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RESUMEN 

 

El análisis de la diversidad genética y la filogeografía de un género permite 

identificar especies y determinar la distribución geográfica de las mismas, estos 

estudios se aplican sobre todo a poblaciones de interés como bioindicadores de 

la calidad del agua; donde los insectos son las poblaciones más usadas en este 

tipo de investigaciones. Los estudios previos en los ríos de la provincia de El Oro 

mostraron al género Polypedilum como el más común en casi todos los ríos de 

esta provincia, por ello en este estudio se planteó analizar la diversidad genética 

y la filogeografía de este género un gradiente altitudinal. En primer lugar, se 

obtuvo el material genético de 131 larvas de dicho género, la extracción con 

mayor rendimiento fue mediante trituración con pistilo, extracción con CTAB y 

purificación con Fenol-cloroformo. En segundo lugar, se obtuvieron secuencias 

de 464 pares de bases de la región 5’ de la subunidad 1 de la Citocromo Oxidasa 

mediante una PCR anidada y un proceso de secuenciación con los cebadores 

MT6 y Nancy; del 52,67% de la población. En tercer lugar, se analizó la 

variabilidad genética del género a través del modelo de Kimura de 2 parámetros 

en el programa MEGA7 con lo que se determinó que la población tuvo un 13% 

de divergencia genética. Además, a nivel de gradiente, fue el rango altitudinal 2 

el grupo con mayor diversidad genética (12,62%). Por otro lado, a nivel de los 

puntos de muestreo, el punto EOP020 correspondiente al río Ortega fue la 

localidad con mayor diversidad genética (13,22%), mientras que el punto 

EOP049 correspondiente al río Casacay fue el punto con menor diversidad 

(4,06%). A continuación, se determinaron 25 unidades taxonómicas 

experimentales (OTUs) para realizar el análisis filogenético, debido a la falta de 

información bioinformática de las especies del género Polypedilum del Ecuador 

mediante el programa Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) que usa el 

porcentaje de divergencia en las muestras para agruparlas en unidades 

taxonómicas operativas y con ellas se realizó el análisis filogenético, con el cual 

se concluyó que existen poblaciones distribuidas a lo largo de toda la provincia 

y otras poblaciones son específicas de un punto de muestreo. En conclusión, el 

género Polypedilum muestra una gran diversidad genética con lo que se 



presume una gran variedad de especies y el análisis filogenético reflejó la 

posibilidad de que el gradiente altitudinal no es una barrera para el flujo genético 

de este género en la Provincia de El Oro, aunque existen OTUs que son 

específicos de rangos altitudinales altos o bajo y esto podría deberse a otras 

condiciones ecológicas como la cantidad de materia orgánica o contaminantes 

de los ríos en los cuales se recogieron las muestras. 

 

Palabras clave: Polypedilum, DNA barcodes, COI, diversidad genética, 

filogeografía, El Oro, OTUs, gradiente altitudinal, Ecuador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The analysis of genetic diversity and the phylogeography of a genus allows us to 

identify species and determine their geographical distribution; these studies are 

applied mainly to populations of interest as bioindicators of water quality; where 

insects are the most used populations in this type of research. Previous studies 

in the rivers of the province of El Oro showed the genus Polypedilum as the most 

common in almost all rivers in this province, so in this study it was proposed to 

analyze the genetic diversity and phylogeography of this genus an altitudinal 

gradient. First, the genetic material of 131 larvae of this genus was obtained, 

extraction with greater yield was by trituration with pistil, extraction with CTAB 

and purification with phenol-chloroform. Second, sequences of 464 base pairs 

from the 5 'region of subunit 1 of Cytochrome Oxidase were obtained by nested 

PCR and a sequencing process with primers MT6 and Nancy; of 52.67% of the 

population. Third, the genetic variability of the genus was analyzed through the 

Kimura model of 2 parameters in the MEGA7 program, which determined that the 

population had a 13% genetic divergence. In addition, at the gradient level, the 

altitudinal range 2 was the group with the highest genetic diversity (12.62%). On 

the other hand, at the sampling point level, the EOP020 point corresponding to 

the Ortega River was the location with the greatest genetic diversity (13.22%), 

while the EOP049 point corresponding to the Casacay River was the point with 

the least diversity (4,06%). Then, 25 experimental taxonomic units (OTUs) were 

determined to carry out the phylogenetic analysis, due to the lack of bioinformatic 

information of the Polypedilum species of Ecuador through the Automatic 

Barcode Gap Discovery (ABGD) program that uses the percentage of divergence 

in the samples to be grouped into operational taxonomic units and with them the 

phylogenetic analysis was carried out, with which it was concluded that there are 

populations distributed throughout the province and other populations are specific 

to a sampling point. In conclusion, the genus Polypedilum shows a great genetic 

diversity with what is presumed a great variety of species and the phylogenetic 

analysis reflected the possibility that the altitudinal gradient is not a barrier to the 

genetic flow of this genus in the Province of El Oro , although there are OTUs 



that are specific to high or low altitudinal ranges and this could be due to other 

ecological conditions such as the amount of organic matter or pollutants of the 

rivers in which the samples were collected. 

  

 

Key words: Polypedilum, DNA barcodes, COI, genetic diversity, 

phylogeography, El Oro, OTUs, altitudinal gradient, Ecuador. 
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1. Capítulo I: Introducción 

 

1.1. Antecedentes 

 

La biodiversidad es el término que refleja la diversidad de especies en un lugar 

determinado, dicha variedad es una variable dinámica que se ajusta a los 

cambios producidos por las condiciones ambientales, siendo las perturbaciones 

antropogénicas (actividad humana) las que producen uno de los mayores 

cambios en los ecosistemas; por ello los organismos están en constante 

evolución para sobrevivir a los cambios que sufre su hábitat (Al-Shami et al., 

2010; Gill et al., 2016). La supervivencia de dichos organismos es importante 

para el funcionamiento de los ecosistemas, ya que estos cumplen funciones 

como: fotosintetizadores, formadores de suelos, fijadores de nutrientes, etc. Uno 

de los procesos más importantes es la fijación o recirculación de nutrientes en 

los ecosistemas, dicho proceso es realizado por macroinvertebrados en sistemas 

acuáticos; estos organismos son capaces de procesar grandes cantidades de 

materia orgánica en estadios jóvenes y luego como adultos son capaces de 

hacerlo en ecosistemas terrestres, es por esto que existe un gran interés en el 

estudio de las poblaciones de macroinvertebrados (Álvarez et al., 2013; Nieto et 

al., 2017). Gracias a dichas investigaciones se plantea la hipótesis del disturbio 

intermedio que predice que la diversidad biótica será mayor en las comunidades 

sujetas a un moderado nivel de disturbio o alteración, dependiendo de la 

heterogeneidad espacio-temporal resultante, la cual mantiene a la comunidad en 

un estado de mayor estabilidad (Al-Shami et al., 2010; GADPEO - INABIO, 2018; 

Gill et al., 2016; Nieto et al., 2016).  

 

El grupo taxonómico Chironomidae es una familia de macroinvertebrados, 

considerada a nivel mundial como indicador biológico de importante valor 

diagnóstico de las condiciones ambientales (Bervoets et al., 1998; Groenendijk 

et al., 2002; Loayza-Muro et al., 2013; Walker et al., 2008). Además, son 
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dominantes en muchos ecosistemas especialmente aquellos con niveles de 

contaminación orgánica (Groenendijk et al., 2002; Medina and Paggi, 2004; 

Saether, 2016). Por otro lado, la familia Chironomidae es conocida por una alta 

diversidad de géneros y especies muy abundantes en distintos tipos de 

ambientes, siendo muchas veces los únicos representantes en ambientes 

contaminados y tienen la particularidad de ser la base de cadena trófica 

(Groenendijk et al., 2002; Walker et al., 2008; Villamarín, 2013; Saether, 2016).  

 

Investigaciones previas reflejan que existen 15 000 especies de la familia de 

quironómidos alrededor del mundo y que dichas investigaciones de identificación 

de especies son mucho más realizadas en el hemisferio norte. Sin embargo, en 

América del Sur se han descrito casi el 50% del total de las especies estimadas 

y se conoce muy poco de su distribución y ecología (Paggi, 2004; Panatta et al., 

2006; Tejerina and Molineri, 2007; Takahashi et al., 2008). Actualmente, los 

estudios de dicha familia han ido aumentando, aunque se usan técnicas de 

análisis molecular y ya no tanto taxonómicas por la rapidez, el costo y la 

efectividad de dichas pruebas, pero sobre todo porque dichos individuos son 

difíciles de diferenciar en fase larvaria a nivel de especie o en muchos casos aún 

a nivel de género (Marchese et al., 2004; Panatta et al., 2006; Walker et al., 2008; 

Al-Shami et al., 2010). También, con el análisis molecular se puede generar 

mucha información a la vez, por ejemplo: se puede identificar nuevas especies, 

analizar su distribución geográfica y sus interacciones ecológicas (Baranov et al., 

2017; Holzenthal & Calor, 2017; Previšić et al., 2009). 

 

Uno de los géneros más representativos de la familia de quironómidos es el 

género Polypedilum que ocupa un amplio rango de hábitats de agua dulce y 

comúnmente son los dípteros más abundantes en ríos y arroyos. Por estas 

características y porque son bioindicadores de contaminación orgánica en 

sistemas acuágticos, es que los investigadores muestran interés en el estudio de 

las poblaciones de este tipo de macroinvertebrados (Marchese et al., 2004; 

Walker et al., 2008; Prat et al., 2011; Sari et al., 2015).  Es de suma importancia 
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entender que los individuos del género Polypedilum y de otros géneros de  la  

familia de los quironómidos han sido capaces de sobrevivir gracias a cambios en 

sus ciclos biológicos, estrategias de reproducción, dinámica de poblaciones, 

entre otros (Medina & Paggi, 2004; Panatta et al., 2006; Takahashi et al., 2008; 

Tejerina & Molineri, 2007). 

La falta de caracterización de las especies del género Polypedilum se ha 

producido porque son un grupo muy abundante con gran diversidad genética y 

por la falta de variabilidad morfológica en la fase larvaria                                                                                                                                                                                                   

(Al-Shami et al., 2010; Manaaki Whenua, 2013). Pero dichos problemas han sido 

solucionados con el análisis a nivel molecular que incluso permite detectar 

variaciones que no se reflejan a nivel morfológico en su fase adulta (Fuentes & 

Donato, 2014; Song et al., 2016).   

 

Actualmente, gracias a las herramientas de biología molecular y bioinformáticas, 

también se puede definir la filogeografía de una especie, género o familia en un 

tiempo y espacio determinado. La filogeografía es la rama que estudia los 

principios y procesos que gobiernan la distribución geográfica de los linajes 

genealógicos. Esta disciplina plantea que los organismos exhiben cierto grado 

de estructura genética asociada con la geografía (Asghar et al. 2015; 

Domínguez-Domínguez et al., 2009; Rodríguez-Correa et al., 2017).  

Para este tipo de análisis se utilizan secuencias conservadas del genoma con 

las cuales se puede estimar la variabilidad de las poblaciones en diferentes 

ecosistemas. Una de las regiones más comunes para analizar 

macroinvertebrados es la región 5' de la subunidad 1 del gen Citocromo Oxidasa 

del genoma mitocondrial, dado que presenta una alta tasa de mutación, no 

recombina y su herencia es casi exclusivamente materna (Fesl, 2002; Pauls et 

al., 2006; Prat et al., 2013). 

  

El Ecuador es un país megadiverso que posee una infinidad de recursos 

genéticos aún por identificar, pero por la actividad del hombre muchos de estos 
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se pierden. Por ejemplo, el género Polypedilum refleja contaminación orgánica 

en ecosistemas acuícolas, donde, la pérdida de cobertura vegetal en sus hábitats 

es frecuente (GADPEO - INABIO, 2018). Se conoce que esto ocurre en los ríos 

de la provincia de El Oro y por ello se produce un deterioro de los ecosistemas 

acuáticos ya que la regulación hídrica, el balance energético y los factores 

fisicoquímicos se ven alterados con consecuencias graves para la biota acuática 

(Scheibler et al., 2008; Walker et al., 2008; Al-Shami et al., 2010; GADPEO 

INABIO, 2018).   

  

 

1.2. Problemática 

 

A nivel global, existen regiones en donde las investigaciones de la familia 

Chironomidae y su distribución ha sido muy estudiadas, pero también existen 

localidades en donde esta familia no ha sido estudiada, ni caracterizada. Las 

zonas con menor información sobre dicha familia son las neotropicales; aunque 

en los últimos años han incrementado los estudios de este grupo taxonómico en 

dichas regiones, los datos ecológicos de sus géneros y especies siguen siendo 

pocos en comparación con la información obtenida en otras regiones (Laurindo  

da Silva et al., 2018). Además, es muy común que los investigadores analicen 

otros grupos taxonómicos dejando de lado a los quironómidos debido a que otros 

grupos no son tan abundantes y poseen poca diversidad, con lo que se facilita 

su identificación y estudio. Algunos de estos grupos son: Ephemeroptera, 

Trichoptera, entre otros (Laurindo da Silva et al., 2018; Ninahuanca et al., 2013; 

N. Prat et al., 2013;  Previšić et al., 2009).  

 

En numerosas investigaciones acerca de las comunidades de ambientes lóticos 

ha quedado excluido el estudio de la diversidad y abundancia de la familia 

Chironomidae (Medina & Paggi, 2004; Ruiz et al., 2016) y es por esto que los 

estudios basados en la caracterización molecular de las especies especialmente 
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en el género Polypedilum de la familia Chironomidae son escasos alrededor del 

mundo y en el Ecuador son nulos, lo que produce un gran interés en llevar a 

cabo el análisis de este extenso género que comprende una gran cantidad de 

especies de mosquitos no mordedores (Duchet et al., 2015; Franklin, 2013; 

Sogame & Kikawada, 2017). En este tipo de análisis los investigadores utilizan 

zonas específicas del material genético, pero es la región 5’ de la subunidad I 

del gen de la enzima Citocromo Oxidasa el fragmento más usado en estos casos, 

aunque existen aquellos científicos que realizan su investigación con la otra 

región de la subunidad I, es decir la región 3', lo que dificulta la comparación de 

los resultados con otras investigaciones a nivel global (Folmer et al., 1994; Pauls 

et al., 2006; Sari et al., 2015; Rodríguez-Correa et al., 2017).  

 

Una de las grandes interrogantes es determinar si la biodiversidad del género 

Polypedilum es afectada por un gradiente altitudinal, al igual que en otros 

estudios donde se ha determinado que la altitud puede o no influir en la 

diversidad genética de un género (Pauls et al., 2006; N. Prat et al., 2013; 

Takahashi et al., 2008). En este caso la diversidad genética del género 

Polypedilum podría ser producida por la falla geográfica que atraviesa al 

Ecuador. Dicha falla, llamada Cordillera de los Andes hace posible que el país 

posea tres regiones: Costa, Sierra y Amazonía.  Este factor demográfico produce 

que el país posea una gran variedad de especies tanto animales como vegetales 

(GADPEO - INABIO, 2018). Además, los estudios realizados para la 

identificación de las especies del Ecuador según su morfología no han aportado 

mayor información ya que la clasificación se quedó a nivel de familia y no de 

especie, esto produce que aún no sea posible generar información ecológica 

sobre este género en el país (Scheibler et al., 2008; Prat et al., 2011; Ruiz et al., 

2016).   

 

Finalmente, debido a la actividad antropogénica y a la falta de información sobre 

estos recursos genéticos, ciertas especies pueden extinguirse sin ser registradas 

y tampoco son aprovechados; por ejemplo; en el Ecuador no se ha usado al 
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género Polypedilum como bioindicador de contaminación orgánica. Este género 

es un recurso biológico con el cual se podría describir y monitorear la calidad del 

agua de los ecosistemas acuáticos, por ejemplo aquellos que usados por las 

comunidades rurales como fuente de agua para su consumo (Al-Shami et al., 

2010; Walker et al., 2008).  

  

1.3.  Objetivo general   

 

Analizar la diversidad genética y la filogeografía del género Polypedilum en 

hábitats con diferentes gradientes altitudinales. 

 

 

1.4. Objetivos específicos 

 

➢ Obtener las secuencias del gen citocromo oxidasa de las poblaciones del 

género Polypedilum en la provincia de El Oro.  

➢ Analizar la variabilidad genética entre las poblaciones en relación al gradiente 

altitudinal.  

 

 

1.5. Justificación 

 

Esta investigación es importante para la generación de información sobre la 

diversidad genética y ecología del género Polypedilum en el Ecuador y también 

para incrementar la información del género en Sudamérica. Además, permite 

conocer la distribución geográfica de las especies de Polypedilum en el país. Por 

otro lado, esta investigación es de gran interés ya que la ecología de estos 
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individuos en los Andes no se conoce a pesar de ser comunidades muy 

abundantes en los ecosistemas acuáticos. Este estudio será la base para futuras 

investigaciones del género en el Ecuador a nivel taxonómico, molecular o 

ecológico, ya que, se realizó la validación y comparación de protocolos y 

métodos ya establecidos en otros estudios; es decir los procedimientos y 

métodos fueron adaptados para usarse con los individuos del país. 

