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RESUMEN

El grupo de Epidendrum nocturnum es un tipo nomenclatural del género Epidendrum.
Esta especie esta distribuida en toda América tropical: La Florida, México, Colombia,
Brasil, Venezuela, Peru, Ecuador y el Caribe. Se estima que aproximadamente existen 35
especies dentro de este grupo. Epidendrum es el segundo género mas grande en el
Ecuador, por lo que al ser tan amplio genera un problema de clasificacion de las especies
que lo componen.

DNA BARCODE es una técnica molecular que facilita la identificacion a nivel molecular
de especies, a partir de muestras de ADN secuenciadas, sin embargo, no se tiene la certeza
de que el empleo de las regiones genéticas cloroplasticas matK, ycfl y rpoC1 sirvan para
poder realizar una diferenciacion puntual a nivel de subespecies. Asi, se obtuvieron
muestras vegetales de distintas zonas del pais: Santo Domingo de los Tséachilas,
Imbabura, Pichincha, Napo y Pastaza para identificarlas mediante la técnica molecular
antes mencionada. Se extrajo ADN por el método de Doyle y Doyle, se procedio a realizar
una PCR con dichos marcadores moleculares, para secuenciar las muestras.
Seguidamente se procedi6 a limpiar las secuencias obtenidas y trabajar con las que tengan
una calidad superior al 40%; con el programa MEGA v 11.0 se elaboraron los arboles
filogenéticos, ademas de un mapa de georreferenciacion con la plataforma Google Earth.
Finalmente se pudo concluir que el empleo de estos marcadores moleculares sirve para
diferenciar las subespecies de E. nocturnum, asi mismo se evidencia el fendmeno de
especiacion ligado a la distribucidn de las diferentes muestras obtenidas y los cambios a

nivel genético presentado.

Palabras clave: Nocturnum, Orchidaceae, matK, rpoCL1, ycfl, filogenia.



ABSTRACT

The Epidendrum nocturnum group is a nomenclatural type of the genus Epidendrum. This
specie is distributed throughout tropical America: Florida, Mexico, Colombia, Brazil,
Venezuela, Peru, Ecuador and the Caribbean. It is estimated that there are approximately
35 species within this group. Epidendrum is the second largest genus in Ecuador, hence
being so large generates a problem of classification of the species that compose it.

DNA BARCODE is a molecular technique that facilitates the identification of species at
the molecular level from sequenced DNA samples; however, it is not certain that the use
of the chloroplastic genetic regions matK, ycfl and rpoC1 can be used to make a specific
differentiation at the subspecies level. Thus, plant samples were obtained from different
areas of the country: Santo Domingo de los Tsachilas, Imbabura, Pichincha, Napo and
Pastaza to identify them by means of the aforementioned molecular technique. DNA was
extracted by the Doyle and Doyle method, and a PCR was performed with these molecular
markers to sequence the samples. The sequences obtained were then cleaned and those
with a quality higher than 40% were used for the analyses; phylogenetic trees were
prepared with the MEGA v 11.0 program, as well as a georeferencing map with the
Google Earth platform. Finally, it was possible to conclude that the use of these molecular
markers help to differentiate the subspecies of E. nocturnum, and observe a speciation
phenomenon linked to the distribution of the different samples obtained due to changes

at the genetic level.

Keywords: Nocturnum, Orchidaceae, matK, rpoC1, ycfl, phylogeny.
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2 Introduccion

Ecuador es un pais megadiverso, la variedad vegetal con la que cuenta, representa
alrededor del 7% de plantas vasculares de todo el planeta, de las cuales 4300 especies son
orquideas (OTCA, 2021). El pais en su pequefia extension geogréafica, 283.561 km? en
comparacion a otros paises (Barragan, 2019), cuenta con una mega biodiversidad tanto a
nivel animal como vegetal, es aqui en donde denotan las orquideas, debido a que el pais
posee 4 de las 5 subfamilias de orquideas que existen en todo el mundo (Ministerio de

Turismo del Ecuador, 2013; Montalvo y Vargas, 2019).

La familia de las orquideas es una de las familias méas diversas de todo el reino vegetal,
se trata de una familia cosmopolita, sin embargo, tienen cierta preferencia a ubicarse en
las zonas tropicales, estas representan alrededor de 30000 especies dispersas alrededor de
todo el mundo, destacando por su belleza exoética. En el pais, una de cada cinco especies
de plantas es una orquidea, asi representan alrededor de 1707 especies, por lo que su

registro es de suma importancia (Tobar et al., 2018).

Epidendrum es el segundo género mas grande en el Ecuador, hablando de orquideas,
agrupa 452 especies (Carrion, 2009; A. Sanchez y Rodriguez, 2018). Epidendrum al ser
un género bastante amplio, genera un problema de clasificacion de las especies que lo
componen. Estas especies vegetales se encuentran en gran peligro debido a la destruccion
de su habitat o por el trafico de especies que gira en torno a estas (Parveen et al., 2017;
Rocha y Duque, 2017). La mayoria de las estas orquideas se ubican en bosques que
representan puntos criticos de deforestacion y por ende presentan pérdida de su habitat,
lo que implica una disminucion de su poblacion, el Sistema Nacional de Areas Protegidas

calcula que alrededor del 85% de orquideas propias de pais se encuentran bajo amenaza,



casi el 2% se encuentran en un estado de peligro critico y el 11% se ubica en peligro
(Millner y Baldwin, 2016). Altamirano y Yanez (2016) dicen que la conservacién de
especies no solamente de orquideas es relevante para supervivencia propia y la de los
organismos que conviven con estas, adicionalmente, al preservar la diversidad se
contribuye a mantener la informacién que conlleva cada especie con los procesos
biolégicos que se han dado hasta ahora, es decir, su evolucion morfologica codificada

genéticamente.

Se debe resaltar que muchas clasificaciones realizadas a la familia Orchidaceae con
anterioridad son mediante diferenciacion morfoldgica, sin embargo, puede darse el caso
de existir dos especies morfoldgicamente similares o que no se encuentren en etapa de
floracién para poder identificarlas con claridad, pero que genéticamente presenten
diferencias; por lo antes mencionado, el empleo de marcadores moleculares ayudara a la
identificacion y correcta clasificacion de dichas especies (Endara y Ocafia, 2022; Rivas y

Salazar, 2017).

La identificacion de estas especies ha sido facilitada debido a que las técnicas moleculares
han ido mejorando y asi en la actualidad estas proveen de gran cantidad de informacion
que resulta sumamente Util para estudios de identificacion de especies, evolucion
filogenética, entre otras (Pacheco et al., 2021). Es asi que las técnicas de identificacién
molecular proveen de informacion certera debido a que el codigo genético es Unico para

cada individuo (Heubl, 2010).

DNA BARCODE, es una técnica molecular que facilita la identificacion a nivel molecular

de especies, a partir de muestras de ADN secuenciadas. Esta técnica sugiere utilizar



condiciones de secuencia estandarizadas y aceptadas a nivel mundial, por lo que se puede
emplear para la identificacion y clasificacion de especies vegetales de una forma rapida
(Trang et al., 2017). Sin embargo, no se tiene la certeza de que el empleo de las regiones
genéticas cloropléasticas tales como matK, ycfl y rpoC1 sirvan para poder realizar una

diferenciacion puntual a nivel de subespecies.

