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RESUMEN

Dracula x pinasensis se considera, dentro del género Dracula, un hibrido natural
que se ha encontrado y recolectado en el canton Pifias de la provincia del El Oro.
Ademas, se ha observado que este hibrido se comporta como especie, forma
poblaciones naturales e, inclusive, puede llegar a ser mas abundante en cantidad
de individuos que cualquiera de las especies consideradas como parentales.
Existen alrededor de 131 especies aceptadas de Dracula. En la seleccion de las
posibles especies parentales de la especie hibrida se realizé una clasificacion de
aguellas especies que se encuentran en la misma zona geografica a D. x
pinasensis y con las que, a su vez, comparten caracteristicas morfoldgicas. El
objetivo de este estudio fue sustentar el origen del hibrido Dracula x pinasensis,
mediante el uso de herramientas moleculares y morfométricas y proponer las
posibles especies parentales que dieron origen a este hibrido. Para esto, se inicié
con la seleccién de posibles especies parentales, seguido de la recoleccion de
las muestras. Para el componente molecular del estudio se extrajo el ADN de las
especies seleccionadas, se realiz6 PCR, secuenciacion, para finalizar con la
reconstruccion de arboles filogenéticos. En el componente morfométrico se dio
inicio con la captura de fotografias, determinacion de landmarks en estructuras
sexuales y finalmente la comparacién de proporciones entre los distintos
landmarks. Ambas técnicas aplicadas en este estudio dieron como resultado que
D. venosa es el parental materno mas probable de Dracula x pinasensis. Los
resultados morfométricos apuntan a D. mopsus como el parental paterno mas

probable, por su similitud morfolégica y su distribucién biogeografica.



ABSTRACT

Dracula x pinasensis is considered, within the genus Dracula, a natural hybrid
that has been found and collected in the Pifias canton of the province of El Oro.
In addition, it has been observed that this hybrid behaves as a species, forms
natural populations can be more abundant in number of individuals than any of
the species considered as parental. There are about 131 accepted species of
Dracula. In the selection of the possible parental species of the hybrid species, a
classification was made of those species that are in the same geographical area
to D. x pinasensis and with which, in turn, they share morphological
characteristics. The objective of this study was to support the origin of the hybrid
Dracula x pinasensis, by using molecular and morphometric tools and to propose
the possible parental species that gave rise to this hybrid. For this, it began with
the selection of possible parental species, followed by the collection of the
samples. For the molecular component of the study, the DNA of the selected
species was extracted, PCR was carried out, sequencing, and finally the
reconstruction of phylogenetic trees. The morphometric component began with
the capture of photographs, determination of landmarks in sexual structures and
finally the comparison of proportions between the different landmarks. Both
techniques applied in this study showed that D. venosa is the most likely maternal
parent of Dracula x pinasensis. The morphometric results point to D. mopsus as
the most probable parental parent, due to its morphological similarity and its

biogeographical distribution.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La familia Orchidaceae es una de las familias de plantas mas diversas del
planeta con alrededor de 25000 especies principalmente distribuidas en los
tropicos. De las 5 subfamilias que componen la familia Orchidaceae una de
las mas diversas y que contiene gran parte de las orquideas epifitas es la
subfamilia Epidendroideae. Dentro de Epidendroideae se encuentra una de
las subtribus mas diversas, llamada Pleurothallidinae. Dracula, es un género
de la subtribu Pleurothallidinae que posee algunas de las flores mas grandes
de la subtribu, taxonomia confusa, alto endemismo, y poca especificidad en
cuanto a polinizadores (Policha, 2014, Luer,1993).

Inicialmente las especies de Dracula se encontraban dentro del género
Masdevallia hasta que en 1978 Carlyle Luer describe el género Dracula y se
basa en las diferencias morfoldgicas encontradas en las primeras especies
del género, que son sustancialmente distintas a lo que se espera de
Masdevallia (Luer, 1993).

De las 131 especies reconocidas para el género, se conocen ademas varios
casos de hibridacion espontanea de Dracula, que se originan en
invernaderos de cultivo o en la naturaleza, tales son los casos de Dracula x
pinasensis, Dracula x radiosyndactyla y Dracula x anicula (Koopowitz,
Thornhill, & Anderson, 1993). Se conocen también casos como D. hawleyi,
D. aphrodes y D. incognita que se cree que pudieran tener origen hibrido
(Luer & Escobar, 1989).



De los casos mencionados anteriormente, Dracula x pinasensis fue descrita
como hibrida desde su publicacion. La propuesta del origen hibrido de
Dracula x pinasensis surge de las observaciones superficiales de la similitud
de esta con otras especies del mismo género como D. mopsus, D. mantissa
y D. ophioceps mismas que han sido encontradas cercanas a la zona de
crecimiento del posible hibrido. Tomando en cuenta, que D. x pinasensis es
altamente similar y simpatrica con D. mopsus, se sospecha que es un hibrido
natural con D. mopsus como uno de sus posibles progenitores, y es quizas
uno de los casos de hibridacion natural mas interesantes puesto que convive
con uno de sus posibles especies parentales y en ocasiones llega a ser mas
abundante y sin diluirse en alguna de las especies parentales (Zambrano,
2011).

1.2 Planteamiento del problema

Dracula x pinasensis es quizas uno de los pocos hibridos naturales en este
género de orquideas que se comporta como especie. Es decir, forma
poblaciones naturales y todos los individuos de las poblaciones conocidas
tienen el mismo fenotipo y parecen tener un polinizador especifico. Al mismo
tiempo, una de las especies que se sospecha parental, es simpatrica con D.
X pinasensis y no se encuentran intermedios fenotipicos entre ambas
entidades. En este trabajo se buscara sustentar el origen hibrido y las

posibles especies parentales del mismo.

1.3 Justificacion de la investigacion

Desde el descubrimiento de Dracula x pinasensis se consideré6 que su

origen era posiblemente hibrido. La informacion biogeografica sumada a la



morfolégica, no obstante, no basta para sustentar la hipotesis hibrida, asi
como para designar posibles especies parentales de dicho hibrido. En este
estudio se propone el uso de técnicas moleculares y morfométricas que,
combinadas con la informacioén biogeografica y morfolégica, aporten mas

argumentos a la hipotesis hibrida y proponga posibles especies parentales.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Sustentar el origen del hibrido Dracula x pinasensis, mediante el uso de
herramientas moleculares y morfométricas y proponer las posibles especies

parentales que formaron este hibrido

1.4.2. Objetivos Especificos

° Seleccionar los posibles parentales del hibrido D. x pinasensis

utilizando argumentos biogeograficos y morfoldgicos.

° Usar el marcador molecular ycfl para determinar el origen hibrido de
D. x pinasensis, a través de la comparacion de sus posibles

parentales.

° Cuantificar las similitudes entre el hibrido D. x pinasensis y sus

posibles parentales utilizando herramientas morfométricas.



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Familia Orchidaceae

La familia de plantas vasculares Orchidaceae junto con las familias Compositae,
Cyperaceae, Leguminosae, Graminae y Rubiaceae contienen uno de los grupos
mas diversos del planeta en cuanto a cantidad de especies (Dodson, 1993). A la
familia Orchidaceae pertenecen alrededor de 25000 a 30000 especies,

repartidas en aproximadamente, 800 géneros (Dodson, 2004).

Debido a la enorme cantidad de especies, la familia Orchidaceae se ha dividido
en varias categorias y subcategorias. A diferencia de familias con menor
cantidad de especies en ddnde su sistematica es definida por género y especie,
las orquideas se subdividen en: subfamilia, tribu, subtribu, género y especie
(Tabla 1).

Tabla 1.

Categorias existentes en la sistematica de la familia Orchidaceae

Taxonomia
Familia Orchidaceae
Sub-familia Orchidoideae
Tribu Orchideae
Sub-tribu Orchidinae
Alianza Orchis
Género Plantanthera
Especie P. bifolia

Nota: Especie de referencia Planthanthera bifolia.



La identidad de la familia Orchidaceae se basa, principalmente, en la fusion
parcial o total de los érganos sexuales masculinos (estambres) y femenino
(pistilo) en una misma estructura llamada gynostemium o columna (Dodson,
2014). Ademas, las flores de las orquideas cuentan con 6 partes florales
divididas en dos juegos de tépalos: tres sépalos justo por encima del ovario
infero y tres pétalos con uno de ellos modificado y llamado labelo (ver Figura
1.).

Figura 1. Morfologia de Dracula gigas.
Tomado de: Native Orchids (Dodson, 2014)

a. Flor, b. Habito, c. Labelo, d. Periantio seccionado, pedicelo y columna, f. Pétalos.



Las especies de la familia Orchidaceae pertenecen a 5 subfamilias:

l. Apostasioideae:

Son plantas terrestres, poseen de dos a tres estambres fértiles, polen en
moénadas, ausencia de polinios y filamentos de estambres casi libres;

compuestas por 2 géneros, entre l0s que se encuentran repartidas 20 especies.

Il. Cypripedioidae:

Plantas terrestres y raramente epifitas, de dos estambres fértiles y un
estaminodio terminal, labelo en forma de bolsa, polen formando masas semi-
sélidas, compuestas por 4 géneros, entre los que se encuentran repartidas 115

especies.

1. Vanilloidae:

Terrestres y trepadoras, un estambre fértil, polen en tétradas o en ménadas.
Conformada por 90 géneros, entre los que se encuentran repartidas 1600

especies.

V. Orchidoideae:

Mayormente terrestres, en pocas ocasiones epifitas. Poseen un estambre fértil,
presentan una fusidon completa de los filamentos, el polen se encuentra en
tétradas. Subfamilia compuesta por 70 géneros, entre los que se encuentran

repartidas 1900 especies.



V. Epidendroideae:

En su mayoria son plantas epifitas, poseen un estambre fértil, el polen se
encuentra en sacos o polinios duros, corneos o cerosos. Presentan una fusion
completa de los filamentos y se compone de 500-600 géneros entre los que se
encuentran repartidas de 16000 a 21000 especies (Givnish et al., 2016).

Dentro de la subfamilia Epidendroideae se encuentra la subtribu
Pleurothallidinae compuesta por 5114 especies, repartidas en 45 distintos

géneros, entre los cuales se encuentra el género Dracula (Karremans, 2016).

2.2. Historia, ecologia y sistematica del género Dracula

Dracula es un género de orquideas de la subtribu Pleurothallidinae que se
distribuye desde el Sur de México, hasta el norte de Peru; sin embargo, la mayor
concentracion de especies del género se localiza en los Andes occidentales,
correspondiente al nor-occidente de Ecuador y occidente de Colombia, con

alrededor de 50 y 70 especies respectivamente (Pupulin et al., 2009).

La particular denominacion de Dracula proviene del latin y significa “pequefio
dragén” en base a las prolongaciones de los sépalos llamadas caudas, las flores
de aspecto macabro que miran hacia el suelo y recuerdan a dragones en
miniatura suspendidos en vuelo (Sinchire, 2010, Luer 1993). Carlyle Luer acufia
este nombre como un juego de palabras que se puede ver en especies Dracula
vampira, Dracula nosfertau, Dracula vlad-tepes, aludiendo a vampiros y al

famoso conde rumano (Luer 1993, Sinchire, 2010).

El género Dracula estd conformado en su mayoria por plantas epifitas (Pupulin

et al., 2009). Los nutrientes y agua requeridos para su crecimiento y desarrollo



lo obtienen de la materia organica acumulada en las ramas de las plantas y de
la humedad del ambiente . Su habitat son los bosques de neblina del neo-tropico.
La elevacion a la que se encuentra el mayor nimero de especies de Dracula esta
entre los 1500 a 2800 m sobre el nivel del mar, mientras que un porcentaje
minimo de especies crecen en tierras bajas de 200 a 500 m de altura o sobre los
2800 m de elevacion (Zambrano, 2011).

Se reconocen 131 especies que pertenecen al género Dracula; sin embargo, los
cebadoros individuos de este género fueron descritos como especies atipicas
para el género Masdevallia, hasta el afio de 1978 cuando Carlyle Luer propone
el género Dracula en base a caracteristicas morfologicas Unicas para un grupo
de 51 especies (Luer, 1993; Calderon y Farfan, 2003). Las especies de este
género poseen hojas ligeramente coridceas, sépalos revestidos por pubescencia
y con prolongaciones apicales llamadas caudas, pétalos bilaminados, un labelo
(comunmente sacciforme) con nervaduras primarias y secundarias, paralelas,
perpendiculares y en algunos casos radiales, el labelo se divide en dos
estructuras; hipoquilo y epiquilo (Luer, 1993; Pupulin et al., 2009).Las
inflorescencias pueden crecer de forma ascendente, horizontal o descendente,
pueden aparecer individualmente, secuencialmente o simultaneamente, con mas
de una flor al mismo tiempo. Sus pétalos son disimulados y pequefios que

contrastan con los enormes sépalos (Policha et al, 2016).

