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RESUMEN

La guayusa, Ilex guayusa, es una planta que se encuentra en Ecuador, Pert1 y Colombia.
El consumo ancestral del té de guayusa en comunidades ecuatorianas amazonicas se debe
a las propiedades medicinales que se le atribuyen principalmente como energizante,
antioxidante y antiinflamatorio. Estos atributos han sido respaldados por investigaciones
en las que se han aislado metabolitos de interés en esta especie. Sin embargo, hasta el
momento no se conoce en detalle informacion acerca de su diversidad genética, parametro
importante para establecer programas de manejo y conservacion en una especie con tanto
potencial. En un estudio preliminar de la diversidad genética de la guayusa se usd
marcadores moleculares ISSRs y se concluyd que la guayusa tiene baja diversidad
genética. Esto posiblemente se deba a que su reproduccion es asexual; los érganos
sexuales de la guayusa se encuentran atrofiados y se la cultiva por medio de estacas. Para
caracterizar con mayor profundidad la diversidad genética de esta especie se disefiaron
30 marcadores microsatélites especificos para la guayusa. Se analizaron 60 muestras de
diferentes individuos provenientes de la provincia de Morona Santiago de los cuales se
extrajo su ADN, se realizé las amplificaciones correspondientes y se logro el genotipado
de los individuos analizados. Las muestras provenian de tres parroquias: Sinai, Sevilla
Don Bosco y Santa Marianita de Jesus. Se lograron genotipar 29 de los 30 marcadores
SSRs y en estos 29 marcadores se encontrd una diversidad genética moderada (He =
0.564). Mediante un analisis de varianza molecular (AMOVA) se encontrd que el 87%
de la variabilidad genética de la guayusa proviene de los individuos (intrapoblacional),
mientras que el 13% de la variabilidad genética es explicada por las parroquias
(interpoblacional). Con respecto al poder informativo de los primers se determin6 que 16
de los 29 primers son polimorficos y altamente informativos por el alto nimero de alelos
encontrados (de 3 a 17) y los valores de PIC (superiores a 0.5). Mediante los valores Fst,
el dendograma obtenido por Neighbor Joining y el PCoA se observa dos agrupaciones:
una formada por la parroquia Sevilla Don Bosco y otra formada por las parroquias Sinai
y Santa Marianita de Jesis. Ademas, por medio de los andlisis en STRUCTURE se
observd que existen dos acervos genéticos en la muestra de Morona Santiago (K 6ptimo
de 2): el primer acervo predomina en Sinai y Santa Marianita de Jests, mientras que el
segundo acervo es predominante en Sevilla Don Bosco. Para comprender mejor los
resultados obtenidos, se debe estudiar a profundidad aspectos geoldgicos, composicion
del suelo y condiciones ambientales que podrian explicar las agrupaciones encontradas.
En esta investigacion se reportan por primera vez primers microsatélites especificos para
la guayusa y con un andlisis de una muestra en Morona Santiago, se determind que son
altamente polimorficos e informativos. Estas herramientas permiten aumentar el
conocimiento de la guayusa para poder crear estrategias de un manejo sustentable para su
conservacion

Palabras clave: Ilex guayusa, Amazonia, Morona Santiago, microsatélites, diversidad
genética, conocimiento ancestral.



ABSTRACT

Guayusa (Ilex guayusa) is a plant found in Ecuador, Perti and Colombia. The ancestral
consumption of its tea in the communities of the Ecuadorian Amazon is due to its
medicinal properties such as energy booster, antioxidant and anti-inflammatory. These
characteristics have been confirmed in different studies in which different metabolites
have been isolated. Nonetheless, to date there is a lack of information about its genetic
diversity, a key parameter to stablish conservation and management programs in species
with great potential. In a preliminary study, genetic diversity in guayusa Ecuadorian
populations was assessed using ISSR markers. A low genetic diversity was found
possibly due to asexual reproduction. In this species, sexual organs are damaged, and
therefore, its dispersion occurs through stakes. In order to better characterize the genetic
diversity in this species, 30 microsatellite markers were designed. 60 samples from
different individuals from Morona Santiago province were analyzed. Its DNA was
extracted, amplified and individuals were genotyped. Samples were collected from three
parish which were the following: Sinai, Sevilla Don Bosco and Santa Marianita de Jesus.
29 out of 30 SSR markers were successfully genotyped. A moderate genetic diversity was
found (He = 0.564). Through an analysis of molecular variance (AMOVA), it was found
that 87% of variance comes from individuals (intra-populational), whereas 13% of
variations comes from parish (inter-populational). In order to evaluate the capacity of the
molecular makers, it was established that 16 of the 29 primers were polymorphic and
highly informative, because they had high number of alleles (from 3 to 17) and high PIC
values (above 0.5). The results of the: Fst distances, the Neighbor Joining Dendogram
and the PCoA graphic indicated that it is possible that there are 2 populations in the
province. The parish Sinai and Santa Marianita de Jests represent the first population,
and Sevilla Don Bosco represents the second population. Through an analysis in the
software STRUCTURE it was observed that in this sample there are 2 genetic stocks (by
a K optimum of 2). The first genetic stock is mainly influencing the parishes Sinai and
Santa Marianita de Jesus, while the second genetic stock is influencing Santa Marianita
de Jests. To get a better understanding of the population structure obtained through these
analyses is necessary to carefully study the geology, composition of soil and
environmental conditions of the area of study. For the first time microsatellite molecular
markers specific to guayusa are reported and by attempting to analyze the genetic
diversity of a small sample of Morona Santiago, it was demonstrated that these developed
molecular markers are highly polymorphic and informative. These are important tools
that are useful to increase the knowledge of the guayusa, in order to create sustainable
strategies for its conservation.

Keywords: Ilex guayusa, Amazon, Morona Santiago, microsatellites, genetic diversity,
ancestral knowledge.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades sobre Ilex guayusa

La guayusa Ilex guayusa es una planta que pertenece a la familia Aquifoliaceae, la cual
cuenta con 600 especies y, especificamente, el género Ilex se distribuye a lo largo de
América, Asiay Europa, siendo América del Sur una de las dreas con mayor diversidad de

especies dentro de este género (Cuénoud et al., 2000; Gottlieb et al., 2005).

Las plantas pertenecientes al género Ilex se caracterizan por tener una considerable
diversidad morfologica, ya que pueden presentarse como arboles, arbustos e inclusive,
como epifitas. Ademas, este género presenta plantas funcionalmente deciduas, es decir, su
reproduccidn sexual estd comprometida, tanto como por sus pistilos rudimentarios en flores

estaminadas, como por sus estambres estériles en flores pistiladas (Gottlieb et al., 2005).

Ilex guayusa se ha registrado que existe en tres paises: Colombia, Ecuador y Pert, de
los cuales el Ecuador es el que tiene el mayor numero de cultivos ancestrales de guayusa
(Radice y Vidari, 2007). Su distribucion se da desde los bosques andinos bajos hasta los

bosques amazonicos entre alturas de 0 a 1500 m.s.n.m. (Loizeau y Barriera, 1999).

En el Ecuador, llex guayusa se encuentra en todas las provincias de la Amazonia:
Sucumbios, Orellana, Napo, Pastaza, Morona Santiago, Zamora Chinchipe y Orellana
(Radice y Vidari, 2007). Ademas, se ha observado guayusa en las provincias de Pichicha y

Tungurahua (Jorgensen y Leon-Ydénez, 1999).

La guayusa se caracteriza por ser un arbol perenne que estd presente, mayoritariamente,
en toda la region Amazoénica del Ecuador, sin embargo, fue descrita por primera vez en
1901 en el Peru (Shemluck, 1979). Su tamafio oscila entre los 10 y 20 m, tiene un follaje

denso, un tronco de corteza blanca y lisa, hojas coridceas con distinta morfologia: simples
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o alternas, enteras, oblongo-elipticas; una flor con corola blanco-verdosa y un fruto en
forma de baya globosa (Garcia, 1992). A pesar, de la presencia del aparato reproductor en
esta especie, la guayusa se reproduce asexualmente por medio de estacas (Duefias et al.,

2010).

1.2. Uso de esta planta en la Amazonia Ecuatoriana

La guayusa ha sido consumida como planta medicinal desde 500 afios d.C. en la region
andina amazodnica. Se la ingiere como bebida de ritual, debido a que la infusion de hojas de
guayusa proporciona: mejor digestion, mejor apetito, fortaleza en el cuerpo, cura para las
enfermedades venéreas, incremento de la fertilidad, efecto estimulante, calma para el dolor,

repelente, entre otros usos (Duedas et al., 2010).

Indigenas amazdnicos como los Kichwas tienen varias plantas de guayusa cerca de sus
casas para tener acceso rapido a sus hojas y preparar sus infusiones diarias (Duefias ef al.,
2010). Ademas de beneficiarse de su aspecto medicinal, la guayusa es una parte importante
de las culturas nativas amazonicas ecuatorianas, debido a que la preparacion y consumo de
ésta fortalece la convivencia entre la comunidad; los hombres de la comunidad comparten
anécdotas e historias, mientras que los ancianos y las mujeres interpretan suenos; es decir,
se le atribuye también propiedades espirituales (Overing y Passes, 2000). La guayusa
también forma parte de la cultura de las etnias Shuar, Achuar, Jibaros, Cofan, Secoya y

Tsa’chi (Descola, 1996; de la Torre et al., 2008).

1.3. Metabolitos de la guayusa

Aunque el conocimiento ancestral sobre la funcionalidad de la guayusa es generalizado,
no existen tantos estudios sobre sus caracteristicas fitoquimicas y bioldgicas, que permitan
relacionar estos dos aspectos: medicina tradicional y aplicaciones farmacéuticas y

nutricionales (Radice et al., 2016).
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Algunos estudios de cardcter quimico han logrado concluir que las hojas de guayusa
contienen cafeina, teobromina, flavonoides, compuestos fenodlicos, taninos, alcaloides,
guanidina, quinonas, glicosidos, aminoacidos, triterpenos, acido oleanoélico, acido ursdlico,

extractos etanolicos e hidroalcohdlicos, entre otros (Radice et al., 2016; Gan et al., 2018).

La cafeina y teobromina tienen efectos estimulantes y protectores en las células; los
compuestos fenolicos y flavonoides también tienen un rol protector en las células en contra
de estrés oxidativo; la guanidina tiene un efecto hipoglicémico; los 4cidos oleandlicos y
ursolicos tienen capacidad antiinflamatoria y antiviral: mientras que los extractos
etanolicos tienen actividad estrogénica (Radice et al., 2016). Todos estos metabolitos
explican de forma cientifica cada una de las propiedades atribuidas al consumo de la

guayusa del conocimiento ancestral de las comunidades indigenas amazonicas.

