuatoriana usando 9 primers marcadores ISSRs.
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3. Areade estudio

El material biologico que se utilizd en este estudio fueron hojas jovenes de 157 individuos
de guayusa que se colectaron en Sucumbios (1 localidad), Napo (38 localidades), Orellana (3
localidades), Pastaza (18 localidades), Morona Santiago (3 localidades) y Zamora Chinchipe
(2 localidades). Cada muestra consistié de alrededor de 5 hojas jovenes provenientes de las
partes mas bajas de los arboles que estaban al alcance. En los sitios de coleccion se obtuvieron
los datos de altitud en metros sobre el nivel del mar y la posicién referenciada por un GPS
(Anexos 1 y 2). La recoleccién del material fue basada en su mayoria en la lista de
proveedores de hojas de guayusa de la fundaciéon RUNA, quienes también colaboraron en el

muestreo y obtencion de datos pasaporte.

La extraccion, cuantificacion y dilucion y amplificacion de ADN, al igual que la
electroforesis en geles de agarosa y el andlisis estadistico fueron realizadas en el Laboratorio

de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito, Campus Cumbaya.
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4. Justificacion

La diversidad genética representa la variacion heredable dentro y entre poblaciones de
organismos. Como resultado de la diversidad genética se tiene una infinidad de recursos
biolégicos, como la guayusa que proveniente de los bosques tropicales de la Amazonia
ecuatoriana. Runa es una fundacion que busca el beneficiar a las comunidades de la Amazonia
ecuatoriana a partir del comercio justo de la guayusa, dandole un valor agregado y generando
beneficio local. Es por esto que busca llegar a su manejo éptimo. Lo cual involucra el conocer
el estado de conservacion de la guayusa, no solo con el fin de evitar su pérdida como especie,
sino también, con el objetivo de conservar y utilizar la mayor cantidad de diversidad posible.
La descripcion de la extension y la distribucion de los diferentes aspectos de la diversidad
genética de una especie, y la manera en la cual esta estructurada, son un prerrequisito esencial

para determinar que se debe conservar, donde y como.

La variabilidad genética es una medida de conservacion de una especie ya que es la
base para la evolucion como respuesta a eventos como cambios ambientales, plagas,
enfermedades y depredadores. También hace posible el generar nuevas variedades de cultivos,
ya sea a traves del cruzamiento clasico o de técnicas biotecnoldgicas. En la actualidad las
practicas agricolas se han centrado en la producciéon de cultivos homogéneos adaptados
Unicamente a la demanda, dejando de lado el potencial de la diversidad genética, cuya
proteccién no solo viene a ser un reto técnico o cientifico, ya que en ella también estan
involucrados su manejo, uso e intercambio, al igual que los ambitos socioecondmico, legal,

politico y ético (Esquinas-Alcazar, 2005).
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Por lo tanto, este proyecto busca aportar al entendimiento de la diversidad genética y
estructura poblacional de llex guayusa en la Amazonia ecuatoriana como base para su manejo

sostenible enfocado en su conservacion.
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Materiales

5.1. Material vegetal

Hojas de 157 individuos de guayusa recolectados en diferentes localidades de 7

provincias de la Amazonia ecuatoriana (Anexo 1).

©)

©)

Sucumbios — 1 individuo, 1 localidad

Napo — 89 individuos, 38 localidades
Orellana — 7 individuos, 3 localidades

Pastaza — 37 individuos, 18 localidades

Morona Santiago - 11 individuos, 3 localidades

Zamora Chinchipe - 12 individuos, 2 localidades

5.2. Extraccion de ADN

Muestras de hojas de guayusa

Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1

Buffer de extraccién CTAB 2X

Isopropanol

TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

2, B-mercaptoetanol (Sigma)

5.3. Cuantificacion de ADN



ADN extraido de guayusa
UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)
TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

NANODROP 1000 (Thermo Scientific)

5.4. Amplificacion de marcadores ISSRs

ADN de guayusa

9 primers ISSRs (Zhou, 2009)

Taq ADN polimerasa SU/uL (Invitrogen)
Buffer PCR 10X (Invitrogen)

MgCI2 50mM (Invitrogen)

UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)
dNTPs 10 mM (Invitrogen)

T Personal Thermocycler (Biometra)

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

5.5. Electroforesis en geles de agarosa

Fotodocumentador Biorad Gel Doc XR

SeaKem ® LE Agarose

SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)

Fuente de Poder EPS -300 Il (C.B.S Scientific)
EC360M Electrophoretic Gel System (Maxicell®)

MGU-502T Horizontal Midi-Gel Kit (C.B.S Scientific)
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e TBE 1X (Tris— Acido borico — EDTA)

e Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)

5.6. Programas estadisticos
e GenaAlEx 6.501 (Peakall et al., 2012)
e STRUCTURE (Evanno et al., 2005)
e DARwiIn 5.0.158 (Perrier, 2006)

e CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007)
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6. Meétodos

6.1. Obtencion de Material Vegetal y Datos Pasaporte

El material vegetal que se utilizo en este estudio fueron hojas de 157 individuos de llex
guayusa que se colectaron en Sucumbios (1 localidad), Napo (38 localidades), Orellana (3
localidades), Pastaza (18 localidades), Morona Santiago (3 localidades) y Zamora Chinchipe
(2 localidades) (Figura 1). La recoleccion del material fue basada principalmente en la
localizacion de plantas que descritas en la lista de proveedores de hojas de guayusa de la
fundacion RUNA, quienes también colaboraron en el muestreo y obtencion de datos

pasaporte.

Cada muestra consistio de alrededor de 5 hojas jovenes provenientes de las partes mas
bajas de los arboles o arbustos; tomando en cuenta que fuesen hojas sanas, es decir que no
estuvieran infectadas con hongos (manchas en las hojas). En los sitios de coleccion se
obtuvieron los datos de altitud en metros sobre el nivel del mar y la posicidn referenciada por

un GPS (Anexo 1).

Las hojas fueron colocadas en fundas Ziploc® 'y transportadas en hieleras a 4°C hacia
el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito en donde

fueron almacenadas en un congelador a -20°C.