2.3. La polinizacién en Dracula.

Los mecanismos de atraccion de las orquideas hacia sus polinizadores se tornan
dificiles de entender en algunos casos. Sus sistemas de polinizacion son
diversos entre los que llegan a imitar a otras flores, interpretan formas de varios
organismos u ofertan néctar que no existe a insectos que caen en el arte del

engafio de estas plantas (Ledén, 2018).



Las estrategias que las orquideas emplean para su polinizacién son variadas y
en la mayoria de los casos multimodales, siendo el engafio uno de los
mecanismos mas utilizados para atraer insectos polinizadores (Herber, 2014).
Las orquideas del género Dracula no se excluyen de esta Ultima estrategia de tal
manera, que emplean aromas para aumentar aun mas la probabilidad de
conseguir o atraer insectos ademas de la forma y color parecidos a hongos
(Policha, 2014).

En el caso de Dracula, aparte de estructuras y morfologias intrincadas, emanan
olores propios de los hongos, lo que despierta el instinto en moscas,
principalmente de la familia Drosophilidae a entrar en contacto con las flores de
estas orquideas. Las moscas pertenecientes al género Zygothrica terminan una
fraccion de su ciclo vital en las paredes superficiales de los organismos fungicos,
razon por la cual, al confundir el labelo de las orquideas con hongos efectian la
polinizacién (Policha, 2014). Dichos insectos cargan los paquetes de polen
(polinios) recogidos de una planta de Dracula y los dirigen hacia el estigma de la
flor de otra, para que la polinizacion se lleve a cabo en este género (Ledn, 2018,
Endara et al., Policha y Roy).

Una vez dada la fecundacion, se da origen a las semillas, las mismas que
carecen de endospermo y cotiledones, las semillas de las orquideas necesitan
de un aporte externo de nutrientes para su germinaciéon. Para lo cual debe existir
presencia de hongos micorrizicos, para la germinacion de orquideas en la

naturaleza (Leon y Molina, 2015).

2.4. Hibridacion natural: ejemplos en la naturaleza, hibridos
espontaneos y casos en Dracula.

La hibridacion natural es un acontecimiento que ocurre en multiples organismos

vivos, el cual se caracteriza por el cruce entre diferentes genotipos,
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generalmente entre especies pertenecientes a un mismo género desplazadas
por aislamiento ecoldgico o reproductivo. Al efectuarse este exético fendbmeno,
se dan lugar a nuevas mezclas genéticas favorables o desfavorables para el

nuevo ejemplar que las posee (Castillo & Alvarez, 2010).

La hibridacion natural esclarece que las barreras bioldgicas ideadas para
salvaguardar la integridad de las especies pueden ser evadidas, siendo el caso
de las decenas de miles de hibridos del género Orchidaceae que se han
originado artificialmente por los humanos, denotando que la incompatibilidad
genética no desempefia un rol fundamental en la prevencion del intercambio
genético entre especies pertenecientes al mismo género o peor aun entre
géneros vinculados filogenéticamente. En adicion a esto, la efectividad de las
barreras biolégicas depende de mecanismos geograficos, mecanicos y
temporales y prepolinizacion que impiden que el polen correcto llegue a un
estigma incorrecto. Con el origen de uno o varios hibridos naturales, claramente
se evidencia que la mayoria de dichas barreras se han debilitado a tal punto que
este "paso en falso" podria conducir a una via alterna de especiacion ligada a la

evolucion (Pupulin, 2015).

Para ejemplificar, existen registros de hibridacion natural en especies arboreas
del género Quercus, Pinaceas, o del género Nothofagus de Nueva Zelanda y de
Sudamérica,a tal punto que en el caso del género Nothofagus se ha extendido
en gran proporcion, siendo descrita ya como especie hibrida, tal como sucede
en Nothofagus leoni ; cuyo origen se produce entre N. obligua y N. glauca
(Castillo & Alvarez, 2010).

En el afio 1975, el Dr. Oscar y la Sra. Martha de Robledo de Medellin, Colombia
compraron a un recolector aficionado local una amplia coleccion combinada de
Dracula bella y Dracula chimaera, las mismas que fueron cultivadas de manera

conjunta en el mismo y Unico invernadero. Tres afios después, se percataron de
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que habia nuevos individuos con caracteristicas Unicas que las diferenciaban de
Dracula bella y Dracula chimaera por lo que hasta en 1979 se di6 nombre a este
taxdn desconocido el cual fue Dracula pileus, ya que tenia la apariencia de un
hongo invertido. A partir de este raro acontecimiento por falta de palabras para
describir tal fenobmeno, se empleé por cebadora vez el término "espontaneo”
determinado como "producido sin trabajo humano”. A diferencia de Dracula
pileus, se daba con mas frecuencia el aparecimiento de plantulas espontaneas
en invernaderos, las mismas que se distinguian por su rara apariencia en sus
flores y la rapidez con la que crecian, luciendo de esta manera hoy en dia como
plantulas vigorosas que conquistan su habitat de la canasta 0 maceta en la que

se encuentren sin ninguna dificultad (Luer & Escobar, 1989).

Orlando Monsalve un horticultor apasionado al tema, realizd6 varias
polinizaciones cruzadas o cruces no aleatorios entre especies de Masdevallia
(incluyendo Dracula) en invernaderos; no obstante, a esto, no existieron intentos
de registrar los resultados obtenidos de dichos cruces dado que ni la plantula
hibrida Masdevallia ni ningun otro hibrido intergenérico volvieron a aparecer a
futuro (Luer & Escobar, 1989)..

Existen individuos que aparentan tener mezclas de genes de especies distintas

como D. hella, D. chestertonii, D. lotax, y D. chimaera, esto producto de la falta
de especificidad de algunos insectos polinizadores de la familia Drosophilidae
(Luer & Escobar, 1989).

Tomando en cuenta que la hibridacion espontanea es comun a nivel de
invernaderos, no lo es en la naturaleza ya que el aislamiento regional o
estacional lo impiden, sin embargo, la hibridacion natural puede suceder como
en el caso de: Dracula hawleyi, Dracula x pinasensis y Dracula radio-syndactyla
(Luer & Escobar, 1989).
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Un fendmeno que acontece muy frecuentemente en las plantas es la hibridacion
interespecifica, sin embargo, el origen de hibridos interespecificos depende en
gran medida de la compatibilidad genética entre ambas especies, superposicion
de sus rangos de distribucion, fenologia de floracion y las condiciones
geograficas para el exitoso asentamiento de la progenie hibrida (Bariloche,
Nacional, & Bariloche, 2005). De acuerdo a Anderson, para que un hibrido pueda
mantener su linaje, este debe desarrollarse en un ambiente hibrido, es decir,
donde las especies puras tengan vulnerable su adaptabilidad, asimismo, su
escasa competitividad por polinizadores o por ocupar un espacio son factores
que ensancharia la probabilidad de asentamiento de los ejemplares hibridos
(Anderson, 1948).

Desde una perspectiva ecoldgica y evolutiva, el fenébmeno de la hibridacién juega
un rol muy importante en la naturaleza, ya que por medio de esta se supera en
la mayoria de los casos en todos los aspectos a los parentales, en otras palabras,
se favorece significativamente a la modificacién y al crecimiento de la diversidad
genética y biologica (Stebbins, 1970). Estos escenarios evolutivos, se presume
que se han efectuado en un sin nUmero de ejemplares que se encuentran dentro
del género Dracula, una de las méas curiosas es Dracula x pinasensis, ya que
esta se la ha visto formando poblaciones y comportdndose, ecoldgica y

evolutivamente, como una especie.

2.5. Dracula x pinasensis

Morfologia:

Hierba de pequefio tamafio aproximadamente de 15 cm de alto, la cual posee
tallos mondfilos acortados en forma de cilindro. Inflorescencia pronunciada hacia
abajo, ademas, tiene un ovario ensanchado o robusto de color rojo-purpura
oscuro, el mismo que es liso unido a un pedicelo terete. Pétalos de color amarillo-

marfil moteado de colores rojo-puarpura, situados de manera erecta y paralelos a
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la columna, ligeramente oblicuos con proporciones ovado—espatulados.
Adicionalmente, posee un labelo acoplado al pie de la columna de color amarillo
claro manchado de rosado, seccionado por un hipoquilo méas estrecho en
comparacion al epiquilo que es mas ancho. Columna acortada incurvada en el
apice coloreada de amarillo al igual que la antera en donde se encuentran dos

polonios ovoides (ver Figura 2) (Zambrano, 2011).

Distribucién y habitat:

Endémica de Ecuador, registrada en las cordilleras del suroccidente,
especificamente en la provincia El Oro, en aproximadamente 1200 y 1500 m de
altura. Se desarrolla como epifita donde las neblinas son muy habituales,
especificamente en el bosque siempreverde piemontano y bosque semideciduo

montano.

Estado de conservacion:

Su estado no se encuentra evaluado, sus poblaciones que se conocen hasta el
momento se sitlan en sobrantes de bosque, las mismas que han sido atacadas
por la actividad ganadera, agricola y deforestacién; no se localizan dentro de
areas naturales resguardadas.

Etimologia:

El nombre proviene en alusion a Pifias, localidad donde fue hallada.

Comentarios taxonémicos:

Dracula x pinasensis, es muy analoga a D. mopsus, especie nativa del Ecuador
(simpatrica); por lo que esta especie podria ser un antecesor putativo. A pesar
de esto, ésta difiere por varias diferencias en sus destacadas estructuras
(Zambrano,2011).
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Figura 2. Morfologia de Dracula x pinasensis.
Tomado de Zambrano, 2011.

A, habito; B, perspectiva lateral de la flor; C, diseccion floral; D, pétalos en diferentes angulos;
E, labelo en perspectiva frontal; F, labelo y columna en vista lateral; G, detalle de los pelos en
el sépalo.

2.6. Estudios moleculares

Existen segmentos de ADN, cuya ubicacion en el genoma es especifica de forma
gue pueden ser rastreados sean estos segmentos codificantes o no, y reciben el
nombre de marcadores moleculares (Azofeifa-Delgado, 2006).
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Las células vegetales poseen tres tipos de genomas: genoma cloroplastico,
nuclear y mitocondrial; siendo el genoma nuclear de herencia biparental,
mientras que los dos restantes provienen de una linea materna de las

angiospermas (Singh et al, 2012).

Las secuencias de ADN cloroplastico son ampliamente utilizadas para la
reconstruccion de filogenias de plantas. Una de las regiones del genoma
plastidico mas empleadas y mas variables es matk. El gen cloroplastico matK
esta conformado por 1500bp, se encuentra localizado en el intron del gen trnK 'y
codifica para la proteina Maturasa (Selvaraj et al, 2008) enzima que cataliza la
remocién de intrones no autocataliticos de RNAs permaturos (Barthet y Hilu,
2007). Sin embargo, existen estudios gendémicos comparativos realizados con
plantas del género Heliantus y Lactuca que sugieren que existe otro gen
plastidico que es aun mas variable que matk y se trata del gen ycfl (Timme et
al, 2007) el cual tiene una longitud de 5,500bp. La funcion del gen adn es
desconocida, pero se ha demostrado que es esencial en la supervivencia de las
plantas (Neubig et al, 2008). El gen ycfl es sumamente variable de forma que se
facilita el disefio de cebadores para plantas briofitas, monilofitas, gimnospermas

y angiospermas.

La familia Orchidaceae ha sido estudiada filogenéticamente mediante analisis de
ADN. Dressler y Higgins (2003) basandose en la comparacién de secuencias de
ADN definieron un nuevo nombre genérico para el complejo “Cattleya”. Por otro
lado, en el afio 2003 Pridgeon y su equipo reconstruyeron la filogenia de la
subtribu Pleurothallidinae empleando analisis nucleares con el marcador ITS y
los marcadores plastidicos trnL, atpg-rbcL y matk en tres géneros de orquideas
(Norris y Whitten, 2003). Por tanto, mediante estudios moleculares se pudo
definir cercanias genéticas entre subfamilias, tribus, subtribus, géneros y

especies.
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2.7. Morfometria

La morfometria tradicional, se distingue por el empleo de metodologias
estadisticas a agrupaciones de variantes morfoldgicas, para determinar la
covariacion que existen en las medidas y analizar patrones de variacion que
existen dentro o entre muestras, por otro lado, dichas variables por lo general,
provienen de medidas lineales en relacion a dos puntos homélogos. En
ocasiones se utilizan proporciones y angulos,

los mismos que se traducen en cantidades o cifras (Otalvaro,2011).

Por medio de esta herramienta, se logra detallar de manera cuantitativa, indagar
y aclarar su variacion biolégica, la cual se adquiere por presiones
medioambientales que ocasionan modificaciones que se heredan ya sean estas

fisicas o conductuales (Otalvaro,2011).