Cabe recalcar la importancia de esta planta, que se dice que tiene mayor actividad
antioxidante que el té verde y mas cafeina que el café (ProEcuador, 2013). Se ha
comprobado que la guayusa tiene el mismo poder antioxidante que la yerba mate y el té.
En este estudio se ha aislaron e identificaron los distintos tipos de fenoles y carotenoides
de la guayusa y se determind que su consumo regular tiene efectos positivos para la salud

(Garcia et al,, 2017).

1.4. Importancia y definicion de la diversidad genética

La diversidad genética es la variacion en secuencias de ADN entre individuos de una
poblacion, especies o entre varias poblaciones (Ellegren y Galtier, 2016). Esta diversidad
se puede o no reflejar en diferencias fenotipicas, pero si es evidenciable en diferencias
genéticas (Hughes et al., 2008). La riqueza en diversidad genética otorga a los organismos
la capacidad de responder a cambios ambientales, lo cual en plantas influye directamente

en estrategias de mejoramiento o conservacion de especies en peligro (Hake y Ross, 2015;
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Ellegren y Galtier, 2016). En contraste, la pérdida de la variabilidad genética ocasiona
vulnerabilidad en las especies con respecto a cambios repentinos del ambiente y, también
a pestes y enfermedades. Por estas razones es de gran importancia conocer la diversidad
genética en las especies, con el fin de conocer el estado de una poblacion y en base a esto

dar un uso sustentable a estos recursos genéticos y conservarlos (Esquinas, 2005).

Existen fendmenos tales como: mutaciones en las secuencias de ADN, seleccion natural,
deriva génica o flujo de genes por medio de migraciones que son algunos factores
responsables de generar polimorfismo o diversidad genética (Ramanatha y Hodgkin, 2002).
No obstante, fluctuaciones ambientales, brotes de plagas y las actividades humanas afectan

significativamente el estado de diversidad genética (Ellegren y Galtier, 2016).

La diversidad genética se puede caracterizar con herramientas que evidencien la
variabilidad a manera de alelos discretos o como caracteres continuos, por lo ende, existen
diferentes métricas para la diversidad genética (Hughes, 2008). En el caso del analisis del
niamero o frecuencia de alelos discretos, que se definen como el numero de formas
alternativas de un locus, los marcadores moleculares son una herramienta ampliamente
utilizada por su uso relativamente sencillo y barato (Klug et al., 2009). Los marcadores
moleculares son fragmentos de ADN polimorfico que tienen: una posicion especifica
dentro del genoma y patrones de expresion reconocibles (Cuberos, 2002). Para realizar
andlisis de diversidad genética se caracterizan los alelos y se determina niveles de
heterocigosidad y eficacia bioldgica, los cuales estdn relacionados directamente con el

estado de vulnerabilidad de una especie (Reed et al., 2003).

El conocimiento de la diversidad genética puede ser la base para emprender programas

de mejoramiento y conservacion a través de bancos de genes y reservorios naturales.
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1.5. Conocimiento actual de la diversidad genética de la guayusa

A pesar del alto potencial de la guayusa, esta planta no ha sido ampliamente estudiada
y por ahora se desconoce su estado de conservacion y sus caracteristicas genéticas. Se sabe
que su habitat se ha reducido considerablemente debido a la deforestacion y degradacion
de bosques, suelos y aguas amazonicos a causa de las actividades humanas en industrias

petroleras, agricolas, madereras, etc. (Lopez et al., 2013).

Existe un solo estudio preliminar de la diversidad genética de la guayusa. En este se
usaron marcadores moleculares ISSR (inter simple sequence repeats) en 157 individuos de
guayusa en las provincias de Sucumbios, Napo, Orellana, Pastaza, Morona Santiago y
Zamora Chinchipe. Se encontr6 una heterocigosidad esperada de 0.19 y se determind que
existe una baja diversidad genética de esta planta. Sin embargo, los autores explicaron que
los resultados pudieron tener influencia por un sesgo en el muestreo y relacionaron su baja

diversidad genética con la propagacion clonal de la guayusa (Torres ef al., 2017).

Pese a que no existen mas estudios en guayusa, hay algunos estudios de diversidad
genética en plantas emparentadas. En Illex paraguariensis, conocida con el nombre
vernaculo de yerba mate, han existido varias investigaciones de diversidad genética. Una
fue realizada en Brasil con marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNA) en
donde se encontr6 una baja diversidad (Gauer y Cavalli-Molina, 2000); en otro estudio del
2013 en Brasil se disefiaron y probaron marcadores SSR (simple sequence repeats) y se
encontro una alta diversidad genética (Pereira et al. 2013); y en una investigacion de
Uruguay usando los mismos marcadores SSRs desarrollados por Pereira et al., 2013 se
encontrd una alta diversidad genética de la poblacion analizada de yerba mate (Cascales et

al., 2014).
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Lo que se puede rescatar de estos estudios, es que ha existido una tendencia al uso de
microsatélites, debido a sus ventajas posteriormente descritas. Aunque una limitacion de
este tipo de marcador molecular es el costo de su disefio inicial, con estos estudios en paises
con limitaciones econdmicas como el Ecuador, se ha optado por desarrollar marcadores
microsatélites homologos, ya que, con el avance de la tecnologia, los costos de
secuenciamiento para formar bibliotecas gendomicas de microsatélites han disminuido, y se
quiere optar por el uso de marcadores mas especificos y, por ende, confiables (Azhar et al.,

2017).

1.6. Comparacion entre marcadores moleculares SSR y ISSRs.

Tradicionalmente, la identificacion de plantas se realizaba por caracterizacion morfologica.
No obstante, esto se puede considerar como un método subjetivo debido a que individuos que
son genéticamente distintos pueden compartir caracteristicas morfologicas. Ademas, las
caracteristicas morfoldgicas pueden cambiar debido a condiciones ambientales. Se considera
que la informacién que se puede obtener por medios moleculares otorga mayor evidencia para
la clasificacion en plantas (Soltis y Soltis, 1995). Las caracteristicas que son de interés agricola
como resistencia a estrés ambiental como salinidad, acidez o resistencia a plagas, no son
distinguibles por este método de categorizacion; por ende, se recalca la importancia del uso de

marcadores moleculares (Azhar et al., 2018).

Existen dos tipos de marcadores moleculares segiin el método de analisis: los basados en

hibridacién y los basados en PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (Semagn et al., 2006).

Los marcadores moleculares basados en amplificacion por PCR, dentro de los cuales se
encuentran los ISSR y los SSR, tienen las siguientes ventajas: requieren una cantidad de ADN

inicial baja, no requieren de sondas radioactivas, su metodologia es accesible y fécil, detectan
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muchos locus porque se disefian a partir de regiones polimorficas de ADN (Semagn et al.,

2006; Azhar et al., 2018).

Los marcadores ISSR y SSR se basan en polimorfismos de regiones entre y dentro de
microsatélites que son regiones de ADN no codificante que tienen secuencias de 2, 3, 4 y hasta
6 pares de bases repetidas en tdndem, por lo tanto, los alelos de microsatélites se originan por
distinto numero de repeticiones. La diferencia de ambos marcadores es que los ISSR amplifican
entre regiones de microsatélites, mientras que los SSR amplifican directamente la region del
microsatélite, por lo tanto, la ventaja de los ISSR frente a los SSR es que no necesitan de
conocimiento de la secuencia, son simples, rdpidos y muestran grandes niveles de
polimorfismo. Sin embargo, tienen herencia dominante, es decir, no permiten diferenciar entre
condicion homocigota y heterocigota y su reproducibilidad no es tan buena (Semagn et al.,

2006; Azhar et al., 2018).

Los marcadores SSR son especificos para cada especie, son mds sensibles y su
reproducibilidad es mejor, ademas, son codominantes. La principal limitante del uso de estos
marcadores es el tiempo y dinero necesarios para generar una libreria de regiones microsatélites
(Semagn et al, 2006). En el caso de este estudio esto no fue un limitante ya que se realizo una
colaboracion para el secuenciamiento y construccion de librerias de microsatélites de la
Universidad Metropolitana de Manchester. Con esto se considera factible el uso de este tipo de
marcadores para establecer indices de diversidad genética en la guayusa de la Amazonia

ecuatoriana.

1.7. Importancia comercial de la guayusa

Gracias a los efectos estimulantes y medicinales de la guayusa, esta ha sido comercializada
en EE. UU. desde el 2010, y la empresa Runa ha realizado convenios con los productores

indigenas de la Amazonia en la que se han establecido precios estables por libra de hojas



20

(Alvarado, 2016). Esto representa una ventaja en comparacion a otros cultivos de la Amazonia
como son el café y el cacao que tienen precios volatiles, y que también estan sufriendo de
mayor presion por fitoenfermedades y su cosecha es periddica. En contraste la cosecha de la

guayusa es constante y se han establecido precios fijos de este cultivo (Krause y Ness, 2017).

Ademas, se le da un valor adicional a la guayusa porque se cultiva orgdnicamente, sin el uso

de pesticidas o fertilizantes (Alvarado, 2016).

En los ultimos afios se ha difundido las propiedades medicinales y nutricionales de la
guayusa. Esto ha generado que desde el 2010 existan empresas dedicadas a la exportacion y
comercializacion de la guayusa en el mercado estadounidense. Inclusive, se reporta que el 90%
del procesamiento de la guayusa ocurre en el extranjero (Krause y Ness, 2017). Siendo la
guayusa un recurso bioldgico ecuatoriano y el conocimiento ancestral perteneciente a los
indigenas amazdnicos, es necesario incentivar la investigacion nacional, para que los beneficios

de estas investigaciones se queden dentro del pais.

Debido al gran potencial de la guayusa, tomando en cuenta su gran cantidad de componentes
bioactivos y al estado general de desconocimiento de esta planta ancestral, el presente trabajo
busca incrementar el conocimiento que se tiene de la misma y para esto se sintetizaron y
estandarizaron 30 pares de marcadores microsatélites para /lex guayusa con el fin de entender
preliminarmente el estado de la diversidad genética en una muestra de 60 individuos de la

provincia de Morona Santiago.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Estandarizar y evaluar nuevos marcadores moleculares microsatélites SSRs especificos de

guayusa (Ilex guayusa).

