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Resumen 

El género Restrepia, pertenece a la familia Orchidaceae, la cual se distingue de otros géneros 

en la sub-tribu Pleurothallidinae por la atenuación del sépalo dorsal y la presencia de 

osmóforos. Se reconocen 61 especies de Restrepia, distribuidas en todo Centroamérica y en 

América del Sur como en Venezuela, Colombia, Perú, Bolivia y Ecuador, crece a alturas entre 

1000 y 3000 m.s.n.m. en áreas del bosque lluvioso montano. En el país se tienen registradas 20 

especies del género Restrepia, de las cuales 9 son endémicas. 

Varios de los estudios filogenéticos que se han realizado en cuanto al género están 

desactualizados y por ende no cuentan con una clasificación completa de todas las especies 

descritas hasta el momento. En el presente estudio se recolectaron 24 muestras vegetales del 

género Restrepia pertenecientes al Ecuador, se extrajo ADN mediante el método Doyle & 

Doyle modificado y se amplificaron con los marcadores moleculares matK y rpoC1 con PCR 

convencional con el uso del kit Phire Plant Direct PCR Master Mix, se elaboraron árboles 

filogenéticos en base a secuencias obtenidas en GenBank con los métodos de Inferencia 

Bayesiana y Máxima Verosimilitud (ML), con los modelos evolutivos HKY y Tamura 3-

parameter respectivamente. Los análisis de georreferenciación muestran que la zona central del 

Ecuador es la que presenta mayor presencia de especies del género Restrepia para el cual se 

elaboró un mapa de distribución de las especies estableciendo la correlación de los datos con 

la información filogenética. 

 

Palabras clave: Restrepia, Orchidaceae, matK, rpoC1, filogenia. 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

The Restrepia genus belongs to the Orchidaceae family, which is distinguished from other 

genera in the Pleurothallidinae sub-tribe by the attenuation of the dorsal sepal and the presence 

of osmophores. 61 species of Restrepia are recognized, distributed throughout Central America 

and South America such as in Venezuela, Colombia, Peru, Bolivia, and Ecuador, it grows at 

heights between 1000 and 3000 meters above sea level. in montane rain forest areas. In the 

country there are 20 registered species of the genus Restrepia, of which 9 are endemic. 

Several of the phylogenetic studies that have been carried out regarding the genus are outdated 

and finally do not have a complete classification of all the species described so far. In the 

present study, 24 plant samples of the genus Restrepia belonging to Ecuador were collected, 

DNA was extracted using the modified Doyle & Doyle method and amplified with the 

molecular markers matK and rpoC1 with conventional PCR using the Phire Plant Direct PCR 

Master Mix kit, phylogenetic trees were elaborated based on sequences obtained in GenBank 

with the Bayesian Inference and Maximum Likelihood (ML) methods, with the HKY and 

Tamura 3-parameter evolutionary models, respectively. The georeferencing analyzes show that 

the central zone of the Equator is the one with the greatest presence of species of the Restrepia 

genus, for which a distribution map of the species was elaborated with the contribution of the 

data with the phylogenetic information. 

 

Keywords: Restrepia, Orchidaceae, matK, rpoC1, phylogeny 
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Introducción 

Una de las familias más diversas del reino vegetal es la Orchidaceae que pertenece a las 

angiospermas y comprende aproximadamente 25000 especies, las cuales resaltan por su belleza 

y complejidad floral, su capacidad de adaptación e interacciones ecológicas ya sea con agentes 

polinizadores o por su simbiosis con hongos (Garcés, 2021). El género Restrepia pertenece a 

la subtribu Pleurothallidinae de la familia Orchidaceae, las especies pertenecientes a este 

pequeño género son autóctonas de América Central y del Sur, donde sus hábitats de bosques 

montanos están bajo una presión cada vez mayor debido a los cambios en el uso de la tierra 

(Millner & Baldwin, 2016). 

La mayoría de las especies de este género han sido identificadas después de 1980 y varias han 

sido encontradas solamente en uno o dos lugares, teniendo una distribución estrecha en 

comparación a otros descubrimientos como:  R. antennifera, R. contorta, R. brachypus y R. 

guttulata, que tienen una amplia distribución, por otra parte, el estudio de Luer en 1996 es una 

revisión completa del género, sin embargo, no incluye especies descritas últimamente como R. 

archilae y R. cobanensis que son de Guatemala (Millner et al., 2020). 

El Ecuador a pesar de ser un país megadiverso que cuenta con una gran variedad genética de 

especies de flora y fauna se ha visto afectado por la pérdida de hábitats, resultando una amenaza 

a la conservación de las orquídeas, los principales factores que se tienen son: transformación 

de ecosistemas, cambio climático, deforestación, sobreexplotación del medio silvestre, tráfico 

ilegal (Mongrovejo & Proaño, 2020). Cabe destacar que la familia de las orquídeas contribuye 

con el mayor número de especies endémicas de plantas del país con 1707 especies, es decir que 

de cada cinco especies de plantas una es orquídea, es por ello, que es importante su registro 

(Tobar et al., 2018). 
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En los países intertropicales se tienen crisis muy alarmantes por la pérdida de biodiversidad, 

que son las zonas exactas donde se concentran las ecorregiones prioritarias que han perdido 

aproximadamente el 70% de la extensión inicial de su hábitat, siendo estos lugares en donde 

las orquídeas al ser conocidas como “especies bandera” son el principal tema en los debates de 

conservación (Tejeda et al., 2017). Por ende, la preservación de especies de orquídeas es 

relevante para su propia supervivencia y la de otros organismos que las rodean para mantener 

el equilibrio del ecosistema, además, al preservar el patrimonio genético y su diversidad se 

contribuye a mantener la información contenida en cada especie con los procesos biológicos 

que se ha llevado a cabo incluyendo su evolución morfológica codificada por los genes. 

Ecuador cuenta con 20 especies del género Restrepia, de las cuales 9 son endémicas, entre ellas 

R. condorensis y R. mendozae se encuentran en peligro, R. dodsonii, R. ephippium, R. iris, R. 

schizosepala y R. teaguei  poseen estado vulnerable, y, por último, R. howei y R. cymbula con 

datos insuficientes (León et al., 2011). 

Mittermeier et al. (1999)demostró que la mayoría de las orquídeas endémicas tienen origen en 

microhábitats montanos y submontanos, entre los 1000 y 3000 m.s.n.m., identificando a estos 

bosques como puntos críticos de deforestación, por consecuencia se tiene una pérdida de hábitat 

y disminución de la población de orquídeas de forma constante, incluyendo las Restrepia, en 

donde solo una pequeña fracción de estas especies ha sido registrada en el Sistema Nacional 

de Áreas Protegidas (SNAP) de Ecuador y mediante un análisis en zonas donde suelen 

encontrarse, se estima que el 85% de las orquídeas endémicas de Ecuador están amenazadas, 

2% están críticamente en peligro, 11% están en peligro y el 87% se encuentran vulnerables 

(Millner et al., 2020). 

 

http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-177420
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-177427
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-177417
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En el Ecuador existen estudios sobre diversidad genética de orquídeas, pero no existen estudios 

a nivel específico en el género Restrepia, sin embargo, el trabajo de Carrión (2009) en el que 

realiza un análisis filogenético de 22 especies de orquídeas epífitas, permite deducir que el uso 

de genes cloroplásticos ayuda a diferenciar con mayor precisión las especies por presentar 

mayor variabilidad en ciertas regiones. 

A pesar de la importancia destacable del género Restrepia, la carencia de inventarios de 

especies que protejan la biodiversidad que posee el país y de sistemas establecidos para la 

identificación de especies que apoyan la conservación de la diversidad biológica en el Ecuador, 

surge la probabilidad de que existan especies del género Restrepia que aún no sean 

identificadas o que incluso hayan desaparecido sin tener registros, tomando en cuenta que en 

el mundo se conoce apenas 1,7 millones de los organismos vivos, pero se estima que existen 

alrededor de unos 10 millones de especies que aún no se han descrito, es decir no se conoce 

con exactitud si han desaparecido, mutado o si se trata de especies nuevas (Altamirano & 

Yánez, 2016). 

