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RESUMEN

La familia Orchidaceae es una de las dos familias mas grandes de plantas con
flores. Est& distribuida por todo el mundo, con una mayor concentracion en tropicos
y &reas montafiosas. Dentro de esta familia se encuentra el género Dracula, donde
se reconocen 106 especies que se distribuyen desde México hasta Perd. Este
género presenta variaciones morfolégicas dentro de la misma especie, generando
controversias tanto en la sistematica cléasica, como en la sistematica molecular. En
este estudio se determing la filogenia molecular de las orquideas del género
Dracula, a partir del marcador molecular ycfl. Ademas, los resultados obtenidos se
compararon con la sistematica tradicional y las filogenias obtenidas a partir del
marcador matK. Para la investigacion, se recolectaron 106 especies del género
Dracula provenientes de la colecciéon del Jardin Botanico de Quito. A continuacion,
se realizo el analisis molecular de cada una de las muestras colectadas. Despues,
los productos obtenidos fueron secuenciados. Las secuencias fueron analizadas
mediante programas bioinformaticos y se generé el arbol filogenético con el
marcador ycfl. Por ultimo, los resultados filogenéticos obtenidos indicaron que la
region ycfl es mas variable que otros marcadores moleculares como matK, siendo
asi el unico marcador molecular que agrup6 a las especies de Centro América.
Ademas, se observé que la resolucion de ycfl disminuyé y no esclarecié las
relaciones entre especies de Andes occidentales y centrales de Colombia. Por lo
demas, el arbol filogenético obtenido con ycfl presentd una alta coherencia con la

sistematica tradicional propuesta por Luer en 1993.

Palabras clave: Orchidaceae, Dracula, ycfl, matK.



ABSTRACT

The Orchidaceae family is one of the two largest flowering plant families. It is
distributed all over the world, with a higher concentration in tropics and mountainous
areas. Within this family is the genus Dracula, which recognizes 106 species that
are distributed from Mexico to Peru. This genus presents morphological variations
inside the same species, generating controversies both in classical systematics and
in molecular systematics. In this study, the molecular phylogeny of Dracula orchids
was determined through the molecular marker ycfl. Furthermore, the results
obtained were compared with the traditional systematics and the phylogeny obtained
with the matK marker. For the investigation, 106 species of the genus Dracula were
collected from the collection of the botanical garden of Quito. Therefore, the
molecular analysis of each of the collected samples was carried out. Afterwards, the
obtained products were sequenced. The sequences were analyzed using
bioinformatics programs and the phylogenetic tree was generated with the ycfl
marker. Finally, the phylogenetic results indicate that the ycfl region is more variable
than other molecular markers such as matK, being thus the only molecular marker
that grouped the Central America species. In addition, it was observed that the
resolution of ycfl decreased and did not clarified the relations between Western and
central Andean species of Colombia. Otherwise, the phylogenetic tree obtained with
ycfl presented a high coherence with the traditional systematics proposed by Luer
in 1993.

Keywords: Orchidaceae, Dracula, ycfl, matK.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La familia Orchidaceae es una de los linajes de angiospermas mas diversos, se
diferencian del resto de plantas por las complejas interacciones con diferentes
agentes polinizadores y la complejidad que poseen sus flores (Policha, 2014).

Se encuentran distribuidas por todo el mundo, teniendo una mayor diversidad en las
regiones tropicales, con aproximadamente 25000 especies repartidas en 5
subfamilias: Apostasioiodeae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae y
Epidendroideae (Dressler et al.,1993; Herber, 2014). Dentro de la subfamilia
Epidendroideae se encuentra un grupo de orquideas de aproximadamente 140

especies epifitas, denominadas Dracula (Luer, 1993).

El género Dracula (en latin: pequefio dragon), fue nombrado por Luer en 1978.
Anteriormente, las especies de Dracula se incluian en el género Masdevallia pero
con el tiempo se convirti6 en un género separado, debido a las peculiares
caracteristicas que poseian sus flores (Luer, 1993). Actualmente, se reconocen
como parte del género alrededor de 140 especies, distribuidas desde el sur de
México al norte de Perd, con una mayor concentracion en Ecuador y Colombia, con

60 y 70 especies respectivamente (Chase et al., 2015).

Dracula, presenta una estructura compleja en sus flores, con tres caudas —
prolongaciones del 4pice de los sépalos- y sépalos anchos que aluden a pequefios
dragones en suspensiéon. Las flores de Dracula se componen de tres grandes
sépalos fusionados hacia la base, dos pétalos pequefios en la columna y el labelo
— tercer pétalo modificado- que recuerda al cuerpo fructifero de un hongo (Sinchire,
2010).



La taxonomia y sistemética clasica del género Dracula se basa principalmente en la
morfologia, es decir, en las caracteristicas fenotipicas, lo que dificulta la
identificacion de diversas especies, en cuanto a su posicion taxonémica dentro del
género (Cuéllar, 2011). Por esta razén, se han desarrollado metodologias de
identificacion molecular, en las cuales se utilizan marcadores moleculares para
diferenciar y caracterizar el material genético presente en los organismos con mayor
claridad (Azofeifa-Delgado, 2016).

En este contexto, los marcadores moleculares ideales presentan alta variabilidad,
son faciles de secuenciar y poseen informacion filogenética (Dong et al., 2012). En
el caso del género Dracula, los marcadores moleculares han permitido identificar
especies y aclarar las relaciones de parentesco para contribuir a la resolucion de
grupos taxonémicos y clados que no han sido resueltas con estudios morfologicos
(Oses, 2017).

Tal es el caso del gen cloroplastico ycfl (factor 1 de Cadmio de la levadura
Saccharomyces cerevisiae), consta de 5500 pb con sitios ricos en adenina y timina.
Presenta ademas, regiones de repeticion invertida (IR) y de copia Unica (SSC), y ha
sido utilizado como marcador molecular para la identificacion de distintas especies
vegetales (Dong et al., 2018; Li et al., 1996). Ademas, estudios de Eguiarte et al.
(2003), mencionan que los genes cloroplasticos presentan una tasa de evolucion
mayor que los de tipo mitocondrial. Esta caracteristica pudiera favorecer la

determinacién de las relaciones filogenéticas entre las especies de Dracula.

En Ecuador, el estudio de filogenias moleculares en orquideas es casi nulo, siendo
abundantes en la bibliografia los estudios de tipo morfolégico (Zambrano & Solano-
Gomez, 2011). Por tal razén, es necesario generar estudios moleculares que
proporcionen nueva informacion que logre resolver las inconsistencias existentes
en el género Dracula. En esta linea, en el 2009, se realiz6 un estudio filogenético

sobre la “ldentificacion de Orquideas Epifitas del Ecuador mediante DNA



Barcoding”. Se analizaron veintidés especies empleando distintos marcadores
moleculares como: matK, trnL-F e ITS y; se concluyé que matK es el mejor marcador
para barcoding, ya que presentdé una mayor variabilidad con respecto a las otras
secuencias (Carrién, 2009). Para el mismo afo se publica la investigacion: “Utilidad
filogenética de ycfl en orquideas: un gen plastidico méas variable que matK”. En el
articulo se demuestra que todas las regiones del gen fueron variables, se alineaban
con Orchidaceae y resultd informativo para discriminar especies (Neubig et al.,
2009).

1.2. Planteamiento del problema

En la actualidad existe controversia en cuanto a la sistematica clasica del
género Dracula propuesta por Luer en 1993, lo cual se basa unicamente en el
estudio morfologico de las especies. Por esta razon, se considera que la informacion
gue brindan los marcadores morfologicos no es suficiente para esclarecer las
relaciones filogenéticas dentro del género Dracula, ain mas cuando este presenta
variacion morfoldgica dentro de la misma especie. Adicionalmente, las orquideas
tienden a hibridar entre géneros y especies distintas, lo cual dificulta la clasificacion
de las especies del género Dracula (Zambrano & Solano-Gomez, 2011; Zelenko,
2011).