Por medio de comparaciones morfolégicas y anatomicas, se ha logrado
categorizar taxonémicamente organismos y entender la variedad de la vida
biolégica (Adams et al. 2004), por ende, el empleo de herramientas
morfométricas, ayuda a comprender las posibles variaciones morfologicas y el
reconocimiento de mdltiples diferencias que existen entre organismos,
poblaciones o especies (Cantera & Gil-agudelo, 2016). Aquellas variaciones que
se presenten, pueden ser medidas e identificadas siguiendo modelos
matematicos en base a sus parametros asimétricos y alomeétricos de cada
individuo. De tal manera, esta herramienta morfométrica no solamente permite
contrastar los tamafios entre individuos, sino también pretende cuantificar sus
perfiles, aspectos, geometrias, formas y conformaciones de modo estable, es
decir, exento de variaciones fisiologicas del tamafo. Tal herramienta, basa su
principio en mediciones de puntos con alto nivel de correspondencia,
denominados puntos homoélogos o landmarks, esto no por existir cierta

homologia entre ellos, sino que permiten establecer o identificar estructuras
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especificas de los organismos, los cuales son reproducibles de un individuo a
otro(Otalvaro,2011).

La morfometria como tal, ha sido muy empleada en diferentes estudios tales
como: diferenciacion de especies (Medel et al. 2003, Langerhans et al. 2003 ),
investigaciones evolutivas (Vaux et al.,, 2018), caracterizacion de géneros,
especies y poblaciones en plantas como en orquideas (Cantera & Gil-agudelo,
2016, Cope, Corney, Clark, Remagnino, & Wilkin, 2012), animales y moluscos
(Ibafiez et al. 2007, Borda, 2014) e insectos como Anopheles y plecépteros
(Gamboa, 2010, Calle et al. 2008), estudios taxondmicos, filogenéticos y
paleontoldgicos (Aguirre et al. 2006, Vidal et al. 2017) y finalmente seleccion del
hibrido tilapia roja y comparacién morfométrica en especies hibridas frente a sus

parentales (Villegas et al., 2013, Salamanca, 2018).

3. CAPITULO Ill. PROCEDIMIENTOS

3.1 Eleccién de posibles especies parentales para el hibrido natural Dracula
X pinasensis.

Debido a que Dracula x pinasensis se describe originalmente como hibrido, el
primer trabajo fue la comparacién morfologica y la distribucion geografica de las
especies propuestas como posibles parentales en base a la descripcion original

y el resto de las especies del género Dracula con D. x pinasensis.

Comparando morfolégicamente las 131 especies de la base de datos botanica
The Plant List y en base a los registros geograficos descritos por Luer (1993), se
eligieron varias especies que coincidian en ambos aspectos (distribucion
geografica y morfologias) como posibles especies parentales de D. x pinasensis
incluyendo especies simpatricas que no pertenecieran a la subseccion Costatae

(D. cordobae y D. hirsuta) como controles negativos (ver Tabla 2).
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Tabla 2.
Especies candidatas de estudio con parecido morfoldgico y biogeogréafico a

Dracula x pinasensis

Especie Distribucién Color de los sépalos Sépalos Formadel | Dimensiones Pubescenci
Geogréfica moteados epiquilo del sépalo aenlos
del labelo dorsal (mm) sépalos
D. x Ecuador amarillos, moteados de Si plano 9x6 Si
pinasensis suroccidente rojo-plrpura
D. cordobae Ecuador blancos-crema bafiados y no concavo 18x 15 si

suroccidente | manchados por café-rojizo

D. deltoidea | Ecuador sur- blancos-verdoso no concavo 11x8 si
oriente y ligeramente bafiados con
suroccidente café-anaranjado
D. felix Ecuador nor- blancos-pélido bafiados no céncavo 8x9 Si
occidente con café externamente y

bafiados con rosa y puntos

rojos
D. hirsuta Ecuador rojos-purpura en el lado no concavo 14 x 16 si
suroriente externo, crema casi

completamente cubiertos

por café-rojizo oscuro

D. mantissa Ecuador amarillos claro, bafiados no céncavo 5x6 Si
noroccidente con manchas rojas
D. mopsus Ecuador crema, bafiados y Si concavo 9x10 si
centroy moteados con rojo-parpura
suroccidente o café-parpura
D. ophioceps Colombia amarillos-claro bafiados no céncavo 11 x 10 Si

suroccidente con café hacia el apice

D. venosa Ecuador crema, moteados de rojo- Si convexo 15x 10 si
norte, centro- purpura
occidente

Nota: Las celdas resaltadas representan las caracteristicas que las especies

candidatas comparten con Dracula x pinasensis.
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Para la siguiente parte del estudio (morfométrico y molecular) se descartan dos
especies mas: Dracula mantissa y D. ophioceps. La primera, debido al diminuto
tamafo de sus flores combinado con otras caracteristicas no compartidas con
D. x pinasensis. La segunda, sobre todo, por encontrarse geograficamente muy

distante, ademas de compartir escasos rasgos morfoldgicos.

Dracula x pinasensis se compara, inicialmente, con todas las especies dentro
del género Dracula y se descartan, en base a la eleccion de caracteristicas;
morfolégicas, ecoldgicas y bio-geogréficas la mayoria de las especies del
género. Luego de esta eleccion se eligen las siguientes especies como controles
negativos (grupo externo para el estudio molecular): Dracula hirsuta, Dracula

cordobae, Dracula deltoidea, Dracula felix, Dracula mopsus y Dracula venosa.

3.2 Recoleccidn

Se recolectd el material vegetal compuesto por un segmento de tejido foliar
carente de enfermedades de un ejemplar de D. felix, D. venosa, D. mopsus, D.
cordobae, D. deltoidea, D.hirsuta y 4 de D. x pinasensis. Las muestras fueron
almacenadas en papel kraft y transportadas en un cooler para conservarlas,
evitado asi su degradacion, estas muestras fueron almacenadas en el laboratorio

a -20 °C, de acuerdo al procedimiento descrito en Dong (2012).

3.3 Analisis molecular

Todos los procedimientos moleculares se llevaron a cabo en el laboratorio de
investigacion de la Universidad de las Américas, en los meses de octubre 2018

a marzo 2019.
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3.3.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit Phire Plant Direct PCR Master
de Thermo Fisher Scientific (2017b), para lo cual se tomaron de 2 a 3 pequefos
fragmentos de 1mm2 de las muestras previamente recolectadas, tras colocarlos
en microtubos de 0,5 mL se afiadieron 10uL del buffer de extraccion del kit Phire
Plant Direct PCR Master de Thermo Fisher Scientific y se dejé macerar durante
10 minutos a temperatura ambiente, para finalmente realizar una centrifugacién

corta a cada muestra por 10 segundos.

3.3.2 PCR

La amplificacion de la region del ADN cloroplastidico ycfl se realiz6 utilizando el
kit Phire Plant Direct PCR Master de Thermo Fisher Scientific con las

concentraciones descritas en la Tabla 3.

Tabla 3.
Concentraciones de la PCR con Phire Plant Direct PCR Master Mix

Reactivo 1x 10x
Aguagrado PCR | 7,5 uL 75 uL
PCR Master mix | 10 pyL 100 pL
Primer forward 1puL 10 pL
Primer reverse 1pL 10 pL
ADN 0,5 uL | 0,5 pL/ cada muestra
Total 20 pL 200 pL
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Las amplificaciones del ADN se llevaron a cabo en el termociclador Eppendorf
™ Mastercycler ™ pro PCR system, con los gradientes de temperatura de la
Tabla 4.

Tabla 4.

Temperaturas utilizadas en cada fase de la PCR.

Temperatura | Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98°C 5 min 1
Desnaturalizacion 98°C 10 seg
Hibridacidon 60°C 10 seg 40
Extension 72°C 40 seg
Extensién final 72°C 1 min 1
Tabla 5.

Primers utilizados para la amplificacion del gen ycf1.

CEBADORES

Primer Forward (FW) | TAC GTA TGT AAT GAA CGAATG G

Primer Reverse (REV) | GCT GTT ATT GGC ATC AAA CCA ATA GCG

La verificacion de los productos de la PCR se realiz6 mediante una electroforesis
horizontal, para lo cual se preparé un gel de agarosa al 1%, mismo que fue tefiido
con SYBR safe (Invitrogen). Se tomaron 4uL de las amplificaciones resultantes
de la PCR, y se afiadieron a los pocillos intermedios del gel, y 4 pyL del ladder
O’GeneRuler ™ Express DNA Ladder (Fischer Scientific), colocado en los
pocillos de los extremos, los cuales se corrieron en la camara de electroforesis a
90V, 300mA, durante 40 minutos. La visualizacién del gel se realiz6 en el

fotodocumentador Gel Doc™ XR.
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3.3.3 Secuenciacion

La secuenciacion de las muestras amplificadas se realiz6é bajo el servicio de la
Universidad de las Américas, utilizando los primers descritos en la tabla 5, mas
un primer reverse interno cuya secuencia fue 5-TTT GAT TGG GAT GAT CCA
AGG-3’

3.3.4 Filogenia

Las secuencias resultantes fueron analizadas utilizando el software Geneious
Prime v.2019.1.1.

Utilizando este software se realiz6 la edicidén de las secuencias correspondientes
a los primers forward, reverse y reverse interno proporcionados por el servicio
de secuenciacion de la Universidad de Las Américas, seguido por el
alineamiento de las mismas para obtener la secuencia consenso del gen ycfl en

cada una de las especies.

Usando el algoritmo de alineamiento MAFFT Alignment (Katoh & Standey, 2013)
se realiz6 el alineamiento mdultiple del gen ycfl entre todas las secuencias
consenso, mediante los parametros predeterminados por el software;
posteriormente se realizo la construccion del arbol filogenético, manejando el
complemento PHYML (Guindon et al, 2010) dentro de Geneious Prime para lo
cual se utilizo el método maxima similitud, por bootstrap no paramétrico con 100
réplicas, mediante siete modelos distintos: Kimura, Jukes- Cantor, General-
Time-Reversible, Tamura-Nei, Hasewaga-Kishino-Yano, Felsenstein 84,
Felsenstein 81.
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3.4 Anélisis morfométrico

En el estudio morfométrico se establece el siguiente protocolo:

3.4.1 Captura de fotografias.

Se capturaron fotografias para todas las especies que se obtuvieron de la
primera eleccion (ver Tabla 2). Para esto, se tomd como criterio las estructuras
que no presentan alto nivel de variabilidad en el tiempo, dentro del género y en
especial en las orquideas, tales como: labelo, columna y pétalos. Para esto, con
ayuda de una camara fotogréafica profesional Nikon 5100 con lente macro de 60
mm, se realizaron tomas a las estructuras de las especies candidatas. Las flores
de dichas especies estuvieron en posicion frontal y con las mismas condiciones

de enfoque, distancia e iluminacién.

Figura 3. Representacion de condiciones fotograficas aplicadas a todas las especies
candidatas.

Dracula venosa, vista frontal, 20 cm de distancia y zoom x1
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3.4.2 Determinaciéon de landmarks en estructuras sexuales

Se utilizé un software morfométrico MorphoMath 1.1 para establecer distancias
y proporciones en base a puntos de referencia o landmarks. Este software
requiere que se ubiquen dichos landmarks de forma equivalente u homéloga
para cada estructura sexual de estudio, con el propdsito de generar multiples
proporciones a partir de la combinacion de distancias generadas por los
landmarks. Para ello, se cargaron al software las fotografias capturadas de:
Dracula hirsuta, Dracula cordobae, Dracula deltoidea, Dracula felix, Dracula

mopsus y Dracula venosa, Dracula x pinasensis.

A continuacion, para todas las especies ya seleccionadas, se establecié de
manera equivalente los landmarks para labelo, pétalo y columna, tomando en
cuenta que con la ubicacion de cada landmark se abarcé en su gran mayoria
todas las variantes posibles de largo y ancho de cada estructura
respectivamente, es decir, largo por ancho del de hipoquilo y epiquilo en el caso
del labelo ver Figura 4, separacion de "cuernos” en columna, ver Figura 5 o

finalmente las diferentes variaciones de ensanchamiento en pétalo, ver Figura 6.

Figura 4. Landmarks establecidos para labelo (L)



25

Figura 6. Landmarks establecidos para columna (c).

3.4.3 Comparacion de proporciones entre los distintos landmarks.

A continuacién, se efectuaron comparaciones homologas entre las proporciones
o ratios obtenidos del posible hibrido frente a todas las especies de estudio
preseleccionadas. Luego, se efectuod la diferencia entre dichas comparaciones,
para luego establecer el valor absoluto de las mismas, ver Anexos 2-19. Se
compilé toda la informaciéon en donde, se determind de cada conjunto de
proporciones un valor minimo y el cuartili 1, ver Anexos 21 , 23 y 25.
Posteriormente, se resaltaron en negrita los valores minimos de cada analisis
efectuado, asi como también de color rosado las celdas que contenian nimeros

inferiores al cuartil 1, ver Anexos 21, 23 y 25 .Se contd el nUmero de valores
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minimos y celdas que contenian numeros inferiores al cuartil 1 en cada especie

por separado ( Tabla 6).