2.2 Objetivos Especificos

a) Seleccionar y sintetizar 30 pares de marcadores microsatélites especificos para Ilex
guayusa a partir de las secuencias correspondientes a microsatélites obtenidas
mediante el secuenciamiento del genoma de la guayusa.

b) Estandarizar un protocolo de amplificaciéon para los marcadores seleccionados y
evaluar la calidad de su amplificacion.

c) Seleccionar y analizar el nivel de polimorfismo de los marcadores microsatélites SSRs
estandarizados para utilizarlos en estudios posteriores de diversidad genética.

d) Analizar preliminarmente la diversidad genética y estructura poblacional en una
muestra de 60 individuos de guayusa pertenecientes a la provincia de Morona

Santiago para determinar la funcionalidad de los marcadores microsatélites disefiados.
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3. AREA DE ESTUDIO

Para desarrollar esta investigacion se usaron muestras de ADN extraidas a partir de hojas de
guayusa recolectadas en 3 parroquias de la provincia de Morona Santiago: Sinai, Sevilla Don
Bosco y Santa Marianita de Jesus (Figura 1). El area de recoleccion de la muestra fue de 493
km? lo cual representa casi el 2% del total de la superficie de la provincia (25690 km?). Las
muestras de guayusa recolectadas provenian en su gran mayoria de cultivos familiares en casas
(Sinai y Santa Marianita de Jesus) y algunas en chacras de comunidades indigenas (Sevilla Don
Bosco). De cada individuo se recolect6 de 4 a 10 hojas y se obtuvieron hojas de un total de 100
individuos. Estas hojas fueron almacenadas a -20 °C, se extrajo su ADN, el cual fue utilizado
posteriormente para este estudio realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad San Francisco de Quito. El analisis de genotipado mediante electroforesis capilar

se realizd en MACROGEN INC, Corea del Sur.

4. JUSTIFICACION

Ecuador se considera como uno de los lugares con mayor biodiversidad del mundo, esa
biodiversidad representa una cantidad intangible de recursos biologicos. La guayusa debe
considerarse como una prioridad en la investigacion cientifica, debido a que es de importancia
cultural para varias comunidades indigenas amazonicas. Ademads, tiene un enorme potencial
econdmico gracias a su composicion rica en compuestos activos que le otorgan propiedades
medicinales y nutricionales. Esto la hace candidata como una fuente de sustento importante
para las familias de las comunidades indigenas amazdnicas ecuatorianas (Bass et al., 2010;
Alvarado, 2016). Para tomar decisiones informadas de su manejo y conservacion es esencial
tener informacion sobre la variabilidad y estructura genética de la especie (Harding y Benson,

2013). Esto es de extrema importancia por la manera actual de como se propaga la guayusa, es
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decir, por propagacion clonal, lo cual en unos afios podria significar la pérdida de la especie
por los cambios climaticos que provocaran alteraciones en la distribucion, tiempos de
reproduccion, composicion de las comunidades vegetales, en los ecosistemas y tasas de

extincion mayores (Rao y Shatpit, 2013).

Es necesario enfatizar la relevancia de estar preparados para estos efectos, y esta prevencion
viene justamente de conocer la diversidad genética: los recursos que permitiran resistir a estrés

biotico y abiotico (Rao y Shatpit, 2013).

Hasta el momento solo se ha realizado un estudio que analiza la diversidad genética de la
guayusa, en el cual se usaron marcadores ISSRs que no son especificos para la guayusa (Torres

et al.,2017), por lo tanto, los resultados de esta investigacion pueden no ser lo més confiables.

Dentro de la realidad tecnoldégica y econdémica del Ecuador, el desarrollo y uso de
herramientas moleculares efectivas, reproducibles, confiables y faciles de usar como son los
microsatélites especificos para la guayusa es uno de los primeros pasos para primero tener
informacion robusta y confiable sobre la diversidad genética y por medio de esta establecer

estrategias factibles para su cultivo sustentable y su conservacion.
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S. MATERIALES

Material Vegetal

Hojas de 100 individuos de /lex guayusa recolectados en 3 parroquias de la provincia de

Morona Santiago (Anexo 1).

5.2.

5.3.

Extraccion de ADN de guayusa

Hojas de individuos de guayusa.

Nitrogeno liquido.

Cama de arena Multi-Block Heater (Thermo Scientific).
Termometro.

Sorbona (BIOBASE).

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf).

Buffer de extraccion CTAB 2X.

Cloroformo alcohol isoamilico 24:1.
Alcohol isopropilico al 100 % (Merck).
UltraPure™ Distilled Water (GIBCO).

Tris base 10 mM, EDTA, 1 mM, pH: 8 (TE).
2 B-mercaptoetanol (Bio-Rad).

Etanol 70%

Cuantificacion de ADN de guayusa

ADN extraido de la guayusa.
Nanodrop 100 (Thermo Scientific).
UltraPure™ Distilled Water (GIBCO).

Electroforesis en geles de agarosa

UltraPure™ Distilled Water (GIBCO).
UltraPure™ Agarose (Invitrogen).

TBE 1 X (Tris-base-Acido Bérico-EDTA).
SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen).



3.5.

5.6.

Blue Juice 10 X Loading Buffer (Invitrogen).
Ladder DNA 100 bp (Invitrogen).
Cémara de electroforesis Enduro Gel WL (Labnet International).

Fotodocumentador Gel Doc XR (BioRad).
Amplificacion de regiones microsatélites SSR mediante PCR

ADN diluido de Ilex guayusa 100 ng/ul

30 pares de primers SSR especificos para guayusa (Tabla 1).
Taq DNA polimerasa Platinum 5U/pl (Invitrogen).

Buffer PCR 10 X (Invitrogen).

BSA 10 mg/ml (Thermo Fisher Scientific)

MgCl, 50 mM (Invitrogen).

UltraPure™ Distilled Water (GIBCO).

dNTP’s 10 mM (Invitrogen).
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Cola universal A (5° GCCTCCCTCGCGCCA) marcada con distintos
fluoréforos (6FAM, NED, PET, VIC) (Invitrogen) (Blacket et al., 2012)

Microcentrifuga 5415D (Eppendorf).
T100 Thermocycler (BioRad).

Armado de placas

MicroAmp® Optima 96-well Reaction Plate (Invitrogen).
MicroAmp®8-Cap Strip (Invitrogen).

Genotipado de marcadores microsatélites

ABI 3730XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems ®).
GeneMarker ® v2. 6. 3 (SoftGenetics LLC, 2014).

Analisis de datos

GenAlex v6. 5 (Peakall y Smouse, 2012).
Microsoft Excel 2010 ®.

Structure Harvester (Earl y von Holdt, 2012).
Software HP-RARE v1. 1 (Kalinowski, 2005).
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Software MEGA v7. 0 (Kumar et al., 2008).
Software PGDSpider v2. 1. 0. 3. (Lischer y Excoffier, 2012).
Software R Studio (R CoreTeam, 2013).

@ Paquetes ade4 (Dray y Dufour, 2007).

o Paquete adegenet (Jombart et al., 2018).

e Paquete ape (Paradis et al., 2004).

o Paquete diveRsity (Keenan et al., 2013).

o Paquete hierfstat (Goudet y Thibaut, 2015).

o Paquete genepop (Rousset, 2008).

o Paquete pegas (Paradis, 2010).

o Paquete polysat (Clark y Jasienjuk, 2011).

e Paquete poppr (Kamvar et al., 2013).
Software STRUCTURE 2.3.4. (Pitchard et al., 2000).
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6. METODOS

6.1. Recoleccion de muestras

Se realiz6 una salida de campo en octubre del 2016 en la provincia de Morona Santiago. Se
recolectaron 4-10 hojas de un total de 100 individuos de /. guayusa. Los individuos provienen
de las parroquias urbanas de Sinai y Santa Marianita de Jesus y de la parroquia rural
conformada por comunidades indigenas de Sevilla de Don Bosco. Estas tres parroquias estan
separadas al menos 10 km entre ellas. Las hojas se recolectaron de cultivos familiares de casas
y de chacras de las comunidades. De cada individuo se tomaron los datos de las coordenadas
mediante un GPS y se almacenaron las hojas en fundas Ziploc, se mantuvieron en coolers con
hielo y cuando llegaron al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ se pusieron en

congelacion a -20 °C.

6.2. Disefio de primers especificos de guayusa

Gracias a la colaboracion con Jennifer Rowntree, Universidad Metropolitana de
Manchester, un individuo /. guayusa fue secuenciada mediante la plataforma de secuenciacion
profunda bidireccional (pair-end sequencing) MiSeq (Illumina, San Diego, California). Las
lecturas fueron filtradas por el programa Trimmomatic y recortadas utilizando la funcién
sliding window con threshold de 20. Después, los loci microsatélite y sus regiones flanqueantes
fueron identificados mediante el programa PAL finder v.0.02. En este programa se realizo el
disefio de los primers en base a las recomendaciones del protocolo del kit Type-it Microsatellite
PCR kit (Qiagen, Germany), que incluia pares de bases Optimas entre 20-30, 40-60% de
contenido de CG, temperatura de melting (Tm) 6ptima de 62 °C, con un rango entre 59 °C 'y 65
°C, y una diferencia maxima de Tm de 3 °C entre primer forward y reverse. PAL finder v.0.02
fue configurado para buscar como minimo 8 unidades repetidas en cada locus microsatélite,

variando entre motivos de dos a seis nucleotidos. De la lista generada de loci microsatélites se
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seleccionaron 30 marcadores con motivos de 2 y 3 nucle6tidos. Se establecié un nimero de 30
marcadores moleculares para analizar una importante proporcioén del genoma de la guayusa.
También cabe recalcar que durante el secuenciamiento hubo problemas, por lo que solo se
generaron marcadores de motivos 2 y 3 pares de bases nitrogenadas. Se sintetizaron sets de
primers para estos 30 loci, para los cuales en los primers forward se incluy6 la secuencia
denominada Cola A (Tail A) propuesta por Blacket ef al., 2012, para lograr incorporar el
fluoroforo durante el proceso de amplificacion mediante PCR. Ademas, se calcularon los
tamanos esperados de los productos amplificados mediante el software MEGA v7. 0 (Kumar

et al., 2008) al concatenar las secuencias de los primers forward y reverse.

6.3. Extraccion de ADN de individuos de guayusa

El ADN de los individuos se extrajo utilizando el protocolo que utiliza buffer CTAB (Shagai
et al., 1984) con ciertas modificaciones para la guayusa. Estas modificaciones consistian en
aumentar el tiempo de centrifugacion inicial a 30 minutos y en dejar a las muestras en

congelacion durante 20 minutos, antes de la precipitacion con alcohol isopropilico.

Se resuspendieron las muestras en 50 ul de HoO de PCR y fueron posteriormente

almacenadas a -20°C.

6.4. Preparacion de muestras

El ADN obtenido de los 100 individuos de guayusa fue cuantificado mediante
espectrofotometria en un Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Las

muestras fueron diluidas a una concentracion de 100 ng/pl.