Es importante destacar que muchas de las clasificaciones e identificaciones que se han 

realizado a las orquídeas son de manera morfológica y necesitan ser acompañadas de estudios 

moleculares para su confirmación, con apoyo de bases de datos en línea que proporcionan la 

información pertinente, ya que pueden existir dos especies aparentemente iguales por su 

morfología, pero genéticamente distintas, por ello el uso de marcadores moleculares facilita la 

identificación y clasificación, no sin antes tener protocolos establecidos para una adecuada 

extracción y amplificación de las regiones cloroplásticas. 

Por ende, estandarizar el protocolo de extracción y amplificación de ADN de especies del 

género Restrepia del Ecuador usando genes como matK y rpoC1 es importante, además del 

análisis filogenético de secuencias obtenidas de GenBank como paso preliminar para 
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posteriores identificaciones de especies del género. Para esto se obtendrán las muestras de 

distintas especies de orquídeas del género Restrepia del Ecuador las cuales serán recolectadas 

en Pichincha de la colección privada de Alberto Guerrero, la cual contiene especímenes de todo 

el Ecuador.  

La delimitación del área geográfica se hará en concordancia a la base de datos Trópicos 

Missouri Botanical Garden, una página web que ayuda a establecer la ubicación geográfica de 

las 20 especies registradas en el Ecuador del género Restrepia. 

Posteriormente se procederá al análisis en el laboratorio, en donde se realizará la extracción y 

amplificación de las regiones matK y rpoC1 estandarizando los protocolos, además, de que se 

analizarán secuencias obtenidas en GenBank, con las cuales se realizarán árboles filogenéticos 

para establecer una clasificación del género.  
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Marco Conceptual 

1. Familia Orchidaceae 

La familia Orchidaceae es una de las más grandes de las plantas vasculares con flores y se 

distribuyen en casi todo el mundo excepto en la Antártida y los desiertos más secos del mundo, 

cuenta con alrededor de 30000 a 35000 especies, de las cuales al menos 3000 se encuentran 

entre Ecuador, Colombia y Perú (Jacinto, 2019). 

Las orquídeas se suelen llamar las “maestras del engaño” por poseer mecanismos falsos que 

atraen a polinizadores,  como el producir pseudo polen para atraer insectos, el emitir señales a 

través de las flores asemejándose al de otra planta que produce néctar para llamar la atención 

de agentes de polinización sin ninguna recompensa (mimetismo floral engañoso), elaborar 

sustancias químicas que atraen a los insectos parecidas a las feromonas sexuales, en donde este 

medio de transferencia de polen se lo denomina pseudo cópula que sorprendentemente se 

encuentra solo en las orquídeas y que a lo largo de la historia se han destacado como plantas 

ornamentales más populares desde la era victoriana hasta la actualidad (Śliwiński et al., 2022). 

Las orquídeas datan de épocas muy antiguas, Teofrasto (374-287 A.C) fue el primero en 

describirlas en su obra titulada “La Historia de las plantas”, en donde las nombraba como 

Orchis que viene del latín y significa testículo ya que se parecía a los pseudobulbos presentes 

en la parte basal de las orquídeas (Chacón et al., 2018; Martín, 2020). Actualmente, las 

orquídeas se consideran la familia de plantas con flores con más especies sobre el planeta tierra, 

seguida por las Asteráceas es decir la familia del girasol y las margaritas (Palacios, 2014). 

La mayor diversidad de estas plantas se encuentra en las regiones tropicales y subtropicales del 

mundo, en el que está incluido Ecuador donde existe una gran variedad de especies de las cuales 
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219 son géneros de orquídeas y de este número un 40% aproximadamente son endémicas, es 

por ello que Ecuador fue declarado como País de las orquídeas (Carvajal & Salas, 2021). 

1.1 Importancia de las orquídeas  

Las orquídeas han sido las plantas más utilizadas por varias civilizaciones desde hace varios 

años atrás, colectadas para usos etnobotánicos, para la medicina china, se usaba también para 

la elaboración de pasteles y helados, incluso para la obtención de mucílago para elaborar 

adhesivos, actualmente se utilizan como flores ornamentales por su gran belleza, además de su 

gran importancia por su sistema de polinización (Pantaleón Bautista, 2011). 

Las orquídeas además de ser útiles en la polinización y asociaciones con hongos específicos 

para obtener nutrientes tienen una gran importancia en los ecosistemas que habitan, ya que 

contribuyen directamente a su regulación hídrica y también sirven como refugio y alimento 

para otros organismos (Londoño, 2021). 

El estudio de este grupo de plantas para obtener una conservación y estabilidad en la naturaleza 

es de suma importancia para el equilibrio de la vegetación y el ecosistema, siendo que varios 

representantes de esta familia aparecen en áreas con poca manipulación del ser humano en 

donde se puede observar cierta estabilidad, sirviendo como bioindicadores en la gestión 

ambiental de algunos territorios (De La Torre Llorente, 2018). Además de que gracias a sus 

características como su belleza y fragancia han hecho que este género presente gran demanda 

en el mercado obteniendo así grandes beneficios económicos; es por ello que una identificación 

adecuada y precisa del género Orchidaceae es relevante para que tenga un uso seguro, además 

de la protección de su biodiversidad y los recursos genéticos presentes (Li et al., 2021). 

En las últimas décadas la actividad humana como el tráfico ilegal, la explotación y el cambio 

climático, han puesto a esta familia en estado vulnerable (Rocha & Duque, 2017). En Ecuador 
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existen varias especies de orquídeas y entre ellas se encuentran varias especies endémicas las 

cuales se ven afectadas por la tala indiscriminada de los bosques, los incendios forestales, la 

minería antitécnica, la actividad petrolera, la apertura de carreteras y la sobre recolección de 

orquídeas para abastecer mercados internacionales (Jiménez, 2014). 

1.2 Morfología floral 

Las flores de las orquídeas se caracterizan por ser hermafroditas, zigomorfas o con simetría 

bilateral, poseen dos verticilos uno externo de tres sépalos y uno interno de tres pétalos, de los 

cuales dos pétalos se disponen en los laterales y un pétalo en el medio el cual se encuentra 

modificado a este se lo conoce como labelo y suele ser de colores llamativos u ornamentales; 

normalmente la posición del labelo en las orquídeas se encuentra en la parte inferior debido a 

una etapa en su desarrollo que se lo conoce como resupinación, de esta manera se encuentra 

opuesta a la antera fértil demostrando el resultado de la adaptación a polinizadores específicos; 

usualmente suele presentar inflorescencias en forma de espiga, racimos o panículas, aunque 

algunas orquídeas poseen flores solitarias protegidas por una bráctea (Mosquera, 2012). 

Morfología floral de las orquídeas 

 

Figura 1. Descripción general de la flor de Orchidaceae se ejemplifica Cymbidium 

Fuente: (Díaz, 2013). 
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Las flores de la familia Orchidaceae en su mayoría presentan un androceo y un gineceo 

fusionados en una estructura llamada columna, que está formado por tres lóbulos estigmáticos, 

con un lóbulo mediano no receptivo conocido como rostelo en donde se secreta una sustancia 

pegajosa que ayuda en el proceso de polinización, también presentan una única antera fértil; en 

cuanto al polen este suele estar aglutinado en unidades discretas denominadas polinias, cuyas 

características suelen depender de su grupo taxonómico (Singer, 2009). 

1.3 Taxonomía 

La clasificación de las Orchidaceae de manera interna ha sido discutida durante siglos, ya que 

se basaba en características morfológicas como las flores, sin embargo, muchas de las especies 

que tienen flores similares no se encuentran cercanamente relacionadas. Es por ello que se han 

usado métodos de reconstrucción evolutiva de los organismos, además de información que se 

ha podido obtener con el avance de la tecnología como el ADN para establecer las relaciones 

filogenéticas de las especies en clasificaciones más naturales (Téllez, 2011). 

De esta manera la clasificación taxonómica de la familia Orchidaceae de acuerdo con 

(Cronquist, 1981) se detalla en la Tabla 1 

Tabla 1. Taxonomía de Orchidaceae 

Reino Plantae 

Fhyllum Angiospermas 

Clase Liliopsida 

Subclase Lilidae 

Orden Orchidales 
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Familia Orchidaceae 

Fuente: (Cronquist, 1981). 

Actualmente se reconocen cinco linajes dentro de las Orchidaceae, los cuales se consideran 

subfamilias y estas, en orden de aparición en el árbol evolutivo, son: Apostasioideae, 

Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae y por último Epidendroideae en la que pertenece 

Restrepia (Téllez, 2011). 