Por otra parte, el uso de marcadores moleculares como ITSy matK no han logrado
resolver por completo la clasificacion del género Dracula y sus relaciones
filogenéticas por lo que es necesario el estudio de nuevos marcadores moleculares
gue aporten con mayor informacién o corroboren la informacion obtenida con estos
marcadores, para asi esclarecer las relaciones filogenéticas del género Dracula
(Neubig et al., 2009).



1.3. Objetivo General

e Determinar la filogenia molecular de las orquideas del género Dracula
(Orchidaceae) usando el marcador ycf1.

1.4. Objetivos Especificos

e Comparar la filogenia obtenida a partir de ycfl con la sisteméatica tradicional

en Dracula.

e Comparar la filogenia obtenida a partir de ycfl con las filogenias obtenidas a
partir de matK en Dracula.

1.5. Justificacion de la investigacion

La implementacién de un analisis molecular permitira aportar con mayor informacion
para solucionar la clasificacion de las especies del género Dracula, las cuales
aparentemente son de continua y rapida evolucion. Es importante mencionar que
ya se ha demostrado que el uso de marcadores cloroplasticos como matK han
aportado con informacion relevante para resolver parte de las relaciones

filogenéticas de las especies del género Dracula (Dong et al., 2018).

Adicionalmente, el uso de un nuevo marcador cloroplastico (ycfl) permitira contribuir
con los otros estudios moleculares, con el fin de aclarar las relaciones entre las
especies, sus clados y por ende la historia evolutiva del género Dracula. Al mismo
tiempo, el marcador molecular ycfl aportara con mayor informacion, debido a que
es un gen esencial para muchas plantas y esta presente en casi todos los linajes de
la familia Orchidaceae, siendo un potencial marcador molecular que permitira
identificar, clasificar y esclarecer las relaciones filogenéticas de las especies del

género Dracula en Ecuador (Drescher et al., 2000).



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Descripcion e Importancia de Familia Orchidaceae

2.1.1. Definicién y Generalidades

Las especies de la familia Orchidaceae, son plantas vasculares que se han
adaptado a ecosistemas diversos como: paramos, bosques andinos, bosques
tropicales y bosques nublados (Freuler, 2013; Villasefor & Gual, 2014), es decir, se
adaptan a los factores abiéticos del ambiente, ademas, presentan simbiosis con
micorrizas y tienen mecanismos definidos de polinizacion (Akhalkatsi et al., 2014).
El peculiar nombre de esta familia de plantas se deriva del griego orkis, que denota
testiculos, por la semejanza estructural de las raices con dobles tubérculos de
ciertas orquideas del viejo mundo con las génadas masculinas (Herber, 2014;
Molineros, 2012).

Se piensa que el origen de las orquideas ocurrié en Australia, desde donde se
extendieron hacia las regiones neotropicales de los continentes mas cercanos. La
subfamilia Apostasiodeae es la mas primitiva, la cual después de millones de afios
se separ6 del resto de las subfamilias Cypripedioideae, Vanilloideae,
Epidendroideae y Orchidoideae (Givnish et al., 2016). Actualmente, la familia
Orchidaceae presenta 4.032 especies de orquideas clasificadas y distribuidas por
el mundo, con mayor concentracion en tropicos, especificamente areas
montafiosas. Entre los paises con mayor diversidad de orquideas se encuentra
Colombia y Ecuador, las especies colombianas se distribuyen en la regién Andina y
una pequefia parte en la region Caribe, mientras que las especies ecuatorianas
tienen una extensa diversidad de las mismas debido a la variedad de climas que
presentan sus regiones naturales. Ademas, el territorio ecuatoriano alberga cuatro
de las cinco subfamilias que se encuentran a nivel mundial, con aproximadamente
1.714 especies Unicas, donde la mayoria se desarrollan en zonas templadas y
tropicales (Aquirre et al., 2011; Palma & Eliud, 2003; Sarmiento, 2007).



Los europeos en el siglo XVIII fueron los primeros en apreciar estas especies
exoticas, las cuales fueron colectadas desde paises tropicales y cultivadas en
invernaderos de la realeza. Por esta razén, aumentd el nimero de personas que
saqueaban bosques, atentando a la diversidad de las especies. Una de las
consecuencias mas alarmantes de esta practica se observa con el género Cattleya,
el cual se encuentra en peligro de extincion debido a la fragmentacion y reduccién
de su héabitat natural causado por la deforestacién de bosques, lo cual provoca la
degradacion del ecosistema. Ademas, otra de las causas es la excesiva colecta de
las especies ya sea con fin comercial u horticola. También, el uso de pesticidas que
son letales paralos agentes polinizadores, son factores que determinan la reduccién
y extincion de ciertas especies silvestres de orquideas (Calderon-Saenz, 2007;
Givnish et al., 2016).

Debido a esto, la familia Orchidaceae fue incluida en el Comercio internacional de
especies en peligro de extincion (CITES) del apéndice Il, con el fin de controlar la
comercializacion y utilizacion de estas especies. De igual forma, Ecuador en el 2008
formo parte de un proyecto llamado “Conservacion de semillas de orquideas con
uso sustentable”, el cual nace con la necesidad de conservar en bancos de
germoplasma especies de orquideas, especialmente aquellas en amenaza de

extincion (Gutiérrez et al., 2017).

2.1.2. Importancia de la Familia Orchidaceae

La gran capacidad de adaptacion a diferentes ambientes de las especies de la
familia Orchidaceae, lo cual sumado a la diversidad que poseen sus flores, los
mecanismos de polinizacién y las diferentes maneras de atraer a los agentes
polinizadores, ha generado un gran interés a nivel cientifico y comercial. De hecho
su biodiversidad ha desarrollado el biocomercio de las mismas, en este contexto las
orquideas han sido el eje central a tratar en la conferencia de las Naciones Unidas

sobre el Comercio y Desarrollo (UNCTAD), la cual se basa principalmente en la



producciény comercializacién de orquideas, respetando la sostenibilidad ambiental,
econdémica y social (UNCTAD, 2007).

Por otra parte, estas especies han sido utilizadas como bioindicadores debido a la
alta sensibilidad que poseen a los cambios de los componentes en donde habitan.
Ademas, por la compleja dependencia que tienen las orquideas a los agentes
polinizadores para su reproduccién, han sido de utilidad para proporcionar datos
sobre los insectos o colibris que habitan en un area determinada (Carrion, 2009;
Morales-Hérnandez et al., 2016).

2.2. Descripcion taxonomica de la Familia Orchidaceae

Actualmente, a nivel mundial se reconocen 736 géneros y 5 subfamilias:
Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae y Epidendroideae en
la familia Orchidaceae. En la subfamilia Apostasioideae se han descrito 2 géneros
y 16 especies que crecen principalmente en el sudeste asiatico, mientras que en
Vanilloideae se han descrito 15 géneros y 180 especies en regiones tropicales
hamedas, subtropicales y al Este de América del Norte (Chase et al., 2015;
Georgius, 2003). En Cypripedioideae se han descrito 5 géneros y 130 especies en
regiones templadas, en los tropicos de América y Asia. La subfamilia Orchidoideae
cuenta con 208 géneros y 3630 especies descritas, las cuales crecen en todos los
continentes a excepcion de la Antartida. La subfamilia Epidendroideae cuenta con
mas de 500 géneros y alrededor de 20000 especies descritas actualmente, pues es
la subfamilia en la que la mayoria de cambios a nivel morfoldgicos se ha dado a lo

largo de la historia de Orchidaceae (Figueroa et al., 2008; Meyer & Cameron, 2009).

2.2.1. Género Dracula

Dracula que en latin significa “pequefio dragdén”, fue separado del género

Masdevallia en 1978 por Carlyle Luer, e incluyé en Dracula a las especies con



sépalos internamente pubescentes, pétalos ensanchados y hojas carinadas.
Actualmente, se reconocen 140 especies y se distribuyen por el neotrépico
occidental americano, es decir, desde el sur de México, hasta Peru (Luer, 1993). Su
mayor concentracién ocurre en el noroeste de Ecuador y en la cordillera occidental
y central de Colombia, con aproximadamente 60 y 70 especies respectivamente
(Calderén & Farfan, 2003; Chase et al., 2015).