Finalmente, para cada especie por separado se hizo un conteo global de valores

minimos y celdas que contenian cifras inferiores al cuartil 1.

4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Anélisis Molecular

En este estudio se descartaron D. mantissa, D. ophioceps como posibles
parentales participes de la hibridacion de D. x pinasensis, debido a
caracteristicas muy lejanas con respecto al mismo. D. pusilla fue descartada
igualmente debido a su distribucion biogeografica, que va desde México hasta
Panama, lejos del Suroccidente de Ecuador, de donde es endémica D. x
pinasensis y estudios moleculares han demostrado que pertenece a un linaje de
Centro América que nada tiene que ver con las especies Sudamericanas. Este
descarte de especies se lo realizé en base al estudio de Zambrano (2011).

El componente molecular en este estudio inici6 con la recoleccion de las diez
muestras (un ejemplar de D. felix, D. venosa, D. mopsus, D. cordobae, D.
deltoidea, D. hirsuta y 4 de D. xpinasensis), seguido por la extraccion de ADN, la
amplificacion del gen ycfl se realizO mediante PCR, cuyos resultados se
revelaron mediante una electroforesis horizontal, finalmente, se realizo la
secuenciacion del producto de PCR, secuencias con las que se realizaron las

reconstrucciones de los arboles filogenéticos.

Después de realizar la PCR para las 10 muestras, la corrida del gel de

electroforesis revel6 bandas entre 1500 a 2000 pb, lo cual es coherente con el
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estudio de Huan Ha Van, et al (2017) en el que se encontraron bandas de 1500pb
para el gen ycfl en muestras de orquideas (Fig. 7).
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Figura 7. Gel de electroforesis del producto de PCR del gen ycfl de algunas de las
muestras estudiadas.

Las columnas MM corresponden al marcador molecular de 100 a 5000pb y concentracion de 40
ng/uL.
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La region codificante del gen ycfl tiene una longitud de 5,451 pb, razén por la
gue el gen no puede ser secuenciado en una sola lectura y es necesario dividirlo
en fracciones. Neubig, et al (2008) en su estudio divide a ycfl en dos fracciones
de aproximadamente 1,500 (ycfla) y 1,200 pb (ycflb). En este estudio se empled
la fraccion b del gel ycfl. Sin embargo, y con el fin de reducir la pérdida de

informacion genética fue necesario emplear tres primers para completar la
secuenciacion de la region amplificada.

El alineamiento de las secuencias obtenidas con los tres primers FW, REV,

INTREV (Fig 8) se realizo para elaborar un consenso por cada muestra (Fig 9),

se obtuvo finalmente un promedio de las secuencias consenso de

aproximadamente 1,137 pb. Siendo D. felix la muestra con el consenso de mayor
longitud 1,314pb.
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En el caso de D. cordobae fue necesario realizar la secuenciacion con un primer
mas (INTFW), el cual no fue empleado para el resto de muestras, debido a que
particularmente en esta especie no solapaban las secuencias de los cebadores
FW e INTREV. Sin embargo, al incluir en el alineamiento a la secuencia

resultante del cebador INTFW se pudo obtener un consenso de 1,180pb.

dency I R R R
[+ REV |INTREV . __________________________________________________________|
[ FUD FWD |

[+ REV REY -

Figura 8. Alineamiento de las tres secuencias de ycfl en D. deltoidea

Obtenida con los cebadores FW, INTREV, REV.
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Figura 9. Secuencia consenso de D. deltoidea.

Resultante del alineamiento de los cebadores FWD, REV, INTREV.

Alineamiento multiple realizado con las diez secuencias consenso de las
muestras analizadas (Fig 10), el porcentaje de identidad del alineamiento de las

secuencias fue 98.8%.
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Figura 10. Alineamiento de las 10 secuencias consenso.

A) D. cordobae, B) D. hirsuta, C) D. deltoidea, D) D. venosa, E) D. felix, F) D. mopsus, G) D. x
pinasensis 2, H) D. x pinasensis.

Con el alineamiento mdltiple se realizaron reconstrucciones filogenéticas con
diferentes modelos evolutivos, esto se hizo para ver la estabilidad de los datos
en la reconstruccion filogenética. Los modelos que se utilizaron fueron Kimura,
Jukes- Cantor, General-Time-Reversible (GTR), Tamura-Nei, Hasewaga-
Kishino-Yano, Felsenstein 84, Felsenstein 81 como se ve en la Fig 11, en la cual,
se puede comparar sus topologias.
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Figura 11. Arboles filogenéticos de la region ycf1, realizados con ocho modelos

evolutivos distintos

A. Kimura, B. Jukes- Cantor, C. General-Time-Reversible, D. Tamura-Nei, E.
Hasewaga-Kishino-Yano, F. Felsenstein 84, G. Felsenstein 81.

Los arboles filogenéticos de la Fig. 11 fueron anclados con la especie Dracula

cordobae.

El modelo GTR (Fig. 11 C) fue empleado como base, debido a que este modelo

considera seis parametros asociados a los tipos de cambios segun Erixon, et al

(2003), asumiendo una tasa de mutacion mas alta que el resto de los modelos

evolutivos con los que se analizaron los resultados. Por esto resulta el modelo



31

mas realista de los ocho modelos bajo los cuales se realizaron las

reconstrucciones filogenéticas.

Pese a que existen varias similitudes entre los arboles obtenidos a partir de los
ocho modelos, también existen algunas diferencias entre ellos. Tomando en
cuenta que, el modelo base es General-Time-Reversible (Fig. 11 C) existe una
variacion en el resultado del modelo Kimura (Fig. 11 A) y Tamura-Nei (Fig. 11
D) en los que D. Venosa (resaltada en color rosa en Fig, 11), se encentra fuera
del clado conformado por todas las especies de D. x pinasensis, mientras que
en el modelo GTR se puede encontrar a D. venosa como parte de las especies
que forman el clado. Otra de las diferencias que se puede observar es que tanto
D. mopsus como D. felix se encuentran agrupadas en el modelo GTR, mientras
qgue en los otros cinco modelos se forma una rama distinta lo cual sugiere que
estas dos especies tienen menor grado de parentesco con respecto a lo que se

suponia.

En cada uno de los arboles construidos se pudo observar la formacion del clado
gue de acuerdo a la descripcion de Luer (1993) corresponde al grupo Costatae
con un soporte de rama de 99 a 100 para todos los modelos (seleccionada con
una flecha azul en Fig. 11), lo cual demuestra la estabilidad de la formacion de
este clado. En su trabajo, Luer realiza una clasificacion subgenérica y agrupa a
varias especies dentro de la subseccion Costatae, entre esas especies se
encuentran D. mopsus, D. felix, D. deltoidea, D. venosa, resultados que van
acorde a lo obtenido en los arboles construidos de la region ycfl. Sin embargo,
Luer en su trabajo no incluye a D. x pinasensis debido a que aun no habia sido
descubierta, tomando en cuenta, que la primera descripcion de D. x pinasensis
fue realizada por Bosco Zambrano y Rodolfo Solano en el afio 2011, pero los
resultados en este estudio sugieren que este posible hibrido pertenece al grupo

Costatae.
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En todas las reconstrucciones filogenéticas realizadas se agrupan a D. venosa y
D. x pinasensis en un solo clado y con un soporte de bootstrap entre 70 a 81, lo
cual nos indica que esta es una agrupacion filogenéticamente estable dentro de
nuestro analisis de sensibilidad. Considerando que, el gen ycfl esta localizado
en el genoma cloroplastico, por lo que la informacion obtenida sobre el origen
del posible hibrido por medio de este gen revelara unicamente a quien supone

ser el parental materno y en este caso se trata de D. venosa.

4.2. Anélisis morfométrico

En base al protocolo propuesto anteriormente, se obtuvieron datos de: diferencia
entre ratios de cada especie frente al posible hibrido, seguido de su valor
absoluto, calculo y conteo de valores minimos, calculo del cuartil 1 y finalmente
el conteo de celdas resaltadas de color rosa para valores inferiores al cuartil 1
respectivo de cada estructura (I=labelo, p=pétalo y c=columna). Conteo de
valores minimos y valores inferiores al cuartii 1 en cada combinacion de

landmarks, para columna, labelo y pétalo (Tabla 6y 7).

Tabla 6.
Conteo de valores minimos y valores inferiores al cuartil 1 en cada combinacion

de landmarks, para columna, labelo y pétalo.

Conteo de valores Columna (c)

D.cordobae | D.felix |D.hirsuta [D.deltoidea [D.mopsus |D.venosa

N° de

celdas

resaltadas | 2 6 4 6 8 14
NO

v.minimos [0 2 4 2 6 6
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Conteo de valores Labelo (1)
D.cordobae | D.felix |D.hirsuta [D.deltoidea [D.mopsus |D.venosa
N° de
celdas
resaltadas | 3 4 4 6 33 46
NO
v.minimos |0 2 0 10 10 33
Conteo de valores Pétalo (p)
D.cordobae | D.felix |D.hirsuta [D.deltoidea [D.mopsus |D.venosa
N° de
celdas
resaltadas | 2 2 3 5 4 8
NO
v.minimos | 2 2 0 0 2 6
Tabla 7.

Sumatoria global del nimero de valores minimos y valores inferiores al cuartil 1

obtenidos del conteo de columna, labelo y pétalo.

Conteo de valores Totales
D.cordobae | D.felix | D.hirsuta |D.deltoidea |D.mopsus |D.venosa
N° de
celdas
resaltadas |7 12 11 17 45 68
NO
v.minimos |2 6 4 12 18 45

De acuerdo a la Tabla 6, (conteo de valores de columna) Dracula venosa, en

promedio, tuvo 9 conteos mas de celdas coloreadas ante el resto de las
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especies, mientras que en valores minimos tuvo 3 veces mas conteos, lo cual
refleja un gran parecido con D. x pinasensis en esta estructura (ver Anexo 1). En
el conteo de valores de labelo, el mayor parecido frente al posible hibrido lo
mantuvo D.venosa seguida de D.mopsus y D. deltoidea. El escenario se torna
diferente en el conteo de valores pétalo, en donde la mas parecida sigue siendo
D.venosa, pero a esta no le sigue ya D.mopsus sino D. deltoidea entre las mas
parecidas con respecto al posible hibrido.

D. venosa fue la especie que presentd la mayor cantidad de valores inferiores al
cuartil 1 (celdas color rosado) calculado para cada estructura, con un conteo
global de 68, siendo 23 conteos superior a Dracula mopsus, 51 a D. deltoidea,
57 a D. hirsuta, 56 a D. felix y finalmente 61 superior a D. cordobae. En el
apartado de valores minimos el escenario fue similar, de manera que Dracula
venosa fue la especie que mayor cantidad de conteos presentd con respecto a
las otras, acumulando un total de 45, con 27,33,41,39,43 mas que las otras
especies, respectivamente. Considerando los valores totales en comparaciones
morfométricas se concluye que D. venosa, D. mopsus y D. deltoidea son las
especies mas parecidas morfolégicamente a D. x pinasensis en la comparacion

de tres estructuras de la flor.

D. venosa demostrd ser la mas parecida versus las otras dos especies. Es
importante considerar que las tres especies que se asemejan a D. x pinasensis
pertenecen a la seccion Costatae dentro del género Dracula. Las dos especies
mas parecidas (D. venosa y D. mopsus) a Dracula x pinasensis, tienen un area
de distribucion comun en la provincia de Cotopaxi donde D. mopsus crece en
zonas mas bajas (entre los 800-1200m) y D. venosa en zonas mas altas (1800-
2300m) lo cual no restringe a la posibilidad de individuos de cualquiera de las
especies que pudiera germinar mas bajo o mas alto en elevacion. En el caso de
que D. x pinasensis se pudo haber originado de la hibridacion de estas dos
especies, plantas en flor de ambos individuos tuvieron que encontrarse en algun

sitio de los rangos de distribucidn altitudinal. Es interesante considerar que el
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rango altitudinal conocido para D. x pinasensis se comparte con D. mopsus y no

con D. venosa o D. deltoidea.

Zambrano menciona que uno de los parentales de este posible hibrido natural
es D. mopsus, una especie simpatrica para D. x pinasensis. Morfométrica y
molecularmente esta especie presenta gran parecido con respecto al posible
hibrido en las tres estructuras del estudio (labelo, columna y pétalo), tal como lo

seflala Zambrano.