2. Género Restrepia 

El género Restrepia fue dedicado por Kunth a Don José Manuel Restrepo, colombiano 

destacado en historia y política (Tobar et al., 2018). Este pequeño género de orquídeas 

comprende 61 especies pertenecientes a la Pleurothallidinae, la sub-tribu más grande del 

Orchidaceae. Estas especies se encuentran en todo Centroamérica, además de Venezuela, 

Colombia, Ecuador, Perú y Bolivia en América del Sur, creciendo a alturas entre 1000 y 3000 

m.s.n.m. en áreas del bosque lluvioso montano, los cuales han sido identificados como "puntos 

críticos" de deforestación (Millner et al., 2020). 

Este género es de gran interés hortícola, el cual posee pequeñas flores pero que resultan muy 

atractivas, muchas de las especies pertenecientes a Restrepia están amenazadas con la 

disminución de la población o extinción por destrucción y fragmentación de sus hábitats, en 

donde los llamados "puntos calientes" de orquídeas que se encuentran en  América del Sur 

coinciden con los centros de diversidad vegetal, como en los Andes ecuatorianos, de los cuales 

Restrepia es endémica, las epífitas constituyen el 30% de las especies de plantas vasculares en 

los puntos críticos de biodiversidad que pone a varios géneros de orquídeas en riesgo 

incluyendo a Restrepia (Millner et al., 2008). 
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2.1 Descripción botánica y morfológica 

En general las orquídeas al ser muy diversas pueden ser epífitas, litófitas o plantas herbáceas 

perennes terrestres sin poseer estructuras leñosas permanentes, con un crecimiento simpodial 

o monopodial y muchas de ellas en su fase adulta pueden obtener carbono a través de la 

fotosíntesis, sin embargo, otros taxones necesitan de hongos para obtenerlo. Varias de estas 

especies producen bulbos y pseudobulbos como órganos de almacenamiento, presentan hojas 

planas que se pueden encontrar en diversas formas en el tallo e incluso pueden crecer sólo en 

la base de la planta (Śliwiński et al., 2022).  

En cuanto a las Orquídeas del género Restrepia las principales características florales 

distintivas del género fueron documentadas por primera vez por Humboldt en 1816 y luego 

descrito con más detalle por Luer en 1996, en donde se debe tener en cuenta que todas las 

especies dentro de los géneros son similares con respecto a su estructura floral, un ejemplar 

típico del género es R. brachypus (Millner & Baldwin, 2016).  

En este género las flores son solitarias, presentan los pétalos y el sépalo dorsal delgado y largo, 

los sépalos laterales están fusionados para formar un colorido sinsépalo, que es la parte más 

llamativa de la flor; el labelo es distintivo con un hipochilo cóncavo y un par de apéndices en 

la base (Tobar et al., 2018). 

Como otros géneros en la sub-tribu, Restrepia es epífita y es caracterizado vegetativamente por 

un crecimiento simpodial, hojas coriáceas, brotes unifoliados, tallo de tipo ramicaule, carece 

de pseudobulbos y raíces velamentosas. Restrepia se distingue de otros géneros en la sub-tribu 

por la atenuación del sépalo dorsal y dos pétalos hasta ápices glandulares que producen olor, 

denominados osmóforos (Pridgeon & Stern, 1983). 
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Morfología del género Restrepia 

 

Figura 2. Descripción morfológica de Restrepia.  Se ejemplifica: Restrepia condorensis 

El sépalo dorsal y los pétalos laterales son alargados y filamentosos que contienen 

osmóforos (a y b). 

Fuente: (Las autoras, 2022). 

2.2 Especies Registradas en el Ecuador 

De acuerdo con la base de datos Trópicos Missouri Botanical Garden y el Catálogo de plantas 

vasculares del Ecuador, existen 20 especies del género Restrepia registradas en el Ecuador las 

cuales se describen en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Especies del género Restrepia registradas en el Ecuador 

Restrepia condorensis Restrepia mendozae Restrepia dodsonii Restrepia mohrii 

Restrepia ephippium 

 

Restrepia iris 

 

Restrepia schizosepala Restrepia portillae 

Restrepia teaguei 

 

Restrepia howei  Restrepia cymbula 

 

Restrepia contorta 
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Restrepia antennifera 

 

Restrepia brachypus Restrepia lansbergii  
 

Restrepia piperitosa 

 

Restrepia flosculata Restrepia guttulata 

 

Restrepia muscifera 

 

Restrepia trichoglossa 

Fuente: (IOSPE, 2022; OrchidRoots, 2022). 

3. Técnicas moleculares 

Las técnicas de biología molecular permiten analizar los ácidos nucleicos para la detección e 

identificación de diferentes genotipos y genes de importancia en las distintas investigaciones, 

para ello se realiza extracciones de ADN o ARN, posteriormente se realiza el análisis 

cuantitativo o cualitativo verificando la cantidad o presencia de lo extraído, luego se amplifica 

la región de interés con el uso de primers específicos a través de la PCR (Reacción en Cadena 

de la Polimerasa) y finalmente se procede a secuenciar, tomando en cuenta que la purificación 

en el proceso garantiza que no existan inhibidores o sustancias contaminantes que impidan la 

realización de la técnica molecular (Diaz, 2020; Miño, 2018). 
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La palabra secuenciación hace referencia al análisis de distintas entidades moleculares con el 

propósito de establecer su composición nucleotídica (Adenina, Guanina, Citosina y Timina) en 

un orden específico y de una manera precisa, esta técnica ayuda a analizar genomas completos, 

exomas, el transcriptoma, paneles de genes y patrones genómicos de metilación (Mordoh, 

2019). Para ello se encuentran varios métodos de laboratorio como los desarrollados por Roche-

454 (pirosecuenciación), Ion Torrent (secuenciación por semiconductores), Illumina/Solexa 

(secuenciación con terminadores reversibles), SOLiD (secuenciación por ligamiento) y el 

método Sanger que comúnmente se utiliza para ADN BARCODE  (Oyhenart, 2013; Suárez, 

2015; Valderrama et al., 2020). 

4. Marcadores moleculares en orquídeas 

Un marcador molecular es un segmento de ADN perteneciente a un gen o una región de este 

en el que se puede identificar sus variantes (alelos) y su ubicación física en los cromosomas, 

es decir el locus en él (Esperbent, 2018). Las diferencias que se encuentran en estos segmentos 

se los llama polimorfismos y se pueden determinar por secuenciación de nucleótidos, 

hibridación de secuencias de ácidos nucleicos, por la reacción en cadena de polimerasa (PCR) 

y también por enzimas de restricción (Cortés et al., 2020). Existen dos tipos de marcadores los 

morfológicos que fueron los más utilizados, pero cuya identificación no era muy correcta ya 

que se basaba en rasgos físicos de la planta, y los marcadores moleculares los cuales presentan 

polimorfismos morfológicos y se pueden ver desde que la planta se encuentra en desarrollo 

(Azofeifa, 2006).  

Dentro de los marcadores moleculares se encuentran dos tipos: los marcadores bioquímicos 

como las proteínas en donde se encuentran las isoenzimas que son variantes de una enzima y 

comparten un sustrato pero poseen diferente movilidad electroforética y su variabilidad es 

producida por factores genéticos o epigenéticos; el segundo grupo de marcadores es el de ADN 
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y en este se incluyen tres grupos,  el primero basado en locus específicos como son los RFLPs, 

CAPs, SSRs, SNPs, VNTR, etc., los cuales suelen realizarse mediante la técnica de  hibridación 

tipo Southern;  el segundo grupo basado en amplificaciones al azar como RAPDs, ISSRs, 

AFLPs, DAF,  etc., este tipo de marcadores suelen ser usados en técnicas como la PCR con la 

ayuda de cebadores específicos; y finalmente, están los RAHM y RAMPO (amplificación 

aleatoria del polimorfismo de microsatélites) los cuales combinan las técnicas de PCR o sus 

productos de ADN más la hibridación tipo Southern (Azofeifa, 2006; Solís & Andrade, 2005). 