La mayoria de especies pertenecientes al género son epifitas y muy pocas son
terrestres. Se encuentran entre 1500 y 2500m de altitud sobre el nivel del mar (Luer,
1993). Sus plantas son pequefias y se caracterizan por tener tres sépalos
fusionados en su base, dos pétalos pequefios junto a la columna y unos
alargamientos llamados caudas en su parte terminal (Meyer & Cameron, 2009;
Zambrano, B, Solano-Gomez, 2011).

Ademas de reconocer el género, Luer clasifico de forma subgenérica las especies

de Dracula, como se observa en la Figura 1 a continuacion:



Subgénero Seccion Subseccion Series Especies
Xenosia D. xenos
Sodiroa D. sodiroi
Dracula |Andreettaea D. andreettae

Chestertonia D. chestertonii
Cochliopsia D. cochliops
Dodsonia D. dodsonii
Dracula Costatae D. vespertillo
Dracula Parviflorae D. velutina
Grandiflorae-parvilabiatae D. gigas
Dracula D. wallisii

Figural. Clasificacion subgenérica de Dracula.
Tomado de: (Meyer & Cameron, 2009).

A) Basada en la sistematica tradicional descrita por Luer que clasifica en tres subgéneros y 5

secciones.

2.2.1.1. Descripcion morfolégica de Dracula

Son plantas con hojas ligeramente coriaceas que pueden ser de forma linear,
oblonga o eliptica como se observa en la Figura 2. En la superficie adaxial, las hojas
estan surcadas longitudinalmente por encima de una nervadura central. Su rizoma
suele ser corto, lo que crea plantas densamente caespitosa y en ocasiones pueden
ser reptantes. El 4pice de las hojas posee una muesca y es apiculado (proveniente
de la extension de la nervadura central). La base se contrae gradualmente en un
peciolo conduplicado. Los sépalos suaves, se encuentran generalmente tapizados
por pelos y poseen diversos colores, a su vez son lo mas prominente de la flor y en
todas las especies conocidas existen extensiones del apice de los sépalos también
llamadas caudas. Estos son normalmente fragiles, delgados, largos o cortos y
generalmente, los sépalos de las especies de flores grandes, son muy sensibles a

la humedad. Como se observa en la Figura 3, Dracula posee dos pétalos



10

ensanchados y bilaminados (D) y un labelo sacciforme (C), dividido en epiquilo e
hipoquilo (C1y C2) (Johan, 2003; Luer, 1993).

Figura 2. Dracula pinasensis.

Tomado de: (Zambrano & Solano-Gomez, 2011).
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Figura 3. Esquema de las secciones de Dracula chimaera.
Adaptado de: (Luer, 1993).

A) Planta

B) Sépalos

C) Labelo (C1. Epichilo, C2. Hipochilo)
D) Pétalos bilaminados

E) Ovario

2.2.1.2. Especies relevantes del género Dracula

La mayoria de especies del género Dracula son localmente endémicos, mientas que
algunas especies tienen amplios rangos de expansion. Por ejemplo, Dracula

fulgifera, es aparentemente endémica de una pequefia area en las laderas
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orientales de los Andes en el centro de Ecuador, esta especie en particular no es
distintiva a simple viste, pero se caracteriza por poseer diminutas verrugas de color
gris en las superficies internas de los sépalos (Figura 4a), otra de las especies
localmente endémicas es Dracula cordobae (Figura 4b), se encuentra a una altura
relativamente baja en los bosques del Suroeste de Ecuador, las flores de esta
especie se caracteriza el color blanco cremoso de los sépalos con un borde rojo
marrén (Tropicos, 2018).

Entre las especies con amplios rangos de expansion se encuentra Dracula
chiroptera, se expande desde el sur de Colombia al norte de Ecuador, sus flores
son grandes y de colores variables, ampliamente extendidas y con manchas que se
asemejan a otras especies del género (Figura 4c). Dracula felix (Figura 4d), se
encuentra con frecuencia en las laderas occidentales de los Andes del noroeste de
Ecuador y Colombia. Esta especie es una de las pocas que se puede identificar
facilmente en la naturaleza debido a que tiene numerosos pedunculos cortos,

simples, con flores (Valencia, 2000).



13

Figura 4. Especies del género Dracula.
Tomado de: (Zelenko, 2011).

A) Dracula fulgifera.
B) Dracula cordobae.
C) Dracula chiroptera.
D) Dracula felix

2.3. Marcadores Moleculares

2.3.1. Definicion y Aplicaciones

Los marcadores moleculares se los conoce como segmentos de ADN que se
encuentran en sitios especificos en el genoma. Estos pueden ser unos genes,

partes de un gen o simplemente regiones del genoma (Pérez-Almeida et al., 2011).
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Por lo tanto, los marcadores moleculares se utilizan para rastrear el comportamiento
y herencia del gen de interés. Ademas, se consideran como herramientas Gtiles para
deteccion de genotipos, mapeo genético y construccion de filogenias moleculares
(Bruford et al., 2003; Pérez-Almeida et al., 2011).

Por otra parte, en las plantas con flores coexisten tres genomas: cloroplastico,
mitocondrial y nuclear, que tienen una tasa de evolucion distinta. Dentro de los tres
genomas se han escogido secuencias que sirven como marcadores moleculares y
su uso permite entender la complejidad genética y evolutiva de las plantas (Eguiarte
et al., 2003). Por ejemplo, los marcadores de tipo nuclear contienen la mayor
cantidad de informacion genética, ademas presentan regiones de copia Unica,
repetidas y evolucionan mas rapido que la de tipo mitocondrial y cloroplastico. La
informacion evolutiva que brindan los marcadores nucleares es diferente a la de los
organulos porque presenta mayor cantidad de polimorfismos (Pérez-Almeida et al.,
2011).

El ADN mitocondrial tiene regiones que han presentado variaciones en sus genes,
los cuales ha sido utiles para estudios de genética, genética poblacional y
relaciones evolutivas entre taxa (Rosero et al., 2016; Eguiarte et al., 2003; Méndez
Felpeto, 2001). Ademas, los marcadores basados en ADN de cloroplasto, presentan
secuencias conservadas, alta variabilidad, constituyendo una herramienta potencial
en analisis filogenéticos y biogeograficos. Por ende, los marcadores moleculares de
tipo mitocondrial y cloroplasticos, en su mayoria son empleados en estudios
filogeograficos y en genética poblacional debido a su herencia uniparental (Garcia
et al., 2013; Méndez Felpeto, 2001; Ming-He et al., 2016).

2.3.2. Marcadores moleculares basados en PCR y secuenciacion

Las secuencias de tipo microsatélite o secuencias simples repetidas (SSR), estan

constituidas por unidades cortas de 1 a 6 pb. Cada secuencia se define por el sitio
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gue ocupan en el genoma, la frecuencia y repeticién de los SSR varia entre cada
especie. Adema4s, son secuencias variables, cuya variacién se manifiestan como la
diferencia en las longitudes de alelos en el mismo locus. Estas secuencias
microsatélites han sido utilizados como marcadores genéticos desde el desarrollo
de la PCR, su deteccion se realiza mediante la PCR, que se fundamenta en la
amplificacion de la region, mediante el uso de cebadores complementarios a la
secuencia nucleotidica de los extremos del ADN, los fragmentos amplificados se
separan con base a su peso molecular mediante la técnica electroforética, la cual
arroja un patron de bandas que permite diferenciar a los individuos. Adicionalmente,
los productos de la PCR se secuencian mediante la técnica de secuenciacién de
Sanger con el fin de determinar el orden de nucledtidos que compone la regiéon de
interés (Gernandt et al., 2011; Kurt et al., 2016; Zalapa et al, 2012).