Debido a la regién utilizada para el estudio molecular, ycfl corresponde a un
fragmento localizado en el genoma cloroplastico, en donde el posible parental
masculino Unicamente pudo ser estimado por medio del componente
morfométrico en este estudio. En el analisis morfométrico, D. mopsus siempre
se mantuvo junto a D. venosa, como una de las especies mas parecidas a D. x
pinasensis. Otra de las caracteristicas que aportan a esta afirmacion, es la
pubescencia que posiblemente hereddé de su parental. En D. mopsus, la
pubescencia se forma a partir de tricomas con forma de diminutas anémonas, es
decir, con un pequefio tronco que en la punta se divide en muchos apéndices.
En D. x pinasensis la pubescencia posee tricomas similares a los de mopsus lo
cual pudiera indicar herencia de dicha especie. Esta caracteristica es muy rara
para el resto de las especies del género, lo cual corrobora a que D. mopsus

podria ser el parental masculino, tal como lo describe Zambrano (2011).

De acuerdo a Luer (1993) algunas especies del género Dracula se encuentran
dentro de un grupo denominado Costatae debido al parecido de las crestas de
los ovarios a costillas. En la monografia de Dracula, Luer clasifica a D. venosa y
D. mopsus como especies pertenecientes a este grupo, puesto que presentan
crestas en su ovario. En base a los resultados moleculares y morfométricos de
este estudio, D. x pinasensis aparece dentro del clado de las especies de la

seccion Costatae, no obstante, es la Unica especie que no tiene el ovario
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crestado. Esta ausencia posiblemente esté ligada de forma directa a la
introgresion interespecifica. De acuerdo a Pineiro (2010), dicho fenémeno
incrementa la variabilidad genética por medio de genotipos recombinantes, lo
que brinda a las poblaciones un mecanismo para expresar o silenciar rasgos
fenotipicos conforme a la necesidad de adaptacion, es decir, desarrollar rasgos

0 adaptaciones novedosas que los parentales no poseen.

La posible razén del origen de una especie hibrida, es la distribucién simpatrica
de las especies, tal como se evidencio en la investigacion de Dafni y lvri (1979)
y Narvaez (2010). Lo cual sugiere que por medio de este fendbmeno, D x

pinasensis pudiera haberse originado como hibrido entre D. venosa y D. mopsus.

El uso de herramientas morfométricas, son sumamente Utiles para comprender
las posibles variaciones morfolégicas y el reconocimiento de multiples
diferencias que existen entre organismos, poblaciones o especies (Cantera &
Gil-agudelo, 2016). En este estudio, por morfometria se logré distinguir el grado
de similitud morfologica de D x pinasensis frente a los posibles parentales. Sin
embargo, Bateman, Smith, & Fay (2008), especulan que esta técnica debe estar
ligada con otras para fortalecer su efectividad para la diferenciacion de especies
hibridas. El uso de morfometria en este estudio permitié proponer los principales
parentales de D x pinasensis (Dracula mopsus x Dracula venosa), resultado muy
similar en el estudio de Bateman y colaboradores en donde, por medio de
morfometria, se pudo comprobar el origen de una nueva especie hibrida en Gran

Bretana.
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5. CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

En este estudio se consideraron las 131 especies aceptadas del género Dracula,
de las cuales, mediante descarte en base a caracteristicas morfologicas y
biogeograficas se seleccionaron para el apartado molecular y morfométrico
especies de la seccidon Costatae: D. deltoidea, D. felix, D. mantissa, D. mopus,
D. ophioceps, D. venosa y especies ajenas a la seccion D. cordobae y D. hirsuta

como controles negativos.

Al utilizar el marcador cloroplastidico ycfl se pudo conocer al probable progenitor
materno de D. x pinasensis. El andlisis molecular de este estudio sugiere que D.
venosa podria ser el parental materno participe en la hibridacién que da origen
a D. x pinasensis. Conjuntamente, con el andlisis morfométrico se sugiere que,
en efecto D. venosa puede ser el parental materno que intervino en la formacion
del posible hibrido natural. Por otro lado, en relacién al componente morfométrico
de este estudio, se propone que D. mopsus podria ser el parental paterno de D.
x pinasensis, ya que fue la segunda especie con mayor nimero de conteo de
valores minimos (18) y valores inferiores al cuartil 1 (45) en las estructuras
ligadas a la polinizacién (columna, pétalo y labelo). No hay que olvidar, ademas,
que D. mopsus es la Unica especie de la subseccion Costatae, que convive con

D. x pinasensis, lo cual sustenta nuestra hipétesis.
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5.2. Recomendaciones

En el caso de determinar el origen de una nueva especie hibrida mediante
morfometria, se recomienda hacerlo conjuntamente con técnicas moleculares
con el fin de fortalecer su veracidad y eficacia. Ademas, abarcar la mayor
cantidad de individuos de estudio, con el fin de obtener informacion
representativa de una poblacion. Morfométricamente, es recomendable utilizar
la mayor cantidad de landmarks como sea posible, con el propésito de englobar
todas las variabilidades posibles de la estructura a analizar. Las fotografias
tomadas a individuos de estudio deben estar bajo las mismas condiciones como
la posicion de la flor y de la cAmara como el enfoque, luz, etc, de tal manera, que
se obtengan datos uniformes y reales de cada estructura. Morfometria en
estructuras micro: pubescencia, glandulas, estomas, otras estructuras del

integumento de los pétalos y sépalos en Dracula.

Para el analisis molecular, se recomienda buscar un marcador molecular nuclear
que permita obtener informacién sobre el posible parental masculino, asi como
también un marcador molecular mitocondrial para contrastar y fortalecer los

resultados obtenidos con el marcador cloroplastico ycfl.

Por ultimo, estudios que puedan obtener informacion sobre los polinizadores -
colectandolos y realizando observaciones- de las tres especies pudieran
resolver, de manera definitiva, la hipotesis de la hibridacion de D. x pinasensis

originada por el cruce de D. mopsus con D. venosa.
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Anexo 1
Fotografias capturadas atodos los individuos de estudio.

D. cordobae D. hirsuta D.felix

D. venosa D. mopsus D. x pinasensis




Anexo 2
Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en columna,

entre D. x pinasensis y D.cordobae.

Nombre de la D. x pinasensis D.cordobae
muestra columna columna
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
cl/c2 1.7082 1.0886 0.6196 0.6196
c2/cl 0.5854 0.9186 -0.3332 0.3332
cl/c3 2.562 1.6217 0.9403 0.9403
c3/cl 0.3903 0.6166 -0.2263 0.2263
cl/ca 3.7274 6.9021 -3.1747 3.1747
cd/cl 0.2683 0.1449 0.1234 0.1234
cl/cs 3.7121 3.5662 0.1459 0.1459
cb/cl 0.2694 0.2804 -0.011 0.011
c2/c3 1.4998 1.4896 0.0102 0.0102
c3/c2 0.6667 0.6713 -0.0046 0.0046
c2/ca 2.182 6.3401 -4.1581 4.1581
cdlc2 0.4583 0.1577 0.3006 0.3006
c2/c5 2.1731 3.2758 -1.1027 1.1027




c5/c2 0.4602 0.3053 0.1549 0.1549
c3/c4 1.4549 4.2561 -2.8012 2.8012
c4lc3 0.6874 0.235 0.4524 0.4524
c3/c5 1.4489 2.1991 -0.7502 0.7502
c5/c3 0.6902 0.4547 0.2355 0.2355
c4lcs 0.9959 0.5167 0.4792 0.4792
c5/c4 1.0041 1.9354 -0.9313 0.9313
Anexo 3

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en labelo, entre

D. x pinasensis y D. cordobae.

Nombre de la D. x pinasensis D.cordobae
muestra labelo labelo
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
11/12 0.9253 0.5795 0.3458 0.3458
12/11 1.0807 1.7256 -0.6449 0.6449
12/13 1.3493 0.2286 1.1207 1.1207
13/11 0.7411 4.3736 -3.6325 3.6325
12/14 0.5744 0.1861 0.3883 0.3883
14/11 1.7411 5.3734 -3.6323 3.6323




1115 0.7271 0.216 0.5111 0.5111
15/11 1.3753 4.6289 -3.2536 3.2536
11/16 0.903 0.3397 0.5633 0.5633
16/11 1.1075 2.9435 -1.836 1.836
1117 1.4933 0.5795 0.9138 0.9138
1711 0.6696 1.7256 -1.056 1.056
11/18 1.2577 0.5996 0.6581 0.6581
18/11 0.7951 1.6677 -0.8726 0.8726
12/13 1.4582 0.3945 1.0637 1.0637
13/12 0.6858 2.5346 -1.8488 1.8488
12/14 0.6207 0.3211 0.2996 0.2996
14/12 1.6111 3.114 -1.5029 1.5029
12/15 0.7858 0.3728 0.413 0.413
15/12 1.2726 2.6825 -1.4099 1.4099
12/16 0.9758 0.5862 0.3896 0.3896
16/12 1.0248 1.7058 -0.681 0.681
1217 1.6138 1 0.6138 0.6138
1712 0.6196 1 -0.3804 0.3804
12/18 1.3592 1.0347 0.3245 0.3245




18/12 0.7357 0.9664 -0.2307 0.2307
13/14 0.4257 0.8139 -0.3882 0.3882
14/13 2.3493 1.2286 1.1207 1.1207
13/15 0.5389 0.9448 -0.4059 0.4059
15/13 1.8556 1.0584 0.7972 0.7972
13/16 0.6692 1.4859 -0.8167 0.8167
16/13 1.4943 0.673 0.8213 0.8213
13/17 1.1067 2.5346 -1.4279 1.4279
1713 0.9035 0.3945 0.509 0.509
13/18 0.9321 2.6226 -1.6905 1.6905
18/13 1.0728 0.3813 0.6915 0.6915
14/15 1.266 1.1608 0.1052 0.1052
15/14 0.7899 0.8614 -0.0715 0.0715
14/16 1.5721 1.8255 -0.2534 0.2534
16/14 0.6361 0.5478 0.0883 0.0883
1417 2.6 3.114 -0.514 0.514
17114 0.3846 0.3211 0.0635 0.0635
14/18 2.1898 3.2221 -1.0323 1.0323
18/14 0.4567 0.3104 0.1463 0.1463




15/16 1.2418 1.5726 -0.3308 0.3308
16/15 0.8053 0.6359 0.1694 0.1694
I15/17 2.0537 2.6825 -0.6288 0.6288
17/15 0.4869 0.3728 0.1141 0.1141
15/18 1.7297 2.7756 -1.0459 1.0459
18/15 0.5781 0.3603 0.2178 0.2178
16/17 1.6538 1.7058 -0.052 0.052
17/16 0.6047 0.5862 0.0185 0.0185
16/18 1.3929 1.765 -0.3721 0.3721
18/16 0.7179 0.5666 0.1513 0.1513
17/18 0.8422 1.0347 -0.1925 0.1925
18/17 1.1873 0.9664 0.2209 0.2209
Anexo 4

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en pétalo, entre

D. x pinasensis y D.cordobae

Nombre de la D.x pinasensis D.cordobae
muestra pétalo pétalo
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
pl/p2 2.6295 1.389 1.2405 1.2405
p2/pl 0.3803 0.7199 -0.3396 0.3396




pl/p3 1.1063 0.6011 0.5052 0.5052
p3/pl 0.9039 1.6635 -0.7596 0.7596
pl/p4 1.6977 0.6861 1.0116 1.0116
p4/pl 0.589 1.4575 -0.8685 0.8685
p2/p3 0.4207 0.4328 -0.0121 0.0121
p3/p2 2.3769 2.3107 0.0662 0.0662
p2/p4 0.6456 0.494 0.1516 0.1516
p4/p2 1.5489 2.0244 -0.4755 0.4755
p3/p4 1.5346 1.1414 0.3932 0.3932
p4/p3 0.6516 0.8761 -0.2245 0.2245
Anexo 5

Comparacioén del ratio en cada combinacién de landmarks en columna,

entre D. x pinasensis y D.deltoidea

Nombre de la D.x pinasensis D.deltoidea
muestra columna columna
1lra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
cl/c2 1.7082 1.3387 0.3695 0.3695
c2/cl 0.5854 0.747 -0.1616 0.1616
cl/c3 2.562 1.8637 0.6983 0.6983
c3/cl 0.3903 0.5366 -0.1463 0.1463




cl/ca 3.7274 3.6449 0.0825 0.0825
c4lcl 0.2683 0.2744 -0.0061 0.0061
cl/c5 3.7121 4.7288 -1.0167 1.0167
c5/cl 0.2694 0.2115 0.0579 0.0579
c2/c3 1.4998 1.3922 0.1076 0.1076
c3/c2 0.6667 0.7183 -0.0516 0.0516
c2/ch 2.182 2.7227 -0.5407 0.5407
c4lc2 0.4583 0.3673 0.091 0.091
c2/c5 2.1731 3.5324 -1.3593 1.3593
c5/c2 0.4602 0.2831 0.1771 0.1771
c3/c4 1.4549 1.9558 -0.5009 0.5009
c4/c3 0.6874 0.5113 0.1761 0.1761
c3/c5 1.4489 2.5373 -1.0884 1.0884
c5/c3 0.6902 0.3941 0.2961 0.2961
c4lc5 0.9959 1.2974 -0.3015 0.3015
c5/c4 1.0041 0.7708 0.2333 0.2333
Anexo 6

Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en columna,

entre D. x pinasensis y D.deltoidea.