Realizar estudios taxonómicos y filogeográficos permite determinar la 

variabilidad genética de un ecosistema, en el Ecuador existen muy pocos 

registros de este tipo de estudios, en los cuales se pueden descubrir cualidades 

de los organismos que pueden ser de utilidad para el hombre, como, por ejemplo, 

se ha comprobado que la presencia del género Polypedilum refleja 

contaminación orgánica en los ecosistemas acuáticos (Cornette et al., 2017; 

Sogame & Kikawada, 2017). También, se ha determinado que en algunos casos 

solo se registra una especie de Polypedilum en una localidad específica porque 

dicha especie es la única capaz estar en un estado anhidrobiótico durante su 

etapa de larva, lo que le permite sobrevivir en dicha localidad (Al-Shami et al., 

2010; Domínguez-Domínguez et al., 2009; Nieto et al., 2017). 

 

El análisis de la diversidad genética del género Polypedilum, se usará para 

comparar los especímenes y evaluar si las altitudes de sus hábitats produjeron 

diferencias genéticas dentro del género, todo esto con el fin de definir los 

patrones de biodiversidad y determinar si la biodiversidad está dirigida por 

diferencias altitudinales (Sanseverino et al., 1998; Walker et al., 2008; Nieto et 

al., 2016; Ríos-Touma et al., 2017).  

 

Dentro del análisis genético, en esta investigación al usar la región 5' el gen 

Citocromo Oxidasa se logrará comparar nuestros resultados con aquellos 

realizados en otros países, esto es esencial para comparar la situación y 

estrategias que se han usado en otras zonas para analizar sus ecosistemas 

dulce acuícolas y como han actuado evolutivamente debido a la contaminación 
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y su posición geográfica. Este gen y sus subunidades son muy usados ya que 

son una región conservada en animales y porque es una secuencia con alta tasa 

de mutaciones lo que nos indica diferencias genéticas probablemente 

producidas por las condiciones donde dichos organismos se desarrollan (Fesl, 

2002; Folmer et al., 1994; Hernández et al., 2016; Pauls et al., 2006; Sari et al., 

2015).  

 

Otro factor importante es que los individuos del género de Polypedilum están 

presentes en casi todos los hábitats acuáticos en comparación a otros 

macroinvertebrados y también representan la población más abundante en 

dichas zonas, por lo que podrían ser usados como bioindicadores y además 

estas comunidades brindan más información ecológica que otros 

macroinvertebrados que han sido analizados, es por ello que se elige a este 

género para analizar la variabilidad genética en diferentes rangos altitudinales 

de la provincia de El Oro (Scheibler et al., 2008; Su & Aggi, 2003; Tejerina & 

Molineri, 2007; Walker et al., 2008).   

 

La investigación se realiza con individuos recolectados en la provincia de El Oro 

porque posee la peculiaridad de tener una porción de territorio de las faldas de 

la Cordillera de los Andes y en su mayoría el territorio corresponde a la Región 

de la Costa, tiene un gradiente altitudinal que va desde el nivel del mar hasta 

3900 metros sobre el nivel del mar, que genera una gran variedad de especies y 

sistemas ecológicos. Además, posee una gran cantidad de cuerpos de agua con 

mucha diversidad  en las comunidades de macroinvertebrados a pesar de la 

presión generada por la actividad antropogénica (GADPEO - INABIO, 2018; 

Prefectura de El Oro, 2015). 
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2. Capítulo II: Marco Teórico 

 

2.1. Macroinvertebrados  

 

2.1.1. Generalidades 

 

Los macroinvertebrados son animales invertebrados con simetría bilateral, patas 

articuladas y respiración traqueal. Su crecimiento es a través de mudas 

sucesivas de su tegumento compuesto por quitina y su cuerpo está dividido en 

segmentos donde en algunos casos dichos segmentos se articulan como 

apéndices (Jacobsen et al., 2008; Rojas Valencia, 2010). El término 

macroinvertebrados no representa una clasificación taxonómica específica, 

dicho término se usa para hacer referencia a insectos, moluscos y otros 

organismos (Figura 1) de al menos 0,5 µm de largo. Otros especialistas, 

consideran que todo organismo que se pueda capturar con una red de poros de 

250 µm pueden ser llamados macroinvertebrados, otros plantean que estos 

organismos no vertebrados deben superar un milímetro de tamaño y otros lo 

usan para aquellos invertebrados que pueden ser vistos sin el uso de un 

microscopio (Fesl, 2002; Nieto et al., 2017; Prat et al., 2012; Rueda & Molina, 

2014). 

 

Figura 1.  Ejemplares de macroinvertebrados. 

Tomado de (Hanson, et al., 2010) 
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2.2. Macroinvertebrados acuáticos 

 

Los macroinvertebrados acuáticos son organismos que presentan diferentes 

adaptaciones y diferencias entre sus ciclos de vida, dentro de este grupo existen 

organismos que pasan toda su vida en el agua y organismos que tienen vidas 

terrestres según su etapa de desarrollo; además son usados como 

bioindicadores. Dichos macroinvertebrados se pueden encontrar en ríos, lagos, 

arroyos y otros cuerpos de agua alrededor del mundo. Este tipo de invertebrados 

son el inicio de la cadena trófica y se ven afectados por cualquier variación en el 

medio donde se desarrollan, generalmente los grupos más estudiados son 

aquellas poblaciones que habitan alrededor o en cuerpos de agua lóticos o 

lénticos (Hanson, et al., 2010). 

 

 

2.2.1. Bioindicadores 

 

Un indicador biológico o bioindicador es un organismo o partes de él que ayudan 

a detectar acontecimientos ambientales que pueden o no ser detectables a 

simple vista o evidenciadas con pruebas fisicoquímicas (Boltovskoy, 1967; Su & 

Aggi, 2003). Los indicadores biológicos son usados porque son capaces de 

reflejar perturbaciones que ocurrieron en un tiempo más prolongado que las 

pruebas fisicoquímicas que comúnmente se realizan para analizar la calidad del 

agua que reflejan una característica especifica del día y lugar en donde se realizó 

la prueba (Álvarez et al., 2013; Groenendijk et al., 2002; Loayza-Muro et al., 

2013; Rioja, 2012; Rueda & Molina, 2014).  

 

El uso de bioindicadores dependerá del tipo de perturbación: grandes, 

intermedias o ligeras. Se determina que las perturbaciones grandes e 
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intermedias afectan a todas las poblaciones de un ecosistema especifico y el 

cambio es evidente; es decir el incremento o disminución poblacional es evidente 

por la perturbación que haya sufrido el ambiente; por ejemplo; contaminación por 

derrame o incremento de nutriente. Sin embargo, cuando se trata de 

perturbaciones ligeras se habla de aquella que no son tan perceptibles y que han 

provocado cambios específicos en los individuos para su supervivencia; por 

ejemplo; el incremento de sales en un hábitat donde no se registra variaciones 

en las poblaciones de dicho lugar pero metabólicamente han cambiado; es decir 

dichas perturbaciones no provocan cambios significativos (Liz et al., 2016; Narcís 

Prat et al., 2006; Rioja, 2012) 

 

En la actualidad, las poblaciones de insectos son las más usadas para estudios 

de la calidad del agua de ecosistemas acuático debido a su abundancia y su fácil 

recolección. Esto se logra a partir de análisis de sensibilidad y tolerancia de los 

insectos en cada ambiente a factores como: minerales o contaminantes de algún 

tipo que pudieron incrementar o disminuir dichas poblaciones (Álvarez et al., 

2013; Rioja, 2012).  

 

 

2.2.2. Hábitats de los macroinvertebrados acuáticos 

  

Los hábitats pueden clasificarse en base a diferentes aspectos, una de las 

clasificaciones más sencillas es identificar si dicho cuerpo de agua es lótico o 

léntico. Los ecosistemas lóticos son aquellos sistemas acuáticos donde existe o 

predomina una corriente de agua, por ejemplo: ríos, arroyos, manantiales, etc. 

Mientras que los ecosistemas lénticos son aquellos que no presentan una 

corriente continua, como: lagos, lagunas, pantanos, esteros, entre otros. Ambos 

tipos de ecosistemas están estrechamente relacionados y dependen de las 

condiciones climáticas, por ejemplo: un ecosistema léntico en época lluviosa 

puede incrementar su volumen hasta desbordar su área y crear una corriente, 
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convirtiéndolo en un ecosistema lótico. En el caso contrario un sistema lótico 

puede convertirse en léntico por el incremento de temperatura que produce una 

disminución en su corriente y esta a su vez va creando pequeños ecosistemas 

lénticos (García et al., 2016). 

 

 

Figura 2.  Ambientes lénticos y lóticos de México. 

Tomado de (Martínez et al., 2012) 

a) Lago Alchihica 

b) Laguna Prieta 

c) Cascada de Puente de Dio 

d) Río Huichihuayan 
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2.2.2.1. Ríos y Riachuelos de los Andes 

 

En la antigüedad el hombre no conocía ni estudiaba el funcionamiento de los 

sistemas acuáticos, aunque procuraba asentarse cerca de ellos para tener una 

fuente de agua. Sin embargo, existen registros  en donde se indica que la antigua 

Grecia tenían conocimiento de la distribución de los cuerpos de agua con el fin 

de poder desplazarse de un lugar a otro sin morir de sed y también, se ha 

registrado que los Romanos cuidaban el manejo del agua (Fernández & Novoa, 

2002; Freitas, 2012).  

 

Con el paso de los años y los cambios climáticos que han producido cambios 

ambientales, se ha generado un interés científico en las funciones y el 

funcionamiento de dichos ecosistemas. Actualmente, se han generado 

protocolos y se han descubierto herramientas biológicas y químicas para el 

análisis y monitoreo de los cuerpos de agua (BBC Mundo, 2013; Encalada et al., 

2011). 

 

Comúnmente, los cuerpos de agua como ríos y riachuelos son ecosistemas de 

los cuales el hombre extrae agua para actividades como: agricultura, ganadería, 

consumo, etc. Por ello, muchos de estos recursos hídricos están deteriorados o 

su tamaño ha ido reduciendo con el paso de los años y esto es un problema ya 

que no solo afecta al hombre sino también todos los organismos que viven allí 

(Encalada et al., 2011). 

 

En el Ecuador dichos cuerpos de agua nacen en la cordillera de los Andes 

gracias a los glaciares y la forma de las montañas que provoca un descenso del 

agua desde acuíferos subterráneos hasta lagos, lagunas, etc. Una peculiaridad 

de los ríos, riachuelos y arroyos es que el agua que atraviesa por ellos se adopta 

las características químicas del territorio por donde transitan, dicho territorios 
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pueden ser: páramos, bosques andinos montano alto y bosques andinos 

montano bajo (Encalada et al., 2011; Vannote et al., 1980). 

 

Los páramos (Figura 3) tienen funciones como: proveer de nutrientes, materia 

orgánica y sedimentos a los ríos de zonas bajas, purificación del agua, 

prevención de la erosión, conservación del suelo, etc. Estos ecosistemas se 

hallan a partir de los 3000 metros sobre el nivel del mar (Encalada et al., 2011; 

Podwojewski, 1999). Aunque es un medio natural poco antropizado, existen 

estudios de estas zonas que determinan que el cambio climático y el aumento 

de la población pone en riesgo a los páramos, ya que afecta las condiciones 

ecológicas y por ello se recomienda realizar más estudios sobre los mecanismos 

de almacenamiento y regulación de agua en los suelos de dichas áreas (BBC 

Mundo, 2013; Podwojewski, 1999). 

 

 

Figura 3.  Páramos del Ecuador. 

Tomado de (BBC Mundo, 2013) 
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Por otro lado, los bosques andinos montano alto se hallan en el rango altitudinal 

de 2500 a 3000 metros sobre el nivel del mar y los bosques andinos montano 

bajo se hallan en el rango altitudinal de 2000 a 2500 metros sobre el nivel del 

mar; aunque en los tres casos los ríos tienen una corriente fría, rápida y con una 

gran cantidad de oxígeno, como se muestra en la Figura 4 uno de los cuerpos 

de agua hallados en el parque Nacional Llanganates del Ecuador (Encalada et 

al., 2011).   

 

Los bosques montanos poseen una alta biodiversidad aunque esta puede variar 

dependiendo de la zona del país en donde este factor sea evaluado, por ejemplo, 

se ha demostrado que los bosques en Loja al sur del país poseen mayor 

diversidad floral que algunos bosques ubicados al norte del país (Lozano, 2002). 

 

 

Figura 4.  Río del Parque Nacional Llanganates, Ecuador. 

Tomado de (Ministerio del Ambiente, 1996) 
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Por otro lado, se ha comprobado que la velocidad de las corrientes en los ríos 

dependerá de factores como: cantidad de piedras, profundidad (Figura 5), 

presencia de basura o escombros (Figura 6), entre otros (Encalada et al., 2011). 

 

 

Figura 5.  Velocidad de la corriente según la profundidad. 

Tomado de (Encalada et al., 2011) 

 

 

 

Figura 6. Río con presencia de basura y escombros. 

Tomado de (Encalada et al., 2011) 
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Finalmente,  es a través de los páramos y los bosques andinos por donde el agua 

circula en forma de los ríos y riachuelos que difieren en el caudal de agua que 

poseen; los ríos poseen un gran caudal que suele ser constante a pesar de la 

estación (invierno o verano), en cambio los riachuelos o arroyos son aquellos 

cuerpos de agua que poseen poco caudal y en algunos casos dependiendo de 

las condiciones ambientales estos pueden desaparecer o convertirse en un 

cuerpo de agua léntico (Monkhouse, 1978; Tariq et al., 2016).  

 

 

2.2.2.1.1.  Ríos en la provincia de El Oro 

 

Según el Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO) del Ecuador, los cuerpos 

de agua son clasificados según su perfil altitudinal es decir la elevación (metros), 

características hidromorfológicas y su vegetación. En el caso de la Provincia de 

El Oro los cuerpos de agua han sido clasificados en tres grupos altitudinales que 

se describen a continuación: 

 

Grupo altitudinal 1 (GA1): este grupo corresponde a los ríos entre los 16 y 300 

metros sobre el nivel del mar (msnm); dichas áreas poseen formaciones de 

matorral seco y bosque deciduo. Dichos ríos poco torrentosos poseen alta 

sedimentación, poca pendiente, piedras, arena y caudales, como se muestra en 

la Figura 7(GADPEO INABIO, 2018).  
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Figura 7. Ecosistemas pertenecientes al grupo altitudinal 1. 

Tomado de (GADPEO INABIO, 2018) 
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Grupo altitudinal 2 (GA2): los ecosistemas de este grupo poseen vegetación 

más densa y se encuentran en un gradiente altitudinal de 301 a 1000 msnm, 

dichas zonas poseen caudales, piedras, poca arena y pendientes moderadas 

como se muestra en la Figura 8 (GADPEO INABIO, 2018). 

 

 

Figura 8. Ecosistemas del grupo altitudinal 2. 

Tomado de (GADPEO INABIO, 2018) 



20 
 

Grupo altitudinal 3 (GA3): este grupo hace referencia a los hábitats de las 

zonas más altas de la provincia de El Oro, sus ríos se encuentran entre los 1.001 

y los 3.285 msnm; dichas zonas poseen caudales medios y bajos con bloques, 

gravas y pendientes altas. Su vegetación es Bosque siempreverde montano bajo 

(1.300-1.800 msnm) y Bosque siempreverde montano alto (1.600-3.250 msnm), 

la vegetación es característica de zonas de sierra, como se muestra en la Figura 

9 (GADPEO INABIO, 2018).  

 

 

Figura 9. Ecosistemas del grado altitudinal 3. 

Tomado de (GADPEO INABIO, 2018) 
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2.3. Biogeografía 

 

La biogeografía es la ciencia que estudia la distribución geográfica de las 

especies (Figura 10), en un inicio fue el trabajo de los naturalistas en el siglo XIX, 

uno de los más conocidos fue Charles Darwin. En dicho siglo la biogeografía era 

netamente descriptiva y se basaba en la identificación de las especies y sus 

características morfológicas (Di Barba, 2016; D. Simon, 2008). 

 

 

Figura 10. Distribución de algunas especies en América y los océanos. 

Tomado de (Guzman, 2016) 

 

 

En los años sesenta, gracias al desarrollo de las matemáticas, se empezó a 

emplear ecuaciones matemáticas para analizar la distribución geográfica de las 

especies y así también plantear modelos matemáticos sobre la extinción y 

migración de las especies (Mognaschi, 2017; D. Simon, 2008). Pero con el pasar 

de los años y los avances tecnológicos dichas ecuaciones y modelos 

matemáticos han sido acopladas para otro tipo de análisis como la distribución 
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de las especies usando su material genético. Por ejemplo, actualmente existen 

modelos matemáticos para predecir la distribución de individuos a nivel de 

especie, género o familia que proporciona una medida de la biodiversidad de un 

lugar específico (Guisan and Thuiller, 2005; Beres et al., 2008; Gobeyn et al., 

2019).  

 

Las especies se distribuyen según los factores ambientales en los que pueden 

sobrevivir (Figura 11), es decir, si una especie es especifica de un lugar significa 

que ella es apta para desarrollarse en dicha localidad, esto debido a procesos 

evolutivos que le permiten sobrevivir según las condiciones de ese hábitat. Se 

conoce que existen organismos distribuidos por todo el mundo y también hay 

aquellos organismos específicos de un área (Wharton et al., 1983; Brown, 1984; 

García-Rodríguez et al., 2015). 

 

 

 

Figura 11. Diagrama que representa la interacción de los factores bióticos, 

abióticos y geográficos, relacionados con el área de distribución de las especies. 

