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Resumen

Ecuador es considerado como uno de los paises con mayor indice de diversidad de organismos
vegetales a nivel global, dentro de su delimitacion geografica se puede hallar a la familia
Orchidaceae como una de las mas representativas, abundantes y diversas de la region. Dentro
de esta categoria, se encuentra el género Gongora que abarca alrededor de 60 a 70 especies
descritas que se encuentran distribuidas en América del Sur, Centro Ameérica, parte de México
y Estados Unidos. Las investigaciones de identificacion molecular y filogenia de este género
son escasas, por ello, para saber su origen, evolucion, nicho ecoldgico y estado de conservacion,
se recopilo informacion previa sobre las especies descritas en Ecuador, que engloba alrededor
de 20 especies que se distribuyen en ecosistemas como bosques andinos bajos, amazdnicos y
litorales y 6 de ellas son endémicas en nuestro pais. En el presente estudio se trabajé con 12
muestras vegetales del género Gongora, se amplificaron las regiones cloroplasticas matkK,
rpoC1y ycfl mediante PCR convencional, los productos de PCR fueron secuenciados mediante
el método Sanger, se realiz6 control de calidad y limpieza de las secuencias génicas en FinchTV
V 1.5.0 y con ello se construy6 un arbol filogenético con el método de estimacién de Maxima
Verosimilitud y el modelo evolutivo Tamura-Nei; Mediante filogenia y de georreferenciacion
se clasifico a las especies en los respectivos grupos y considerando al grupo externo, los cuales
revelaron que los genes matk y rpoC1l fueron regiones ADN barcode eficientes para la
identificacion a nivel de género en comparacion con ycfl que posee alto indice de divergencia
interespecifica; El andlisis y depurado de las nuevas secuencias fue recopilado en la base de
datos GenBank — NCBI para aumentar la informacion filogenética sobre el género de estudio y
se complementé los datos biogeograficos de las distintas especies mediante georreferenciacion

con ARCGIS V 10.8.2 e informacion de la base de datos botanicos Tropicos V 3.4.0.

Palabras clave: Gongora, Orchidaceae, filogenia, ADN barcode, georreferenciacion.



Abstract

Ecuador is considered one of the countries with the highest index of diversity of plant organisms
globally, within its geographical delimitation, the Orchidaceae family can be found as one of
the most representative, abundant and diverse in the region. Within this category is the genus
Gongora, which includes about 60 to 70 described species distributed in South America,
Central America, part of Mexico and the United States. Research on molecular identification
and phylogeny of this genus is scarce, therefore, in order to know its origin, evolution,
ecological niche and conservation status, previous information was collected on the species
described in Ecuador, which includes about 20 species distributed in ecosystems such as low
Andean, Amazonian and coastal forests and 6 of them are endemic to our country. In the present
study we worked with 12 plant samples of the genus Gongora, the chloroplastic regions matK,
rpoC1 and ycfl were amplified by conventional PCR, the PCR products were sequenced by the
Sanger method, quality control and cleaning of gene sequences were performed in FinchTV V
1.5.0 and with this a phylogenetic tree was constructed with the Maximum Likelihood
estimation method and the Tamura-Nei evolutionary model; By means of phylogeny and
georeferencing, the species were classified in the respective groups and considering the external
group, which revealed that the matk and rpoC1 genes were efficient barcode DNA regions for
identification at genus level in comparison with ycfl, which has a high rate of interspecific
divergence; The analysis and refinement of the new sequences was compiled in the GenBank
NCBI database to increase the phylogenetic information on the study genus and the
biogeographic data of the different species were complemented by georeferencing with

ARCGIS V 10.8.2 and information from the Tropicos botanical database V 3.4.0.

Keywords: Gongora, Orchidaceae, phylogeny, DNA barcode, georeferencing
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1. Introduccién

En los ultimos afos, Latinoamérica y el Caribe se han caracterizado por ser regiones
continentales proclives de investigacion y desarrollo en proyectos de agroindustria, ecoturismo
y conservacion ambiental gracias a su extensa riqueza de flora, fauna y recursos naturales, por
ello, no es ajeno al asunto que paises como Colombia, Guatemala, Peru, Costa Rica y Ecuador
hayan adoptado una cultura orquideoldgica para representar el patrimonio ecolégico vegetal de

una de las familias de flores més peculiares y exoticas del planeta (Larrea, 2020).

Ecuador es considerado entre los 17 paises que alberga mayor diversidad en el mundo, esto se
debe a sus caracteristicas topogréaficas, ecosistemas, pisos climaticos y riqueza bioldgica de
organismos vegetales y animales (Falceri & Freire, 2022; Mendoza-Montesdeoca et al., 2022;
OTCA, 2021). El Gobierno de la Republica declaré a Ecuador como el “Pais de las Orquideas”,
por instancia y apoyo de la comunidad cientifica internacional debido a la vasta presencia de
ejemplares vegetales de esta familia, ademas, se menciona que una de cada cinco especies de
orquideas del mundo se encuentra a lo largo del territorio (Ofia, 2020; Mogrovejo & Proafio,

2020; Montalvo & Vargas, 2019; lza, 2018).

Se conoce que en Ecuador habitan el 14% de las orquideas a nivel mundial, en las cuales estan
consideradas de 4 a 5 subfamilias, 20 tribus, 30 sub-tribus, 800 géneros y 25000 especies
clasificadas y publicadas. Es asi, que a nivel nacional se maneja un registro de 4232 especies
de orquideas, de las cuales 1714 son endémicas y al menos 400 especies se encuentran en curso

en estudio y descripcién (Gallardo et al., 2021; Fernandez-Fernandez et al., 2018; Ofia, 2020).

Las orquideas por varios afios fueron consideradas como plantas exaticas, exclusivas, escasas

y de precio costoso apreciadas por su diversidad de formas, colores, fragancias por aficionados



y catedraticos, sin embargo, nuevas técnicas biotecnoldgicas como la micropropagacion y los
bancos de germoplasma han permitido la produccion masiva de orquideas en espacios
reducidos, menor tiempo, libres de patdgenos y a bajo costo en condiciones controladas de

laboratorio (Cardoso et al., 2020; Vallejos, 2020; Pedraza, 2017).

Mas alla de su diversidad geogréafica y taxondmica, el cultivo y comercializacion de orquideas
brinda un abanico de posibilidades destacando su uso ornamental con especies del genero
Cattleya, Cyrtochilum, Bulbophyllum (Cerna et al, 2018), uso alimenticio para saborizantes en
orquideas del género Vanilla , bebidas como el “Salep” turco en Orchis, platillos como la
“Chikandra” africana a partir de los géneros Disa, Habenaria y Satyrium (Molina, 2020), uso

cosmético de fragancias en Miltoniopsis, Oncidium, Phalaenopsis, Enciclya (Matthews, 2021).

En el ambito de la medicina ha surgido el interés por la bioprospeccion de metabolitos
secundarios a partir de orquideas como: fenoles, flavonoides, glucésidos, terpenoides debido a
que estas biomoléculas confieren propiedades antioxidantes en orquideas del género
Epidendrum, actividad inflamatoria en Catasetum, potencial espasmolitico en Maxillaria

(Molina, 2020; Cerna et al, 2018).

A pesar de que los conocimientos de la familia Orchidaceae sean ampliamente difundidos sean
las orquideas cada dia se encuentran amenazadas por la actividad antropogénica y el cambio
climatico, lo cual dificulta su identificacion morfoldgica y, mermar su nicho ecoldgico
considerando que esto afecta a la pérdida de su nicho ecoldgico y la familia por lo cual, es
importante proponer investigaciones, desarrollo proyectos sustentable de conservacién de la

familia Orchidaceae (Ofia, 2020).



La identificacion y el seguimiento filogenético esté siendo aplicada para la conservacion de las
especies animales y vegetales en general, ayudando asi a tener un seguimiento y analisis de las
diferencias moleculares hereditarias entre cada especie. El avance y auge en los progresos
cientificos en biologia y otras disciplinas afines han generado grandes cantidades de datos, asi
como la informacion proveniente de genomas completos de diferentes organismos vivos, han
hecho que se genere herramientas informéaticas o computacionales para albergar dicha
informacion, por lo tanto, estos datos han sido de gran ayuda para el manejo e identificacion de

géneros y especies bioldgicas (Pachecho et al., 2021).

Adicional se puede mencionar que los genes que se han manejado para la identificacion y
diferenciacion del género Gongora es el gen matK, que se lo considera como el més variable
de los genes codificadores de proteinas de plastidios, ya que proporciona pocos o ningun sitio
informativo de parsimonia entre especies estrechamente relacionadas dentro de los géneros de
orquideas. En el caso de Orchidaceae, ycfl es mas variable que matK tanto en el nimero total
de caracteres informativos de parsimonia como en el porcentaje de variabilidad (Alcantara,
2013), por lo tanto, se tomara como base los datos de los genes ya dispuestos junto al nuevo
gen, que es el gen ycfl, para poder identificar la variabilidad interespecifica que existe entre las

diferentes especies de este género (Loo, 2011).



2. Marco Tedrico
2.1. Familia Orchidaceae
Las orquideas se consideran una de las familias mas extensas, antiguas y mas cotizadas del
mundo, constan mas de 25 mil especies identificadas hasta el momento, considerando que el
7% de las plantas son orquideas lo cual las convierten en una familia botanica mas extensa, se
puede mencionar que es tan grande debido a su forma, tamafio y color que es muy diverso,
ademas, a esta diversidad natural se le suman la existencia de 60 mil hibridos y variedades que
son producidas para la parte comercial (Salazar, 2018). Las orquideas habitan casi todos los
rincones del planeta, en lo general viven en medio de arboles donde su forma de subsistir es
tomando calor, luz y aire, pero también algunas crecen en rocas, suelos (Ministerio de Turismo,

2020).

Son una familia de plantas monocotileddneas que se diferencian por su extrema variedad de
morfologia, colores y fragancias. Ademas, se distinguen por sus interacciones ecoldgicas con
los agentes polinizadores, bacterias y hongos con las que forman asociaciones simbiéticas en

la naturaleza (Ruiz, 2020).

El habitad de la mayoria de la familia Orchidaceae se encuentra en climas de regiones tropicales
como; subtrdpicos o trépicos, cuya temperatura anual no baja de los 18°C, ya que se encuentran
desde 0 hasta los 5000 m.s.n.m. como plantas epifitas, considerando que estan ausentes en

lugares desérticos (Cadena, 2017).



2.1.1. Importancia de las orquideas

Las orquideas aparte de ser plantas exdéticas y escasas, desempefian funciones intrinsecas como;
regulacién del ciclo de nutrientes, produccion primaria de biomasa y pueden ser empleadas

como bioindicadores de la salud de los ecosistemas (Jelber & Jaramillo Herrera, 2018).

Algunas orquideas son utilizadas como medicina, alimento y ornamental, uno de los ejemplos
mas significativos es la vainilla, que se le conoce por sus usos variados ya que se esta utilizando
a las orquideas como medio de comercio y turismo, tomando en cuenta que es una especie

vegetal muy vistosa y exotica que llama la atencion (Coronado, 2020).

2.1.2. Clasificacion

Las orquideas son las especies vegetales mas variadas del reino vegetal y cada vez se van
generando mas especies hibridas que en total cuentan alrededor de veinte mil especies divididas
en unos ochocientos géneros distribuidos por todo el mundo, la mayor parte se encuentran por
debajo de los 2,000 metros sobre el nivel del mar, encontrandolas desde Oceania'y América del
norte, hasta los climas tropicales como América, o distintos lugares de Asia, Africa y Europa;
debido a esto también, hay orquideas con caracteristicas y necesidades muy distintas, existen

dos tipos de orquideas; las epifitas y las terrestres (Salvador, 2020).

2.1.2.1. Orquideas Terrestres
Estas orquideas en su mayor parte se encuentran arraigadas o enraizadas en el suelo directo y
por sus tallos suelen ser mas erguidos y poseen flores méas pequefias, son nativas de las tierras
rocosas de los pinos de la region de los Everglades, en el sur de Florida, pero en general, se
encuentran en cualquier lugar, por su facilidad de crecimiento, tomando en cuenta que son muy
dificiles de trasplantar de un lugar a otro, usualmente crecen en una capa delgada de escombros

organicos 0 bosques secos, estas se diferencian ya que no dependen de un soporte para la



alimentacion o crecimiento, en si, se le considera que se encuentre en cualquier lugar (Chaparro,

2018).

2.1.2.2.0rquideas Epifitas
En su mayoria las orquideas epifitas suelen encontrarse en regiones tropicales o semitropicales
como el sudeste del continente asiatico, Polinesia, India y en su gran mayoria en Sudamérica
(Rojas et al., 2006). Para su sustento no necesitan de otra planta, ya que no son paréasitas de su
soporte, solo necesitan el clima y el ambiente adecuado para subsistir, de igual forma que las
terrestres pueden crecer en medio de la nada, solo deben de tener una luz solar difusa, una buena
corriente de aire y una humedad relativa adecuada, usualmente ellos extraen los nutrientes de
ramas troncos que se caen de la naturaleza de su alrededor, se diferencian de las terrestres ya
que han modificado su estructura creando pseudobulbos o tallos hinchados donde pueden
almacenar agua y nutrientes disueltos en ellos, adicional con raices aéreas, ayudandoles a

sobrevivir si existe algtin cambio brusco de temperatura (Parrales, 2015).

2.2.Género Gongora
El género Gongora es un genero Neotropical que consta alrededor de 80 especies, fue descrito
y publicado por los botanicos espafioles Hip6lito Ruiz y José Pavéon en 1794, en honor a Don
Antonio Caballero y Gongora, arzobispo de Santa Fe de Bogota y Virrey de Nueva Granada,
durante los afios 1777 hasta 1788 que se descubrieron numerosas especies considerandolas
como un grupo de orquideas epifitas, herbaceas, de pseudobulbos bifoliados, hojas plicadas un

tanto alargadas, eliptico, lanceoladas, y al final un poco pecioladas (Hernandez, 2022).



Poseen un desarrollo de forma lateral en las que el brote terminal al finalizar su ciclo muere. Se
desarrollan en un ambiente con un gradiente geogréafico amplio desde las selvas humedas que

estan a nivel de las regiones montafiosas de los Andes (Garcia & Jiménez, 2015).