Nombre de la D.x pinasensis D.deltoidea
muestra labelo labelo
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
11/12 0.9253 0.5406 0.3847 0.3847
12/11 1.0807 1.8498 -0.7691 0.7691
11/13 1.3493 0.4445 0.9048 0.9048
13/11 0.7411 2.2499 -1.5088 1.5088
11/14 0.5744 0.3046 0.2698 0.2698
14/11 1.7411 3.2833 -1.5422 1.5422
12/15 0.7271 0.4138 0.3133 0.3133
15/11 1.3753 2.4164 -1.0411 1.0411
11/16 0.903 0.5661 0.3369 0.3369
16/11 1.1075 1.7664 -0.6589 0.6589
11/17 1.4933 0.9375 0.5558 0.5558
17/11 0.6696 1.0666 -0.397 0.397
11/18 1.2577 0.7228 0.5349 0.5349
18/11 0.7951 1.3835 -0.5884 0.5884
12/13 1.4582 0.8222 0.636 0.636
13/12 0.6858 1.2163 -0.5305 0.5305




12/14 0.6207 0.5634 0.0573 0.0573
14/12 1.6111 1.7749 -0.1638 0.1638
12/15 0.7858 0.7655 0.0203 0.0203
15/12 1.2726 1.3063 -0.0337 0.0337
12/16 0.9758 1.0472 -0.0714 0.0714
16/12 1.0248 0.9549 0.0699 0.0699
1217 1.6138 1.7342 -0.1204 0.1204
1712 0.6196 0.5766 0.043 0.043
12/18 1.3592 1.337 0.0222 0.0222
18/12 0.7357 0.7479 -0.0122 0.0122
13/14 0.4257 0.6853 -0.2596 0.2596
1413 2.3493 1.4593 0.89 0.89

13/15 0.5389 0.9311 -0.3922 0.3922
15/13 1.8556 1.074 0.7816 0.7816
13/16 0.6692 1.2737 -0.6045 0.6045
16/13 1.4943 0.7851 0.7092 0.7092
1317 1.1067 2.1093 -1.0026 1.0026
1713 0.9035 0.4741 0.4294 0.4294
13/18 0.9321 1.6262 -0.6941 0.6941




18/13 1.0728 0.6149 0.4579 0.4579
14/15 1.266 1.3587 -0.0927 0.0927
15/14 0.7899 0.736 0.0539 0.0539
14/16 15721 1.8587 -0.2866 0.2866
16/14 0.6361 0.538 0.0981 0.0981
1417 2.6 3.0781 -0.4781 0.4781
17/14 0.3846 0.3249 0.0597 0.0597
14/18 2.1898 2.3731 -0.1833 0.1833
18/14 0.4567 0.4214 0.0353 0.0353
15/16 1.2418 1.368 -0.1262 0.1262
16/15 0.8053 0.731 0.0743 0.0743
1517 2.0537 2.2654 -0.2117 0.2117
[7/15 0.4869 0.4414 0.0455 0.0455
15/18 1.7297 1.7465 -0.0168 0.0168
18/15 0.5781 0.5726 0.0055 0.0055
16/17 1.6538 1.656 -0.0022 0.0022
[7/16 0.6047 0.6038 0.0009 0.0009
16/18 1.3929 1.2767 0.1162 0.1162
18/16 0.7179 0.7832 -0.0653 0.0653




[7/18

0.8422

0.771

0.0712

0.0712

18/17

1.1873

1.2971

-0.1098

0.1098

Anexo 7

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en pétalo, entre

D. x pinasensis y D.deltoidea.

Nombre de la D. x pinasensis D.deltoidea
muestra pétalo pétalo

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
pl/p2 2.6295 1.9987 0.6308 0.6308
p2/p1 0.3803 0.5003 -0.12 0.12
pl/p3 1.1063 1.237 -0.1307 0.1307
p3/pl 0.9039 0.8084 0.0955 0.0955
pl/pd 1.6977 1.4186 0.2791 0.2791
p4/pl 0.589 0.7049 -0.1159 0.1159
p2/p3 0.4207 0.6189 -0.1982 0.1982
p3/p2 2.3769 1.6158 0.7611 0.7611
p2/p4 0.6456 0.7098 -0.0642 0.0642
p4ip2 1.5489 1.4089 0.14 0.14
p3/p4 1.5346 1.1468 0.3878 0.3878
p4/p3 0.6516 0.872 -0.2204 0.2204




Anexo 8

Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en columna,

entre D. x pinasensis y D.felix.

Nombre de la D. x pinasensis D. felix
muestra columna columna
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
cl/c2 1.7082 1.2046 -0.2518 0.2518
c2/cl 0.5854 0.8302 0.1224 0.1224
cl/c3 2.562 2.9498 0.1939 0.1939
c3/cl 0.3903 0.339 -0.0257 0.0257
cl/ca 3.7274 17.6484 6.9605 6.9605
c4/cl 0.2683 0.0567 -0.1058 0.1058
cl/c5 3.7121 4.2605 0.2742 0.2742
c5/cl 0.2694 0.2347 -0.0173 0.0173
c2/c3 1.4998 2.4488 0.4745 0.4745
c3/c2 0.6667 0.4084 -0.1291 0.1291
c2/c4 2.182 14.6508 6.2344 6.2344
c4/c2 0.4583 0.0683 -0.195 0.195
c2/c5 2.1731 3.5369 0.6819 0.6819




c5/c2 0.4602 0.2827 -0.0888 0.0888
c3/ca 1.4549 5.9828 2.2639 2.2639
c4lc3 0.6874 0.1671 -0.2602 0.2602
c3/c5 1.4489 1.4443 -0.0023 0.0023
c5/c3 0.6902 0.6924 0.0011 0.0011
c4lcs 0.9959 0.2414 -0.3773 0.3773
c5/ca 1.0041 4.1423 1.5691 1.5691
Anexo 9

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en labelo, entre

D. x pinasensis y D.felix.

Nombre de la D.x pinasensis D.felix
muestra labelo labelo
DIFERENCI

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO A V.ABS

11/12 0.9253 0.1371 0.7882 0.7882

12/11 1.0807 7.2944 -6.2137 6.2137

11/13 1.3493 0.118 1.2313 1.2313

13/11 0.7411 8.4739 -7.7328 7.7328

11/14 0.5744 0.1062 0.4682 0.4682

14/11 1.7411 9.4147 -7.6736 7.6736

11/15 0.7271 0.1259 0.6012 0.6012




15/11 1.3753 7.9412 -6.5659 6.5659
11/16 0.903 0.1789 0.7241 0.7241
16/11 1.1075 5.5895 -4.482 4.482
117 1.4933 0.3397 1.1536 1.1536
[7/11 0.6696 2.9435 -2.2739 2.2739
11/18 1.2577 0.1848 1.0729 1.0729
18/11 0.7951 5.4118 -4.6167 4.6167
12/13 1.4582 0.8608 0.5974 0.5974
13/12 0.6858 1.1617 -0.4759 0.4759
1214 0.6207 0.7748 -0.1541 0.1541
14/12 1.6111 1.2907 0.3204 0.3204
12/15 0.7858 0.9185 -0.1327 0.1327
15/12 1.2726 1.0887 0.1839 0.1839
12/16 0.9758 1.305 -0.3292 0.3292
16/12 1.0248 0.7663 0.2585 0.2585
1217 1.6138 2.4781 -0.8643 0.8643
17112 0.6196 0.4035 0.2161 0.2161
12/18 1.3592 1.3479 0.0113 0.0113
18/12 0.7357 0.7419 -0.0062 0.0062




13/14 0.4257 0.9001 -0.4744 0.4744
14/13 2.3493 1.111 1.2383 1.2383
13/15 0.5389 1.0671 -0.5282 0.5282
15/13 1.8556 0.9371 0.9185 0.9185
13/16 0.6692 1.516 -0.8468 0.8468
16/13 1.4943 0.6596 0.8347 0.8347
13/17 1.1067 2.8788 -1.7721 1.7721
[7/13 0.9035 0.3474 0.5561 0.5561
13/18 0.9321 1.5658 -0.6337 0.6337
18/13 1.0728 0.6386 0.4342 0.4342
14/15 1.266 1.1856 0.0804 0.0804
15/14 0.7899 0.8435 -0.0536 0.0536
14/16 1.5721 1.6844 -0.1123 0.1123
16/14 0.6361 0.5937 0.0424 0.0424
1417 2.6 3.1984 -0.5984 0.5984
17114 0.3846 0.3127 0.0719 0.0719
14/18 2.1898 1.7397 0.4501 0.4501
18/14 0.4567 0.5748 -0.1181 0.1181
15/16 1.2418 1.4207 -0.1789 0.1789




6/15 0.8053 0.7039 0.1014 0.1014
15/17 2.0537 2.6978 -0.6441 0.6441
17/15 0.4869 0.3707 0.1162 0.1162
15/18 1.7297 1.4674 0.2623 0.2623
I18/15 0.5781 0.6815 -0.1034 0.1034
16/17 1.6538 1.8989 -0.2451 0.2451
17/16 0.6047 0.5266 0.0781 0.0781
l6/18 1.3929 1.0328 0.3601 0.3601
18/16 0.7179 0.9682 -0.2503 0.2503
17/18 0.8422 0.5439 0.2983 0.2983
18/17 1.1873 1.8385 -0.6512 0.6512
Anexo 10

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en pétalo, entre

D. x pinasensis y D.felix.

Nombre de la D.x pinasensis D.felix
muestra pétalo pétalo
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
pl/p2 2.6295 1.7191 0.9104 0.9104
p2/pl 0.3803 0.5817 -0.2014 0.2014
pl/p3 1.1063 0.8595 0.2468 0.2468




p3/pl 0.9039 1.1634 -0.2595 0.2595
pl/p4 1.6977 1.248 0.4497 0.4497
p4/pl 0.589 0.8013 -0.2123 0.2123
p2/p3 0.4207 0.5 -0.0793 0.0793
p3/p2 2.3769 2 0.3769 0.3769
p2/p4 0.6456 0.726 -0.0804 0.0804
p4/p2 1.5489 1.3774 0.1715 0.1715
p3/p4 1.5346 1.452 0.0826 0.0826
p4/p3 0.6516 0.6887 -0.0371 0.0371
Anexo 11

Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en columna,

entre D. x pinasensis y D.hirsuta.

D.x pinasensis

Nombre de la muestra columna D.hirsuta columna

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO RESTA V.ABS

cl/c2 1.7082 1.2252 0.483 0.483
c2/cl 0.5854 0.8162 -0.2308 0.2308
cl/c3 2.562 2.5111 0.0509 0.0509
c3/cl 0.3903 0.3982 -0.0079 0.0079




cl/ca 3.7274 12.6667 -8.9393 8.9393
c4/cl 0.2683 0.0789 0.1894 0.1894
cl/c5 3.7121 3.8 -0.0879 0.0879
c5/cl 0.2694 0.2632 0.0062 0.0062
c2/c3 1.4998 2.0496 -0.5498 0.5498
c3/c2 0.6667 0.4879 0.1788 0.1788
c2/c4 2.182 10.3387 -8.1567 8.1567
c4/c2 0.4583 0.0967 0.3616 0.3616
c2/c5 21731 3.1016 -0.9285 0.9285
c5/c2 0.4602 0.3224 0.1378 0.1378
c3/c4 1.4549 5.0442 -3.5893 3.5893
c4/c3 0.6874 0.1982 0.4892 0.4892
c3/c5 1.4489 1.5133 -0.0644 0.0644
c5/c3 0.6902 0.6608 0.0294 0.0294
c4/c5 0.9959 0.3 0.6959 0.6959
c5/ca 1.0041 3.3333 -2.3292 2.3292
Anexo 12.