6.2.Extraccion y Cuantificacién de ADN

A partir de las hojas colectadas, se realizo la extraccion de ADN siguiendo el protocolo
a base de CTAB (Saghai-Maroof, et al. 1984). Se coloco aproximadamente 100 mg de tejido

vegetal en un mortero y se lo molié con nitrégeno liquido. El producto de la molienda fue
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recogido en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se agrego6 buffer CTAB y -mercaptoetanol y se
incubd las muestras a 62°C durante una hora. Se agreg6 una mezcla de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y se centrifug6 por 20 minutos a 13200 rpm. Se recuper6 el sobrenadante y
se le agreg6 isopropanol frio. A continuacion se sometio los tubos a una nueva centrifugacion
a 5000 rpm por 5 minutos. Se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol al 75%.

Finalmente, se dejé secar el pellet y se lo resuspendid en 50 pL de buffer tris-EDTA (TE).

La calidad de las muestras de ADN extraido fue evaluada cualitativamente mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.75 % tefiidos con SYBR® Safe DNA gel stain

(Invitrogen), y visualizada utilizando un fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD).

La cuantificacion del ADN se realiz6 mediante espectrofotometria con el uso de un
Nanodrop 2000 ThermoScientific™. Se diluy6 el ADN a una concentracion de 20 ng/ul para

su posterior uso en las reacciones de amplificacion por PCR.

6.3. Seleccion y Evaluacion de Primers

Para seleccionar los primers se realiz6 una basqueda bibliogréafica de publicaciones
relacionadas con estudios moleculares en el género llex. Se seleccionaron 12 provenientes de
un estudio realizado por Zhou (2009) de diversidad genética mediante ISSRs en varias

especies de llex.

Se estandarizd la amplificacion de cada primer realizando un PCR de gradiente,
empleando 5 muestras seleccionadas al azar de entre todos los individuos analizados en este
estudio. Los productos de la amplificacion fueron separados en geles de agarosa (1.75%) para

determinar su funcionalidad y temperatura 6ptima de amplificacion. Nueve de los 12 primers
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amplificaron bandas polimorficas y claras, por lo cual fueron empleados para el analisis de las

157 muestras de guayusa colectadas.

6.4. Amplificacion de regiones ISSR por PCR

Siguiendo el protocolo de Zhou (2009), se consiguié determinar las condiciones
Optimas para la reaccion de PCR con los 9 primers seleccionados. Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 20 ul y contenian 2 pl de ADN (20 ng/ul), 2 pl de Buffer de
PCR (10 X), 2 ul de BSA (10 mg/ml), 0.8 pl de MgCl, (50 mM), 0.8 pl de primer (4uM), 0.4
pl de dNTPs (400 uM), y 0.4 ul de Taq Polimerasa Platinum Invitrogen (5U/ ul). EI programa
de ciclado consistio en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos, seguido por 40
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, annealing a 52°C por 50 segundos, y
finalmente un periodo de extension a 72 °C por 1 minuto. Para completar el ciclado se termind

con una temperatura de extension de 72°C por 7 minutos.

6.5. Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de la amplificacion de las regiones ISSRs fueron analizados en geles de
agarosa al 1.75%, tefiidos con SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen). La electroforesis se
realizd por 2.5 horas a 80V, para asegurar la separacion y tincion optima de bandas. Los
perfiles de bandas obtenidos fueron visualizados utilizando un fotodocumentador Biorad Gel

Doc XR (BIORAD).
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6.6. Toma de datos y Analisis Estadistico

A partir del perfil de bandas que se obtuvo en los geles de agarosa para cada ISSR, se
construy0 una matriz binaria a base de presencia o ausencia de determinada banda (1, 0
respectivamente). A través del software estadistico Dissimilarity Analysis and Representation
for Windows (DARwin 5.0.158) (Perrier, 2006), se realiz6 un dendrograma usando una
matriz de similitud (simple matching) al igual que un anélisis de coordenadas principales
(PCoA) usando una matriz de disimilaridad, y el coeficiente DICE. Para la obtencion de
porcentajes de variacion molecular (AMOVA), heterocigosidad esperada e indices de
diversidad de Nei y Li se utilizd el software GenAlEx 6.501 (Peakall et al., 2012; Nei y Li,

1979).

Finalmente, se utilizo el software STRUCTURE para investigar la estructura poblacional,
a partir de valores de K entre 1 y 15 con 15 corridas independientes, con un méaximo de
100000 pasos de burning y 100000 pasos de célculos de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC). (Rosenberg et al., 2002). La determinacion del valor K 6ptimo se realizo utilizando
el método de Evanno (Evanno et al., 2005) y la alineacion para determinar la estructura de la
poblacion més parsiménica se realizé utilizando el programa CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson &

Rosenberg, 2007).
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7. Resultados

7.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

Se logro estandarizar la extraccion de ADN de guayusa. Se extrajo ADN de las
muestras de 157 individuos de guayusa provenientes de las provincias de Sucumbios, Napo,
Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe (Tabla 1). EI ADN que se obtuvo

presentd una buena calidad y su concentracion vario entre 50 ng/uL y 3000 ng/uL.

7.2. Amplificacién de regiones ISSRs por PCR

De los 12 primers evaluados, reportados en el estudio de Zhou (2009), se consiguid
amplificacion clara para 9 primers (Tabla 2). El resultado de la amplificacion de regiones
ISSR fue un patron de bandas para cada uno de los 157 individuos, a partir del cual se
detectaron polimorfismos (Figura 2). Se obtuvo un total de 106 bandas, con un promedio de
11.77 bandas por primer. De las 106 bandas, 91 (85.85%) fueron polimérficas. Con el primer
826 se obtuvo el mayor porcentaje de polimorfismo (100%), y con el primer 860 se obtuvo el

menor porcentaje de polimorfismos (50%) (Tabla 2).