Tomado de (García-Rodríguez et al., 2015) 
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Los factores que afectan la distribución de las especies son: temperatura, 

humedad, patrones climáticos, ciclo de luz, selección natural, composición del 

sustrato, alimentos y nutrientes disponibles, la altitud, presión atmosférica, 

cantidad de oxígeno, precipitación, etc. Existen modelos de la distribución  de las 

especies basados en varios factores biótico y abióticos como se muestra en la 

Figura 12 (Guisan & Thuiller, 2005; Saldaña & Villar, 2015).  

 

 

 

Figura 12. Marco general de modelado jerárquico que ilustra la manera de 

integrar la dinámica de perturbación, dispersión y población dentro de los 

modelos de distribución de especies. 

Tomado de (Guisan & Thuiller, 2005) 
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2.3.1.  Altitud como limitante de las especies 

 

La altitud es un factor abiótico que influye o determina en las condiciones 

climáticas y por ende en las especies que se desarrollan en un sitio especifico. 

La hipótesis de Variabilidad Climática o Variabilidad Estacional, plantea que para 

sobrevivir a mayores latitudes, los organismos deben ser capaces de soportar 

una mayor variabilidad de las condiciones climáticas, ya que a mayor altitud se 

registra un mayor variación en las condiciones ambientales (De La Vega & 

Schilman, 2015). 

 

Los estudios de las especies y sus poblaciones han reflejado diferentes 

resultados en cuanto a cómo afecta la altitud en su desarrollo. En una 

investigación realizada a las aves ibéricas se concluyó que a mayor altitud sobre 

todo en el invierno las poblaciones de aves disminuye considerablemente y en 

los bosques a menor altitud las poblaciones aumentan, debido a la migración de 

las aves (Ramírez García, 2004). 

 

Otro ejemplo, es aquel en donde se determinó que agrandes altitudes 

combinadas con temperaturas alteradas producen efectos sobre la cantidad de 

oxigeno disponible para los organismos y se plantea que solo aquellas especies 

capaces de adaptarse a estas irregularidades en la cantidad de oxigeno serán 

capaces de sobrevivir y las que no sean capaces o mueren o de ser el caso se 

desplazan hacia zonas donde sobrevivirán. Otro factor a tomar en cuenta en 

dicho caso es que a mayor altitud menor oxígeno, por ello a grandes alturas se 

encuentran aquellas especies que fueron capaces de adaptar su metabolismo a 

esas condiciones (Rotvit & Jacobsen, 2013). 

 

2.4. Clasificación 
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2.4.1. Clasificación taxonómica  

 

La clasificación taxonómica es una clasificación a partir de las características   de 

los individuos que permite agruparlos dentro de un grupo taxonómico como: 

familia, género o especie. 

 

2.4.1.1. Clasificación taxonómica clásica 

 

Existen diferentes características que permiten la clasificación de los 

macroinvertebrados; sin embargo, una de las más notables es la presencia o 

ausencia de concha (Figura 13). Existen otros aspectos para su clasificación 

morfológica tanto en etapa joven como en etapa adulta, es mucho más fácil 

identificarlos morfológicamente en su adultez ya que la mayoría en fase larvaria 

presentan las mismas características fenotípicas. Otros los clasifican según su 

alimentación y su locomoción (Hanson et al., 2010; Palma, 2013). 

 

 

Figura 13.  Clasificación de macroinvertebrados. 

Tomado de (Palma, 2013) 
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Dentro de la clasificación taxonómica clásica de los insectos que viven en 

sistemas acuáticos y son usados para las investigaciones ambientales se 

determinó que pertenecen a los siguientes grupos taxonómicos con sus 

respectivas características morfológicas: 

 Reino: Animalia 

 Filo: Arthropoda 

 Subfilo: Hexápoda  

 Clase: Insecta 

El orden, la familia, el género y la especie dependerán de condiciones 

ambientales específicas. 

 

2.4.1.1.1.  Clase Insecta 

 

La clase Insecta se caracteriza por ser la más abundante y hace referencia a los 

insectos que en su estadio adulto están divididos en tres secciones: cabeza, 

tórax y abdomen (Figura 14). Algunos insectos pueden o no tener alas. Sin 

embargo, los insectos se caracterizan por tener ojos compuestos; antenas 

articuladas, tres pares de patas, abdomen con apéndice, aparato genital externo, 

respiración a través de espiráculos, sistema circulatorio abierto, entre otros 

(Rojas Valencia, 2010). 

 

Figura 14.  Partes de un Insecto. 

Tomado de (Godoy Méndez, 2010) 
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La Clase Insecta se subdivide en distintos órdenes acuáticos y terrestres, 

algunos de ellos se muestran en la Figura 15, pero en esta investigación se 

trabaja con dípteros acuáticos. 

 

 

Figura 15. Clasificación de Insectos. 

Tomado de (Talk about Insects, 2011) 

 

 

2.4.1.1.2. Orden Diptera (dípteros acuáticos) 

 

En el orden Diptera se hallan los insectos más complejos, diversos y 

ampliamente distribuidos en el planeta en cuerpos de agua como: ríos, arroyos, 

lagos y quebradas. Este grupo taxonómico es conocido como el orden de las 

moscas verdaderas, con alrededor de 20 familias acuáticas (Encalada et al., 

2011). Además, las hembras de los dípteros acuáticos se caracterizan por 

depositar sus huevos en rocas o vegetación debajo del agua, luego de algunos 

días las larvas de cuerpo blando emergen sin patas, pero con espinas apicales 

que permiten su locomoción y la respiración varía dependiendo de la familia o el 

género que se analice (Figura 16). En su etapa adulta poseen un solo par de 

alas que le permite volar mucho mejor que otros insectos con dos pares de alas 

(Rioja, 2012; Rojas Valencia, 2010). 
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Figura 16.  Larvas del Orden Diptera. 

Tomado de (Rioja, 2012) 

  

 

Los dípteros acuáticos poseen cuatro etapas de desarrollo como se muestra en 

las Figuras 17 y 18. En las etapas de huevo y larva estos organismos viven 

dentro de un cuerpo de agua léntico o lótico; mientras que en la etapa de pupa y 

adulta vive en zonas aledañas a los cuerpos de agua, en especial en aquellas 

especies voladoras (Encalada et al., 2011; Medina & Paggi, 2004; Rojas 

Valencia, 2010). 

 

 

Figura 17.  Etapas de desarrollo de los dípteros acuáticos. 

Tomado de (Rojas Valencia, 2010) 
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Figura 18.  Etapas de desarrollo de los dípteros acuáticos. 

Tomado de (PescataMinuta, 2007) 

 

 

2.4.1.1.3. Familia Chironomidae  

 

Los quironómidos son larvas de cuerpo angosto (Figura 19), en su fase adulta 

son moscos grises y pequeños, no picadores (Figura 20) de hasta 12mm de 

largo, con patas largas, alas cortas y estrechas (Encalada et al., 2011). También, 

son los organismos más abundantes en hábitats de agua dulce y son capaces 

de adaptarse a todo tipo de perturbaciones o trasladarse de un hábitat a otro 

para su supervivencia (Rojas Valencia, 2010; Tejerina & Molineri, 2007). En 

estado de huevo suelen ser alimento de peces, en su estado larvario suelen ser 

atacados por peces o algunas aves (Walker, 2001). 

 

Una de las características morfológicas para identificar a los machos y las 

hembras es la peculiaridad en sus antenas; las hembras poseen antenas cortas 
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y sin pelo, mientras que las antenas de los machos son cortas y con pelo 

(PescataMinuta, 2007; Rojas Valencia, 2010). Además, son organismos 

indispensables para el medio ambiente ya que las larvas consumen materia 

orgánica particulada como: algas, restos de macroinvertebrados y tejidos 

animales (Ruiz et al., 2018). 

 

 

Figura 19.  Larvas de la familia Chironomidae. 

Tomado de (Rioja, 2012) 

 

 

 

Figura 20.  Quironómido en etapa adulta.  

Tomado de (PescataMinuta, 2007) 

https://pescataminuta.es/wp-content/uploads/2017/02/Quiron%C3%B3mido-adulto.jpg
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2.4.1.1.4. Género Polypedilum 

 

El género Polypedilum es uno de los géneros más abundantes de la familia de 

quironómidos a nivel de especies, estos organismos pueden ser hallados en casi 

todos los hábitats incluso en lugares remotos como aguas estancadas o cuerpos 

de agua con corrientes fuertes. Una de sus principales funciones es alimentarse 

de materia orgánica o restos de otros organismos, es decir son un punto crítico 

en la cadena trófica de los ecosistemas en donde se desarrollan (Al-Shami et al., 

2010; Prat et al., 2011; Manaaki Whenua, 2013). 

 

Debido a la gran cantidad de especies este género se ha dividido en subgéneros 

basándose en características morfológicas de estos organismos en fase adulta, 

ya que en fase larvaria (Figura 21) o de pupa no hay diferencias significativas 

que permitan clasificar a nivel de especie o incluso de género (Fuentes & Donato, 

2014). 

 

Algunas de las especies de este género son rojas cuando están vivas, pero una 

vez que son conservadas se vuelven pálidas, sus ojos son separados por partes 

apenas perceptibles y según su alimentación han sido clasificados como 

recolectores (Narcís Prat et al., 2012; Ruiz et al., 2016).  

 

Sin embargo, una de las características que facilita la identificación del género 

Polypedilum frente a otros géneros es la forma de su cabeza, es por esta razón 

que los expertos realizan un proceso de digestión para la identificación 

morfológica de las larvas del género Polypedilum. En dicho proceso se busca 

eliminar el cuerpo de la larva sin dañar la cabeza de la misma y finalmente 

realizar una identificación bajo microscopio (Prat et al., 2011; Manaaki Whenua, 

2013; Fuentes and Donato, 2014). 
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Figura 21. Larva de Polypedilum. La sección a) muestra una larva completa y la 

sección b) muestra un acercamiento a la cabeza. 

 

 

Por otro lado, en fase adulta presentan características morfológicas distintas que 

facilitan su clasificación, como se puede ver en la Figura 22 en el lado izquierdo 

se tiene una hembra de Polypedilum nubiferum y al lado derecho se muestra una 

hembra del género Polypedilum de una especie aún no identificada (Franklin, 

2013). 

 

 

Figura 22. Ejemplares del género Polypedilum. 

Tomado de (Franklin, 2013) 
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Otro ejemplo de la variedad en las características adultas de estos insectos se 

muestra en la Figura 23 donde las imágenes A y B corresponden a la especie 

Polypedilum vanderplanki y las imágenes C y D corresponden a la especie de 

Polypedilum pembai. Incluso se puede observar que existen diferencias entre los 

machos y las hembras, en la Figura 14 las imágenes A y C corresponden a los 

machos y las imágenes B y D corresponden a las hembras de cada especie 

respectivamente (Cornette et al., 2017; Fuentes & Donato, 2014). 

 

 

Figura 23. Ejemplares del género Polypedilum. 

Tomado de (Cornette et al., 2017) 

 a) y b) individuos de la especie Polypedilum vanderplanki 

c) y d) individuos de la especie de Polypedilum pembai. 
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Se debe tomar en cuenta que hay factores que afectan la distribución geográfica 

de estos macroinvertebrados en ríos y arroyos, dichos factores son: la 

temperatura y la velocidad de corriente, lo que indirectamente condiciona la 

disponibilidad de alimento y el tipo de sustrato (Scheibler et al., 2008). 

 

 

2.4.1.2. Clasificación taxonómica molecular  

 

Debido a la dificultad en la clasificación e identificación taxonómica a través de 

un análisis morfológico, generalmente realizado bajo un microscopio, se realizan 

análisis genéticos (Figura 24) que conllevan un proceso mucho más rápido, 

menos laborioso y costoso ya que muchos de los macroinvertebrados deben 

llegar a su etapa adulta para poder ser identificados taxonómicamente 

(Chatterjee, 2016).  

 

Sin embrago, aunque en el análisis genético se pierde el individuo recolectado y 

a lo mucho se conserva su material genético durante cierto tiempo, en cambio 

en el análisis morfológico los individuos analizados generalmente son 

conservados sobre todo un ejemplar de cada grupo taxonómico identificado. 

Dicha conservación en ambos casos depende totalmente de los investigadores 

o especialistas que hayan recolectado las muestras y del propósito de la 

investigación (Kranzfelder et al., 2017). 

 

En la figura 24 se muestra un ejemplo del análisis filogenético publicado por 

Nature donde se consideraron 62 genes codificantes de proteínas y se determinó 

que los insectos terrestres están más relacionados con los crustáceos que con 

los cienpiés (Regier, 2010) 
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Figura 24.  Filogenia de los Artrópodos. 

Tomado de (Giribet et al., 2001) 
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Gracias al avance tecnológico en áreas como la biología molecular se pueden 

identificar especies que morfológicamente son iguales, pero a nivel molecular 

poseen diferencias poco perceptibles; por ello en la actualidad se realizan 

estudios con fragmentos del material genético o ADN (Chatterjee, 2016).  

Uno de los estudios más amplios es la genética de poblaciones que ayuda a 

reconocer todas las especies o la variedad de estas en un lugar específico 

(Eguiarte et al.,, 2013). La genética de poblaciones o ecología molecular es 

considerada una ciencia biológica que estudia la composición genética de una 

población gracias a herramientas matemáticas que permiten analizar las 

variaciones de los genes en los individuos (Cabrero et al., 1998; Vera et al., 2012; 

Rodríguez-Correa et al., 2017).  

Estos estudios facilitan el estudio de los procesos que han ocurrido y producido 

la variabilidad genética de una población, es decir de la evolución a través de 

procesos de adaptación (Eguiarte et al., 2013). Algunas de las técnicas de 

análisis genético son: hibridación de fragmentos de ADN, análisis del ADN 

ribosómico, hibridación con sondas específica, análisis de los polimorfismos, 

reacción en cadena de la Polimerasa (PCR), secuenciación, código de barras de 

ADN, entre otros (Palacios et al., 2009; Palomino and González, 2014). 

 

 

2.4.1.3. Análisis genéticos 

 

2.4.1.3.1 Técnica de Código de barras de ADN o DNA barcoding 

 

En esta técnica es común usar secuencias de fragmentos de ADN susceptibles 

a cambios por variaciones ambientales. Dichas secuencias cortas son llamadas 

DNA barcodes y se pueden obtener mediante una reacción en cada de la 

polimerasa (PCR). Los DNA barcodes deben poseer baja variabilidad específica 

y alta variabilidad interespecífica para que la identificación sea precisa, también 
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son conocidos como marcadores genéticos. Básicamente, estas secuencias 

deben hallarse en todos los taxones que se desean analizar y deben mostrar 

variaciones que permitan identificar a sus especies (Vera et al., 2012; Eguiarte 

et al., 2013; Hernández et al., 2016). 

Cuando el propósito es identificar una especie se realiza una extracción del 

material genético del individuo, luego se realiza una amplificación de una región 

de un DNA barcode, después dicho amplicón es secuenciado y finalmente esta 

secuencia es comparada con librerías de ADN que reflejarán a que especie 

pertenece el individuo evaluado (Hebert et al., 2004; Vera et al., 2012). Con este 

tipo de estudios se han logrado identificar muchas más especies que a través de 

la identificación morfológica, por ejemplo, en el año 1775 se identificó a la 

mariposa Astraptes fulgerato pero luego del análisis molecular con DNA 

barcoding se identificaron 10 especies de mariposas que aunque en su adultez 

se ven iguales en su fase de oruga poseen diferencias en su alimentación que 

producen diferencias genéticas convirtiéndolas en especias distintas (Hebert et 

al., 2004). 

 

 

Figura 25. Individuos evaluados en el estudio con DNA barcodes. 

Tomado de (Hebert et al., 2004) 
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Las secuencias usadas como DNA barcode pueden proceder del ADN nuclear, 

del ADN de los cloroplastos o del ADN mitocondrial, dependiendo del individuo 

que se analice (Hernández et al., 2016). Uno de los genes más usados para los 

estudios en animales es el gen conocido como COI o COX se muestra en la 

Figura 26 de color verde, que codifica para la enzima citocromo-oxidasa I y se 

encuentra en el ADN mitocondrial (Navarro et al., 2015). En un inicio se usaba 

un fragmento de 650 pares de bases de este gen y luego se determinó que en 

algunos casos solo se necesita 100 pares de bases de este gen para la 

identificación de especies ya que tiene alta tasa de mutación, la actividad de su 

gen ha sido muy estudiada, su estructura y tamaño, posee zonas muy 

conservadas y otras muy variables; las zonas conservadas facilitan la reacción 

en cadena de la polimerasa y las zonas variables facilitan la diferenciación entre 

especies (Simon et al., 1994; Kjer et al., 2002; Saldamando and Marquez, 2012; 

Ninahuanca et al., 2013; Chatterjee, 2016; Previšić et al., 2016). 

 

 

Figura 26. Genoma mitocondrial de Anophelinae.  

Tomado de (Navarro et al., 2015) 
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2.4.1.3.2. Filogeografía 

 

La diversidad geográfica de las poblaciones se estudia con el fin de generar 

información sobre la distribución de las especies, la idea de la filogeografía 

plantea que la genética de las especies está asociada con la zona geográfica 

donde se desarrollan (Domínguez-Domínguez et al., 2009; Peck, 2001). Otros 

autores definen a la filogeografía como el estudio geográfico de los linajes de los 

genes a nivel sobre todo intraespecífico. Además, Los estudios filogeográficos 

también pueden ser usados para inferir procesos demográficos como el flujo 

genético, tamaño poblacional, secuencias de colonización, cuellos de botella y 

para determinar fronteras entre especies como se puede observar en la Figura 

27 (Rodríguez-Correa et al., 2017). 