Como control de calidad e integridad, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al

1,5% del ADN extraido de los 100 individuos. Se corrieron los geles durante 1 hora a 80 V.



29

Para este proyecto de investigacion se seleccionaron 60 de los 100 individuos recolectados

(Anexo 1) segun criterios de distribucion geografica, calidad y concentracion de ADN.

6.5. Estandarizacion de temperatura de annealing de primers

especificos de guayusa

Se realiz6 la estandarizacion de la temperatura de annealing de los 30 pares de primers
microsatélites con pruebas iniciales con 3 individuos utilizando las condiciones de
amplificacion descritas por Blacket et al., (2012) con ciertas modificaciones como la adicion
de buffer BSA y la modificacion de la concentracion final del primer forward y del MgCI2. En
cada reaccion se utilizo un volumen total de 10 pl que contenian 4.95 ul de H20 de PCR, 1 pl
de Buffer de PCR 1X (Invitrogen, California, USA), 1 pl de BSA 10 ml/mg, 0.5 ul MgCI2 2
mM (Invitrogen, California, USA), 0.15 pl de primer forward con cola universal 10 uM, 0.5
ul de primer reverse 10 uM, 0.5 ul de primer marcado con fluoréforos 10 uM (6FAM, VIC,
PET o NED), 0.2 pul de ANTP’s 50 mM, 1 pl de Taq polimerasa Platinum 5U/ pl (Invitrogen,
California, USA) y 1 ul de ADN de 100 ng/ul. El programa de amplificacion consistia en 35
ciclos con una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 15 minutos, 30 segundos de
desnaturalizacion a 94 °C, 90 segundos de annealing a temperaturas desde 54 °C hasta 68 °C, 1
minuto de extension a 72 °C y 5 minutos de elongacion final a 72 °C. Se utilizo el termociclador

T100 BioRad para las amplificaciones.

Se corrieron los productos amplificados en geles de agarosa al 1.5% y se realizd la

electroforesis a 100 V durante 30 minutos.
6.6. Amplificacion y genotipado de primers microsatélites

especificos para Ilex guayusa

Después de la estandarizacion de la temperatura de annealing de los 30 pares de primers

microsatélites (Tabla 1), se amplificaron 60 individuos de guayusa con el siguiente protocolo
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de amplificacion: por cada reaccion se utilizo un volumen total de 30 ul que contenian 16.65
ul de H,O de PCR, 3 ul Buffer de PCR 1X (Invitrogen, California, USA), 3 ul BSA 10 ml/mg,
1.8 ul MgClz 50 mM (Invitrogen, California, USA), 0,75 pul de primer forward con cola
universal 10 uM, 1.5 pl de primer reverse 10 uM, 1.5 pl de primer marcado con fluoréforos
10 uM (6FAM, VIC, PET o NED), 0.6 ul de dNTP’s 10 mM, 0.2 pl de Taq polimerasa

Platinum 5U/10 pl (Invitrogen, California, USA) y de 1 ul ADN de 100 ng/ul.

Debido a que se obtuvieron individuos sin picos identificables en el genotipado, se
decidieron realizar modificaciones en el programa de amplificaciéon como aumentar el nimero

de ciclos y prolongar el tiempo de extension.

Por lo anteriormente explicado, el nuevo programa de amplificacion consistia en 55 ciclos
con una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 15 minutos, 30 segundos de desnaturalizacion
a 94 °C, 90 segundos de annealing estandarizada de cada primer (Tabla 1), 2 minuto de
extension a 72 °C y 5 minutos de elongacion final a 72 °C. Se utilizo el termociclador T100

BioRad para las amplificaciones.

Para comprobar que la amplificacion fue exitosa se realizaron electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% durante 30 minutos a 100 V. Se mezclaron 5 pl de producto de PCR con 2 pl

de Blue Juice 10 X (Invitrogen). Ademas, se utilizé 1l de Ladder 100 pb.

Los productos de las amplificaciones se enviaron a MACROGEN INC. (Corea del Sur) para
que ser genotipados mediante electroforesis capilar con el sistema ABI 3730XL (Applied

Biosystems, California, USA).

6.7. Analisis de datos

Para la identificacion de alelos generados por la electroforesis capilar se utilizo el programa

GeneMarker ® v2. 6. 3. Con los datos de los 60 individuos de guayusa de Morona Santiago
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amplificados con los 29 pares de primers SSRs se construy6 una matriz diploide codominante

con cada par de alelos (en pb) por cada locus.

Se establecieron como poblaciones a las parroquias donde se realizo el muestreo: Sinai,
Sevilla Don Bosco y Santa Marianita de Jesus. Cabe recalcar que cada una de estas parroquias

estan separadas al menos 10 km entre ellas.

La conversion de formatos de la matriz diploide de alelos para que esta pueda ser utilizada
por cada uno de los softwares usados se la realizd con PGDSpider v2. 1. 0. 3. (Lischer y

Excoffier, 2012).

Los datos de diversidad genética por locus y poblacion (nimero de alelos, heterocigosidad
esperada (He), heterocigosidad observada (Ho), contenido de informacion polimorfica (PIC),
radio efectivo multiple (EMR) y el indice del marcador (MI) fueron analizados en el programa
R Studio (RStudio Team, 2015). Los analisis de distancias genéticas de Weir y Cockerham Fist
(Weir y Cockerham, 1984), el analisis de componentes principales (PCoA), el dendograma
mediante el método Neighbor Joining (Felsentein y Kuhner, 1994) se hicieron con el programa

R Studio (R CoreTeam, 2013).

Para determinar el nlimero de alelos privados se utiliz6 el software HP-RARE v1. 1, el cual
sirve para corregir la falta de homogeneidad en el nlimero de individuos por cada parroquia
para evitar que las diferencias encontradas sean a causa de los distintos tamafios de las
parroquias El software pide un niimero de “genes” para analizar los alelos con rarefaccion y
este se determina como el nimero de individuos muestreados en la parroquia con la muestra
mas pequefia. Se establecié un numero de 16 “genes” por cada parroquia (en Santa Marianita
de Jests se recolectaron hojas de 8 plantas de guayusa, y cada una de estas representa dos
“genes”). Con esto se pudo calcular correctamente el nimero de alelos y alelos privados en

cada parroquia (Kalinoswki, 2005).
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El analisis de estructura poblacional se realizdo mediante el programa STRUCTURE 2.3.4
(Pitchard et al., 2000) que utiliza inferencia bayesiana. Se realizo una corrida preliminar de los
datos con un nimero posible de linajes de los individuos analizados (K) entre K=1 y K=10 con
10 iteraciones, 10000 pasos de burn-in y 100000 pasos de MCMC (Markov Chain Monte
Carlo). Con los resultados de esta corrida inicial, se subieron los resultados a la plataforma en
linea Structure Harvester (Evanno et al., 2005) para determinar el nimero de linajes por medio
del valor 6ptimo del AK. Con este valor de K 6ptimo se volvio a hacer otra corrida de los datos
obtenidos de la primera corrida en STRUCTURE con valores de K de 1 a 2 (ya que 2 fue el K

optimo) con 20 iteraciones, con 1000000 pasos de burn-in y 1000000 pasos de MCMC.

Finalmente, se utiliz6 la herramienta GenAlex v6. 5 (Peakall y Smouse, 2012) para realizar

el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA).



33

7. RESULTADOS

7.1. Extraccion de muestras y cuantificacion

Se logré extraer ADN de 100 individuos de Ilex guayusa recolectadas en la provincia de
Morona Santiago. Mediante la cuantificacion se determind que el ADN tenia buena calidad y
las concentraciones de los individuos oscilaban entre 122 ng/ul a 4713 ng/ul (Anexo 1).
Ademas, se garantiz6 la buena calidad e integridad del ADN extraido mediante electroforesis

en geles de agarosa al 1.5% (Anexo 2).

7.2. Disefio de primers especificos de guayusa

Se identificaron 353 locus de microsatélites con regiones flanqueantes mediante el uso de
PAL finder v.0.02, de estos locus se encontraron 5 loci microsatélites con motivos de tri-

nucledtidos y 348 loci con dinucleotidos.

A partir de estos, se seleccionaron 30 marcadores SSR: los 5 con motivos de tri-nucleotidos
y los 25 restantes con motivos de dinucledtidos se seleccionaron al azar, debido a que no habia
ninguna diferencia en criterios de calidad. Las longitudes de los primers son de 21 a30 pby a
cada primer forward se le incorpor¢ la cola universal (tail A) en el extremo 5’ (Blacket et al.,

2012).

7.3. Estandarizacion de primers especificos de guayusa

Se probo los 30 pares de primers seleccionados para la guayusa y se logré estandarizar un
protocolo de amplificacion exitosa con 30 de éstos (Tabla 1). Se logré amplificar el 100% de

los primers.
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7.4. Genotipado y evaluacion del desempeiio de los marcadores

microsatélites de la guayusa.

Se logré genotipar 60 individuos de guayusa con 29 pares de primers SSRs disefiados para
la especie. Esto corresponde a un porcentaje de 96% de eficiencia en el genotipado. El unico
primer en el que no se logr6 genotipar fue el primer GYSO01, a pesar de mostrar amplificacion
exitosa con todos los individuos, no se generaron picos de fluorescencia analizables en la
electroforesis capilar. En el Anexo 3A se observa los productos de la amplificacion con el
primer GYSO1 y sus respectivos resultados del genotipado Anexo 4A. En contraste, se observa
los productos de la amplificacion exitosa con el primer GYS20 en el Anexo 3B y los resultados
del genotipado de estas reacciones en las que se pueden identificar un alelo claramente en el

Anexo 4B.

Se encontrd de 2 a 17 alelos por marcador (con un promedio de 6.034 alelos por locus) y un
total de 175 alelos (Tabla 2). El primer GYS17 fue el que presenté mas alelos (17). Los primers:
GYS04, GYS06, GYS10, GYS15, GYS16, GYS19, GYS27 y GYS29 presentaron iinicamente
2 alelos. Ademas de evaluar el nimero de alelos por cada marcador, para establecer que tan
informativos fueron los 29 primers se tomaron en cuenta los indices de PIC, EMR y MI. El
indice PIC permite establecer la habilidad de un marcador en establecer niveles de
polimorfismo segun el numero de alelos encontrados y las frecuencias de éstos. Ademas, los
indices EMR y MI son pardmetros estadisticos que permiten medir la eficiencia y utilidad,

respectivamente, de marcadores moleculares (Chesnokov y Artemyeva, 2015).

