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Resumen

Las especies del género Brugmansia poseen sustancias toxicas alcaloideas que se usan
para elaborar sustancias psicotropicas. Su ingestion en humanos y animales resulta fatal
en dosis excesivas. En el Ecuador se conocen 7 especies, de las cuales 5 se han registrado
en la zona andina, las especies son: Brugmansia arborea, B. aurea, B. x candida, B.
suaveolens, B. insignis, B. versicolor, B. sanguinea y B. vulcanicola. Se recolect6
muestras en varias provincias del Ecuador: Carchi, Pichincha, Cotopaxi, Napo y Morona
Santiago. Obteniéndose 40 muestras de diferentes especimenes del género, a las cuales se
les extrajo ADN por el método Doyle & Doyle modificado, posteriormente se amplifico
segmentos de las regiones matK, rpoB y rpoC1, mediante la técnica PCR convencional,
luego los productos fueron secuenciados a través de la técnica Sanger y analizados con las
herramientas bioinformaticas: Boldsystems y Blast para verificar la identidad de las
especies. Se elaboraron 4 arboles filogenéticos, 1 por cada region y 1 arbol concatenando
las 3 regiones, para esto se utilizé el método Neighbor Joining Tree del software Mega 7;
la region matK permitio elaborar un arbol que evidencia la agrupacion de especies, esto
en concordancia con la distribucion geogréfica de las mismas. La regién rpoB mostré
menor diferencia de grupos demostrando poca variabilidad del gen. Adicionalmente se
estudio la distribucion geogréafica del género Brugmansia en Ecuador, determinando que
el punto de diversificacion de las especies se localiza en la zona nor-oriental de los Andes.

Palabras Clave: Brugmansia, ADN, filogenia, diversificacién, matK, rpoB y rpoC1



Abstract

The Brugmansia species possess toxic alkaloid substances that are used to make
psychotropic substances. Its ingestion in humans and animals is fatal in excessive doses.
In Ecuador 7 species are known, of which 5 have been registered in the Andean zone, the
species are: Brugmansia arborea, B. aurea, B. x candida, B. suaveolens, B. insignis, B.
versicolor, B. sanguinea and B. vulcanicola. Samples were collected in several provinces
of Ecuador: Carchi, Pichincha, Cotopaxi, Napo and Morona Santiago. Obtaining 40
samples of different specimens of the genus, to which DNA was extracted by the modified
Doyle & Doyle method, later amplified segments of the matK, rpoB and rpoCL1 regions,
by means of the conventional PCR technique, then the products were sequenced through
of the Sanger technique and analyzed with the bionformatic tools: Boldsystems and Blast
to verify the identity of the species. 4 phylogenetic trees were developed, 1 for each region
and 1 tree concatenated the 3 regions, for this the Neighbor Joining Tree method of Mega
7 software was used; the matK region allowed the elaboration of a tree that shows the
grouping of species, this in accordance with the geographical distribution of the same. The
rpoB region showed less difference of groups demonstrating little variability of the gene.
Additionally, the geographical distribution of the Brugmansia genus in Ecuador was
studied, determining that the diversification point of the species is located in the north-

eastern zone of the Andes.

Keywords: Brugmansia, DNA, phylogeny, diversification, matK, rpoB and rpoC1



Introduccion
El género Brugmansia pertenece a la familia Solanaceae, las especies de este género son
nativas de las regiones subtropicales de Sudamérica, a lo largo de los Andes de Colombia
hasta el norte de Chile e incluso el sudeste de Brasil; entre sus varios nombres comunes
el mas conocido es el “floripondio”, estas plantas producen altas cantidades de alcaloides,
los principales son la escopolamina y los tropanos, estos puede causar graves problemas

de salud si se los ingiere en grandes cantidades (Citver, 2017).

En el pasado el género Brugmansia estaba dentro del género Datura, del cual se diferencia
por sus flores pedunculadas, sus condiciones arbustivas y sus frutos no armados e
indehiscentes, por otro lado Datura es herbacea con flores erectas y frutos armados

(Alvarez, 2008).

En analisis moleculares previos para la familia Solanaceae, encontramos estudios como
“Filogenia molecular de las Solanaceas”, que mostro la relacion de 89 géneros con 190
especies basandose en las regiones de ADN del cloroplasto ndhF y trnLF (Olmstead et

al., 2008)

Ademas se tiene amplios estudios moleculares en el género Datura perteneciente a la
Familia Solanaceae, como estudios moleculares de plantas medicinales del género Datura
usando el Barcode de ITS2 (Wu, Xu, Cheng, Wang, y Zhao, 2015). Datura y Brugmansia
comparten cierta similitud en apariencia, por lo que en el pasado formaban parte del
mismo genero, ahora su diferenciacion morfoldgica los separa, pero no se ha encontrado
estudios moleculares de todas las especies de estos géneros. Investigaciones del género
Datura lo diferencian del genero Brugmansia como lo expone Bye y Sosa (2013), en su

investigacion “Filogenia molecular del género Datura jimsonweed (Solanaceae)”

1



Las Brugmansias han ido perdiendo su uso ancestral para convertirse en plantas
ornamentales, por lo cual para la obtencién de nuevas variedades, la hibridacion es una
técnica coman utilizada en este género; en los Andes Ecuatorianos podemos encontrar 7
especies segun Hay, Gottschalk y Holguin (2012) entre ellas esta Brugmansia versicolor
endémica de Ecuador y Brugmansia x candida que es un hibrido entre Brugmansia aurea
y Brugmansia versicolor, misma que es estudiada para ser utilizada en reforestacion como
menciona Ruiz (2013) en su investigacion “Micropropagacion in vitro de floripondio
blanco (Brugmansia x candida) como estrategia de los programas de arborizacion para el

Distrito Metropolitano de Quito”

EL objetivo del presente estudio es identificar molecularmente las especies del género
Brugmansia presentes en la zona norte de los Andes del Ecuador con el fin de comprender
su proceso filogenético.

Para esta investigacion se colectaron muestras botanicas de especies del género
Brugmansia en 5 provincias del Ecuador, de las cuales se extrajo ADN foliar. Se amplificd
las regiones de ADN correspondientes a (matK, rpoB y rpoC1) por PCR (Reaccion en
cadena de la Polimerasa) convencional, después las muestras fueron secuenciadas por el
método Sanger automatizado, finalmente se analiz6 la filogenia en el programa Mega7 y

la distribucion de las especies mediante el software Diva gis.



Capitulo 1

Marco Tedrico

1.1 Género Brugmansia (Solanaceae)

Con el nombre de Brugmansia se identifica a aquellas plantas faner6gamas pertenecientes
a la familia SOLANACEAE que crecen en regiones subtropicales de Sudamérica, en
especial en paises como Colombia, Chile, Ecuador y Per( (Tropicos, 2017). Por su parte
Bohs (2015), sefiala que esta familia de plantas posee un alto grado de importancia
econdmica como es el caso del tabaco (Nicotiana tabacum), debido a que contienen
alcaloides que son utilizados como drogas o alucindgenos; aunque muchas de estas
especies son cultivadas con fines ornamentales, ya que suelen crecer de manera libre en

jardines o huertos donde existen condiciones adecuadas para su crecimiento.

Investigadores como Alvarez (2008) manifiestan que las especies del género Brugmansias
se las conoce con diferentes nombres, por ejemplo en Colombia se las conoce con el
nombre de Borrachera, debido a los usos que tiene esta planta relacionados con los
alcaloides que posee, en especial de la escopolamina, que es un alcaloide cuaternario
hidrosoluble de rapida absorcion que actia como antagonista de la acetilcolina en los
receptores muscarinicos; es frecuente la intoxicacion con fines delictivos, cuando se
utiliza con depresores del sistema nervioso central en una mezcla conocida como
“burundanga”; otras denominaciones de esta planta corresponden a floripondio y trompeta
de angel, debido a la belleza de sus flores y la diversidad de sus colores, ademas que
también se le suele llamar cacao sabanero, debido a los frutos que posee y que se asemejan
a los producidos del arbusto cacaotero, ademas crecen en lugares abiertos, despejados

como bordes de praderas, caminos y cafiadas (pags. 79-80).



Las especies de Brugmansia se pueden encontrar en diferentes habitats por ejemplo en
zonas humedas o secas, estan presentes en altiplanos andinos y areas adyacentes en

altitudes que van desde los 600 a 3700 metros sobre el nivel del mar (Diaz, 2015).

1.2 Caracteristicas

Las plantas pertenecientes al género Brugmansia se presentan en formas de arboles o
arbustos “a veces epifitos o hemiepifitos, hermafroditas o raramente andromonoicos,
indumentados con tricomas simples, dendriticos, equinoides o estrellados, glandulares o
eglandulares”, que llegan a presentar alturas comprendidas entre los tres y diez metros

(Bohs, 2015).

Preissel y Preissel (2002), mencionan que el género Brugmansia posee flores en forma de
péndulos que pueden medir hasta 30 cm de largo, ademas se caracterizan por presentar
colores como el blanco, amarillo, naranja, rosa y rojo; sus bayas son obovadas, pueden ser
largas y contener mas de 300 semillas, su perfume se percibe generalmente en la noche,
atrayendo a insectos nocturnos y murciélagos que intervienen en el proceso de

polinizacion.

Por otro lado Palacios (2010) sefiala que la flor de Brugmansia presenta una corola
tubular, lisa, muy fragante y provista de l6bulos; el androceo (parte masculina de la flor)
estd constituido por cinco estambres iguales, insertados hacia la mitad del tubo de la
corola, las anteras se fijan por la base y son un tanto oblongas, pubescentes, se abren de
manera longitudinal; el gineceo (parte femenina de la flor) posee un pistilo central con un
largo estilo y un estigma bilobulado, el néctar es producido en la base de la corola (zona

nectarial).



Las hojas de Brugmansia son simples con margenes enteros y una textura aterciopelada

debido a abundantes tricomas (Victoria Avenue Forever, 2015).

Ademas Palacios (2010) sefiala que estas se caracterizan por ser alternas y pecioladas; el
peciolo es flexible y redondo, la lamina es lanceolada y posee un apice agudo, su base va
de oblicua a obtusa, tiene haz pubescente, y su envés es de color verde claro con

pubescencia (pag. 19).

1.3 Composicion quimica

Alcaloides presentes en Brugmansias
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Figura 1. Estructura quimica de los alcaloides presentes en Brugmansias

Fuente: (Arteaga et al., 1993, pég. 38).

Segun lo manifiestan Pino y Alvis (2009), las plantas pertenecientes al género Brugmansia
contienen distintas clases de alcaloides como “la escopolamina, nioscamina, atropina,
hiosina, hiosiamina, norhyocine, apohyocine, (-)-3a-Tigloyloxy-6~-acetoxytropane, d3a-

Acetoxytropane y variados alcaloides del grupo tropano, tales como norescopolamina,



aposcopolomina, metelodina, siendo la escopolomina la que aparece en mayor

proporcion”(pag. 125).

El aporte de, Arteaga y otros (1993) sefiala que en algunas investigaciones desarrolladas
en paises como Colombia se logré determinar que los alcaloides expresados como
atropinas de las plantas de Brugmansias se encuentran distribuidos en un 0.34% en las
hojas, un 0,15% en los tallos, un 0,16% en los frutos verdes, un 0,24% en las semillas y
un 0.38% en sus flores, razon por la cual estas plantas suelen ser utilizadas dentro del

contexto farmacéutico, debido a su estructura.