7.3.indices de diversidad

El analisis de varianza molecular (AMOVA) es un modelo estadistico para la variacion
molecular en una especie (Meirmans, 2006). El analisis con AMOVA dio como resultado
porcentajes de variabilidad dentro y entre poblaciones de 82% y 18% respectivamente. Para
determinar las distancias genéticas entre poblaciones se utilizo el coeficiente de Nei y Li
(1979) que permite medir la proporcion de bandas compartidas entre individuos como

resultado de ser heredadas de un ancestro comun, y reprenda la proporcion de bandas



32

presentes y compartidas en ambos individuos dividida por el promedio de proporcién de
bandas presentes en cada individuo (Mohammadi et al., 2003). De las distancias de Nei
obtenidas entre poblaciones, la distancia se dio entre Napo y Zamora Chinchipe (0.086) y la
menor entre Napo y Orellana (0.013) (Tabla 3). Se obtuvo un promedio global de
heterocigosidad de 0.136, correspondiendo a la poblacion de Napo (0.176) el mayor valor y a
la poblacion de Orellana (0.058) el menor valor (Tabla 4). Para el calculo de los indices de
diversidad se excluyd a la provincia de Sucumbios con el fin de evitar un sesgo ya que estaba

conformada por un solo individuo.

Se realiz6 la prueba pareada de Mantel con 999 permutaciones para evaluar si las
distancias genéticas y geograficas se encontraban relacionadas de manera lineal. Se obtuvo un
valor de R de 0.0036 por lo que se concluyé que no existe una correlacion lineal entre las

distancias genética y geografica de los 157 individuos de guayusa.

7.4. Analisis de PCoA y Clusters

En la Figura 3 se muestra el dendrograma que se obtuvo a partir del andlisis de
clusters. EI dendrograma muestra dos clusters principales. El cluster i incluye en su mayoria a
individuos provenientes de la poblacion de Napo, el Unico individuo de Sucumbios, un
individuo de Orellana, un individuo de Pastaza y dos individuos de Morona Santiago. En el
cluster ii se encuentran el resto de individuos de Napo junto con aquellos provenientes de las
provincias de Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe. Los valores de
bootstrap obtenidos son bajos. Por ejemplo, el valor del grupo ii es de 0, lo cual no permite

afirmar con certeza que las relaciones genéticas encontradas a partir de los ISSRs son
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suficientes para agrupar a ciertos individuos en el dendrograma. Por otro lado se obtuvo un
valor de bootstrap de 66 para el grupo i, siendo méas confiable su agrupacién en base a las

relaciones genéticas.

La distribucion de los individuos de llex guayusa, en base a sus relaciones genéticas,
fue investigadas utilizando un PCoA. En la Figura 4 se presenta un plano de dos dimensiones
que muestra la distribucion de los 157 individuos de guayusa. Las primeras dos coordenadas
principales abarcan el 22.99% y 10.99% del total de la variabilidad molecular observada,
respectivamente. Los individuos de Napo se encontraron localizados en tres clusters distintos,
mayormente en los clusters 1 y 2. En el cluster 1 también se encontraron individuos de
Morona Santiago, Orellana y Sucumbios. En el cluster 2 se encuentran individuos de Orellana
y Pastaza. Los individuos de Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe conformaron el

cluster 3.

7.5.Estructura poblacional mediante modelo Bayesiano

El L(K) logrado con STRUCTURE no mostré una resolucion éptima de las
poblaciones de guayusa con un K variando de 1 a 15, por tanto se utilizé el método sugerido
por Evanno et al. (2005) para calcular la medida AK con el fin de inferir los grupos. Se
observo un AK éptimo en K=2 sugiriendo que existen 2 grupos o lineas ancestrales (Figura 5).
El primer grupo estad conformado por el individuo de Sucumbios y parte de los individuos de
Napo. El segundo grupo esta conformado por individuos de Napo y el resto de individuos de
las provincias de Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe. Se puede observar
que en las provincias de Orellana y Morona Santiago existen migrantes provenientes del

primer grupo, pero la penetrancia de ambos grupos es baja.
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8. Discusion

Ilex guayusa es de gran importancia en la Amazonia ecuatoriana. Es una de las especies méas
utilizadas por los grupos indigenas de esta region constituyendo parte de su vida diaria como una
bebida matutina (Innerhofer et al., 2011). Previo a este estudio, no existe informacion sobre la
caracterizacion y diversidad genética de la guayusa. EI conocer sobre la diversidad genética y la
relacion entre diferentes individuos de una especie puede contribuir a su manejo y cultivo
futuros. Obtener esta informacion a partir de caracteristicas morfoldgicas no resulta concluyente
ya que éstas son facilmente influenciadas por factores ambientales y etapas de desarrollo, por
tanto no reflejan la diversidad real y relaciones de los individuos. Méas adn, el género llex se
caracteriza por una morfologia floral muy uniforme entre especies y una morfologia de hojas
dentro de cada especie muy variable, lo cual ha dificultado la clasificacién concisa de sus
especies, ya que en un principio estuvo basada en su morfologia tanto floral como de hojas.
(Loizeau et al., 2005). Estos inconvenientes no se presentan al emplear marcadores de ADN ya
que son independientes de los factores mencionados. Los marcadores ISSR son una de las
opciones mas ampliamente utilizadas para el andlisis de diversidad genética ya que son
marcadores universales, rapidos y faciles de aplicar; generan patrones de bandas de gran
reproducibilidad y estabilidad obtenida en un rango amplio de condiciones experimentales

(Bornet et al., 2001).

Para este estudio, los 9 primers ISSRs empleados amplificaron el 100% de las muestras y
dieron un porcentaje de 85.85% de bandas polimorficas A pesar de este porcentaje de
polimorfismos, la mayoria de individuos presentaron un perfil de bandas muy similar como se

puede observar en la Figura 2. El hecho de que se haya obtenido perfiles muy similares entre
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individuos puede estar relacionado con la hipétesis de la reproduccion vegetativa como principal
mecanismo de dispersion en la guayusa. Sin reproduccion sexual se pierde el mecanismo
principal de variacion genética que incluye la variacion en regiones microsatélites. Las regiones
microsatélites poseen una tasa de mutaciones considerablemente mayor a la de otros tipos de
ADN vy ésta es la base para los polimorfismos encontrados con marcadores ISSR, cuyo poder de
discriminacion incluye la identificacion de variedades de una misma especie (Pradeep, 2002;

Zhang et al., 2012).