2.2.1. Distribucion geografica
El género Gongora consta de 65 especies conocidas en América Central, Trinidad y América
sur tropical, aunque en general la mayoria de las especies se encuentra en America, esta especie
crece en un amplio rango geografico ubicandose en una gran concentracion en Colombia en lo

cual se lo puede ver en la Tabla 1 (Jay et al., 2023).

2.2.2. Taxonomia
La taxonomia del Género Gongora es muy compleja, ya que es muy cercano o parecido a sus
especies, todas poseen inflorescencias colgantes con aproximadamente de 10 a 20 flores e
incluso algunas presentan hasta 50 flores que se abren simultaneamente, suelen florecer entre 3
a 7 dias antes de marchitarse y durante este tiempo emiten un aroma floral fuerte, las flores
individuales estan compuestas por 2 sépalos laterales, 1 sépalo inferior, 2 pétalos pequefios, 1
pétalo altamente modificado Ilamado labelo y la columna que presenta las estructuras
reproductivas de ambos sexos, adicional con su herborizacion, por lo tanto, se va opacando los
rasgos que los diferencian en cada una de ellas haciendo que sea dificil tener un registro de la

mayoria de las especies del género (Engels et al., 2020).

En el Ecuador se considera que existe mas de un tercio de las especies del género Gongora, 6
son endémicas y el género se divide en tres subgéneros: Acroptera, Gongora y Portentosa

(Ledn, 2018).



2.2.3. Morfologia floral
Todas las especies de este género son epifitas con un crecimiento simpodial, se caracteriza por
tener la presencia de dos a tres hojas apicales, adicional las inflorescencias nacen del
pseudobulbo y por lo general son péndulas y racemosas y se puede generar mas de seis
inflorescencias, seguidas los pseudobulbos miden de largo 8 cm como en la especie Gongora

similis (ABO, 2022).

En relacién a las raices son aéreas de color blancas y delgadas, tomando un crecimiento de
forma robusta, erguida y por lo general se encuentran cerca de hormigueros. En cuanto al tallo
posee diferentes formas en relacidn a su crecimiento, ya que al inicio es erguido y a medida que
va tomando una madurez va tomando una forma de dobles colgado, dando relacién a la
distribucion de las flores que también se encuentran colgadas, mencionando que el labelo se
coloca hacia arriba, mientras que los pedicelos dependiendo el género se va doblando casi de

forma circularmente (Hernandez, 2022).

Poseen dos sépalos laterales y un sépalo dorsal, adicional se puede mencionar que poseen
cuernos en la base del labelo como la Gongora gratulabuda o también pueden poseer cuernos
cortos en la base del labelo que en si seria otra caracteristica que posee este género como se le
puede ver en la Figura 1, en cuanto a las flores poseen labio completo dividido en hipochilo y
epichilo en el sépalo dorsal en las cuales se encuentran fusionadas por medio de una columna
al igual que los pétalos, adicional van tomando una consistencia cerosa y con fragancia,
considerando que las fragancias van cambiando de especie a especie como por ejemplo algunas
huelen a cera de vela sin quemar, otros a nuez moscada, cardamomo o canela, y como
caracteristica final se nombra a los polinios que se superponen a un estipite, que es sostenido
por un disco viscoso, considerando como un gran punto de polinizacion, que en su gran mayoria

son abejas del género Euglossa (Engels et al., 2020).



Figura 1 Morfologia floral y vegetativa del género Gongora

Hipoguilo Mezoquiloe Epiguillo

Figura 1: Morfologia floral y vegetativa del Género Gongora; A: Inflorescencia, B: Polinio, C:

Organos reproductores, D: Forma Vegetativa

Fuente: (Ramirez, 2015)




2.2.4. Especies registradas en el Ecuador
En el Ecuador existen aproximadamente alrededor de 20 especies ya registradas hasta el afio
2020, estas se encuentran distribuidas en los bosques andinos bajos, amazonicos y litorales. En
los cuales con estudios de indagacion de filogenia molecular se han encontrado 3 subgéneros y
7 secciones, por lo tanto, siguen siendo dificil tener una indagacién veridica y confiable en su
totalidad de las especies analizadas, ya que poseen una estructura morfolégica muy parecida.

Ademas, las especies ya registradas y encontradas se las detalla en el Anexo 1 (Jaramillo, 2020).

2.2.5. Polinizadores
Se entiende como polinizacion al proceso de transporte de granos de polen desde la parte de la
antera hasta el estigma de otra flor, es considerado como un proceso de fecundacion de las
especies vegetales en su gran mayoria, considerando como actor principal al polinizador

(Hernandez, 2022).

En las orquideas en mayor cantidad se puede denotar que por ser flores pequefias el mayor
polinizador de estas son las abejas, ya que buscan olores y fragancias con compuestos
aromaticos florales, por lo general se han encontrado que los macho Euglossa villosa como se
lo ve en la Figura 2, son atraidos por la base del labelo del género Gongora, en la cual puede
pasar dos aspectos en general, que la abeja llegue a polinizar o que la flor por el peso se rompa

(Telléz & Tejada, 2013).
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Figura 2 Macho Euglossa en polinizacion

Figura 2: Euglossa villosa en la polinizacién de Gongora cassidea

Fuente: (Ramirez, 2015)

Se considera que este género de abejas pertenece a un grupo no sociable de un tamafio algo
mayor a la abeja comin, como se le puede ver en la Figura 3, adicional posee un color metalico
muy brillante verdoso, son voladores rapidos y resistentes, considerando que toman vuelos de
grandes distancias, encontrandose principalmente en lugares tropicales como lugares tropicales,
el caribe y zonas selvéticas, su alimento por lo general es un néctar de flores tubulares

(Rodriguez et al., 1995).
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Figura 3 Abeja del Género Euglossa

Figura 3: Proporciones de Euglossa villosa Moure, polinizadora de las

orquideas del género Gongora

Fuente: (Rodriguez et al., 1995)

2.3. Técnicas de identificacion boténica
En lo largo de la historia se ha podido ver diferentes técnicas de identificacion de especies
vegetales, para asi poder diferenciarlas, de este modo no solo nos preocupamos de su forma,

color, tamafio y textura (Vela, 2019).

Por lo cual, para identificar una especie vegetal se debe de realizar una previa recoleccion de
material vegetal, en especial la parte de la planta que se vaya a manejar, posterior a este proceso
se hace un reconocimiento de los caracteres morfologicos, tanto sea en forma cualitativa y
cuantitativa, por lo tanto, se debe de utilizar microscopio y estereomicroscopio (Guerrero et al.,

2011).
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2.4. Técnicas moleculares
Las técnicas actuales de manejo molecular se basan en la identificacion de regiones de ADN,
en varias areas de la ciencia para la identificacion de enfermedades, bacterias, especies

vegetales y animales, entre otras (Matzumura et al., 2013).

Actualmente las técnicas que se conocen en plantas son; polimorfismos de los fragmentos de
restriccion RFLPs, NUmero variable en repeticiones den tindem VNTRS, Secuencias simples
marcadas o microsatélites SSRs y la que mas se utiliza la Reaccion en cadena de polimerasa
PCR, es la técnica molecular méas utilizada a nivel mundial, tomando en cuenta que es un
método enzimatico in vitro que ayuda a la amplificacion de una secuencia especifica del ADN.
En tal sentido es una técnica que usa dos oligonucle6tidos para completar el ADN molecular

(Al-Yassiry & Al-Alwani, 2022).

2.4.1. Barcording
El manejo de material genético en la actualidad se ha dado por medio de bases de datos y
cddigos de manipulacion mundial, con informacién de caracter genético que ayuda a facilitar
el reconocimiento de alguna especie a analizar, tomando el nombre de ADN Barcording, se
puede mencionar que la sobrevivencia de diversidad ecolégica, se debe a la supervivencia de
los ecosistemas equilibrados, pero existen ecosistemas que por el manejo ambiental actual se
ha ido perdiendo, por consecuente, con el tiempo se ha generado nuevas formas y manejos de

esta diversidad, tomando como punto de base el material genético (Benavides & Yanéz, 2016).

2.5. Marcadores moleculares a estudiar
Se considera a un marcador molecular como la secuencia de genes de caracter relevante de

identificacion para una especie a estudiar, esto se debe a su funcionalidad y composicion ya que

13



tienen la capacidad de detectar los polimorfismos en un loci Unico o multiple, tomando en

cuenta que puede ser dominante o codominante (Alcéantara, 2013).

En el caso del género Gongora existen algunos genes como el matK, ypoC1 y ycfl que se le
maneja con relevancia para poder identificarlos y asi poder tomar una diferenciacion relevante

por especies dentro del género (Cid et al., 2019).

2.5.1. Gen matK
El uso de técnicas moleculares ha ayudado a mejorar la identificacion de alguna especie, la
cual, por lo general se usan regiones Barcording y en especial de la zona cloroplastica, el gen

matK posee una region no codificante proveniente del genoma plastidio (Alvarado et al., 2015).

Posee una gran variabilidad y su tamafio es de 1500 pb de longitud, se le puede encontrar
ubicado en el intrén del gen trnK como se observa en la Figura 4, contiene altas tasas de
sustitucion dentro de la especie y su region 3’ que es mas conservada que la region 5°, Por lo
tanto, se puede mencionar que esta region ayuda a dar una informacién dtil para andlisis

filogenéticos entre especies (Cerna & Mifio, 2018).

Figura 4 Gen matK

5 trnK 3’ trnkK

rm1 6 I intron 1 matK ]mllon 2 l ‘EM

Figura

Figura 4: Partes del gen matK

Fuente: (Ofia, 2020)

14



2.5.2. Gen rpoC1
El gen rpoCL1 se encuentra en el genoma plastidio y espaciador intertergénico trnH--psbA, esta
region sigue siendo muy conservada, mas que las otras regiones a analizar, ayudando asi a
analizar regiones taxondmicas. Considerandolo de un tamafio de 550 a 750 pb como se ve en la

Figura 5, tomando en cuenta que es una cadena pequefia (Ho-Lee et al., 2012).

Figura 5 Gen rpocl

rpoC2

~— 3'rpoC1 exon
5'rpoC1 exon
~-g— rpoC1 exon2

Figura 5: Extension de pb del gen rpoC1

Fuente: (Downie, 1996)

2.5.3. Genycfl
La region ycfl es la regién méas grande del genoma cloroplastico, esta confirmado por 1600 pb
como se puede ver en la Figura 6 es un gen rico en adeninas y timinas, presenta regiones de
repeticion invertida y de copia Unica, se lo usa por lo general como marcador molecular para la

identificacion de especies ya que es una region muy conservada (Cid et al., 2019).
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Figura 6 Gen ycfl

trnl-CAA
yef2 pl2pl23 Region corresponding to ycf! cesA
—»> 4 >> +—

-100%

e T L 75%

Percentage identity

T e T T T T T r50%
80,000 82,000 84,000 86,000 88,000 90,000

Genomic position

Figura 6: Pares de bases del gen ycfl

Fuente: (Sakaguchi et al., 2017)

2.6. Filogenia

Todos los organismos descendemos de una forma ancestral, o un ser vivo en comun, evidencias
morfolégicas, quimicas y bioldgicas constatan esto, Haeckel a partir del siglo XIX acudié al
término filogenia para indicar la historia evolutiva de un grupo biolégico, con él se establecen
las clasificaciones filogenéticas y su representacion por medio de arboles evolutivos, en cambio
Willi Henning siendo el padre de la filogenética propuso la investigacion y representacion de
las relaciones de las especies, dando asi el primer indicio de la sistematica filogenética (Sosa,

2009).

Para construir una filogenia, sea solo de un grupo, es necesario tener la especie a estudiar junto
a sus caracteres, relaciones y representaciones graficas, en las cuales se toman tres métodos de
lectura para analizar; el método de parsimonia en un contexto cientifico implica no suponer mas
causas de las necesarias para explicar los hechos y en el caso del método de méaxima
verosimilitud se basan en un modelo probabilistico, con un soporte estadistico y bus can la
respuesta mas probable y en el caso del método bayesianos también seleccionan un modelo de
evolucion y el cladograma donde determina por probabilidades posteriores obtenidas mediante

el uso de estadistica bayesiana (Universidad de la Republica, 2015).
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3. Materiales y métodos
3.1. Recoleccion y preparacion
Las muestras vegetales del género Gongora fueron recolectadas en diferentes provincias del
Ecuador como; de la coleccién privada del Sr. Dario Guisal en Pedro Vicente Maldonado,
Pichincha; de los invernaderos de Ecuagenera, Zamora Chinchipe y de la coleccion privada de

Pichincha, Quito.

Para la recoleccion de las 12 muestras vegetales se selecciond material foliar que cumpla con
las siguientes caracteristicas: hojas jovenes, sanas, sin dafios mecanicos y libres de
enfermedades segun el instructivo INT/BM/27 de diagnostico vegetal descrito por

(Agrocalidad, 2018).

Para su respectivo analisis, cada muestra vegetal fue empacada en bolsas de papel Kraft y
localizada en un recipiente térmico acondicionado a 4 °C, cada bolsa fue transportada hacia los
Laboratorios de Ciencias de la Vida, Cuarto de Refrigeracion de la Universidad Politécnica
Salesiana en donde fueron almacenadas en un congelador Whirpool Botton Mount a -20°C

(Cascante, 2008).

3.2. Georreferenciacion
La localizacion de las especies del género Gongora, fue recopilada por medio de indagacién
bibliografica y tomando de la Base de Datos Botanicos Tropicos v3.4.0. en la que se obtuvo
informacién referente a: Taxonomia, Referencias, Afio de Registro y coordenadas (latitud y
longitud) de las 21 especies descritas, las cuales para tener una recopilacion de su

georreferenciacion en general se lo detallo en la Tabla 1.
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Adicional para referenciar la ubicacion geogréfica de forma visual se utilizd la plataforma

ArcGIS, que permitié recopilar, organizar, administrar, analizar, compartir y distribuir

informacion geogréfica de la biodiversidad como se lo ve en (Ricker, 2019) .