Entre sus propiedades quimicas, Palacios (2010) refiere que en el género Brugmansia
contiene una gran cantidad de metabolitos secundarios, en especial de aquellos alcaloides
que se derivan de los grupos del Nicotina, Higrina, Tropano y Amidas, que proveen un
amplio rango de &cidos grasos, Flavonoides, distintos grupos de Esteroides, Di y Tri
Terpenos; compuestos que se utilizan dentro del contexto de la medicina, asi como de la
toxicologia, ya que son utilizados en algunos casos como insecticidas, ademés como lo
sefiala esta investigadora, las plantas pertenecientes al género Brugmansia poseen otros
compuestos secundarios que corresponden a aquellos del tipo Tropano, en especial a la
Hioscina que se la conocen comdnmente con el nombre de Escopolamina, compuesto que
suele ser utilizado como parte de una droga que es utilizada para someter la voluntad de
la victima para efectuar robos, debido a que la persona es empujada a realizar toda clase

de acciones sin que ofrezca alguna clase de resistencia.



Tabla 1. Compuestos quimicos presentes en Brugmansias

Percent Composition
RI Compound white” “rose”

900 Heptanal 0.1 10.2
997 Octanal 1.0
1031 1,8-Cineole 72.1 2.0
1045 Phenylacetaldehyde 0.9 -—
1050 (£)-p-Ocimene 2.6 4.2
1059 v-Terpinene 1.1 1.6
1099 Linalool 0.4
1106 Nonanal 1.8 17.4
1116 Phenethyl alcohol 32 -
1178 Terpinen-4-ol 1.3 10.5
1182 2-Isobutyl-3-methoxypyrazine -- 0.5
1193 ot-Terpineol 53 1.1
1283 unidentified -- 1.7
1288 Theaspirane A t 1.4
1302 Theaspirane B t 1.1
1560 Megastigmatrienone I 1.7
1565 (£)-Nerolidol 11.7 1.9
1579 Megastigmatrienone II --- 245
1610 Megastigmatrienone III 0.8
1624 Megastigmatrienone IV t 8.5
2500 Pentacosane t 1.5
2700 Heptacosane t 6.4
2900 Nonacosane t 1.1
3100 Hentriacontane t 0.4

Nota: Compuestos quimicos extraidos del aceite esencial de flores de Brugmansia suaveolens con
coloracion rosa y blanca
Fuente:(Anthony, Zuchowski, y Setzer, 2009, pag. 78)

1.4 Cultivos

Las plantas pertenecientes al género Brugmansia crecen con facilidad en climas célidos
con suelos humedos y fértiles, pues en el caso de lugares con temperaturas bajas, es
necesario que se establezcan condiciones especificas que contribuyan a proteger su raiz y
garantizar su crecimiento, para que la reproduccion de la Brugmansia se efectué con
normalidad, se inserta pequefios cortes de sus ramas de 10 a 20 cm que se los introduce
en latierra durante el verano, época en la cual existen mejores condiciones climaticas para

la siembra de esta planta (Preissel y Preissel, 2002).




Segun Grant (2015), esta planta no se considera resistente, lo que significa que no puede
soportar temperaturas de congelacion, la tolerancia al frio en Brugmansias no pueden bajar
a 10 o 15 grados Fahrenheit (-12 a -9 °C), por otro lado su cuidado en el verano no es mas
complicado que cualquier otra planta, siempre y cuando se obtengan 3 pulgadas de agua
por semana como cantidad minima de riego, también se debe utilizar un buen sustrato y
espacio suficiente para el crecimiento prolongado de la raiz; las Brugmansias responden
bien a la poda en primavera, esta consiste en cortar las puntas de la rama a un nodo de
crecimiento, pero la planta también puede soportar una poda dura a unas pocas pulgadas

del suelo.

1.5 Usos

1.5.1 Medicinal

En cuanto al uso que se hace de las plantas del género Brugmansia, autores como Pino y
Alvis (2009), sefialan que las hojas frescas suelen utilizarse para tratar erupciones de la
piel, asi como “para tratar &reas dolorosas en el caso de inflamaciones reumaticas o
traumas, los vapores de la decoccion de las hojas se utilizan como antiséptico vaginal”

(pég. 125).

Flores (2011), refiere ademas que las Brugmansias se han utilizado con fines terapéuticos,
especialmente para aliviar dolores corporales, célicos intestinales, contra el asma, para
aliviar la gripe comun, de igual manera, las hojas de esta especie se usan para contrarrestar
el dolor de cabeza, para lo cual se realizan cataplasmas con hojas frescas que son untados
con grasas y unglentos, también es comudn utilizar hojas machacadas para aliviar las

ulceras que se generan en las encias 0 zona bucal afectada, ademés que se las usa para



desinflamar las glandulas parotidas, afeccion que generalmente conocida con el nombre

de paperas (pag. 11).

1.5.2 Farmacoldgico

En el contexto farmacologico se conoce que los alcaloides que poseen las Brugmansias
son utilizados de diversas formas, tal como lo detalla Istituto Superiore di Sanita (2010)
ya que la hiosciamina que forma parte de las Brugmansias es una sustancia de actividad
anticolinérgica, en particular antimuscarinico, que actia mediante el bloqueo de la accién
de la acetilcolina a nivel del musculo nervioso autonomo parasimpatico periférico liso y
a nivel del sistema nervioso central; entre los efectos parasimpaticos se encuentran: 1)
espasmolisis (musculo liso), 2) midriasis y paralisis del alojamiento visual, 3) disminucion
de la excrecidn exocrina, 4) taquicardia, 5) supresion de nauseas y vomitos; en cambio, la
potencia de iosinamina es aproximadamente dos veces mayor que la de la atropina, Su
accion y uso son los mismos de antimuscarinicos en general, excepto por el hecho de que
la hiosciamina no se utiliza en el campo oftalmoldgico, pero se utiliza casi exclusivamente

como un farmaco antiespasmadico.

De igual manera autores como Barreto, Guzman, y Gutiérrez (2016), mencionan que en
las especies de Brugmansias se han aislado alcaloides del tropano, como hioscina,
hiosciamina, y principalmente escopolamina y atropina; los alcaloides contenidos en la
planta (mas notablemente escopolamina) causan inhibicién competitiva de los receptores
muscarinicos (a nivel central y periférico), lo que resulta en la presentacion clasica de un
sindrome anticolinérgico visto en intoxicacion por ‘floripondio. La escopolamina puede
corregir los cambios en el equilibrio entre la acetilcolina y la noradrenalina, que pueden

ocurrir en ciertas enfermedades motoras, ademas, utilizando extractos acuosos de



Brugmansia arborea, se ha demostrado que esta planta contiene sustancias que también
interactian como receptores serotoninérgicos (American Society of Health System

Pharmacists y McEvoy, 2008).

1.5.3 Ancestral

Arteaga y otros (1993), refieren que en paises como Colombia las Brugmansias fueron
usadas como medicinas y alucindgenos especialmente por pueblos nativos de las regiones
andina y amazonica; es bien sabido que los Chibchas usaron las Brugmansias en
ceremonias religiosas en el templo del sol, para producir un estado de inconciencia a las
esposas Yy esclavos de los guerreros que morian, con el fin de enterrarlos vivos con ellos
(pag, 37). En este mismo sentido, Pino y Alvis (2009) manifiestan que todas las especies
del género Brugmansia han sido utilizadas como alucinégenos, diagnéstico y para tratar
enfermedades, ademas que recientemente, (Lannacone, Ayala, y Roman, 2005) evaluaron

la aplicacién de Brugmansia x candida como biocida (pag. 125).

Otros investigadores como Dean (2009), sefialan que en algunos pueblos de la Amazonia,
las semillas de Brugmansia suelen ser utilizadas frecuentemente para la elaboracion de
bebidas chaméanicas que producen diversas clases de alucinaciones, generando estados de
alteracion que pueden ir desde la alegria hasta el terror, ademas que las personas que las
ingieren pierden el control sobre las acciones que llevan a cabo y por tanto son incapaces

de escuchar o mirar lo que ocurre a su alrededor.

1.5.4 Ornamental

Flores (2011) refiere que las Brugmansias son utilizadas dentro de la industria ornamental,
debido a la diversidad de colores y formas que presentan, razon por la cual representan
una fuente importante de ingresos en la economia de los paises responsables de su
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produccidn; algunos ejemplos son Brugmansia x candida (trompeta del angel), cultivada

por sus grandes flores péndulas con forma de trompeta.

Con relacién a las Brugmansias utilizadas dentro de la industria ornamental, Mahr (2006)
sefiala que existen diversidad de especies y cultivos que estan disponibles para su compra,

entre los que se incluyen principalmente a:

e Brugmansia “Jamaican Yellow . esta se caracteriza por la presencia de flores de
color amarillo limén que resultan muy fragantes

e Brugmansia versicolor: posee grandes y hermosas flores de color albaricoque
palido. Esta especie generalmente se la encuentra en Ecuador

e Brugmansia “Ecuador Pink ”: es una variedad popular que posee hermosas flores
rosadas, ademas que se caracteriza por presentar flores en forma de trompetas
largas con bordes canelados que aparecen cada mes, en especial si existen

condiciones climéticas dptimas.

1.6 Plagas

Mahr (2006) manifiesta ademas que estas plantas son muy atractivas para varias clases de
insectos, en especial para las cochinillas, moscas blancas, acaros y arafia, razén por la
cual, sino se controlan con fungicidas, es comun que esta clase de animales puedan
destruir a las plantas en su totalidad, estas plagas se controlan facilmente con insecticidas
que deben aplicarse regularmente a la parte inferior de las hojas (directamente sobre las

plagas) para mantener a las poblaciones bajo control.

Los problemas fungicos que afectan a Brugmansias incluyen el Fusarium y la marchitez

de Verticillium, ambas enfermedades, que entran en la planta a través de las raices y viajan
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por el tallo, bloquean la transmision del agua, causan crecimiento atrofiado y follaje
marchitado, ademas la marchitez de Fusarium se observa generalmente en tiempo calido,

mientras que la Verticillium es mas comun cuando el clima es fresco (Dyer, 2015).

1.7 Especies

De acuerdo a lo manifestado por Flores (2011), la familia Solanaceae comprende 98
géneros y unas 2700 especies. El género Brugmansia es nativo de los bosques lluviosos
de Centro y Sur América, especialmente en la region amazonica de Brasil y posiblemente
partes vecinas de Bolivia y Per(, aunque los limites exactos de su origen son poco claras
y pueden ser mas amplias para incluir a Ecuador y Argentina (Cabi, 2016). Sin embargo
las méas importantes del género Brugmansia corresponden a las siguientes: Brugmansia:
B. arborea, B. x candida, B. aurea, B. sanguinea, B. versicolor, B. suaveolens, B. insignis
y B. vulcanicola, de las cuales las cinco primeras se encuentran presentes en la zona andina

y en los paramos del Ecuador (Alvarez, 2008).

En la siguiente tabla se detallan las principales especies del género de Brugmansia en

Ecuador, estableciendo algunas de sus caracteristicas mas importantes:
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Tabla 2. Especies del género Brugmansia presentes en Ecuador

Especies

Caracteristicas

Brugmansia arborea

Es un arbusto de dos a cinco metros de altura,
perennifolio, cuyas flores blancas grandes pueden llegar
a medir hasta 20 cm de largo, con prolongaciones
caudiculares en la corola de hasta 5 cm, presentando un
fruto ovalado. Se encuentra principalmente en paises
como Colombia, Venezuela, Bolivia, Ecuador y Peru.

Brugmansia x candida

Sus flores péndulas pueden llegar a mediar hasta 30 cm
de largo, con colores que van desde el blanco hasta el
amarillo y el rosado, con caudas de hasta 6 cm de
longitud, mientras que su fruto es ovoide o fusiforme.
Se encuentra en paises como Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Honduras, México, Panama, Colombia,
Ecuador, Perd, Venezuela

Se caracteriza por sus flores blancas o amarillo-doradas,
que pueden medir entre cuatro a ocho cm de largo, y
tienen anteras libres, ademas que sus principales
registros se encuentran en paises como Colombia,
Ecuador, Per( y Venezuela.