 

 

Figura 27. Relación evolutiva de 4 individuos dentro de una población. 

Tomado de  (Domínguez-Domínguez et al., 2009) 
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Actualmente, se usan DNA barcodes para realizar estudios filogeográficos, 

específicamente secuencias del ADN mitocondrial. Aunque, también es usado 

en estudios taxonómicos para la clasificación biológica donde incluso si no se 

identifican especies se puede determinar el número de unidades taxonómicas 

operativas (OTU) presentes en un lugar específico y la distancia genética que 

hay entre ellas, a través de un análisis de variabilidad genética (Song et al., 

2016). Una unidad Taxonómica operativa (OTU) es una unidad de clasificación 

que permite a los investigadores determinar grupos de cualquier nivel 

taxonómico para su clasificación u otros estudios como la elaboración de árboles 

filogenéticos (Camacho et al., 2008). 

 

Los árboles filogenéticos o cladogramas son esquemas mediante los cuales se 

representan las relaciones evolutivas entre varios individuos del mismo o de 

diferentes grados taxonómicos, debe tenerse en cuenta que este tipo de árboles 

son hipótesis y no hechos definitivos y que pueden variar dependiendo del 

software y algoritmo matemático que se use para generarlos. Los métodos más 

usados son: Cladística, Máxima parsimonia, Inferencia Bayesiana y Neighbor-

Joining (Barriga & Salazar, 2007). 

 

 

2.5. Quironómidos en el Ecuador 

 

2.5.1. República del Ecuador 

 

La República del Ecuador está ubicada en América del Sur, su territorio 

comprende alrededor de 283 mil kilómetros cuadrados y está dividido en tres 

regiones por la cordillera de los Andes, dichas regiones son: Costa, Sierra y 

Oriente. Este país limita al norte con Colombia, al Sur y al este con Perú y al 
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oeste con el Océano Pacífico, donde a 1000 kilómetros se hallan las Islas 

Galápagos que conforman una cuarta región de este país. Gracias a su posición 

geográfica y otras cualidades ambientales es considerado uno de los países con 

mayor diversidad en el mundo, donde muchas de sus especies no han sido 

identificadas y por ello no se puede establecer el número exacto de especies por 

kilómetro cuadrado (Chaves et al., 2007; Sanchez et al., 2006; Yánez-Muñoz, 

2005). 

  

 

Figura 28. Mapa del Ecuador. 

Tomado de (AnnaMapa, 2017) 
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2.5.2. Identificación de Quironómidos en el Ecuador 

 

En el Ecuador se han realizado algunos estudios en donde se han recolectado 

muestras de macroinvertebrados, con los cuales se ha identificado la presencia 

de la familia Chironomidae en casi cualquier tipo de ecosistema acuático e 

incluso la presencia del género Polypedilum en algunos casos (Encalada et al., 

2011).  

Con los resultados de dichas investigaciones se han creado guías para la 

identificación morfológica de las familias y géneros de macroinvertebrados hasta 

la fecha, dichas guías facilitan la identificación de los individuos y el desarrollo 

de otro tipo de investigaciones (Encalada et al., 2011; Narcís Prat et al., 2012; 

Ruiz et al., 2016). 

Otras investigaciones realizadas han reflejado que las poblaciones de 

macroinvertebrados más abundantes en los ecosistemas acuáticos son los 

quironómidos y es por esto que se plantea como la población por excelencia para 

estudios ecológicos; sin embargo, sus especies aún no están totalmente 

identificadas o descritas a nivel morfológico y genético (Prat et al., 2011; Prat et 

al., 2013).  

 

 

3. Capítulo III: Procedimientos 

 

3.1. Población y muestra 

 

Se analizaron 131 larvas pertenecientes al género Polypedilum recolectadas 

entre los años 2007 y 2008 por el INABIO en diferentes ríos de la Provincia de 

El Oro dentro del proyecto AMB.ChV.17.03 del Investigador Christian Villamarín.  
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Los muestreos se realizaron usando una red tipo Surber (Hauer and Lamberti, 

1996; Springer et al., 2010). Tras la recolección, las muestras fueron clasificadas 

y conservadas en etanol al 96%, (Figura 24). Las larvas no fueron de tamaño 

homogéneo y en algunos casos se observó descomposición debido a su largo 

periodo de conservación. 

 

 

Figura 24. Ejemplares de las larvas usadas para el análisis molecular. 

 

 

3.2. Lugar de muestreo 

 

En el presente trabajo se definieron tres rangos altitudinales en base a la 

clasificación mencionada en el punto 2.2.2.1.1. (Ríos en la provincia de El Oro). 

Dichos rangos altitudinales se denominaron como: alto (G1), medio (G2) y bajo 

(G3).  Además, de cada rango altitudinal se evaluaron dos puntos de muestro 

que fueron seleccionados en base a la altitud requerida en cada rango altitudinal 

como se muestra a continuación: 

 Alto (G1): 16 a 300 m.s.n.m. 

 Medio (G2): 301 a 1000 m.s.n.m. 

 Bajo (G3): 1001 a 3285 m.s.n.m. 
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La población analizada según el rango altitudinal y según el punto de muestreo 

se muestra en la en la Figura 25 y en la Tabla 1. 

 

 

 

Figura 25. Muestra la posición de los puntos de muestreo ubicados en la 

provincia de El Oro. Los puntos enmarcados en color naranja corresponden al 

rango altitudinal 1 (G1), los enmarcados en color azul son del rango altitudinal 2 

(G2) y los enmarcados en verde corresponden al rango altitudinal 3 (G3). 
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3.3. Materiales y métodos  

 

3.3.1. Extracción de ADN 

 

3.3.1.1. Lisis de las muestras 

 

En primer lugar, se optimizó el proceso de lisis de las muestras en una solución 

tampón para extracción de ADN: 

 

1. Trituración con pistilo 

Las muestras fueron colocadas con pinzas en tubos eppendorf de modo que se 

evapore el etanol a temperatura ambiente, tras lo cual se añadieron 400 µL de 

la solución tampón para extracción y con un pistilo estéril la muestra fue triturada 

hasta que el tejido estuvo homogeneizado. 

 

 

2. Trituración con Nitrógeno líquido, perlas y homogeneizador 

Las muestras fueron colocadas con pinzas en tubos con rosca y perlas de modo 

que se evapore el etanol a temperatura ambiente, luego los tubos fueron sellados 

y sumergidos en Nitrógeno líquido durante 2 minutos; después se colocaron en 

el homogeneizador a 6500rpm 2 veces /15 segundos y finamente se añadieron 

400 µL de la solución tampón para extracción en cada tubo. 

 

Para seleccionar el método con mayor rendimiento se realizaron dos análisis al 

material genético obtenidos después de la extracción: donde se analizó la 

cantidad y la calidad de ADN. 
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3.3.1.2. Método de Extracción de ADN 

 

En segundo lugar, se optimizó el método de extracción de ADN probando varias 

metodologías: 

 

1. Extracción con Kit QIAGEN (QIAGEN, 2006): 

 A las muestras trituradas se añadieron 20 µL de Proteinasa K (20 mg/ml) 

y se hizo un vórtex,  

 Luego se incubaron durante una hora y media a 56ºC en el termobloque, 

las muestras fueron volteadas de vez en cuando.  

 Después, se añadieron 200 µL de Buffer AL y se realizó un vórtex durante 

un par de segundos. 

 Se añadieron 200 µL de Etanol al 96%, vórtex y a continuación, se extrajo 

el fluido. 

 Se añadió la solución de lisis en una columna de extracción, se centrifugó 

a 8000 rpm durante un minuto, se desechó el tubo 2 y su fluido. 

 Luego se realizaron los lavados con 500 µL de los Buffers AW1 y AW2. 

 Se añadieron 100 µL de Buffer AL para eluir el ADN de la columna, se 

colocó la columna sobre un tubo de 1,5mL. 

 Los tubos con las columnas se incubaron durante un minuto a temperatura 

ambiente y luego se centrifugó a 8000 rpm durante un minuto. 

 Finalmente, la fase líquida con ADN en el tubo de 1,5mL fue almacenada 

4ºC. 

 

2. Extracción Rápida con Solución Tamponante (Edwards et al., 1991):  

En esta extracción se usó un Tampón de Homogenización a base de: Tris-HCl 

(200mM) a pH 8, Cloruro de Sodio (250mM), EDTA (25mM) y SDS (0,5%).  
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 A las muestras trituradas se añadieron 400 µL del tampón de 

homogenización, se agitaron los tubos y se centrifugaron a máxima 

velocidad durante 3 segundos. 

 Luego, se añadieron 8 µL de Proteinasa K (20 mg/ml). 

 Las muestras se incubaron durante dos horas a 56ºC. 

 A continuación, las muestras fueron centrifugadas a 13 000 rpm durante 

diez minutos, se extrajo el sobrenadante en tubos nuevos. 

 A dicho tubos se añadieron 300 µL de Isopropanol, se mezcló volteando 

los tubos y las muestras se dejaron reposar dos minutos en refrigeración. 

 Después, se centrifugó a 13 000 rpm durante diez minutos, se desechó el 

sobrenadante y se añadieron 500 µL de Etanol (70%). 

 Las muestras se centrifugaron a 13 000 rpm durante cinco minutos. 

 Luego, se eliminó el etanol invirtiendo el tubo y en dicha posición se dejó 

evaporar los restos de etanol a temperatura ambiente. 

 Finalmente, se resuspendió el ADN en 50 µL de Agua Milli-Q; las muestras 

fueron almacenadas a 4ºC. 

 

3. Extracción con Kit  (Invitrogen, 2013): 

 A las muestras previamente trituradas se les añadieron 180 µL de Buffer 

de extracción y 40 µL de Proteinasa K (20 mg/ml).  

 Se realizó un vórtex y un spin durante un par de segundos. 

 Se incubaron las muestras durante dos horas a 56ºC. 

 Se añadieron 20 µL de RNAase A y se mezcló manualmente. 

 Las muestras se dejaron reposar durante dos minutos y se centrifugó a 

10 000 rpm durante tres minutos, se extrajo el sobrenadante conociendo 

el volumen y dicha cantidad fue añadida de Lisis-Binding Buffer y de 

Etanol absoluto. 

 Se mezcló manualmente y la mezcla fue transferida a una columna del kit 

Invitrogen.  

 Se centrifugó a 10 000 rpm durante un minuto. 

 Se realizaron los lavados con los Buffer 1 y 2 del Kit. 
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 Finalmente, el ADN fue eluido en 25 µL de Elution Buffer en la columna 

para finalmente centrifugar y almacenar las muestras de ADN en tubos de 

1,5mL a 4ºC. 

 

4. Extracción de ADN con CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) y 

purificación con Fenol-cloroformo (Cerda-Granados & Díaz, 2013): 

 

 Las muestras fueron trituradas en Buffer a base de: Tris-HCl (10mM), 

EDTA (25mM) y NaCl (100mM). 

 Se añadió 40 µL de SDS al 10% y se mezcló manualmente durante dos 

minutos. 

 Se añadió 20 µL de Proteinasa K (20 mg/ml) y las muestras fueron 

incubadas durante veinte minutos a 55ºC. 

 Se añadió 80 µL de NaCl (5M), se añadió 60 µL de CTAB, se mezcló y se 

incubó durante 10 minutos a 62ºC. 

 Se añadió 600 µL de Fenol y se centrifugó a 11 000 rpm durante tres 

minutos a 10ºC. 

 Se extrajo el sobrenadante conociendo el volumen, se añadió dicha 

cantidad de Cloroformo y se centrifugó a 11 000 rpm durante tres minutos 

a 10ºC. 

 Se extrajo el sobrenadante conociendo el volumen y se añadió la mitad 

de Agua Milli-Q y la otra mitad de Isopropanol; se mezcló manualmente y 

se dejó en refrigeración durante una hora. 

 Luego se centrifugó a 18 000 rpm durante quince minutos, se tiró el 

sobrenadante y se añadió 700 µL de Etanol al 70%. 

 Se centrifugó a 18 000 rpm durante quince minutos, se tira el 

sobrenadante y se dejó secar los tubos invertidos. 

 Finalmente, el ADN fue resuspendido con 40 µL de Agua Milli-Q; las 

muestras fueron almacenadas a 4ºC. 

Para seleccionar el método con mayor rendimiento se realizaron dos análisis al 

material genético (ADN) obtenidos en la extracción. 
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3.3.2.  Análisis del ADN 

 

3.3.2.1. Cuantificación de ADN 

 

La cuantificación del ADN se realizó mediante el NanoDrop2000, donde el blanco 

será agua Milli-Q. La relación de absorbancia 260/280 debe estar en un valor de 

1.8-2.0, para garantizar la pureza de las muestras extraídas (Asghar et al., 2015; 

Wang & Wang, 2012). 

 

 

3.3.2.2. Visualización del ADN 

 

Se realizó un gel de electroforesis al 0.8% durante 30 minutos para analizar la 

calidad del ADN obtenido en la extracción y confirmar los valores de la 

cuantificación. 

 

 

3.3.3. Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

3.3.3.1. Cebadores empleados en la PCR 

 

Se evaluaron diferentes parejas de cebadores (Tabla 2 y Figura 26) para la 

amplificación de una región conservada del genoma, dicha zona conservada es 

la región 5’ de la subunidad 1 de la Citocromo Oxidasa del genoma mitocondrial. 

Las diferentes parejas de cebadores se obtuvieron a través de datos 

bibliográficos (Folmer et al., 1994; Simon et al., 1994; Kjer et al., 2002) y de 

estudios realizados (Sanseverino et al., 1998; Prat et al., 2013) 
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Tabla 2. 

Cebadores usados en PCR 

Primer Tipo Secuencia (5′-3′) Referencia 

MT6 Forward 
GGAGGATTTGGAAATTG

ATTAGTTCC 
(Simon, et al., 1994) 

NANCY Reverse 
CCCGGTAAAATTAAAATA

TAAACTTC 
(Simon, et al., 1994) 

LCO1490 Forward 
GGTCAACAAATCATAAA

GATATTGG 
(Folmer et al., 1994) 

HCO2198 Reverse 
TAAACTTCAGGGTGACC

AAAAAATCA 
(Folmer et al., 1994) 

1709Fg Forward 
TAATTGGAGGATTTGGW

AAYTG 

(Zhou, X., M. Kjer, 

2007) 

2191R Reverse 
CCYGGTAAAATTAAAATA

TAAACTTC 
(Kjer et al., 2002) 
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A continuación, se muestra la posición de los cebadores en una secuencia de 

referencia de Drosophila yakuba (Figura 26), con el fin de analizar las posibles 

combinaciones que se podrían usar en la reacción en cadena de la Polimerasa 

(PCR) y para conocer el tamaño de los fragmentos que se podrían obtener según 

la combinación que se plantee. 

 

 

>X03240.1:1470-3009 Drosophila yakuba COI1 (750 pb) 

 

Figura 26. Muestra la posición de los cebadores en la secuencia de referencia; 

en el lado izquierdo se muestran los cebadores Forward y en el lado derecho se 

hallan los cebadores Reverse, cada color representa una pareja de cebadores. 

 

 

3.3.3.2. Optimización de la Reacción en cadena de la Polimerasa 

 

Para la PCR se probaron varias combinaciones de cebadores (Tabla 2), luego 

se realizó un gradiente de temperatura y variación de cantidad de ADN para la 

amplificación de la región 5’ de la subunidad 1 de la Citocromo Oxidasa del 
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genoma mitocondrial. En algunos casos se realizaron diluciones 1/10 o 1/100 

dependiendo de la concentración de ADN obtenido en la extracción y debido a 

los resultados se optó por realizar una PCR anidada probando diferentes 

combinaciones de cebadores; en dicha PCR el ADN añadido fue una dilución 

1/100 del producto de PCR inicial. 

En ambos casos el Master mix usado (Tabla 3) fue a partir del Kit GoTaq Green 

Master Mix y el programa usado se presenta en la Tabla 4: 

 

Tabla 3. 

 Cantidades de los reactivos necesarias para preparar el Master Mix para la PCR 

Master mix para la PCR 

Reactivo Concentración Final 

Agua Milli-Q (libre de nucleasas) - 

GoTaq Green Master Mix (2x) 1x 

Forward Primer (10 µM) 0.1 - 1.0 µM 

Reverse Primer (10 µM) 0.1 - 1.0 µM 

ADN < 250 ng 
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En un inicio después de la extracción se usaron como control positivo cebadores 

universales que amplifican para el ARN ribosomal 18S, posteriormente en la 

experimentación se usaron las muestras con el método de extracción 

seleccionado y como control negativo se usó agua Milli-Q.   

 

 

3.3.4. Visualización de los productos de amplificación 

 

Se realizó una comprobación de la reacción en cadena de la Polimerasa 

mediante un gel de agarosa al 1.5% con Syber Safe durante 30 minutos y con 

7µL de producto de PCR. Se usó Ladder de 100 pares de bases de ADN 

(Invitrogen, 2017). 

 

 

3.3.5. Secuenciación 

 

Las muestras amplificadas fueron secuenciadas en el servicio de secuenciación 

de la Universidad de las Américas (UDLA), dicho proceso se realiza según la 

metodología de Sanger.  Se enviaron 10 µL del producto de PCR para el proceso 

de secuenciación en la Universidad de las Américas y se enviaron alícuotas de 

los cebadores MT6 y Nancy con una concentración de 2 µM para que se realice 

dicho proceso. 