En el set de 29 primers microsatélites con una muestra de 60 individuos de Morona Santiago
se obtuvo valores de PIC desde 0.033 hasta 0.844, valores EMC desde 0.023 hasta 1.286 ¢
indices de MI desde 0.001 hasta 1.036 (Tabla 2). Considerando todos estos parametros

previamente mencionados se determind que 16 marcadores microsatélites del total del set de
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19 marcadores resultaron ser informativos y polimorficos. Ya que con estos marcadores se
identificaron mas de 3 alelos y establecio valores altos de PIC, EMR y MI (GYS02, GYS03,
GYS07, GYS08, GYS09, GYS11, GYS12, GYS13, GYS17, GYS20, GYS21, GYS22,
GYS23, GYS25, GYS26 y GYS28). Los 13 marcadores microsatélites restantes se los
considero como los menos informativos por presentar menos de 3 alelos y valores de PIC, EMR
y MI bajos (GYS04, GYS05, GYS06, GYS10, GYS15, GYS16, GYS18, GYS19, GYS24,

GYS27, GYS29 y GYS30).

7.5. Analisis de datos

7.5.1. Diversidad alélica de 1a guayusa por marcador microsatélite.

Se analiz6 la cantidad de alelos y alelos privados corregidos por rarefaccion por cada
parroquia (Tabla 3) y la parroquia Sevilla Don Bosco presentd el mayor ntimero de alelos 115,
seguida por la parroquia Sinai con 88 alelos y, finalmente, la parroquia Santa Marianita de
Jesus con 90 alelos. Se encontraron 14 alelos privados en la parroquia Sinai, pero con la
correccion estadistica de rarefaccion se establecieron 11 alelos privados. En la parroquia
Sevilla Don Bosco hubo 38 alelos privados y con correccion de rarefaccion se determinaron 39
alelos privados. Mientras que en la parroquia Santa Marianita de Jests hubo 5 alelos privados

y 13 alelos privados con rarefaccion.

7.5.2. Diversidad y distancias genéticas entre las 3 parroquias.
Como se menciono anteriormente, se recolectaron 60 individuos de guayusa de la provincia
de Morona Santiago, de los cuales 37 provenian de la parroquia Sinai, 15 de la parroquia Sevilla
Don Bosco y 8 de la parroquia Santa Marianita de Jesus. Se realizaron andlisis de diversidad

genética por cada una de las parroquias.

La heterocigosidad esperada (He) vario desde 0.49 hasta 0.59 en las 3 parroquias, mientras

que de la heterocigosidad observada (Ho) se obtuvieron valores dentro de un rango de 0.40
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hasta 0.53. Sinai fue la parroquia que obtuvo la menor He (0.49), mientras que Sevilla Don
Bosco fue la que presento mayor He (0.59). En comparacion, Sevilla Don Bosco fue la
parroquia que tuvo el valor de Ho mas bajo (0.40) y la Ho de Santa Marianita de Jesus fue la
mas alta (0.53) (Tabla 3). Sin embargo, mediante una prueba T con un valor de significancia
de 0.05, se determind que no existen diferencias estadisticamente significativas entre la He y

la Ho (valor p =0.37).

La heterocigosidad esperada (He) promedio de Ilex guayusa en la provincia de Morona
Santiago fue de 0.564 y la heterocigosidad observada promedio (Ho) fue de 0.470 (Tabla 3).

Estos valores indican una diversidad genéticamente moderada.

Por medio del Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA) se pudo determinar que el 87%
de la variacion genética es intrapoblacional, mientras que la variacion genética entre las

parroquias represento el 13% de la variacion genética (Tabla 4; Figura 2).

En cuanto a distancias genéticas Fst de Weir y Cockerham se establecio que las parroquias
Sinai y Santa Marianita de Jests presentan los valores mas bajos (Fst = 0.025) lo cual indica
una distancia genética baja, mientras que la parroquia Sevilla Don Bosco en comparacioén con
la parroquia Sinai (Fst = 0.062) y Santa Marianita de Jests (Fst = 0.058) presentan distancias

genéticas moderadas (Tabla 5) (Balloux y Lugon-Moulin, 2002).

Otro método de analisis de distancias genéticas es un grafico denominado dendograma
obtenido por medio del método de Neighbor Joining (Figura 3). En este dendograma las ramas
entre parroquias son proporcionales a las distancias genéticas que existen entre ellas (Saitou y
Nei, 1987). Las ramas mas largas son las de las parroquias Sinai y Sevilla Don Bosco. Sin
embargo, las ramas entre las parroquias Sinai y Santa Marianita de Jesus tienen sus ramas muy
cercanas entre ellas. La parroquia Sevilla Don Bosco se encuentra mdas distanciada

genéticamente del resto de parroquias.
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Por medio de la Figura 4 se observa el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) en el
que se distingue una distribucion aleatoria de los individuos en cada parroquia, sin embargo,
en un nivel mas amplio se pueden diferenciar dos grupos: uno formado por las parroquias Sinai
y Santa Marianita de Jesus y el segundo grupo conformado por la parroquia Sevilla Don Bosco

(Figura 4).

7.5.3. Estructura poblacional.

Se realizaron los analisis de estructura poblacional mediante el software STRUCTURE
2.3.4. (Pitchard et al., 2004). En una corrida inicial se establecieron de 2 a 10 posibles grupos
y definié por medio del valor mas alto del AK (16.52) en un K de 2, es decir, que la poblacion
del estudio estd dominada por dos posibles lineas ancestrales como se ve en la Figura 5. El
primer acervo genético representado con color rojo se ve que predomina en la parroquia Sevilla
Don Bosco. Las parroquias Sinai y Santa Marianita de Jesis se encuentran con una
predominancia por el acervo genético de color verde. Cabe recalcar que estos resultados son

congruentes con los obtenidos por el dendograma por Neighbor Joining y por el PCoA.
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8. DISCUSION

8.1. Disefio y amplificacion con primers microsatélites especificos para la

guayusa
Los marcadores microsatélites presentan dos principales ventajas en comparacion a otro tipo
de marcadores moleculares: son codominantes y son altamente polimorficos (Cole, 2005). Esto
es claramente evidenciable en los indices de riqueza alélica y diversidad genética, en los que
16 de los marcadores microsatélites desarrollados para esta investigacion resultaron ser

altamente informativos.

La utilidad de este tipo de marcadores moleculares se puede evidenciar en otros estudios
con especies emparentadas. Para Ilex chinensis se disefiaron 25 microsatélites con motivos de
dinucledtidos y se observaron niveles de heterocigosidad y numero de alelos similares a los de
este estudio: nimero de alelos desde 3 hasta 12 y He de 0.30 a 0.83 (Chen et al., 2015). Con
llex paraguariensis también existen investigaciones en las que se disefiaron marcadores
microsatélites con dinucleotidos, y los resultados también son similares a los de este estudio
con un numero de alelos de 2 a 10 y una He de 0.60 (Pereira et al., 2013). En otro estudio
posterior con la misma especie (I. paraguariensis) en Uruguay usando los marcadores
microsatélites desarrollados por Pereira et al., (2013) se encontr6 una heterocigosidad esperada
de 0.504 y un valor promedio de PIC de 0.48 (Cascales et al., 2014). Debido a la falta de
estudios de diversidad genética en guayusa, se hace esta comparacion con la yerba mate debido
a que es una especie emparentada a la guayusa, que se encuentra dentro del mismo continente
y en paises con limitaciones tecnoldgicas y econdmicas similares a las del Ecuador. Lo
relevante de estas investigaciones es que también se decide utilizar marcadores SSR gracias a
su gran poder estadistico y su alta capacidad de discriminacion entre genotipos (Halkett ez al.,

2005). Otras ventajas de los marcadores microsatélites es que permiten identificar alelos, son
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faciles de utilizar, se encuentran distribuidos a lo largo de todo el genoma, su abundancia dentro
del genoma es mediana, detectan altos niveles de polimorfismo y su tipo de herencia es
codominante (Semagn et al., 2006). Por todas estas caracteristicas se considera que el

desarrollo de nuevos primers microsatélites para la guayusa es sumamente 1til y necesario.

Aunque el disefio de nuevos marcadores microsatélites se consideraba costoso y
complicado, gracias al avance de las técnicas de secuenciamiento de siguiente generacion, el
costo de la identificacion de varios loci microsatélites en especies no modelo se ha reducido

notablemente (Guichoux et al., 2011).

8.2. Genotipado y evaluacion de la habilidad informativa de los

marcadores microsatélites de la guayusa

A pesar de lograr una amplificacion exitosa de los 30 pares de cebadores, con el primer
GYSO0I no se logré obtener resultados. Esto puede deberse a que la amplificacion de este primer
no estaba optimizada, ya que, aunque se observo bandas cuando se corrieron los geles de
agarosa, estas eran super tenues, lo que puede influir en que no hubiera sefial de fluorescencia

en el genotipado de este primer.

Ademas del nimero de alelos, por medio de los indices de PIC, EMR y MI se establecieron
16 marcadores microsatélites altamente polimorficos e informativos por tener valores
superiores a 0.5 en el PIC. Moges et al., (2016) consideran que valores de PIC superiores a 0.5
indican que un marcador es altamente informativo. Sin embargo, el resto de los marcadores
tenian indices bajos tanto en nimero de alelos, como en PIC, EMR y MI. Por lo tanto, no se

consideran a estos 13 primers como informativos o polimérficos.

Los indices globales de diversidad genética presentaron de un nivel moderado, en contraste
con el unico estudio preliminar de diversidad genética de esta especie con marcadores ISSRs

de Torres et al., (2017) en el que se establecid una diversidad genética baja. Existen varias
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diferencias entre estas investigaciones: primero es que el tipo de marcador molecular es
diferente, en el estudio de 2017 se utilizaron ISSRs, mientras que en este estudio se disefiaron
y probaron por primera vez marcadores microsatélites especificos para la guayusa. Ademas,
las poblaciones de cada estudio fueron diferentes, en el estudio de Torres ef al., 2017 la muestra
provenia de toda la Amazonia Ecuatoriana, en la presente investigacion la muestra proviene
unicamente de la provincia de Morona Santiago. Cabe resaltar que los marcadores ISSRs,
fueron disefiados para varias especies del género I/ex en China, es decir, no eran especificos
para la guayusa (Zhou, 2009) y la reproducibilidad y confiabilidad de estos es menor en
comparacion a los SSRs (Semagn ef al., 2006). Ademas, se reporta la existencia de un bosque
natural de arboles de guayusa de hasta 20 m de altura, cerca de la parroquia Sevilla Don Bosco
en la provincia de Morona Santiago (Radice y Vidari, 2007). Un bosque natural refleja mayor
antigiiedad en las plantas de guayusa, lo cual podria significar la acumulacién de un mayor
nimero de mutaciones, evidenciable en los indices globales de diversidad genética moderados
obtenidos en el estudio de justamente esta provincia. Ademas, al tratarse de un bosque natural,
sin intervencion humana, podria ser que en algin momento las plantas de guayusa de este atin
se reproducian sexualmente, generando asi una mayor diversidad genética. Sin embargo, estas
son especulaciones y es necesario investigar a profundidad las caracteristicas fisioldgicas de la

guayusa, asi como su historia evolutiva.