Se caracteriza por la presencia de flores tubulares,
amarillas o verde amarillentas en la base, que se tornan
rojas hacia el extremo abierto de la corola. Las hojas de
esta especie contienen alrededor de un 0.8% de
alcaloides totales, el mayoritario es la escopolamina. Se
la encuentra principalmente en paises como Colombia,
Per( y Ecuador.
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Brugmansia versicolor

Se caracteriza por la presencia de flores que pueden
medir hasta 50 cm de longitud. Su color es blanco,
salmon o rosado, el tubo de la corola es muy estrecho
hacia la base y se ensancha bruscamente a partir del
primer tercio, hasta conformar la copa abierta en la cual
cada uno de los I6bulos termina en una prolongacion de
hasta cinco cm. Entre los paises en los cuales se
encuentra esta planta se deben mencionar a Colombia,
Ecuador y Per.

Se caracteriza por la presencia de flores grandes, que
alcanzan hasta 35 cm de longitud, y las prolongaciones
de los lébulos de la corola estan entre 1 y 3 cm. Se
encuentra principalmente en paises como Colombia,
Per( y Ecuador

Esta especie se diferencia por su céliz rizado y porque
su corola puede llegar a medir hasta de 40 cm de largo,
presentando un color blanco o rosado, asi como
estambres con anteras libres o unidas. Se encuentra
presente en la zona de frontera colombo-ecuatoriana y
en el Perd.

Brugmansia vulcanicola

Es una especie sudamericana de Trompeta de Angel que
crece como arbustos o pequefios arboles de hasta 4 m de
altura. Las flores de forma tubular son las mas pequefias
de todas las Brugmansia a sélo 15 a 22 cm (6 a 9
pulgadas). También tienen los picos mas cortos de la
corolade 0,5a1,5cm (0,20 a 0,59 pulgadas). Las flores
se pueden encontrar en tonos de rojo, amarillo y rosa.
Se encuentran en Colombia y el norte de Ecuador.

Fuente: Flores (2011), Quattrochi (2012), Preissel y Preissel (2002)
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1.8 Toxicidad

De acuerdo a lo manifestado por el Istituto Superiore di Sanita (2010), los efectos de una
ingesta descontrolada de Brugmansia pueden ser muy graves, especialmente si la ingesta
se asocia con alcohol o psicofarmacos, ya que las personas pueden experimentar
alucinaciones, delirios, convulsiones, alteraciones severas de la vision, llevandolas a un

estado de y posteriormente la muerte; de esta manera.

La toxicidad inducida por escopolamina se caracteriza por un sindrome anticolinérgico
clasico que se produce generalmente a causa de la ingestion de productos adulterados o
las plantas que contienen la sustancia en cuestion, las manifestaciones resultantes de la
ingesta de escopolamina incluyen alucinaciones y la incontinencia urinaria; las
dificultades generadas a nivel cognitivo y en relacién con la movilidad, inducidas por
consumo de escopolamina se han demostrado ampliamente en animales de
experimentacion y en seres humanos; algunos casos de intoxicacion por escopolamina han
sido documentados en especial, por asociacion con otro abuso de drogas por ejemplo la

heroina (Dart, 2004).

1.8.1 Toxicocinética

Hablando del componente mas toxico la escopolamina que predomina en mayor cantidad
en la planta Herrera (2017), dice que la absorcién se produce por via oral, su efecto puede
durar alrededor de 30 a 60 minutos e incluso 1 a 3 horas, posee efectos agudos que pueden
durar entre 24-48 horas y se puede prolongar hasta 2 semanas, dependiendo de la dosis
ingerida; la forma de excrecion o eliminacion de esta sustancia es por la orina a partir de

las 12 horas, a mayor edad el efecto es mas prolongado, ademas la dosis letal en adultos
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es alrededor de 100mg, pero pueden aparecer sintomas de intoxicacion con dosis de 2 a 5

mg, mientras que en nifios a partir de 10mg pueden ser letales.

De esta manera y en base a la informacion expuesta por los diversos autores se establece
que las Brugmansias tienen distintos usos como la farmacologia, la ornamentacion,
rituales chamanicos, asi como para fines delictivos; ademas como se puede apreciar, el
consumo de la escopolamina puede afectar de manera peligrosa a humanos y animales,
razon por la cual en muchos paises del mundo se encuentra prohibido su cultivo y
comercializacion; no obstante, tampoco se puede descartar los beneficios que se pueden
extraer de este grupo de plantas, por lo cual es importante conocer su composicion quimica
y tener identificadas las especies de interés. El estudio molecular puede definir las especies
existentes de este género en Ecuador, asi como entender su desarrollo filogenético, su
distribucion en el territorio y por altimo tener las secuencias en base datos bioinformaticas

de estas especies.

1.9 Identificacion molecular

La identificacion molecular se refiere al estudio de secuencias de ADN mediante las
cuales se puede identificar o diferenciar individuos de una misma familia, por lo cual es
necesario tener informacién previa de la secuencia a ser estudiada, es decir genes que
sirvan como marcadores moleculares o un genoma completo para la comparacion de
secuencias como Baloglu et al. (2015), lo mencionan en su estudio de expresion de genes
RPL24 en tres miembros de la familia Cucurbitaceae. La identificacion molecular se
realiza mediante la extraccion del ADN presente en las células (Gonzalez, 2014). Sobre
este material se utiliza la técnica: Reaccion en cadena de la polimerasa PCR que puede es

usado para amplificar una o varias copia de ADN a través de varios ordenes de magnitud,
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generando miles de copias de una secuencia especifica de ADN (Sahil, Tejas, Hiren,
Pratibha, y Abhay, 2015).

Posteriormente la cadena amplificada necesita ser interpretada mediante el proceso de
secuenciacion; estos datos son analizados mediante programas informaticos que comparan

las secuencias obtenidas con secuencias guardadas en bibliotecas genomicas.

1.9.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN es un procedimiento utilizado para aislar el ADN del ndcleo,
mitocondrias y cloroplastos de las células; el primer paso es romper células para liberar el
ADN, se pueden utilizar métodos fisicos como maceracion o molienda para atravesar las
membranas celulares con ayuda de un detergente y una solucién buffer, a continuacion es
necesario la separacion de ADN de proteinas y otros desechos celulares, para obtener una
muestra limpia de ADN, se debe eliminar los desechos, esto se realiza mediante la adicién
de una proteasa (enzima proteinica) para degradar las proteinas asociadas al ADN y otras
proteinas celulares, después se precipita el ADN con un alcohol, para esto se afiade
cuidadosamente a la muestra de ADN alcohol en frio (isopropanol); de esta forma el ADN
se precipita, por ultimo se limpia el ADN puede ser con lavados de etanol y finalmente se

resuspende en un tampon ligeramente alcalino (Sciencelearn, 2009).

19.2 PCR

PCR convencional (Reaccion en cadena de la Polimerasa), es un ensayo enzimatico
simple, que permite la amplificacion de un fragmento de ADN especifico, requiere la
presencia de ADN molde, cebadores, nucledtidos y ADN polimerasa; la ADN polimerasa
es la enzima clave que une los nucleétidos individuales para formar el producto de la PCR,

los nucleotidos incluyen las cuatro bases adenina, timina, citosina y guanina (A, T, C, G),
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estos actian como los bloques de construccion que son utilizados por la ADN polimerasa
para crear el producto de PCR resultante(Garibyan y Avashia, 2013). Hay tres pasos
principales involucrados en la técnica de PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension;
el ADN se desnaturaliza a altas temperaturas (de 90 a 97 grados Celsius) después, los
primers reconocen un segmento especifico de ADN a (50-60 grados Celsius), donde una
enzima llamada Taq polimerasa une los nucledtidos libres, formando una nueva cadena
complementaria de ADN a (72 grados Celsius), despues de 25-30 ciclos, quien esté
realizando el proceso de PCR en una muestra de ADN tendra un montén de copias de la

muestra original de ADN (Joshi y Deshpande, 2011).

1.9.3 Secuenciacion

El término secuenciacion de ADN se refiere a métodos para determinar el orden de los
nucleotidos bases adenina, guanina, citosina y timina en una molécula de ADN (Bharti
Rajendra Kumar, 2012). La secuenciacidn Sanger es un método donde el ADN diana se
desnaturaliza, se hibrida con un cebador de oligonucleotidos, que luego se extiende
mediante ADN polimerasa utilizando una mezcla de desoxinucleétidos trifosfato (ANTP
normales) y didesoxinucledtidos trifosfato (ddNTP) que terminan en cadena; los ddNTP
carecen del grupo 3 'OH al que se agrega el siguiente dNTP de la cadena de ADN en
crecimiento, las cadenas de ADN recién sintetizadas resultantes seran una mezcla de
longitudes, estas secuencias son leidas en geles de acrilamida en electroforesis vertical

que revela la posicion de cada base en la secuencia.(Applied Biosystems, 2009, pag 3)

1.9.4 Meétodo Barcode
El Consorcio del Codigo de Barras de la Vida (Consortium for the Barcode Of Life

(CBOL); www.barcodinglife.com) pretende identificar, mediante codigos de barras
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genéticos basados en secuencias de ADN, a todos los organismos del planeta; el objetivo
es emplear un método estandarizado, rapido y fiable, en el que unas secuencias especificas
de una muestra permitan adscribirla a la especie a la que pertenece, clasificando asi
molecularmente a toda la biodiversidad. Para las plantas, el grupo botanico del CBOL y
otros autores han recomendado el uso de ciertos genes cloroplasticos (rbcL, matK, trnLF)
y genes nucleares multicopia (ITS) (Lépez-Alvarez, Lopez-Herranz, Betekhtin, y Catalan,

2012).

1.9.5 Filogenia

Yang y Rannala (2012), sefialan que antes del advenimiento de las tecnologias de
secuenciacion del ADN, los arboles filogenéticos fueron utilizados casi exclusivamente
para describir las relaciones taxonomicas, hoy en dia, las filogenias se utilizan para
describir las relaciones entre miembros de una familia, las historias de poblaciones y la
dindmica evolutiva; ademas sefialan que una filogenia es un arbol que contiene nodos que
estan conectados por ramas, cada rama representa la persistencia de un linaje genético a
través del tiempo, y cada nodo representa el nacimiento de un nuevo linaje.

El uso de datos moleculares en la taxonomia vegetal ha tenido éxito en muchos casos,
pero tiene limitaciones como que las tecnologias actuales no utilizan el genoma completo
usualmente solo revelan parcialmente las relaciones evolutivas entre las plantas (Liu,

Abdullah, Huang, y Nishioka, 2017).
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Capitulo 2

Metodologia
2.1 Coleccion de Plantas:
Para la coleccion de plantas, se buscé la posible ubicacion de las mismas mediante la
pagina web Tropicos (2017), donde se pueden consultar los puntos de coleccion de las

especies estudiadas por distintos botanicos.

Los datos obtenidos de Tropicos, proporcionaron referencias geograficas con las cuales
se procedio a colectar muestras de cada especie del género Brugmansia; se tomo dos tipos
de muestras: una para el herbario de la Universidad Politécnica Salesiana y otra para la
obtencion de ADN, las muestras debian tener hojas y flores, que sirvieron para elaborar
una muestra para herbario, asi como para la respectiva identificacion morfoldgica
(Anexol), los datos de las muestras (ubicacion, fecha, colectores) fueron ingresados al
libro de campo de Marco Cerna rango 3288 hasta 3515, por otro lado las muestras fueron

debidamente etiquetadas y prensadas.