 

 

3.3.6. Análisis Bioinformático  

 

En primer lugar, se construyó la secuencia consenso a partir de las dos lecturas 

obtenidas de la secuenciación mediante el programa MEGA 7; las lecturas con 
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ambos cebadores de cada muestra fueron alineadas con ClustalW y se 

corrigieron las incongruencias halladas, a través de los cromatogramas.  

 

Luego, se comprobó que las secuencias obtenidas pertenecían a la familia 

Chironomidae y a la región 5' de la subunidad 1 de la Citocromo Oxidasa 

mediante una comparación con las secuencias de las bases de datos mediante 

el Programa Blast de la página web del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) mediante el portal público del BoldSystems (www.boldsystems.org).  

A continuación, debido a que la secuencia de interés es una región codificadora 

se comprobó que la secuencia de aminoácidos no tuviese codones de parada 

mediante el software DNA Expasy (https://web.expasy.org/translate/), para 

comprobar el marco de lectura.  

 

 

3.3.6.1. Análisis de la Variabilidad Genética 

La variabilidad genética fue analizada dentro de: toda la población, cada rango 

altitudinal y cada punto de muestreo. En este análisis se obtuvo la variabilidad 

genética a través de matrices de distancias generadas mediante un alineamiento 

de las secuencias con ClustalW, el modelo de Kimura de 2 parámetros y con un 

Bootstrap de 100 repeticiones; con ello se determinó la divergencia: máxima, 

media y mínima en el programa Mega 7 (Ninahuanca et al., 2013; Sari et al., 

2015; Song et al., 2016).  

 

 

3.3.6.2. Determinación de Unidades Taxonómicas Operativas (OTUS) para 

el análisis filogenético 
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 Determinación mediante un análisis de variabilidad genética  

En este análisis se obtuvieron 14 secuencias de Polypedilum nubifer 

procedentes de: China, Australia y Corea; a través del portal público de datos de 

BoldSystems. Luego, fueron alineadas con una secuencia consenso mediante el 

método de ClustalW en el software MEGA7, para analizar el fragmento obtenido 

en la experimentación.  

Después, se obtuvo una matriz de distancias genéticas en pares con el método 

de Máxima Verosimilitud (Maximum Composite Likelihood) y con un método de 

estimación de Varianza, Bootstrap de 100 repeticiones y se generó un árbol 

filogenético con el método de Máxima verosimilitud en el software MEGA 7. 

Con esto, se analizó la variabilidad genética dentro de esta especie y se definió 

qué porcentaje de similitud entre dos secuencias, las agrupa dentro de la misma 

unidad taxonómica operativa (OTUs); en este análisis se evaluaron 5 secuencias 

de Corea, 4 de Australia y 5 de China. 

  

 

  Determinación mediante el análisis de divergencia con el software 

Automatic Barcode Gap Discovery o ABGD 

 

El software Descubrimiento automático de brechas de códigos de barras para la 

delimitación de especies primarias o ABGD por siglas en inglés 

(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html) (Puillandre, Lambert, 

Brouillet, & Achaz, 2011); es un programa que determina el número de OTUs 

dependiendo de la divergencia/distancias entre las secuencias.  

Las distancias fueron calculadas a partir del alineamiento obtenido con las 69 

secuencias consenso, mediante los parámetros usados en el estudio de 

Tripodura, donde se usó (Song et al., 2016): 

 

 El modelo de Kimura de 2 parámetros 
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 Los límites de divergencia fueron de (Pmin) 0,005 a (Pmax) 0,1 

 El ancho de brecha relativa (X) fue 1  

 

 

3.3.6.3. Análisis filogenético 

 

Una vez determinados los OTUs y los individuos que pertenecen a cada uno, se 

usó el software MEGA7 para agrupar a las secuencias según su respectivo OTU 

representado como sp#, después se realizó un árbol filogenético mediante el 

modelo estadístico Neighbor-Joining, un método de Kimura de 2 parámetros y 

con un Bootstrap de 100 repeticiones. Finalmente, se analizó como se agrupan 

las secuencias en el árbol. 

 

 

4. Capítulo IV: Resultados y Discusión 

 

4.1.  Extracción de ADN 

 

4.1.1. Lisis de las muestras 

 

En primer lugar, según la cuantificación con el Nanodrop2000 y los datos 

obtenidos en la Concentración de la Tabla 5 se plantea que el método con mejor 

rendimiento fue usando el homogeneizador debido a las grandes cantidades de 

ADN obtenidas en las muestras P4 y P6. Sin embargo, al visualizar la calidad del 

ADN vs los productos de PCR en la Figura 26 se determinó que con la trituración 

con pistilo se obtiene un ADN de mejor calidad. Además, que con dicho método 

las muestras fueron fácilmente trituradas debido a que se trataba del cuerpo de 

las larvas del género Polypedilum.  
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Por otro lado, con los resultados obtenidos se planteó que el uso del 

homogeneizador y el nitrógeno líquido fragmentaron mucho más el ADN que el 

uso del pistilo (P6 de la Figura 26), lo que provocó una mayor degradación del 

material genético y por ende del ADN molde para el proceso de PCR.  

La cuantificación de ADN de todas las muestras en el NanoDrop2000 reflejó 

valores aleatorios como se muestra en el ANEXO 1. 

 

Tabla 5. 

 Cuantificación del ADN en el Nanodrop2000 

Código Método de lisis 
Concentración 

(ng/ µL) 

Calidad del ADN 

(+/-) 

P1 Pistilo 10,3 + 

P2 Pistilo 4,2 + 

P3 Pistilo 15,3 + 

P4 Homogeneizador 90,0 - 

P5 Homogeneizador 14,8 - 

P6 Homogeneizador 75,7 - 

Nota: (+) Se evidenció bandas tenues de ADN y (-) El ADN estuvo muy degradado 
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Como se muestra a continuación, se analizó la calidad del ADN comparándolo 

con muestras procedentes de material vegetal fresco y se comprueba en la 

Figura 27 que las muestras del material vegetal tienen una banda de material 

genómico perfecta mientras que en las muestras de Polypedilum se ve el 

material genómico degradado y por ello la amplificación es menor; dicha 

amplificación fue realizada con cebadores universales para 18S. 

No obstante, al realizar esta prueba con varias muestras y al analizar todos los 

datos de cuantificación y calidad en sus correspondientes geles, se concluyó que 

usar el pistilo para la trituración de las larvas, produce un mayor rendimiento en 

el proceso de PCR a pesar de que la banda de ADN genómico sea casi 

imperceptible en el gel como en la muestra P2 de la Figura 27. 

 

 

Figura 27. Muestra la comparación entre el ADN y el producto de PCR obtenidos 

a partir de los métodos de trituración, donde: M. Vegetal1, P2 y P3 corresponde 

al uso del Pistilo y M. Vegetal2, P4 y P6 corresponden al Homogeneizador. 

 

 

4.1.2. Elección del método de extracción  

 

En este tipo de investigaciones es necesario determinar el método de extracción 

óptimo según el tipo de muestra ya que aún no se ha definido un método 100% 

eficaz para las muestras de Polypedilum (Previšić et al., 2016; Kranzfelder et al., 
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2017). En este caso, el mejor método fue la extracción con CTAB y la purificación 

con fenol-cloroformo, esto se concluyó gracias al análisis de la concentración de 

ADN (Tabla 6) donde, se puede observar (P49 y P50) que dicho método de 

extracción produce una cantidad considerable de ADN sin llegar a los valores 

obtenidos con el homogeneizador que con el análisis previo sabemos que 

cantidades tan altas como las de P4 y P6  reflejan un ADN muy degradado que 

dificulta el proceso de PCR. 

 

Tabla 6. 

Resultados obtenidos según el método de extracción usado 

Código Fecha 
Método de 

extracción 

Concentración 

(ng/µl) 

Calidad del 

ADN (+/-) 

P1 22/02/18 Pistilo + kit Qiagen 10,3 - 

P2 1/3/2018 Pistilo + Buffer 4,2 + 

P3 5/3/2018 Pistilo + kit Invitrogen 15,3 + 

P4 22/02/18 
Homogeneizador + kit 

Qiagen 
90,0 - 

P5 1/3/2018 
Homogeneizador + 

Buffer 
14,8 - 

P6 5/3/2018 
Homogeneizador + kit 

Invitrogen 
75,7 - 

P49 8/8/2018 Pistilo + CTAB 33,7 + 

P50 8/8/2018 Pistilo + CTAB 26,0 + 

Nota: (+) Se evidenció bandas tenues de ADN y (-) El ADN estuvo muy degradado 
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También, debido al análisis de la calidad ADN que se observa en la Figura 28 

donde, el proceso de electroforesis permitió determinar que el ADN obtenido de 

la extracción con CTAB y Fenol-cloroformo está degradado, pero se obtuvieron 

mejores resultados en la amplificación en comparación a los otros métodos 

usados, al igual que en otros estudios (Wang & Wang, 2012).  

 

 

Figura 28. Análisis de la calidad del ADN obtenido de las diferentes metodologías 

presentadas en la Tabla 6; la P50 muestra una banda de ADN genómico muy 

notable en comparación a los otros métodos que muestran ADN muy degradado 

(P4). 

 

 

4.2. Optimización de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

En un inicio la PCR inicial fue posible solo en algunas muestras y su producto 

fue escaso, a pesar de las pruebas realizadas; por ello se optó por realizar una 

PCR anidada que permitió obtener una mayor cantidad del amplicón de interés. 

Para la PCR inicial, se probaron diferentes combinaciones de cebadores en el 

Master mix (Tabla 3) con 2 µL de ADN y el programa del termociclador (Tabla 4) 

con una temperatura de hibridación de 48°C y 40 ciclos. Sin embargo, debido a 

la irregularidad en los resultados previos se realizó una prueba donde se evalúa 

las mismas muestras a diferentes temperaturas de hibridación (Figura 29), en 
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este caso las muestras fueron sometidas a 45°C (a), 48°C (b) y 50°C (c); y 

también se realizó una variación en la cantidad de ADN con el fin de incrementar 

la intensidad de las bandas en la amplificación. Con esta prueba se logró 

determinar que la cantidad de ADN óptima es 2 µl de una elución de 40 µl 

obtenidos en la extracción de ADN, la cantidad en nanogramos es irregular 

debido a que el ADN extraído estuvo muy degradado.  Además, se concluyó que 

la temperatura adecuada de hibridación para las muestras de Polypedilum es de 

45ºC (a) usando los cebadores LCO y HCO; a pesar de que en algunos casos 

las bandas del producto de PCR sean tenues (P10). 

 

 

Figura 29. Resultados del gradiente de temperatura y la variación en la cantidad 

de ADN en la amplificación del ADN de muestras de Polypedilum con los 

cebadores LCO y HCO; donde: 

a) En color naranja corresponde a 45°C, 

b) En color amarillo corresponde a 48°C y  

c) En color verde corresponde a 50°C. 
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Por otro lado, a pesar de la variación de ADN y del gradiente de temperatura no 

se lograron obtener resultados positivos en todas las muestras evaluadas (P8 de 

la Figura 29), por ello se probaron diferentes combinaciones de cebadores que 

permitieron mejorar los resultados, como se ve en la Figura 30 con la 

combinación de cebadores LCO y Nancy se obtuvieron más resultados positivos 

que con la combinación de LCO y HCO.  

 

 

Figura 30. Resultados de las diferentes combinaciones de cebadores, la 

combinación LCO/Nancy muestra mejor rendimiento en la PCR; donde: 

a) PCR realizada con los cebadores HCO y LCO y 

b) PCR realizada con los cebadores LCO y Nancy. 
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Sin embargo, los resultados no fueron óptimos en la mayoría de las muestras y 

debido a la variabilidad y poco rendimiento en los resultados de la PCR inicial se 

realizó una reamplificación conocida como PCR anidada, donde se probaron 

diferentes combinaciones de cebadores (Tabla 2) según la Figura 26. 

 

Tabla 7. 

Posibles combinaciones para realizar una PCR anidada según la combinación 

usada en la PCR inicial 

 PCR inicial PCR anidada 

Combinación 1 LCO y HCO 1709 y 2191 

Combinación 2 LCO y Nancy MT6 y Nancy 

 

 

En la PCR anidada la muestra de ADN añadida al máster mix fue una dilución 

de 1/100 del producto de la PCR inicial de cada muestra con el fin de eliminar 

residuos de la PCR inicial y que así el fragmento de interés este más disponible 

para los elementos de la PCR anidada; la relación con el master mix fue de 5:15 

y las condiciones usadas se muestran en las Tablas 3 y 4; donde la temperatura 

de hibridación fue de 45°C; durante 32 ciclos. 

 

Gracias al gel de electroforesis se identificó que la combinación MT6/Nancy es 

la mejor para la amplificación del sitio de interés, obteniéndose una banda del 

tamaño esperado, como se puede ver en la Figura 31. Sin embargo, los 

resultados reflejan un poco de inespecificidad, dicho problema se solucionó 

incrementando la temperatura de hibridación. 
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Figura 31. Resultados de las combinaciones de cebadores planteadas para la 

PCR anidada; donde: 

 a) Combinación 1 de la Tabla 7 y 

 b) Combinación 2 de la Tabla 7. 

 

 

En este caso y en otros estudios se ha determinado que existen otros factores 

que pueden afectar el rendimiento de la PCR, por ejemplo:  el tamaño de la larva, 

la especie, el lugar de muestreo, el método y tiempo de conservación de las 

muestras, la temperatura de hibridación, etc. Esto, debido a la cantidad de ADN 

molde que se puede obtener, la variabilidad genética del género, la degradación 

de la muestra e incluso se registraron algunos casos donde el aumento en la 

temperatura hibridación aumentaba el rendimiento de algunas muestras y 

disminuía el de otras (Wang and Wang, 2012; Sari et al., 2015; Hernández et al., 

2016; Kranzfelder et al., 2017). 
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4.3. Análisis Genético  

 

4.3.1. Secuenciación 

 

De 131 individuos sometidos al proceso de extracción de ADN (Tabla 1), se 

obtuvieron las secuencias con un tamaño de 464 pares de bases de 69 (52,67%) 

muestras (Tabla 8). A pesar de la variación en los parámetros de la PCR no fue 

posible obtener los amplicones de todas las muestras al igual que en otras 

investigaciones donde incluso varían el método de extracción, el sitio de 

recolección y el tipo de muestra; por ejemplo, en Noruega de 190 muestras de 

pupas de quironómidos se obtuvieron 172 amplicones y de 190 muestras 

provenientes de Costa Rica solo se obtuvieron 148 amplicones (Kranzfelder et 

al., 2017).  

 

Tabla 8. 

Clasificación de los individuos para el análisis genético 

Rango Altitudinal Punto de muestreo Individuos 

1 EOP049 12 

1 EOP050 9 

2 EOP001 5 

2 EOP020 17 

3 EOP004 10 

3 EOP017 16 

Total de individuos 69 
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En otras experimentaciones los fragmentos de COI los fragmentos obtenidos de 

macroinvertebrados varían de 376 a 710 pares de bases dependiendo de los 

cebadores usados; sin embargo, en estudios de la Familia Chironomidae donde 

se usaron los mismos cebadores que en este estudio (MT6 y Nancy) obtuvieron 

un mayor rendimiento en el proceso de PCR pero tampoco lograron un 

rendimiento del 100% en el proceso de PCR; esto pudo deberse a otros factores 

que involucran a las muestras por ejemplo: el tipo de muestra, las condiciones y 

estado de conservación de estas antes del proceso de extracción del material 

genético (Folmer et al., 1994; Pons et al., 2004; Pauls et al., 2006; Prat et al., 

2013; Sari et al., 2015). 

 

 

4.3.2. Identificación con DNA barcodes 

 

Al comparar las secuencias obtenidas con las bibliotecas informáticas no se logró 

identificar especies ya que el porcentaje de identidad fue máximo del 93%  y el 

menor fue del 88% como se muestra en la Tabla 9 (Madrigal-Valverde, 2017), lo 

que no asegura que dicha muestra pertenezca a una especie específica.  

 

También, las bases de datos poseen secuencias identificadas a nivel de familia 

o a nivel de género, pero en muy pocos casos a nivel de especie. Otras razones 

por las que la identificación no pudo ser posible podría ser que los amplicones 

obtenidos fueron de baja calidad o presentaban algún tipo de contaminación 

(Kranzfelder et al., 2017).  

Además, la mayoría de las especies del género Polypedilum aún no han sido 

descritas a nivel genético, sobre todo en el Ecuador. Se debe considerar que el 

análisis con DNA barcoding sobreestima incorrectamente el número de especies 

con el 3% de divergencia de las secuencias (Hebert et al., 2004). 
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Tabla 9.  