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en labelo, entre

D. x pinasensis y D.hirsuta.



Nombre de la muestra

D.x pinasensis labelo

D.hirsuta labelo

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO RESTA V.ABS

11/12 0.9253 0.4048 0.5205 0.5205
12/11 1.0807 2.4706 -1.3899 1.3899
11/13 1.3493 0.2629 1.0864 1.0864
13/11 0.7411 3.8041 -3.063 3.063
11/14 0.5744 0.2082 0.3662 0.3662
14/11 1.7411 4.804 -3.0629 3.0629
11/15 0.7271 0.2982 0.4289 0.4289
15/11 1.3753 3.353 -1.9777 1.9777
11/16 0.903 0.2865 0.6165 0.6165
16/11 1.1075 3.4907 -2.3832 2.3832
1117 1.4933 0.6891 0.8042 0.8042
1711 0.6696 1.4511 -0.7815 0.7815
11/18 1.2577 0.4047 0.853 0.853
18/11 0.7951 2.4709 -1.6758 1.6758
12/13 1.4582 0.6495 0.8087 0.8087
13/12 0.6858 1.5398 -0.854 0.854




12/14 0.6207 0.5143 0.1064 0.1064
14/12 1.6111 1.9445 -0.3334 0.3334
12/15 0.7858 0.7368 0.049 0.049
15/12 1.2726 1.3572 -0.0846 0.0846
12/16 0.9758 0.7078 0.268 0.268
16/12 1.0248 1.4129 -0.3881 0.3881
12117 1.6138 1.7025 -0.0887 0.0887
1712 0.6196 0.5874 0.0322 0.0322
12/18 1.3592 0.9999 0.3593 0.3593
18/12 0.7357 1.0001 -0.2644 0.2644
13/14 0.4257 0.7919 -0.3662 0.3662
14/13 2.3493 1.2628 1.0865 1.0865
13/15 0.5389 1.1345 -0.5956 0.5956
15/13 1.8556 0.8814 0.9742 0.9742
13/16 0.6692 1.0898 -0.4206 0.4206
16/13 1.4943 0.9176 0.5767 0.5767
13/17 1.1067 2.6215 -1.5148 1.5148
1713 0.9035 0.3815 0.522 0.522
13/18 0.9321 1.5396 -0.6075 0.6075




18/13 1.0728 0.6495 0.4233 0.4233
14/15 1.266 1.4327 -0.1667 0.1667
15/14 0.7899 0.698 0.0919 0.0919
14/16 1.5721 1.3762 0.1959 0.1959
16/14 0.6361 0.7266 -0.0905 0.0905
1417 2.6 3.3105 -0.7105 0.7105
17/14 0.3846 0.3021 0.0825 0.0825
14/18 2.1898 1.9442 0.2456 0.2456
18/14 0.4567 0.5143 -0.0576 0.0576
15/16 1.2418 0.9606 0.2812 0.2812
16/15 0.8053 1.0411 -0.2358 0.2358
15/17 2.0537 2.3106 -0.2569 0.2569
I7/15 0.4869 0.4328 0.0541 0.0541
15/18 1.7297 1.357 0.3727 0.3727
18/15 0.5781 0.7369 -0.1588 0.1588
16/17 1.6538 2.4055 -0.7517 0.7517
17/16 0.6047 0.4157 0.189 0.189
16/18 1.3929 1.4127 -0.0198 0.0198
18/16 0.7179 0.7079 0.01 0.01




17/18 0.8422 0.5873 0.2549 0.2549
18/17 1.1873 1.7028 -0.5155 0.5155
Anexo 13.

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en pétalo, entre

D. x pinasensis y D.hirsuta.

Nombre de la muestra D.x pinasensis pétalo D.hirsuta pétalo

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS

pl/p2 2.6001 1.5837 1.0164 1.0164
p2/pl 0.3846 0.6314 -0.2468 0.2468
pl/p3 1.6554 0.9619 0.6935 0.6935
p3/pl 0.6041 1.0397 -0.4356 0.4356
pl/p4 1.2041 0.9903 0.2138 0.2138
p4/pl 0.8305 1.0098 -0.1793 0.1793
p2/p3 0.6366 0.6074 0.0292 0.0292
p3/p2 1.5707 1.6465 -0.0758 0.0758
p2/p4 0.4631 0.6253 -0.1622 0.1622
p4/p2 2.1594 1.5992 0.5602 0.5602
p3/p4 0.7274 1.0295 -0.3021 0.3021
p4/p3 1.3748 0.9713 0.4035 0.4035




Anexo 14
Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en columna,

entre D. x pinasensis y D.mopsus.

Nombre de la muestra D. x pinasensis columna D.mopsus columna

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS

cl/c2 1.7082 1.4121 0.2961 0.2961
c2/cl 0.5854 0.7082 -0.1228 0.1228
cl/c3 2.562 2.1318 0.4302 0.4302
c3/cl 0.3903 0.4691 -0.0788 0.0788
cl/ca 3.7274 3.4244 0.303 0.303
c4lcl 0.2683 0.292 -0.0237 0.0237
cl/c5 3.7121 4.5679 -0.8558 0.8558
c5/cl 0.2694 0.2189 0.0505 0.0505
c2/c3 1.4998 1.5096 -0.0098 0.0098
c3/c2 0.6667 0.6624 0.0043 0.0043
c2/ca 2.182 2.425 -0.243 0.243
c4/c2 0.4583 0.4124 0.0459 0.0459
c2/c5 2.1731 3.2348 -1.0617 1.0617




c5/c2 0.4602 0.3091 0.1511 0.1511
c3/c4 1.4549 1.6063 -0.1514 0.1514
c4/c3 0.6874 0.6225 0.0649 0.0649
c3/c5 1.4489 2.1428 -0.6939 0.6939
c5/c3 0.6902 0.4667 0.2235 0.2235
c4/c5 0.9959 1.3339 -0.338 0.338
c5/ca 1.0041 0.7497 0.2544 0.2544
Anexo 15
Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en labelo, entre
D. x pinasensis y D.mopsus.
Nombre de la muestra | D.x pinasensis labelo D.mopsus labelo
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS
12/12 0.9253 0.5357 0.3896 0.3896
12/11 1.0807 1.8667 -0.786 0.786
12/13 1.3493 0.6164 0.7329 0.7329
13/11 0.7411 1.6224 -0.8813 0.8813
11/14 0.5744 0.3813 0.1931 0.1931
14/11 1.7411 2.6224 -0.8813 0.8813
12115 0.7271 0.5056 0.2215 0.2215




15/11 1.3753 1.9778 -0.6025 0.6025
11/16 0.903 0.5732 0.3298 0.3298
16/11 1.1075 1.7446 -0.6371 0.6371
1117 1.4933 1.111 0.3823 0.3823
I7/11 0.6696 0.9001 -0.2305 0.2305
11/18 1.2577 0.6081 0.6496 0.6496
18/11 0.7951 1.6446 -0.8495 0.8495
12/13 1.4582 1.1506 0.3076 0.3076
13/12 0.6858 0.8691 -0.1833 0.1833
1214 0.6207 0.7118 -0.0911 0.0911
14/12 1.6111 1.4049 0.2062 0.2062
12/15 0.7858 0.9438 -0.158 0.158
15/12 1.2726 1.0595 0.2131 0.2131
12/16 0.9758 1.07 -0.0942 0.0942
16/12 1.0248 0.9346 0.0902 0.0902
1217 1.6138 2.074 -0.4602 0.4602
17/12 0.6196 0.4822 0.1374 0.1374
12/18 1.3592 1.1351 0.2241 0.2241
18/12 0.7357 0.881 -0.1453 0.1453




13/14 0.4257 0.6187 -0.193 0.193
1413 2.3493 1.6164 0.7329 0.7329
13/15 0.5389 0.8203 -0.2814 0.2814
15/13 1.8556 1.2191 0.6365 0.6365
13/16 0.6692 0.9299 -0.2607 0.2607
16/13 1.4943 1.0753 0.419 0.419
13/17 1.1067 1.8025 -0.6958 0.6958
1713 0.9035 0.5548 0.3487 0.3487
13/18 0.9321 0.9865 -0.0544 0.0544
18/13 1.0728 1.0137 0.0591 0.0591
14/15 1.266 1.3259 -0.0599 0.0599
15/14 0.7899 0.7542 0.0357 0.0357
14/16 15721 1.5032 0.0689 0.0689
16/14 0.6361 0.6653 -0.0292 0.0292
1417 2.6 2.9136 -0.3136 0.3136
1714 0.3846 0.3432 0.0414 0.0414
14/18 2.1898 1.5946 0.5952 0.5952
18/14 0.4567 0.6271 -0.1704 0.1704
15/16 1.2418 1.1337 0.1081 0.1081




16/15 0.8053 0.8821 -0.0768 0.0768
I5/17 2.0537 2.1974 -0.1437 0.1437
17/15 0.4869 0.4551 0.0318 0.0318
15/18 1.7297 1.2026 0.5271 0.5271
18/15 0.5781 0.8315 -0.2534 0.2534
16/17 1.6538 1.9383 -0.2845 0.2845
17/16 0.6047 0.5159 0.0888 0.0888
16/18 1.3929 1.0608 0.3321 0.3321
18/16 0.7179 0.9427 -0.2248 0.2248
17/18 0.8422 0.5473 0.2949 0.2949
18/17 1.1873 1.8272 -0.6399 0.6399
Anexo 16

Comparacion del ratio en cada combinacion de landmarks en pétalo, entre

D. x pinasensis y D.mopsus.

Nombre de la muestra

D.x pinasensis pétalo

D.mopsus pétalo

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO DIFERENCIA V.ABS

pl/p2 2.6295 1.5005 1.129 1.129
p2/pl 0.3803 0.6665 -0.2862 0.2862
pl/p3 1.1063 1.2325 -0.1262 0.1262




p3/pl 0.9039 0.8114 0.0925 0.0925
pl/p4 1.6977 0.9122 0.7855 0.7855
p4/pl 0.589 1.0962 -0.5072 0.5072
p2/p3 0.4207 0.8214 -0.4007 0.4007
p3/p2 2.3769 1.2175 1.1594 1.1594
p2/p4 0.6456 0.608 0.0376 0.0376
p4/p2 1.5489 1.6449 -0.096 0.096
p3/p4 1.5346 0.7402 0.7944 0.7944
p4/p3 0.6516 1.3511 -0.6995 0.6995
Anexo 17

Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en columna,

entre D. x pinasensis y D.venosa.

Nombre de la muestra | D.x pinasensis columna | D.venosa columna

DIFEREN
1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO CIA V.ABS
cl/c2 1.7082 1.4649 0.2433 0.2433

c2/cl 0.5854 0.6827 -0.0973 0.0973




c1/c3 2.562 2.6668 -0.1048 0.1048
c3/cl 0.3903 0.375 0.0153 0.0153
cl/ca 3.7274 4.7275 -1.0001 1.0001
cd/cl 0.2683 0.2115 0.0568 0.0568
cl/c5 3.7121 3.8415 -0.1294 0.1294
c5/cl 0.2694 0.2603 0.0091 0.0091
c2/c3 1.4998 1.8205 -0.3207 0.3207
c3/c2 0.6667 0.5493 0.1174 0.1174
c2/ca 2.182 3.2273 -1.0453 1.0453
c4/c2 0.4583 0.3099 0.1484 0.1484
c2/c5 21731 2.6224 -0.4493 0.4493
c5/c2 0.4602 0.3813 0.0789 0.0789
c3/c4 1.4549 1.7727 -0.3178 0.3178
c4/c3 0.6874 0.5641 0.1233 0.1233
c3/c5 1.4489 1.4405 0.0084 0.0084
c5/c3 0.6902 0.6942 -0.004 0.004
c4/c5 0.9959 0.8126 0.1833 0.1833
c5/c4 1.0041 1.2306 -0.2265 0.2265




Anexo 18

Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en labelo, entre

D. x pinasensis y D.venosa.

Nombre de la muestra

D.x pinasensis labelo

D.venosa labelo

DIFEREN

1ra DIST/2da DIST RATIO RATIO CIA V.ABS

11/12 0.9253 0.6931 0.2322 0.2322
12/11 1.0807 1.4428 -0.3621 0.3621
11/13 1.3493 0.7903 0.559 0.559
13/11 0.7411 1.2654 -0.5243 0.5243
11/14 0.5744 0.4366 0.1378 0.1378
1411 1.7411 2.2904 -0.5493 0.5493
11/15 0.7271 0.5854 0.1417 0.1417
15/11 1.3753 1.7084 -0.3331 0.3331
11/16 0.903 0.7669 0.1361 0.1361
16/11 1.1075 1.3039 -0.1964 0.1964
1117 1.4933 1.1448 0.3485 0.3485
1711 0.6696 0.8735 -0.2039 0.2039
11/18 1.2577 1.0537 0.204 0.204
18/11 0.7951 0.9491 -0.154 0.154