Las muestras para obtencién de ADN consistieron en hojas jovenes, las cuales se
guardaron en sobres de papel y luego fueron almacenadas en bolsas plasticas con cierre

hermético conteniendo 20 g. de silica gel.

Después de la coleccion se procedi6 al secado de las muestras para herbario, se realizé
usando dos tablas que presionan a los especimenes, que se encuentran envueltos en
material absorbente (papel periddico), al secar las muestras se evita la descomposicion, la

presencia de hongos u insectos presentes en las mismas en el momento de la coleccion,
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este procedimiento se realizo en una estufa a una temperatura de 60° C, durante dos dias

(Arnelas, Invernon, Gonzéalez, Lépez, & Devesa, 2012).

Para la coleccion de muestras de tejido destinado a la extraccion de ADN se eligieron
hojas juveniles (brinda los mejores resultados en cuanto a cantidad y calidad de ADN
extraido), con menos impurezas, contaminantes y patdégenos (roya o picaduras de
insectos); las muestras se almacenaron en sobres de papel a los cuales se les asigna un
codigo registrado en un libro de campo (Marco Cerna). Entre los compuestos mas
comunes que pueden impedir la extraccién del ADN e inhibir la amplificacién son:
polifenoles, polisacaridos, metabolitos secundarios, antocianinas y lignina presentes en

mayor cantidad en hojas maduras (Luna y Nikichuk, 2014).

2.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN foliar se utilizaron dos métodos el primero de Doyle & Doyle
modificado y el segundo a través de un kit de extraccion: Phire Plant Direct PCR Master
Mix Thermo scientific, mismo que permite realizar PCR sin necesidad de una extraccion

previa de ADN (Se detalla el procedimiento en la seccién 2.4 Amplificacion).

2.2.1 Proceso de Extraccion simple de hojas por Doyle y Doyle Modificado

La extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo a lo sefialado por Soltis (2002), que refiere
al método Doyle & Doyle modificado; los reactivos usados para este procedimiento se
prepararon previo a la extraccion (Anexo 2). Primero se coloca 50 g de muestra en micro
tubos de 2 mL etiquetados, a estas muestras se las pulveriza afiadiendo nitrégeno liquido
y triturandolas con una varilla de vidrio limada, en seguida se agrega 600 pL de Buffer de
extraccion Lisis (0,6055 g de Tris, 0,74 g de EDTA, 1,461 g NaCl y 50 mL de Agua
destilada), esta combinacion se mezcla en un vortex durante 1 minuto, hasta obtener un
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color homogéneo, posteriormente se adiciona 94 uL de detergente SDS (Dodecilsulfato
sodico) al 10 %, esto se homogeniza por inversion de 5 a 8 veces, después se somete la
muestra a 65 °C durante 10 minutos con la ayuda de un termobloque. A continuacion se
afiade 118,5 L de acetato de potasio 5 M, se homogeniza por inversion de 5 a 8 veces, y
se coloca en hielo durante 5 minutos, luego las muestras son centrifugadas durante 5
minutos a 13000 rpm, se forman dos fases, la superior se trasvasa a un nuevo microtubo
2ml incluyendo los micelios flotantes; en el nuevo tubo se afiade 600 pL de fenol:
cloroformo con una proporcion (1:1), y se invirtieron de 5 a 8 veces para homogenizarlos,
después se centrifuga durante 5 minutos a 13000 rpm; nuevamente se forman dos fases,
con ayuda de una micropipeta se extrae 250 uL de la fase superior, con la precaucion de
no tomar la fase inferior contaminante, los 250 pL se colocan en un nuevo micro tubo 1,5
mL y se afiade 360 pL o 0.6 volumenes de isopropanol frio, a estas muestras se las mezcla
suavemente por inversion de 5 a 8 veces, una vez terminado este proceso se almacena las
muestras a -20 °C durante toda una noche o por lo menos 30 minutos, transcurrido este
tiempo se centrifuga por 3 minutos a 13000 rpm, se forma un pelet y se elimina todo el
liquido por inversion, después se realiza tres lavados con 400 pL de etanol al 70 % vy
centrifugacion de 3 minutos a 13000 rpm, luego secamos el pelet a 37 °C en un
termobloque, finalmente resuspendemos el pelet en 30 puL de TE o H20 libre ARNasas,

las muestras se almacenan a -22 °C.

2.3 Electroforesis
.Este procedimiento fue necesario para determinar la presencia de ADN, durante la
electroforesis ocurre un movimiento de moléculas cargadas eléctricamente sobre un gel

de agarosa al 1 % sumergido en una solucion TBE 1x; al aplicar un campo eléctrico, las

22



moléculas se mueven a una velocidad dependiente de su carga eléctrica, forma y tamafio,

(Bravo, Gonzélez, y Le Borgne, 2012).

Para realizar lograr visualizar el ADN en el gel de agarosa se utilizé varios reactivos
descritos en Anexo 3. El proceso consistid en elaborar 50 mL de gel de Agarosa al 1 % se
pesa 0,5 g de Agarosa y se afora a 50 mL con TBE 1x, después se coloca la muestra en el
microondas durante 60 segundos, una vez homogenizada la muestra, se espera que
descienda temperatura a 50 °C o hasta que se pueda poner el recipiente sobre la mano sin
qguemarse (Bravo et al., 2012); a continuacién se adiciona SYBR Safe sustancia que se
utiliza para visualizar el ADN en geles de agarosa o acrilamida, ya que actia como un
fluorocromo que puede visualizarse con luz azul o UV en un fotocumentador (Thermo
Fisher Scientific, 2017a). Finalmente disponemos el gel caliente en un molde, sobre el
cual se coloca el peine para formar pocillos en el gel cuando se enfria; estos serviran para
cargar las muestras de ADN que seran estudiadas, una vez endurecido el gel se coloca
dentro de la cAmara de electroforesis horizontal, después se afiade TBE 1x hasta la linea

de aforo o hasta cubrir un centimetro sobre el gel (Suarez, Perez, Diaz, & Abraham, 2015).

Para preparar las muestras se toma 5 pL de ADN y 5 uL de tampdn de carga (Xileno-
cianol 25 mg sucrosa 4 g, agua 10 mL) 1x, mientras que para productos PCR se toma 4
pL de ADN amplificado y 6 LI de tampdn carga, para el marcador molecular Ladder se
toma 1,5 uL y 5 pL de tampdn de carga. Una vez cargadas las muestras en la camara de
electroforesis se programa la camara a un voltaje de 90 voltios, durante 40 minutos (Lee,

Costumbrado, Hsu, y Kim, 2012).
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2.4 Amplificacion

Con el ADN obtenido se amplifico tres segmentos de los genes matK, rpoB y rpoC1; que
son utilizados para identificacion a nivel de género y especie (Tallei y Kolondam, 2015),
dichos segmentos se los obtuvieron mediante el uso de primers (Tabla 3), que aseguran

una seccion especifica de ADN para su estudio.

Para amplificar el ADN se utilizaron dos protocolos: Phire Plant Direct PCR Master Mix
Thermo scientific y Taq Platuinum™ Superfi™ PCR Master Mix que trabajaron bajo las

mismas condiciones en el termociclador (Tabla 4).

Tabla 3. Primers para amplificacion de regiones de ADN

Primers Secuencias (5>3") Referencias

matK Forward ATCCATCTGGAAATCTTAGTTC (Heckenhauer, Barfuss, y
matK Reverse GTTCTAGCACAAGAAAGTCG3 Samuel, 2016)

rpoB1 Forward AAGTGCATTGTTGGAACTGG (Moter et al., 2013)
rpoB1 Reverse CGTATGTGAAAAGAAGTATA

rpoC1 Forward GTGGATACACTTCTTGATAATGG (Kim, Kwon, Kang, Jeon,
rpoC1 Reverse TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC | YJang, 2012)

Fuente: (Heckenhauer, Barfuss, y Samuel, 2016), (Moter et al., 2013), (Kim, Kwon, Kang, Jeon, y Jang,
2012).

e Phire Plant Direct PCR Master Mix Thermo scientific

Este kit no necesita extraccion de ADN previa, primero se tom6 una muestra de hoja fresca
con la ayuda de un saca bocados (punch) que permite obtener una muestra de 0,5 a 2 mm,

la cual se colocd en microtubo de 200 pL, luego se afiade 25 pL de Phire plant Direct PCR
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Master Mix, 1,25 pL Disolution Buffer, 0,5 puL primer forward (10 uM), 0,5 pL primer
reverse (10 uM) y finalmente se afiade 22,75 uL de agua libre de nucleasas hasta alcanzar
los 50 pL. Es recomendable mantener la cadena de frio, conservando los reactivos y
muestras a temperaturas bajas, para evitar la degradacién de los reactivos (Thermo Fisher

Scientific, 2014)
« Taq Platuinum™ Superfi™ PCR Master Mix

Para estos productos se colocd en un microtubo de 0,2 mL: 12,5 pL Taq Platuinum™
Superfi™ PCR Master Mix, después se agrega agua libre de nucleasas 5,5 pL, luego se
afiade el reactivo Enhanser 5 pL, se afiade DMSO (Dimetil sulféxido) 0,5 pL, a
continuacidn los primers forward y reverse 0,5 pL de cada uno y finalmente 0,5 pL de
muestra de ADN previamente extraido de acuerdo con la guia de uso Thermo Fisher

Scientific, (2017D).

Tabla 4. Instrucciones de los ciclos para reacciones de PCR

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo Ciclos
Inicio de la Desnaturalizacion 94 2 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Annealing 53 30s
Extension 72 40s 33
Final de la Extension 72 5 min 1
Enfriamiento 4 - -

Fuente: (Kuzmina, 2013)

2.5 Secuenciacion
La secuenciacion de las muestras son preparadas (Anexo 5) y enviadas a Corea del Sur
donde son secuenciadas mediante la técnica Sanger en la empresa MACROGEN, este

procedimiento nos permitio identificar molecularmente las especies estudiadas
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2.6 Filogenia

Para determinar la filogenia a nivel molecular de especies del género Brugmansia
presentes en Ecuador se utilizo los softwares Finch Tv y Mega7, estos permitieron
verificar la calidad de las secuencias, asi como editar las mismas (Northwest Association
for Biomedical Research, 2012). Ademas se utilizd las herramientas bioinformaticas
Boldsystems y Blast, mediante las cuales se analizaron los datos obtenidos, permitiendo
verificar la identidad de las especies estudiadas (Boldsystems, 2017). Las regiones
estudiadas fueron matK, rpoB y rpoCl; mediante las cuales se construyd el arbol

filogenético del género Brugmansia.

Al verificar que las secuencias estén optimas mediante los electroferogramas mostrados
por Finch tv, que permiten verificar si las secuencias tienen errores, asi como la calidad
suficiente para ser utilizadas en la investigacion; se procede verificar la identidad de las
especies en Blast y Boldsystems, una vez determinado las identidades se utilizo el
programa Mega 7 para la edicion, alineamiento y construccion del arbol filogenético de
las secuencias obtenidas; la alineacion de las secuencias se realizaron mediante el
algoritmo: MUSCLE, mientras que para la construccion del arbol filogenético de las

secuencias alineadas, se utilizé una interfaz NEIGHBOR-JOINING TREE (Hall, 2013).
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Capitulo 3

Resultados y Discusion
3.1 Coleccion
Se colectaron 40 muestras de Brugmansias en la zona norte de los Andes y en la Amazonia
del Ecuador (Tabla 5), se realizé identificacion morfoldgica basdndose en la morfologia

floral de las especies descritas por Hay et al., (2012) (Anexol).