Además se tienen cuatro tipos de ADN en los cuales se encuentran gran cantidad de 

polimorfismos, entre estos genomas se incluye el ADN nuclear (ADNn), que representa el 99% 

del contenido de la célula encontrándose empaquetado y asociado a proteínas histonas, 

conformando así los cromosomas; el ADN mitocondrial (ADNmT) tiene un tamaño que varía 

entre especies pero que va desde los 15 a los 17 kb, este tipo de ADN en algunos hongos y 

plantas no codifica debido a que se encuentra formado por intrones y el de los animales carece 

de intrones por lo que se transcriben como ARN policistrónico que se divide en ARN 

monocistrónico antes de la traducción (Méndez & González, 1997). 

Por otro lado el ADN ribosomal (ADNr) contiene la información para el ARN por lo que su 

información no se traduce solo se transcribe, y finalmente el ADN de cloroplasto (ADNcl) que 

es una molécula circular de ADN de doble cadena y que contiene intrones y exones, se lo 

considera muy conservado porque es el mismo genoma desde las plantas hepáticas hasta las 

plantas superiores que codifican para proteínas de la maquinaria fotosintética, además, tanto 

las moléculas de las mitocondrias como las de los cloroplastos son las que ayudan a generar 

historias filogenéticas y de estructura poblacional genética relacionadas al linaje, por su 

herencia uniparental además de que no recombinan (Espinosa & Chávez, 2019). 
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Entonces el uso de marcadores moleculares contribuye en estudios de relaciones filogenéticas 

ya sea en plantas, animales u otros seres vivos, en el caso de las plantas los marcadores 

moleculares más utilizados son los que se encuentran en algunas regiones del genoma del 

cloroplasto como atpF-H, gen matK, psbK-I, rbcL, rpoB, rpoC1 y trnH-psbA los cuales han 

demostrado ser buenos candidatos en este tipo de estudios (Iza, 2018). 

Mark Chase fue el precursor de realizar análisis moleculares en orquídeas, contribuyendo así 

en la taxonomía durante más de 10 años usando el marcador molecular del cloroplasto rbcL, 

logrando evitar y rectificar los errores que se cometen al identificar, impulsando la información 

en el área botánica (Aguilar et al., 2003). Lahaye en el 2008 sugirió que el gen matK era el 

código de barras universal preferido para plantas con flores, incluidas las orquídeas y reafirmó 

el mejor potencial de esta región (Vu et al., 2017). Sin embargo, existen otros marcadores 

moleculares utilizados para el análisis de la familia (Orchidaceae) como lo son: ycf-1 y ndhf 

(Londoño, 2021). 

4.1. Gen matK 

El gen matK, antes llamado como orfk, es un gen del cloroplasto que codifica la proteína 

maturasa, la cual está involucrada en el empalme (splicing) de intrones grupo II siendo un 

factor de maduración del pre-ARNm (Hilu & Liang, 1997). Esta secuencia codificante es una 

de las que posee mayor rapidez en la evolución del genoma plástido (Orozco et al., 2019). 

El segmento del gen matK tiene un tamaño aproximado de 1570 pb y se lo encuentra en un 

intrón del gen cloroplasto trnK (Miño, 2018). Su ORF tiene alrededor de 1500 pb 

aproximadamente permite la formación de 500 aminoácidos, la gran variabilidad que se 

encuentra en sus nucleótidos es mayor que en el rbcL, por lo que puede generar un número 

mayor de informes de parsimonia y una fuerte señal filogenética (Albán & Toapanta, 2019). 
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Estructura de la región matk

 

Figura 3. Estructura de la región matK 

Fuente: (Hilu & Liang, 1997). 

4.2. Gen rpoC1 

El gen rpoC codifica la subunidad β de la ARN polimerasa en un cloroplasto, esta región es 

similar a la unidad de ARN polimerasa de Escherichia coli; el gen rpoC se divide en dos genes 

rpoC1 y rpoC2, estos se encuentran dentro de la gran región de una sola copia del genoma 

plástido en la mayoría de las angiospermas, participando en el proceso de transcripción de los 

genes cloroplásticos, específicamente el gen rpoC1 tiene alrededor de 500 - 750 pb y está 

rodeado de regiones flanqueantes de porciones de genes como rpoB y rpoC2;  (Downie & Katz, 

1996). 
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Organización estructural del gen rpoC1 del cloroplasto y regiones flanqueantes 

 

Figura 4. Estructura del gen rpoC1 

Fuente: (Downie & Katz, 1996). 

5. Filogenia   

La filogenia se refiere al estudio de la evolución a través del tiempo de un grupo biológico, esta 

palabra fue acuñada por Haeckel y a partir de esto se permitió establecer clasificaciones y 

representarlas de manera confiable, comenzando a finales del siglo XIX el uso de árboles 

evolutivos; para poder reconstruir una filogenia es importante contar con un grupo interno que 

corresponden a las especies de interés, versus un grupo externo que son especies cercanamente 

emparentadas al grupo de interés pero lo suficientemente distinta para encontrarse fuera del 

grupo que permite enraizar el árbol filogenético, permitiendo definir la dirección del cambio 

de los estados de un carácter (Sosa, 2009). 

Al usar secuencias de ADN, es relevante realizar un alineamiento organizando las secuencias 

para una mejor visualización de la comparabilidad y compatibilidad entre las mismas, 

posteriormente se debe seleccionar el modelo evolutivo que mejor se acople al estudio para un 

análisis correcto, para ello se hace uso de programas bioinformáticos que facilitan estas tareas 

(Leopardi & Escobedo, 2021). 
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La bioinformática ayuda a comprender las correlaciones, la estructura y los patrones de los 

datos biológicos, esto debido al conjunto de varias disciplinas como la informática, las 

matemáticas, la estadística, la química y las ciencias biológicas no tradicionales, que junto a 

las técnicas computacionales ayudan a realizar proyectos de descubrimiento y desarrollo de 

fármacos, análisis del genoma y control biológico entre otros; para ello se analizan las 

secuencias de ADN para encontrar similitudes o diferencias tanto funcionales como 

estructurales de múltiples secuencias biológicas; este tipo de análisis nos permite alinear 

secuencias, buscar en bases de datos de secuencias, descubrir patrones, reconstruir relaciones 

evolutivas, además de formar y comparar el genoma (Meneses et al., 2011).  
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Materiales y Métodos 

1. Recolección de muestras 

El material vegetal estudiado pertenece a especies de orquídeas del Ecuador del género 

Restrepia, las cuales fueron recolectadas de la colección privada de Alberto Guerrero ubicada 

en Pichincha y contiene especímenes de todo el Ecuador.  

Para la recolección de las 24 muestras se seleccionaron las hojas jóvenes, sanas y que no 

poseían daños mecánicos. Cada muestra se almacenó en bolsas de papel Kraft etiquetadas, se 

transportaron al laboratorio y se almacenaron en un congelador a -20°C, hasta su análisis. 

2. Georreferenciación  

Para el análisis de georreferenciación se empleó el programa DIVA GIS 7.5. Primero se obtuvo 

información de la distribución de especies del género Restrepia en el Ecuador mediante la 

plataforma GBIF que está vinculada la base de datos Trópicos en las que se obtuvo las 

coordenadas (latitud y longitud) de las 20 especies registradas en el país, posteriormente se 

subieron los datos obtenidos al programa diferenciando las especies endémicas para finalmente 

tener una representación visual que incluye el mapa, los puntos de distribución de Restrepia  y 

su respectiva escala. 

3. Estudio molecular 

El proceso experimental se llevó a cabo en el Laboratorio de Ciencias de la Vida de la 

Universidad Politécnica Salesiana ubicado en el campus Norte de la ciudad de Quito, en el 

campus el Girón, durante el período abril-junio del 2022.   
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3.1 Extracción de ADN 

Para la extracción de ADN total se probó dos protocolos; el método Doyle & Doyle (1987), 

modificado por Iza (2018) y las autoras (2022) en el cual se inició macerando 50 mg de muestra 

en microtubos de 1.5 mL con 480 µL de Buffer de Lisis y macerando con un pistilo colocado 

en un Taladro atornillador GSR 1000 Smart marca BOSCH hasta que se obtuvo una mezcla 

homogénea, luego se añadió 75 µL de Dodecilsulfato sódico SDS 10%, y se mezcló por 

inversión de 5 a 8 veces, posteriormente se incubó la solución en un termo bloque de Thermo 

Scientific™ por 25 minutos a 65°C; transcurrido ese tiempo se añadió 94 µL de acetato de 

potasio (5M) y se realizó inversión de 5 a 8 veces, luego se refrigeró por 2 horas; después se 

centrifugó por 5 minutos a 12 000 rpm, se transfirió el sobrenadante a un microtubo nuevo de 

1.5 mL y se añadió 600 µL de fenol: cloroformo (1:1), se centrifugó nuevamente a 12 000 rpm 

por 5 minutos, aquí se transfirió la fase intermedia (250 µL aproximadamente) con una 

micropipeta en un nuevo microtubo de 1.5 mL, evitando tomar las proteínas precipitadas, 

posteriormente se añadió 200 µL de isopropanol frío, agitando por inversión de 5 a 8 veces, 

finalmente se almacenó a -20ºC por toda la noche; una vez terminado el tiempo se centrifugó 

las muestras durante 3 minutos a 12 000 rpm, observándose el pellet en la parte final del tubo, 

se eliminó el sobrenadante mediante inversión, se ejecutaron tres lavados añadiendo 300 µL de 

etanol (70%) y centrifugando cada vez por 3 minutos a 12 000 rpm, luego se usó del termo 

bloque a 37°C para evaporar el alcohol restante y así resuspender el pellet en 30 µL de TE 1X 

y almacenarlo a -20°C. 