12/13 1.4582 1.1402 0.318 0.318
13/12 0.6858 0.8771 -0.1913 0.1913
1214 0.6207 0.6299 -0.0092 0.0092
14/12 1.6111 1.5875 0.0236 0.0236
12/15 0.7858 0.8446 -0.0588 0.0588
15/12 1.2726 1.1841 0.0885 0.0885
12/16 0.9758 1.1065 -0.1307 0.1307
16/12 1.0248 0.9038 0.121 0.121
1217 1.6138 1.6517 -0.0379 0.0379
1712 0.6196 0.6054 0.0142 0.0142
12/18 1.3592 1.5202 -0.161 0.161
18/12 0.7357 0.6578 0.0779 0.0779
13/14 0.4257 0.5525 -0.1268 0.1268
1413 2.3493 181 0.5393 0.5393
13/15 0.5389 0.7407 -0.2018 0.2018
15/13 1.8556 1.35 0.5056 0.5056
13/16 0.6692 0.9705 -0.3013 0.3013
16/13 1.4943 1.0304 0.4639 0.4639
1317 1.1067 1.4487 -0.342 0.342




1713 0.9035 0.6903 0.2132 0.2132
13/18 0.9321 1.3333 -0.4012 0.4012
18/13 1.0728 0.75 0.3228 0.3228
14/15 1.266 1.3407 -0.0747 0.0747
15/14 0.7899 0.7459 0.044 0.044
14/16 15721 1.7565 -0.1844 0.1844
16/14 0.6361 0.5693 0.0668 0.0668
1417 2.6 2.6221 -0.0221 0.0221
1714 0.3846 0.3814 0.0032 0.0032
14/18 2.1898 2.4133 -0.2235 0.2235
18/14 0.4567 0.4144 0.0423 0.0423
15/16 1.2418 1.3102 -0.0684 0.0684
16/15 0.8053 0.7633 0.042 0.042
15/17 2.0537 1.9558 0.0979 0.0979
17115 0.4869 0.5113 -0.0244 0.0244
15/18 1.7297 1.8 -0.0703 0.0703
18/15 0.5781 0.5555 0.0226 0.0226
16/17 1.6538 1.4928 0.161 0.161
17/16 0.6047 0.6699 -0.0652 0.0652




16/18 1.3929 1.3739 0.019 0.019

18/16 0.7179 0.7278 -0.0099 0.0099

17/18 0.8422 0.9204 -0.0782 0.0782

18/17 1.1873 1.0865 0.1008 0.1008
Anexo 19

Comparacion del ratio en cada combinacién de landmarks en pétalo, entre
D. x pinasensis y D.venosa

D. x
Nombre de la | pinasensis
muestra pétalo D.Venosa pétalo
1lra
DIST/2nda DIFEREN
DIST RATIO RATIO CIA V.ABS
pl/p2 2.6295 2.1152 0.5143 0.5143
p2/pl 0.3803 0.4728 -0.0925 0.0925
p1/p3 1.1063 1.1193 -0.013 0.013
p3/pl 0.9039 0.8934 0.0105 0.0105
pl/p4 1.6977 1.6119 0.0858 0.0858
p4/pl 0.589 0.6204 -0.0314 0.0314
p2/p3 0.4207 0.5292 -0.1085 0.1085
p3/p2 2.3769 1.8898 0.4871 0.4871
p2/p4 0.6456 0.7621 -0.1165 0.1165




p4/p2 1.5489 1.3122 0.2367 0.2367

p3/p4 1.5346 1.4401 0.0945 0.0945

p4/p3 0.6516 0.6944 -0.0428 0.0428

Anexo 20 Cinco Landmarks establecidos para columna (c).

Anexo 21

Valores provenientes de la diferencia de cada especie frente a D. x
pinasensis , en adicién al calculo de valores minimos , cuartil 1y realce en
negrita el valor minimo situado en cada especie, asi como también
resaltado de color rosado las celdas que contenian valores inferiores al

cuartil 1, para cada combinacion de landmarks correspondiente acolumna.

lra

DIST/2nda

DIST

COLUMNA | D.cordo D.deltoid

(c) bae D.felix D.hirsuta | ea D.mopsus D.venosa | min Cuartil

cl/c2 0,620 0,252 0,483 0,370 0,296 0,243 | 0,243 0,263




c2/cl 0,333 0,122 0,231 0,162 0,123 0,097 | 0,097 0,123
c1/c3 0,940 0,194 0,051 0,698 0,430 0,105 | 0,051 0,127
c3/cl 0,226 0,026 0,008 0,146 0,079 0,015| 0,008 0,018
cl/ca 3,175 6,961 8,939 0,083 0,303 1,000 | 0,083 0,477
c4/cl 0,123 0,106 0,189 0,006 0,024 0,057 | 0,006 0,032
cl/c5 0,146 0,274 0,088 1,017 0,856 0,129 | 0,088 0,134
c5/cl 0,011 0,017 0,006 0,058 0,051 0,009 | 0,006 0,010
c2/c3 0,010 0,475 0,550 0,108 0,010 0,321| 0,010 0,035
c3/c2 0,005 0,129 0,179 0,052 0,004 0,117 | 0,004 0,016
c2/ca 4,158 6,234 8,157 0,541 0,243 1,045( 0,243 0,667
c4/c2 0,301 0,195 0,362 0,091 0,046 0,148 | 0,046 0,105
c2/c5 1,103 0,682 0,929 1,359 1,062 0,449 0,449 0,744
c5/c2 0,155 0,089 0,138 0,177 0,151 0,079 | 0,079 0,101
c3/ca 2,801 2,264 3,589 0,501 0,151 0,318 | 0,151 0,364
c4/c3 0,452 0,260 0,489 0,176 0,065 0,123 | 0,065 0,137
c3/c5 0,750 0,002 0,064 1,088 0,694 0,008 | 0,002 0,022
c5/c3 0,236 0,001 0,029 0,296 0,224 0,004 | 0,001 0,010
c4/c5 0,479 0,377 0,696 0,302 0,338 0,183 | 0,183 0,311
c5/ca 0,931 1,569 2,329 0,233 0,254 0,227 | 0,227 0,239




Anexo 22

Ocho Landmarks establecidos para labelo (I)

Anexo 23

Valores provenientes de la diferencia de cada especie frente a D. x
pinasensis , en adicion al calculo de valores minimos , cuartil 1y realce en
negrita el valor minimo situado en cada especie, asi como también
resaltado de color rosado las celdas que contenian valores inferiores al

cuartil 1, para cada combinacién de landmarks correspondientes a labelo.

1ra

DIST/2d

a DIST

LABEL D.cordob D.deltoid

o) ae D.felix | D.hirsuta | ea D.mopsus D.venosa | min Cuartil 1
1112 0,346 0,788 0,521 0,385 0,390 0,232 0,232 0,356
12/11 0,645 6,214 1,390 0,769 0,786 0,362 0,362 0,676
12/13 1,121 1,231 1,086 0,905 0,733 0,559 0,559 0,776
13/11 3,633 7,733 3,063 1,509 0,881 0,524 0,524 1,038
1114 0,388 0,468 0,366 0,270 0,193 0,138 0,138 0,212
1411 3,632 7,674 3,063 1,542 0,881 0,549 0,549 1,047




11/15 0,511 0,601 0,429 0,313 0,222 0,142 0,142 0,244
15/11 3,254 6,566 1,978 1,041 0,603 0,333 0,333 0,712
11/16 0,563 0,724 0,617 0,337 0,330 0,136 0,136 0,332
16/11 1,836 4,482 2,383 0,659 0,637 0,196 0,196 0,643
1117 0,914 1,154 0,804 0,556 0,382 0,349 0,349 0,426
I7/11 1,056 2,274 0,782 0,397 0,231 0,204 0,204 0,272
11/18 0,658 1,073 0,853 0,535 0,650 0,204 0,204 0,564
18/11 0,873 4,617 1,676 0,588 0,850 0,154 0,154 0,654
12/13 1,064 0,597 0,809 0,636 0,308 0,318 0,308 0,388
13/12 1,849 0,476 0,854 0,531 0,183 0,191 0,183 0,262
12/14 0,300 0,154 0,106 0,057 0,091 0,009 0,009 0,066
14/12 1,503 0,320 0,333 0,164 0,206 0,024 0,024 0,174
12/15 0,413 0,133 0,049 0,020 0,158 0,059 0,020 0,051
15/12 1,410 0,184 0,085 0,034 0,213 0,089 0,034 0,086
12/16 0,390 0,329 0,268 0,071 0,094 0,131 0,071 0,103
16/12 0,681 0,259 0,388 0,070 0,090 0,121 0,070 0,098
12117 0,614 0,864 0,089 0,120 0,460 0,038 0,038 0,097
17/12 0,380 0,216 0,032 0,043 0,137 0,014 0,014 0,035
12/18 0,325 0,011 0,359 0,022 0,224 0,161 0,011 0,057




18/12 0,231 0,006 0,264 0,012 0,145 0,078 0,006 0,029
13/14 0,388 0,474 0,366 0,260 0,193 0,127 0,127 0,210
1413 1,121 1,238 1,087 0,890 0,733 0,539 0,539 0,772
13/15 0,406 0,528 0,596 0,392 0,281 0,202 0,202 0,309
15/13 0,797 0,919 0,974 0,782 0,637 0,506 0,506 0,673
13/16 0,817 0,847 0,421 0,605 0,261 0,301 0,261 0,331
16/13 0,821 0,835 0,577 0,709 0,419 0,464 0,419 0,492
13/17 1,428 1,772 1,515 1,003 0,696 0,342 0,342 0,773
1713 0,509 0,556 0,522 0,429 0,349 0,213 0,213 0,369
13/18 1,691 0,634 0,608 0,694 0,054 0,401 0,054 0,453
18/13 0,692 0,434 0,423 0,458 0,059 0,323 0,059 0,348
14/15 0,105 0,080 0,167 0,093 0,060 0,075 0,060 0,076
15/14 0,072 0,054 0,092 0,054 0,036 0,044 0,036 0,046
14/16 0,253 0,112 0,196 0,287 0,069 0,184 0,069 0,130
16/14 0,088 0,042 0,091 0,098 0,029 0,067 0,029 0,049
1417 0,514 0,598 0,711 0,478 0,314 0,022 0,022 0,355
1714 0,064 0,072 0,083 0,060 0,041 0,003 0,003 0,046
14/18 1,032 0,450 0,246 0,183 0,595 0,224 0,183 0,229
18/14 0,146 0,118 0,058 0,035 0,170 0,042 0,035 0,046




15/16 0,331 0,179 0,281 0,126 0,108 0,068 0,068 0,113
16/15 0,169 0,101 0,236 0,074 0,077 0,042 0,042 0,075
I5/17 0,629 0,644 0,257 0,212 0,144 0,098 0,098 0,161
17/15 0,114 0,116 0,054 0,046 0,032 0,024 0,024 0,035
15/18 1,046 0,262 0,373 0,017 0,527 0,070 0,017 0,118
18/15 0,218 0,103 0,159 0,006 0,253 0,023 0,006 0,043
16/17 0,052 0,245 0,752 0,002 0,285 0,161 0,002 0,079
17/16 0,019 0,078 0,189 0,001 0,089 0,065 0,001 0,030
16/18 0,372 0,360 0,020 0,116 0,332 0,019 0,019 0,044
18/16 0,151 0,250 0,010 0,065 0,225 0,010 0,010 0,024
1718 0,193 0,298 0,255 0,071 0,295 0,078 0,071 0,107
18/17 0,221 0,651 0,516 0,110 0,640 0,101 0,101 0,138
Anexo 24

Cuatro Landmarks establecidos para pétalo (p)




Anexo 25

Valores provenientes de la diferencia de cada especie frente a D. X

pinasensis , en adicion al calculo de valores minimos , cuartil 1 y realce en

negrita el valor minimo situado en cada especie, asi como también

resaltado de color rosado las celdas que contenian valores inferiores al

cuartil 1, para cada combinacion de landmarks correspondiente a pétalo.

1RA

DIST/2N

DA DIST

PETALO | D.cordo D.delto Cuartil
(p) bae D.felix | D.hirsuta idea D.mopsus | D.venosa min 1
pl/p2 1,241 0,910 1,016 0,631 1,129 0,514 | 0,514 0,701
p2/pl 0,340 0,201 0,247 0,120 0,286 0,093 | 0,093 0,140
pl/p3 0,505 0,247 0,694 0,131 0,126 0,013 | 0,013 0,127
p3/pl 0,760 0,260 0,436 0,096 0,093 0,011 0,011 0,093
pl/p4 1,012 0,450 0,214 0,279 0,786 0,086 | 0,086 0,230
p4/pl 0,869 0,212 0,179 0,116 0,507 0,031 0,031 0,132




p2/p3 0,012 0,079 0,029 0,198 0,401 0,109 0,012 0,042
p3/p2 0,066 0,377 0,076 0,761 1,159 0,487 | 0,066 0,151
p2/p4 0,152 0,080 0,162 0,064 0,038 0,117 | 0,038 0,068
p4/p2 0,476 0,172 0,560 0,140 0,096 0,237 | 0,096 0,148
p3/p4 0,393 0,083 0,302 0,388 0,794 0,095| 0,083 0,146
p4/p3 0,225 0,037 0,404 0,220 0,700 0,043 | 0,037 0,087