Tabla 1 Informacion de georreferenciacion del género Gongora

N° Especie Lugar de Latitud Longitud
Ubicacion
1 Gongora e Colombia- 5°46'00.0"N 74°20'00.0"W
escobariana Antioquia
2 Gongora e Peru- Junin 11°07'42.5"S 76°00'16.5"W
portentosa e Peru- San
Martin, 6°27'58.3"S 76°20'55.7"W
Tarapoto
3 Gongora eCosta Rica- 10°18'00.0"N °45'00.0"W
cassidea Alajuela
e Honduras-
Yoro 15°12'00.0"N 87°35'00.0"W
e Nicaragua- 13°15'00.0"N 86°16'00.0"W
Esteli
o Nicaragua- 12°55'00.0"N 85°55'00.0"W
Matagalpa
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e Nicaragua- 13°16'00.0"N 86°10'00.0"W
Jinotega
Gongora e Panama
horichiana Rio Hato 08°29"00.0"N 081°05"00.0"W
Gongora ¢ Costa Rica 9°42'00.0"N 84°24'00.0"W
armeniaca San Jose-
Purascal
e Nicaragua- 12°49'00.0"N 85°22'00.0"W
Matagalpa
ePanama-Rio  8°26'00.0"N 80°06'00.0"W
Hato
Gongora e Guatemala 15°46'00.0"N 90°13'00.0"W
galeata
» México-
Chiapas 16°49'00.0"N 95°24'00.0"W
Gongora e Bolivar
scaphephorus Cochabamba 17°03'00.0"S 65°28'00.0"W
Chapare
eBolivia- La
Paz 14°34'00.0"S 68°46'00.0"W
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e Ecuador- 3°26'00.0"S 78°31'00.0"W
Morona
Santiago
e Pert-Pasco-
Oxapampa 10°21'00.0"S 75°17'00.0"W
e Peru- Loreto-
Ucayali 7°23'00.0"S 76°12'00.0"W
e Perd-San
Martin- 7°56'00.0"S 76°35'00.0"W
Tocache
8 Gongora e Perd 9°15'00.0"S 74°57'00.0"W
sanderiana
9 @ Gongora eBolivar 16°23'00.0"S 63°27'00.0"W
rufescens e Ecuador °28'00.0"S 78°09'00.0"W
e Perd-
Amazonas-  95°55'00.0"S 78°00'00.0"W
Bongara
ePerd- Pasco-
Oxapampa 10°34'00.0"S 75°24'00.0"W
10 ¢ Gongora e Ecuador-
pardina Morona 2°41'00.0"S 78°19'00.0"W
Santiago
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e Ecuador- 1°28'00.0"S 78°09'00.0"W
Napo
11  © Gongora e Ecuador- 1°28'00.0"S 78°09'00.0"W
pleiochroma Napo
e Panaméa- 9°09'00.0"N 79°50'00.0"W
Canal area
o Perii-San 7°11'00.0"S 76°45'00.0"W
Martin
e Peru-
Amazonas-
Condorcanqu 4°28'00.0"S 78°09'00.0"W
i
12 © Gongora e Ecuador- Los 1°47'00.0"S 79°17'00.0"W
grossa Rios
e Ecuador- 0°47'00.0"N 79°39'00.0"W
Esmeraldas
e Ecuador- 1°50'00.0"S 80°44'00.0"W
Guayas
13 o Gongora e Ecuador 1°06'00.0"N 78°16'00.0"W
hirtzii Carchi
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14 g Gongora e Belice-

quinquenervis  Toledo

e Ecuador-
Zamora
Chinchipe

e México-
Chiapas,
Ocosingo

e México-
Michoacan

e Panama-
Canal Arena

e Perd-
Amazonas,
Bagua

e Peru-Loreto,

Maynas

16°16'00.0"N

4°00'00.0"S

16°55'00.0"N

18°43'00.0"N

9°09'00.0"N

4°55'00.0"S

3°28'00.0"S

89°06'00.0"W

78°30'00.0"W

91°16'00.0"W

103°23'00.0"W

79°50'00.0"W

78°19'00.0"W

72°48'00.0"W

15 ¢ Gongorafulva ePanaméa

8°57'00.0"N

79°25'00.0"W

16 Gongora ¢ Ecuador:

ionodesme Zamora

Chinchipe

4°22'00.0"S

78°48'00.0"W
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17 Gongora e Ecuador- 1°04'00.0"S 77°25'00.0"W
gracilis Napo
e Per(- 4°59'00.0"S 78°54'00.0"W
Cajamarca
18 Gongora e Ecuador 1°28'00.0"S 78°09'00.0"W
superflua
19 Gongora e Bolivia-
ilense Cochabamba 17°04'00.0"S 65°27'00.0"W
, Chapare
e Ecuador- Los 0°35'00.0"S 79°22'00.0"W
Rios
e Ecuador-
Esmeraldas, 0°21'00.0"N 79°44'00.0"W
Quinindé
e Ecuador- 0°30'00.0"S 79°30'00.0"W
Pichincha
20 Gongora e Peru-Loreto,
latisepala Ucayali 7°20'00.0"S 75°59'00.0"W
21 Gongora e Belize- 16°23'00.0"N 89°04'00.0"W
leucochila Toledo
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eCosta Rica-
Heredia

eCosta Rica-
José,

San

Turrubares

eCosta Rica-
Alajuela,
Upala

eCosta Rica-
Puntarenas,
Buenos Aires

eCosta Rica-
Cartago,

Paraiso

e Honduras

e México-
Chiapas,
Ocosingo

e Nicaragua-
Atlantico

Norte

10°25'00.0"N

9°46'00.0"N

10°52'00.0"N

9°13'00.0"N

9°52'00.0"N

15°13'00.0"N

16°59'00.0"N

14°01'00.0"N

84°00'00.0"W

84°31'00.0"W

85°24'00.0"W

83°18'00.0"W

83°46'00.0"W

86°15'00.0"W

91°17'00.0"W

84°34'00.0"W
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e Nicaragua-

Jinotega

e Nicaragua-

Chontales

e Nicaragua-

Boaco

e Nicaragua-

Matagalta

e Panama

13°24'00.0"N

12°10'00.0"N

12°24'00.0"N

13°00'00.0"N

8°26'00.0"N

85°42'00.0"W

85°10'00.0"W

85°33'00.0"W

85°14'00.0"W

80°06'00.0"W

Nota: Los simbolos de color representas las diferentes ubicaciones de especies del género Gongora de la

Tabla 7

Fuente: (Trépicos, 2023)
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Figura 7 Mapa de georreferenciacion del género Gongora
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Figura 7: Distribucion geografica de las especies del género Gongora

Fuente: (ArcGIS, 2023; Trdpicos, 2023)

3.3. Estudio molecular
El desarrollo experimental del estudio molecular del género Gongora se llevo a cabo durante
el periodo octubre del 2022 hasta enero de 2023 en las instalaciones de los Laboratorios de
Ciencias de la Vida, area de Biologia Molecular de la Universidad Politécnica Salesiana,

ubicados en el Campus el Girdn, en la ciudad de Quito.

3.3.1. Extraccion de ADN
Para la obtencion de ADN total se probé dos protocolos de extraccion: Protocolo directo con:
el Kit Platinum Direct PCR Universal Master Mix de la marca Thermo Fisher Scientific como

se lo ve en la Figura 8 y el Protocolo Doyle y Doyle modificado, la modificacion del protocolo
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se debe a que las hojas del género Gongora poseen una elevada cantidad de polifenoles y

polisacéridos (Mogrovejo & Proafio, 2020).

Figura 8 Kit de extraccion directo

Universal

lorks with different

(&) &)

8)2) ‘

Figura 8: Kit Platinum Direct PCR Universal Master Mix para Extraccion y Amplificacion de

ADN
Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2018)

Elaborado por: (Los autores, 2023)

3.3.1.1. Protocolo Directo
El protocolo directo de extraccion de ADN se realizd con el Kit Platinum Direct PCR Universal
Master Mix, Invitrogen, para 500 reacciones, por los cuales, segin las recomendaciones del
fabricante; se tomo una muestra de tejido vegetal de aproximadamente 2 mm de didametro y se
coloco en un tubo de Eppendorf de 1,5 mL; posterior, se agregd 20 uL de Dilution Buffer y con
la punta de una micropipeta se macerd presionando el tejido vegetal contra las paredes del
microtubo hasta que la mezcla se torné de color verde claro; posteriormente, se llevo a la
microcentrifuga por 10 seg y finalmente, se tom6 1 pL. de ADN del sobrenadante para la

Amplificacion de ADN por PCR (Thermo Fisher Scientific, 2019).
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3.3.1.2.Protocolo Modificado de Doyle y Doyle
Para la obtencién de ADN total se tomd como referencia el protocolo de extraccion Doyle y
Doyle 1987 modificado por Mogrovejo & Proafio (2020), se tomd 30-50 mg de muestra vegetal
en microtubos de 1,5 mL y se afiadié 600 pL de Buffer Lisis (100 mM TrisHCI pH 8, 50 mM
EDTA pH 8 y 500 mM NacCl), se macerd con un pistilo acoplado a un taladro atornillador

modelo GSR 1000 BOSCH, hasta obtencion una mixtura homogenea.

Posterior, se afiadié 94 pL de SDS al 10 % y se mezclé por inversion de 5 a 8 veces. Cada
muestra fue incubada en un termobloque digital Thermo Scientific™ durante 60 min a una
temperatura de 65°C. Luego, se afiadio 120 pL de acetato de potasio [5M], se mezclé por

inversion de 5 a 8 veces y se coloco en un recipiente con hielo a -20°C por 30 min.

Luego se centrifugo a los microtubos a 12000 rpm por 5 minutos, se transfiere el sobrenadante
a un nuevo microtubo de 1,5 mL y se ailade 600 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y

se mezcla por inversién de 5 a 8 veces.

Se procedid a centrifugar los tubos a 12000 rpm por 5 minutos, posterior, se tomd la fase
intermedia (250-300 pL aprox.) evitando mezclar la fase superior acuosa (ADN) e inferior
organica (proteinas), se agregoé 200 pL de isopropanol frio, se mezcld por inversion de 5 a 8

veces Yy se almaceno los tubos toda la noche a -20 ° C.

Al dia siguiente, se centrifugo los ensayos a 12000 rpm por 5 minutos y se rescatd el
sobrenadante. El sedimento (pellet) permanecid en los tubos, posterior a este se procedié a lavar
los microtubos con 200 pL de etanol al 70 % por inversion de 3 a 5 veces y se centrifugo a

12000 rpm durante 5 minutos. Este paso se realiz6 durante 3 veces.

En el Gltimo lavado, se descarto el exceso de etanol y en un termobloque previamente calentado

a 35 ° C se calentd los microtubos para retirar el remanente de etanol de las muestras vegetales.
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Una vez evaporado el alcohol, se resuspendi6 el sedimento con 30 pL de TE [1X] (10 mM
TrisHCI pH 8 y 0,5 M EDTA pH 8) 0 agua libre de nucleasas y finalmente se almacend a -20 °

C en el congelador hasta su uso posterior anélisis de integridad y amplificacion de ADN.

3.3.2. Evaluacion cualitativa de ADN
Para la evaluacion cualitativa de ADN, se realizé una electroforesis horizontal en gel de agarosa
al 1 % segun el protocolo descrito por Pazmifio & Vargas (2019); cuando el calor de la mezcla
descendié a una temperatura de distribucion de 60 ° C, se adicion6 0,2 pL. de fluorocromo
SafeView™ Classic y se distribuyé al gel con un ligero movimiento, el gel se debe de colocar
con su respectivo soporte en una camara de electroforesis Enduro Labnet y para finalizar la
mesa de trabajo se coloc6 una cama de TBE 1X como tampon de separacién de fragmentos de

ADN.

Para la estimacién del tamafio y concentracion de los fragmentos de ADN se manejo la escalera
de peso molecular GeneRuler Express DNA Ladder 100 a 5000 pb y 40-100 ng/0.5 pg de
Thermo Fisher Scientific como se lo ve en la Figura 9, para ello se cargd 2 uL. de Ladder junto

con 5 pL de tamp6n de carga BlueJuice™ Gel Loading Buffer [2X], Invitrogen.

En la preparacion de muestras se tomd 5 uL. de ADN y 2 uL. de tamp6n de carga, se configuro
el protocolo de electroforesis bajo los siguientes parametros: 100 V por 30 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se revel6 el gel en fotodocumentador Bio-imaging systems® y se
digitalizd la imagen para ser visualizado por computadora mediante el programa Gel Capture

(Fuertes et al., 2018).
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Figura 9 Marcador de peso molecular — DNA Ladder

GeneRuler Express DNA Ladder, ready-to-use

bp ng/0Spg %

— 5000 40 8

0 40 8

00 20

0 8

21

| )10
).5 pglane, 8 cm il

X TAE, 7 W, 40 min

P

Figura 9: Escalera de peso molecular GeneRuler Express DNA Ladder ready-to-use 100 a 5000

pb y 40-100 ng/0.5 ug

Nota: El inserto incluido en la caja indica el tamafio y peso de cada banda (pb), el voltaje (V/cm)

y el tiempo (min) de corrida en gel de electroforesis.

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2018)

3.3.3. Amplificacién de ADN
La amplificacion de ADN se probd por el protocolo propuesto por Mogrovejo & Proafio (2020),
mediante la técnica de PCR Convencional, la reaccion de polimerizacion del ADN se llevo a
cabo en un termociclador ProFlex PCR System, Applied Biosystems-USA. Adicionalmente se
manejo el Kit Platinum Direct PCR Universal Master Mix, Invitrogen para la amplificacion de
las regiones del ADN cloropléastico: matk, rpocl y ycfl, considerando que cada region posee un
namero de bases diferentes se colocara diferente proporcion de la master mix, usando la

siguiente concentracion observada en la Tabla 2 y completando el volumen final de 25 mL.
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Tabla 2 Composicion de la Master Mix por genes

Componentes matK/ rpoC1 ycfl
Vol (uL) para1l muestra Vol (uL) para 1 muestra
Buffer 12,5 12,5
Primer Forward 1 1
Primer Reverse 1 1
MgCl2 - 0,5
Agua 4,5 4
ADN 6 6
Volumen total 25 25

Fuente: Mogrovejo & Proafio, (2020)

Es importante, destacar que las condiciones de amplificacion tomadas como referencia, fueron
modificadas por los autores, en funcién del proposito de la investigacion para cada uno de los
genes a estudio y tomando el inserto de la taq Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix para la
realizacion de los protocolos de PCR, tomando en cuenta las temperaturas para cada fase como

se lo detalla en Tabla 3.