El segundo método fue mediante el kit Phire Plant Direct PCR Master de Thermo Fisher 

Scientific, en el que consistió simplemente en colocar un trozo de muestra de aproximadamente 

2 mm en un tubo de 1.5 mL y se agregó 20 µL del buffer dilution, luego con una punta de 

micropipeta se trituró el material vegetal para extraer el ADN. 
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3.2 Electroforesis  

Para la evaluación cualitativa de ADN se realizó una electroforesis horizontal según el 

protocolo descrito por (Lee et al., 2012), para ello, se preparó un gel de agarosa para una cámara 

de electroforesis de 50 mL, con un gel de agarosa al 1%, para el cual se pesó 0.5 g de agarosa 

grado biología molecular de Thermo Scientific y se mezcló con 50 mL de tampón TBE 1X en 

un frasco boeco de 250 mL, posteriormente se calentó la mezcla en un horno microondas por 

alrededor de 1.3 minutos hasta que se disolvió la agarosa, se dejó enfriar hasta unos 60 ºC y se 

añadió 0.25 μL del fluorocromo SafeView™ Classic; luego se colocó la solución en  el molde 

con el peine que contiene 28 pocillos, finalmente se dejó reposar hasta que se gelifique y se 

retiró el peine cuidadosamente para colocarlo en la cámara de electroforesis, luego se cubrió el 

gel con TBE 1X.  

En la preparación de muestras se tomó 1 μL de tampón de carga Blue Juice 2X con 4 μL de 

cada muestra y para el marcador genómico se colocó 2 μL de Ladder (O’ GeneRuler Express 

DNA Ladder 100 a 5000 pb y 40-100 ng/0.5 μg de Thermo Fisher Scientific). Se corrió la 

electroforesis por 30 minutos a 100 V en la cámara de electroforesis Labnet, finalmente se 

reveló el gel en el fotodocumentador Bio-imaging systems® y se registraron los resultados 

(Rivas & Salazar, 2017). 
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Marcador de peso molecular 

 

Figura 5. Marcador de peso molecular (5000 – 100 pb) que 

incluye la concentración aproximada en ng/0.5 µg 

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2018). 

 

3.3 Amplificación de ADN  

Para la amplificación de las regiones cloroplásticas se usó la técnica de PCR (Reacción en 

cadena de polimerasa) convencional en un termociclador ProFlex PCR System, Applied 

Biosystems-USA, empleando el kit Phire Plant Direct PCR Máster de Thermo Fisher Scientific 

como se describe en la Tabla 3. 

La región cloroplástica como es el gen matK se amplificó con los primers forward (5’-

CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3’) y reverse (5’- 
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GTTCTAGCACAAGAAAGTCG-3´) y para el gen rpoC1 se utilizaron los primers forward 

(5’ GTGGATACACTTCTTGATAATGG 3’) y para el reverse (5’ 

TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC 3’) (Mongrovejo & Proaño, 2020; Montalvo & 

Vargas, 2019).  

Tabla 3. Componentes de la reacción PCR con Phire Plant Direct PCR para región rpoC1 y 

matK 

Componente Vol (μL) para 1 muestra 

Phire Plant Direct PCR Master mix 12.5 

Primer forward (10 uM) 1 

Primer reverse (10 uM) 1 

Agua de PCR 6.5 

MgCl2 1 

ADN 3 

Volumen total mix 25 

Volumen final de reacción 25 

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2018). Modificado por las autoras. 

Para establecer las condiciones de amplificación para la región cloroplástica matK y rpoC1 se 

realizó el calculó de la Tm mediante el programa OligoAnalyzer™ Tool y posteriormente se 

calculó la temperatura de annealing, la cual sirvió de base para realizar las gradientes de 

temperaturas para cada marcador molecular en el termociclador Labnet multigene Gradiente y 

los cuales se detallan en la Tabla 4 para matK y en la Tabla 5 para rpoC1.   
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Tabla 4. Condiciones de la PCR para matK 

 Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 98 °C 5 minutos 

 

40 

ciclos 

Desnaturalización 98 °C 10 segundos 

Annealing (gradientes 

de temperatura) 

47.5 10 segundos 

50.7 

52.1 

53.5 

Extensión 72 °C 40 segundos 

Extensión final 72 °C 10 minutos 

Mantenimiento 4 °C ∞ 

 

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2018). Modificado por las autoras. 

Tabla 5. Condiciones de la PCR para rpoC1 

 Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 98 °C 5 minutos 

 

40 

Desnaturalización 98 °C 10 segundos 

Annealing (gradientes 47.4 10 segundos 
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ciclos de temperatura) 48.7 

50.7 

52.1 

53.5 

Extensión 72 °C 40 segundos 

Extensión final 72 °C 10 minutos 

Mantenimiento 4 °C ∞ 

 

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2018). Modificado por las autoras. 

Los resultados de las amplificaciones de PCR se examinaron por medio de electroforesis 

horizontal, en cada pocillo se cargó 2 μL de producto de PCR sin adicionar tampón de carga 

en geles de agarosa al 1% teñido con el fluoróforo (SafeView™ Classic) con las mismas 

condiciones descritas anteriormente. 

4. Filogenia 

Para los análisis bioinformáticos realizados primero se descargaron 16 secuencias de la base 

de datos GenBank de especies de Restrepia de las cuales existía información del gen matK y 

se seleccionó como grupo externo Dracula alcithoe, ver Anexo  3, posteriormente se realizó 

un alineamiento de las 17 secuencias en el programa Mega (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis) y se usó un programa en línea GBlock para analizar los alineamientos y cortar las 

secuencias, manteniendo las regiones más conservadas, una vez procesadas las secuencias 

obtenidas, se obtuvieron 2 árboles filogenéticos aplicando dos métodos de reconstrucción 

filogenética: Máxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayeasiana. 
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Para el método de Máxima Verosimilitud (ML), se usó las secuencias previamente cortadas en 

Gblock, en el programa Mega considerando el modelo evolutivo T92 (Tamura 3-parameter) 

proporcionado por este mismo programa, luego se procedió a realizar los árboles filogenéticos 

con un Bootstrap de 500 para el marcador molecular matK. 

Para el método con Inferencia Bayesiana se utilizó el programa Beauti para establecer el grupo 

externo y el grupo de estudio, se seleccionó el modelo de sustitución HKY, debido a que el 

modelo evolutivo T92 no estaba disponible en la aplicación. En las condiciones para el método 

de MCMC (Monte Carlo con Cadenas de Markov) se estableció un valor de 1000 para la 

cantidad de cadenas generadas y para la frecuencia de muestreo. 

 Para generar el árbol filogenético se subieron los datos anteriormente procesados al programa 

BEAST versión v1.10.4 y finalmente se observó el árbol consenso obtenido en el programa 

FigTree v1.4.4 con los valores correspondientes de probabilidad posterior. 
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Resultados y discusión 

1. Colección de muestras 

La colección de muestras de tejido foliar de las especies registradas en el Ecuador del 

género Restrepia se realizó en la colección privada de Alberto Guerrero, obteniendo 24 

muestras para el estudio. 