Es asi, que el presente trabajo de investigacion tiene como finalidad obtener muestras
vegetales de distintas zonas del pais, Santo Domingo de los Tsachilas, Imbabura,
Pichincha, Napo y Pastaza para identificar mediante la técnica molecular DNA
BARCODE, usando los marcadores moleculares matK, ycfl y rpoC1, las subespecies de
orquideas pertenecientes al grupo de Epidendrum nocturnum, con el fin de encontrar
diferencias que permitan discriminar cada subespecie, ya que es importante conocer los
procesos de especiacion que se dieron entorno a E. nocturnum y otras orquideas, con el

fin de preservar y clasificar de buena manera cada una de estas.



3 Marco conceptual

3.1 Familia Orchidaceae

La Familia Orchidaceae representa uno de los mas grandes grupos dentro de las plantas
vasculares, asi en 2022, The Plant List, (2013) menciona que esta familia contiene
alrededor de 27800 especies que se distribuyen alrededor de casi todo el mundo,
exceptuando el Artico, la Antartica y ciertos desiertos del mundo, sin embargo, en su gran
mayoria se encuentran ubicadas en los trépicos, en Sudamérica y Centroamérica y
alrededor del 10% de estas, se encuentran el Pert, Colombia y Ecuador (Dressler, 1982;

Jacinto, 2019; Novoa et al., 2015; Rivero y Chirino, 2015).

Segun Aguilar (2003), las orquideas forman parte de las monocotiledoneas mas
adelantadas en cuanto a evolucion, debido a esto han ido mejorando sus caracteristicas
para la toma de agua, almacenamiento, la polinizacion, ademas de que en varios casos

presentan asociaciones con hongos para solventar necesidades nutricionales.

Chacon et al. (2018), hablan de que existen datos de las orquideas desde épocas muy
antiguas, en la obra denominada “La Historia de las plantas”, realizada por Teofrasto de
Ereso (374-287 a.C.), las denominaba “Orchis” que significa testiculo, debido a su forma
semejante a los pseudo bulbos que se encuentran en la zona basal de estas plantas.

En la actualidad, las orquideas son consideradas como la familia de especies vegetales
con flores con mas especies sobre la tierra, seguidas por la familia de las Asteraceas
(Palacios, 2014), es asi que, The Plant List (2013), muestra que se han registrado 899

géneros y alrededor de 27800 especies dentro de la familia Orchidaceae.



El Ecuador, al contener zonas subtropicales y tropicales posee gran cantidad de especies
de orquideas, el pais se encuentra ubicado dentro de los 17 paises con mayor
biodiversidad a nivel mundial (Zambrano y Solano, 2011), asi en el 2013, Vinicio
Alvarado, el entonces Ministro de Turismo, declard al Ecuador como “El pais de las
orquideas”, refiriéndose a que el Ecuador posee 4 de las 5 subfamilias de orquideas que
existen en todo el mundo (Ministerio de Turismo del Ecuador, 2013; Rocha y Duque,

2017).

3.1.1 Importancia de la familia Orchidaceae

Londofio y Villanueva (2021), indican que las orquideas son un elemento importante
dentro del ecosistema debido a que estas plantas contribuyen al aumento de la masa
vegetal lo que ayuda a la regulacion hidrica, adicionalmente estas plantas generan
asociaciones con gran cantidad de hongos micorrizicos, sirven también como alimento y
refugio para otros organismos como abejas, hormigas, aves, murciélagos, mariposas,

entre otros.

Una parte de las orquideas son epifitas, mecanismo importante en los bosques debido a
pueden atrapar nutrientes, principalmente el nitrégeno proveniente de varias fuentes
como el aire o el agua; las orquideas aprovechan la descomposicion de hojarasca, arboles
caidos, animales muertos, entre otros, ayudando a mantener el ciclo vital dentro de estos

bosques (Palacios, 2014).

Debido a sus diferentes caracteristicas morfolégicas, colores y fragancias, han provocado

que esta familia sea muy demandada a nivel global, generando grandes réditos



econdmicos (Li et al., 2021), es asi que empresas tales como Ecuagenera han decidido
colocar sus cimientos en el Ecuador.

En contraparte, muchas de estas especies endémicas del pais se ven afectadas por los
incendios forestales, deforestacion de los bosques, crecimiento de la parte urbana, lo que
impulsa a la creacion de carreteras y sobre recoleccion de estas plantas para satisfacer el
mercado (Parveen et al., 2017; Rocha y Duque, 2017). Por lo que es menester poder

identificar las especies antes de que se encuentren extintas.

3.1.2 Taxonomia

La clasificacion taxondmica de las orquideas ha estado en constante investigacion,
habitualmente para la clasificacion de organismos se los divide en 9 categorias basicas,
sin embargo, las orquideas incluyen 2 parametros mas, es decir, las tribus y las subtribus,
esto debido a su gran diversidad (Aguilar, 2003). Asi, la clasificacion de las orquideas
segun Chase et al. (2016) basados en APG IV:

Reino: Plantae

Clado: Angiospermas nucleares

Subclado: Monocotiledoneas

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Asparagales

Familia: Orchidaceae

En su contraparte, la clasificacion presentada segin Trépicos, (2022) las define de la
siguiente manera:

Reino: Plantae

Grupo: Monocotileddneas



Clase: Equisetopsida C.

Subclase: Magnoliidae

Superorden: Lilianae

Orden: Asparagales

Familia: Orchidaceae

Cabe resaltar que existen 5 subfamilias de Orchidaceae, asi se encuentran:
Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae, Epidendroideae y finalmente

Orchidoideae (Pavone, 2022).

3.1.3 Morfologia floral

Las flores de las orquideas poseen simetria bilateral o denominadas zigomorfas, son
hermafroditas, generalmente poseen androceo y gineceo fusionados, a esta fusion se la
denomina columna (gimnostemio), esta conformada por 3 l6bulos estigmaticos, uno de
estos es conocido como rostelo debido a que secreta sustancias necesarias para el proceso
de polinizacion; el polen suele estar reunido en unidades denominadas polinias,
adicionalmente se debe mencionar que poseen una Unica antera fértil; los ovarios son

triloculares y se encuentran debajo de las demas estructuras de la flor (Singer, 2009).



Morfologia de las orquideas

Dorsal Sepal

Petal Pollinla

Stigma Column

Dorsal
Sepal

Ovules

Column
Lip ¢ Petal

{ ! i y
or Labellum) o Pollinia

Lateral Sepal

' -

‘ Lip )
Lateral {or Labelium) Lateral
Sepal Sepal

Figura 1. Morfologia floral en orquideas

Fuente: (Duarte, 2014)

La flor basicamente contiene 3 pétalos y 3 sépalos, 2 pétalos superiores poseen colores
vivos, el pétalo restante es modificado y se lo conoce como labelo como se puede ver en
la Figura 1, este actla como apoyo para los insectos polinizadores; normalmente
presentan inflorescencias en forma de espiga, paniculas o racimos, aunque en otros casos
las flores pueden ser solitarias protegidas por una bractea (Duarte, 2014; Mosquera,

2012).

3.2 Grupo Nocturnum

El grupo de Epidendrum nocturnum es un tipo nomenclatural del género Epidendrum.
Esta especie mantiene una amplia distribucion geografica en toda Ameérica tropical (La
Florida, México, Colombia, Brasil, Venezuela, Pert, Ecuador y el Caribe). Se estima que
aproximadamente existen cerca de 35 especies dentro de este grupo, se caracterizan por

ser plantas cespitosas, simpodales de inflorescencias pluriracemosas en forma de estrella



(Cordeiro et al., 2022). El grupo Nocturnum incluye especies como: E. ciliare L., E.
eburneum Rchb. f., E. parkinsonianum Hooker, entre otras (Hagsater, 1984).