Tabla 5. Cantidad de muestras de Brugmansia colectadas en diferentes provincias
del Ecuador

Provincias Cantidad de muestras colectadas
Carchi 6

Cotopaxi 8

Pichincha 22

Napo 3

Morona Santiago 1

Total 40

Fuente: El Autor, 2017

3.2 Extraccién de ADN

Se obtuvo ADN de las 40 muestras recolectadas (Anexo 4), Rawat, Joshi, Annapurna,
Arunkumar y Karaba (2016) obtuvieron muestras de ADN mediante la misma técnica
utilizada en esta investigacion, las muestras de ADN obtenidas se evaluaron mediante
Electroforesis en gel de agarosa al 1 % que fueron revelados en un foto documentador

(Figura 2).
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Gel electroforético de extraccion de ADN

MM 3473 3474 3475 3476 3477 3478 3502 3503 3505 3506 3507
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Figura 2. Gel de agarosa al 1% con muestras de ADN de especies del género Brugmansia

Nota: (MM) Marcador molecular, (3473) Brugmansia x candida, (3474) Brugmansia arborea, (3475)
Brugmansia spp, (3476) Brugmansia arborea, (3477) Brugmansia x candida, (3478) Brugmansia spp,
(3502) Brugmansia arborea, (3503) Brugmansia arborea, (3505) Brugmansia arborea, (3506)
Brugmansia vulcanicola, (3507) Brugmansia spp.

Fuente: El Autor, 2017

Como se observa en la (Figura 2), las bandas de ADN corresponden al tamafio esperado:
>5000 pb, con una concentracion aproximada de 100-110 ng/ pL, este resultado es

similar al obtenido por Viana et al. (2015).

3.3 Amplificacion
Se amplificaron las 40 muestras de ADN en las tres regiones estudiadas, obteniéndose en

total 120 productos PCR (Anexo 4).

3.3.1 Region matK

Como se muestra en la (Figura 3) se obtuvo bandas de ADN amplificado con un tamafio
aproximado de 800 pb, Tallei y Kolondam (2015) en su investigacion “DNA Barcoding
of Sangihe Nutmeg (Myristica fragrans) using matK Gene”, obtuvieron un tamafio de

bandas 800 a 889 pb, mostrando concordancia con la presente investigacion. La
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temperatura de hibridacion utilizada fue de 53 °C, similar a la ensayada por Topik,

Yukawa y Ito (2005).

Gel electroforético de producto PCR de la region matK
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Figura 3. Gel de agarosa al 1% con muestras amplificadas de Brugmansias de la region matk

Nota: (MM) Marcador molecular, (3315) Brugmansia x candida, (3337) Brugmansia sanguinea,
(3341) Brugmansia sanguinea, (3344) Brugmansia arborea, (3345) Brugmansia arborea, (3356)
Brugmansia x candida, (3363) Brugmansia sanguinea

Fuente: El Autor, 2017

3.3.2 Region rpoB
Se obtuvo bandas de aproximadamente 400 pb (Figura 4), similar al resultado obtenido en
por Horng y otros (2015). Ademas, se utiliz6 una temperatura de hibridacion de 53 °C

similar al trabajo desarrollado por Rusyanthini, Wirajana y Yowani (2015).

Gel electroforético de producto PCR de la region rpoB

3513 3514 3515 3516

Figura 4. Gel de agarosa al 1% con muestras amplificadas de Brugmansia de la region rpoB
Nota: (MM) Marcador molecular, (3513) Brugmansia spp, (3514) Brugmansia arborea, (3515)
Brugmansia spp, (3516) Brugmansia spp

Fuente: El Autor, 2017
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3.3.3 Region rpoC1l

Otro gen de estudio fue rpoC1, gen cloroplastico utilizado en estudios de poblaciones, los
resultados para este gen fueron de 550 pb aproximadamente (Figura 5), visibles en la
electroforesis realizada, por su parte Kim y otros (2012), encontraron valores entre 500 a
600 pb, resultados similares a los encontrados en la presente investigacion. La temperatura
de hibridacion utilizada para esta amplificacion fue de 53 °C, temperatura también
utilizada por Al-Qurainy, Khan, Nadeem, Tarroum y Al-Ameri (2014) con la regién

rpoC1.

Gel electroforético de producto PCR de la region rpoC1

3513 3514 3515 3516
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Figura 5. Gel de agarosa al 1%, con muestras amplificadas del género Brugmansias en la region
rpoC1

Nota: (MM) Marcador molecular, (3513) Brugmansia spp, (3514) Brugmansia arborea, (3515)
Brugmansia spp, (3516) Brugmansia spp

Fuente: El Autor, 2017

3.4 Secuenciacion Sanger

Los productos amplificados fueron secuenciados con la técnica sanger en la empresa
Macrogen (Figura 6), Se obtuvieron 120 secuencias de los genes matK, rpoB y rpoC1 en
formato fasta. Con estas secuencias se identifico las especies a las que pertenecen las

muestras colectadas mediante las herramientas bionformaticas: Blast y Boldsystems, que
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comparan nuestros resultados con la base de datos GenBank y NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Se obtuvo una identidad del 100 % y un Query Cover (QC)
de 99 % con el marcador molecular matK, este identifico las siguientes especies:
Brugmansia suaveolens, Brugmansia x candida, Brugmansia sanguinea, Brugmansia

arborea (Anexo 5y 6). Estos resultados aseguran la identidad de las especies en estudio.

e IR
3476Matk 8 [Brugmansia arborea]
3363Matk [Brugmansia sanguinea)
3385Matk [Brugmansia suaveolens] [http /{26
3516Matk [Brugmansia x candida]  |http /{26 :
3367Matk [Brugmansia x candida]  |http:/[509 : - }59_

Figura 6. Resultados generados por Blast, GenBank

Nota: Query (Consulta), Subjetc (Sujeto), Identities (Identidades), Query Cover (Cobertura de
consulta), Name (Nombre), Length (longitud), Ref (referencia), Gene (Gen), Start (Comienzo), End
(Final), Pct (Procentaje), Match (Emparejamiento)

Fuente: Editado de Macrogen 2017 por EI Autor 2017

Como se observa en la Figura 7, las secuencias obtenidas en formato fasta e ingresadas en
Blastn dan como resultado el porcentaje de QC e Identidad correspondientes a cada
secuencia. Las demas especies del género Brugmansia presentes en Ecuador no estan
registradas en GenBank por lo cual no se pueden comparar las secuencias y los resultados
arrojados por Blast llegan a 99 % QC y 99 % de identidad o porcentajes menores, debido
a que son especies diferentes por lo que es necesario construir un arbol filogenético con
el fin de diferenciar unas especies de otras mediante la formacion de clados. Esta

investigacion puede aportar con las secuencias de las especies faltantes.
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Alineamiento en Blast

Brugmansia arborea voucher PS1147MTO2 maturase K (matk) gene, partial cds; chloroplast

Sequence ID: JMNZ244343 1 Length: 731 Mumber of Matches: 1

e Sea 2 more title(s)

Range 1: 10 to 670 Gend

Score Expect Identities Gaps Strand

1221 bits{5661) 0.0 661,/661(100%) 0/661(0%) Plus/Plus
Secuencia:

TITACATTTATTACGATTICTITCTCCACGAATATTGGAATTTGAATAGTCTTATTACTTCA
AAGAAGCCCGGTTACTCCTTTICCAAAAAAAATCAAAGATTCTTCTTCTTCTTATATAATT
CTTATGTATATGAATGCGAATCCACTTTCGTCTTTCTACGGAACCAATCTICTCATTITAGG
ATCAACATCTTTTAGAGCCCTTCTTGAACGAATATATTTCTATGGAAAAATAGAACGTCT
TGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTCAGGTTACCCTATGGTTATTCAAGGATCCTTTCATG
CATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCAATTCTGGCTTCAAAAGGGACGTTICTTTITTATG
AATAAATGGAAATTTITACCTTGTCAATTTTTGGCAATGTCATTTTITCTCTGTGCTTTCACA
TAGGAAGGATCCATATAAACCAATTATCCAACCATTCCCGTGACTITATGGGCTATCTTIT
CAAGTGTGCGACTAAATCATTCAATGGTACGTAGTCAAATGTTCGAAAATTCATTTCTAA
TCAATAATGCAATTAAGAAGTTCGATACCCTTIGTTCCAATTATTCCTTITGATTGGATCATT
AGCTAAAGCAAACTTTTGTACCGTATTAGGGCATCCCATTAGTAAACCGGTGTGG

Figura 7. Descripcion de la secuenca de Brugmansia arborea

Fuente: El Autor, 2017

3.5 Andlisis Bioinformatico

Se analizaron 120 secuencias en el programa Finch Tv, de las cuales 100 secuencias (83,3
%) tuvieron una calidad aceptable, esto visible mediante electroferogramas (Figura 8)
donde se pueden apreciar los picos de bases nitrogenadas presentes en las secuencias, con
valores que superan la media aceptable, como lo sugiere la técnica descrita por (Sol-

Church & Frenck, 2015).

Para el marcador rpoB: se obtuvieron 38 secuencias (95 %) con calidad aceptable, para el

marcador rpoC1 37 secuencias (92,5 %) secuencias con calidad aceptable y con matK 25
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secuencias (62,5 %) con calidad aceptable; el marcador rpoB mostré mayor eficiencia en

la calidad de secuencias, posiblemente porque son secuencias de tamario corto (Anexo 8).

Han et al., (2011), mencionan que es necesario verificar si las secuencias son fiables para
poder realizar analisis bioinformaticos, especialmente estudios filogenéticos, debido a que
las deleciones o inserciones en regiones intergénicas podrian causar brechas en las
secuencias, aumentando las distancias intra e inter especificas de los genes en estudios,

causando el agrupamiento de individuos en clados erroneos.

Electroferograma de secuencia ADN amplificado

Figura 8. Analisis de Secuencia para verificar calidad

Nota: (Q) calidad de la secuencia, (N) nimero de pares de bases (P) picos correspondientes a bases
nitrogenadas (A) Adenina, (G) guanina, (C) citocina y (T) timina.
Fuente: Finch Tv, 2017, modificado por EI Autor, 2017

3.5.1 Alineamiento

Para alinear las secuencias se utilizo el software Mega 7; a través del algoritmo MUSCLE,
gue nos permite desarrollar alineamientos multiples de las secuencias, un investigacion
similar desarrollada con el gen matK por Tallei y Kolondam (2015) denominado “Codigo
de barras de ADN de Sangihe Nutmeg (Myristica fragrans) usando el gen matK”. En esta

investigacion para el estudio del gen matK se desarroll6 el alineamiento de 25 secuencias
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de las especies colectadas junto con 6 secuencias descargadas de GenBank de las especies
Brugmansia arborea, B. sanguinea, B. suaveolens, B. x candida, Cestrum nocturnun y
Datura stramoniun. Para el analisis de la region rpoB se alinearon 25 secuencias y se
incluyeron secuencias de Datura stramoniun y Datura inoxia tomadas de GenBank
(Anexo 9). En el ensayo realizado con la regién rpoC1 se alineo 25 secuencias de este
trabajo junto con la secuencia de Nicotina noctiflora obtenida de GenBank. Las especies
que no pertenecen al género Brugmansia fueron utilizadas como especies externas ya que
pertenecen también a la familia Solanaceae, estas especies externas pertenecen a un grupo
cercano para evitar la formacion de ramas largas en el arbol filogenético como lo
recomienda Valcarcel (2007). Finalmente se alinearon secuencias concatenadas de las
regiones matK, rpoB y rpoC1 junto con Datura stramoniun y Cestrum nocturnun (grupo
externo) secuencias descargadas de GenBank y usadas como grupo externo, las secuencias
concatenadas muestran mayor precision en la filogenia que el uso de alineamientos

individuales (Gadagkar, Rosenberg, & Kumar, 2005).