Tabla 6. Listado de plantas del género Restrepia colectadas para el estudio 

 

Número de 

muestras 

Nombre 

científico 

Código 

de 

colección 

Lugar de colección de 

muestras por Alberto 

Guerrero 

Lugar de registro 

1 R. iris 4437 Zamora Chinchipe Zamora Chinchipe 

2 R. contorta  4438 Jardín botánico Azuay, Pichincha, Zamora Chinchipe 

3 R. guttulata  4439 Perucho Carchi, Imbabura, Pichincha. 

4 R. flosculata  4440 Ecuagenera Carchi, Imbabura 

5 R. brachypus  4441 Ecuagenera Carchi, Morona Santiago, Pichincha, 

Tungurahua 

6 R. teaguei 4442 Magalli Portilla Zamora Chinchipe 

7 R. condorensis 4443 Mario Portilla Zamora Chinchipe 

8 R. portillae  4444 Ecuagenera Morona Santiago 

9 R. mendozae  4445 Ecuagenera Zamora Chinchipe 

10 R. schizosepala  4446 Checa-Juan Galarza Sucumbíos 

11 R. lansbergii  4447 Ecuagenera Pastaza, Tungurahua. 

12 R. howei  4448 Mario Portilla Ecuador 

13 R. seketi 4449 San Francisco Baños Colombia 

14 R. mohrii  4450 Ecuagenera Ecuador 
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Nota: La ubicación referencial de las muestras fueron proporcionadas por Alberto Guerrero, además de la 

información obtenida de la base de datos Trópicos. 

Fuente: (Las Autoras, 2022). 

2. Georreferenciación  

La información proporcionada por la base de datos Trópicos (2022) permitió establecer las 

zonas de distribución del género Restrepia en Ecuador. En donde este género se encuentra 

ubicado mayormente en la zona central del Ecuador como se puede observar en la Figura 

6¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.. 

Esto se debe a que en la parte central del Ecuador donde se observan la mayor distribución de 

especias del género Restrepia, pertenece mayormente a la sierra, la cual se encuentra en una 

altura alrededor de 1800 a 6268 m.s.n.m y también se encuentran en una parte de la Amazonía 

la cual su altura máxima suele encontrarse entre los 1000 m.s.n.m (Portilla, 2018). Y como lo 

15 R. piperitosa  4451 Alex Hirtz Pichincha, Quito 

16 R. antennifera  4452 Ecuagenera Azuay, Imbabura, Morona Santiago, 

Pichincha y Tungurahua 

17 R. cymbula  4453 Valladolid Loja Ecuador 

18 R. dodsonii  

4454 

(R0997BL) El Cisne Loja 

Pichincha 

19 R. ephippium  4455 Zamora Imbabura 

20 R. muscifera  4456 Harry Zelenco Ecuador 

21 R. trichoglossa  4457 Perucho Carchi, El Oro, Manabí. 

22  R942LO 4458 Loja Pichincha 

23  R1104ZA 4459 Zamora Chinchipe  Ecuador 

24 

 R6525F 

(ma4449) 4460 San Francisco Baños 

Colombia 
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establece Mittermeier et al. (1999) este género de orquídeas se desarrolla en alturas de 1000 y 

3000 m.s.n.m. en áreas del bosque lluvioso montano. 
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Distribución de las especies del género Restrepia en el Ecuador 

 

Figura 6. Distribución de las especies del género Restrepia en el Ecuador 

R. antennifera distribuida en las provincias de Azuay, Imbabura, Morona Santiago, Pichincha y Tungurahua; 

R.brachypus en Carchi, Morona Santiago, Pichincha, Tungurahua; R.condorensis en Zamora Chinchipe; R.contorta 

en Azuay, Pichincha, Zamora Chinchipe; R. dodsonii en Pichincha; R. ephippium en Imbabura; R.  flosculata en 

Imbambura, Carchi; R. guttulata en Imbabura, Pichincha; R. iris en Zamora Chinchipe; R. lansbergii en Pastaza y 

Tungurahua; R. mendozae en Zamora Chinchipe; R. piperotosa en Pichincha; R. portillae en Morona Santiago; R. 

schizosepala en Sucumbíos; R. teaguei en Zamora Chinchipe; y R. trichoglossa en Pichincha, Carchi, El Oro y 

Manabí. 

Fuente: (Las Autoras, 2022). 
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3. Estudio molecular 

3.1.  Extracción de ADN 

Se usó los dos métodos para la extracción de ADN, sin embargo, solo se obtuvo ADN de las 

24 muestras colectadas usando el protocolo de Doyle & Doyle (1987), ya que con el uso del 

buffer dilution de un solo paso se evidenció barridos sin presencia de bandas definidas de ADN 

como se puede observar en la Figura 7, Esto pudo deberse a que la efectividad de los kits 

depende del tipo de tejido con el que se trabaja y la capacidad de unión de la membrana como 

lo establece Alejos et al. (2018), en este caso el género Restrepia presenta hojas gruesas, por 

lo cual necesitan una extracción en la que se aplique una parte mecánica y una con varios 

solventes para poder obtener el ADN de manera adecuada, también se debe tener en cuenta la 

diferencia de los métodos en cuanto a la ruptura mecánica, se usó un taladro con un pistilo en 

el método convencional y una punta de micropipeta en el método por kit.  Cabe destacar que 

el empleo de material fresco fue sumamente importante para el éxito de la extracción debido a 

que es fácil de romper (Iza, 2018).  

Gel electroforético de ADN extraído por kit

 

Figura 7. ADN extraido con buffer dilution 

Fuente: (Las autoras, 2022). 
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En las bandas obtenidas con el método Doyle & Doyle (1987) de la Figura 8 se evidencian 

cadenas de ADN de más de 5000 pb y una concentración de 40-100 ng/µL aproximadamente, 

es importante resaltar que en la corrida electroforética se observaron barridos evidenciándose 

degradación del ADN y compuestos contaminantes, esto se debe a que el tipo de tejido que se 

usó para le extracción poseía material de reserva, ya que el género Restrepia utiliza sus hojas 

coriáceas para almacenar agua a diferencia de otros géneros de orquídeas que si 

poseen  pseudobulbos que sirven para conservar la humedad (Freuler, 2003; Schneider, 1958); 

este tejido parenquimático de reserva mencionado puede almacenar varias sustancias entre ellas 

almidón, gránulos, cristales de proteína, gotas lipídicas y agua (Chuncho et al., 2019). 

Gel electroforético de ADN extraído por método Doyle & Doyle 

 

Figura 8. ADN Extraído por el método Doyle & Doyle 

Fuente: (Las autoras, 2022). 

3.2.  Amplificación de ADN 

Debido a que en la extracción de ADN con el método de un solo paso no se observó presencia 

de bandas definidas, para la amplificación se usó solamente el método Doyle & Doyle.  Para 

la gradiente de temperatura de matK se probaron cuatro temperaturas de las cuales todas se 

amplificaron, sin embargo, se seleccionó 47.5 ºC como temperatura ideal debido a que fue la 

única que no presentó doble banda como se evidencia en la Figura 9. 
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La temperatura de anneling seleccionada es baja, esto se debe a los primers utilizados para la 

amplificación, ya que al calcular sus temperaturas de melting estas dan como resultado 53.9°C 

para el forward Anexo 6 y 51.1°C para el reverse Anexo  7 y al restar los 5°C para obtener la 

temperatura de aneling este valor decrece, esto se debe a la característica del porcentaje de 

guaninas y citocinas que debe estar entre un 50%-60%, y en este caso está en valores menores 

al 45%, característica no ideal de los primers al momento de diseñarlos (Hernández & Valdez, 

2017).  A pesar de esta baja temperatura, si se obtuvo bandas en la amplificación, esto 

concuerda con Checa (2018) y Bolívar et al. (2014) en el que manifiesta que se pueden usar 

temperaturas de annealing, que van entre los 45º a los 68 ºC con una duración de entre 15 a 60 

segundos, con el uso especifico de programas para calcular su temperatura, explicando que los 

primers se pegaron correctamente.  

Gradiente de temperatura para el gen matK 

 

Figura 9. Verificación de productos PCR obtenido de las diferentes gradientes de temperatura para el gen matK 

Notas: Para la gradiente se utilizó una muestra perteneciente a Restrepia howei  

Fuente: (Las autoras, 2022). 

 

Para la gradiente de temperatura para rpoC1 se probaron cinco temperaturas de las cuales todas 

se amplificaron correctamente, sin embargo, se seleccionó 48.7 ºC como temperatura ideal por 

su mayor concentración cualitativa que se observó en el gel (Figura 10).    
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La temperatura de annealing para el gen rpoC1 se seleccionó de la misma manera que para la 

región matK usando el programa Oligo Analyzer, ver Anexo  8 y Anexo  9. 