3.2.1 Descripcion morfologica del grupo Nocturnum

Las especies pertenecientes al grupo de Epidendrum nocturnum son epifitas o litofitas,
rara vez terrestre, de 15-70 cm de largo, raices carnosas, basales y filiformes de 1,5-3 mm
de didmetro (Soto et al., 2003); inflorescencias medianas pluri racemosas sin espata en
forma de estrella de color amarillo verdoso y despoja un agradable aroma nocturno
(Hagsater, 1984); pétalos lineares descendentes, posee un labelo tubulado en forma de
“bucle”, posee un perianto de color blanco formado por tres 16bulos; tallo tubular en
forma de cafia, racemoso, erecto de 7 a 10 entrenudos; sus hojas son medianamente
gruesas con apice obtuso, son de color verde, con un nervio principal notable ligeramente
invaginado por la region del nervio central, todo esto se puede verificar en la Figura 2

Figura 2. Morfologia general de Epidendrum nocturnum. (Cordeiro et al., 2022).



Morfologia de E. nocturnum

Figura 2. Morfologia general de Epidendrum nocturnum.

a) habito, b) flor, c) pieza floral, d) labelo, €) columna, f) antera vista dorsal y
ventral, g) Polinias y h) Capsula.
Fuente:(Soares & Silva, 2020)

3.3 Técnicas moleculares

Las técnicas de biologia molecular ayudan en el anélisis del material genético para la
identificacion y diferenciacion de distintos genotipos de interés, para esto se procede a
extraer el material genético, se amplifica la region de interés con ayuda de primers a través
de una reaccién en cadena de la polimerasa o PCR, para finalmente secuenciar por

distintos métodos parte del genoma (Endara y Ocafia, 2022).
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Iza (2018) dice que las celulas vegetales poseen 3 distintos genomas: genoma nuclear,
genoma mitocondrial y genoma cloroplastico, estos dos ultimos son de herencia materna
en las angiospermas, es decir es uni parental, mientras que el genoma nuclear es
biparental, es decir, proviene de los dos parentales; el desarrollo de marcadores
moleculares esta destinado en gran parte al genoma cloroplastico con marcadores tales

como matK, rpoC1, rpoB, rpcL, entre otros.

3.3.1 Marcadores moleculares en orquideas

Azofeifa (2006) dice que en el pasado se empleaban los marcadores de tipo morfolégicos
para diferenciar especies, sin embargo, no son del todo correctos porque hay diferencias
que no se pueden evidenciar a simple vista con el fisico de la planta. Actualmente se
emplean marcadores moleculares, los cuales muestran polimorfismos a nivel genético que

se pueden evidenciar en todo el desarrollo de la planta.

En un marcador molecular o segmento de ADN, se pueden identificar alelos o variantes,
a los segmentos que muestran diferencias se los denomina polimorfismos y se los puede

detectar mediante la secuenciacién de esta planta (Endara y Ocafia, 2022).

Existen 4 tipos de ADN en los que se pueden identificar dichos polimorfismos, el ADN
nuclear, representa el 99% del contenido celular, el ADN ribosomal, su informacion
solamente sera transcrita mas no traducida; el ADN mitocondrial, en algunas plantas y
hongos este tipo de ADN no codifica ya que se encuentra formado por intrones;
finalmente el ADN cloroplastico, contiene tanto intrones como exones y es considerado
como material genético muy conservado debido a que este codifica para las proteinas de

la maquinaria fotosintética. Tanto el ADN mitocondrial como el cloroplastico, ayudan a
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generar estructura poblacional relacionadas al linaje e historias filogenéticas, esto debido
a la herencia uni parental de estos (Espinosay Chavez, 2019; Méndez y Gonzalez, 1997).
Asi, el empleo de marcadores moleculares resulta ser de vital importancia para la

diferenciacion filogenética de organismos.

En cuanto a las plantas, actualmente los marcadores moleculares mas utilizados son a
base de ADN cloroplastico debido a que han presentado bajo nivel de homoplasia, lo que
ayuda a comparar entre taxones relacionados estrechamente, a nivel mundial los
marcadores mas utilizados en plantas son ycfl, rpoC1, matK, rbcL, psab y ndhf; para el
género Epidendrum se sugiere el empleo de ycfl, matK y rbcL (Londofio & Villanueva,
2021). La region matK es sugerida como el cdédigo de barras universal para la

identificacion de plantas con flores (Trang et al., 2017).

3.3.1.1 Region matK

También conocido como gen matK, es un gen de tipo cloroplastico que va a codificar a
la proteina maturasa K, este posee entre 750 y 800 bp. La region 5’ es menos conservada
que la region 3°, con esto se ofrecen caracteres para poder diferenciar a distintos niveles
taxondmicos (Carrion, 2009; Hilu y Liang, 1997). Se puede verificar su estructura en la
Figura 3.

Investigaciones demostraron que matK contribuye a caracteristicas de tipo informativo y
con significativamente mas estructura genética que las que arroja el marcador molecular
rcbL. Los indels son muy frecuentes en matK, aunque siempre se mantiene el marco de

lectura, codificando para maturasas (Alban y Toapanta, 2019; Carridn, 2009).
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Marcador molecular matK
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Figura 3. Estructura de la region matK de angiospermas

Fuente: (Carridn, 2009)

3.3.1.2 Region ycfl

Se trata de ADN cloroplastico que contiene mas de 1030 pb, se trata de una regién muy

variable, esta variacion en la cantidad de pb radica en las zonas no codificantes que

contiene esa parte del genoma. Ycfl abarca regiones de copia unica pequefia (SSC) que

posee gran variabilidad y también contiene regiones de repeticién invertida (IR), son

regiones muy conservadas como se puede ver en la Figura 4, todo esto lo hace muy dtil

para el empleo como marcador molecular (Dong et al., 2015).

Marcador molecular ycfl

«— IRa| SsC »
yef1 (~6000 bps) A
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1F 1 200 AT 20F miF nR  BR20OR

Figura 4. Regién ycfl

Fuente: (Neubig et al., 2008)

3.3.1.3 Region rpoC1

Denominado también como gen rpoC, codifica para la subunidad beta de la polimerasa

de ARN, este gen se subdivide en rpoC1 y rpoC2 que se encuentra dentro de la gran
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region rpoC; este gen es participe en la transcripcion de genes del cloroplasto y se integra
también a procesos de la fotosintesis (Cruz et al., 2011).
El tamafio que posee esta region cloroplastica varia entre 500 y 750 pb y esta delimitado

por porciones de rpoC2 y rpoB, tal y como se puede observar en la Figura 5.

Marcador molecular rpoC-1

ca. 400 bp

Figura 5. Region rpoCl1.

Fuente: (Downie et al., 1996)

3.4 Filogenia

Filogenia hace referencia al origen y desarrollo evolutivo de una especie u organismo a
partir de un ancestro en comun, ademas establece los vinculos evolutivos entre grupos de
individuos mediante informacion de su ascendencia; de esta manera la secuencia de genes
de un organismo permite comprender los patrones evolutivos de dicho individuo (Mifio,
2018; Mogrovejo y Proario, 2020).

Asi, el analisis filogenético de secuencias ADN o ARN es un método molecular empleado
para intuir patrones evolutivos cuyo proceso se encarga de realizar inferencias biologicas
a partir material genético (Benitez, 2004).