Las secuencias obtenidas son editadas mediante softwares bioinformaticos, que
determinan el nimero de bases compartidas y tasas de mutacion. Para la edicion
de las mismas se utiliza una secuencia base, con el fin de verificar la calidad de las
mismas. Para la reconstruccion filogenética se usan principios de maxima
parsimonia y maxima probabilidad. El arbol conceso se obtiene después de 100
iteraciones de bootstrap, parametro que utiliza sitios filogenéticamente informativos,
mediante la reestimacion del arbol, en base a la variacion de la posicion y la
repeticion de caracteres de la secuencia, lo cual da mayor soporte y robustez al

arbol filogenético (Guitiérres et al., 2015).

2.3.3. Marcadores moleculares en orquideas

Las secuencias de ADN de tipo nuclear y mitocondrial han sido utilizadas para
reconstruir filogenias de orquideas, pero actualmente se ha potenciado el estudio
de marcadores cloroplasticos, dado que son de facil amplificacién, sus genes

poseen intervalos bajos de evolucion y tienen regiones altamente variables, siendo
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importantes cuando se buscan loci que resuelvan relaciones entre especies o

géneros en andlisis filogenéticos (Azofeifa-Delgado, 2016).

Se han utilizado como marcadores moleculares a regiones del genoma plastidio
como: matkK, rpoCl, rbcl, ycfl, ndhF, psaB, genes nucleares como: Xdh, y genes
mitocondriales como: matR. De estos, solo cinco (matK, psaB, ycfl, Xdh, rbcl) son
ampliamente utilizados en la familia Orchidaceae (Ming-He et al., 2016; Morton,
2011).

Estudios realizados han demostrado que el gen rpoCl es uno de los mejores
marcadores moleculares para identificar familias mas no especies de distintos
grupos de orquideas. A su vez, se ha determinado que matK a menudo proporciona
pocos sitios informativos entre especies estrechamente relacionadas dentro de los

géneros de orquideas. (Dong et al., 2018; Meyer & Cameron, 2009).

2.3.3.1. Region del gen ycfl

Es el segundo gen mas grande del genoma cloroplastico, con 5500 pb (1800
aminoacidos), presente en casi todos los genomas de cloroplastos de plantas
secuenciados hasta la actualidad. El gen ycfl tiene una regién pequefa de copia
Unica (SSC), la cual presenta alta variabilidad en las secuencias de las
angiospermas y otra region de repeticion invertida (IR), la cual es conservada y de
un tamafio menor a un kilobase de longitud (Figura 5). Este gen ha demostrado ser
mucho mas variable que otros genes comunmente utilizados en estudios
filogenéticos, por lo cual se considera como un potencial marcador molecular para

esclarecer relaciones entre especies (Dong et al., 2015; Neubig et al., 2009).
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Figura 5. Regién 3’ del marcador molecular ycfl.
Adaptado de: (Neubig et al., 2009).

A) Regiones de repeticion invertida
B) Regiones de copia Unica pequefia
C) Gen rpsl5

D) Cebador 5500R del gen ycfl

E) Cebadores internos (intR- intF)

F) Cebador 3720F

G) Cebadores en la porcion 5’ ycfl
H) Cebadores en la porcién 5’ ycfl

I) Gen trnN

2.3.3.2. Regio6n del gen matK

El gen matK tiene una gran variabilidad, su tamafio es de 1500 pb de longitud y esta
ubicado en el intrén del gen trnK como se observa en la Figura 6 (Selvaraj et al.,
2008). El gen contiene altas tasas de sustitucion dentro de la especie y su region 3’
es mas conservada que la region 5, proporcionando informacién muy util para

resolver problemas filogenéticos entre especies (Barthet et al., 2007).

5 trnK 3 trnK
rp816<I intron 1 maK : .:- mtron2| psbA

Figura 6. Marcador molecular matK. Regiéon 5’ y 3’ flanqueados por el gen trnK
Tomado de: (Barthet et al., 2007).
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2.4. Filogenia Molecular en Orchidaceae

Orchidaceae es una familia compleja que representa un desafio para la flogenética
y sistematica. La clasificacion propuesta en la era pre-ADN de Orchidaceae se basé
en caracteres morfoldgicos, que al ser reevaluada con marcadores moleculares
mostré varias diferencias dado que la informacién morfolégica presenta una

resolucion limitada (Freudenstein & Rasmussen, 1999; Koehler et al., 2002).

Investigaciones de filogenias moleculares en la familia Orchidaceae han empleado
ADN de plastidos, para definir y clasificar las especies altamente variables en su
morfologia. Actualmente, los marcadores moleculares son la base para la
reconstruccion filogenética, pero se considera que la taxonomia y la clasificacion
sistematica no solo deben basarse en la similitud de los nucleotidos sino también
en los caracteres de tipo morfolégico, anatdbmico, ecoldgico y biogeografico (Jenner,
2004).

Estudios que se han realizado combinando las pruebas moleculares con la
morfoldgica potencian la resolucion de cladogramas a distinto nivel: subfamilias,
tribus, subtribus, géneros y especies (Figueroa et al., 2008; Sosa, 2007). Por lo
tanto, se generan arboles con mayor soporte y resolucion, que cualquier dato

procesado individualmente (Gravendeel et al., 2004).
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3. CAPITULO lll. PROCEDIMIENTOS

3.1. Poblacién y muestra

El permiso de coleccion e investigacion se lo realizo mediante el Contrato Marco de
Acceso a los Recursos Genéticos N. MAE-DNB-VM-2018-0083 (Revision molecular
de las especies del género Dracula Orchidaceae, cultivo en invernadero e in vitro).
El proyecto denominado Filogenia molecular de las orquideas del género Dracula
(Orchidaceae) usando el marcador molecular ycfl, se ejecutd en las instalaciones
de los laboratorios de investigacién de la Universidad de las Américas en el area de
Biologia Molecular. Bajo la direccion cientifica del Licenciado Luis Enrique Baquero

Rivadeneira.

Se recolectaron 106 especies del género Dracula, provenientes de la coleccion del
Jardin Botanico de Quito (Ver Anexo 1). De cada planta se extrajo una hoja, libre de
dafios mecanicos aparentes y enfermedades. Se almacenaron en bolsas de papel
kraft y estas a su vez en bolsas de plastico, las cuales se llevaron a un recipiente
frio para evitar que las muestras sufran procesos degradativos u oxidativos
tempranos (Dong et al., 2012). Por ultimo, en el laboratorio, las muestras fueron

almacenadas a -20°C, segun la técnica de Pérez-Almeida et al. (2011).

3.2. Analisis Molecular

3.2.1. Estandarizacién del protocolo de extraccion

Se utilizé del kit Phire Plant Direct PCR Mater de Thermo Fisher Scientific. El
procedimiento inici6 colocando a la hoja en una caja de vidrio previamente
desinfectada con alcohol y cloro. Con un bisturi se realizd un corte de

aproximadamente 2 mm?2.
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Se evaluaron dos protocolos de extraccion segun las especificaciones del
fabricante, que incluye: Buffer de dilucién, el marcador de peso molecular
O'GeneRuler™, cebadores que amplifican una region altamente conservada del
ADN de cloroplasto y son universales en varias especies de plantas, agua libre de

nucleasa y la master mix.

e Protocolo directo: En un tubo de PCR se agregaron 2 mm? del tejido
vegetal en 20 pL de Buffer de dilucion, seguidamente se agrego la

master mix de la PCR.

e Protocolo de maceracién: En un tubo de PCR se agregaron 2 mm?
de tejido vegetal en 20 uL de Buffer de dilucidon, se macero el tejido
con una punta de micropipeta hasta que el buffer tom6 un color
verdoso y se centrifugd. En otro tubo de PCR se preparé la master mix

y se agregaron 0.5 pL del sobrenadante de la maceracion.