Comenzando con 25 secuencias de matK con tamafio de 800 pb descrita por Tallei y
Kolondam (2015), se realiz6 el alineamiento y edicion las secuencias reduciendo los
extremos de las secuencias y obteniéndose una secuencia final de 655 pb de tamafio,
encontrandose 12 lugares no homologos dando una variabilidad del 1.83 % para este gen.
Segun Susann & Quandt, (2009) el gen matK es usado para filogenia porque muestra

mayor grado de evolucidn con respecto a otros genes.

Con respecto al marcador rpoC1 se alinearon 25 secuencias con un tamafio de 453 pb,
diferenciandose en 7 nucleoétidos, lo que representa una variacion de 1.54 %. En otros

estudios con el gen rpoC1 se demuestra que el gen puede ser altamente conservado sin
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embargo posee una variacion en ciertas partes del gen que permiten formar arboles

filogenéticos (Wilson, Schembri, Baker, y Saint, 2000).

Para el marcador rpoB se alinearon 25 secuencias con un tamarfio de 289 pb encontrandose
4 nucleotidos diferentes es decir una variacion del 1,38 %: rpoB es el gen de menor tamario
y con menor namero de lugares no homologos por lo que se concluye que es el gen méas
conservado. Otro estudio con el gen rpoB descrito por Vijayan y Tsou (2011) muestra
regiones conservadas en el gen rpoB que permiten identificar algunas bacterias y plantas

que poseen este gen.

3.6 Filogenia
Se construyeron 3 arboles filogenéticos para cada region estudiada y 1 un arbol con
secuencias concatenadas, se utilizé el software Mega7 mediante el método Neighbor-

Joining Tree dando los siguientes resultados:

3.6.1 Region matK

Como se observa en la Figura 9 el arbol filogenético desarrollado con el segmento matK
muestra 9 grupos del género Brugmansia junto con las 2 especies utilizadas como grupos
externos (outgrup), este proceso se realizé con Bootstrap de 1000 repeticiones como lo
presenta Penjor et al. (2013) en su investigacion “Relaciones filogenéticas de Citrus y sus

parientes basados en secuencias del gen matK”.

Existen 15 valores estadisticos en cada rama del arbol formado de las cuales 8 superan el
50 % de soporte de rama que asegura la verosimilitud en la formacion de los clados; las
que tienen menor porcentaje, muestran la distancia entre grupos (Soltis y Soltis, 2003). En

este arbol se presentan 9 clados: Clado 1 formado por dos individuos de B. versicolor, el
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clado 2 esta formado por 4 individuos de B. x candida, esta junto al clado 1 ya que B. x
candida es un hibrido entre B. insignis y B. aurea (Hay et al., 2012). El clado 3 agrupa a
B. suaveolens y B. insignis ambas predominantes en la zona amazénica del Ecuador
(Tropicos, 2017). El clado 4 retne a individuos hibridos, que por la ubicacion en el arbol
filogenético podria tratarse de Brugmansia. x cubensis, es decir un hibrido entre B.
insignis, B. suaveolens y B. aurea, planta hibrida descrita por Preissel y Preissel (2002).
El clado 5y 6 tiene individuos de la especie B. arborea, la diferencia entre ambos clados
puede referirse que el caldo 6 podria tratarse de una variedad de B. arborea o de algunas
especies hibridas con B. arborea, ya que estas especies se pueden colectar a la alturas
diferentes y el tamafio de la flor puede variar (Hay et al., 2012). El clado 7 posee dos
individuos hibridos que podrian ser el resultado de la cruza de B. arborea y B. sanguinea
a esta especie se le denomina Brugmansia x flava descrita por Preissel y Preissel (2002).
El clado 8 esta formado por B. sanguinea y B. vulcanicola, estas especies son de clima
frio y estan ligadas entre si, pero tienen diferencias morfologicas que las distingue, como
la forma de la flor y su coloracion distintiva siendo completamente roja o rosada para B.
vulcanicola, mientras que B. sanguinea presenta coloracidn roja combinada con amarillo
y naranja. (Hay et al., 2012). Por ultimo el clado 9 esta formado por dos individuos de B.
aurea también considerada de clima frio y ligada a B. sanguinea, esto se demuestra en la
filogenia de la familia Solanaceae elaborada por Olmstead y otros (2008). Finalmente,
Datura stramonium y Cestrum nocturnum pertenecientes a la familia Solanaceae son
especies utilizadas como grupos externos que muestran que los géneros Datura y Cestrum
comparten un ancestro comun con el genero Brugmansia. En los clados 2,35 y 8

encontramos secuencias descargadas de la pagina web NCBI, mismas que aseguran que
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las especies estudiadas correspondan a las subidas a esta plataforma virtual, dando

confiabilidad a este estudio.

Arbol filogenético de especies del género Brugmansia de la region matK

63 | 3477 Brugmansia versicolor Pichincha Jardin Botanico [l Clado 1
|3503 Brugmansia versicolor Cotopaxi La Mana
3509 Brugmansia x candida Pichincha Cumbaya ]
1413384 Brugmansia x candida Napo Museo Misahualli []
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o |3385 BmgmanSIa suaveolens Napo Museo Misahuali [Ji
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52|, 3478 Brugmansia spp Pichincha Jardin Botanico Quito E
17 3515 Brugmansia spp Pichincha Cumbaya ] Clado 4
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45 85| 3505 Brugmansia arborea Carchi Huaca =
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94 3445 Brugmansia spp Cotopaxi Lasso Via Panamencana [
13514 Brugmansia spp Pichincha Cumbaya ] Clado 7
3363 Brugmansia sanguinea Pichincha Papaflacta
3506 Brugmansia vucanicola Carchi Huaca [ Clado 8
92 | Brugmansia sanguinea NCBI LF
3449 Brugmansia aurea Cotopaxi Via Lianganates
& ) l3501 Brugmansia aurea Carchi Huaca g]‘ Clado 3
Datura stramonium NCBI
Cestrum nocturnum NCBI

Clado 5
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Figura 9. Filogenia de las especies del género Brugmansia, usando la region matK y el método
Neighbor-Joining Tree (Bootstrap 1000 repeticiones)

Nota: [] Brugmansia aurea, BIBrugmansia sanguinea, Bl Brugmansia vulcanicola, B Brugmansia
arborea, [[] Brugmansia arborea, Bl Brugmansia versicolor, [_] Brugmansia x candida,ll Brugmansia
suaveolens, Il Brugmansia insignis, B Brugmansia spp, [ Brugmansia spp

Fuente: Datos obtenidos del programa Mega 7 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016), modificado por El
Autor, 2017
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3.6.2 Region rpoB

Como se muestra en la Figura 10, para la region rpoB el arbol filogenético tiene 5 clados,
como los soportes de rama son bajos se puede tomar a B. aurea, Brugmansia spp y B.
sanguinea en un solo grupo, mientras que B x candida, B. suaveolens, B. versicolor, B.
vulcanicola, y B. insignis en otro grupo; es decir 7 especies en dos grupos, muestra de la
alta conservacion del gen; a cada especie se le asigno un color de forma similar a los
usados en el arbol filogenético de la region matK. No existen secuencies de la region rpoB
del género Brugmansia en la base de datos NCBI; para el primer clado tenemos un solo
individuo correspondiente a la especie B. arborea, en el segundo clado tenemos agrupados
a la mayor cantidad de individuos (19 ejemplares) pertenecientes a B. x cubensis, B. x
candida, B. vulcanicola, B. versicolor, B. arborea, B. suaveolens y B. insignis, en el tercer
y quinto clado tenemos 2 especies B. aurea y B. x flava, mientras que para el cuarto clado
existe una especie que es B. sanguinea, finalmente tenemos dos secuencias como grupos
externos de las especies Datura inoxia y Datura stramonium que muestran la diferencia
gue hay entre ambos géneros en la region RpoB. En otras investigaciones de filogenia con
el gen rpoB mediante el método Neighbor-Joinin Tree también se utiliza Bootstrap con
1000 repeticiones como lo sefialan Ferreira, Rodrigues, Harakava, y Lanza (2012). El
menor numero de clados en la regidn rpoB se debe a que esta region posee una cadena
corta con menor diferencia entre nucleotidos, es decir altamente conservados en el gen
rpoB, tomando en cuenta los resultados anteriores con la poca variabilidad de nucleétidos
en las 25 secuencias estudias se concluye que es una region es altamente conservada y que

no diferencia con precision una especie de otra en esta region (Case et al., 2007).
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Arbol filogenético de especies del género Brugmansia de la region rpoB

6!

o

3516 Brugmans:a spp Pichincha Cumbaya

3509 Brugmansia x candeda Pichincha Cumbaya

3508 Brugmansia versicolor Cotopaxi La Mana

3506 Brugmansia vucanicola Carchi Huaca

3503 Brugmansia arborea Carchi Huaca

3502 Brugmans:a arborea Carchi Huaca

3478 Brugmansia spp Pichincha Jardin Botanico Quito
3477 Brugmansia versicolor Pichincha Jardin Botanico
3476 Brugmansia arborea Pichincha Jardin Botanico Quito
3474 Brugmans:a arborea Pichincha Jardin Botanico Quito
3392 Brugmans:a arborea Via Morona Santiago Macas
3385 Brugmansia suaveolens Napo Museo Misahualli
3384 Brugmansia x candida Napo Museo Misahualli

3375 Brugmansia insignis Napo Jatun Sacha

3367 Brugmans:a x candeda Pichincha Quito

3356 Brugmansia x candeda Pichincha Tabacundo

3344 brugmanssa arborea Fichincha Fasochoa

3345 Brugmansia arborea Pichincha Pasochoa

3515 Brugmans:a spp Pichincha Cumbaya

E

3445 Brugmansia spp Cotopaxi Lasso Via Panamericana .
3449 Brugmansia aurea Cotopaxi Via Llanganates E] Clado 3
3514 Brugmansia spp Pichincha Cumbaya .
3501 Brugmansia aurea Carchi Huaca D Clado 5

3505 Brugmansia arborea Carchi Huaca D]— Clado 1

~ Clado 2

3363 Brugmansia sanguinea Pichincha Papallacta . ]‘

Clado 4

0.0010

[
4 | Datura stramonium NCBI

Datura inoxia NCBI

Figura 10. Filogenia de las especies del género Brugmansia, usando la regién ropB y el método
Neighbor-Joining Tree (Bootstrap 1000 repeticiones)

Nota: [] Brugmansia aurea, Bl Brugmansia sanguinea, L] Brugmansia vulcanicola, Bl Brugmansia
arborea, [l Brugmansia arborea, Il Brugmansia versicolor, Il Brugmansia x candida,/ Brugmansia
suaveolens, Il Brugmansia insignis,® Brugmansia spp, ] Brugmansia spp

Fuente: Datos obtenidos del programa Mega 7(Kumar et al., 2016), modificado por El Autor, 2017

3.6.3 Region rpoC1

Al igual que en el arbol filogenético elaborado con la region matK, el arbol para la region

rpoC1 presenta 9 grupos pero no los agrupa de manera similar que en la region matk,

tomando como referencia que la region rpoC1 no presenta el mismo tamafio que la region

matK y que no existen secuencias de rpoC1 de especies del género Brugmansia en las

plataformas bioinformaticas; para su clasificacion se obtuvo: el cladol incluye a dos

individuos de B. x candida, el clado 2 presenta 2 individuos de B. x candida y 2 individuos

de B. versicolor, en el clado 3 encontramos 3 individuos de B. x cubensis, en el clado 4
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aparecen 2 especies B. insignis y B. x flava, en el clado 5 encontramos 2 especies B.
arborea y una especie de B. x flava, en el clado 6 hallamos 3 individuos de B. arborea,
mientras que en el clado 7 se puede observar una especie de B. sanguinea y una especie
de B. arborea, en el clado 8 apreciamos 2 especimenes de B. aurea y un individuo de B.
vulcanicola, en el caldo 9 encontramos 2 especies: B. arborea y B. suaveolens, finalmente
se puede observar a Nicotina noctiflora como grupo externo, perteneciente a la familia
Solanaceae. Investigadores como Shibl, Haroon, Ngugi, Thompson y Stingl (2016)
muestran la filogenia mediante Negihbor-Joinin Tree con un Boostrap de 1000
repeticiones en su investigacion “Distribucion de Ecotipos de Prochlorococcus en la

cuenca del Mar Rojo basada en analisis de secuencias de rpoC1”.