Para esto se generan arboles filogenéticos, que pueden estar elaborados bajo diferentes
criterios, en donde, se debe establecer un grupo interno que corresponden a las especies
de estudio y en su contraparte, un grupo externo que son especies emparentadas al grupo
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de estudio, pero lo suficientemente distintas para encontrarse fuera de dicho grupo

(Endara y Ocafia, 2022).

Mifio (2018) dice que utilizando herramientas informaticas se puede estimar tasas

evolutivas, tiempos de divergencia, inferir secuencias ancestrales, entre otros.
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4 Materiales y métodos

4.1 Recoleccion de muestras

El material vegetal recolectado para el analisis consistio en tejido foliar de especies del
grupo Nocturnum previamente identificadas morfolégicamente, las cuales fueron
recolectadas en Santo Domingo, Imbabura, Pichincha, Napo y Pastaza; obteniendo un
total de 15 muestras a las que se les asigno un cddigo y registro en el libro de campo No.
11 de Marco Cerna.

Las muestras consistieron en tejido foliar joven sin dafio mecanico y libres de
enfermedades. Cada muestra fue almacenada en bolsas de papel Kraft etiquetadas con el
codigo asignado y estas a su vez se las coloco en bolsas plasticas con cierre hermético.
Se afadid silica gel para captar la humedad presente en las mismas para ser transportadas
en un recipiente térmico frio para evitar la oxidacion de estas como menciona Cerna y
Mifio (2018). Finalmente, las muestras fueron procesadas y almacenadas a -20 °C en los

laboratorios de Ciencias de la VVida de la Universidad Politécnica Salesiana, sede el Girén.

4.2  Andlisis molecular

4.2.1 Extraccién de ADN

Para la extraccién de ADN se emple6 el kit comercial Thermo Scientific™ Phire Plant
Direct PCR Master Mix de Thermo Fisher Scientific, siguiendo las especificaciones del
manual de uso, este método no es completamente eficiente por lo cual, se combind este
con el método descrito por Doyle y Doyle (1987), modificado por Mogrovejo y Proafio
(2020) el fin de complementar la extraccion de todas las muestras.

Asi el protocolo tiene como primer paso la obtencion de 50 mg de material vegetal, se
afnade 480 pL de Buffer de Lisis (100 mM TrisClI (pH 8), 50 mM EDTA (pH 8) y 500

mM NaCl), seguidamente con la ayuda de un pistilo adaptado en un taladro Smart
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BOSCH GSR 1000 se tritur6 el material vegetal hasta homogenizarlo, a continuacion, se
afiadié 75 pL de Dodecilsulfato sodico (SDS 10%) y se mezcld por inversion de 5 a 8
veces, posteriormente se colocd los microtubos de 1,5 mL en un termo bloque a 65 °C
durante 10 minutos, a continuacion se afiade 94 pL de acetato de potasio (5M), se mezclo
por inversion de 5 a 8 veces y se coloco en hielo por 30 minutos, posteriormente se
centrifugo a 12000 rpm por 5 minutos y se procedio a transferir el sobrenadante a un
nuevo tubo, a continuacion se adiciona 600 pL de fenol: cloroformo (1:1) y se centrifugd
por 5 minutos a 12000 rpm, se transfiere el sobrenadante de la fase intermedia en
volumenes aproximados de 200 pL a un nuevo microtubo, se agregé 360 uL de
isopropanol frio y se procedié almacenar a -20°C por toda la noche; transcurrido el tiempo
se centrifugd las muestras por 3 minutos a 12000 rpm, se observa la presencia de un pellet
en la base del tubo y elimina el sobrenadante mediante inversion, se realizaron tres
lavados afiadiendo 200 pL de etanol (70%) centrifugando entre cada lavado a 12000 rpm
por 3 minutos, finalmente empleando un termo bloque se evapord el etanol, se
resuspendio el pellet en 30 uL de TE 1X (TrisCl 10mM y EDTA 1 mM) y se almaceno a

-20°C.

4.2.2 Integridad de ADN

Se verificd la presencia o ausencia y calidad de ADN mediante una electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1%, para ello se pes6 0,5 g de agarosa Thermo Scientific
grado biologia molecular y se afiadié 50 mL de TBE 1X (27,5 g de &cido bdrico; 2,93 g
EDTA, 54 g Tris base pH 8), seguidamente, se agregd 0,20 uL del fluorocromo
SafeView™ Classic; se coloco la solucién en un molde con un peine de 14 pocillos y se
deja gelificar, se retird cuidadosamente el gel del molde y colocé el gel en la cdmara de

electroforesis horizontal Labnet; posteriormente se procedid a cubrir el gel con TBE 1X
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y se afiadié en cada pocillo 5 pL de la solucién (1 puL de tampdn de carga Blue Juice 2X,
4 uL. ADN extraido); finalmente se corrid la electroforesis por 30 minutos a 100 voltios
como describe Mogrovejo y Proafio (2020); los resultados se revelaron en un foto
documentador Bio-imaging systems® y se determiné el tamafio de la cadena
comparandolas con las bandas de los marcadores moleculares de Thermo Scientific de
100 a 5000 bp.

4.2.3 Amplificacion de regiones de ADN.

De acuerdo con Montalvo y Vargas (2019), se utilizo la técnica molecular PCR (Reaccién
en Cadena de la Polimerasa) convencional, para amplificar las regiones matK, ycfl y
rpoC1; se uso un termociclador marca ProFlex PCR System, Applied Biosystems-USA 'y
se empled el kit Phire Plant Direct PCR MasterMix de Thermo Fisher Scientific.
Finalmente se afiadio la Master Mix cloruro de magnesio al 25Mm como se puede ver en
Tabla 1 para optimizar la concentracion de los iones de magnesio que potencializa la

reaccion de la polimerasa.

Tabla 1. Composicion de la mezcla PCR en base al protocolo sugerido por Thermo Scientific

Reactivo Volumen (pL) para 1 muestra

Phire Plant Direct PCR Master Mix 12.5
Primer forward 1
Primer reverse 1

Agua de PCR 4.5
MgCl, 1
ADN template 5
Volumen final de la reaccién 25

Elaborado por: Los Autores, 2022.
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Las condiciones de amplificaciones para las regiones matK y rpoC1 fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 98°C por 5 minutos; seguidamente, 40 ciclos de 98 °C por 10
segundos para la desnaturalizacion, hibridacién a 53,5 °C por 10 segundos, para la
extension 72 °C por 1 minuto y por ultimo una temperatura de 72 °C por 10 minutos para
la extension final como sugiere 1za (2018). Mientras que, para la region ycfl se utilizé
una temperatura de hibridacion de 55°C. Los resultados de la amplificacion se analizaron
por medio de una electroforesis horizontal en gel de 1%, con 5 uL de producto de PCR

en las condiciones descritas en la seccién 4.2.2.

4.2.4 Secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos fueron diluidos con agua libre de nucleasas hasta obtener
una concentracion de 20 ng/uL y se coloco 20 uL de muestra en microtubos Eppendorf
de 1.5 mL, para posteriormente etiquetarlos y almacenarlos segun los requerimientos de
la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del sur) en donde las muestras fueron purificadas

y secuenciadas mediante el método de Sanger automatizado.