Tabla 3 Temperaturas para amplificacion de, matK, rpoC1 ycfl

Componentes matK rpoC1 ycfl
T Tiempo Ciclos T Tiempo Ciclos T  Tiempo Ciclos
(°C) (°C) (°C)
Desnaturalizacion 96 2 min 1 96 5 min. 1 95 5 min. 1
Alineamiento 94 15 seg. 95 30 seg. 95 30seg
535 15seg. 40 555 30segq. 35 574 30seg 38
72 1 min. 72 40 seg
Elongacion 68 20 seg. 1 72 5 min. 1 72 10 min 1
Mantenimiento 4 0 0 4 © © 4 0 ©

Fuente: (Londofio & Villanueva, 2021; Mogrovejo & Proafio, 2020)

La evaluacion del producto de PCR se realizo mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1%, procedimiento descrito anteriormente en seccion 3.3.1.2; después de esto se

cargo 2 pL de producto de PCR y 2 uLL de tampdn de carga. Para el primer pocillo del gel, se
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inserta 2 uLL del marcador molecular O” GeneRuler Express DNA Ladder ready-to-use [0,1 pg/

uL] de 100- 5000 bp, como referencia para la estimacion del tamafio de las bandas (Thermo

Fisher Scientific, 2018), los cebadores que fueros utilizados poseen una seccion de ADN ya

estipulada, la cual esta detallada en la Tabla 4.

Tabla 4 Cebadores de las regiones cloroplasticas matK, rpoC1, ycfl

. . Producto  Referencia
Region Cebadores Secuencia de PCR  Bibliografica
(Mogrovejo
matKk 2.1 5 - ATCCATCTGGAAATCTTAGTTC &  Proafio,
Gen Fwd ~3 (22 nt) 2020
matk 750 pb  Montalvo &
matk 2.1 5 - GTTCTAGCACAAGAAAGTCG — Vargas,
Rvs 3’ (20 nt) 2019).
(Mogrovejo
S'— &  Proafio,
rpoC1 GTGGATACACTTCTTGATAATGG — 2020
Fwd 3’ (23 nt) Montalvo &
Gen
moC1 500 pb  Vargas,
rpoC1 5 - 2019).
Rvs CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
—3’ (25 nt)
(Londofio &
5 — Villanueva,
o yefl Fwd TGAACGAAT3C§(?2A£A£AACTGGTT - 2021; Dong
y ycfl Rvs

5~ GCTGTGTCGTGCAATGGWTT —
3> (20 nt)

Elaborado por: (Los Autores, 2023)

3.3.4. Secuenciacién

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por el método Sanger en el equipo

SegStudio Genetic Analyzer de Thermo Fisher Scientific. Se designd dos muestras de amplicon
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con un volumen total de 2 puL por cada region cloropléstica: matk, rpocl y ycfl respectivamente

(Thermo Fisher Scientific, 2018).

3.3.4.1. Purificacion de los productos de PCR con ExoSAP-IT
Previo a la reaccion de secuenciacion de ADN, se debe realizar una purificacion de los
productos de PCR con el reactivo enzimatico EXoSAP-IT que se encarga de hidrolizar el

excedente de cebadores y nucledtidos en un solo paso (Thermo Fisher Scientific, 2023).

Para ello, en un nuevo microtubo de 0,2 mL se adiciono 2 pLL de ExoSAP-IT por cada 5 puL de
reaccion de PCR. Posterior, se incubo las muestras en un termociclador ProFlex PCR System,
Applied Biosystems-USA a las siguientes condiciones: 37 ° C por 15 min para activar la enzima
y degradar los productos residuales y luego a 80 ° C por 15 min para inactivar los componentes

de EXoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific, 2023).

3.3.4.2. Reaccion de Secuenciacion
La incubacion enzimatica, se prepard segun el inserto proporcionado, tomando en cuenta las

cantidades de cada uno como se lo ve en la Tabla 5.

Tabla 5 Componentes de la reaccion de secuenciacion

Componentes matK/ rpoC1 ycfl
Vol (uL) para 1 muestra Vol (uL) para 1 muestra
Big Dye Terminator 5x 4 4
Sequencing
Big Dye Terminator 4 4
Cycle Sequencing
Primer Forward 1 2
ADN Templado 2 7
Agua Libre de nucleasas 9 3
Volumen total 20 20

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2023)
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Una vez preparada la mezcla y colocada en cada microtubo, se establecio las condiciones de
secuenciacion en el termociclador ProFlex PCR System, Applied Biosystems-USA, las cuales

se detallan en Tabla 6.

Tabla 6 Preparacion de los componentes de la reaccion de secuenciacion

Paso Temperatura Tiempo N° de Ciclos
Desnaturalizacion 96°C 1 min 1X
Inicial
Desnaturalizacién 96°C 10 seg
Alineacion 50°C 5 seg 25x
Extension 60°C 4 min
Mantenimiento 4°C o0 1x

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2023)

3.3.4.3.Preparacioén de los componentes de purificacion
Se realiz6 una mezcla de purificacion, la cual ayuda a que las muestras sean analizadas

idoneamente en la reaccidn de secuenciacion, los componentes utilizados son los que se detallan

en Tabla 7.
Tabla 7 Componentes de purificacion
Componente Control pPGEM  Volumenparal Volumen para 6
(uL) muestra (uL) muestras (uL)

Solucion SAM 45 uL 45 uL 270 uL
Solucién BDX 10 pL 10 uL 60 pL

Producto de 10 puL 10 uL 60 uL
Secuenciacion
Volumen Total 65 uL 65 uL 390 uL

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2023)

Una vez alicuotada la mezcla de purificacién, se procedié a cerrar la placa y se colocé en
agitacion por vortex a alta velocidad durante 30 min, después se centrifugo a 1000g por 2 min

(Thermo Fisher Scientific, 2018).
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Con todas las muestras homogenizadas, se procedio a instalar el cartucho de lectura del equipo
Secuenciador y se introdujo la placa con las muestras a analizar, a continuacién, se eligio los
pardmetros de inyeccidn, voltaje y se dio inicio al proceso de Secuenciacion por método Sanger

(Rivas & Salazar, 2017).

Una vez culminada el proceso, se verifico la hoja de control de calidad de la reaccion de
secuenciacion, verificando que el control positivo (pGEM) y las muestras hayan sido
identificadas y en base a cada secuencia génica se genere su respectivo cromatograma en

formato abl (Thermo Fisher Scientific, 2018).

3.4. Filogenia molecular
Para la realizacion de la filogenia molecular se manejo los siguientes procedimientos a priori

con el fin de procesar los datos bioldgicos y convertirlos en datos bioinformaticos.

3.4.1. Control de calidad
Se evalu6 la calidad de los cromatogramas generados previamente por el secuenciador en
formato “ab1”. Las secuencias de las regiones cloroplasticas matK, rpocl y ycfl fueron
evaluadas mediante el programa FinchTV version 1.4.0, basado en el estudio Mogrovejo &
Proafio, (2020). Se seleccionaron aquellas secuencias que presentaron un porcentaje de calidad

> 80%, los que no cumplieron este parametro fueron descartados del andlisis bioinformatico.

Para el andlisis y edicion de las secuencias génicas seleccionadas, se manejé el programa
MEGA X en la cual se edité el nombre y se realizd la limpieza del ruido de fondo; una vez
obtenidas las secuencias depuradas se realiz6 un alineamiento maultiple con el algoritmo

MUSCLE vy se procedi6 a la construccion de los arboles filogenéticos (Kumar et al., 2021).

35



3.4.2. Alineamiento multiple
Para el alineamiento multiple se ocupé las secuencias de las especies ecuatorianas del género
Gongora provenientes del Trabajo de Titulacién de las ingenieras Mogrovejo y Proafio (2020),
también se emplearon secuencias obtenidas de GenBank de especies extranjeras del género, con
el fin de proporcionar mayor resolucion/robustez a los arboles finales y visualizar de mejor

manera la formacion de grupos (Kumar et al., 2021).

Para el alineamiento multiple de secuencias se manejo la herramienta bioinformatica GBlocks
0.91b que permitid la seleccion de blogues conservados de secuencias, eliminacion de
posiciones mal alineadas y regiones divergentes de ADN o proteinas con el fin de que los datos

obtenidos sean iddneos para el analisis filogenético (Endara & Ocafia, 2022).

3.4.3. Eleccion de método evolutivo
Para la eleccion del método evolutivo para cada region cloropléastica, se empled el modelo de
estimacion de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) mediante el programa MEGA X

(Molecular Evolutionary Genetics Analyzer) (Kumar et al., 2021).

3.4.4. Elaboracion de arbol filogenético
Para la elaboracion del arbol filogenético, se parametrizo los datos obtenidos de NCBI en base
a dos modelos evolutivos: Tamura-Nei y Tamura 3-parameter, para cada uno se empled
Bootstraps con 1000 réplicas (Pefia, 2011; Montalvo y Vargas, 2019; Alban y Toapanta, 2019).
Los arboles obtenidos fueron enraizados bajo el criterio del grupo externo, estas secuencias
fueron obtenidas del GenBank, se escogié a Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma
como grupos externos tanto para el arbol de matK, rpocl y ycfl también se coloc6 el mismo

grupo externo debido a que las dos especies pertenecen a la tribu Cymbidieae que constituye
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un taxon externo se lo coloco de la forma como esta detallada en la Tabla 8 (Mogrovejo &

Proafio, 2020; Batista et al., 2014).

Tabla 8 Grupos externos para el analisis filogenético

N° Gen Grupo externo

matK Stanhopea saccata
Stanhopea trigrina

Coeliopsis hyacinthosma

rpoC1 Stanhopea saccata
Coeliopsis hyacinthosma

ycfl Stanhopea trigrina

Coeliopsis hyacinthosma

Elaborado por: (Los Autores, 2023)
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4. Resultados y discusion
4.1.Recoleccidn, preparacion de muestras y estudio molecular
La coleccion de muestras foliares del género Gongora de las especies registradas en el Ecuador

se obtuvieron 12 muestras las cuales se detallan en la tabla Tabla 9.

Tabla 9 Especies del género Gongora recolectadas

N° de Nombre Cientifico Cadigo de Lugar de

Muestra Coleccion recoleccion
1 Gongora sp. 4511 Pichincha -Pedro
2 Gongora (Logrofio) 4514 Vicente Maldonado
3 Gongora ilense 4623 Zamora Chinchipe
4 Gongora pardina 4624 Invernaderos de
5 Gongora pleiochroma 4625 Ecuagenera.
6 Gongora odoratissima 4626
7 Gongora sp. 4689 Pichincha -Quito
8 Gongora sp. 4690 Invernadero de
9 Gongora sp. 4691 coleccion privada.
10 Gongora sp. 4692
11 Gongora sp. 4695
12 Gongora sp. 4698

Elaborado por: (Los Autores, 2023)
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Figura 10 Recoleccion de muestras

Figura 6: Extraccion de la muestra 4511 en Loja

Fuente: Torres, (2022)

4.2.Estudio molecular
4.2.1. Extracciony evaluacion de ADN
Para la extraccion y evaluacién cualitativa de ADN, se emple6 dos métodos; el protocolo
directo por kit comercial y el protocolo modificado de Doyle & Doyle basado en la

investigacion de (Mogrovejo & Proafio, 2020).

Al realizar el protocolo directo, se obtuvo de una presencia baja a nula de ADN total en la
mayor cantidad de muestras vegetales, esto se debe a que el kit universal empleado para la
extraccion del material genético puede funcionar para una variedad de muestras como: ADN
bacteriano, fingico, animal y vegetal, sin embargo se menciona en el estudio de Rios Sanchez
etal., (2016) “Los kits de casas comerciales que han desarrollado estos protocolos de extraccion

rapida de ADN; a pesar de que los resultados son reproducibles y se obtiene material de alta
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pureza y peso molecular, la principal limitante del uso de estos métodos es el costo y la poca

cantidad de material genético recuperada durante el proceso”.

Figura 11 Extraccién de ADN — Protocolo Directo

Referencia Muestras de ADN Total

bp ng/o5pg %

Ladder 4511 4514 4623 4624 4625 4626 4689 4690 4691
Cédigo de Muestra

N° de Pocillo ik 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 11: Evaluacion Cualitativa de ADN por Electroforesis de Agarosa al 1% del

protocolo directo

Nota 1: Se describe la ubicacion de cada pocillo y codigo de muestra: PM (Escalera

de Peso Molecular), 1,2,3(-),4,5(+),6,7,8,9,10, 11y 12 (-)

Nota 2: 511: Gongora spp, 4625: Gongora pleiochroma, 4514: Gongora spp. Logrofio

4626: Gongora odoratissima, 4623, Gongora ilense, 4690 — 4698: Gongora spp.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

Al realizar el protocolo modificado de Doyle & Doyle, (1987), se obtuvo ADN para la totalidad
de las muestras vegetales como se visualiza en la Tabla 10, correspondiente al tamafio esperado
>5000 pb, cabe destacar que el empleo de material fresco vegetal es de suma importancia para
el éxito en la extraccion de ADN debido a que la liberacion del material genético enddgeno
estard mediada por la accién de soluciones tampon y la lisis mecanica generada durante la

maceracion de las muestras vegetales. (Endara & Ocafia, 2022;1za, 2018).
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También hay que tomar en cuenta que los tejidos jovenes contienen més cantidad de ADN en
contraste a los tejidos viejos, el método de extraccion del material genético para tejidos con
presencia de metabolitos secundarios (p.e: compuestos fendlicos, polisacaridos) es diferente a
los protocolos cléasicos de extraccion de ADN vegetal y no pueden ser generalizados para todas
las especies vegetales, depende de factores intrinsecos como: el tipo de tejido (hoja, raiz, flor,
fruto) que se va a emplear como fuente de material genético de estudio, la frescura y sanidad

de la muestra (Suazo Ubieta et al., 2020).

Tabla 10 Resultados de integridad de ADN de Protocolo Directo y Modificado

N° de Nombre Cientifico Cddigo de Extraccién de ADN
Muestra Coleccion P. Directo P. Modificado

1 Gongora sp. 4511 - +

2 Gongora (Logrofio) 4514 - +

3 Gongora ilense 4623 - +

4 Gongora pardina 4624 + +

5 Gongora 4625 + +
pleiochroma

6 Gongora 4626 - +
odoratissima

7 Gongora sp. 4689 - +

8 Gongora sp. 4690 - +

9 Gongora sp. 4691 - +

10 Gongora sp. 4692 - +

11 Gongora sp. 4695 - +

12 Gongora sp. 4698 - +
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Figura 12 Extraccion de ADN — Protocolo Modificado

Referencia Muestras de ADN Total

bp ng/05pg %

Ladder 4511 4514 4623 4624 4625 4626 4689 4690 4691 4692 4695 4698

Cédigo de Muestra

N° de Pocillo PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 12: Evaluacion Cualitativa de ADN por Electroforesis de Agarosa al 1% del

protocolo de extraccién foliar Doyle y Doyle (1987)

Nota: Se describe la ubicacion de cada pocillo y codigo de muestra: PM (Escalera de

Peso Molecular), 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11y 12 (+)

Nota 2: 4511: Gongora spp, 4625: Gongora pleiochroma, 4514: Gongora spp.