La baja variabilidad genética que se ve en los perfiles de bandas es corroborada por las
distancias genéticas de Nei obtenidas para cada poblacion de guayusa (Tabla 2). La mayor
distancia (0.086) se obtuvo entre las poblacion de Napo y la poblacion de Zamora Chinchipe y la
menor distancia se obtuvo entre la poblacion de Napo y la poblacion de Orellana (0.013). La
guayusa presenta distancias considerablemente menores en comparacion a poblaciones silvestres
de llex paraguariensis, una especie cercana del mismo género que posee valores de 0.433 (Gauer
et al., 2000). Esto indica una diversidad genética reducida en la guayusa. Por otro lado, se
obtuvo un promedio global de heterocigosidad de 0.136; la poblacion de Napo (0.176) presentd
el mayor valor y a la poblacion de Orellana (0.058) el menor valor (Tabla 3). Los individuos de
la poblacién de Napo tienen dos posibles origenes distintos, como muestra el analisis con
STRUCTURE. El hecho de que el nimero de individuos muestreados para Napo fue mucho
mayor (89 de las 157) en comparacion con el namero de indivuos del resto de poblaciones,
también puede ser una de las razones para que la mayoria de diversidad genética se haya

encontrado concentrada en la poblacion de Napo.

El valor de heterocigosidad esperada obtenido para llex guayusa es bajo (0.136), en

comparacion con el valor de 0.5 reportado para la especie relacionada llex paraguariensis, en un
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estudio realizado en 4 estados de Brasil con 148 individuos en total (Gauer et al., 2000). Valores
bajos de heterocigosidad denotan una desviacion del equilibrio de Hardy-Weimberg, la cual
puede estar relacionado con la propagacién clonal de plantas (Van Der Hulst et al., 2003). Esto,
junto con el hecho de que otras plantas clonales perennes de vida larga como Geum reptans,
presentan, al igual que la guayusa, valores de heterocigosidad reducidos (0.22), apoyaria la
hip6tesis de que la guayusa tiene como principal forma de propagacion, la reproduccion

vegetativa (Pluess et al., 2013).

Como otras plantas cultivadas por el ser humano, la guayusa ha sido propagada de forma
vegetativa hasta la actualidad. Se desconoce si la guayusa tiene o tuvo alguna vez la capacidad
de reproducirse de forma sexual, pero analisis de su morfologia floral sugieren que la
reproduccion de la guayusa es mayormente o exclusivamente vegetativa (Shemluck, 1979), al
igual que otras especies del género como llex leucoclada (Torimaru, et al. 2003). La guayusa
tradicionalmente ha sido plantada por estacas. Los avistamientos de plantas en flor son raros y se

desconoce si su semilla es viable (Caranqui et al., 2012; Shemluck, 1979).

Con respecto a la variabilidad entre y dentro de las poblaciones, se obtuvieron valores de
18% y 82% respectivamente. Estos valores son muy cercanos a 15% y 85% obtenidos en el
estudio de Gauer et al. (2000) en Brasil con llex paraguariensis. En plantas lefiosas perennes de
vida larga como lo son la guayusa y yerba mate, se ha encontrado este mismo patrén en donde la
mayor parte de la variabilidad se encuentra dentro de las poblaciones (Hamrick et al., 1992). Este
patron de mayor variacion dentro de la poblacion parece ser independiente del tipo de
reproduccion, ya que la yerba mate es de polinizacion cruzada obligada. Por otro lado, el género
llex se caracteriza por tener una baja capacidad de dispersion de polen (Loizeau et al., 2005).

Esta caracteristica del género limitaria el flujo genico a distancias cortas en el caso de darse
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reproduccion sexual, lo cual podria aportar a una mayor variabilidad entre poblaciones, lo cual
no se observa con la guayusa, sugiriendo que la reproduccion sexual no es uno de los
mecanismos principales de propagacion, 0 mas aun, no es una opcion de propagacion para la

guayusa (Loizeau et al., 2005).

Las relaciones genéticas de la guayusa con otras especies como la yerba mate pueden
verse afectadas por el hecho de que la clasificacion actual del género llex estd basada en
similitudes morfologicas que no resuelven adecuadamente su filogenia y la alta frecuencia de
eventos de hibridacion entre linajes (Gottlieb et al., 2005; Loizeau et al., 2005). Inclusive se ha
sugerido que llex guayusa puede ser una subespecie de llex paraguariensis (Shemluck, 1979), lo
cual explicaria los valores similares de varianza molecular obtenidos, en donde la variacion
dentro de poblaciones es mayor que la variacion entre poblaciones (18% y 82% para guayusa,
15% y 85% para yerba mate) (Gauer et al., 2000). Por tanto, es necesario continuar con estudios
genéticos mas alla del nivel de especie, para conocer de manera mas precisa la historia evolutiva

de la guayusa y su ubicacion dentro del género llex.

La distribucién de los individuos obtenida en el PCoA (Figura 3) muestra a los individuos
de Napo en tres clusters distintos; los individuos de Morona Santiago, Orellana y Sucumbios se
encuentran agrupados, en su mayoria, en uno de los clusters; los individuos de Orellana y
Pastaza se encuentran en un segundo cluster; y los individuos de Pastaza, Morona Santiago y
Zamora Chinchipe conformaron un tercer cluster. Los clusters obtenidos con el PCoA resultan
consistentes ya que la variacion de las dos primeras coordenadas principales fue abarcé mas del
25% de la variacion total. El andlisis de clusters ha probado ser mas sensible y confiable para
detectar relaciones genéticas entre genotipos cuando las primeras dos coordenadas principales

explican mas del 25% de la variacion total (Mohammadi et al., 2003).
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En el dendrograma (Figura 4) presenta un patron de agrupacion similar al del PCoA,
donde los individuos de Napo se encuentran, en su mayoria, en dos clusters. Uno de los clusters
(i) se encuentra conformado casi por completo por individuos de Napo, y el segundo cluster (ii)
por individuos de Napo e individuos pertenecientes al resto de provincias. Sin embargo, la
mayoria de valores de bootstrap obtenidos en el dendrograma no son altamente significativos y
no permiten tener un sustento estadistico fuerte para afirmar con certeza que las relaciones
genéticas obtenidas se encuentran resueltas. Es necesario incorporar informacion de un mayor
namero de loci con el fin de obtener resultados mas fiables y confirmar de manera més confiable

las agrupaciones obtenidas.