4.2.5 Filogenia

Como sugieren Montalvo y Vargas (2019) en su trabajo de investigacion, se reviso y editd
las secuencias recibidas mediante el software Geneious v 2.1; una vez obtenidas las
secuencias limpias, en el programa MEGA v 11.0 se realiz6 un alineamiento multiple con
el sistema MUSCLE con los parametros predeterminados. Para la construccion de los
arboles filogenéticos para cada region, se emple6 el software en linea Gblocks 0.91b para
limpiar y mantener las regiones conservadas de las secuencias alineadas. A continuacion,
para la construccion de los arboles filogenéticos se aplicd los métodos de estimacion de

Maéaxima Verosimilitud con el modelo evolutivo Tamura 3-parameter con distribucion
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gamma (T92+G) con un Bootstrap de 500 en el programa MEGA v 11.0, a su vez se
aplico un segundo método de reconstruccion filogenética: Inferencia Bayesiana con el
modelo de sustitucion TN93. Las secuencias fueron cargadas en el programa BEAST
v1.10.4 y por ultimo se visualizo el arbol consenso con el programa FigTree v1.4.4 con

los valores del soporte estadisticos de probabilidad posterior.

4.3  Georreferenciacion

Las coordenadas geograficas de las ubicaciones de cada especie fueron tomadas con
aplicacion movil de GPS denominada UTM Geo Map, a continuacion, los datos se
georreferenciaron en la plataforma digital Google Earth. Finalmente, se analizd los
registros para correlacionar los datos geograficos con los datos filogénicos obtenidos,
analizando su elevacion, distribucién y ubicacion para asi establecer los puntos de

diversificacion (Sanchez, 2020).
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5 Resultados y discusion

5.1 Recoleccion de muestras

La recoleccion de muestras de tejido foliar de E. nocturnum se realiz6 en 5 provincias
del Ecuador, en las cuales se obtuvieron 15 muestras vegetales para este estudio, como

se puede ver en Tabla 2.

Tabla 2. Listado de muestras obtenidas con sus respectivas coordenadas de coleccién y concentracion.

Concentracion de ADN
aprox. (ng/0.5pg)
Meétodo Doyle | Método Kit
y Doyle, 1987 | Comercial

Lugar de
muestreo,
coordenadas

No. de Cddigo de
muestra coleccion

Napo - Tena
1 (1) 4697 -0.931665, - 40 >50
77.820413

Pastaza-Puyo
2 (2) 4698 -1.473996, - 40 >50
77.997732
Via
Chiriboga
-0.265005, -
78.724571
Via a Intag
4 (4) 4700 0.359486, - 40 >50
78.402227
Viaa Intag
5 (5) 4701 0.359486, - 40 >50
78.402227

Bellavista,
via Sto.
Domingo de
los Tsachilas
-0.45107, -
78.65725

Bellavista,
via Sto.
Domingo de
los Tsachilas
-0.45107, -
78.65725

3 (3) 4699 40 >50

6 4508 100 -

7 4509 100 -
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Via
Chiriboga
-0.2271102,
-78.7689679
Reserva del
Rio Guajalito
-0.2127308, -
78.8112401
Via
Chiriboga
-0.265005, -
78.724571
Via
Chiriboga
-0.265005, -
78.724571
Bellavista,
via Sto.
Domingo de
los Tsachilas
-0.45199, -
78.65780
Via a Intag
13 4517 0.359486, - 100 -
78.402227
Via
Chiriboga
-0.265005, -
78.724571
Via a Intag
15 4519 0.359486, - 40 -
78.402227
Elaborado por: Los Autores, 2022.

8 4499 100 -

9 4504 100 -

10 4491 100 -

11 4499-2 50 -

12 4509-2 50 -

14 4500 100 -

De acuerdo con la base de datos de Tropicos (2022), la distribucion de E. nocturnum en

el Ecuador, se encuentra dada en Esmeraldas, Imbabura y Sucumbios.
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5.2 Analisis molecular

5.2.1 Extraccion de ADN

Mediante el empleo de los protocolos descritos por Doyle y Doyle, 1987 y empleando el
kit Phire Plant Direct PCR Master Mix, se logro obtener ADN de 15 muestras colectadas
durante las salidas de campo, tal y como se puede evidenciar en la Tabla 2. Asi mismo,
Endara y Ocafia (2022) obtuvieron mejores resultados para la extraccion de ADN
empleando el método de Doyle & Doyle 1987, esto lo atribuyen a que en este protocolo
se emplea un pistilo para realizar la ruptura mecanica, ademas de distintos solventes y no
unicamente la punta de micropipeta como en el caso de extraccion por kit comercial.
Las bandas de ADN de las 15 muestras obtenidas por el método de Doyle y Doyle (1987),
no presentaron barrido o degradacion alguna como se puede verificar en Figura 6, en
contraparte, por método en el que se emplea el kit comercial, Phire Plant Direct PCR
Master de Thermo Fisher Scientific, se obtuvieron solamente bandas de 3 muestras muy
débiles, con poca definicion y con barrido como se evidencia en la Figura 7, por lo cual

se optd por emplear el primer método para la obtencion de ADN vegetal.

Electroforesis en gel de agarosa de ADN total por protocolo de Doyle y Doyle 1987.

bp ng/05pg %

MM 4S8 4509 4499 4S04 4491 4517 4SOD 4510 4dgep 492 4

B S B e e R e

Figura 6. ADN total obtenido por protocolo de Doyle & Doyle, 1987, visualizado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%.

M.M.: ladder de Thermo Scientific de 100 a 5000pb, muestras de E. nocturnum: 4508, 4509, 4499, 4504,
4491, 4517, 4500, 4519, 44499-2, 4509-2, (4) 4700 y (5) 4701.

Elaborado por: Los Autores, 2022.
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Extraccion de ADN con Kit comercial

bp ng/0.5pg

Figura 7. ADN total obtenido por el kit comercial Phire Plant Direct PCR Master de Thermo
Fisher Scientific., visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

ADN total de muestras de E. nocturnum: (1) 4697, (2) 4698, (3) 4699, (4) 4700, (5) 4701y M.M.:
ladder de Thermo Scientific de 100 a 5000pb.

Elaborado por: Los Autores, 2022

5.2.2 Amplificacion de regiones de ADN por PCR convencional
A partir de los resultados obtenidos de la extraccion de ADN, se amplificaron los genes

matK, ycfl y rpoC1 de las 15 muestras, ver Tabla 3.
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Tabla 3. Muestras amplificadas y su concentracion para cada marcador molecular.

Concentracién aprox.
Cadigo (ng/0.5pg)
matK ycfl rpoC1
(1) 4697 50 > 40 50
(2) 4698 50 50 50
(3) 4699 50 > 40 50
(4) 4700 50 50 50
(5) 4701 50 50 > 40
4508 > 40 > 40 40
4509 50 40 50
4499 100 40 100
4504 40 > 40 40
4491 100 40 > 40
4499-2 100 50 100
4509-2 100 > 40 50
4517 100 > 40 90
4500 > 40 > 40 > 40
4519 100 40 90

Elaborado por: Los Autores, 2022

5.2.2.1 Amplificacion de la region matK

Para la region cloroplastica matK, se amplificaron 15 muestras empleando el cebador

forward: 5’-CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3" y el cebador reverse: 5’-
GTTCTAGCACAAGAAAGTCG-3', el tamarfio del amplicon obtenido tuvo una longitud
de 800pb como se puede ver en la Figura 8, dichos resultados coinciden a los obtenidos
por Endara y Ocafia (2022) con el género Restrepia; 1za (2018) con el género Dracula y

Mifio (2018) con el género Passiflora.
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Electroforesis en gel de agarosa del gen matK del grupo E. nocturnum

bp ng/0.5p9 %

M.M. 4508 4509 4499 4504 4491 44992 45092 4517 4519

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,

1X TAE, 7 V/icm, 40 min

Figura 8. Amplicones de la region matK del grupo E. nocturnum, obtenidos por PCR convencional y
revelado por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

M.M.: Ladder de Thermo Scientific de 100 a 5000 pb, muestras de E. nocturnum con el marcador
molecular matK: 4508, 4509, 4499, 4504, 4491, 4499-2 4509-2 4517 y 4519.