Logrofio,4626: Gongora odoratissima, 4623, Gongora ilense,4690 — 4698: Gongora

spp.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

4.2.2. Amplificacion de ADN
Para la amplificacion se manejo el gen ycfl, matK, rpoC1l que se diferencian las bandas de

concentracion en cada una, obteniendo los resultados detallados en la Tabla 11.
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Tabla 11 Resultados de amplificacion del gen matK; rpoC1; ycfl

N° de Nombre Cadigo de Amplificacion de ADN
Muestra Cientifico Coleccion matK rpoC1l ycfl

1 Gongora sp. 4511 + + +

2 Gongora 4514 + + +
(Logrofio)

3 Gongora ilense 4623 - - +

4 Gongora 4624 + + +
pardina

5 Gongora 4625 + + -
pleiochroma

6 Gongora 4626 + + -
odoratissima

7 Gongora sp. 4689 + + -

8 Gongora sp. 4690 - + -

9 Gongora sp. 4691 - - -

10 Gongora sp. 4692 + + -

11 Gongora sp. 4695 + + -

12 Gongora sp. 4698 + + -

Elaborado por: Los autores, (2022)

4.2.2.1.Gen rpoC1
En el estudio, la region cloroplastica rpoC1 se amplifico mediante la técnica PCR convencional
con un total de 10 productos de PCR de las 12 muestras colectadas, dando un resultado positivo
por presencia de fragmentos de ADN con mayor intensidad en el rango de los marcadores de
peso molecular GeneRuler DNA Ladder como se lo ve en la Figura 13 (Thermo Fisher
Scientific, 2017) El tamafio del amplicon se visualiz6 en una longitud promedio de 500 pb como
se ve en la Figura 13 y posee una concentracion entre 20 — 100 ng/ul., estos resultados se
asemejan a los resultados de Endara & Ocafia (2022) que se evidenciaron la presencia de

cadenas de ADN de més de 500 pb y una concentracion de 40-100 ng/pL aproximadamente
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Figura 13 Amplificacion de ADN — Gen rpocl

Referencia Muestras de Productos de PCR

bp ng/05pg %

Ladder 4511 4514 4623 4624 4625 4626 4689 4690 4691 4692 4695

Cédigo de Muestra

N° de Pocillo 1 3 9

Figura 13: Visualizacién de productos de PCR del gen rpocl por Electroforesis de

Agarosa al 1% mediante el Kit Platinum Direct PCR Universal Master Mix

Nota: Se describe la ubicacion de cada pocillo y c6digo de muestra: PM (Escalera de

Peso Molecular), 1,2 (+), 3 (-), 4,5,6,7,8 (+),9 (), 10, 11y 12(+)

Nota 2: 4511: Gongora spp, 4625: Gongora pleiochroma, 4514: Gongora spp.

Logrofio,4626: Gongora odoratissima, 4623, Gongora ilense,4690 — 4698: Gongora

Spp.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

4.2.2.2.Gen matK
En el estudio, la region cloroplastica matk se amplificd mediante la técnica PCR convencional
con un total 8 productos de PCR de las 12 muestras colectadas, dando un resultado positivo por

la presencia de fragmentos de ADN con mayor intensidad en el rango de los marcadores de
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peso molecular GeneRuler DNA Ladder como se ve en la Figura 14 (Thermo Fisher Scientific,

2017).

El tamafio del amplicon se visualizé en una longitud promedio de 750 pb como se ve en la
Figura 14 y esta una concentracion entre 20 -100 ng/pul., estos resultados se asemejan a Endara

& Ocania (2022) las cuales demuestran cadenas son entre 500 — 750 pb y una concentracion de

50 a 100 ng/pL.

Figura 14 Amplificacion de ADN — Gen matk

Referencia Muestras de Productos de PCR

bp ng/0Spg %

Ladder 4511 4514 4623 4624 4625 4626 4689 4690 4691 4692 1 4695 4698

Cédigo de Muestra

N° de Pocillo 9 10 11 12

Figura 14: Visualizacion de productos de PCR del gen matk por Electroforesis de

Agarosa al 1% mediante el Kit Platinum Direct PCR Universal Master Mix

Nota: Se describe la ubicacion de cada pocillo y codigo de muestra: PM (Escalera de

Peso Molecular), 1,2 (+),3(-),4,5,6,7 (+),8,9(-), 10,11 (+) y 12 (-)

Nota 2: 4511: Gongora spp, 4625: Gongora pleiochroma, 4514: Gongora spp.

Logrofio,4626: Gongora odoratissima, 4623, Gongora ilense,4690 — 4698: Gongora

Spp.

Elaborado por: (Los autores, 2023)
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4.2.2.3. Gen ycfl

En el estudio, la region cloroplastica ycfl se amplifico mediante la técnica PCR convencional
con un total de 4 productos de PCR de las 12 muestras colectadas, obteniendo un resultado
positivo por la presencia de fragmentos de ADN con mayor intensidad en el rango de los
marcadores de peso molecular GeneRuler DNA Ladder como se ve en la Figura 15 (Thermo

Fisher Scientific, 2017).

El tamafio del amplicon se visualizd en una longitud promedio de 1500 pb como se ve en la
Figura 15 y esta en una concentracion entre 20 — 100 ng/ul., estos resultados se asemejan a las
investigaciones de Calderon & Prexl (2019), amplificando las regiones de ADN cloropléstico

de un tamario aproximado de 1376-1696 pb.

La no amplificacion de las muestras con los cebadores de ycfl pudo deberse a la alta
variabilidad que presenta este marcador, ain mas cuando existen caracteres muy conservados
en ciertas especies de los diferentes géneros de orquideas, los cuales podrian evolucionar de
forma independiente causando mutaciones de la secuencia nucleotidica y por ende resultaria en

la amplificacién nula o parcial de la secuencia de interés (Dong et al., 2015; Chen et al., 2010).

Ademas, este resultado parcial pudo deberse a que algunos taxones presentan mutaciones
criticas en los extremos 3’, lo cual genera una falencia al momento de amplificar la region ycfl.
Por esta razon, se considera factible el uso de multiples combinaciones de cebadores de la
region ycfl con el fin de que estos segmentos puedan amplificar para un nimero variable de
nucledtidos de la porcion 3’ del gen cloroplastico (Calderén & Prexl, 2019; Neubig & Abbott,

2010).
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Figura 15 Amplificacion de ADN — Gen ycfl

Referencia Muestras de Productos de PCR
bp Ro/0Spg %

= Ladder 4511 4514 4623 4624 4625 4626 4689 4690 4691 4692 4695 4698
Cédigo de Muestra

N° de Pocillo

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 15: Visualizacion de productos de PCR por Electroforesis de Agarosa al 1%
mediante el Platinum Direct PCR Universal Master Mix (Thermo Fischer Scientific,

2018)

Nota: Se describe la ubicacién de cada pocillo y cddigo de muestra: 1: PM (Escalera

de Peso Molecular), 2, 3,4,5(+),6y 7 (-)

Nota 2: 4511: Gongora spp, 4625: Gongora pleiochroma, 4514: Gongora spp.

Logrofio,4626: Gongora odoratissima, 4623, Gongora ilense,4690 — 4698: Gongora

Spp.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

4.2.3. Secuenciacion de ADN
Se tomé como base dos muestras de producto de PCR con presencia de banda significativa

tomando tres muestras de cada una para cada gen como se ve en la

Tabla 12, considerando que son las muestras que poseian mejor banda.
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Tabla 12 Muestras para secuenciacion

N° de Nombre Cddigode  Muestras utilizadas para secuenciacion
Muestra Cientifico Coleccion matK rpocl ycfl
1 Gongora sp. 4511 1 1 1
2 Gongora 4624 1 1 1
pardina

Elaborado por: (Los autores, 2023)

Una vez culminado el proceso de secuenciacidn, se obtuvo el reporte de control de calidad del
equipo SeqgStudio Genetic Analyzer, como se lo indica en la Tabla 13, el cual indica que cada
muestra analizada en los pocillos de la placa son de calidad media segun la escala de colores,
considerando que el color verde corresponde a calidad 6ptima, el color amarillo calidad media
y el color rojo calidad baja segun el inserto proporcionado por Thermo Fisher Scientific, (2022)

y como se lo puede ver en la Tabla 13.

Tabla 13 Resultados de Control de calidad de secuenciacion

N°  Pocillo Color Control Gen Cad. Muestra

1 Al Verde Buena pGEM - Control positivo

2 B1l, C1, Amarillo Media Muestra Muestra Muestra externa

D1 externa externa
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3 El Amarillo  Media matK 4511 Gongora sp.
4 F1 Amarillo  Media matK 4624 Gongora pardina
5 Gl Amarillo  Media rpoC1 4511 Gongora sp.
6 H1 Amarillo  Media  rpoC1 4624 Gongora pardina
7 A2 Amarillo Media  ycfl 4511 Gongora sp.
8 B2 Amarillo  Media  ycfl 4624 Gongora pardina
9 C2 Rojo Baja @~ ----- @ - Formamida
10 D2 Rojo Baja @~ - - Formamida

Elaborado por: (Los autores, 2023)

Figura 16 Reporte de control de calidad de secuenciacién

Plate QC report

Figura 16: Reporte de Control de Calidad de la placa de secuenciacion por el método Sanger

en el Equipo SegStudio Gentic Analyzer

Notal: Se describe la ubicacion de cada pocillo: Al: PGEM (Control +), E1,F1 (matK), G1,

H1 (rpoCl) y A2, B2 (ycfl), Blanco (Formamida)
Nota 2: E1, G1, A2 - 4511: Gongora spp.; E2, G2, B2 - 4524: Gongora pardina

Fuente: (Los autores, 2023)




Para el analisis siguiente se obtuvo como resultado un cromatograma de fluorescencia que

indica la amplitud de cada pico correspondiente a la fuerza o certeza de la llamada nucleotidica

y la cual el archivo final fue obtenido en formato ab1 como se lo ve en la Figura 17 con el gen

rpoCl.

Figura 17 Secuenciacion de ADN — Gen rpocl

220 E|wad BB 8 I 80=T]| et
GotoBaseNo. [ Find Sequence AL ST

340 350 360 370 380 290 400 410 420

’AG”’G’AAGGGC”EAACGCAGAE’”GA’GGEGA’EAAA’EGE’G”EAEA’ACC"’A’C”’GG;\AGC’CAAGCAGAAGECCG”’AE”A’G””’E’[ﬂ
Reset Scales Horizontal Sedle —

Figura 15: Control de Calidad y Limpieza de secuencias genéticas con la herramienta Finch TV 1.4.0

(Geospiza, 2012)

Nota: Se visualiza el archivo del cromatograma en formato abl. con sus respectos picos, estos datos

serén necesarios para el estudio de filogenia molecular.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

4.3. Filogenia molecular

Para complementar el andlisis filogenético del género Gongora se adiciond los datos de

secuencias nucleotidicas provenientes del Trabajo de Titulacion de las autoras Mogrovejo &
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Proafio (2020) y referencias genéticas certificadas en formato fasta de la base de datos NCBI

para cada region cloropléstica de estudio.

4.3.1. Andlisis filogenético del gen matK
Con respecto al gen matK se evidenciaron 3 grupos; Grupo A, Grupo B y Grupo C. En el primer
grupo se visualizo la presencia de una politomia muy marcada, en la cual se puede mencionar
que en estas especies se estan manejando especies idénticas o con diferente autor y también se
unen las muestras: E1 Gongora sp. y F1 Gongora pardina que se colocaron como resultado de
secuenciacion. En el Grupo B se puede visualizar una diferenciacion significativa entre las
especies actuales y el ancestro comun, finalmente en el Grupo C; se los grupos externos

correspondientes a las especies vegetales de Coeliopsis hyacynthosma y Stanhopea saccata.

Figura 18 Resultado filogenético del gen matK

R

MTS18471.1 Gongora pardina
n4244 Gongora fulva
MT518470.1 Gongora nigrta
n4298 Gongora gracilis
MT518465.1 Gangora fulva
MT518464 1 Gangora aromatica
n4402 Gong: desme
AF239480.1 Gongora ilense
MT518468.1 Gongora leucochda
> MT518467.1 Gongora gibba

) Grupo A

S~ n4248 Gongora latisepala

(DY

n4243 Gongora plelochroma

n4245 gora rufescens

—W|_(: n4247 Gongora atropurpurea
50 n4295 Gongora sanderiana

——  MT518474.1 Gongora unicolor
n4287 Gongora bufonia
—————————— AF239478.1 Gongora gratulabunda

MH748887.1 Gongora grossa
4?3: KF660278.1 Gongora hinza
————— AF230484.1 Gongora sphaerica
E14611 Gongoraspp

T MT518473 1 Gongora scaphephorus
G ) =S F1 4824 Gongora pardina rupo Bi
e 53 n4399 Gongora scaphephorus
51— EU214256.1 Gongora honchiana

L AF239482 1 gora armeni

s AF229483.1 gora tridentata Frupo B2 Grupo B

L 14286 Gongora cassidea

AF239481.1 Gongora amparo
KF&60277 1 Gongora sexdeliana rupo B3
EF079251 1 galeata
AF229485. 1
I ¢ rupo Ba
72 L——— 14400 Gongora ecomuta P
AF229440.1 Coeliopsis hyacinthasm:

~~
w____: AF239447 { Stanhopea saccata Grupo C
£e] AF239448 1 Stanhopea tigrina

Figura 17: Visualizacion de resultado del analisis filogenético del gen matK

Nota: Las especies externas presente son Stanhopea tigrina, y Coeliopsis hyacynthosma.



4.3.2. Andlisis filogenético del gen rpoC1

Figura 19 Resultado filogenético del gen rpoC1

Grupo D

Grupo E

Grupo F

Grupo G

Figura 18: Visualizacion de resultado del analisis filogenético del gen rpoC1

Nota: Las especies externas presente son Stanhopea saccata y tigrina,- Coeliopsis hyacynthosma.