El andlisis de estructura poblacional con STRUCTURE mostré la separacion de los
individuos de guayusa del estudio en dos grupos principales lo cual sugiere la existencia de dos
lineas ancestrales (Figura 5). La primera linea ancestral daria origen a parte de los individuos de
Napo y Sucumbios, y la segunda linea ancestral al resto de individuos de la poblacion de Napo y
las poblaciones de Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe. Esto se ve apoyado
con el aumento gradual de las distancias de Nei entre provincias (Tabla 3). La distancia méas
grande fue entre los individuos de la poblacion de Napo y los individuos de la poblacion de
Zamora Chinchipe (0.086), provincias que se encuentran al extremo norte y extremo sur de la

Amazonia respectivamente.

La prueba de Mantel no dio una correlacion significativa entre la diversidad genética y las
distancias geogréaficas de los individuos analizados en este estudio. Esto indica que la variacion
genetica observada no es producto de una dispersion geografica gradual de la progenie de los
individuos. La recoleccion de individuos de la poblacion de Napo se dio en localidades

proximas del Tena y Archidona por lo que la separacion de los individuos de Napo en dos grupos
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no resulta ser producto de factores geograficos. La diversidad genética encontrada parece ser
producto de individuos provenientes de dos origenes distintos, uno hacia el limite norte y otro

hacia el limite sur de la Amazonia.

Por otro lado, llex guayusa se encuentra en la Amazonia tanto de Colombia como de
Peru, paises que limitan al norte y sur de Ecuador respectivamente. En ambos paises se han
encontrado plantaciones antiguas de guayusa cuyos US0S son semejantes a los conocidos en
Ecuador (Schultes, 1979). Esto hace necesario el incluir muestras tanto de Peri como de
Colombia en futuros analisis con el fin de esclarecer las relaciones genéticas y posible origen de

la guayusa.

Los resultados obtenidos en este estudio indican un nivel bajo de diversidad genética
dentro de las poblaciones al igual que un nivel bajo de flujo génico. La diversidad genética que
presenta la guayusa puede ser producto de su reproduccion vegetativa. Varios individuos
fundadores provenientes de dos lineas ancestrales pudieron ser propagados en las provincias de
la Amazonia, los cuales, junto con mutaciones somaticas, serian los responsables de la diversidad
genética actual. (Lacy, 1987; Schultes, 1979). Al ser plantas perennes de vida larga, un
individuo de guayusa puede seguir siendo parte de la diversidad genética de una poblacién, sin
darse la pérdida de sus alelos (Lacy 1987). Por tanto es imperativo el muestreo de un mayor
namero de individuos de guayusa en busca de individuos con genotipos Unicos con el fin de
promover la conservacion de esta especie. Debido a que la variabilidad de la guayusa es
reducida, la diversidad genética total de una de sus poblaciones puede ser capturada en solo unos
pocos individuos silvestres, a partir de los cuales se puede establecer de mejor manera los

origenes y relaciones genéticas de la guayusa (Lacy, 1987).
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Una forma de manejar la guayusa de manera sostenible es el uso de sistemas
agroforestales, en los cuales arboles y arbustos crecen en conjunto con los cultivos de interés
para crear sistemas mas eficientes y sostenibles. Los sistemas agroforestales juegan un papel
importante en la conservacion de la diversidad genética de las especies. Proveen de un habitat
para especies que pueden tolerar un cierto nivel de perturbacion, ayudan a preservar el
germoplasma de especies sensibles y en general proveen de servicios como control de erosion y
recarga de agua previniendo la degradacion del hébitat. (McNeely et al., 2006). La guayusa, al
presentar una diversidad baja y por tanto una vulnerabilidad a cambios ambientales y otros
factores externos, puede beneficiarse de los sistemas agroforestales para su conservacion, siendo,
a su vez, utilizada como un cultivo de manera sostenible. EI manejar sistemas agroforestales con
objetivos de conservacion requiere el adoptar précticas de cultivo menos intensivas para lograr la

mayoria de beneficios (McNeely et al., 2006; Jose, 2009).



41

9. Conclusiones

llex guayusa presenta un nivel bajo de diversidad genética, en comparacion a otras

especies del mismo género, que puede ser atribuido a su propagacion vegetativa.

La diversidad encontrada es mayor dentro de las poblaciones que entre las poblaciones de

guayusa

Existen dos posibles lineas ancestrales, una primera a la que pertenecen individuos de
Napo y Sucumbios, y una segunda a la que pertenecen individuos de Napo e individuos del resto

de provincias.



42

10. Recomendaciones

Obtener un nimero de muestras equitativo para cada provincia de tal manera que no haya

sesgos en los resultados.

Realizar estudios ampliando la recoleccion de guayusa tanto en Colombia como en Per( con

el fin de esclarecer las relaciones genéticas y origen de la guayusa

Resultaria de gran utilidad el incluir muestras de llex paraguariensis con el fin de establecer
relaciones genéticas con llex guayusa. Esto podria aclarar el origen, posibles lineas ancestrales y

relaciones genéticas entre ambas especies (Shemluck, 1979).

Un analisis amplio de las distintas especies llex de la region permitiria tener una idea mas

completa sobre las relaciones filogenéticas de este género en Sudamérica.

El analizar la viabilidad de las flores de guayusa podria esclarecer si es posible su

reproduccion sexual.
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12. Tablas

Tabla 1: Namero y procedencia de individuos de guayusa colectados.