Elaborado por: Los Autores, 2022.

5.2.2.2 Amplificacion de la regién rpoC1

En cuanto al marcador rpoC1 se logr6 amplificar 15 muestras empleando el cebador
forward: 5’-GTGGATACACTTCTTGATAATGG-3 y el cebador reverse: 5’-
TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC-3’, obteniendo una longitud del amplicén de
500 pb como se aprecia en Figura 9, resultados similares a los obtenidos por 1za (2018),
dicho autor emple6 muestras del género Dréacula, ademéas Endara y Ocafia (2022) con

Restrepia, obtuvieron cadenas entre los 500 y 750 pb.
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Electroforesis en gel de agarosa del gen rpoC1 del grupo E. nocturnum

bp ng/0Spg %

M.M. 4508 4509 4499 4504 4491 44992 45092 4517 4519

Figura 9.Amplicones de la region rpoC1 del grupo E. nocturnum obtenidos por PCR convencional y
revelado por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

M.M.: ladder de Thermo Scientific de 100 a 5000 pb, muestras de E. nocturnum con el marcador
molecular rpoC1: 4508, 4509, 4499, 4504, 4491, 4499-2, 4509-2, 4517 y 4519.

Elaborado por: Los Autores, 2022.

5.2.2.3 Amplificacion de la region ycfl

Finalmente, con la region ycfl se amplifico exitosamente 15 muestras con el cebador
forward: 5’-TGAACGAATGGAAAAACTGGTT-3" y el cebador reverse: 5’-
AACCAGTTTTTCCATTCGTTCA-3’; el amplicén obtenido present6 alrededor de 1500
pb como se puede visualizar en la Figura 10, similar a los datos obtenidos por Dong et al.
(2015) en su trabajo de investigacion en donde evalGa los marcadores moleculares

cloroplasticos, entre ellos ycf1.
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Electroforesis en gel de agarosa del gen ycfl del grupo E. nocturnum

bp ng/0Spg %

4508 44992 4509 4499 4509 4491 4519 45092 4504 4517 M.M.

Figura 10.Amplicones de la region ycfl de E. nocturnum obtenidos por PCR convencional y revelado
por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Muestras de E. nocturnum con el marcador molecular ycfl: 4508, 4499-2, 4509, 4499, 4509, 4491, 4519,
4509-2, 4504, 4517 y M.M.: ladder de Thermo Scientific de 100 a 5000 pb.

Elaborado por: Los Autores, 2022.

5.2.3 Secuenciacion

La calidad de las muestras secuenciadas fue verificada en el programa informatico
Geneious v 2.1, se obtuvieron 13 de 15 muestras secuenciadas para matK, ver Figura 11,
10 de 15 muestras secuenciadas para ycfl, ver Figura 12 y 14 de 15 muestras secuenciadas
para el marcador rpoC1, ver Figura 13, dichas secuencias poseian una calidad superior al

40%, como se puede verificar en la Tabla 4.
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Tabla 4. Listado de muestras secuenciadas con su porcentaje de calidad.

MARCADOR

#| MUESTRAS | o0 "=l0Mn | %HQ
1| MOV (1) 4697 matK 57,60
2 | MOV (2) 4698 matK 49,00
3 | MOV (3) 4699 matK 56,00
4 | MOV (4) 4700 matK 60,00
5 | MOV (5) 4701 matK 45,00
6| MOV4508 matK 60,60
7| MOV4509 matK 66,30
8| MOV4499 matK 80,60
9| MOV4504 matK 29,10
10] MOV4491 matK 54,60
11| MOV4499-2 matK 58,50
12| MOV4509-2 matK 72,60
13|  MOV4517 matK 61,10
14|  MOV4500 matK 10,70
15| MOV4519 matK 62,60
16| ROV (1) 4697 rpoCl1 55,30
17| ROV (2) 4698 rpoC1 57,60
18| ROV (4) 4700 rpoC1 60,00
19| ROV (5) 4701 rpoC1 53,00
20|  ROV4508 rpoCl 59,70
21|  ROV4509 rpoCl 61,30
22| ROV4499 rpoCl1 75,50
23| ROV4504 rpoC1 59,10
24| ROV4491 rpoC1 51,20
25| ROV4499-2 rpoCl 85,40
26| ROV4509-2 rpoCl 90,00
27| ROV4517 rpoCl1 90,60
28|  ROV4500 rpoC1 39,90
29|  ROV4519 rpoC1 88,50
30| ROV (3) 4699 rpoC1 37,00
31| YOV (1) 4697 ycfl 0,00

32| YOV (2) 4698 ycfl 46,60
33| YOV (4) 4700 ycfl 45,00
34| YOV (5) 4701 ycfl 48,00
35|  YOV4508 ycfl 57,80
36| YOV4509 ycfl 60,30
37| YOV4499 ycfl 64,30
38|  YOV4504 ycfl 0,00

39| YOV4491 ycfl 0,00

40| YOV4499-2 ycfl 68,60
41| YOV4509-2 ycfl 74,30
42| YOV4517 ycfl 36,10
43| YOV4500 ycfl 14,40
44| YOV4519 ycfl 38,80
45| YOV(3) 4699 ycfl 14,30

Elaborado por: Los Autores, 2022,
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Muestra 4499 con el marcador molecular matK visualizada en Geneious v 2.1

CT..A'!‘!‘!’AC.ATE AATATET.ETGEAGFC 'rrrc mﬁc GAAL, AC ATFFCTITGGA_AAAATA sn-'rc TTATAGTC GTGTGTTGTAATTCTTTTC, A..AG GATCC TATGG!‘FCETCAAAEATAC TTTCATACATTATGTTCGATATC AMGGAR

330 El 41 430

Wknmw nMth'un m mwmx' Y A mWMu

A‘I'ITHZAE1‘!‘|’|’GEFV‘H:MEEWATAE_EATATMAGEMWACEEAACTAWE ‘rc‘l‘rrrcTGGEGr

TGGGFCATCC TATTAGTAAACT G_ cc A_A'V_FFATC GGA Gr-nA:;rATA

Figura 11. Secuencia de 4499 con el marcador matK visualizado en Geneious

Elaborado por: Los Autores, 2022.

Muestra 4517 con el marcador molecular rpoC1 visualizada en Geneious v 2.1

g VY A Y A A \ A A ATATATAY [ AW AN A -.muw
.-AATAAAG .C.AGTCA CTGATGTAA'I—I'GAAGGCAAAGAAGGAAGA CGTGAGACTCTGC'I_FGGTAAACGGGTCGA'!_FA'I_FCGGGGCG

100 110 120 130 180 170 150 130

T AT At

'I_FCCGTCA'!_FGTCGTGGGTCC GC CA'I_!'ACATCAATGTGGA'I_FACCTCGAGAAATAGCAATAGAACTC'I—I'CCAAACA GTAATTCGTGGTC

200 210 120 2"0 240 250 260 270 280 230

T T T v

TAATCAGACAAGATG"’TG C"I—I'CTAACACAGGGAT_FGCTAAAAGCAAAA"I—I'CGGGAAAAAGAACCCAT_FGTATGGG AAATCCT_FCAAGAAGTGATG CAG

0 0 L = i = 2 ™ 0 =

' AAANA A AW VYA VYA
CCCA'!_FAG GTAAGGGC'I—I'CAACGC-C. GATGGGGATCAAATGGCTG'I—I'CACGTACC ATC GGAAGCTCAAGCAGAAGCCCG .1

Figura 12. Secuencia de 4517 con el marcador rpoC1 visualizado en Geneious

Elaborado por: Los Autores, 2022.
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Muestra 4509-2 con el marcador molecular ycfl visualizada en Geneious v 2.1

lEATInM.uucT5TmAAE-:uc-nTTAEn-mMAnlan-n-aqAlplrn“E:AATMTEAnAT\:‘|=nAcTAEAT'rr:TrrTr|=MAA»_c-rTrT\:McT—mA-_AImAM_ CATBTATAGTS

Figura 13. Secuencia de 4509-2 con el marcador ycfl visualizado en Geneious

Elaborado por: Los Autores, 2022.