También es importante recalcar que, segun Alvarado, existen 3 variedades de guayusa:
tradicional, morada y Limoncocha (2016). Como esta informacién no se sabia al momento de
la recoleccion y las caracteristicas de estas tres variedades son morfologicas, no se tomé en
cuenta esta consideracion al momento de la recoleccion de la muestra. Quizas dentro de los 60
individuos podrian existir ejemplares de distintas variedades, sobre todo de la tradicional y la
Limoncocha que tienen solo la diferencia de la forma en como crecen sus hojas: la Limoncocha

es mas frondosa y sus hojas crecen en forma de abanico (Alvarado, 2016). Es importante
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mencionar que no se ha determinado si es que las tres variedades tienen diferencias genéticas

significativas entre ellas, como para hacer una distincion real.

Una caracteristica que estd directamente relacionada a la diversidad genética es la naturaleza
de la reproduccion de la especie en estudio, debido a que se considera que la reproduccion
sexual, debido a la recombinacion de cromosomas, genera diversidad (Simils ez al., 2001). En
el caso de la guayusa solo se ha reportado que se reproduce asexualmente, por medio de estacas
(Duenas et al., 2010). En una revisiéon sobre los aspectos genéticos y evolutivos de la
reproduccion asexual, se recalca que la propagacion vegetativa que produce clones induce a
producir un exceso de heterocigotos, en asociacion con la deriva génica y con las mutaciones.
De hecho, se espera que, aunque sea contra deductivo, si existen organismos con ausencia de
reproduccion sexual, que todos los locus sean heterocigotos, por lo tanto, el polimorfismo
inclusive se podria mantener mejor en poblaciones con reproduccion asexual, en comparacion

a la reproduccion sexual (Meuus et al., 2007).

Los resultados de una diversidad genética moderada basada en heterocigosidad espera,
también se apoyan en argumentos de que en organismos con reproduccion asexual ocurre el
efecto Meselson, en el cual se esperan niveles altos de heterocigosidad debido a que no ocurre
segregacion de cromosomas, por ende, las mutaciones se mantienen en estado de heterocigosis
porque es improbable que la mutacion ocurra en las mismas dos copias del alelo, y como se
producen clones y no se recombinan los cromosomas, se mantiene esta condicion (Wright et
al., 2013; Balloux et al., 2003). No obstante, esto no implica que los organismos con
reproduccion asexual respondan mejor a cambios ambientales en comparacion con organismos
sexuales, debido a que su potencial de adaptabilidad se reduce por la falta de capacidad de

generar nuevos alelos por recombinacion (McDonald ef al., 2016).
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8.3. Distancias genéticas entre las parroquias de recoleccion de

guayusa

En cuanto al andlisis de varianza molecular AMOVA, se determind que el 87% de la
variacion es intrapoblacional y esto es similar a los resultados de Torres ef al. (2015) con
guayusa y Gauer y Cavalli con la yerba mate (2000), donde la variacion intrapoblacional
correspondio al 82% y al 85%, respectivamente. Se podria explicar esta diferenciacion porque
el area de estudio representaba unicamente el 2% de la superficie de toda la provincia y como
la distancia entre todos los puntos de recoleccion no era significativamente grande, las
guayusas podrian provenir de un mismo pool de clones Es interesante que, a pesar de este
factor previamente mencionado, mediante el célculo de las distancias Fst, la parroquia Sevilla
Don Bosco en relacion con las parroquias Sinai y Santa Marianita de Jesus tiene una distancia
genética moderada. Esta separacion genética es evidenciable en el dendograma obtenido por
Neighbor Joining. Como no se ha reportado reproduccion sexual de la guayusa en los ultimos
46 afios, no se discute la idea de que exista flujo génico (Schultes, 1972). Este argumento es
apoyado también por el hecho de que la He y la Ho son estadisticamente iguales y esto esta
relacionada a un apareamiento poco frecuente, que se da por accidente segun Chesnokov y
Artemyeva (2015). Lo cual es cierto en la guayusa, que solo se ha reportado que se reproduce

por estacas.

Pese a que la separacion geografica entre las tres parroquias del area de estudio es apenas
de 10 km, existen algunas diferencias importantes entre ellas es aspectos como: formaciones
geologicas, ordenes de suelos y factores de intervencion humana. El 4rea en donde se
recolectaron las muestras de guayusa de la parroquia Sevilla Don Bosco corresponde a la
formacion geologica Chapiza y el suelo del orden Entisol. Este tipo de suelos son francos
arcillosos en su mayoria, lo que permite un buen drenaje (SNI, 2014). Mientras que las

parroquias Sinai y Santa Marianita de Jesus estan dentro de la formacion geologica Mera con
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suelos del orden Inceptisoles. Este orden tiene alta cantidad de materia organica, pero un mal

drenaje por la naturaleza de su suelo arcilloso amorfo (SNI, 2015; SNI, 2015).

Cabe recalcar que, segun el Sistema Nacional de informacion (2014), el 64% de la cobertura
vegetal de la Sevilla Don Bosco es bosque nativo, esto indica un alto grado de conservacion ya
que el suelo usado para areas urbanas o bosques con intervencion no llega al 8%. Dentro de
esta parroquia existen asentamientos humanos sin conexion vial, por lo que, movilizarse entre
estos solo es posible caminando o por via aérea. Este aislamiento fue evidente cuando se
recolectaron hojas de guayusa de esta parroquia, que fue la mas dificil de acceder y en la unica
que se recolectaron algunas hojas desde chacras de comunidades indigenas (SNI, 2014).
Debido a las caracteristicas de suelo y la amplia cobertura de bosques naturales sin mucha
intervencion humana en la parroquia Sevilla de Don Bosco, se sugiere que esta parroquia es
diferente en estos aspectos a los demds. Esto podria indicar que una existiese influencia de

estas distinciones en las distancias genéticas moderadas que se encontraron.

En contraste, las parroquias de Sinai y Santa Marianita de Jesus son similares en varios
aspectos. La mayor parte del suelo de esta parroquia es para uso residencial (SNI, 2015). La
movilidad entre la parroquia Sinai y la parroquia Santa Marianita de Jesus es facilitada por su
cercania de solo 18 km de distancia y por el buen estado de la via Estatal E45 que atraviesa
ambas parroquias. El traslado de productos agricolas es comtn. En contraste, las carreteras que
se conectan a las comunidades presentes predominantemente en Sevilla Don Bosco se
encuentran en un estado regular ya que no tienen un mantenimiento adecuado y esto puede

reducir la comunicacidn entre esta parroquia y el resto de las parroquias (SNI, 2015).

El flujo de plantas de guayusas entre Sevilla Don Bosco y las parroquias de Sinai y Santa
Marianita de Jesus claramente puede verse restringido por este aislamiento antropologico, ya

que la uinica posible manera de que se reproduzca esta planta es por medio de estacas, es decir,
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con intervencion humana. El hecho de que no haya tanta movilidad desde y hacia la Sevilla
Don Bosco podria tener alguna repercusion en la composicion genética de la guayusa en esta

parroquia.

8.4. Estructura poblacional de la guayusa en Morona Santiago

Los resultados del analisis bayesiano con STRUCTURE indicaron que el valor éptimo de
linajes es de 2 y con el grafico obtenido de estos mismos resultados, parece que existen dos
linajes bien diferenciados dentro de la muestra de Morona Santiago. Ademas, los dos
potenciales linajes: una representado por Sevilla Don Bosco y la otra por las parroquias de
Sinai y Santa Marianita de Jesis son congruentes con los resultados de los valores Fst, del
dendograma por Neighbor Joining y por el grafico del PCoA. Geograficamente las parroquias
de Sinai y de Santa Marianita de Jests se encuentra mas separadas, sin embargo, pertenecen a
un mismo linaje. Esto puede deberse a que existe mayor conexion entre estas dos parroquias
por su mayor grado de urbanidad, mayor conectividad por actividades humanas, su similitud
en cuanto al uso de suelos y en su composicion geologica, mientras que la parroquia Sevilla
Don Bosco se mantiene sin mayor intervencion por parte del ser humano, por esto se conservan
sus cultivos naturales y, ademads, se ha reportado que puede existir un bosque natural de arboles

de guayusa (SNI, 2014; SNI, 2015; Radice y Vidari, 2007).
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9. CONCLUSIONES

Por primera vez se reporta el disefio de marcadores moleculares microsatélites
especificos para la Illex guayusa. Se obtuvieron 16 primers SSRs polimoérficos e

informativos que pueden ser usados para estudios posteriores.

La heterocigosidad esperada global de la provincia de Morona Santiago fue de 0.564 y
la heterocigosidad observada global fue de 0.470. No existen diferencias significativas

entre las dos y estas representan una diversidad genética moderada.

Los valores de heterocigosidad esperada son similares a los reportados en la literatura

por especies emparentadas y en estudios con marcadores microsatélites.

Seglin los valores Fst, el PCoA y el dendograma por Neighbor Joining la parroquia
Sevilla Don Bosco se encuentra separada genéticamente de las parroquias Sinai y Santa
Marianita de Jesus. Las parroquias Sinai y Santa Marianita de Jests son cercanas
genéticamente. Esta distincion se debe a factores geologicos y al grado de intervencion

humana.

Se observo una potencial estructura poblacional con dos linajes (Sinai y Santa Marianita
de Jests con predominancia del primer acervo y Sevilla Don Bosco con predominancia

del segundo acervo).
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10. RECOMENDACIONES

Como la guayusa es una planta con un gran numero de metabolitos secundarios se
recomienda realizar una extraccion de ADN muy cuidadosa, con material joven, y
quizas se recomienda probar extraer el ADN de la guayusa con algun kit comercial,
para evitar que existan inhibidores que no permitan una amplificacion exitosa por medio
de PCR.

Por el mismo argumento anterior, se sugiere el uso de BSA en todas las reacciones de
amplificacion con esa planta, ya que el BSA actfia en contra los inhibidores y mejora la
actividad de la polimerasa.