Provincia de origen | Numero de individuos
Sucumbios 1

Napo 89

Orellana 7

Pastaza 37

Morona Santiago 11

Zamora Chinchipe 12

Total 157 individuos
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Tabla 2: Informacion de los 9 primers utilizados en el estudio de llex guayusa mediante ISSRs
obtenidos del estudio de Zhou (2009).

Primer | Secuencia | Numero total de bandas | Bandas polimorficas | % de polimorfismo
815 |(CT)8G 11 10 90.91
824 | (TC)8G 7 6 85.71
825 [ (AC)8T 15 13 86.67
826 | (AC)8C 12 12 100.00
827 | (AC)8G 15 14 93.33
840 [ (GA)BYT 11 10 90.91
846 | (CA)8RT 11 7 63.64
857 | (AC)8YG 18 16 88.89
860 | (TG)BRA 6 3 50.00

Total 106 91 85.85

Tabla 3: Matriz de distancia genética de Nei de las poblaciones de llex guayusa comparadas por

pares.
Napo | Orellana | Pastaza | Morona Santiago | Zamora Chinchipe | Provincias
0.000 Napo
0.013 0.000 Orellana
0.040 0.032| 0.000 Pastaza
0.040 0.023| 0.025 0.000 Morona Santiago
0.086 0.075| 0.044 0.027 0.000 | Zamora Chinchipe
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Tabla 4: Heterocigosidad calculada de cada provincia y valores totales.

Provincia N Na He uHe

Napo Mean | 89.000|1.679|0.176|0.177

SE 0.000{0.059|0.0180.018

Orellana Mean | 7.000|1.057|0.148|0.159

SE 0.000{0.082|0.020|0.021

Pastaza Mean | 37.000|1.415|0.155|0.157

SE 0.000(0.074|0.0180.018

Morona Santiago | Mean [11.000 | 1.094 | 0.144 {0.150

SE 0.000{0.0810.019{0.020

Zamora Chinchipe | Mean | 12.000 | 0.792 | 0.058 | 0.060

SE 0.000|0.074/0.013|0.014

Total Mean | 31.200|1.208 |0.136 | 0.141

SE 1.338(0.036|0.008 | 0.008

Donde N es el nimero de muestras, Na es el numero de alelos diferentes, He es la

heterocigosidad esperada y uHe es la heterocigosidad esperada sin sesgos.
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13. Figuras

Figura 1: Mapa de la ubicacién de las 157 muestras de guayusa, recolectadas.
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Figura 2: Amplificacion con el primer 825 de las muestras 81 a 122 de guayusa. L es el ladder
100 bps de Axygen. En el individuo 109 se puede observar la ausencia de una banda entre 1500 y
1000 bps




Figura 3: Plano de dos dimensiones de las dos primeras coordenadas del PCoA mostrando la asociacion de los 157
individuos de guayusa analizados con 9 primers ISSRs. Los colores representan la provincia de origen de cada individuo:
verde Sucumbios, negro Napo, naranja Orellana, azul Pastaza, rojo Morona Santiago y pdrpura Zamora Chinchipe. 1,2y 3
representan las agrupaciones principales de los individuos de guayusa.
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Figura 4: Dendrograma de 157 muestras de llex guayusa, derivado del anélisis Neighbor Joining con los 9 primers ISSRs. Los numeros en las ramificaciones
son valores de bootstrap obtenidos con 500 re-muestreos. Los colores representan la provincia de origen de cada individuo: Verde Sucumbios, negro Napo,
naranja Orellana, azul Pastaza, rojo Morona Santiago v purpura Zamora Chinchipe. i e ii representan las agrupaciones principales de los individuos de quayusa
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Figura 5: Grafico de asignacion de coeficiente ancestral de los individuos investigados
para un modelo poblacional K=2. Los subgrupos identificados por STRUCTURE se
encuentran indicados en color verde y rojo.
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14. Anexos
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Anexo 1A: Informacion de origen de las muestras recolectadas de llex guayusa en la Amazonia

ecuatoriana.

Fecha de Latitu | Longitu
Muestra | Comunidad Provincia Recoleccion d d
Morona - -
Gl Wisum Santiago 01/10/2012 | 2.1187| 77.7409
Morona - -
G3 Wisum Santiago 01/05/2013 | 2.1187| 77.7409
Morona - -
PUM3 Pumbuentza Santiago 04/05/2013 | 2.4787| 77.3319
Morona -
PAN3 Panki Santiago 03/05/2013 | 2.4233| -77.455
Morona - -
PUMG6 Pumbuentza Santiago 04/05/2013 | 2.4787| 77.3319
Morona -
PAN1 Panki Santiago 03/05/2013 | 2.4233| -77.455
Morona -
PAN2 Panki Santiago 03/05/2013 | 2.4233| -77.455
Morona - -
PUM1 Pumbuentza Santiago 04/05/2013 | 2.4787 | 77.3319
Morona - -
PUM?2 Pumbuentza Santiago 04/05/2013 | 2.4795| 77.3302
Morona - -
PUMb5 Pumbuentza Santiago 04/05/2013 | 2.4787 | 77.3319
Morona - -
PUM4 Pumbuentza Santiago 04/05/2013 | 2.4787| 77.3319
INC1 Inchillaqui Napo 10/04/2013| -0.922| -77.838
INC2 Inchillaqui Napo 10/04/2013| -0.922| -77.838
INC3 Inchillaqui Napo 10/04/2013| -0.922| -77.838
INC4 Inchillaqui Napo 10/04/2013| -0.922| -77.838
CNO3 Alto Tena Napo 26/10/2012| 0.94| 77.8763
CNO4 Alto Tena Napo 26/10/2012| 0.94| 77.8763
CNO1 Alto Tena Napo 26/10/2012| 0.94| 77.8763
CNO2 Alto Tena Napo 26/10/2012| 0.94| 77.8763
ALT5 Alto Tena Napo 21/03/2013| 0.9389| -77.88
ALT6 Alto Tena Napo 21/03/2013 | 0.9394 | 77.8795
ATT1 Alto Tena Napo 01/03/2013| -0.94| -77.886
ATT4 Alto Tena Napo 01/03/2013| 0.9401| 77.8812
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0.9399