5.2.4 Filogenia

5.2.4.1 Region matK

Para el marcador molecular matK, se emplearon 13 secuencias, se afiadié un grupo
externo tomado de GeneBank conformado por cuatro individuos: Goodyyera
schlechtendaliana LC686067.1, Orchidaceae sp. JQ589743.1 y Platanthera chorisiana
KF262016.1, respectivamente, debido a que forman parte de la familia Orchidaceae, estas
sirvieron para enraizar el arbol filogenético. Ademas, se insertd la secuencia de
Epidendrum nocturnum voucher, KY607228.1, para confirmar las secuencias del grupo.
Haciendo referencia a la filogenia obtenida, Figura 14, se puede identificar un gran grupo
conformado por los miembros de los clados B y C, estos dos subclados poseen un soporte
estadistico elevado, de 86; al tener como referencia en el grupo a la secuencia Epidendrum
nocturnum voucher, KY607228.1, se puede decir que este gran grupo pertenece a esta

especie.
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El grupo A conformado por 4491, (2) 4698 y 4499-2, poseen caracteristicas morfologicas
similares a E. nocturnum, pero genéticamente se puede evidenciar que estan lejos de ser
un miembro del gran grupo antes mencionado.

Los individuos 4499 y 4508 definitivamente no pertenecen a Epidendrum nocturnum,
pues se encuentran en clados lejanos al gran grupo conformado por By C.

No se evidencié ninguna politomia dentro del arbol consenso para este marcador

molecular.

Arbol filogenético de E. nocturnum con el marcador molecular matK

— Epidendrom_ndadtumum_vowcher NCB

movaass i

Gaodyera_schiechtendaliana_{mati)

B3

Orchidaceas_sp_(matk)

movasos [l

Platanthera_chonsiana_{matk)

@oan

Figura 14. Arbol filogenético del grupo E. nocturnum con el marcador molecular matK.

Muestras del grupo E. nocturnum: 4491 B ,(2) 4698 | , 4499-2 W , (4) 4700 M, (3) 4699 |, (5)
4701 W, 4509 ,(1)4697 ,4509-2  ,4517  ,4519 4499 M | 4508 M y Epidendrum
nocturnum voucher , ademas del grupo externo: Goodyyera schlechtendaliana, Orchidaceae sp. y
Platanthera chorisiana.

Elaborado por: Los Autores, 2022.

32



5.2.4.2 Regibn ycfl

Para el marcador molecular ycfl, se utilizaron 10 muestras y se afiadio un grupo externo
formado por tres muestras que son: Pterostylis vittata voucher MG695293.1, Pterostylis
barbata MG695291.1 y Paphiopedilum besseae JQ929562.1, fueron tomadas como
grupo externo debido a que pertenecen a Orchidaceae, estos 3 individuos sirvieron para
enraizar el arbol filogenético como se observa en la Figura 15.

Al igual que con el marcador matK, se genera un gran grupo conformado por los
individuos de clado B y C, estos poseen una gran similitud con Epidendrum nocturnum.
Segun la Figura 15, el individuo (2) 4698 puede tratarse de una subespecie del grupo de
estudio, al tener cierta cercania a este, sin embargo, al realizar una basqueda con BLAST,
la similitud mas alta alcanzada es del 96,03% con Laelia speciosa, KR908948.1, que
pertenece a la familia de las orquideas.

Se debe resaltar que los individuos 4499-2 y 4499 poseen un gran parentesco debido a
que estan en la misma rama del arbol filogenético, esto se puede deber a que las muestras
fueron obtenidas de sectores cercanos, es decir, via Intag, el mismo caso ocurre con los
individuos (4) 4700 y (5) 4701, poseen un soporte estadistico de 100 y se encuentran
juntos en la misma rama, ambos fueron colectados en sectores aledafios via Intag.

Con este marcador molecular, se puede aseverar que los individuos 4499-2 y 4499 son
una especie diferente a E. nocturnum debido a la lejania que presentan en el arbol, ver
Figura 15. Se puede afirmar que 4508 no pertenece al grupo de estudio, debido a la lejania
genética que presenta con los otros individuos.

Cabe mencionar que no se evidencié ninguna politomia dentro del arbol consenso para

este marcador molecular.
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Arbol filogenético de E. nocturnum con el marcador molecular ycfl

vovasos i

vovassaz [l
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8
|
=

&R
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T

100

vona7o1l [l
100 C
yovaroo [l

o698 Il

T Pteatostyls barbata voucher Clements (ycfl)

Prerostylis viltala vouches [ycil)

Paphiopedidum besseas (ycll)

Guooa |

Figura 15. Arbol filogenético del grupo E. nocturnum con el marcador molecular ycf1.

Muestras del grupo E. nocturnum: 4508 I | 4499-2 | , 4499 M , 4517  ,4509  ,4509-2
4519 ,(5)4701 ., (4) 4700 M vy (2) 4698 @ ; ademés del grupo externo: Pterostylis barbata
voucher Clements, Pterostylis vittata voucher y Paphiopedilum besseae.

Elaborado por: Los Autores, 2022

5.2.4.3 Region rpoC1

Finalmente, para el marcador molecular rpoC1, se utilizaron 14 muestras secuenciadas,
se afiadio un grupo externo formado por 3 individuos denominados: Neuwuedia
singapureana LC086576.1, Neuwuedia zollingeri var JN181497.1 y Apostasia sp.
JN181498.1, estos fueron elegidos como grupo externo ya que pertenecen al mismo orden
que las muestras tratadas, es decir, Asparagales, estos individuos fueron empleados para
enraizar el arbol filogenético como se ve en la Figura 16.
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Al igual que con los anteriores arboles filogenéticos, se puede evidenciar un gran grupo
conformado por C y B. Ademas, con este marcador molecular se corrobora que los
miembros 4491 y 4504, no son E. nocturnum debido a la lejania que presentan con
referencia al grupo identificado propiamente como Epidendrum.

Asi mismo, se puede afirmar que los individuos 4499 y 4508 no pertenecen a nuestro
grupo de interés, segun la referencia filogenética que nos deja la Figura 16. pueden
tratarse de otra especie.

Adicionalmente, no se evidencio ninguna politomia dentro del arbol consenso para este

marcador molecular.

Arbol filogenético de E. nocturnum con el marcador molecular rpoC1

JNIBI4ST 1 _Neuweda singapureana (rpoCl
4&
LCOBESTE 1 _Neuwsedia zolingeri var (rpoC1)

99

JN1B1438 1_Apostasia_sp. (peCl

— rovassr [l

[
jf - ROV4S04 .