Gradiente de temperatura para el gen rpoC1 

 

Figura 10. Verificación de productos PCR obtenido de las diferentes gradientes de temperatura para el gen 

rpoC1 

Notas: Para la gradiente se utilizó una muestra perteneciente a Restrepia howei  

Fuente: (Las autoras, 2022). 

 

Se amplificaron las 24 muestras con el marcador molecular matK y 23 muestras con el 

marcador rpoC1 con la temperatura de hibridación de 47.5 ºC y 48.7 ºC respectivamente para 

cada marcador, estas temperaturas fueron seleccionadas después de una amplificación en 

gradiente para cada marcador.  

El marcador matK se puede observar en las bandas obtenidas en la Figura 11,Figura 12 las 

cuales demuestran cadenas entre 750 – 1000 pb y una concentración entre 50 a 100 ng/µL, de 

igual manera se puede observar las bandas obtenidas en la Figura 12 con el marcador rpoC1, 

las cuales demuestran cadenas de entre 500 – 750 pb y una concentración de 50 a 100 ng/µL; 

el tamaño de los amplicones es correspondiente a los obtenidos por otros autores para los 

mismos genes matK y rpoC1  (Mongrovejo & Proaño, 2020). 
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Gel electroforético de productos PCR del gen matK 

 

Figura 11. Productos amplificados con el marcador molecular matK 

Nota: Se visualizan los carriles marcados del 4437 al 4460 y un marcador de peso molecular de 100 a 5000 pb en cada extremo. 

Fuente: (Las Autoras, 2022). 

Gel electroforético de productos PCR del gen rpoC1 

 

Figura 12. Productos amplificados con el marcador molecular rpoC1 

Nota: Se visualizan los carriles marcados del 4437 al 4460 y un marcador de peso molecular de 100 a 5000 pb en cada extremo. 

Fuente: (Las Autoras, 2022). 
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4. Filogenia  

Con el uso de las 17 secuencias obtenidas de la base de datos GenBank se pudieron realizar 

árboles filogenéticos correspondientes al gen matK para los métodos de inferencia bayesiana 

Ver Anexo  4 y también para el método de Maximum Likelihood (ML) o Máxima 

Verosimilitud, con el modelo evolutivo proporcionado por el software Mega Ver Anexo  5. 

El modelo evolutivo que se obtuvo en el programa Mega fue el T92 (Tamura 3-parameter), sin 

la presencia de sitios invariantes (+I) y tampoco tiene distribución gamma (+G). Este modelo 

es muy bueno ya que corrige múltiples aciertos tomando en cuenta las diferencias en la tasa de 

transición y sesgo del contenido de G+C (Tamura, 1992). 

 

 

 

 

 

Modelo evolutivo 

 

 

Figura 13. Modelo evolutivo proporcionado por el programa Mega 

Fuente: Datos obtenidos del software Mega 
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Como se observa en el árbol filogenético el uso de la región matk de las 16 secuencias del 

género Restrepia es eficaz para realizar una diferenciación entre especies, como se evidencia 

en la agrupación correcta de las especies de R.elegans y R.muscifera de forma clara, sin 

embargo, específicamente entre las especies R. brachypus y R. trichoglossa no se obtiene una 

agrupación coherente, por lo que se requiere en este caso el uso de un marcador molecular 

diferente o un marcador adicional que permita diferenciar entre ambas especies. 

Además, es muy probable que la secuencia con código MF349936.1 Restrepia sp. sea de la 

especie R. citrina, debido a que se emparejaron en un mismo clado, sin embargo, se necesitan 

más análisis bioinformáticos para poder clasificarla. 

Se observa que R.elegans, R.citrina, R. aristulifera, R. antennifera y R, trichoglossa son clados 

hermanos con un puntaje de 1 de probabilidad posterior. 

En comparación con el soporte estadístico, estos cuentan con valores muy parecidos a los 

obtenidos por la probabilidad posterior, como el caso de R.trichoglossa y R.brachypus con 

valores de 100 y 94, además, de igual manera se tiene un ancestro en común con una 

probabilidad de 89 entre los clados hermanos en los que se 

encuentran  R.xanthophthalma,  R.muscifera, R. trichoglossa y R. brachypus. 

El grupo externo Drácula alcithoe, sirvió para enraizar el árbol filogenético este fue 

seleccionado ya que esta especie es perteneciente a la familia Orchidaceae a la subtribu 

Pleurothallidinae, sin embargo, pertenece a otro género, es decir se encuentra dentro de la 

familia, pero presenta diferencias para poder distinguirlas del género Restrepia (ABO, 2022). 

El que solo existan 16 secuencias disponibles en GenBank demuestra que hace falta estudios 

en este género, tomando en cuenta que de ese número solo 8 son de especies distintas y solo 4 

de ellas están registradas en el Ecuador que son R.antennifera, R.Brachypus, R.muscifera, 

R.trichoglossa, en donde con la amplificación de matK realizada en este estudio es posible 

posteriormente secuenciar dichos resultados para un análisis mucho más completo, además del 



39 

 

marcador rpoC1, en el que no fue posible analizar mediante árboles filogenéticos al no 

encontrar ninguna secuencia disponible ya sea del mundo o especies registradas en el Ecuador 

pertenecientes al género Restrepia. 

Árbol filogenético del género Restrepia para matK 

 

Figura 14. Árbol consenso del género Restrepia usando la región matK 

Fuente: Datos procesados con los softwares MEGA y BEAST 
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Conclusiones 

Se recolectaron 24 muestras de tejido vegetal de una colección privada, pertenecientes a las 20 

especies del género Restrepia registradas en el Ecuador, las cuales corresponden a un 100% de 

especies de este género registradas en The Plant List (2022); además, el análisis de 

georreferenciación realizado con los datos proporcionados por la base de datos Trópicos 

Missouri Botanical Garden permitieron determinar los puntos de distribución de las especies 

del género Restrepia con mayor afluencia en la zona central del Ecuador, se encuentran 

repartidas en la región Sierra y una parte en la Amazonía, en bosques montanos. 

 

La comparación de los dos métodos de extracción de ADN de las muestras de tejido de especies 

del género Restrepia, destacó con excelentes resultados el protocolo Doyle y Doyle (1987) por 

la obtención de bandas definidas a diferencia del uso del kit en un solo paso, ya que al trabajar 

con muestras que poseen tejido parenquimático (reserva) en sus hojas se tiene muchos 

compuestos como almidón, gránulos, cristales de proteína, gotas lipídicas que influyen en la 

degradación del ADN y su conservación. 

 

Fue importante realizar gradientes de temperatura para su estandarización en cada uno de los 

marcadores moleculares ya que esto permitió establecer las temperaturas de anneling ideales 

para la amplificación, de 47.5 ºC para matK sin la presencia de dobles bandas y de 48.7 ºC para 

rpoC1, sin embargo, la amplificación para esta región se dio en el rango de temperaturas de 

47.4°C a 53.5°C. 

El marcador molecular matK en base a las secuencias disponibles en GenBank del género 

Restrepia es adecuado porque si presenta variaciones en los fragmentos utilizados que permiten 

establecer una clasificación, sin embargo, es necesario el uso de un marcador molecular 

adicional. 
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Recomendaciones 

Se recomienda la continuación del trabajo experimental de identificación molecular del género 

Restrepia, ya que la información que existe es muy escasa y se necesita generar una biblioteca 

de genes de estas especies y que, junto con el apoyo a la taxonomía tradicional de manera 

complementaria, se logre una clasificación y descripción del género Restrepia mucho más 

amplia y concreta. 

Para la recolección de muestras de tejido vegetal del género Restrepia se recomienda el uso de 

recipientes térmicos para su transporte al laboratorio para mantener frescas las muestras, 

además que una vez llegado al laboratorio es imprescindible su congelación a -20 ºC para su 

conservación a largo plazo. 

El diseño y uso de más marcadores moleculares con regiones suficientemente variables sería 

más adecuado para permitir una clasificación más precisa del género Restrepia, en específico 

se recomienda el marcador molecular ycf1. 