3.2.2. Estandarizaciéon de la PCR con cebadores ycfl

Se utilizaron los cebadores para ycfl-1 (Fwy Rv) disefiados por Neubig, quien utiliza
la region 3’ de 1,500 pares de bases del gen (Neubig et al., 2009). Los cebadores
fueron adaptados para el género Dracula, basandose en la secuencia de
Masdevallia (NC_026777.1). Adicionalmente, se disefiaron otros cebadores para
ycfl-2 utilizando el software Geneious, con una version modificada de Cebador
3.2.3.7 (Remm et al., 2007), siguiendo el algoritmo SantalLucia 1998, basandose en
la accesion NC_026777.1 (Ver Tabla 1) (Geneious, 2018). Estos cebadores fueron
evaluados en las especies Dracula bella y Dracula vampira, usando como
temperatura de hibridacion inicial 60°C. Ademas, se realiz6 un gradiente de

temperatura de hibridacion para estandarizar las reacciones de PCR (Ver Tablas 2
y 3).
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Tabla 1.

Cebadores empleados para amplificar la region cloropléstica ycf1.

Referencia Secuencia
ycfl-1-Fw (Neubig) TACATATATAATGAACGAATGG
ycfl-1-Rv (Neubig) GCTGTTATTGGTATCAAACCAATAGCG
ycfl-1-int-fw (Neubig) AATCTGGACCAATGCACRTATK
ycfl-1-int-Rv (Neubig) TTTGATTGGTATKATCCAAGG
ycfl-2-Fw (Geneious) TGAACGAATGGAAAAACTGGTT
ycfl-2-Rv (Geneious) GCTGTGTCGTGCAATGGWTT

Tabla 2.

Concentraciones de reactivos usados en la mezcla de PCR.

Componente Concentracion  Concentracion Vol x 1
inicial final
Agua MQ 7,5 pL
Master Mix 2X 1X 10 pL
Cebador Forward 10 uM 0,5 uM 1puL
Cebador Reverse 10 uM 0,5 uM 1puL
ADN 0,5
Volumen final de reaccion 20
Tabla 3.

Duracion, temperatura y ciclos de la PCR utilizando gradiente de temperatura

Paso Temperatura Duracion Ciclos
Desnaturalizacion 98.0°C 5 min 1
inicial

Desnaturalizacion 98°C 10 seg

Alineamiento 60°C-62.5°C 10 seg 39
Extension 72°C 40 seg

Extension final 72°C 1 min 1

3.2.3.  Amplificacién de ADN

Se amplificaron las regiones de ADN cloroplastico de un tamafio aproximado para

ycfl-1 de 1696 pb y ycfl-2 de 1376 pb. Las amplificaciones iniciales se realizaron
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con el cebador disefiado por Neubig (FWD y RV) y aquellas que no fueron exitosas
se las realiz6 con los cebadores disefiados en el programa Geneious (FWD y RV).
El proceso se llevo a cabo en un termociclador Eppendorf™ Mastercycler™ pro
PCR System (Eppendorf, Alemania). Las amplificaciones realizadas del ADN
cloroplastico ocurrieron a una temperatura de hibridacion seleccionada de 61°C de
acuerdo al programa de ciclamiento mostrado en la Tabla 4. Se utilizaron las
mismas condiciones para los cebadores disefiados en Geneious y por Neubig (Ver
Tabla 2y 4).

Tabla 4.

Programa utilizado en la amplificacion del gen ycf1.
Paso Temperatura Duracion Ciclos
Desnaturalizacion 98.0°C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 98°C 10 seg
Alineamiento 61°C 10 seg 43
Extension 72°C 40 seg
Extension final 72°C 1 min 1

3.2.4. Visualizacion de ADN

Se verifico la presencia de ADN mediante la técnica de electroforesis horizontal,
para lo cual se utilizé un gel de agarosa al 1%. Se dispuso en una camara de
electroforesis (Labnet International, EEUU) y en cada pocillo se agregaron 4 uL del
producto de PCR, 3 pL del marcador de peso molecular Thermo Scientific™
O'GeneRuler™ Express DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 2017); y se empled

TBE 1X como amortiguador en la migracion de ADN.

Se corrié la electroforesis a 90 voltios durante 45 minutos, después se revelo el gel
en el fotodocumentador BIOrad ChemiDoc MP (Biorad, EEUU).
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Para estimar el tamafio de la banda de ADN se determind visualmente al comparar
con las bandas del marcador molecular O'GeneRuler™ de 100 a 5000 pb, la cual

se observa en la Figura 7.

bp nolopg %

— 1500 1D
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Figura 7. Patron de bandas del marcador de peso molecular O'GeneRuler™
Express DNA.
Tomado de: (Thermo Fisher Scientific, 2014).

3.2.5. Secuenciacion

Se enviaron a secuenciar 40 muestras de productos amplificados del gen ycfl
(concentracion final de 20 ng/ L) ala empresa Macrogen Inc., y 66 muestras fueron
secuenciadas en los Laboratorios de Investigacion de la Universidad de las

Américas, usando el método de Sanger.

3.3. Edicion de secuencias y reconstruccion filogenética

Se evaluo la calidad de las secuencias obtenidas con el software Geneious. Se
determiné mediante el programa la calidad (HQ%) de cada una de las secuencias
realizadas de acuerdo al protocolo (Kearse et al., 2012). Las secuencias fueron

editadas manualmente dentro del software Geneious, mediante los siguientes
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pasos: el alineamiento se realiz6 mediante el programa MAFFT (opciones por
defecto) (MAFFT, 2012). Después, se determind la calidad de cada base respecto
a la altura de los picos de las cladogramas y al comparar con la secuencia de
Masdevallia picturata. Las ambigliedades presentadas en los alineamientos fueron
solventadas basandose en las secuencias de mejor calidad. Una vez editadas las

secuencias, se obtuvo la secuencia consenso de cada una.

Para la reconstruccion filogenética se utilizé el programa PHYML (Guindon et al.,
2005), dentro del cual se utilizé el modelo de sustitucion GTR y como medida de

soporte se utilizaron 100 repeticiones de bootstrap no parameétrico.
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4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis molecular

4.1.1. Amplificacion de ADN

De las 106 especies recolectadas en el estudio 40 muestras fueron amplificadas
exitosamente con el cebador ycfl-1, con un tamafio de 1696 pb (Figura 8). Las otras
66 muestras fueron amplificadas con el cebador ycfl-2, con un tamafio de 1376 pb
(Figura 9), debido a que al realizar la amplificacion con ycfl-1 no fue exitosa como
se observa en la Figura 8, carril 6. La no amplificacion de estas muestras con el
cebador ycfl-1 pudo deberse a la alta variabilidad que presenta este marcador, ain
mas cuando existen caracteres muy conservados en ciertas especies del género
Dracula, los cuales podrian evolucionar de forma independiente causando una
alteracion en la secuencia nucleotidica y por ende no permitiria la hibridacion entre

las secuencias de interés (Chen et al., 2010; Dong et al., 2015; Gérniak et al., 2010).

Ademas, este resultado pudo deberse a que algunos taxones presentan mutaciones
criticas en el extremo 3’, lo cual genera una falla al momento de amplificar. Por esta
razon, se considera factible el uso de multiples combinaciones de cebadores ycfl
con el fin de que estos puedan amplificar para un nimero variable de nucléotidos
de la porcién 3’ (Eguiarte et al., 2003; Neubig et al., 2011).

Sin embargo, las diferencias entre las intensidades de las bandas que se observan
en la Figura 8 pudieron deberse a que la cantidad de ADN cloroplastico obtenido de
cada muestra fue distinta, aquellos casos que reportaron bandas con baja
intensidad pudieron estar relacionados con la pérdida directa de cloroplastos
durante el proceso de homogenizacién del tejido vegetal (Sanchez et al., 2000).
Ademas, algunas muestras provenientes de otras provincias, pudieron haber sufrido

algun tipo de oxidacién y degradacion del material genético durante el transporte
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desde el sitio de recoleccion hasta el laboratorio, debido a los cambios de
temperatura (Bell et al., 2018; Rose et al., 2018; Watanabe, 2012).
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Figura 8. Gel de electroforesis de agarosa al 1%, tefiido con SYBR safe, de los
productos de PCR amplificados con el cebador ycfl-1.