A

—

0004

Figura 16. Arbol filogenético del grupo E. nocturnum con el marcador molecular rpoC1.

Muestras del grupo E. nocturnum: 4499 [l ,4519 4,1 ,2M ,4517 ,4509-2 ,3 MW,
450¢  ,4499-2m ,5M , 4491 , 4504 M y 4508 M ; ademas del grupo externo: Aposasia sp.,
Neuwuedia zollingeri var y Neuwuedia singapureana.

Elaborado por: Los Autores, 2022
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5.2.4.4 Filogenia unificada de matK, rpoC1y ycfl

Arbol unificado con todos los marcadores empleados
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4
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100
100
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- ovaese [l

0oos |

Figura 17. Arbol filogenético unificado con los tres marcadores moleculares.

Elaborado por: Los Autores, 2022

Al realizar un analisis conjunto y tomando en cuenta la Figura 17, se puede afirmar que
se ha generado un gran grupo conformado por el clado B, compuesto por 4509, 1, 4509-
2, 4517 y 4519, ademaés del clado B formado por los individuos (4) 4700, (3) 4699 y (5)
4701, se tiene la certeza de que todo este gran grupo se trata de E. nocturnum.

Los individuos (2) 4698 y 4499-2, al tener cierta cercania con el gran grupo de interés
antes mencionado, puede tratarse una subespecie de Epidendrum nocturnum.

En los 3 arboles filogenéticos obtenidos, 4508 queda totalmente alejado del grupo de
interés, al analizar con el software BLAST la secuencia de esta muestra, se obtuvo una
similitud del 99,44% con Maxilaria exaltata, DQ210819.1; asi mismo, la especie 4491

obtuvo una similitud del 97% con Epidendrum campestre, AF263781.1; el mismo caso
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ocurre con 4499, este posee una similitud de 99.58% con Anahceilium hartwegii,
MW498972.1, con esta informacion se puede aseverar que estos 3 individuos no
pertenecen al grupo de estudio, ya que son distantes al grupo de E. nocturnum.

De los 3 marcadores moleculares cloroplasticos empleados, matK es el més eficiente
debido a que el soporte estadistico que arroja es mucho mas fuerte que el de los otros 2
marcadores, haciendo que el andlisis sea méas robusto. Asi, con el arbol filogenético
unificado, ver Figura 17, se confirma la informacion arrojada por el arbol filogenético de

matK, ver Figura 14.

5.3 Georreferenciacion

Se georreferenciaron 15 puntos en donde se colectaron las distintas muestras, como se
puede verificar en la Tabla 2, ademas se insertaron 3 georreferencias obtenidas de
Tropicos, (2022), lo que permitid generar zonas de distribucion adicionales de E.
nocturnum en el pais como se puede evidenciar en la Figura 18.

Se puede visualizar que la distribucidn de nuestra especie de estudio, se encuentra en los
flancos de la cordillera occidental y oriental, con alturas ente los 240 y 2100 m.s.n.m.,
sin embargo, Tropicos (2022); indica que Epidendrum nocturnum se puede encontrar
también en alturas de 100 m.s.n.m.; la muestra que se encuentra en Sucumbios, si bien es
parte de la Amazonia, se encuentra alejada de las muestras recolectadas en este estudio.
Asi mismo, se ha podido generar un poligono, ver Figura 18, en el que se evidencia la
posible zona de distribucion de esta especie, asi se puede identificar en Esmeraldas,
Imbabura, Carchi, Pichincha, parte de Sto. Domingo, Sucumbios, Morona Santiago y

Pastaza.
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Distribucién de muestras de E.nocturnum en el Ecuador

# | Color| Codigo
1 B 1 Esmeraldas
2 1 2
3| m 3
4 u 4
5 ] 5
6 | 4508 Pedeérnales
T m 4509
S| m 4499 :
ol o 4504 santo .
10 m 4491 Domingo
11| g | 4499(2) p
2| @ 4509(2)
13 m 4517
4| m 4500
15| 4500
Trépicos,
T m | o
Tropicos,
T2 m | o N3 : ;
Tropicos, 3 \ v \ Riobamba
S m | i J :

Figura 18. Distribucion de E. nocturnum en el Ecuador

Elaborado por: Los Autores, 2022

Como se puede observar en la Figura 19, E. nocturnum puede encontrarse no solo en
Ecuador sino también en: México, centro Ameérica, Venezuela, Colombia, Brasil y
Bolivia.

Perdomo et al. (2020), dice que las especies del género Epidendrum pueden encontrarse
desde el nivel del mar hasta los 4200 m de altura, en matorrales, dunas, pAramos andinos
y bosques tropicales. Asi se puede decir que existe un fendmeno de especiacion debido a
gue muchos animales pudieron haber transportado de manera involuntaria semillas de
esta especie consigo y luego fueron regadas en otros sitios, en donde, con el pasar del
tiempo, fueron obteniendo cambios a nivel genético lo que implic6 cambios a nivel
fenotipico también, lo que les proporciond la capacidad para adaptarse a este nuevo sitio,

por esto se pueden encontrar E. nocturnum en diferentes partes de América.

38




Distribucion de la especie Epidendrum nocturnum en América

Caracas

Guayana

Francesa
Venezuela
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"\ Brasil L

Bolivia

Figura 19. Distribucion de E. nocturnum en América

Elaborado por: Los Autores, 2022
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6

Conclusiones

Gracias a sus rasgos morfologicos, se pudo colectar 15 muestras frescas de hojas
de orquideas pertenecientes al grupo de Epidendrum nocturnum en 5 provincias
del Ecuador tales como: Santo Domingo, Imbabura, Pichincha, Napo y Pastaza,
Esmeraldas y Sucumbios con lo que se dispuso de suficiente material vegetal para
realizar el anlisis molecular.

Con el empleo de los marcadores moleculares cloroplasticos matK, ycfl y rpoCl1,
se determiné que 8 de las muestras analizadas pertenecen al grupo Nocturnum, 4
de estas pueden tratarse de una subespecie del grupo de estudio y finalmente 3 de
las muestras morfoldgicamente presentaban una similitud con el grupo de estudio,
sin embargo, genéticamente no pertenecian a este. EI marcador molecular mas
eficiente fue matK debido a contiene un soporte estadistico méas fuerte en
comparacion a los otros.

Mediante georreferenciacion se verifico la distribucion de Epidendrum nocturnum
en el Ecuador, encontrado esta especie en las provincias de: Pichincha, Imbabura,
Santo Domingo de los Tsachilas, Napo y Pastaza, con una altitud que va entre los

240 hasta los 2100 m.s.n.m.
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Recomendaciones

Se recomienda colectar y analizar muestras vegetales de E. nocturnum en la parte
sur oriente y occidente de Ecuador con la finalidad recabar mas de informacion
de este grupo de orquideas.

Para Epidendrum nocturnum, se recomienda que, para la extraccion de ADN, se
emplee material vegetal fresco sin evidencia de fenolizacién para facilitar la
ruptura celular, asimismo, a partir del método de extraccion de Doyle y Doyle
1987, aconseja dejar en congelacion el material en isopropanol solamente por 24
horas, para obtener mejores resultados en cuanto a calidad del ADN.

Se sugiere que, al momento de realizar la PCR, los reactivos se encuentren
descongelados a temperatura ambiente, asi mismo se debe colarlos en el vortex
por 30 segundos antes de ser empleados.

Se recomienda tomar en cuenta los rangos altitudinales para establecer las areas
de distribucion de las especies a fin de lograr una mejor colecta de muestras

vegetales.
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