Finalmente, se espera ampliar el estudio de diversidad genética y estructura poblacional
de esta planta en una muestra mas grande que incluya a individuos de todas las

provincias de la Amazonia Ecuatoriana
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Tabla 1: 30 marcadores microsatélites seleccionados de la lista de 353 marcadores generados por el

diagrama de flujo descrito en Griffiths et al., 2016, con sus secuencias forward (F), reverse (R), motivos,

tamafio esperado, temperatura de annealing y fluoréforos utilizados.

Tamaiio
Primers ID Primer Motivos | esperado | Ta (C) Fluoréforo
(pb)
GYSO1 F GCCTCCCTCGCGCCATGGTATATGTAAGACCACAGAGTCTCAGC TCC(30) 30
R CTCGTCAAGTCTGGCGACTCCAACC 57 PET
F
GYS02 GCCTCCCTCGCGCCAGCGTAGCGATCAATGAACTTTTAAGTTAGC ACC(30) 9
R TTTGCCAAATTCCCTCTCTCAACC 64 6FAM
F
GYS03 GCCTCCCTCGCGCCATGTAGTGGTGGTGGATTCATAAAACG ATT(33) 6
R ACGACCATGGCACAAGGATGC 62 PET
F
GYS04 GCCTCCCTCGCGCCACAAGAGGCCAAAGTAGAGAAGAAAGAGG TTC(24) 90
R GGGGTTGTTCGAGACTTTGACTACG 60 NED
F
GYS0S GCCTCCCTCGCGCCAACCACCACCAACATCGTTGCTACC ACC(24) 137
R TAGTGGTGGGGCATTGGTAGGG 64 6FAM
F
GYS06 GCCTCCCTCGCGCCAGGTGACTTAACAACTAAAGACG TC(20) 133
R CACATACATCTCTCTCGTATAGC 59 PET
F
GYS07 GCCTCCCTCGCGCCACAAGAATCCATGATACAGTAGG TC(28) 276
R ATTTACATACACACAGGTACCC 64 VIC
GYS08 F GCCTCCCTCGCGCCAGCTCTCTTCTTAGACAATACC TC(30) 140
R GAATTAGGTACACTTCATCTCC 58 NED
F
GYS09 GCCTCCCTCGCGCCATATGTCATAAGAGGAGGTTAGG TC(60) 03
R CTCCTAATATTTACCCTCACC 62 6FAM
F
GYS10 GCCTCCCTCGCGCCAGATACAAACCTAGACTAACAGC TC(24) 156
R CCTGTTCAGAGTCTTTAGACC 62 6FAM
Gysii F GCCTCCCTCGCGCCACCATAGAGGGTATTAGTTAAGG AT(24) 210
R CTAGTTATCCCTTGGTTATCC 64 PET
F
GYS12 GCCTCCCTCGCGCCAATAAATGTGGAGTGGTAGACC TC(38) 242
R GAGTCTAACTATGCAGAAACC 60 VIC
F
GYSI3 GCCTCCCTCGCGCCAGTGTGTGTTTAAAGGTGTACG TG(28) 123
R TCACTCTCTCGTCTTTAGTCC 55 NED
F
GYS14 GCCTCCCTCGCGCCAATGGACTACTAGAGAAGACTCG TC(18) 56
R CTGGTCTTAGATAGTTCATCC 59 FAM
GYSI1S F GCCTCCCTCGCGCCATTAGAGAAGACAGATGTGTGC TC(16) 39
R CTTGTCTCTATATCTCTGTTGC 60 NED
GYS16 F GCCTCCCTCGCGCCAGAGAGAGTCACTGTTGAGACC TC(20) 255
R TTACTCTCTCACACACAGTCG 58 6FAM
GYS17 F GCCTCCCTCGCGCCAGTTATCTGATCTCTCTCATCG TC(36) 153
R ATGTACATAACTCAAGGAGTGC 62 VIC
F
GYSIS GCCTCCCTCGCGCCAACTCAAAGTAACATCGTACCC TG(18) 88
R TAGGTATCATTCGAGTCTTCC 64 NED
F
GYS19 GCCTCCCTCGCGCCATGTATACATACAGTGCAGAACC TC(42) 101
R CACTACTCCAGTACTCTCTCC 62 VIC
F
GYS20 GCCTCCCTCGCGCCACACTAACACCAAGATTAAGACC TC(20) 7
R ACTTCAGTTGTCTACATGAGC 64 NED
cvs21 F GCCTCCCTCGCGCCAAGTCTCTTACTCACCTGAACG TC(22) 179
R GTAGAGAATGAGGAATGAACC 62 6FAM
GYS22 F GCCTCCCTCGCGCCACTTTGCAGTAGAGTTGTTACC TC(22) 142
R AATAGGGATAAGAGTGACTAGC 60 VIC
F
GYS23 GCCTCCCTCGCGCCAGTACCAACTATATTCACTCTCG TC(34) 262
R CAACTGTAATCATCCTCTTCC 62 6FAM
F
GYS24 GCCTCCCTCGCGCCACTCTCTCTTTTCTCTTATCAGC TC(16) 28
R CATTACAGACTCTGTGTAGGC 62 PET
F
GYS25 GCCTCCCTCGCGCCACGTAGATGAAGGTAGATAAAGG TC(40) 178
R CCAGATCTAGACTTTCACTCC 62 PET
F
GYS26 GCCTCCCTCGCGCCAAGAGAGTGTGTGTAGAAATGG TC(38) 28
R CGATAGTAGTTGCTAAATAGGG 60 VIC
F
GYS27 GCCTCCCTCGCGCCAGAATCATATGTCTGTCTCTGG AT(18) 63
R AGTTAGAGAGTTAGAACTTGGG 60 NED
F
GYS28 GCCTCCCTCGCGCCATATGACAGTAGGCTAGTGTGG TC(28) 161
R TTCAGTGTTAGCTGAGTTAGG 58 NED
GYS29 F GCCTCCCTCGCGCCAGTATGGTTATGTCGTTACTGC TC(18) 286
R AAGTGAAGGTAGACTTGAACC 60 NED
F
GYS30 GCCTCCCTCGCGCCAAGAGCTAAGTTCAAACTCTCC TCWM6) 174
R GCAACTAGCATCTAACATAGG 60 PET

Primers elaborados con el apoyo y colaboracion de Dr. Jenny Rowntree, Manchester Metropolitan

University. Ta (°C): Temperatura de annealing estandarizada; pb: pares de bases.
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Tabla 2: Parametros utilizados para medir la diversidad genética de llex guayusa en Morona Santiago.
Para cada marcador se calculd el nimero de alelos (Na), la heterocigosidad esperada (He), la
heterocigosidad observada (Ho), contenido de informacion polimoérfica (PIC), radio efectivo multiple
(EMR) y el indice del marcador (MI).

Primer PIC EMR Mi Na He Ho Primer PIC EMR Mi Na He Ho
GYS02 | 0,616 | 0,280 | 0,172 7 0,675 | 0,271 | GYs17 | 0,736 | 0,571 | 0,420 10 0,736 | 0,783
GYS03 | 0,816 | 0,463 | 0,378 9 0,815 | 0,367 | GYS18 | 0,646 | 0,051 | 0,033 3 0,652 | 0,750
GYS04 | 0,532 | 0,023 | 0,012 2 0,499 | 0,967 | GYS19 | 0,095 | 0,023 | 0,002 2 0,095 | 0,000
GYS05 | 0,421 | 0,280 | 0,118 7 0,521 | 0,071 | GYS20 | 0,805 | 0,571 | 0,460 1 0,792 | 0,350
GYS06 | 0,064 | 0,023 | 0,001 2 0,064 | 0,000 | GYS21 | 0,666 | 0,280 | 0,187 7 0,671 | 0,783
GYS07 | 0,806 | 1,286 | 1,036 17 0,821 | 0,133 | GYS22 | 0,590 | 0,143 | 0,084 5 0,590 | 0,867
GYS08 | 0,649 | 0,091 | 0,059 4 0,643 | 0,733 | GYS23 | 0,610 | 0,280 | 0,171 8 0,611 | 0,867
GYS09 | 0,721 | 0,280 | 0,202 7 0,721 | 0,583 | GYS24 | 0,433 | 0,206 | 0,089 8 0,421 | 0,100
GYS10 | 0,497 | 0,023 | 0,011 2 0,497 | 0,783 | GYS25 | 0,678 | 0,366 | 0,248 9 0,700 | 0,690
GYS11 | 0,804 | 0,691 | 0,556 11 0,803 | 0,683 | GYS26 | 0,520 | 0,091 | 0,048 5 0,530 | 0,617
GYS12 | 0,532 | 0,366 | 0,195 8 0,621 | 0,304 | GYS27 | 0,493 | 0,023 | 0,011 2 0,493 | 0,683
GYS13 | 0,649 | 0,143 | 0,093 6 0,651 | 0,650 | GYS28 | 0,844 | 0,366 & 0,309 8 0,852 | 0,508
GYS14 | 0,505 | 0,051 | 0,026 3 0,505 | 0,000 | GYS29 | 0,433 | 0,023 | 0,010 2 0,433 | 0,367
GYS15 | 0,033 | 0,023 | 0,001 2 0,033 | 0,033 | GYS30 | 0,439 | 0,206 | 0,090 6 0,439 | 0,067
GYS16 | 0,464 | 0,023 | 0,011 2 0464 | 0633 |

Promedio 0,676 0,429 0174 6,034 05564 0470 0.676 0429 0,174 6,034 0,564 0470

Tabla 3: Parametros utilizados para medir la diversidad genética de llex guayusa en Morona Santiago.
En cada parroquia se midi6 el nimero de individuos muestreados, el numero de alelos (Na), el numero

de alelos privados (Np), el niumero de alelos privados con corregidos con rarefaccion (Npr), la
heterocigosidad esperada (He), la heterocigosidad observada (Ho) y la proporcion total de alelos
encontrados en cada localidad.

Parroquia N.o individuos
Sinaf 37 123 38 14 1 0,49 0,50
SevillaDonBosco 15 149 15 38 39 0,59 0,40
Santa Marianitade
8 91 90 5 13 0,51 0,53
Jesus
Global 60 121 98 57 63 0,53 0,48

Tabla 4: Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) en los individuos de /lex guayusa muestreados en
Morona Santiago

Fuente de Suma de Media de Varianza de Porcentaje de
variacion cuadrados cuadrados componentes variacion
Interpoblacional 555,150 33,545 1,27 12,87%
Intrapoblacional 438,000 7,300 7,30 87,13%
Total 993,150 8,575 100%
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Tabla 5: Matriz de distancias genéticas de Weir y Cockerham (Fst) entre individuos de guayusa de las
3 agrupaciones

Sinai Sevilla Don Bosco Santa Marianita de Jesus
Sinai - - -
Sevilla Don Bosco 0,0626 - -
Santa Marianita de Jesus 0,0252 0,0581 -

Valores entre 0 — 0,05 indican baja diferenciacion genética; valores entre 0,05 — 0,15 indican moderada
diferenciacion genética; y valores entre 0,15 — 0,25 indican alta diferenciacion genética (Balloux y
Lugon-Moulin, 2002).
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13. FIGURAS:
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Figura 1: Mapa de la provincia de Morona Santiago donde se observan los sitios de recoleccion de los
60 individuos de llex guayusa en las 3 parroquias: Sinai, Sevilla Don Bosco y Santa Marianita de Jesus

(Google, s.1.).