A) C1: Dracula fulgifera.

B) C2: Dracula fulgifera.

C) C3: Dracula dalessandroi.
D) C4: Dracula smaug.

E) C5: Dracula vampira.

F) C6: Dracula andreettae.
G) C7: Dracula venosa.

H) C8: Dracula alcithoe.

[) C9: Dracula adrianae.

J) C10: Dracula anthracina.
K) C11: Dracula woolwardie
L) C12: Dracula bella.

M) C13: Marcador de peso molecular de 100-5000 pb Thermo Fisher.
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Figura 9. Gel de electroforesis de agarosa al 1%, tefiido con SYBR safe, de los

productos de PCR amplificados con el cebador ycf1-2.

A) C1 Marcador de peso molecular de 100-5000 pb Thermo Fisher
B) C2: Dracula trigonopetala.
C) C3 Dracula erythrochaete.
D) C4: Dracula gigas.

E) C5: Dracula hirtzii Carchi.
F) C6: Dracula ophioceps.

G) C7: Dracula marsupialis.

H) C8: Dracula antonii.

[) C9: Dracula chimaera.

J) C10: Dracula simia.

K) C11: Dracula sibundoyensis
L) C12: Dracula marianii.

4.1.2. Secuenciacion

De las 40 muestras secuencias con el cebador ycfl-1, 30 presentaron buena calidad
(HQ%) después de la electroforesis capilar, con un valor mayor al 50%. Es asi, que
10 muestras presentaron una calidad inferior al 50%, por lo tanto, su lectura decaia
poco después de empezar. Esto pudo deberse a que no todas las concentraciones
de los amplicones fueron iguales, ocasionando que la reaccion fuera mas

eficientemente en unas muestras que en otras (Castro et al., 2013).

Por otra parte, las 66 muestras secuenciadas con la region ycfl-2 presentaron una

calidad mayor a 60% para continuar con los estudios filogenéticos. Cabe recalcar
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qgue las 10 muestras pérdidas fueron reamplificadas con el cebador ycfl-2 para

aumentar el HQ%, para poder proceder a los estudios de filogenia.

4.1.3. Alineamiento

Como se observa en la Figura 10, el alineamiento multiple de las secuencias mostré
un porcentaje de similitud del 84.5%. Es posible que este resultado sugiera que las
secuencias fueron homélogas, por lo tanto, comparten un ancestro en comun.
Ademas, un alto porcentaje de similitud demuestra la eficacia del marcador
cloroplastico, para agrupar individuos de la misma especie, pero que provienen de
poblaciones Biogeograficamente distantes, de esta manera se puede inferir que el
marcador molecular discriminé adecuadamente a las especies pertenecientes al

género (Dotor et al., 2016; Rosero et al., 2016; Simo-Droissart et al., 2018).

Sin embargo, no existe un rango especifico para determinar qué porcentaje de
similitud es adecuado, pues este va a depender del tipo de secuencia y de la longitud

gue presenta, tal como lo menciona Meneses et al.,( 2011).
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Masdevallia pict... CTGAATCATTTTATGCATTGGTAAGTATACCTAATAATGATTATCTAGAAAA
ycf1 gene

4120 4130 4140 4150 4,160 4170 4180

D.adrianae162.. AGGATATCCTATTG AATACAAATTTGGATAGAAAATATEITTGATTGTAGAATTCTTCATCTTITCTC
D.vinacea222.. AGGATATCCTATT AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. saulii 201 co... AATACAAATTTGGATAGAAAATATEITTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. sibundoyensi... AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. kareniae 168... AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. alcithoe 161 ... AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. marsupialis 1... AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTABAATTCTTCATCTTTCTC
D. posadorum 2... AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
D. verticulosa 1... GG
GGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTABAATTCTTCATCTTTCTC
G
G
G
G
G
G
G
G
G

G
G
G
G
G
G
G
G

D. olmosii170 c...

GAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
GAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
TATCCTATT AATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. ligiae210 con... ATATCCTATTG GAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. fulgifera 154 ... GATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. gastrophora.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.velutina-111.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.vinacea203.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.psyche145c.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.pos_hibrido 1.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTEAAATTCTTCATEMTTTCTC
D.exasperatab.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.navarrorum-.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. papillosa 147.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. popillosa 147.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. erythrochaet.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTABAATTCTTCATCTTTCTC
D. polyphemus .. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.pubescens 1. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.tubeana 131.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. cutis-bufonis ... AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. marsupialis 1.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.woolwardie 1.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.gigas 115¢c0.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.hirtzii carchi1.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. nigritella 167.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.rezekiana 12.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTABAATTCTTCATCTTTCTC
D. carluerii204.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTABAATTCTTCATCTTTCTC

D. sodiroi 140 c...
D. andreettae 1...
D. exasperata 2...
D.radiella 151 c...
D. psittacina 11...
D. antonii 127 c...
D. verticulosa X...
D. chiroptera 14...
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D.marinii141c.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.octavio 200c.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.ﬁholeodyles... AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. hubeinii198.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.ubangina10.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.venosa2160.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.tsubotae 212.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.barrowii185.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. lindstroemii.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.hirsuta107c.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.chimera136.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. wallisii 188c.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D. benedictii_19.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.sijmii213co.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.houtteana 11.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.senexfurens.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.astuta217co.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTABMAATTCTTCATCTTTCTC
D.diabola 104c.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC

D.citrina214co.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATCTTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC
D.bella102con.. AGGATATCCTATTGAGAGGAATACAAATTTGGATAGAAAATATEITTGATTGTAGAATTCTTCATCTTTCTC

Figura 10. Seccién del alineamiento multiple de las regiones de ycf1.

A) Muestras utilizadas en el estudio con el programa Geneious. Se utilizd la misma seccion del gen
en la especie Masdevallia picturata como referencia.

4.2. Reconstruccion Filogenética
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Figura 11. Arbol filogenético obtenido a partir del marcador ycfl.

A) Con el programa Geneious. Con numeros romanos se especifican los clados identificados

dentro del arbol
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El arbol filogenético obtenido con ycfl permitié identificar los principales grupos de
especies de orquideas pertenecientes al género Dracula (Figura 11). Sin embargo,
presentd una gran cantidad de politomias, lo que se contempla como clados no
resueltos dentro de la topologia del arbol filogenético, es decir, se originan mas de
dos linajes (Pefa et al, 2012).

Es asi, que dentro del arbol filogenético se pueden observar especies (D.hirtzii
carchi, D. navarrorum, D. ubangina. D. houtteana, D. verticulosa. D. psittacina, D.
exasperata, D. fulgifera, D. chimera, D. antonii, D. marinii, D. sijmii, D. kareniae, D.
mendosae, D. ligiae, D. senex furens, D. orientalis) sin asociacion a un clado
especifico. Lo que sugiere que estas especies presentan poca variabilidad genética
entre ellas en la region del gen ycfl, lo cual se corrobora con el alto porcentaje de
similitud (84.5%) encontrado entre las especies como se aprecia en la Figura 10.
Ademas, la alta similitud entre especies de orquideas, es producto de la rapida
especiacion que estas presentan. Sin embargo no esta claro si la similitud
presentada entre especies es resultado de una evolucion convergente o del

parentesco inmediato de las mismas (Bayman, 2012; Pelaez et al., 2015).

Por otro lado, en la base del arbol filogenético se observan (Figura 11) dos especies
ancestrales del género Masdevallia. Por lo cual, la filogenia obtenida es coherente
en su mayor parte con la clasificacién propuesta por Luer (1993). Tal es el caso del
grupo dodsonii en el que se confirman 2 de las 3 especies (D. iricolor, D. dodsoni)
descritas en ese trabajo. El grupo xenos-berthae coincide completamente con la

sistematica descrita por Luer (1993).