Muestras comparadas con bases de Datos 

Muestra GenBank Base de datos %Identidad 

G1-EOP049-P67 KR460395.1 Polypedilum sp. 88% 

G1-EOP050-P14 JF870580.1 Polypedilum sp. 89% 

G1-EOP050-P18 KR460395.1 Polypedilum sp. 89% 

G2-EOP001-P5 JF870580.1 Polypedilum sp. 89% 

G2-EOP001-P59 KR460395.1 Polypedilum sp. 89% 

G2-EOP020-P45 KU497053.1 Polypedilum sp. 89% 

G2-EOP020-P86 LC329191.1 
Polypedilum 

japonicum 
88% 

G3-EOP004-P66 HQ939285.1 Polypedilum sp. 93% 

G3-EOP004-P127 KR085232.1 Polypedilum halterale 90% 

G3-EOP017-P34 KR460395.1 Polypedilum sp. 89% 

G3-EOP017-P40 JF870580.1 Polypedilum sp. 89% 
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Debido a la variabilidad genética y a la dificultad de identificación de las especies 

con los DNA barcodes se planteó determinar unidades operativas taxonómicas 

para analizar las poblaciones del género Polypedilum, para lo cual se determinó 

qué porcentaje de similitud o divergencia es el adecuado para considerar que 

muestras podrían ser de la misma unidad taxonómica operativa (N. Prat et al., 

2013; Song et al., 2016). 

 

De igual manera en otras investigaciones por la falta de información 

bioinformática o porque los individuos no han sido clasificados a nivel 

taxonómico, se plantea identificar unidades taxonómicas operativas para el 

análisis de las poblaciones del género Polypedilum (Thiru and Rundell, 2008; 

Saldamando and Marquez, 2012; Ninahuanca et al., 2013; Song et al., 2016). 

 

 

4.3.3. Variabilidad genética del Género 

 

Para analizar la variabilidad genética se realizó el alineamiento que se puede 

observar en la Figura 32, esto nos indica que existe una gran variabilidad 

genética dentro del género de Polypedilum; el alineamiento con MEGA 7 se 

puede observar en los Anexos 3 y 4.  

 

Además, se identifican algunos casos como las muestras P34 o P29 con 

extremos muy distintos a la mayoría de las muestras y por ello se presume que 

existieron errores en la obtención de la secuencia consenso, es por esto que en 

otros estudios prueban a amplificar con varias combinaciones de cebadores y 

así obtener fragmentos más grandes de los cuales se pueda obtener una 

secuencia consenso donde los extremos no muestren tanta variabilidad o dicha 

variabilidad sea confirmada por la obtención de varias secuencias de la misma 

muestra (N. Prat et al., 2013). En este caso se podría amplificar con otra 
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combinación de cavadores para corroborar la divergencia genética hallada en 

los extremos de muestras como P34 o P29. 

 

Figura 32. Alineamiento parcial de las muestras en el programa MEGA 7, se 

puede evidenciar una gran variabilidad en el extremo 5’ de las muestras P29, 

P86, P27 y P34. 

 

 

Mediante el modelo de Kimura de 2 parámetros y con un Bootstrap de 100 

repeticiones se obtuvo una matriz de distancias que permitió analizar la 

divergencia entre las muestras de la Tabla 8. Con esto, se determinó que las 

secuencias tienen una máxima similitud del 99,78%, exceptuando aquellas 

muestras que han sido totalmente idénticas, y una mínima similitud del 68,82%. 

Por otro lado, cuando la divergencia fue analizada entre la secuencia del género 

Barbadocladius (Outgroup) y las muestras, la máxima similitud fue del 81,4% y 

la mínima similitud fue del 68,44% (Kimura, 1980; Kumar, et al., 2016).   
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Además, se determinó que la similitud en promedio de toda la población es del 

87%, lo que nos indica que en este caso existe un 13% de diversidad genética 

dentro del género de Polypedilum. 

 

Tabla 10. 

Divergencia de las 69 secuencias obtenidas 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 31,2% 31,6% 

Mínima 0,2% 18,6% 

Media 13,0% 21,6% 

 

 

 

1.3.4.1. Variabilidad genética según el Rango Altitudinal y según el punto 

de muestreo 

 

 

4.3.3.1.1. Rango Altitudinal 1 

 

Las 21 muestras pertenecientes al rango altitudinal 1 con cuerpos de agua a 121 

y 205 metros sobre el nivel del mar poseen una divergencia de 12,49%; con esto 
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se presume que en este rango altitudinal podrían vivir varias especies del género 

Polypedilum.  

Dentro de esta población la similitud máxima fue de 99,8%, exceptuando a las 

exactamente iguales y la similitud mínima fue de 76,1%. Sin embargo, cuando 

se evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud fue de 80,2% y la menor 

fue de 75,4% como se muestra en la Tabla 11.   

 

Tabla 11. 

Divergencia de las muestras del Rango Altitudinal 1 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 23,92% 24,65% 

Mínima 0,216% 19,85% 

Media 12,49% 21,89% 

 

 

 

4.3.3.1.1.1. Punto EOP049 

 

En el punto de muestreo EOP049, las 12 muestras recolectadas en el Río 

Casacay a 121 metros sobre el nivel del mar poseen una divergencia media del 

4,06%; por lo que se presume que en este río no se desarrollan muchas 
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especies; esto puede deberse a condiciones ambientales o fisicoquímicas de 

dicho punto de muestreo. 

Este grupo reflejó una similitud máxima de 99,8%, exceptuando a las 

exactamente iguales y una similitud mínima de 88,9%. Sin embargo, cuando se 

evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud fue de 79,2% y la menor 

fue de 75,6% como se muestra en la Tabla 12. 

 

Tabla 12. 

Divergencia de las muestras del Punto EOP049 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 11,2% 24,4% 

Mínima 0,2% 20,8% 

Media 4,1% 21,9% 

 

 

4.3.3.1.1.2.  Punto EOP050 

 

En el punto de muestreo EOP050, las 9 muestras provenientes del Río Colorado 

a 205 metros sobre el nivel del mar poseen una divergencia de 11, 47%, lo que 

nos indica que, a pesar del pequeño tamaño de la población evaluada, la 

variabilidad genética es alta.  
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Este grupo posee una similitud máxima de 99,8% y no existieron secuencias 

exactamente iguales; esto puede ocurrir debido a la poca cantidad de muestras 

evaluadas. La mínima similitud fue de 77,6% y cuando se evaluó las muestras 

vs el outgroup la mayor similitud fue de 80,2% y la menor fue de 75,4% como se 

muestra en la Tabla 13.  

 

Tabla 13. 

Divergencia de las muestras del Punto EOP050 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 22,4% 24,6% 

Mínima 0,2% 19,8% 

Media 11,5% 21,9% 

 

 

En resumen, dentro del rango altitudinal 1, el punto de muestreo EOP050 es el 

que presenta la mayor diversidad genética a pesar de ser una población más 

pequeña que la del punto EOP049; es decir, en este caso se presume que en el 

Río Colorado existen más especies de Polypedilum que en el Río Casacay. 

 

 

 

4.3.3.1.2. Rango Altitudinal 2 

 

Las 22 muestras pertenecientes al gradiente altitudinal 2 con cuerpos de agua a 

529 y 991 metros sobre el nivel del mar poseen una divergencia del 12, 62%; lo 
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que indica una gran variabilidad genética dentro de este gradiente altitudinal; 

esto puede deberse a la diferencia altitudinal entre los puntos de muestreo. 

Este grupo reflejó una similitud máxima de 99,8%, exceptuando a las 

exactamente iguales y este grupo posee una similitud mínima de 69,1%. Sin 

embargo, cuando se evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud fue 

79,5% y la menor fue 68,4% como se muestra en la Tabla 14. 

 

Tabla 14. 

Divergencia de las muestras del Rango Altitudinal 2 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 30,9% 31,6% 

Mínima 0,2% 20,5% 

Media 12,6% 22,1% 

 

 

 

4.3.3.1.2.1.  Punto EOP001 

 

Las 5 muestras (larvas) recolectadas en un Riachuelo en el cantón Piñas a 529 

metros sobre el nivel del mar correspondientes al punto de muestreo EOP001 

poseen una divergencia de 10,55%; esto puede deberse al tamaño de la 

población evaluada. Sin embargo, podría indicar que en dicho Riachuelo viven 

varias especies del género Polypedilum. 
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Este grupo tuvo una similitud máxima de 99,8%, exceptuando a las exactamente 

iguales y este grupo posee una similitud mínima de 81,8%. A pesar de ser un 

grupo pequeño de muestras evaluadas hubo un caso donde dos muestras fueron 

100% iguales. 

 

Por otro lado, cuando se evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud 

fue de 79,4% y la menor fue de 78,3% como se muestra en la Tabla 15. En este 

caso a pesar de ser una población de solo 5 individuos, 2 de ellos fueron 

exactamente iguales. 

 

Tabla 15. 

Divergencia de las muestras del Punto EOP001 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 18,2% 21,7% 

Mínima 0,2% 20,6% 

Media 10,5% 21,2% 

 

 

 

4.3.3.1.2.2.  Punto EOP020 

 

En el punto de muestreo EOP020 se analizaron 17 muestras recolectadas en el 

Río Ortega a 991 metros sobre el nivel del mar, poseen una divergencia del 

13,22%; con lo que se presume que en dicho punto de muestreo coexisten varias 

especies del género Polypedilum.  
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Además, se halló una similitud máxima de 99,8%, exceptuando a las 

exactamente iguales y una similitud mínima de 69,1%. Sin embargo, cuando se 

evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud fue de 79,5% y la menor 

fue de 68,4% como se muestra en la Tabla 16. 

 

Tabla 16. 

Divergencia de las muestras del Punto EOP020 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 30,9% 31,6% 

Mínima 0,2% 20,5% 

Media 13,2% 22,3% 

 

 

En resumen, dentro del rango altitudinal 2 el punto de muestreo EOP020 refleja 

más diversidad genética, aunque en ambos puntos la divergencia supera el 10%, 

con lo que se asume que este rango altitudinal existe una gran variedad de 

especies del género Polypedilum. En conclusión, en este caso el Río Ortega en 

el Cantón Zamora posee mayor diversidad que el Riachuelo en el Cantón Piñas. 

 

 

4.3.3.1.3. Rango Altitudinal 3 

 

Las 26 muestras pertenecientes al gradiente altitudinal 3 con cuerpos de agua a 

1015 y 1923 metros sobre el nivel del mar poseen una divergencia del 12, 59%; 
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lo que indica una gran diversidad genética del género Polypedilum en ríos con 

mayor altitud. 

Este grupo reflejó una similitud máxima de 99,8%, exceptuando a las 

exactamente iguales y este grupo posee una similitud mínima de 76,4%. Sin 

embargo, cuando se evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud fue 

81,4% y la menor fue 75,4% como se muestra en la Tabla 17. 

 

Tabla 17. 

Divergencia de las muestras del Rango Altitudinal 3 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 23,6% 24,0% 

Mínima 0,2% 18,6% 

Media 12,6% 20,8% 

 

 

 

4.3.3.1.3.1.  Punto EOP004 

 

Las 10 muestras recolectadas en un Río Buenaventura a 1015 metros sobre el 

nivel del mar correspondientes al punto de muestreo EOP004 poseen una 

similitud divergencia del 6,08%; lo que no refleja gran diversidad genética en este 

punto de muestreo. 
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Además, este grupo reflejó una similitud máxima de 99,8%, exceptuando a las 

exactamente iguales y este grupo posee una similitud mínima de 83,1%. Sin 

embargo, cuando se evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud fue de 

81,4% y la menor fue de 78,93% como se muestra en la Tabla 18. 

 

Tabla 18. 

Divergencia de las muestras del Punto EOP004 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 16,8% 21,1% 

Mínima 0,2% 18,6% 

Media 6,08% 20,12% 

 

 

 

4.3.3.1.3.2.  Punto EOP017 

 

Las 16 muestras del punto de muestreo EOP017, obtenidas de una quebrada en 

la vía San Luis a 1923 metros sobre el nivel del mar, reflejaron una divergencia 

de 10,88%, mostrando una gran diversidad genética del género Polypedilum en 

este punto. 

 

Además, este grupo reflejó una máxima similitud de 99,8% exceptuando las 

secuencias que fueron exactamente iguales y la mínima similitud fue del 76,4%; 
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pero cuando se evaluó las muestras vs el outgroup la mayor similitud fue de 

81,4% y la menor fue de 75,9% como se muestra en la Tabla 19. 

 

Tabla 19. 

Divergencia de las muestras del Punto EOP017 

Divergencia Entre las muestras Muestras vs Outgroup 

Máxima 23,6% 24,1% 

Mínima 0,2% 18,6% 

Media 10,8% 21,3% 

 

 

En resumen, el punto de muestreo EOP017 es el que presenta mayor 

divergencia genética y se presume que en dicho hábitat se desarrollan más 

especies del género Polypedilum que en el punto EOP004; es decir en la 

quebrada sin nombre Vía San Luis hay mayor diversidad que en el Río 

Buenaventura. 

 

 En conclusión, a nivel de rango altitudinal, es el rango 2 (G2) el grupo con 

mayor diversidad genética (12,62%), luego está el rango 3 (G3) y finalmente 

el rango 1 (G1); aunque cabe resaltar que la diferencia entre el G2 y el G1 es 

de apenas 0,13%; es decir, en los tres rangos altitudinales existe una gran 

diversidad genética del género Polypedilum en la Provincia de El Oro (Song 

et al., 2016; Kranzfelder et al., 2017). Por otro lado, a nivel de los puntos de 

muestreo, el punto EOP020 que corresponde al Río Ortega es la localidad 



82 
 

con mayor diversidad genética (13,22%), mientras que el punto EOP049 

correspondiente al Río Casacay es la localidad con menor diversidad 

genética (4,06%).  

 

 Además, existieron algunos (Tabla 19) casos en donde la divergencia 

máxima entre las muestras de Polypedilum se acercaba mucho a la 

divergencia de las muestras vs el Outgroup (Barbadocladius); con lo que se 

puede plantear que alguna de las larvas evaluadas haya sido mal clasificada 

y esta pertenece a otro género que no sea Polypedilum. 

 

 

4.3.4. Análisis de divergencia y similitud con muestras del género 

Polypedilum de otros países 

 

En primer lugar, se obtuvieron de las bases de datos 14 secuencias de 

Polypedilum nubifer provenientes de distintos países (China, Corea y Australia), 

se analizó la variabilidad en las secuencias (Tabla 20) de esta especie con el 

programa MEGA 7.  

 

Con esto se comprobó que las secuencias depositadas en el GenBank para una 

misma especie tienen una divergencia media del 3,16% entre los tres países y 

un 99% de similitud en esta especie. Dichos resultados podrían variar según la 

especie que se analice, como se presenta en otros estudios donde se ha 

reportado una divergencia intraespecífica de 1,94% en especies de Polypedilum, 

es decir, si dos secuencias son 98% similares, pueden ser consideradas de la 

misma especie (N. Prat et al., 2013; Song et al., 2016). 

 

Con los datos obtenidos en la Tabla 20 se determinó que la similitud de las 

secuencias de Polypedilum nubifer en un solo país es de 99,5%, mientras que la 
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similitud de las secuencias entre los 3 países es de 93,5%, esta variabilidad 

genética puede deberse a que los individuos fueron recolectados en diferentes 

posiciones geográficas donde las condiciones de su hábitat provoca diferencias 

a nivel genético (Kimura, 1980; Song et al., 2016; Kranzfelder et al., 2017). 

 

Este análisis fue tomado como referencia de la divergencia de una especie del 

género Polypedilum, aunque se desconoce si dicha especie puede encontrarse 

en el Ecuador.  

 

  

Tabla 20. 

Divergencia en las secuencias de Polypedilum nubifer tomadas de las bases de 

datos 

 Australia China Corea 3 países 

Divergencia 

Máxima 
0,434% 0,433% 0,433% 6,459% 

Divergencia 

Mínima 
0,433% 0,216% 0,433% 0,216% 

 

 

Por otro lado, podemos observar claramente en el árbol generado con el modelo 

de Neighbor-Joining (Figura 33) como las secuencias se agrupan según su 

procedencia y similitud; dejando fuera a la secuencia de Polypedilum obtenida 

en Ecuador (Felsenstein, 1985; Saitou and Nei, 1987; Tamura et al., 2004; Prat 

et al., 2013; Sari et al., 2015).  
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Figura 33. Árbol de máxima verosimilitud de Polypedilum nubifer agrupados por 

países: China (verde), Corea (azul) y Australia (rojo). 

 

 

4.3.5. Análisis de divergencia con el software Automatic Barcode Gap 

Discovery o ABGD 

 

Esta prueba dio como resultado agrupaciones de 10 a 25 OTUs dependiendo de 

la divergencia intraespecífica que se considere, como se muestra en la Figura 

34. En el caso de las 25 OTUs, los individuos poseen un 99,5% de similitud al 
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igual que en el caso evaluado en el apartado anterior, por ello se definió que si 

dos secuencias poseen el 99,5 % de similitud son del mismo OTU. 

 

Figura 34. Número de OTUs según la divergencia intraespecífica calculado 

mediante ABGD usando el modelo de Kimura de 2 parámetros. 

 

 

4.3.6. Análisis filogenético 

 

En base a los análisis de las secuencias de los tres países (China, Corea y 

Australia) y a la prueba de ABGD se determinó que con un 0,0050 de divergencia 

intraespecífica, la población evaluada está conformada por 25 OTUs 
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representados como: sp1 hasta sp25, distribuidas en los tres rangos altitudinales 

como se muestra en la Tabla 21.  

 

Sin embargo, existen algunos OTUs que solo aparecen en un rango altitudinal o 

incluso en un solo punto de muestreo, por ejemplo, el OTU sp3 solo aparece en 

el punto EOP050.  

 

También, se presentaron casos donde ciertos OTUs aparecen en ambos puntos 

de muestreo de un solo rango altitudinal, como es el caso del OTU sp7 que está 

presente en ambos puntos de muestreo el rango altitudinal 3. 