Los clados 1y 2 estan directamente relacionados ya que ambos poseen especimenes de B.
x candida que es un hibrido de B. versicolor (presente en clado 2) y B. aurea estudiados
por Hay y otros (2012). El clado 3 agrupa a Brugmansias hibridas estas podrian tratarse
de Brugmansia x cubensis descritas por Preissel y Preissel (2002), el clado 4 muestra un
individuo de B. insignis y una B. hibrida que podria tratarse de trata de B. x flava, el caldo
5 muestra 2 individuos de B. arborea y un Brugmansia hibrida por lo g este clado podria
tratarse de una variedad de B. arborea o todos los individuos de este clado con hibridos,
los clados 6 y 7 estdn muy relacionados ya que estos poseen especies de B. arborea, B.
sanguinea y B. x flava que es un hibrido entre B. arborea y B. sanguinea mencionada por
Preissel y Preissel (2002), el caldo 8 muestra a individuos de B. aurea y B. vulcanicola
ambas de clima frio y relacionadas entre si también en la region matK, finalmente el clado
9 presenta a B. arborea y a B. suaveolens, que no tiene una aparente relacion pero

evidencia la diferencia entre B. suaveolens con B. insignis que estan presentes en la regién
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amazonica ecuatoriana y se agrupan en el mismo clado en la region matK. Finalmente,
como grupo externo para esta region se utilizo la secuencia correspondiente a Nicotiana

noctiflora descargada de la plataforma virtual NCBI.

Arbol filogenético de especies del género Brugmansia de la region ropC1

&) 3367 Brugmansia x candida Pichincha Quito D
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& 3356 Brugmansia x candida Pichincha Tabacundo I:]
3478 Brugmansia spp Pichincha Jardin Botanico Quito D
6 = 3515 Brug spp Pichincha Cumbaya D ], Clado 3
3516 Brugmansia spp Pichincha Cumbaya
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3375 Brugmansia insignis Napo Jatun Sacha Clado 4
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i = 3505 Brug arborea Carchi Huaca Clado 5
3514 Brugmansia spp Pichincha Cumbaya
3345 Brugmansia arborea Pichincha Pasochoa . Clado 6
® 3392 Brug arborea Via Morona Santiago Macas .
3344 Brugmansia arborea Pichincha Pasochoa .
2| 3363 Brugmansia sanguinea Pichincha Papallacta
3476 Brugmansia arborea Pichincha Jardin Botanico Quito ]— Clado 7
3449 Brugmansia aurea Cotopaxi Via Lianganates
4 = IJSM Brug aurea Carchi Huaca ]»Clado 8
3506 Brugmansia vwucanicola Carchi Huaca .
3385 Brugmansia Napo Museo Misahuall
3502 Brugmansia arborea Carchi Huaca E Clado 9
3503 Brugmansia arborea Carchi Huaca D
Nicotiana noctifiora NCBI
0.0020

Figura 11. Filogenia de las especies del género Brugmansia, usando la regién ropC1 y el método
Neighbor-Joining Tree (Bootstrap 1000 repeticiones)

Nota: [] Brugmansia aurea, B Brugmansia sanguinea, Il Brugmansia vulcanicola, Bl Brugmansia
arborea, [| Brugmansia arborea, Il Brugmansia versicolor, ll Brugmansia x candida,[ Brugmansia
suaveolens, Ml Brugmansia insignis, B Brugmansia spp, ] Brugmansia spp

Fuente: Datos obtenidos del programa Mega 7(Kumar et al., 2016), modificado por El Autor, 2017

3.6.4 Regiones concatenadas

Para complementar esta informacion se realiz6 un arbol filogenético uniendo las tres

regiones matK, rpoB y rpoC1 en un solo arbol filogenético.
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Arbol filogenético de especies del género Brugmansia usando las regiones matK,
rpoB ropC1
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13
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21 113356 Brugmansia x candida Pichincha Tabacundo  []
8s I3375 Brugmansia insignis Napo Jatun Sacha B
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3344 Brugmansia arborea Pichincha Pasochoa 1]

104‘ 3345 Brugmansia arborea Pichincha Pasochoa E]
2 3392 Brugmansia arborea Via Morona Santiago Macas |
94 3445 Brugmansia spp Cotopaxi Lasso Via Panamericana - 7
13514 Brugmansia spp Pichincha Cumbaya
2% |3363 Brugmansia sanguinea Pichincha Papallacta -

= 3506 Brugmansia vucanicola Carchi Huaca
3449 Brugmansia aurea Cotopaxi Via Llanganates L] } 9

72 1 3501 Brugmansia aurea Carchi Huaca
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0.0050

Figura 12. . Filogenia de las especies del género Brugmansia usando las regiones matK, rpoB y
ropC1l mediante el método Neighbor-Joining Tree (Bootstrap 1000 repeticiones).

Nota: [] Brugmansia aurea, B Brugmansia sanguinea, Il Brugmansia vulcanicola, B Brugmansia
arborea, [_] Brugmansia arborea, B Brugmansia versicolor, ll Brugmansia x candida,® Brugmansia
suaveolens, Il Brugmansia insignis,l Brugmansia spp, [Z] Brugmansia spp

Fuente: Datos obtenidos del programa Mega 7(Kumar et al., 2016), modificado por EI Autor 2017

El resultado del arbol filogenético con las tres regiones matK, rpoB, rpoC1 concadenadas
fueron 9 clados: Clado 1 formado por B. versicolor, clado 2 esta formado B. x candida,
Clado 3 agrupa a B. suaveolens y B. insignis, el clado 4 retne a tres individuos hibridos:
B. x cubensis, hibrido entre B. insignis, B. suaveolens y B. aurea, el clado 5 tiene
especimenes de B. arborea, el clado 6 posee especimenes que pueden ser variedad de B

arborea o especies hibridas, el clado 7 posee 2 individuos hibridos de B. x flava producto
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del cruzamiento entre B. arborea y B. sanguinea, el clado 8 esta formado por B. sanguinea
y B. vulcanicola, el clado 9 estd formado por individuos de B. aurea, finalmente
encontramos a Datura stramonium y Cestrum nocturnum especies pertenecientes a la

familia Solanaceae, que fueron utilizados como grupos externos.

Al combinar las tres regiones en un solo arbol filogenético (Figura 12), se puede apreciar
que tiene la misma clasificacion que la region matK, la cual posee mayor nimero de pares
de bases, confirmando que todas las especies estudiadas estan agrupadas en clados
correctos. La filogenia de secuencias concatenadas con varios genes produce arboles mas
precisos, incluso cuando estas secuencias concatenadas han evolucionado con patrones de
sustitucion muy diferentes como lo explica Gadagkar, Rosenberg, y Kumar (2005). Otros
estudios de filogenia que utilizaron los genes rpoB y rpoC1 combinados fueron usados
para armar arboles filogenéticos entre los géneros Hexachlamys y Eugenia estudiado por

Da Cruz y otros (2013).

3.7 Distribucion

La distribucion de las especies del género Brugmansia fue analizada con el software
DIVA GIS, dicha informacion mostré ocho zonas de distribucion en un mapa del Ecuador
(Figura 13), permitiendo relacionar estas zonas con los resultados obtenidos en estudio

molecular.
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Distribucion de especies del género Brugmansia presentes en Ecuador

Brugmansia vulcanicola
A

Brugmansia versicolor

Brugmansia suaveolens
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ARura (msnm)
-13-1204
1204 - 2422

- 3839

39 - 4857

57 - 8074

D

T [wlmlal

Figura 13. Puntos geograficos de especies del género Brugmansia presentes en Ecuador

Nota: Los puntos geograficos fueron obtenidos de la pagina web Tropicos, 2017

La zona de diversificacion de las especies de Brugmansia esta contenida dentro de la circunferencia de color
rojo

Fuente: Obtenido de Diva Gis 2017, modificado por EI Autor, 2017

En la Figura 13 se puede observar las zonas de distribucion de las especies del género
Brugmansia; en el mapa se distingue varios poligonos de diferente color que sefialan el
territorio en el que se extiende cada especie, pudiendo ubicar la zona de especiacién del
género Brugmansia en los puntos de convergencia de los poligonos: la especie
Brugmansia sanguinea se ubican en toda la sierra ecuatoriana limitada por las
estribaciones de La cordillera de los Andes, por lo que se considera que esta especie ha

desarrollado una especiacion alopatrica descrita por Boucher, Zimmermann y Conti
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(2016). En cuanto a Brugmansia vulcanicola se localiza en la zona norte de los Andes,
especificamente en la provincia del Carchi, también se la puede encontrar en el pais vecino
Colombiaen el valle de Cauca segun Hay et al., (2012). La especiacion peripatrica descrita
por Garcia, (2013); se evidencia en B. vulcanicola ya que se aisla geograficamente de un
grupo de mayor extension territorial como es B. sanguinea, que se encuentra en toda la
sierra, mientras que B. vulcanicola solo en la provincia del Carchi. Estas dos especies
también estan relacionadas en la filogenia elaborada en esta investigacion y comparten un
clado como se muestra en las (Figuras 9 y 12). Para especies de B. insignis y B. suaveolens
también estan aisladas geograficamente en la Amazonia del Ecuador, estas poseen una
especiacion simpatrica referida anteriormente por Saldamando (2010), ya que
evolucionaron de manera independiente en un mismo espacio geografico, ambas
comparten un ancestro comun que puede ser B. arborea, esto también se puede evidenciar
en el arbol filogenético elaborado en esta investigacion (Figuras 9, 10 y 12). En cuanto a
B. aurea esta se encuentra distribuida en la parte centro-norte de la sierra compartiendo el
mismo espacio que B. sanguinea, pero ambas especies presentan caracteristicas diferentes
por lo que se considera una especiacion simpatrica, ademas se encuentra juntas en los
clados formados en la filogenia del género (Figuras 9,10,11 y 12). La especie B. arborea
se localizada bordeando la Cordillera de los Andes, por lo que posee una especiacion
parapatrica descrita por Teerawarunyoo et al., (2017); es decir que podria desarrollarse
tanto a la zona costera, amazonica y en los Andes; demostrando que puede extenderse
sobre la barrera geogréafica de la cordillera. B. arborea aparece en dos clados diferentes
correspondiente a individuos colectados en distintas provincias, pudiendo ser especies
hibridas (Figuras 10, 12 y 13). Por otro lado, B. versicolor se ubica en la region costa,

presenta una especiacion alopatrica; esta especie se encuentra en un clado compartido con
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B. x candida, especie hibrida de B. versicolor como se muestra en las (Figuras 10, 11, 12
y 13). Finalmente, B. x candida al ser un hibrido cultivado no se la puede encontrar de
forma silvestre, su distribucion dependera de los sitios en la que sea cultivada. En el
presente estudio se encontré que la mayoria de muestras colectas fueron halladas en
jardines o colecciones privadas, lo que nos muestra el grado de domesticacion que se le
ha dado a este género, dando paso a la formacién de hibridos y cultivos para uso
ornamental. Como lo menciona Palacios (2010), las especies del género Brugmansia estan

relacionadas a los asentamientos humanos y es muy rara o ausente en bosques naturales.