77.8809

ATT3 Alto Tena Napo 01/03/2013

ATT2 Alto Tena Napo 01/03/2013| -0.94 77.8807-
ATCP1 Atacapi Napo 21/03/2013 0.95455 77.8594;
SRA3 Santa Rita Napo 21/02/2013 0.87353 77.8287-
SRA2 Santa Rita Napo 21/02/2013 O.873£; 77.8287-
SRA1 Santa Rita Napo 21/02/2013 0.87353 77.8287-
M1 Mondayacu Napo 29/09/2012 0.8325; 77.767?:
PON2 Ponceloma Napo 25/04/2013 1.015!; 77.7219;
PON1 Ponceloma Napo 25/04/2013 1.0155; 77.7219-
10AS4 10 de Agosto Napo 19/02/2013 0.7397- 77.5205;
10AS3 10 de Agosto Napo 19/02/2013 0.7397- 77.520&5
10AS2 10 de Agosto Napo 19/02/2013 0.7397- 77.5205;
10AS1 10 de Agosto Napo 19/02/2013 0.7397- 77.5205-
PAR1 Alto Para Napo 12/03/2013 0.9235- -117.7122
RUK?2 Rukullakta Napo 01/03/2013 0.8965- 77.7947-
RUK1 Rukullakta Napo 01/03/2013 0.8973: 77.795(;
UMB3 Umbuni Napo 20/05/2013 1.0107- 77.7357-
UMB1 Umbuni Napo 20/05/2013 1.0107- 77.7357-
UMB?2 Umbuni Napo 20/05/2013 1.0107- 77.7357-
PulOAS1 |Pachakutik Napo 19/02/2013 0.7392- 77.8807-
PAP3 Papanku Napo 21/05/2013 0.717?: 77.5941-
PAP2 Papanku Napo 21/05/2013 0.7173: 77.5941-
PAP1 Papanku Napo 21/05/2013 0.717?: 77.5941-
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SLSP3 San Luis Napo 07/03/2013 | -0.937| -77.744
SLSP2 San Luis Napo 07/03/2013 0.93611 77.7394;r
SLSP1 San Luis Napo 07/03/2013 0.93453 77.7382;
SMA1 Santa Maria Napo 12/03/2013 0.9033; 77.8062-
20MC3 20 de Mayo Napo 05/03/2013 0.83155 77.8104
20MC2 20 de Mayo Napo 05/03/2013 0.83155 77.8104;
20MC1 20 de Mayo Napo 05/03/2013 0.83125 77.810S;
SJS1 San José Napo 01/03/2013 0.92655 77.7872-
CMSP1 Centro Mamallacta Napo 07/03/2013 0.9365- 77.7582-
CAP2 Capirona Napo 27/02/2013 1.092£; -77.67
CAP1 Capirona Napo 27/02/2013 1.106!; 77.681(%
PCT1 Puni Kotona Napo 23/05/2013 | -1.156 77.7311-

Santo Domingo de - -
SD?2 Hollin Napo 14/03/2013| 0.9465| 77.7613

Santo Domingo de - -
SD3 Hollin Napo 14/03/2013 | 0.9484 | 77.7605

Santo Domingo de - -
SD1 Hollin Napo 14/03/2013 | 0.9463| 77.7613
SCT2 San Clemente A T Napo 08/02/2013 1.143?: 78.8797-
SCT1 San Clemente AT Napo 08/02/2013 1.1433: 78.8797-
SASP1 Salazar Aytaka Napo 12/03/2013 0.9592- 77.7107-
ATA3 Atahualpa Napo 28/02/2013 1.0501- 77.7534;r
ATA? Atahualpa Napo 28/02/2013 1.047(; 77.754£;r
ATAl Atahualpa Napo 27/02/2013 1.048£; -77.756
MACH1 Machacuyacu Napo 25/04/2013 1.0315- 77.7191-
AWAI1 Awatino Napo 29/09/2012 1.04725 77.6272-
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1.0478

77.6272

AWA?2 Awatino Napo 29/09/2012
AWAS Awatino Napo 29/09/2012 | 1.0478| 77.6272
AWA3 Awatino Napo 29/09/2012 | 1.0478| 77.6272
AWA4 Awatino Napo 29/09/2012 | 1.0478| 77.6272
AWAG Awatino Napo 29/09/2012 | 1.0478| 77.6272
SICP1 San Isidro Napo 21/03/2013 | 1.0175| 77.4653
SICP2 San Isidro Napo 21/03/2013| 1.0175| 77.4653
MUS3 Mushullacta Napo 21/05/2013 | 0.7901 | 77.6486
MUS1 Mushullacta Napo 21/05/2013 | 0.7901 | 77.6486
MUS2 Mushullacta Napo 21/05/2013 | 0.7901 | 77.6486
PUIL Puni Ishpingo Napo 23/05/2013 | 1.1651| 77.7603
ALTC2 Alto Copa Napo 18/04/2013| 0.9396 | 77.6931
ALTC3 Alto Copa Napo 18/04/2013| 0.9385| 77.6932
ALTC1 Alto Copa Napo 18/04/2013| -0.94| 77.6947
KM1 Km 36 via Tena Quito | Napo 29/09/2012 | 0.8764| -77.79
San Cristobal de Chonta =
SCCP1 P Napo 21/03/2013| 0.9174| -77.376
Santa Estefania de - -
SECP2 ChonPu Napo 21/03/2013 | 0.9029 | 77.3511
Santa Estefania de - -
SECP1 ChPun Napo 21/03/2013 | 0.9029 | 77.3511
Rayayacu de Chonta -
RYCP1 Punta Napo 21/03/2013| -0.917| 77.3073
PAR?2 Parayacu Napo 12/03/2013| 0.9394 | 77.7112
GUA2 Guamani Napo 21/05/2013| 0.7182| 77.6097
GUA3 Guamani Napo 21/05/2013 | 0.7182 | 77.6097
GUA1 Guamani Napo 21/05/2013| 0.7182| 77.6097
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San Vicente de