 

Finalmente, existen algunos OTUs que están presentes los tres gradientes 

altitudinales, como se puede observar en la Tabla 21 el OTU sp1, que fue el 

grupo más abundante (28 individuos), se halló en los puntos EOP0049 y EOP050 

del rango altitudinal 1, en los puntos E0P001 y EOP020 del rango 2 y en el punto 

EOP017 del rango 3; cabe mencionar que sin importar el número de individuos 

por punto el OTU sp1 fue la especie más abundante excepción del punto 

EOP0500 donde solo hubo un individuo.  

 

Con esto, si se plantease que cada OTU representa a una especie de 

Polypedilum podríamos asumir que el gradiente altitudinal no es una barrera para 

el flujo poblacional de dicha especie en la provincia de El Oro, aunque existen 

OTUS como el sp2 que solo se halla en el rango altitudinal 1 (G1) y el OTU sp7 

que solo se halla en el rango altitudinal 3 (G3), lo que nos indica puede existir 

algún otro factor ambiental o ecológico que influye en la especiación del género 

Polypedilum en la provincia de El Oro. 

 

Los OTUs más abundantes fueron: 
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 sp1 con 28 individuos distribuidos en los 3 gradientes altitudinales. 

 sp5 con 8 individuos localizados solo en el punto EOP0004 del gradiente 

altitudinal 3. 

 sp15 con 8 individuos distribuidos en los tres gradientes altitudinales. 
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En la Figura 35 puede verse el árbol filogenético obtenido mediante el modelo 

de Kimura de 2 parámetros y con un Bootstrap de 100 repeticiones que es uno 

de los métodos más usados en los estudios filogenéticos de la familia de 

quironómidos; aunque también se usan otros modelos como el de máxima 

verosimilitud y con un mayor número de repeticiones lo que asegura la 

confiabilidad de los resultados obtenidos (Scheibler et al. , 2008; Saldamando 

and Marquez, 2012; Cornette et al., 2017).  

 

Claramente, los 3 OTUs más abundantes están agrupados formando clados 

independientes: sp1 (verde), sp5 (azul) y sp15 (rosado); aunque el sp15 parece 

estar estrechamente relacionada con otros OTUs y en el caso del OTU sp1 los 

26 individuos están agrupados en un clado independiente pero los 2 individuos 

faltantes están en otro clado El Outgroup está representado con el color amarillo. 

 

Sin embargo, algunos autores plantean que en este tipo de investigaciones 

donde no se puede definir claramente las especies y donde se usan DNA 

barcodes los árboles filogenéticos no necesariamente muestran las relaciones 

filogenéticas reales entre los individuos evaluados (Hebert et al., 2004; 

Domínguez-Domínguez et al., 2009; Ninahuanca et al., 2013; Sari et al., 2015; 

Gill et al., 2016; Song et al., 2016).   

 

Por otro lado, se puede observar clados bien definidos a pesar de que los OTUs 

poseen solo dos individuos, por ejemplo: 

 

 sp2 (morado) 

 sp7 (rojo) 

 sp19 (celeste) 
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Figura 35. Árbol filogenético basado en secuencias COI parciales y el modelo de 

Kimura de 2 parámetros. Se muestra a los OTUs más abundantes de derecha a 

izquierda: sp1 (verde) sp15 (rosado), el sp5 (azul) y OTUs específicos de un 

rango: sp2 (morado), sp19 (celeste) y sp7 (rojo). 

 

 

A continuación, en la Figura 36 se puede observar el árbol filogenético que 

representa la distancia genética y las relaciones evolutivas de los taxones 

previamente establecidos según la Tabla 21; las distancias evolutivas se 

calcularon usando el método de Kimura de 2 parámetros. También, se puede 

observar que en los extremos del árbol se hallan OTUs específicos del rango 

altitudinal 1 (arriba) y el rango altitudinal 3 (abajo); mientras que en medio se 

ubican los OTUs que poseen individuos de los 3 rangos altitudinales. 
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Figura 36. Árbol filogenético basado en secuencias COI parciales y el modelo de 

Kimura de 2 parámetros. Se puede observar los diferentes OTUs y como se 

agrupan en distintos clados dejando en otro clado la muestra del género 

Barbadocladius (amarillo). 
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En la Figura 37 se muestra a todos los individuos pertenecientes al OTU sp1 en 

color verde, donde en algunos en casos dentro de los clados internos se agrupan 

según el gradiente altitudinal y según el punto de muestreo. Sin embargo, a nivel 

general el OTU sp1 no forma clados internos según el gradiente altitudinal o el 

punto de muestreo. Además, este OTU parece estar relacionado con los OTUs 

sp12, sp13 y sp14. 

 

 

Figura 37. Subárbol filogenético del OTU sp1 modificado de la Figura 36 

(Anexo6). 
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En la Figura 38 se muestra el subárbol del OTU sp5 en color azul, dicha 

población de ocho individuos forma claramente un clado y posee clados internos 

a pesar de pertenecer al mismo gradiente y al mismo punto de muestreo; con lo 

que se puede plantear que dicho OTU posee una gran variabilidad genética. 

Además, parece estar relacionado sobre todo con los OTUs: sp24 y sp19. 

 

 

 

Figura 38. Subárbol filogenético del OTU sp5 modificado de la Figura 36. 
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En la Figura 39 se muestra el subárbol del OTU sp15 en color rosado, los 

individuos pertenecientes a este OTU se agrupan dentro de un solo clado; pero 

dentro de él se encuentras otros OTUs como: sp3, sp17, sp22 y sp25. Es por 

esto que en dicho caso podría plantear una repetición del análisis de dichos 

OTUs y sus respectivas secuencias aunque en muchos casos se plantea que en 

este tipo de experimentación los árboles filogenéticos no necesariamente 

muestran las relaciones evolutivas de las muestras (Domínguez-Domínguez et 

al., 2009; Gill et al., 2016; Hebert et al., 2014; Song et al., 2016).  

Por otro lado, se puede observar que las muestras no se agrupan ni por el 

gradiente altitudinal, ni según el punto de muestreo al que pertenecen. 

 

 

 

Figura 39. Subárbol filogenético del OTU sp15 modificado de la Figura 36 

(Anexo6). 
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En la Figura 40 se muestra el subárbol del OTU sp2 en morado y otros clados 

cercanos en negro; en este caso sp2 solo posee dos individuos que claramente 

se han agrupado en un solo clado y pertenecen al mismo gradiente y punto de 

muestreo. Dichos individuos podrían estar relacionados genéticamente con los 

OTUs: sp6, sp11 y sp10. 

 

 

 

Figura 40. Subárbol filogenético del OTU sp2 modificado de la Figura 36. 
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En la Figura 41 se muestra a los individuos del OTU sp19 en color celeste, en 

este caso ambos individuos se hallan en un mismo clado, aunque pertenecen a 

gradientes y puntos de muestreo distintos; esto podría significar que se trata de 

una misma especie en dos hábitats de altitudes distintas, corroborando que el 

gradiente altitudinal no es una barrera para el flujo poblacional y/o genético del 

género Polypedilum. 

 

 

 

Figura 41. Subárbol filogenético del OTU sp19 modificado de la Figura 36. 

 

 

En la Figura 42 se muestra el subárbol del OTU sp7 en color rojo y su relación 

con los anteriores subárboles mencionados. En este caso, el OTU sp7 está 

formado de dos individuos que pertenecen al mismo gradiente altitudinal, pero a 

distinto punto de muestreo. 
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Figura 42. Subárbol filogenético del OTU sp7 modificado de la Figura 36. 

 

 

En resumen, se podría plantear que cuando se trata de pocos individuos dentro 

de un OTU, estos sí se agrupan según el punto de muestreo o según el gradiente 

altitudinal mientras que aquellas poblaciones grandes como el OTU sp1 no se 

llegan a agrupar según los parámetros anteriormente mencionados. 
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5. Conclusiones y Recomendaciones 

 

 

5.1. Conclusiones 

 

En conclusión, la obtención de las secuencias del gen citocromo oxidasa de las 

poblaciones del género Polypedilum de la provincia de El Oro, se obtienen a 

partir de una PCR  inicial con los cebadores LCO y Nancy, seguida de una PCR 

anidada con los cebadores MT6 y Nancy, donde se debe variar la temperatura 

de hibridación (45-50°C) para la obtención de las secuencias de todas las 

muestras; cabe recalcar que en este estudio los fragmentos fueron de 464 pares 

de bases, pero en otros estudios se obtiene una secuencia más grande con los 

cebadores MT6 y Nancy. 

 

El análisis de la diversidad genética se realizó en distintos niveles espaciales 

considerando: puntos de muestreo, rangos altitudinales y en todo el gradiente 

altitudinal (toda la población), donde: entre los rangos altitudinales no hubo 

diferencias significativas en la diversidad genética. No obstante, el rango 

altitudinal 2 fue el mostró la mayor diversidad genética (12,62%). 

 

Por otro lado, a nivel de los puntos de muestreo, el punto EOP020 que 

corresponde al río Ortega es el lugar con mayor diversidad genética (13,22%), 

mientras que el punto EOP049 correspondiente al río Casacay es el que tiene la 

menor diversidad genética (4,06%).  

 

Además, la identificación de las especies del género Polypedilum en la provincia 

de El Oro no ha sido posible debido a la falta de una clasificación taxonómica e 

información bioinformática de los individuos de este género. Sin embargo, este 
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estudio podría ser la base para futuras investigaciones sobre la distribución del 

género en un gradiente altitudinal del Ecuador o de otros lugares.  

 

El análisis genético nos señala que las muestras pueden agruparse según sus 

unidades taxonómicas (OTUs), usando el porcentaje de similitud entre sus 

secuencias genéticas. En esta investigación se determinaron 25 OTUs y gracias 

al análisis filogenético se concluyó que existen OTUs como sp1 y sp15 que se 

hallan distribuidos en todo el gradiente altitudinal y, por otro lado, existen OTUs 

que están restringidos al rango altitudinal 1 (sp2) o al rango altitudinal 3 (sp7).  

No obstante, en el árbol filogenético se observó que otros OTUs no se agrupan 

según su punto de muestreo o según el rango altitudinal al que pertenecen, 

exceptuando aquellas unidades taxonómicas que poseen pocos individuos. 

 

Finalmente, debido a los resultados obtenidos se podría plantear que el  

gradiente altitudinal no es una barrera para el flujo genético del género 

Polypedilum en la Provincia de El Oro, pero según los OTUs identificados hay un 

recambio de especies a lo largo del gradiente altitudinal (Song et al., 2016; 

Kranzfelder et al., 2017).  

 

 

5.2. Recomendaciones 

 

En primer lugar, debido a la dificultad en la obtención de un ADN y producto de 

PCR de buena calidad se recomienda realizar estudios similares con muestras 

frescas. También, se recomienda verificar la variabilidad genética hallada en los 

extremos de las secuencias consenso mediante la obtención de fragmentos más 

grandes del gen de interés. En este caso se podría reamplificar las muestras 

mediante una PCR anidada usando los cebadores LCO y HCO que producirán 

un fragmento más grande con el fin de realizar un alineamiento y mediante los 

cromatogramas verificar la variabilidad o corregir las incongruencias. 
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En segundo lugar, en este caso al usar muestras identificadas solo a nivel de 

género (Polypedilum) y no de especie se recomienda analizar la variabilidad 

genética con una muestra de un género perteneciente a la misma familia 

(Chironomidae) y también, con una muestra de un género de otra familia de los 

macroinvertebrados acuáticos; con el fin de corroborar que la variabilidad hallada 

sea debido a la especiación de dicho género y no a los errores en la selección 

de las muestras, es decir si la diversidad genética es muy alta puede plantearse 

que dicha muestra no pertenece al género Polypedilum. 

 

En tercer lugar, se recomienda la formación de especialistas en la identificación 

a nivel morfológico de este y otros géneros que son de interés ambiental para 

facilitar futuras investigaciones, ya que una identificación taxonómica rápida 

brinda información morfológica de los individuos hallados en un sitio específico 

y esto podría servir en el caso de los bioindicadores como una visión inicial para 

determinar si un ecosistema está contaminado o no. 

 

En cuarto lugar, se recomienda clasificar a nivel de especie a los individuos de 

interés mediante su morfología en todas las etapas de desarrollo y luego realizar 

un análisis genético; ya que, en la mayoría de los estudios donde se usa la 

técnica del DNA Barcoding, los grupos estudiados ya han sido clasificados a nivel 

taxonómico y esta técnica generalmente es usada en dichos casos para 

identificar especies que a nivel morfológico son iguales, pero a nivel genético son 

distintas. 

 

En quinto lugar, es importante realizar este tipo de estudios porque así se genera 

y acumula información genética del Ecuador y sus especies, dicha información 

puede servir como una base de comparación para futuras investigaciones ya que 

en este caso no se halló información genética de este género en el Ecuador. Por 

otro lado, esta información podría servir para identificar nuevas especies o para 
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diferenciar las características dentro de una misma especie precedentes de 

distintos países. 

 

En sexto lugar, se recomienda el uso de varias herramientas bioinformáticas para 

el análisis de la variabilidad genética y la obtención de los árboles genéticos 

porque cada herramienta aporta distintos modelos y algoritmos matemáticos con 

los cuales podemos obtener un resultado especifico en común, lo que da 

veracidad a los resultados obtenidos. 

 

Finalmente, se recomienda un monitoreo del género Polypedilum en el Ecuador, 

debido a que son macroinvertebrados que viven en un sin número de hábitats 

del país y pueden ser usado como bioindicadores de contaminación de los 

hábitats donde se desenvuelven. Una vez que sean clasificados según su 

especie podría ser mucho más fácil determinar el contaminante que afecta a 

dicho ecosistema ya que con los estudios genéticos se puede corroborar que 

especies están adaptadas a un medio con un contaminante específico.      
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Anexo 1: Resultados de la cuantificación en el NanoDrop2000 de las muestras 

evaluadas. 

Tabla 22. 

Cuantificación en el Nanodrop2000 

Muestra 
Nucleic Acid Conc. 

(ng/µl) 

Dilución 

(ng/µl) 
260/280 260/230 

Blanco 0 - -0,55 0,89 

P12 83.9 6.5 1,97 1,38 

P13 35.9 3.8 1.62 0.58 

P14 59.70 9.6 1,66 1,28 

P15 462.30 24.1 1,6 1,78 

P16 40.70 2.9 2,57 1,44 

P17 146.3 4.2 1,6 1,74 

P19 93.1 14.4 1,55 1,68 

P20 29.7 6.5 1,87 0,79 

P22 160.90 4.1 1,55 1,64 

P25 40.6 8.6 1,81 1,31 

P26 41.7 8.8 1,93 1,53 

P27 64.7 11.4 2,01 1,9 

P28 31.00 9.7 1,73 1,32 

P29 120.7 40.8 1,55 1,67 

P30 97.7 10 1,78 1,39 

P32 23.6 4.4 1,61 1,56 

P33 208.8 19.1 1,66 1,8 

P34 243.8 15.1 1,7 1,77 

P35 287.5 36.2 1,72 1,81 

P36 376.3 16.3 1,86 1,94 

P37 450.2 2.3 1,91 1,8 

P38 387.7 9.8 1,85 1,86 

P39 208.8 7.9 1,66 1,77 

 



Anexo 2: Análisis de Cebadores 

 

El análisis de cebadores mostró irregularidad en la concentración de los 

cebadores obtenidos como se muestra a continuación: 

 

Figura 43. Gel de electroforesis del análisis de los cebadores. 