Elaborado por: (Los autores, 2023)

52




Para el gen rpoC1 se visualiza una politomia en general en el Grupo D, Grupo E, Grupo F y
Grupo G, considerando que en si sus nodos de la filogenia en el que existen linajes
descendientes provienen de un Unico linaje ancestral por lo tanto no se va diferenciar entre ellas
(Torres, 2014). En el caso del Grupo E, se puede ver dos nodos en los cuales el que posee 90
de porcentaje de punto de ramificacion entre las especies Gongora latisepala, Gongora ilense

y Gongora atropurpurea, dando a entender que entre estas especies existe una similitud.

4.3.3. Andlisis filogenético del gen ycfl

Figura 20 Resultado filogenético del gen ycfl

“
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Figura 19: Visualizacién de resultado del anlisis filogenético del gen ycfl

Nota: Las especies externas presente son Stanhopea tigrina, y Coeliopsis hyacynthosma., especies restantes

son obtenidas del repositorio de NCBI

Elaborado por: (Los autores, 2023)
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En relacion al gen ycfl se puede mencionar que con este andlisis filogenético se diferenciaron
cuatro grupos; Grupo H, Grupo I, Grupo J y Grupo K, donde la diferenciacion de especies se
pudo dar de una mejor forma. En el Grupo H, se produjo ramificaciones pequefias donde esta
el Grupo H1 y Grupo H2, encontrandose las mismas especies, a partir de esta ramificacion se
encuentra una divergencia dando los Grupo I, Grupo Jy Grupo K, encontrandose las especies ;
Gongora amparoana, G. ameniaca, G. seideliana, G. tridenta, G. ponderosa y G. escobariana,
y para finalizar en El Grupo K se encuentra una divergencia marcada entre todos los grupos ya

que son especies externas Stanhopea tigrina, y Coeliopsis hyacinthosma (Torres, 2014).

4.4.Georreferenciacion
Una vez presentada las secuencias obtenidas es indispensable revisar la ubicacion de las
especies analizadas, por lo cual, se toma el arbol filogenético del gen ycfl, ya que los otros
genes presentan politomias muy marcadas, considerando la base de datos de Tropicos se obtuvo

la siguiente Tabla 14 con su respectiva georreferenciacion.

Tabla 14 Datos de georreferenciacion de las especies de Gongora

Lugar de
N° Especie Latitud Longitud
Ubicacion

1 © Gongorailense  eBolivia-
Cochabamba 17°04'00.0"S  65°27'00.0"W
, Chapare

eEcuador- Los 0°35'00.0"S 79°22'00.0"W

Rios

0°21'00.0"N 79°44'00.0"W
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e Ecuador-

Esmeraldas,
Quinindé 0°30'00.0"S 79°30'00.0"W
e Ecuador-
Pichincha
Gongora hirtzii e Ecuador 1°06'00.0"N 78°16'00.0"W
Carchi
Gongora eCosta Rica- 10°09'00.0"N  84°30'00.0"W
amparoana Alajuela
Gongora eCosta Rica- 9°42'00.0"N 84°24'00.0"W
armeniaca San José
Gongora e Guatemala- 15°46'00.0"N  90°13'00.0"W
tridentata Chisec
Gongora ¢ Colombia- 5°46'00.0"N 74°20'00.0"W
escobariana Antioquia
Gongora e Peru- Junin 11°07'42.5"S 76°00'16.5"W
portentosa ePer(-  San
Martin, 6°27'58.3"S 76°20'55.7"W
Tarapoto

plataforma ArcGIS

Nota: La Columna 2 detalla el color de ubicacion que se utilizé en la elaboracion del mapa en la

Fuente: (Tropicos, 2023)
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Figura 21 Georreferenciacion de las especies analizadas por filogenia
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Figura 14: Detalle de georreferenciacion en base al arbol filogenético del gen ycfl

Nota: Existe distribucién de especies del género Gongora en Ecuador

Con relacion a la investigacion de Sua et al (2004) la imagen de georreferenciacion, se puede
deducir que las especies externas no se relacionan con el género Gongora, tal vez con una
pequefia semejanza con la especie Coeliopsis hyacinthosma, en el caso de la Gongora ilense,
Gongora hirtzii, Gongora escobariana hay una cercania por como se encuentran ubicadas en

el mapa, pero en el caso de Gongora tridentata y Gongora armeniaca, poseen una cercania no

tan marcada como las otras especies.
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Adicional para poder complementar la informacion de cada una de las especies se adiciono la
informacion de su morfologia y fotos para una mejor apreciacion, las cuales podemos observar

con mejor precision en el Anexo 1.
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Conclusiones

Del total de las muestras de tejido vegetal se tomaron solo 12 de las provincias; de
Zamora Chinchipe (Ecuagenera), coleccion privada de Pichincha — Pedro Vicente
Maldonado (Dario Guisal) y Quito, pertenecientes a 4 especies del género Gongora
registradas en el Ecuador y 8 muestras identificadas a nivel de género, las cuales
corresponden a un total de 30% de especies de este género registradas en The Plant List
(2022).

Las secuencias obtenidas del género Gongora de NCBI y muestras recolectadas de
Mogrovejo y Proafio (2020) fueron las especies; Gongora seideliana, Gongora
armeniaca, Gongora sp., Gongora ilense, Gongora sphaerica, Gongora amparoana,
Gongora tridentata, Gongora escobariana, Gongora portentosa, Gongora leucochila,
Gongora superflua, Gongora grossa, Gongora atropurpurea, Gongora fluvia, Gongora
pardina, Gongora hirtzii, Gongora flavoela, Gongora cassidea, Gongora rufescens,
Gongora horichiana, Gongora amparoana, Gongora sanderiana , Gongora cornuta ,
las cuales solo 6 de estas se logro tener el resultado de secuenciacion debido a que cada
muestra analizada en los pocillos de la placa son de calidad media segun la escala de
colores, por lo tanto, solo las secuencias de Gongora sp. y Gongora pardina de los genes
matK, rpoC1 y ycfl se encuentran en Genbank - NCBI.

Se amplifico las regiones cloroplasticas matK, rpoC1, para la mayor parte de las
muestras con un rango de 10 — 12 productos de PCR, mientras que la region ycfl fue
posible amplificarla con un rango de 4 productos de PCR, teniendo como referencia la
visualizacién de bandas en el gel de electroforesis y el marcador de peso molecular.
Segun los arboles filogenéticos obtenidos, Gnicamente la regién ycfl permitio obtener

una clasificacion a nivel interespecifico para Gongora, en base a los datos
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biogeograficos de georreferenciacion de las especies, considerando que las especies con
menor variabilidad genética por su punto de georreferenciacion son las especies de

Gongora ilense, Gongora hirtzii y Gongora escobariana.

Recomendaciones

O

Evaluar la calidad y concentracion de ADN mediante técnicas de fluorometria y/o
espectrofotometria con el proposito de garantizar que el material genético serd idoneo
para amplificacion por PCR y secuenciacion.

Utilizar protocolos de lavado antes de la extraccion de ADN para plantas que
contengan alto contenido de polifenoles y polisacaridos en sus hojas.

Analizar regiones de ADN cloroplastico y nuclear que permitan esclarecer la
identificacion interespecifica del género Gongora.

Realizar verificacion in silico de las secuencias genéticas de los cebadores mediante
BLAST con el fin de corroborar la especificidad y sensibilidad de su disefio y aplicacion
en estudios de filogenia molecular.

Disefar primeros degenerados para poder tener una mayor especificidad con respecto
a los puntos de unién con la region diana.

Investigar el genoma completo de una especie emblematica del género Gongora con
el fin de conocer el flujo de informacion genética, la identificacion de individuos a
niveles interespecificos y los centros de distribucién filogeogréaficos.

Desarrollar programas de conservacion in situ y ex situ para especies vegetales del

género Gongora por su estado de vulnerabilidad y escasez de ejemplares.
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Anexos

Anexo 1 Repositorio de especies e informacion descriptiva del Genero Gongora

Nombre Cientifico: Gongora escobariana Whitten

Caracteristica
(JCartagena ~ ,v:"f.“ / ; Altura . .
BoLIVAR // - Pais Latitud Longitud
AL ‘Sincelejo < CESAR (m)
Darién . N
MR Y Colombia
CORDOBA 1
; T b % S e Antioquia 1500- 5°46'00.0"N 74°20'00.0"W
V4 : I~y
/'_S " / , Bucarama 2000
E; : .Medem';iwm o
.Quit?dt? ‘ .. BOYACA
cHoc6 A N; AR, Q’% ¥ P op:
3T o anlzags «}\,_
N A S \
1 Jbagué l§ L08 =
¥ 'Tu“‘;'éouMA ) 533' o
S Cali 0 S
A0 Neivg’Q sanJ 2
o an Jot o ;s =
ot s S (Tropicos,
N .Florencia/n" dpaporis GUAVIA 2023)
NARIN?.paStO f . ; _ i
Bl el L Ecosistema  Cordillera Occidental,
— vertiente occidental de la Cordillera
Ubicacion de Gongora )
) Occidental.
escobariana
(Tropicos, 2023)
(ArcGIS, 2023)
Planta Epifita con forma ovoides y seis lados,
de color verde oliva, subsésiles a corto
peciolados ampliamente lanceolados a
o elipticos, plicadas. Tienen de siete a
(@)
% once hojas nervadas, agudas, con una
=
| . ~ -z
§ pequefia ondulacion.

Inflorescencia Basal con terminacion colgante,

terete, posee un color verde manzana,
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de 24 a 28 pulgadas aproximadamente
de 60 a 70 cm de largo.

Foto tomada por: (Ron, 2011)

Flores

Poseen pedicelos torcidos y sus

ovarios miren hacia afuera.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora portentosa Rchb,f,

Caracteristica

7
€

QTR AR T = . Altura _ _
0, LN L e 3 Pais Latitud Longitud
} ,llc‘vAJAMAkC’Alr/I“ - (m)
e E/R U o Peri — 4090 11°07'42.5"S  76°00'16.5"W
1 Junin
VAE Pucall
o ; e Perd- San
i /,7‘-‘{‘.?'1 L\ Martin 419 6°27'58.3"S  76°20'55.7"W
Hué,;z'q"/: !;(’iylA‘Nuco‘T"p l/<"£ .
o) (:: 5 Tarapoto
\\} g
.8
=
D
(Trépicos,
2023)
Ecosistema  Bosques montanos humedos
Ubicacion de Gongora
portentosa (ArcGIS, 2023)

Planta Epifita con un porte mediano a grande,
posee pseudobulbos angostos ovoides
de 2 a 3, erectos, plegados, elipticos,
obtusos, que se estrechan gradualmente.
En la parte inferior de las hojas su base
es acanaladas y pecioladas.

.
g
© Inflorescencia Basal, de hasta 2  pulgadas
§ aproximadamente 60 cm de largo,

colgante y densamente

Flores

Foto tomada por: (Flickriver,
2023)

Mas

especiada.

duraderas 'y con fragancia

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora cassidea Rchb,f,

Caracteristica

7 gsnvedosn 77 Altura
/ $ Pais Latitud Longitud
(m)
& fﬂw eCosta Rica- 850-  10°18'00.0"N 84°45'00.0"W
“‘;Mj | r“f\ Alajuela 950
Simon 7o gHESRY eHonduras-  1300- 15°12'00.0°N  87°3500.0"W
Yoro 1500
eNicaragua- ~ 1100- 13°15'00.0"N  86°16'00.0"W
- Esteli 1300
°§ § e Nicaragua-
g Matagalpa ~ 700  12°55'00.0"N  85°55'00.0"W
= e Nicaragua-
Jinotega 1400 13°16'00.0"N 86°10'00.0"W
(Tropicos,
2023)
Ecosistema  Bosques montanos perennifolios, zona
norcentral.
Ubicacion de Gongora cassidea
(ArcGIS, 2023)

Planta Pseudobulbos ovoides-conicos, hasta 7
cm de largo y 3 cm de ancho,
angulares, ligeramente comprimidos,

g apicalmente 1- 6 2-foliados.
S
é Inflorescencia Puede tener hasta 15 flores, pedicelos

rectos 0 levemente curvados

apicalmente.
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Foto tomada de: (Jay et al.,
2023)

Flores

Cremosas hasta café-amarillentas, los
segmentos florales y el hipoquilo de
color café; sépalos con las bases
conniventes insertadas en la base del
pie de la columna, el dorsal cuculado,
suborbicular, 15 mm de largo y de
ancho, obtuso, los laterales revolutos,
orbicular-elipticos, 25 mm de largo y

20 mm de ancho, agudos.

(Jay et al., 2023).
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Nombre Cientifico: Gongora horichiana Fowlie

Caracteristica

Pais

Altura ] _
Latitud Longitud
(m)

! e Panama
Rio Hato

Parque

Comarca S
Ngabe Buglé onal do
nta Fé Coclé

PANAMA

Santiago

Chitré

Peninsula
de Azuero

574 08°29"00.0"N  081°05"00.0"
w

(Tropicos,
2023)

1567,m

Ecosistema

Bosques nubosos de altura intermedia.

Planta

Ubicacion:

Ubicacion de Gongora horichiana
(ArcGIS, 2023)

De tamafio pequefio, de crecimiento
calido, con pseudobulbos ovoides,
rugosos, a aveces comprimidos
lateralmente, envueltos en la base por 2
a 3 vainas imbricadas parecidas al papel
y que llevan 2, apicales, erectas,
plegada, eliptico-lanceolada,
acuminada, estrechandose
gradualmente hacia abajo en las hojas

de base cortamente pecioladas.