Aplicar herramientas bioinformáticas en todos los procesos para que estas sirvan de apoyo a lo 

largo de la experimentación desde la evaluación de los primers y el cálculo de sus temperaturas 

de melting, hasta la creación de árboles filogenéticos y la definición de parámetros adecuados. 
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Anexos 

 

Anexo  1. Ubicación geográfica de las especies del género Restrepia 

Especie N. Latitud Longitud Lugar 

Restrepia antennifera 

Kunth 

1 0.295 -78.482 Imbabura 

2 -1.21 -78.25 Tungurahua 

3 -0.433333 -78.483 Pichincha 

4 -0.45 -78.466 Pichincha 

5 -1.427 -78.767 Tungurahua 

6 -2.6673131 -78.56513 Azuay 

7 -2.5493325 -78.46625 Morona Santiago 

Restrepia brachypus 

Rchb.f. 

8 -0.5833863 -78.56579 Pichincha 

9 0.81825139 -77.97049 Carchi 

10 -2.3085798 -78.4943 Morona Santiago 

11 -1.0766886 -78.38372 Tungurahua 

Restrepia condorensis 

Luer & R.Escobar 12 -4.502 -79.281 Zamora Chinchipe 

Restrepia contorta (Ruiz 

& Pav.) Luer 

13 -4.49 -79.134 Zamora Chinchipe 

14 0.19521819 -78.48927 Pichincha 

15 -2.6133299 -79.30461 Azuay 

Restrepia cymbula Luer 

& R. Escobar 16  -  -  Ecuador 

Restrepia dodsonii Luer 17 -0.164 -78.9 Pichincha 



47 

 

18 -0.437 -78.727 Pichincha 

19 -0.466 -78.783 Pichincha 

Restrepia ephippium 

Luer & Hirtz 20 0.43210718 -78.30936 Imbabura 

Restrepia flosculata Luer 

21 0.72322976 -78.46592 Imbabura 

22 0.80082972 -77.94407 Carchi 

Restrepia guttulata Lindl. 

23 0.74560168 -77.81791 Carchi 

24 0.20277126 -77.97703 Imbabura 

25 0.06544257 -77.96879 Pichincha 

Restrepia howei Luer 26  - -   Ecuador 

Restrepia iris Luer 

27 -4.466 -79.1486 Zamora Chinchipe 

28 -4.03333 -78.98333 Zamora Chinchipe 

29 -3.975 -79.119 Zamora Chinchipe 

30 -3.9666 -79.07 Zamora Chinchipe 

Restrepia lansbergii 

Rchb.f. & H. Wagener 

31 -1.513062646 -77.97954686 Pastaza 

32 -1.45156834 -78.54920026 Tungurahua 

Restrepia mendozae Luer 33 -4.536151 -79.124054 Zamora Chinchipe 

Restrepia mohrii Braem 34 - - Ecuador 

Restrepia muscifera 

(Lindl.) Rchb.f. ex Lindl. 35 - - Ecuador 

Restrepia piperotosa 

Luer 36 0.11592153 -78.33666219 Pichincha 

Restrepia portillae Luer 37 -3.233333 -78.6666 Morona Santiago 
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Restrepia schizosepala 

Luer & Hirtz 38 -0.071784359 -77.61075538 Sucumbíos 

Restrepia teaguei Luer 39 -4.03333 -78.98333 Zamora Chinchipe 

Restrepia trichoglossa 

F.Lehm. ex Sander 

40 -1.04 -80.65 Manabí 

41 -3.78858494 -79.51474093 El Oro 

42 -3.801911672 -79.56025382 El Oro 

43 0.725 -77.7 Carchi 

44 -0.419440043 -78.80705206 Pichincha 

 

Anexo  2. Resultados de la extracción, amplificación y secuenciación del ADN 

Número 

de 

muestras Nombre científico 

Código de 

colección 

Extracción 

de ADN 

 

Amplificación  

matk rpoC1 

1 R. iris 4437 Si Si Si 

2 R. contorta  4438 Si Si Si 

3 R. guttulata  4439 Si Si Si 

4 R. flosculata  4440 Si Si Si 

5 R. brachypus  4441 Si Si Si 

6 R. teaguei 4442 Si Si Si 

7 R. condorensis 4443 Si Si Si 

8 R. portillae  4444 Si Si Si 

9 R. mendozae  4445 Si Si Si 

10 R. schizosepala  4446 Si Si Si 

11 R. lansbergii  4447 Si Si Si 
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12 R. howei  4448 Si Si Si 

13 R. seketi 4449 Si Si Si 

14 R. mohrii  4450 Si Si Si 

15 R. piperitosa  4451 Si Si Si 

16 R. antennifera  4452 Si Si Si 

17 R. cymbula  4453 Si Si Si 

18 

R. dodsonii 

R0997BL 4454 

Si Si Si 

19 R. ephippium  4455 Si Si Si 

20 R. muscifera  4456 Si Si No 

21 R. trichoglossa  4457 Si Si Si 

22  R942LO 4458 Si Si Si 

23  R1104ZA 4459 Si Si Si 

24  R6525F 4460 Si Si Si 
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Anexo  3. Secuencias del Genbank del género Restrepia y el outgroup de la región matK 

 
Especie  Código de 

accesión 

1  Restrepia xanthophthalma MatK gene complete cds chloroplast AY370654.1  

2 Restrepia elegans voucher ORDNA00179 maturase K (matK) 

gene partial 

MT518739.1  

3 Restrepia citrina voucher ORDNA00789 maturase K (matK) 

gene partial 

MT518738.1  

4  Restrepia citrina voucher ORDNA00759 maturase K (matK) 

gene partial 

MT518737.1  

5  Restrepia brachypus voucher ORDNA00292 maturase K (matK) 

gene partial 

MT518736.1 

6 Restrepia antennifera voucher ORDNA00803 maturase K (matK) 

gene partial 

MT518735.1  

7 Restrepia muscifera voucher FP 3921 maturase K (matK) gene 

partial  

EU214438.1 

8 UNVERIFIED: Restrepia trichoglossa voucher M.L. Klingelfus 

117 (UPCB) 

MN332573.1  

9 Restrepia elegans voucher M.L. Klingelfus 165 (UPCB) tRNA-

Lys (trnK) 

MN332572.1 

10 Restrepia sp. Vo21 isolate AD7LJ60 maturase K (matK) gene 

partial cds 

MF349936.1 

11 Restrepia muscifera voucher Rodrigues 512 (SP) tRNA-Lys 

(trnK) gene 

KT709651.1  

12 Restrepia muscifera isolate DB9208 maturase K (matK) gene 

partial cds 

KP012449.1  

13  Restrepia trichoglossa isolate JBL-02309 maturase K (matK) 

gene partial 

KP012448.1 

14 Restrepia trichoglossa maturase K (matK) pseudogene and 

tRNA-Lys  

EF079329.1 

15 Restrepia aristulifera trnK gene intron and maturase (matK) gene 

complete 

AF265481.1 
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16 UNVERIFIED: Restrepia brachypus voucher MO:6857079 

maturase K-like  

MT359250.1  

17 Dracula alcithoe voucher 4055 maturase K (matK) gene partial 

cds chloroplast 

MN615347.1 

 

Método de Inferencia Bayesiana 

 

Anexo  4. Árbol filogenético de la región de matK del género Restrepia con inferencia bayesiana. 

 
Fuente: Datos procesados con el software BEAST.v1.10.4 
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Método de Máxima Verosimilitud 

 

 
Anexo  5. Árbol filogenético de la región de matK del género Restrepia con método de Máxima 

Verosimilitud 

Fuente: Datos procesados con el software Mega 
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Temperatura de Melting calculada del primer matK forward 

 

Anexo 6. Temperatura de Annealing calculada para el primer matK  forward 

Fuente: Información obtenida en el software Oligo Analyzer 

 

Temperatura de Melting calculada del primer matK reverse 

 

Anexo  7. Temperatura de Annealing calculada para el primer matK reverse 

Fuente: Información obtenida en el software Oligo Analyzer 
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Temperatura de Melting calculada del primer rpoC1 forward 

 

Anexo  8. Temperatura de Annealing calculada para el primer rpoC1 forward 

Fuente: Información obtenida en el software Oligo Analyzer 

 

Temperatura de Melting calculada del primer rpoC1 reverse 

 

Anexo  9. Temperatura de Annealing calculada para el primer rpoC1 reverse 

Fuente: Información obtenida en el software Oligo Analyzer 

 