Analisis de Varianza Molecular
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Figura 2: Analisis de varianza molecular (AMOVA). La variacion intrapoblacional analiza la variacion
genética entre todos los individuos analizados. La variacion interpoblacional indica la variacion

genética entre las 3 parroquias.
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Figura 3: Dendograma obtenido mediante el método de Neighbor Joining (NJ) de los 60 individuos de

las 3 parroquias de /lex guayusa en Morona Santiago. Las ramas representan las distancias genéticas.

Eigenvalues

Figura 4: PCoA de los individuos de llex guayusa muestreados en Morona Santiago. Cada color
representa a las 3 parroquias . Se sugiere que existen 2 poblaciones. La primera poblacion (circulo
celeste con linea entrecortada) representado por la parroquia Sevilla Don Bosco (2) y la segunda
poblacion (circulo amarillo con linea entrecortada) representado por las parroquias Sinai (1) y Santa

Marianita de Jesus (2).
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Figura 5: Estructura poblacional obtenida mediante el software STRUCTURE de los 60 individuos de
llex guayusa muestreados en la provincia de Morona Santiago en las 3 parroquias. Se obtuvo un valor
optimo de K=2 y este valor corresponde al nimero de acervos genéticos que se representan en color

verde y rojo, respectivamente.
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Anexo 1: 60 individuos de /lex guayusa usados para la estandarizacion y analisis de diversidad genética

y estructura poblacional de los marcadores microsatélites. Se incluye informacion de calidad de ADN,

concentracion (ng/pul) y coordenadas de recoleccion.

MSO01 711,1 ng/nl 1,69 1,16 2° 17' 56.2999" 78° 5' 37.2998" W
MS02 1170,8 ng/ul 1,78 1,19 02°17'57.0"S 078°05'03.2"W
MSO03 324 ng/pul 1,74 1,1 02°17'57.0"S 078°05'47.2"W
MS04 496,3 ng/pul 1,6 0,92 02°18'07.8"S 078°05'59.0'"W
MSO0S5 827,9 ng/nl 1,53 0,23 02°17'20.9"S 078°05'36.6""W
MS07 525.,9 ng/ul 1,74 1,07 02°17'03.7"S 078°05'17.1"W
MS09 4356,7 ng/ul 1,41 0,77 02°18'16.0"S 078°06'03.4""W
MS13 923.4 ng/ul 1,29 0,83 02°19'36.0"S 078°06'17.2"W
MS15 2319 ng/ul 1,99 1,51 02°20'39.8"S 078°06'36.6'""W
MS16 1797,5 ng/nl 1,32 0,8 02°20'13.0"S 078°06'07.4"W
MS20 949,6 ng/ul 1,2 0,61 02°20'12.8"S 078°06'06.1"W
MS21 895.5 ng/ul 1,74 1,3 2°20'11.6999" S| 78° 6' 4.7999" W
MS22 452,7 ng/ul 1,56 0,92 02°20'43.9"S 078°04'31.4"W
MS25 1420,8 ng/pul 1,69 1,14 02°20'31.2"S 078°04'23.2'""W
MS27 639,9 ng/ul 1,66 1,13 02°20'30.2"S 078°04'26.1"W
MS28 721,7 ng/nl 1,52 0,97 02°18'29.4"S 078°06'06.6""W
MS30 2174 ng/ul 1,2 0,6 02°11'04.2"S 078°04'56.1"W
MS31 1740,2 ng/ul 1,29 0,64 02°10'36.2"S 078°04'46.5"W
MS32 550,8 ng/pul 1,75 1,16 02°10'31.6"S 078°04'45.3"W
MS34 1236,7 ng/pul 1,61 1,17 02°09'58.6"S 078°04'48.2'""W
MS35 1078,7 ng/nl 1,5 0,88 02°09'52.0"S 078°04'51.0""W
MS36 852.,3 ng/nl 1,63 1,06 02°09'02.4"S 078°05'03.6'"W
MS38 950,3 ng/ul 1.5 0,98 02°08'53.2"S 078°05'07.8"W
MS39 6923 ng/ul 1,84 1.4 02°08'51.7"S 078°05'07.8"W
MS40 1107,6 ng/pul 1,58 1,08 02°08'54.8"S 078°05'11.4'""W
MS42 47233 ng/nl 1,36 0,63 02°08'51.1"S 078°05'07.5"W
MS 44 842,6 ng/nl 1,7 0,96 02°08'50.3"S 078°05'07.4"W
MS46 1274,7 ng/ul 1,66 0,92 02°07'36.0"S 078°03'54.4"W
MS47 1807.5 ng/ul 1,68 0,94 02°07'36.9"S 078°03'57.8"W
MS48 447,7 ng/pul 1,8 1,07 02°05'46.9"S 078°03'14.3'""W
MS 49 543,3 ng/pul 1,43 0,64 02°05'44.1"S 078°03'12.6'"W
MS51 685,7 ng/nl 1,56 0,82 02°05'45.3"S 078°03'11.7"W
MSS53 787,8 ng/nl 1,43 0,22 02°05'37.8"S 078°03'09.5"W
MS54 168,9 ng/ul 2,11 0,45 02°05'38.7"S 078°03'08.3"W
MS58 620,1 ng/ul 1.47 0,18 02°05'42.7"S 078°03'08.3"W
MS60 194,2 ng/nl 1,63 0.88 02°05'43.8"S 078°03'07.0" W
MS63 580,2 ng/ul 1,7 0,88 2° 5'47.2999" S 78° 3' 3.3998" W
MS66 379,1 ng/pl 1,43 0,37 02°09'02.0"S 078°05'36.2" W
MS67 345,7 ng/nl 1,92 0,81 02°08'45.2"S 078°06'00.3" W
MS68 573.,4 ng/ul 1,98 1,4 02°08'39.5"S 078°06'02.7"W
MS70 238,2 ng/pl 1,75 0,88 02°08'36.8"S 078°06'06.1" W
MS71 191.9 ng/ul 1,73 4,95 02°09'01.5"S 078°04'59.0" W
MS72 3834.,9 ng/ul 2,09 3,12 02°07'37.9"S 078°03'50.6"W
MS73 759 ng/ul 1,94 0,76 02°07'34.1"S 078°03'51.2"W
MS75 1391,9 ng/pl 2,03 2,3 02°07'35.4"S 078°03'47.4" W
MS76 1369,4 ng/ul 1,69 3.61 02°07'34.9"S 078°03'45.3"W
MS77 663,7 ng/ul 1,72 0,76 02°07'36.1"S 078°03'27.5"W
MS78 122,5 ng/ul 1,6 0,76 02°07'38.7"S 078°03'25.3"W
MS78 1391,9 ng/pl 2,03 2,2 02°07'45.5"S 078°02'43.8" W
MS79 4016.,4 ng/pl 2,06 2,62 02°07'45.7"S 078°02'43.1"W
MS79 2621,6 ng/ul 1,62 0,56 02°07'46.5"S 078°02'40.5" W
MS81 468.,2 ng/ul 1,53 2,2 02°07'40.6"S 078°02'06.7" W
MS82 763.8 ng/ul 1,65 0.7 02°07'23.5"S 078°01'58.7"W
MS82 972.8 ng/pl 1.66 3.64 02°24'16.1"S 078°09'27.2"W
MSS83 1596,1 ng/nl 1,62 0,69 02°24'23.6"S 078°09'22.9"W
MS 84 4204.5 ng/ul 1,99 2.16 02°24'24.0"S 078°09'20.2" W
MS86 2621.,6 ng/pl 1,94 2,17 02°24'58.5"S 078°09'16.0" W
MSS88 352 ng/ul 1,81 0,54 02°25'34.8"S 078°09'09.0" W
MS89 482.6 ng/pl 1,62 0.27 02°25'41.8"S 078°09'06.6" W
MS90 152.8 ng/ul 1,7 1,29 02°25'42.7"S 078°09'11.8"W
MS92 324 ng/ul 1,65 0.85 02°26'24.1"S 078°09'48.4" W
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Anexo 2: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar el ADN extraido de Ilex guayusa en
la provincia de Morona Santiago (MS). Ladder 100 pb (Invitrogen). Muestras de la 1 a la 10 de Morona

Santiago.

Ladder MS01 MS02 MS03 Msb4 MS05 MS06 MSO7 MSO8 MS09 MS10
100 bp — -t

Anexo 3: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para observar la amplificacion de los loci
microsatélites mediante el uso del sistema de tres primers a partir de las muestras de ADN de llex
guayusa de Morona Santiago (MS). A. Amplificacion con el primer GYSO1 con las muestras MS13,
MS14, MS16, MS20, MS21, MS22, MS25, MS27, MS28 Y MS30. Ladder 100 pb (Invitrogen), control
positivo (C+) y control negativo (C-). B. Amplificacion con el primer GYS20 con las muestras MS03,
MS04, MS05, MS07, MS09, MS13, MS14, MS16, MS20, MS21, MS22, MS25, MS27, MS28 y MS30.
Ladder 100 pb (Invitrogen), control positivo (C+) y control negativo (C-).

MS13 mMS1s MS16 Ms21 MS22 MS25 MS27 MS28 MS30 C+

MSQ6  MSO7  msps MS13 MS14  MS16 MS20. MsS21 MS22. MS25  MS27

. N L S 3 3 . TS . S8 |
S—— ; 3 ) oy

-_—— — - _—— — — C— S— Co— - -
Ladder . | — — | W— . C — o — —
100 bp  ms2s = . —— , — W~ — —

=~
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Anexo 4: Picos de fluorescencia generados después de la electroforesis capilar analizados en el software
GeneMarker. A. Genotipado del primer GYSO01 marcado con PET. B. Genotipado del primer GYS20

marcado con NED.

A.
150 200 250 300 350 400 450 500
100
50+
0.
B.
295 300 305 310 315 320 325 330
10,000
5,000+
0_
[3228]

Se evidencia que, aunque existe amplificacion en los dos casos, solo el primer GYS20 presenta un pico

analizable en el genotipado de 322pb, mientras que el primer GYS01 no presenta ninglin pico.