Inflorescencia

Morfologi

Los sépalos y la columna crema
verdusco palido, los sépalos laterales,

poseen de cinco a veinte flores.
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Foto tomada de: (Sequeira, 2012)

Flores

Poseen aroma floral dulce flores y la
columnay el callo moteados con puntos
vino o rojo, el labelo anaranjado-
amarillo; sépalos 15 a 18 x 10 a 14 mm,
oblongos u obovados, apiculados;
pétalos sigmoides, 7 a 8 x 2 mm,
lanceolados, acuminados; labelo corto-
unguiculado, el cuerpo principal 10a 11
X 4 a5 mm (sin callo), el callo
prominentemente proyectado arriba de
los I6bulos laterales por 1.5 a 2 mm, el
I6bulo intermedio 8 x 25 mm,

lanceolado; columna 10 mm.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora armeniaca (Lindl, & Paxton)
Rchb

Caracteristica

Pais Altura Latitud Longitud
¥ (m)
eCostaRica 800-  9°42'00.0"N  84°24'00.0"
San Jose- 1305 w
Purascal
é 322 12°49'00.0"N 85°22'00.0"
) W
PRI 8
g eNicaragua- 72 8°26'00.0"N  80°06'00.0"
% Matagalpa W
.g
(Trdpicos,
2023)
e Panama-
Rio Hato
Ecosistema  Bosques humedos a muy himedos.
Ubicacion de Gongora armeniaca
(ArcGIS, 2023)
Planta Pseudobulbos ovoides, 2 a 4.5 cm de

largo y 1.5 a 25 cm de ancho,
lateralmente  comprimidos,  2-

foliados.

Inflorescencia

Morfologia:

Inflorescencia péndula de ca21.5 cm
de largo, con varias flores, pedicelos

fuertemente curvados
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Foto tomado de: (NaturalistEc,
2023)

Flores

Poseen un color amarillo anaranjado
con manchas café-purplreas sobre
los sepalos, los pétalos anaranjados y
el labelo amarillo; sépalos con las
bases conniventes insertadas en la

base del pie de la columna.

(NaturalistEc, 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora galeata (Lindl, ex G, Lodd,)

Rchb

Caracteristica

Mérida
.

PENINSULA
Veracruz DE
* YUCATAN

GUATEMALA /

Guatemala

Ubicacién de Gongora galeata
(ArcGlIS, 2023)

Altura

st TR

Morfologia:

Foto tomado de: (Mundiflora,
2022)

Pais Latitud Longitud
(m)
eGuatemala 649 15°46'00.0"N 90°13'00.0"W
e México- 904 16°49'00.0"N 95°24'00.0"W
5 Chiapas
Q
S
o]
)
(Tropicos,
2023)
Ecosistema  Bosques humedos y nubosos de
montana.
Planta Epifita de tamafio mediano, rara vez

litéfita o terrestre. Es una especie

siempre verde.

Inflorescencia

Basal, de 6 a 8 pulgadas o del5a20cm

de largo, colgante, muchas flores.

Flores

Flor olor

caracteristico a naranja.

perfumada con un

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora scaphephorus Rchb,f, &

Caracteristica

Warsz
=N /e ) Altura _ _
2 é’t_xenszum\ Pais m) Latitud Longitud
w@? 7 ! é‘uv;
A } R { e Bolivar 510 17°03'00.0"S  65°28'00.0"W
Ecu<;§9“:‘§\\__} e Cochabamba
(yﬁ\ J:Z"“‘CUENCA DEL AMAZONA Chapare
p"ug eBolivia- La 976 14°34'00.0"S 68°46'00.0"W
ug e Paz
h 3\‘; , '\"*5 e Ecuador-
P«*L"“AA Morona 900 3°26'00.0"S  78°31'00.0"W
?\% ¥ an Santiago
’ g ,,—"Vj “nars s o Per(-Pasco-
Y S Oxapampa 1000  10°21'00.0"S 75°17'00.0"W
/ ’:l T 2
Y 3 o Per(-
Loreto- 1250 7°23'00.0"S  76°12'00.0"W
Ucayali
e Per(-San
Martin- 1431  7°56'00.0"S  76°35'00.0"W
Tocache (Tropicos,
2023)
Ecosistema  Bosques montanos hiumedos
Ubicacion de Gongora Planta Es una especie robusta, de tamarfio
scaphephorus (ArcGIS, 2023) mediano, cespitosa, epifita, de
N crecimiento calido a frio. Posee
©
)= pseudobulbos  ovoides-piriformes,
Hg longitudinalmente surcados, obtusos y
P

angulados,

subtendidos

por unos
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pocos escalofriantes, vainas y que
llevan 2 hojas apicales, plegadas,
anchamente oblanceoladas, elipticas u
oblongo-elipticas, acuminadas,
plegadas, coriaceas y rigidas que se
enrolla por debajo en un peciolo

acanalado.

Inflorescencia Inflorescencia larga, pendulante, de 35

a 45 flores.
Foto tomada de: (Ecuagenera, Flores Flores que surge en un pseudobulbo
2022c¢) maduro cuando aparece uno nuevo y

Ileva flores fragantes y duraderas.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico

: Gongora sanderiana Kraenzl

Caracteristica

. lauitos

%

Ubicacion de Gongora

sanderiana
(ArcGIS, 2023)

Pais

Altura _ )
Latitud Longitud

(m)

e Perd

Ubicacion:

203 9°15'00.0"S  74°57'00.0"W

(Trépicos,
2023)

Ecosistema

Bosques montanos calidos y himedos

Foto tomada de:

2023)

(Jay et al.,

Planta

Posee pseudobulbos ovoides a
ovoide-conicos, sulcados, de angulo
obtuso, subtendidos por unas pocas
vainas escamosas con una sola capa
anchamente

apical, eliptica,

acuminada, plegada, conduplicada
por debajo en una hoja peciolo

alargada, terete y acanalada.

Inflorescencia

Morfologia:

La inflorescencia surge en un
pseudobulbo maduro a medida que

surge un nuevo crecimiento.

Flores

Son escaposas, fragante, racemosa de
color marron rojizo que tiene flores
cerosas, olor a

fragantes con

chocolate y vainilla.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora rufescens Jenny

Caracteristica

& = ] Altura ] )
i = Pais Latitud Longitud
Ecu.,;%ow (m)
7/ eBolivar 204  16°2300.0"S 63°27'00.0"W
; e Ecuador 1381  °28'00.0"S 78°09'00.0"W
i U o Peri-
z,‘ l Amazonas- 1900  5°55'00.0"S  78°00'00.0"W
| o Bongara
¥, Sute 2 ,
TNt g et
% Pasco- 1850  10°34'00.0"S 75°24'00.0"W
. Oxapampa
(Tropicos,
2023)
Ecosistema  Bosques montanos humedos en
— sombra profunda
Ubicacion de Gongora rufescens
Planta Epifita cespitosa, tiene pseudobulbos
ovoides-oblongos subtendidos por
unas pocas vainas  escariosas
imbricadas y que llevan 2 apicales,
atenuadas, acuminadas, delgadas,
B coriaceas, plegadas, 3 acanaladas, con
(58]
§> duplicadas por debajo en las hojas de
o .
= la base pecioladas.
=

Inflorescencia

Posee de 18 a 30 flores. Inflorescencia
racemosa que tiene bracteas escariosas
tubulares y lleva fragantes, abriendo

simultaneamente flores.
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Flores Flor de 5¢cm de color tomate y amarilla
en la punta con manchas de color

tomate.

Foto tomada de: (Ecuagenera,

2022) (Lara et al., 2015)
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Nombre Cientifico: Gongora pardina Jenny Caracteristica

1y A AP . Altura , _
5 R eomingen U AU LA Pais Latitud Longitud
3 Z\:~"‘ ! / 3 (m)
i ¥l e Ecuador-
{7 T 37 Morona 827 2°41'00.0"S 78°19'00.0"W
(R Santiago
: ! 1381  1°28'00.0"S 78°09'00.0"W
eotivar I .Ri\ébarniba Rl
3 7p U
Babahoyd y, A -
. 5 ; nr c
‘ .'1’: c L 153 75 gay %
quil 14 \'/”o,, 11
.Macas 5
) -
T &/ « Ecuador- (Tropicos,
Narafjal, '\\‘ o~ -
-2 I ) ‘ Napo 2023
oK, 1= P )

Ecosistema  Pantanos de manglares a elevaciones
del nivel del mar de hasta 1500

metros.

Ubicacién de Gongora pardina
(ArcGIS, 2023)

Planta Es epifita de crecimiento célido a frio
de tamafio mediano con
pseudobulbos piriformes acanalados
que llevan 2 apicales, erectos,
plegados, lanceolados elipticos.

8
g
© Inflorescencia Inflorescencia nasal, colgante, de
S .
S hasta 40 cm de largo, con varias
flores.
Flores Posee hojas agudas, de color amarillo

con manchas de color café largas.
(Jay et al., 2023)

Foto tomada de: (Orchinds Wiki,
2022)
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Nombre Cientifico: Gongora pleiochroma Rchb

Caracteristica

. Barranqujlléﬁ
Y /[ .
¢
y

= V4

Maracaibo

7
>
)

W
3 B\‘JQaramanga

N

gl 0
. PANAMA §

/
| g
ty-4 \\Q‘o f
} 13

S
Q

N .
COLOMBIA

74

‘!‘Qkuto* \,7«

ECUABOR /

'Chic!ayo
L PERU
Truijillo;
° i
J. S
\

A \ AN

Ubicacién de Gongora

pleiochroma

Altura

Pais Latitud Longitud
(m)
e Ecuador- 1382  1°28'00.0"S 78°09'00.0"W
Napo
e Panama- 50 9°09'00.0"N  79°50'00.0"W
Canal area
e Per(i-San 400-  7°11'00.0"S  76°45'00.0"W
Martin 800
—  ePerl- 282 4°28'00.0"S  78°09'00.0"W
:§ Amazonas-
§ Condorcanqui
(Trdpicos,
2023)
Ecosistema Bosques humedos tropicales vy
montanos a elevaciones de 400 a
1800 metros.

Planta Epifitas con pseudobulbos ovoides de
hasta 4,5 cm. Hojas 2 ¢ 3 en el apice
del pseudobulbo, eliptico-
lanceoladas, agudas, plegadas,

— fibrosas, de 25 x 0,5 cm, con peciolo
de 3 cm de largo.
3 Inflorescencia  Inflorescencias colgantes en racimos,
% con brécteas florales insignificantes.
2
S

Flores

Posee un color amarillo palido con
manchas de color marron rojizo

oscuro a purpura oscuro sin manchas;
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Foto tomada de: (Jay et al.,
2023)

sépalo dorsal lanceolado, los sépalos
laterales oblicuamente triangulares,
agudos; pétalos subiguales a la
columna, estrechamente  linear-
lanceolados, atenuados a filiformes
en el &pice, curvados; labelo carnoso,
complejo, el hipoquilo subcuadrado,
aplanado abajo, sulcado arriba, el
mesoquilo extendido en 2 cuernos
largos, filiformes en &ngulo recto con
el labelo, el epiquilo cdénico con apice

reflejo; columna arqueada.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora grossa Rchb. f.

Caracteristica

Altura ] )
Pais Latitud Longitud
(m)
e Ecuador- 86 1°47'00.0"S  79°17'00.0"W
Los Rios
e Ecuador- 300 0°47'00.0"N  79°39'00.0"W
_ Esmeraldas
f% e Ecuador- 300 1°50'00.0"S  80°44'00.0"W
% Guayas (Tropicos,
2023)
Ecosistema  Bosque litoral hasta bosque andino
. bajo.
Ubicacion de Gongora grossa
(ArcGIS, 2023)

Planta Pseudobulbos hinchados, acanalados
longitudinalmente, bifoliales; hojas
anchas

Inflorescencia Péndula desde la base de los
K pseudobulbos.
(@]
=
=]
S
P

Foto tomada de: (Jay et al.,
2023)

Flores

Color crema con pequefios puntos

rojos.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora hirtzii

Williams

Dodson & N.H.

Caracteristica

] Altura _ )
7 Pais Latitud Longitud
. VgNAmNc o r,v (m)
B2 o e Ecuador 633 1°06'00.0"N  78°16'00.0"W
A Carchi
o los cop e
.
O
Portoviejo ¢ Quevedo . G
8
Riobamba 5 ;=
7 D (Tropicos,
Guayaquil [
. 2023)
Cusncayy /,//‘ Ecosistema  Bosques extremadamente humeos.
Ubicacion de Gongora
hirtzii(ArcGIS, 2023)

Planta Epifita de tamafio pequefio vy
crecimiento calido con pseudobulbos
pequefios y delicados

Inflorescencia Inflorescencia colgante
>
o
e
S
P

Foto tomada de: (Jay et al., 2023)

Flores Hojas plegadas, de color crema beige

con manchas café.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora quinquenervis Ruiz & Pav

Caracteristica

\
\
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_Trujillo,

Altura

Ubicacién de Gongora
quinguenervis (ArcGIS, 2023)

Pais Latitud Longitud
(m)
e Belice- 285 16°16'00.0"N  89°06'00.0"W
Toledo
e Ecuador-
Zamora 1200  4°00'00.0"S  78°30'00.0"W
Chinchipe
» México-
Chiapas, 400 16°55'00.0"N  91°16'00.0"W
Ocosingo
e México-
S Michoacan 1175  18°43'00.0"N 103°23'00.0"W
§ e Panama-
)
> Canal
Arena 50 9°09'00.0"N  79°50'00.0"W
e Peru-
Amazonas, 320 4°55'00.0"S  78°19'00.0"W
Bagua
e Perd-
Loreto, 120 3°28'00.0"S  72°48'00.0"W
Maynas (Tropicos,
2023)
Ecosistema  Bosques himedos hasta 1400 metros de
altura.
Planta Pseudobulbos  ovoides-oblongos a
& conicos, profundamente acanalados y
%” rugosos que llevan 3, apicales,
é lanceolados.
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Inflorescencia Hojas obovadas, liguladas o elipticas,

agudas, plegadas, suberectas,
cortamente pecioladas con margenes
ondulados que florecen a fines de la
primavera hasta el otofio en una
inflorescencia colgante de 60 cm de
largo, generalmente de color rojo

oscuro.

Foto tomada de: (NaturalistEc,
2008)

Flores

Flores invertidas perfumadas de lirio de
los valles, fragantes canela, clavo de
olor.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora fulva Lindl

Caracteristica

Pais

El
.

Altura

(m)

Latitud Longitud

A e S e Panama

e ;
r~ [~ Chiliore
Nisthmus f o ety
/ of Panama
/ \Banamy
\
\
\

.San Miguelito
A 3 N
AN \ _Panama
V@

,LaChorrera

PANAMA
OESTE
JCapira

Ubicacion:

10-40 8°57'00.0"N 79°25'00.0"W
(Tropicos,
2023)

Ecosistema

Elevaciones de alrededor de 40 a 90

metroS

Planta

Epifita de crecimiento célido a calido

de tamafio mediano con
pseudobulbos cénicos que llevan 2
apicales, plegadas, elipticas, que se

estrechan gradualmente hacia abajo.