 

 

 

 

 

 



Anexo 3: Alineamiento parcial de las Secuencias en MEGA7 

 

 

Figura 44: Secuencias consenso en el software MEGA, corregidas y alienadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Anexo 4: Alineamiento completo de las Secuencias en BioEdit. 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      10         20         30         40         50              

Barbadocladius- CTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTT CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G1-E0P049-   CTAATATTAG GGGCCCCAGA AATAAGTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCCGA AATAGTTTTC CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TCTTTACCAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   CTAATATTAG GAGCCCCCGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP049-   TTAATAATAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGGATAA ATAATATAAG  

G1-EOP050-   TTAATATTAG GGGCCCCTGA TATAGCCTTT CCTCGAAAAA ACAATATAAG  

G1-EOP050-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA AATAGCTTTC CCTTGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP050-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP050-   TTACTATTAG GAGCCGCTGA TATTTCTTTC CTCGGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP050-   TTAATATTAG GGGCCCCTGA TATAGCCTTT CCTCGAATAA ACAATATAAG  

G1-EOP050-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP050-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G1-EOP050-   TTGACAATAA ATGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCTTATAA ATGATATAAG  

G1-EOP050-   TTAATATTGG GAGCCCCTAA AAAAGCTTTC CCTGGAATAA ATAAAAAAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCTGGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP001-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP001-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP001-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP001-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP001-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TCGACAAAAG GGAACTCTGA TATGGCTTCC TCGATAATAA ATATAATAGG  

G2-EOP020-   CTTATAATGA GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   CTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTTATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT TCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G2-EOP020-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCTCCCGA TATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGTATAA ATAATATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  



G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  

G3-EOP004-   TTAATATTAG GAGCCCCTGA TATAGCTTTC CCCCGAATAA ATAACATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATAATAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TAAATAATAG GAGGCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTTTTATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   CCCCCATTGC GGGGGTCGGG CACTGCTTTT CCCCGGATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAAATATAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GAGCTCCTGA CATAGCTTTC CCTCGTATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATATTAG GGGCCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   CAATCCTTAA CGAGACCTGA TATAGCTTTC CCTCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   TTAATAATAA AGGGCCCAGA CATAGCTTTT CCCCGAATAA ATAATATAAG  

G3-EOP017-   CTCATATTAC GAGCGTCAGA CATAGCTTTT CCTCGAATAA ATAATATAAG  

 

 

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      60         70         80         90        100             

Barbadocladius- ATTTTGGTTA TTGCCCCCTT CTTTAACCCT TCTTTTATCA AGTTCAATTG  

G1-E0P049-   ATTTTGATTA TTACCCCCTT CTTTATCCCT TCTACTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT ACTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGACTT TTACCCCCAT CTTTAACCCT TCTTCTTTCT AGTTCAATAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TTTACTTTCT AGTTCAATTG  

G1-EOP049-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTC TTACCCCCTT CTCTTACTCT TTTACTTTCA AGCTCAATTG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTC TTACCCCCTT CTCTTACTCT TTTACTTTCA AGCTCAATTG  

G1-EOP050-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G1-EOP050-   TTTTTGACTT TTACCCCCTT CATTGACTCT TTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCCCCTT CATTGACTCT TTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP001-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP001-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP001-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP001-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP001-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  



G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT TTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G2-EOP020-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP020-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP020-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP020-   ACTTCCATAT TTACCCCCAT TATTATCTTT TCCTTTCTTT AATTCTTTAG  

G2-EOP020-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP020-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP020-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G2-EOP020-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP004-   ATTTTGATTA TTACCTCCTT CTCTTTCTCT TCTTCTTTCC AGTTCTATGG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP004-   TTTTTGACTT CTTCCCCCTT CTTTAACTCT TTTACTTTCT AGTTCAATCG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP004-   TTTTTGATTA TTACCCCCTT CATTAACACT TCTTCTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCCT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TTTCTTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G3-EOP017-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G3-EOP017-   TTTTTGACTT TTACCACCTT CATTGACTCT CTTACTTTCT AGATCAATTG  

G3-EOP017-   TTTTTGACTT CTTCCTCCTT CTTTAACTCT TTTACTTTCT AGTTCAATTG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   ATTTTGACTA CTCCCACCAT CATTATCACT TCTTCTTTCT AGATCAATTG  

G3-EOP017-   ATTTTGATTA TTACCCCCAT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

G3-EOP017-   TTTTTGATTT TTACCCCCTT CTTTATCCCT TCTTCTTTCT AGTTCATTAG  

 

 

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     110        120        130        140        150         

Barbadocladius- TTGAAAACGG AGCAGGAACA GGTTGAACAG TTTACCCTCC TTTATCTTCA  

G1-E0P049-   TAGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACTG TTTATCCCCC ACTATCCTCT  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGATGAACAG TTTATCCCCC CTTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP049-   TAGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACTG TTTATCCCCC CCTATCCTCA  

G1-EOP049-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP050-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGATGAACAG TTTACCCTCC CCTATCTGCA  

G1-EOP050-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  



G1-EOP050-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G1-EOP050-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G1-EOP050-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGATGAACAG TTTACCCTCC CCTATCTGCA  

G1-EOP050-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G1-EOP050-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G1-EOP050-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G1-EOP050-   TTGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAAGGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP001-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP001-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP001-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP001-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP001-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCATCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G2-EOP020-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP020-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP020-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP020-   GTAGAAATGG AGCAGGGACA GGGTGAACAG TTTATCCCCC CCTATCCTCA  

G2-EOP020-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACTG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP020-   TTGAAAAGGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTAATCCCCC ATAATCCTCA  

G2-EOP020-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G2-EOP020-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP004-   TAGAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TATATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP004-   TAGAAAATGG AGCAGGAACA GGTTGAACAG TATACCCTCC CCTATCTTCA  

G3-EOP004-   TAGAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TATATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP004-   TAGAAAATGG AGCAGGAACA GGTTGAACTG TTTACCCCCC ACTATCTTCT  

G3-EOP004-   TAGAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TATATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP004-   TAGAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TATATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP004-   TAGAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TTTATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP004-   TACAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TATATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP004-   TAGAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TTTATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP004-   TAGAAAACGG AGCAGGAACT GGATGAACTG TATATCCCCC TCTTTCAGCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G3-EOP017-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G3-EOP017-   TAGAAAACGG AGCTGGAACA GGATGAACTG TTTATCCCCC CCTTTCAGCT  

G3-EOP017-   TAGAAAATGG AGCAGGAACT GGCTGAACTG TTTATCCTCC TCTATCTTCT  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TGGAAAATGG AGCAGGAACA GGTTGAACTG TTTATCCTCC ATTATCATCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

G3-EOP017-   TTGAAAATGG AGCAGGAACA GGCTGAACAG TTTATCCCCC ACTATCCTCA  

 

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  



                     160        170        180        190        200         

Barbadocladius- AGAATTGCTC ATGCAGGAGC TTCAGTAGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-E0P049-   AGAATTGCTC ATAGAGGAGC TTCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAACTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATTCTTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGAAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGGCATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP049-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP050-   AGCATTGCCC ATAGTGGAGC CTCAGTAGAC CTAGCTATTT TTTCTTTACA  

G1-EOP050-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G1-EOP050-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G1-EOP050-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G1-EOP050-   AGCATTGCCC ATAGTGGAGC CTCAGTAGAC CTAGCTATTT TTTCTTTACA  

G1-EOP050-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G1-EOP050-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G1-EOP050-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G1-EOP050-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTAAAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP001-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP001-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP001-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP001-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP001-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAT CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGTATTGCTC ACAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCC  

G2-EOP020-   AGAATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTTTCTCCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCTC AAAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC TTCAGGTGAC TTTGCTATTT TTTCCTCCCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP020-   AAAATTGCAC ATAGAGATTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G2-EOP020-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP004-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP004-   AGAATTGCTC ACAGAGGATC ATCTGTAGAC TTAGCTATTT TTTCATTACA  

G3-EOP004-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP004-   AGAATTGCTC ATAGAGGTGC TTCAGTAGAT TTAGCAATTT TTTCATTACA  

G3-EOP004-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP004-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP004-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP004-   AGTATTGGCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP004-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP004-   AGTATTGCCC ATAGAGGAGC TTCTGTTGAC TTAGCAATTT TTTCTTTACA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  



G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G3-EOP017-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G3-EOP017-   AGTATTGCTC ATAGAGGAGC TTCTGTAGAC CTTGCTATTT TTTCTCTCCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCTC ATAGAGGGGC TTCAGTAGAT TTAGCAATTT TTTCATTACA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCTC ATAGTGGAGC TTCTGTTGAT TTAGCCATTT TTTCATTACA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

G3-EOP017-   AGAATTGCAC ATAGAGGTTC ATCAGTTGAT TTAGCTATTT TTTCTCTTCA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     210        220        230        240        250         

Barbadocladius- CTTAGCAGGA ATTTCTTCTA TTTTAGGTGC CGTTAATTTT ATTACCACTA  

G1-E0P049-   TTTAGCTGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACTACTG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGA ATTTTCTTAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTT ATTACTACCG  

G1-EOP049-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA ATTTCTTCTA TTTTAGGGTC TGTAAATTTT ATTACTACAG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAGATTTT ATTACTACTG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA ATTTCTTCTA TTTTAGGGTC TGTAAATTTT ATTACTACAG  

G1-EOP050-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA ATTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP001-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP001-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP001-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP001-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP001-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACGG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP020-   TTTAACTGGG ATTTCCTCCA TTTTAGGTTC AGGAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  



G2-EOP020-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP004-   TTTAGCTGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACTG  

G3-EOP004-   CTTAGCAGGA ATTTCTTCTA TTTTAGGATC AGTAAATTTT ATTACAACTG  

G3-EOP004-   TTTAGCTGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACGG  

G3-EOP004-   TTTAGCCGGG GTTTCTTCAA TTTTAGGATC AGTAAATTTT ATTACTACTG  

G3-EOP004-   TTTAGCTGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACTG  

G3-EOP004-   TTTAGCTGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACTG  

G3-EOP004-   TTTAGCCGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACTG  

G3-EOP004-   TTTAGCTGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACTG  

G3-EOP004-   TTTAGCCGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACTG  

G3-EOP004-   TTTAGCTGGA ATTTCCTCAA TTTTAGGTTC AGTAAATTTC ATTACTACTG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G3-EOP017-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G3-EOP017-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACTACTG  

G3-EOP017-   TTTAGCAGGA GTTTCTTCAA TTTTAGGATC AGTAAATTTT ATTACTACTG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCAGGA ATTTCTTCAA TTTTAGGTTC TGTAAATTTT ATTACCACAG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGT ATTTCATCTA TTTTAGGCTC AGTAAATTTT ATTACAACCG  

 

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     260        270        280        290        300         

Barbadocladius- TCATTAATAT ACGATCAGAG GGTATCACTT TTGACCGTAT ACCTTTATTC  

G1-E0P049-   TAATTAATAT ACGATCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTTATT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP049-   TAATAAATAT GCGATCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G1-EOP049-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAGA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCCTTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAGA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCCTTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAAATCGAAT ACCTTTATTT  

G1-EOP050-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP001-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP001-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP001-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP001-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  



G2-EOP001-   TAATTAATAT ACGATCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAAAAT ACAACCCAAG GGTATTACAT TAAATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGATCTAAG GGTATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGCTCTAAG GGAATTACTT TAAATCAAAT ACCATTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G2-EOP020-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TTATTAATAT ACGATCCAGA GGAATTACAT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGTTCAAGA GGAATCACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP004-   TAATTAATAT ACGATCAAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT ACGATCTAAG GGTATTACAT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT ACGTTCAAGA GGAATCACTT TAGATCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGACCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT ACGATCAAAT GGTATTACCC TTGACCGAAT ACCTTTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

G3-EOP017-   TAATTAATAT GCGCTCTAAA GGAATTACTT TAGATCGAAT ACCATTATTT  

 

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     310        320        330        340        350         

Barbadocladius- GTGTGATCTG TTTTAATCAC CGCAATTTTA TTATTATTAT CTCTCCCAGT  

G1-E0P049-   GTATGATCAA TTGTTATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGG  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGG  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  



G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTTATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP049-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP050-   GTCTGATCAA TTGTAATTAC AACCGTTTTA TTACTCTTAT CATTACCTGT  

G1-EOP050-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP050-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP050-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP050-   GTCTGATCAA TTGTAATTAC AACCGTTTTA TTACTCTTAT CATTACCTGT  

G1-EOP050-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP050-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP050-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G1-EOP050-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACCGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTTTTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP001-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP001-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP001-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP001-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP001-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTATTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTATGGACCA TTGGAATTAC CACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTAACTGG  

G2-EOP020-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G2-EOP020-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTGTGATCAA TTGTTATTAC TACTGTTCTT CTTCTTCTTT CTCTACCAGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTAATTAC AACTATTTTA TTATTGCTTT CTTTACCAGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTTT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTTT CTTTACCTGT  

G3-EOP004-   GTATGATCTA TTGTTATTAC AACTGTACTA TTACTTTTTT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTTTGATCTA TTGTTATTAC AACAGTATTA CTTTTATTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTGTGATCTA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTTT CTTTACCAGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTGATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTTTGATCAA TTGTTATTAC AACTATTTTA TTACTATTAT CCTTACCAGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  

G3-EOP017-   GTATGATCAA TTGTAATTAC AACTGTTTTA TTATTACTAT CTTTACCTGT  



 

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     360        370        380        390        400         

Barbadocladius- ATTAGCAGGA GCTATTACTA TATTATTAAC AGACCGAAAC TTAAACACCT  

G1-E0P049-   ATTAACGGGA GCTATTAACA AACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACCT  

G1-EOP049-   ATTACCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   TTTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGAACGAAAT TTAAATACCT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   TTTAACCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP049-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP050-   ATTAGCAGGA GCAATTACTA TATTATTAAC AGACCGAAAT TTAAATACTT  

G1-EOP050-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G1-EOP050-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G1-EOP050-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G1-EOP050-   ATTAGCAGGA GCAATTACTA TATTATTAAC AGACCGAATT TTAAATACTT  

G1-EOP050-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G1-EOP050-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G1-EOP050-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G1-EOP050-   TTTAGCAGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAATT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCCGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCAAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP001-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP001-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP001-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP001-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP001-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCCGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCAAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP020-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP020-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP020-   TTTAACCGGA ACTATTAAAA TACTATTAAC CGAACGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP020-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP020-   ATTAGCCGGA GCTTTAACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACCT  

G2-EOP020-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G2-EOP020-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   ATTAGCAGGA GCTATTACAA TACTTTTAAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   TTTAGCCGGA GCCATTACTA TATTATTAAC TGATCGAAAT TTAAACACTT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP004-   CTTAGCTGGA GCAATTACAA TATTATTGAC AGATCGAAAT TTAAATACAT  



G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G3-EOP017-   TTTAGCTGGA GCTATTACTA TACTTTTAAC GGATCGAAAT TTAAATACCT  

G3-EOP017-   TTTAGCCGGA GCCATTACTA TATTATTGAC TGATCGAAAT TTAAATACTT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   TCTTGCAGGA GCAATTACTA TATTATTAAC AGATCGAAAT TTAAATACTT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACAT  

G3-EOP017-   ATTAGCCGGA GCTATTACAA TACTATTAAC CGATCGAAAT TTAAATACCT  
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Barbadocladius- CCTTTTTTGA CCCTGCTGGA GGAGGGGACC CTATTCTTTA CCAACATTTA  

G1-E0P049-   CATTTTTTGA TCCAGCAGGA AGTAGAAAAC CCATTTTAAA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGAG AGTGGACATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGGGGAAATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA AGTGGAAATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGGGGAAAAC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTTGA TCCCGCAGGA AGGGGAAATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTTGA TCCAGCCGGA AGGAGAAAAC CCATTTTAAA TCAACCTTTA  

G1-EOP049-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP050-   CTTTCTTTGA TCCTGCTGGA GGAGGAGACC CTATTTTATA TCAACACTTA  

G1-EOP050-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCCACATCTA  

G1-EOP050-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G1-EOP050-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G1-EOP050-   CTTTCTTTGA TCCTGCTGGA GGAGGAGACC CTATTTTATA TCAACACTTA  

G1-EOP050-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G1-EOP050-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G1-EOP050-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAAACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G1-EOP050-   CATTTTTTGA TCCTGCCGGA GGAGAAAACC CATTTTTATT CAAAAATCTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAAACC CATTTTTATA CCAACTTCTA  

G2-EOP001-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G2-EOP001-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGG GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP001-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP001-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP001-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTTTA CCAACATTTA  

G2-EOP020-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCACCATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  



G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCGGCCGAA GGAGAAAACC CAATTTTAAA ACCACCTTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G2-EOP020-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTTGA TCCAGGCGGG AGGGGAAAAC CTATTTTTAA TCAACATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAAATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGGGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G2-EOP020-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CATTTTTTGA CCCAGCTGGA GGAGGGGACC CTATTTTATA CCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCCGCAGGA GGAGGAGACC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP004-   CTTTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGATC CTATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGACC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAAATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGAGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G3-EOP017-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G3-EOP017-   CATTTTTTGA CCCTGCCGGA GGAGGAGACC CAATTTTATA CCAACATCTA  

G3-EOP017-   CTTTTTTTGA CCCTGCAGGA GGAGGGGACC CAATTCTTTA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CTTTTTTTGA CCCGGCAGGA GGAGGGGATC CAATTCTTTA TCAACACTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA GGTGGAGATC CTATTTTATA TCAACATTTA  

G3-EOP017-   CATTTTTCGA TCCAGCAGGA AGGGGAAATC CTATTTTATA TCAACATTTA  
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Barbadocladius- TTTTGATTTT TTGG 

G1-E0P049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGAATTT TTGG 

G1-EOP049-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 



G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G1-EOP050-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP001-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP001-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP001-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP001-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP001-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGAATTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G2-EOP020-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP004-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

G3-EOP017-   TTTTGATTTT TTGG 

 



Anexo 5: Número de individuos según el OTU, punto de muestreo y rango 

altitudinal. 

 

Tabla 21. 

Número de individuos según el OTU, punto de muestreo y gradiente altitudinal. 

Gradiente Punto de Muestreo OTUs #individuos 

G1 

EOP049 

sp1 9 

sp9 1 

sp10 1 

sp11 1 

EOP050 

sp1 1 

sp2 2 

sp3 1 

sp15 2 

sp16 1 

sp17 1 

sp18 1 

G2 

EOP0001 

sp1 3 

sp19 1 

sp24 1 

EOP020 

sp1 6 

sp4 1 

sp15 5 

sp20 1 



2 
 

sp21 1 

sp22 1 

sp23 1 

sp12 1 

G3 

EOP004 

sp5 8 

sp6 1 

sp7 1 

EOP017 

sp1 9 

sp7 1 

sp8 1 

sp13 1 

sp14 1 

sp15 1 

sp19 1 

sp25 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 6: Árbol filogenético modificado de la Figura 36 

 

Figura 45. Árbol filogenético basado en secuencias COI parciales y el modelo de 

Kimura de 2 parámetros. Modificado de la Figura 35. 