Las especies analizadas en este estudio se diferenciaron en 10 clados bien
definidos. A pesar de que el porcentaje de bootstrap obtenido en el arbol de ycfl
fue bajo en ciertos clados, se logré determinar relaciones taxonémicas claras, las
cuales pudieron ser contrastadas con otros estudios moleculares y morfolégicos,

como se describe a continuacion.
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Grupo I. xenos - berthae: Dentro de este grupo se encuentran especies como: D.
xenos y D. bertahe, con un soporte de bootstrap del 97%, la filogenia muestra
especies basales relacionadas con Masdevallia conocidas como Dracuvalias. Esto
concuerda con el estudio de Priedgeon et al. (2001), el cual menciona que D. xenos
es un posible hibrido entre Dracula y Masdevallia.

Este grupo, coincide con la sisteméatica tradicional propuesta por (Luer, 1993), el
cual lo clasifica en su propio subgénero (xenosia). Ademas, las especies de este
clado, presentan similitudes morfolégicas como: la posicién ascendente de su flor,

hojas estrechas y un labio minimamente desarrollado (Zelenko, 2011).

Grupo Il. Costatae: En este grupo se encuentran las especies mas antiguas del

género Dracula, logrando diferenciar dos subgrupos:

e |l. 1. Conformado por: D. marieae, D. mopsus, D. mantissa, D. felix, D.

deltoidea, D. venosa y D. ophioceps.

e |1.2. Conformado por: D. janetiae, D. vespertillo, D. nycteriana, D. bella, D.

rojasii y D. dens-canis.

A pesar de que el soporte de bootstrap para este grupo fue bajo, los grupos que se
forman son coherentes con estudios moleculares y morfolégicos. Estas
agrupaciones concuerdan con el estudio de Meyer & Cameron (2009), quienes
confirman que las especies morfologicamente similares se derivan de un ancestro
comun. De igual forma, el grupo Costatae concuerda con la sistematica de Luer,
qguien describe al subgrupo II.1 como variantes de Dracula felix, y al subgrupo 11.2
como variantes de Dracula bella. Ademas, Dracula vespertillo es considerada como
la Unica especie que cruza los Andes y continentes centro y sur americano; por lo

gue se afirma que es una especie del grupo basal ancestral (Luer, 1993).
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Grupo lll. Dodsonii: Este grupo esta conformado por: D. iricolor, D. aphrodes, D.
dodsonii. Como se observa en la Figura 11, el clado dentro de la filogenia obtenida
presenta un soporte del 86%. Este resultado es coherente con lo reportado por
Meyer & Cameron (2009), en donde Dracula aphrodes forma parte del clado D.
dodsonii y D. iricolor. Ademds, dentro de la filogenia obtenida por ycfl, se agrupan
las especies D. dodsonii y D. iricolor, las cuales pertenecen a la seccion Luer
dodsonia, por presentar caracteristicas similares como, labios grandes y planos, con

crecimiento ascendente (Luer, 1993).

Grupo IV. Lotax: Este grupo esta conformado por: D. lotax, D. sauliiy D. adrianae.
Filogenéticamente, esta agrupacion coincide con los resultados obtenidos a partir
de matK, en donde se asume que estas especies comparten un ancestro comun
(Meyer & Cameron, 2009).

Segun la sistematica tradicional de Luer, las especies D. lotax, D. sauliiy D. adrianae
se agrupan en base a su distribucion geogréfica y se consideran especies reptantes
de hojas estrechas con ovarios subcrestados que se distribuyen en los Andes
orientales desde el sur de Ecuador hasta el norte de Peru (Baquero, 2019; Luer,
1993).

Grupo V. Ancestrales: Este grupo esta conformado por: D. cochliops, D. psyche,

D. andreettae y D. cutis bufonis como se observa en la Figura 11.

La filogenia molecular obtenida a partir de ycfl, forma un clado definido entre las
especies D. cochliops, D. andreettae, D. pysche y D. cutis bufonis, mientras que la
obtenida por Meyer & Cameron (2009) agrup6 a las especies D. cochliops y D.

andreettae como especies que no se han podido relacionar filogenéticamente.
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La filogenia molecular de ycfl concuerda con la sistematica de Luer, ya que se
consideran especies considera basales-primitivas, tal es el caso de Dracula cutis-
bufonis la cual es descrita como una especie Unica dentro del género Dracula.
Posee hojas anchas, facil de reconocer por sus epiquilos bien desarrollados que se
asemeja a hongos. Por su parte, D. andreettae es una especie rara e inconfundible,
sus flores se distinguen por los sépalos abiertos, verrugosos, y son de color verde
grisaceo; ademas de un labio Unico convexoy pétalos largos (Luer, 1993).

En la Figura 11, se puede observar que a partir del grupo VI la resolucion del
marcador ycfl disminuye, es decir, su filogenia no esclarece relaciones entre las
especies de Andes occidentales y centrales de Colombia. Pese a esto, se pueden
observar clados que el marcador matK no logro diferenciar en estudios anteriores,

tal como se describe a continuacion:

Grupo VI. Centroamericanas: En este grupo se encuentra las especies D.
erythrochaete, D. astuta, D. carluerii, D. rezekiana y D. olmosii. Este grupo
concuerda con la sistematica tradicional de Luer (1993), quién las agrupo en base
a su morfologia (hojas estrechas, un labelo pequefio y floracion sucesiva) y
distribucion, que va desde México hasta Panama. En contraste, el estudio de Meyer
& Cameron (2009), no esclarecidé la relacion filogenética de estas especies. Es la
cebadora vez que un marcador molecular (ycfl) forma un clado que incorpora a

especies Biogeograficamente congruentes.

Grupo VIl Insercidén de 24 pb: En este grupo se encuentran las especies atipicas
por su variacion fenotipica como: D. gorgono, D. platycrater, D. roezlii, D.
robledorum, D. lemurella y D. nosferatu. Ademas de hibridos como: D. anicula, D.
calithrix, D. venefica y D.fleurii*hirtzii. Estas especies presentan una insercion de
24 pb, como se observa en la Figura 12, las cuales no se encuentran en ninguna
otra especie analizada en este estudio. Segun Liu et al. (2013), las regiones

cloroplasticas son susceptibles a repeticiones mononucleétidas y a pequefias
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repeticiones en TANDEM. La presencia de esta insercion exclusivamente en estas
especies supone la descendencia desde un ancestro comun, dado que la aparicién
de la misma insercion de manera independiente implicaria un evento altamente

improbable.

T Masdevapikeat, GGACCAATGCACATATTGGCATCAAGATTCAA AANAAAT

J40.Mtax1%0.cons, GOACCAATGCACATATTGOCATCAAGATTCAA AAAAAT
75.0.ophloceps 10¢.. G GACCAATGCACATATTGOCATCAAGATTCAA AMAAAT
T6.0.dekoidoa128c. GGACCAATGCACATATTGGCATCAAGATTCAAN AAAAAT
77,0, mopsus M6cen. GGACCAATGCACATATTGGCATCAAGATTCAA AAAAAT
8,0, ¢ordobae 199 ¢ l.m\l(AATC(HAHTli'.l'.(AH'I\H.HH'AA AAAAAT
1.0.1ecboeehk 18, GGACCAATGCACATATTGOCATCAAGATTCAA AAAAAT
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Figura 12. Allneamlento multiple de especies del género Dracula.

A) Se observa lainsercion de 24 pares de bases en las especies: D. gogono, D. platycrater, D. roezlii,
D. robledorum, D. lemurella, D. nosferatu, D. anicula, D. calithrix, D. venefica y D.fleurii*hirtzii.

Grupo VIII. Cordobae- Decussata: Dentro del arbol filogenético obtenido en este

estudio, ycfl forma un clado que incluye a las especies del grupo cordobae (D.
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tubeana, D. pholyphemus, D. cordobae, D. terborchii, D. woolwardie, D. pubescens)

y D. papillosa del grupo decussatta.

La sistematica tradicional de Luer describe a estas especies como plantas que
poseen hojas anchas, flores pequefias con floracién sucesiva y simultdnea, que se

distribuyen en los Andes occidentales del Ecuador (Luer, 1993).