Inflorescencia

Morfologia:

Colgantes hasta 30 inflorescencias
florecidas.

Flores

Foto tomada de: (Ecuagenera,
2022a)

La base peciolada que florece a fines
de la primavera en un basal, colgante,

hasta 20 pulgadas o0 50 cm de largo.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora ionodesme G, Gerlach

Caracteristica

Pais

Altura _ )
Latitud Longitud

(m)

e Ecuador:
Zamora

Chinchipe

. Guayaquil |

1649  4°22'00.0"S 78°48'00.0"W
(Mogrovejo
& Proafio,
2020a)

Ecosistema

Bosques montanos humedos con
mayor frecuencia cerca de arroyos y
rios a elevaciones de alrededor de
950 a 1100 metros.

Ubicacion:

Planta

Ubicacién de Gongora
ionodesme
(ArcGIS, 2023)

Epifita de crecimiento célido a frio,

de tamafio mediano, con
pseudobulbos de color verde claro,
ovados, acanalados, que llevan 2,
apicales, erectos, plegados, oscuros
estrechamente

verde, eliptica,

acuminada, estrechandose hacia

abajo.

Inflorescencia

Morfologia:

Inflorescencia con muchas flores y

flores fragantes de color variable.
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Flores Las hojas de base cortamente
pecioladas que florece en el verano

en un colgante, de 30 cm de largo.

(Jay et al., 2023)

Foto tomada de:
(OrchidsForum, 2019)
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Nombre Cientifico: Gongora gracilis Jenny

Caracteristica

T, sl ) Altura _ _
somo Sl Pais Latitud Longitud
R g (m)
SO U eEcuador- 300  1°04'00.0"S 77°25'00.0"W
E mo,b.a'_mba / N apo
Sl // « Peri- 1950  4°59'00.0"S 78°54'00.0"W
- = .
N AT ) Cajamarca
Tumbes‘ (§) F\{ \ % s o=
: ETE S S (Trépicos,
TN : ,Loja Y o)
2 a//m ; D 2023)
Valt : Ecosistema  Bosques montanos humedos a una
— _ altitud de 100 a 1950 metros
Ubicacion de Gongora gracilis
(ArcGIS, 2023)

Planta Epifita, de crecimiento céalido a frio,
de tamafio  mediano, posee
pseudobulbos  ovoides, ovoides,
piriformes, ovoides-oblongos, de
angulo agudo parcialmente envuelto,
en su base se encuentran vainas
acuminadas escariosas, evanescentes
con 2 apicales, lanceoladas vy

g» elipticas.
o  Inflorescencia Poseen forma arqueada a colgante
§ con una mediada aproximada de 20

Foto tomado de: (Jay et al., 2023)

cm de largo, flores de diez a veinte
cinco que florecen simultaneamente,
inflorescencia racemosa que surge

sobre un pseudobulbo.

Flores

Poseen aroma floral.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora superflua Rchb, f,

Caracteristica

[P et

, San Miggeldes,
Ibarrz )

Santo Domisca ’
Jdelos Cole3950

»’ 00
_Riobamba

/

$ Rl
£ e,
a et
. % L\\,\\ \Nfﬁu\q\ﬁjuruMAvo
[ A=

i\

iy,

Ubicacion de Gongora superflua
(ArcGIS, 2023)

Ubicacion:

Pais

Altura ) )
Latitud Longitud

(m)

Ecuador

300-
500

1°28'00.0"S  78°09'00.0"W

(Tropicos,
2023)

Ecosistema

Bosques humedos tropicales vy
montanos en elevaciones de 300 a

500 metros

Planta

Epifita de crecimiento célido a célido
de

pseudobulbos

tamarfio mediano con
acanalados
longitudinalmente hinchados
subtendidos por unas pocas vainas
escamosas y que llevan 2 apicales,
anchos, delgadas, plegadas, con
duplicadas por debajo en las hojas

base pecioladas.

Morfologia:

Inflorescencia

Inflorescencia  racemosa  basal,
pendular, de varias a muchas flores
que surge en un pseudobulbo recién

madurado.
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Flores Flores fragantes de un color amarillo
con manchas de color rojo ladrillo.

(Jay et al., 2023)

Foto tomada de: (Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora ilense Whitten & Jenny

Caracteristica

Altura
* / Pais m) Latitud Longitud
'\ ¢ Bolivia-
: Cochabamba, 510 17°04'00.0  65°27'00.0"W
Chapare 220 "S 79°22'00.0"W
Slco eEcuador- Los 400-  0°35'00.0"  79°44'00.0"W
. Rios 600 S
e | 1'% eEcuador- 0°21'00.0"
e rikgac e, § Esmeraldas, 450 N 79°30'00.0"W
ey J.J/ 3} Quinindé N
\ ’ & . e Ecuador- (Tropicos,
\ Sk N ) Pichincha 0°30'00.0"  2023)
f 5 V\K\H S
) <\ . Ecosistema  Bosques humedos premontanos a
(<‘ _ e, elevaciones de 100 a 800 metros.
;’z»&%,“} §B SECREVEINS Planta Epifita de crecimiento célido a calido
F AR ,}c(,c,a‘b;mba Santa Cruz o de tamafio mediano con pseudobulbos
’\'} e \ ' acanalados longitudinalmente
hinchados que llevan 2 hojas plegadas
ke apicales, anchas y delgadas.
§ Inflorescencia  Florece a fines de la primavera en el
qé cultivo del hemisferio norte en una

Ubicacién de Gongora ilense
(ArcGIS, 2023)

inflorescencia basal, colgante, de 6 a
10 flores.
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Flores Flores de color crema con manchas de
color fucsia desde la base hasta las

puntas.

(Jay et al., 2023)

Foto tomada de: (Jay et al.,
2023)
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Nombre Cientifico: Gongora latisepala Rolfe

Caracteristica

Altura _ _
Latitud Longitud
(m)

e Peri-
Loreto,

Ucayali

\
Ubicacion:

JLima - Huancayo

439 7°20'00.0"S  75°59'00.0"W

(Trdpicos,
2023)

Ubicacion de Gongora latisepala

(ArcGIS, 2023)

Ecosistema

Bosques primarios montanos
hdmedos a elevaciones de 400 a 1400

metros

Planta

Epifita cespitosa de tamafio mediano,
de crecimiento calido a frio, con
pseudobulbos ovoides a ovoides-
piriformes, sulcados, obtusos o de
angulo agudo con 2 apicales, hojas
eliptico-lanceoladas, agudas,
acostilladas, con un peciolo

acanalado.

Morfologia:

Inflorescencia

Florece en el verano en un racimo
colgante de 14 a 20" [35 a 50 cm] de
largo con varios a muchos [18 a 39],
abriendo simultaneamente flores que

surgen en un pseudobulbo maduro.

Flores

Foto tomada de: (Wikimedia
Commons, 2010)

Flores de color beige con manchas de

color rojo ladrillo hasta la punta.

(Jay et al., 2023)
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Nombre Cientifico: Gongora leucochila Lem

Caracteristica
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Ubicacién de Gongora leucochila
(ArcGIS, 2023)

Altu
Pais ra Latitud Longitud
(m)
e Belice- 665 16°23'00.0"N  89°04'00.0"W
Toledo -
¢ Costa Rica- 70 10°25'00.0"N  84°00'00.0"W
Heredia 0
e Costa Rica- 100
San José, 130- 9°46'00.0"N 84°31'00.0"W
Turrubares
eCosta Rica- 179
Alajuela,
Upala 10°52'00.0"N  85°24'00.0"W
e Costa Rica-
Puntarenas, 550
Buenos
Aires 9°13'00.0"N 83°18'00.0"W
e Costa Rica-
Cartago, 500
Paraiso
« Honduras 9°52'00.0"N 83°46'00.0"W
900
. 15°13'00.0"N  86°15'00.0"W
¢ [MIéxico-
Chiapas,
Ocosingo 106
) 0 16°59'00.0"N  91°17'00.0"W
e Nicaragua-
Atlantico
Norte
) 193-
e Nicaragua-
) 400 14°01'00.0"N  84°34'00.0"W
Jinotega
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Chontales
e Nicaragua-
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140  13°24'00.0"N  85°42'00.0"W

12°10'00.0"N  85°10'00.0"W
700
12°24'00.0"N  85°33'00.0"W
850
13°00'00.0"N  85°14'00.0"W
900 8°26'00.0"N 80°06'00.0"W
(Trdpicos,
2023)
300-

500

Ecosistema

Selvas tropicales a elevaciones del

nivel del mar de hasta 1600 metros.

Planta

Epifita de

crecimiento

tamafio mediano, de
calido a frio, con
pseudobulbos estrechamente ovoides,
gruesos y profundamente acanalados
que llevan 2 hojas apicales, plegadas y

florece en la primavera.

Inflorescencia

Posee inflorescencia colgante.

Planta

flores especiadas a nuez moscada
(Jay et al., 2023)
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Foto tomada de: (Jay et al., 2023)

Ubicacion de Gongora leucochila
(ArcGIS, 2023)
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Anexo 2 Protocolo de Extraccién de ADN

Martin E. Rojas

Extraccion de ADN

|
[

Emily M. Silva

@ Homogenizacién

Mezclar por inversion
5 -8 veces

Os-n

Eé 55 @ @ Separacién
v TC =
Pyd ——

Qw

.—>

Centrifugar

s 5 5
> >
Tampon Lisis
\ mg) (480 uL)
z
; ®
Colo(ar en hielo ng
‘ Centrifugar ®3 Lisis
Transferir el 12000 oma R 3
sobrenadante Ll X 23 .
$ Extraccién
’a) 5 Calentar la muestra
- 1
ﬁﬁ ‘c
\/ =i —
L *— Acetato de Potasio SM
(94 ul) -

@ Precipitacién P

sadng-g
upissaAU| Jod Jepzai

—+—>-—>

(200 ul.)

Dellaporta, 1983)

SDS al 10% ‘
(75 uL)
-

Repellr el Iavxuo

— B
=

12000 rpm

Amscenarlamoess 5\ gmg “'{;‘?;'o".l,""
- v
O Centrifugar ‘
&70 & Calentar
e § Eme S &;rc aum
/ \

Ed

noch
(§)
o ()% VG

Sl aoncn

Fuente: Los autores, (2022)

Anexo 3 Protocolo de Integridad de ADN

Martin E. Rojas

Colocar en un matraz
erlenmeyer

&

Mezclar

Visualizacién de Gel

Visualizar bandas en

— N

TBE 1X .

/ (50mL)
Calentar el gel en
] horno microondas
Enfriar
\ [ —
3 &l

Integridad de ADN

Medir con
probeta

Colocar

s-nv-w un
!

l— —

Emily M. Silva ; -

@ Preparacion de Gel

Pesar en balanza
analitica

. 0
1l —

Agarosaal 1%
©59) @
&
Retirar peine o0
Verter en
el molde e 38 %
F | mm

@ Carga de muestras

© omn £ 100v T
ew ()

~ ’ if il w@®
- — . i i aw®

Programar la cmara de
electroforesis

Created in BioRender.com bio

Fuente: Los autores, (2022)
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Anexo 4 Protocolo de Amplificacion de ADN

—— P — — o
Martin €. Rojas Amplificacion de ADN Emily M. Silva Bl
{3

s @ Preparacién de Master Mix @ Reaccion en Cadena de Polimerasa

8

P - Colocar muestras en Anadir Master Programar
| bloque frio Mix Termociclador
4 »

v i a0 " — " A m Q/

Preparacion de Gel @

y

S~—>

- ~ 2
Producto L AN .
de PCR r |
(0] Retirar peine (Amplicon)

Verter en

§ T el motde
!

W) || *— «— ol «— T

de PR

\ /\ /eod /\ /

wov § somn @ Visualizar bandas en

) e —

Programar la camara de
(Dellaporta, 1983) electroforesis

0 aw

Created in BioRender.com  bio

Fuente: Los autores, (2022)

Anexo 5 Protocolo de Analisis Filogenético

SALESIANA

Martin €. Rojas Filogenia Molecular Emily M. Silva B!L‘.ﬂ

RN

?5 @ Preparacién de Muestras @ Heacclon de Sectenciacis

=t/
S~ ¢ Programar Equipo de
Coloca tra Anadir Agua
e M“b:;:‘u‘f;";“ - . Urede Electroforesis Capilar
= Nucleasas

—_— ——  —
v :é:g 20°c § @ \

@ Filogenia Molecular

— Adicionar K31
Control de Calidad de Determinar Secuencia dideoxinudieotidos =5
Secuencia por Método de Sanger
Finch TV J—

HMOQHAMUONY

Analisis Moltiple de
Secuencias

Bisqueda de
Secuenclas de
Referencia
NeBi

Obtencion de Arbol
—_— Flogenético

MEGA

Croated in BinBPandar rom bh

Fuente: Los autores, (2022)
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Anexo 6 Distribucion Geografica del género Gongora

AMERICA
DEL
NORTE
OCEANO
PACIFICO

NORTE

OCEANO

PACIFICO

SUR

2000 4000km

Fuente:

OCEAN
ATLANT

NORT

\J‘)AMEMCA
Q 2L SUR

Especie

Gongora escobariana

Gongora portentosa

Gongora cassidea

Gongora horichiana

Gongora armeniaca

Gongora galeata

Gongora scaphephorus

Gongora sanderiana

O N O] & WN|=Z

Gongora rufescens

Gongora pardina

Gongora pleiochroma

Gongora grossa

Gongora hirtzii

Gongora quinquenervis

Gongora fulva

Gongora ionodesme

Gongora gracilis

Gongora superflua

Gongora ilense

Gongora latisepala

Gongora leucochila

Los autores,

(2023)

Anexo 7 Georreferenciacion de género Gongora en Ecuador

200km

Chiclayo" }%
$ VA

Especie

Gongora escobariana

Gongora portentosa

Gongora cassidea

Gongora horichiana

Gongora armeniaca

Gongora galeata

Gongora scaphephorus

Gongora sanderiana

Gongora rufescens

Gongora pardina

Gongora pleiochroma

Gongora grossa

Gongora hirtzii

Gongora quinquenervis

Gongora fulva

Gongora ionodesme

Gongora gracilis

Gongora superflua

Gongora ilense

Gongora latisepala

\ i
Trujillo ¥ ©
. 7

Gongora leucochila

Fuente: Los autores, (2023)

110