1.1408

77.7975

SVN1 Arosemena Napo 23/05/2013
LHS5 Las Hierbitas Napo 03/03/2013 0.9921- 77.8075;
LH4 Las Hierbitas Napo 03/03/2013 0.99155 77.807\';
LH3 Las Hierbitas Napo 03/03/2013 O.989£; -77.805
LH2 Las Hierbitas Napo 03/03/2013 0.98953 -77.805
LH1 Las Hierbitas Napo 03/03/2013 O.989£; -77.805
QC3 Quisacocha Napo 27/02/2013 | -1.108 77.6821-
QC2 Quisacocha Napo 27/02/2013 1.1133; 77.6852;
QC1 Quisacocha Napo 27/02/2013 1.1237- 77.6982;
KM?2 Km 36 via Tena Quito | Napo 29/09/2012 0.8764; -77.79
AVIV4 Avila Viejo Orellana 13/04/2013 0.6251- 77.4031;
AVIV5 Avila Viejo Orellana 13/04/2013 0.6251- 77.4034
AVIV2 Avila viejo Orellana 13/04/2013 0.6251- 77.4034;
AVIV1 Avila Viejo Orellana 13/04/2013 0.6251- 77.4034;
AVIV3 Avila Viejo Orellana 13/04/2013 0.6251- 77.4034;
Cl1.1 Chiro Islas Orellana 31/10/2012 0.5802- 75.9181-
SAl.1l Samuna Orellana 31/10/2012 0.5766; 75.9294;r
SFP4 San Francisco de Puni | Pastaza 22/05/2013 1.299A: 77.8526:>
CHU1 Chumpi Pastaza 06/04/2013 2.0897- 77.4482-
San Rafaél de Santa -
SRSC1 Clara Pastaza 16/04/2013 | -1.253| 77.9369
BOY1 Boayacu Pastaza 16/04/2013 1.3169- -77.982
San Rafael de Santa - -
SRSC2 Clara Pastaza 16/04/2013 | 1.2574 | 77.9382
BOY?2 Boayacu Pastaza 16/04/2013 1.316S; -77.982
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2.0875

77.4513

COP3 Copataza Pastaza 06/04/2013

COP4 Copataza Pastaza 06/04/2013 2.0875- 77.4515%
SJP1 San Juan de Piatua Pastaza 20/03/2013 1.2112; 77.9524;r
SJP3 San Juan de Piatua Pastaza 20/03/2013 1.209?: -77.953
SJP2 San Juan de Piatua Pastaza 20/03/2013 1.21152 77.9524;r
COP2 Copataza Pastaza 05/04/2013 2.077?: 77.452(;
COP1 Copataza Pastaza 05/04/2013 2.077é 77.4514;r
Kapapas Kapawi Pastaza 15/06/2013 2.5361; 76.842(;
Ishpinkl Ishpingo Pastaza 14/06/2013 2.5657_ 76.7572-
Tinkpas2 | Tinkias Pastaza 15/06/2013 2.4723; 76.634é;r
Kapapas4 | Kapawi Pastaza 14/06/2013 2.5373; 76.8437-
Waychirpa - -
sl Waychirpas Pastaza 15/06/2013 | 2.5717| 76.8072
Kapapas3 | Kapawi Pastaza 14/06/2013 2.5366-r 76.8433:
SUWPASI | Suwa Pastaza 14/06/2013 2.5421- 76.9287-
Sharm2 Sharamentza Pastaza 13/06/2013 2.461S; 76.995é
Tinkpasl | Tinkias Pastaza 15/06/2013 2.4723: 76.6344;
Chirpasl Pastaza 16/06/2013 2.3827- 76.6584;r
Waychirpa - -
S2 Waychirpas Pastaza 15/06/2013 | 2.5717| 76.8072
Sharml Sharamentza Pastaza 13/06/2013 2.46193 76.9958;
Kapapas?2 | Kapawi Pastaza 14/06/2013 2.536A: 76.8433:
SFP1 San Francisco de Puni | Pastaza 22/05/2013 1.299?: 77.8518;
REY2 Rey del Oriente Pastaza 22/05/2013 1.2293: 77.8812;
MUP1 Mushullacta Pastaza 22/05/2013 1.5321_ 77.9772_
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1.2297

77.8828

REY1 Rey del Oriente Pastaza 22/05/2013
SFP2 San Francisco de Puni | Pastaza 22/05/2013 | 1.2293| 77.8818
TRI1 El Triunfo Pastaza 22/05/2013 | 1.4375| 77.7966
10AP2 10 de Agosto Pastaza 22/05/2013 | 1.4593| 77.9071
10AP1 10 de Agosto Pastaza 22/05/2013 | 1.4594 | -77.905
PUY1 Puyo Pastaza 22/05/2013 | 1.4823| 78.0041
T1 Tereré Sucumbios 30/10/2012 | 0.0607 | 76.5709
Zamora - -
VILC4 Vilcabamba Chinchipe 14/06/2013 | 4.2614| 79.2115
Zamora - -
VILC6 Vilcabamba Chinchipe 14/06/2013 | 4.2614 | 79.2115
Zamora - -
VILC1 Vilcabamba Chinchipe 13/06/2013 | 4.2614| 79.2115
Zamora - -
VILC5 Vilcabamba Chinchipe 14/06/2013 | 4.2614 | 79.2115
Zamora -
VILC2 Vilcabamba Chinchipe 13/06/2013 | 4.2653 | -79.213
Zamora - -
VILC3 Vilcabamba Chinchipe 13/06/2013 | 4.2705| 79.2237
Zamora - -
VALLG6 Valladolid Chinchipe 14/06/2013 | 4.5517| 79.1315
Zamora - -
VALL1 Valladolid Chinchipe 14/06/2013 | 4.5519| 79.1323
Zamora - -
VALL3 Valladolid Chinchipe 14/06/2013 | 4.5552 | 79.1341
Zamora -
VALLS Valladolid Chinchipe 14/06/2013 | 4.5528 | -79.132
Zamora - -
VALL2 Valladolid Chinchipe 14/06/2013 | 4.5585| 79.1343
Zamora - -
VALL4 Valladolid Chinchipe 14/06/2013 | 4.5505| 79.1306