Grupo IX. Gigas- sodiroi: En este grupo se encuentran las especies D. gigas, D.
hawleyi, D. levii, D. sijmii y D. kareniae. La filogenia obtenida con el marcador
molecular ycfl y matK, no logra esclarecer la relaciéon filogenética entre estas
especies. Meyer & Cameron (2009), sugieren que se debe analizar las secuencias
de loci de rapida evolucion, para poder aclarar las relaciones filogenéticas no
resultas. Sin embargo, el agrupamiento de D. gigas, D. hawleyi, D. levii, D. sijmii y
D. kareniae concuerda con la sistematica tradicional de Luer, quién los agrupa en
base a las caracteristicas morfoldégicas que presentan como hojas delgadas,

inflorescencias largas, floracion ascendente (Luer, 1993).

Grupo X. Radiosa: Dentro de este grupo se encuentran especies como: D. radiella,
D. lindstroemi y D. trigonopétala.

Estas especies no lograron formar un clado que pueda esclarecer las relaciones
filogenéticas que existe entre ellas. Sin embargo, Luer las relaciona en base a su
morfologia: hojas anchas, ramicaulo delgado, apice de hoja acuminado, epiquilo
lleno de lamelas en forma de radio de bicicletas. Ademas, estas especies se las
diferencia biogregraficamente ya que se distribuyen en los Andes occidentales, a

excepcion de Dracula radiosa que crece en Antioquia (Luer, 1993).

Con base a los resultados anteriores, las politomias presentes en el arbol
filogenético de la Figura 11 podrian deberse a la alta variabilidad que presenta el
gen ycfl y a que su posicién varia entre ciertas especies, por lo tanto, en este

estudio no se puedo esclarecer todas las relaciones existentes entre las especies
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del género Dracula (Dong et al.,2012; Muller et al., 2006). A pesar de esto, ycfl en
comparacién con otros marcadores moleculares empleados, ha logrado discriminar
a nivel de especie en estudios de filogenias en orquideas. Es importante mencionar
gue los Unicos estudios realizados con el gen ycfl sugieren utilizar otras regiones
del gen que presenten mayor diversidad de nucle6tidos a nivel de especie e incluso
proponen el disefio de multiples combinaciones de cebadores de dichas regiones
para obtener la suficiente informacién filogenética que aclare todas las relaciones
de las especies (Dong et al., 2015;. Neubig et al., 2009; Neubig & Abbott, 2010).

De igual manera, en este estudio el marcador molecular ycfl no esclarecié por
completo las relaciones filogenéticas del género Dracula, pero se pudo determinar
gue es un potencial marcador filogenético ya que logré separar la mayoria de los
taxones investigados a diferencia de los estudios realizados con el marcador
molecular matK, lo cual concuerda con el estudio realizado por Dong et al.,( 2018),
guienes confirman que ycfl es mas variable que el gen matK, por lo que puede ser

utilizado como un codigo de barras central para plantas terrestres.

Cabe resaltar, que en este estudio ycfl logré dilucidar nuevos clados con respecto
a los marcadores tradicionalmente utilizados (ITS y matK), esto podria deberse a
gue el niamero de caracteres de parsimonia- informativo en la porcion de ycfl
utilizado en este estudio es de aproximadamente dos veces mas de lo que aporta
matK, es asi, que ycfl logra discriminar a nivel de género, especie e incluso en
términos de topologias altamente compatibles (Barthet et al., 2007; Dong et al.,
2012; Neubig et al., 2009). Es importante mencionar que ycfl no es mas variable
gue ITS, sin embargo, ycfl presenta mayor facilidad de alineaciéon y un mayor
numero de caracteres, lo cual hace que se considere como un marcador molecular

ideal para estudios filogenéticos, como lo menciona Whitten et al., 2000.

Es asi, que nuestro estudio demuestra que ycfl tiene una gran utilidad filogenética,

debido a que las dos regiones dentro del gen tienen mayor diversidad de nucleétidos
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a nivel de especie dentro de los genomas de plastidos. Sin embargo, para mejorar
la resolucién del arbol filogenético se debe realizar un andlisis mas extenso de las
regiones plastidicas y nucleares, las cuales puedan ser marcadores moleculares
valiosos y brindar méas informacion filogenética para resolver las inconsistencias que
se presentan dentro del género (Dong et al., 2015; Neubig et al., 2011; Witten et al.,
2014).
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se determind la filogenia molecular del género Dracula, a partir del arbol filogenético
obtenido con ycfl. Se diferenciaron 10 clados, de los cuales el grupo xenos-berthae
coincidié completamente con la sistematica descrita por Luer en 1993. Ademas, en
base a los datos moleculares obtenidos, se encuentran dos nuevas agrupaciones
dentro del género Dracula (grupo centroamericano y grupo insercion 24 pb), los
cuales no se encuentran en ninguna otra filogenia obtenida a partir de marcadores

moleculares como matK.

El marcador molecular ycfl, a pesar de ser poco polimoérfico mostré ser
Biogeograficamente congruente, debido a que agrupé a las especies ubicadas en

Centro América.

Las orquideas al tener una rapida especiacion, no permiten esclarecer las
relaciones filogenéticas mas recientes, lo cual explica que ycfl no haya esclarecido
las relaciones entre las especies de Andes occidentales y centrales de Colombia.

Ademas, esto indica que son especies genéticamente mas cercanas.

El marcador molecular ycfl presenté una mayor capacidad discriminativa con
relacion al marcador molecular matK, tomando como referencia a la sistematica de

Luer.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda trabajar en combinacion con otros marcadores moleculares, con
mayor nivel de polimorfismo, que aporten mayor informacién entre especies. Esto

podria resolver las inconsistencias presentadas en el género Dracula.
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Realizar estudios filogenéticos con todas las regiones del marcador molecular ycf1,

con el fin de obtener una mayor variabilidad entre especies.

Se recomienda realizar estudios combinados moleculares y morfologicos, para

obtener una mejor resolucion.

Se recomienda realizar la extraccion del tejido vegetal un dia previo a la realizacion
de la PCR.
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Anexo 1. Listado de especies del género Dracula, recolectadas del Jardin
Botanico de Quito

Familia Género Especie
Orchidaceae Dracula alcithoe
Orchidaceae Dracula amaliae
Orchidaceae Dracula andreettae
Orchidaceae Dracula aphrodes
Orchidaceae Dracula barrowii
Orchidaceae Dracula verthae
Orchidaceae Dracula circe
Orchidaceae Dracula cochliops
Orchidaceae Dracula cutis bufonis
Orchidaceae Dracula dens-canis
Orchidaceae Dracula diana
Orchidaceae Dracula exasperata
Orchidaceae Dracula fuligifera
Orchidaceae Dracula gigas
Orchidaceae Dracula iricolor
Orchidaceae Dracula lemurella
Orchidaceae Dracula minax
Orchidaceae Dracula mopsus
Orchidaceae Dracula ophioceps
Orchidaceae Dracula pholeodytes
Orchidaceae Dracula severa
Orchidaceae Dracula sibundoyensis
Orchidaceae Dracula smaug
Orchidaceae Dracula syndactyla
Orchidaceae Dracula veleziana
Orchidaceae Dracula velutina
Orchidaceae Dracula venosa
Orchidaceae Dracula vespertilio
Orchidaceae Dracula wallisii
Orchidaceae Dracula wolwardiae
Orchidaceae Dracula presbys
Orchidaceae Dracula mendozae
Orchidaceae Dracula houtteana
Orchidaceae Dracula cordabae

Orchidaceae Dracula citrina
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platycrater
portillae
porroglosum
psittacina
robledorum
roezlii
venefica
brangeri
anthony
polyphemus
dodsonii
tubeana
anthracina
bella
chimaera
chiroptera
diabola
erythrochaete
felix
gorgona
hirtzii
houtteana
olmosii
radiosa
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levii
tsubotae
marsupialis
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benedictii
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xantina
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janetiae
pubescens
orientalis
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citrina
anicula
Xenos
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hawleyii
morleii
nycteriana
diana