Se puede observar que los arboles filogenéticos elaborados en esta investigacion
concuerdan con la distribucion de las especies descritas por otros investigadores, dando
validez a los resultados obtenidos y aportando con secuencias de este género a las

plataformas virtuales bioinformaticas.
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Conclusiones

Se colectaron cuarenta especimenes de Brugmansias presentes en cinco provincias
de Ecuador, mismas que fueron utilizadas para elaborar muestras de herbario y
para obtener registros de ADN; solo 2 de las muestras se encontraron en estado
silvestre las demaés en cultivos privados, mostrando el grado de domesticacion del
género Brugmansia.

Mediante los métodos Doyle & Doyle modificado y Phire Plant Direct PCR Master
Mix se pudo obtener ADN total de todas las muestras colectadas del género
Brugmansia, probando la efectividad de dichos métodos sobre todo al usar
muestras frescas, pero al utilizar muestras secas no se pudo obtener ADN
amplificable, especialmente por la fenolizacion de muestras.

Mediante la técnica PCR convencional se logré amplificar las regiones matK, rpoB
y rpoC1 de todas las muestras de ADN obtenidas, siendo la region matK la mas
atil para la identificacion y construccién del arbol filogenético del género, debido
a que es la region de mayor tamafio, mostr6 mayor nimero de diferencias al
comparar entre especies que permitieron elaborar un arbol filogenético completo.
Se pudo identificar cuatro muestras de las siete presentes en Ecuador mediante el
uso de las herramientas bioinforméaticas BLAST y BOLDSYSTEMS, a través del
uso de la region matK, estas fueron: Brugmansia sanguinea, Brugmansia arborea,
Brugmansia suaveolens y una especie hibrida denominada Brugmansia x candida.
Las secuencias de las demas especies no se encuentran almacenadas en las bases

de datos de GenBank.
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El arbol filogenético elaborado con las secuencias concatenadas de matK, rpoB,
rpoC1 y matK solo, permitieron establecer el mayor nimero de clados coherentes
con la identificacion morfoldgica y la distribucion geogréfica del género en
Ecuador.

El mapa de la distribucion del género Brugmansia muestra los limites de
localizacion de cada especie y establece a la zona nor oriental de los Andes
ecuatorianos como el punto de diversificacion de las especies de este género,
ademas muestra como las barreras geogréficas, el clima y la altura se relacionan

con la especiacion de individuos.
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Recomendaciones
Recolectar las especies durante la etapa de floracion para poder identificarlas
morfologicamente
Utilizar muestras frescas en la extraccion de ADN ya que provocan menos
fenolizacion y degradacion de ADN.
Determinar la temperatura de Annealing correcta durante la amplificacion para evitar
la formacion de bandas dobles o subproductos.
Analizar todo el genoma de las especies para tener una identificacion molecular
completa.
Realizar un analisis protedmico para determinar proteinas responsables de producir
metabolitos secundarios de importancia farmacéutica como la escopolamina, hioscina
y hiosciamina.
Desarrollar programas de reforestacion con esta especie ya que su nivel de

domesticacion es alto y es dificil encontrarlas de forma silvestre.
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AnNexos

Anexo 1. Tabla de Georreferencias de muestras de Brugmansias

N° | Codigo Herbario Lugar Provincia Coordenadas Identificacion Morfoldgica
1 3288 Mindoloma Pichincha 0°00'42.0"S 8°44'39.1"W Brugmansia suaveolens
2 3315 Via Guasaganda el Guayacan | Pichincha 0°48'09.5"S 79°09'18.9"W Brugmansia x candida
3 3337 Pasochoa Pichincha 0°27'31.8"S 78°25'25.9"W Brugmansia sanguinea
4 3341 Pasochoa Pichincha 0°29'02.1"S 78°25'53.1"W Brugmansia sanguinea
5 3344 Pasochoa Pichincha 0°30'17.4"S 78°26'29.5"W Brugmansia arborea
6 3345 Pasochoa Pichincha 0°30'58.4"S 78°26'30.8"W Brugmansia arborea
7 3356 Tabacundo Pichincha 0°30'58.4"S 78°26'30.8"W Brugmansia x candida
8 3363 Papallacta Pichincha 0°02'45.9"N 78°14'17.4"W Brugmansia sanguinea
9 3367 Quito Pichincha 0°22'35.3"S 78°08'28.9"W Brugmansia x candida
10 3375 Jatun Sacha Napo 0°18'16.1"S 78°33'17.4"W Brugmansia insignis
11 3384 Museo Misahualli Napo 1°04'15.9"S 77°37'22.6"W Brugmansia x candida
12 3385 Museo Misahualli Napo 1°03'09.0"S 77°41'59.8"W Brugmansia suaveolens
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13 3392 Via Macas Morona Santiago 1°03'09.0"S 77°41'59.8"W Brugmansia arborea
14 3445 Lasso Via Panamericana Cotopaxi 2°08'33.7"S 78°02'10.1"W Brugmansia spp

15 3446 Lasso Via Panamericana Cotopaxi 0°45'06.9"S 78°36'57.4"W Brugmansia sanguinea
16 3447 Lasso Via Panamericana Cotopaxi 0°45'06.9"S 78°36'57.4"W Brugmansia x candida
17 3448 Via Llanganates Cotopaxi 0°45'06.9"S 78°36'57.4"W Brugmansia spp

18 3449 Belisarioquevedo Cotopaxi 1°03'19.9"S 78°30'55.2"W Brugmansia aurea

19 3450 Latacunga Cotopaxi 0°59'08.8"S 78°35'03.9"W Brugmansia sanguinea
20 3473 Jardin Botanico Pichincha 0°5524.8"S 78°37'22.7"W Brugmansia spp

21 3474 Jardin Boténico Pichincha 0°11'11.2"S 78°29'09.5"W Brugmansia arborea
22 3475 Jardin Boténico Pichincha 0°11'11.2"S 78°29'09.5"W Brugmansia spp

23 3476 Jardin Boténico Pichincha 0°11'11.2"S 78°29'09.5"W Brugmansia arborea
24 3477 Jardin Botanico Pichincha 0°11'11.2"S 78°29'09.5"W Brugmansia versicolor
25 3478 Jardin Botanico Pichincha 0°11'11.2"S 78°29'09.5"W Brugmansia spp

26 3501 Huaca Carchi Carchi 0°37'57.1"N 77°43'15.1"W Brugmansia aurea
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27 3502 Huaca Carchi Carchi 0°37'57.1"N 77°43'15.1"W Brugmansia arborea
28 3503 Huaca Carchi Carchi 0°37'57.1"N 77°43'15.1"W Brugmansia arborea
29 3504 Huaca Carchi Carchi 0°38'34.7"N 77°42'41.1"W Brugmansia aurea

30 3505 Huaca Carchi Carchi 0°38'34.7"N 77°42'41.1"W Brugmansia arborea
31 3506 Huaca Carchi Carchi 0°38'34.7"N 77°42'41.1"W Brugmansia vulcanicola
32 3507 La Mana Cotopaxi 0°56'39.6"S 79°14'19.7"W Brugmansia spp

33 3508 La Mana Cotopaxi 0°56'01.6"S 79°14'03.9"W Brugmansia versicolor
34 3509 Cumbaya Pichincha 0°11'55.0"S 78°25'08.4"W Brugmansia x candida
35 3511 Cumbaya Pichincha 0°11'55.0"S 78°25'08.4"W Brugmansia versicolor
36 3512 Cumbaya Pichincha 0°11'65.0"S 78°25'08.4"W Brugmansia spp

37 3513 Cumbaya Pichincha 0°11'65.0"S 78°25'08.4"W Brugmansia spp

38 3514 Cumbaya Pichincha 0°11'55.0"S 78°25'08.4"W Brugmansia arborea
39 3515 Cumbaya Pichincha 0°11'55.0"S 78°25'08.4"W Brugmansia spp

40 3516 Cumbaya Pichincha 0°11'55.0"S 78°25'08.4"W Brugmansia spp

Elaborado por: El Autor, 2017
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Anexo 2. Preparacion de reactivos para extraccion de ADN

Es importante que previo a la extraccion de ADN se preparen los reactivos necesarios para
Ilevar a cabo este proceso y es recomendable que no se prolongue el uso de los mismos para
evitar contaminacién, asi como la obtencion de resultados positivos; primero se elaboré el
Buffer de extraccion lisis, el cual consiste en pesar 0,6055 g de Tris, 0,74 g de EDTA, 1,461
g NaCl y se afora a 50 mL con agua destilada, después se ajusta el pH de la mezcla a 8,
luego se prepara la solucion SDS 95% (5,25 g y 44,75 mL de agua), a continuacion se
prepara la solucion Acetato de Potasio 5M (9,814 g de CH3CO2K y se afora con agua
destilada a 50 mL; a continuacion se prepara la solucion Fenol Cloroformo en proporcion
(1:1) para esto pesamos 50 g de fenol y 50 mL de cloroformo, finalmente se elaboré TBE
10x, para cual se pesa 54 g de Tris, 27,5 g de Acido Bérico y 2.93 g de EDTA(0,5M) y se

aforo a 500 mL (L. Soltis, 2002).

Elaborado por: El Autor, 2017
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Anexo 3. Reactivos para electroforesis y gel de agarosa

El TBE 10x: contiene Tris 54 g, &cido bdrico 27 gy EDTA (0.5M) 2,93 g, aforado a 500
mL con agua destilada; para obtener TBE 1x se tomo la proporcion 1:9, 100 mL TBE 10x

y se afora 1000 mL con agua destilada.

Tampdn de carga: se prepara con 25 mg de Xileno-cianol, 4 g de sucrosa y se afora a 10

mL con agua destilada finalmente se autoclava (Phillips, 2017)

Elaborado por: EI Autor 2017
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Anexo 4 Resultados de la extraccion de ADN y Amplificacion

N° | Codigo Herbario |Especies ADN Region matK | Region rpoB | Region rpoC1
1 3288 Brugmansia suaveolens | (+) +) (+) (+)
2 3315 Brugmansia x candida +) +) (+) (+)
3 3337 Brugmansia sanguinea | (+) +) (+) (+)
4 3341 Brugmansia sanguinea | (+) +) (+) (+)
5 3344 Brugmansia arborea ) (+) +) (+)
6 3345 Brugmansia arborea +) (+) ) (+)
7 3356 Brugmansia x candida (+) +) +) (+)
8 3363 Brugmansia sanguinea | (+) +) (+) (+)
9 3367 Brugmansia x candida (+) +) (+) (+)

10 3375 Brugmansia insignis +) (+) (+) (+)

11 3384 Brugmansia x candida (+) +) (+) (+)

12 3385 Brugmansia suaveolens | (+) +) (+) (+)

13 3392 Brugmansia arborea (+) (+) (+) (+)

14 3445 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)

15 3446 Brugmansia sanguinea (+) (+) (+) (+)
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16 3447 Brugmansia x candida (+) (+) (+) +)
17 3448 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
18 3449 Brugmansia aurea (+) (+) (+) (+)
19 3450 Brugmansia sanguinea +) (+) (+) (+)
20 3473 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
21 3474 Brugmansia arborea (+) (+) (+) (+)
22 3475 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
23 3476 Brugmansia arborea (+) (+) (+) (+)
24 3477 Brugmansia versicolor (+) (+) (+) (+)
25 3478 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
26 3501 Brugmansia aurea (+) (+) (+) (+)
27 3502 Brugmansia arborea +) (+) (+) (+)
28 3503 Brugmansia arborea (+) (+) (+) (+)
29 3504 Brugmansia aurea (+) (+) (+) (+)
30 3505 Brugmansia arborea (+) (+) (+) (+)
31 3506 Brugmansia vulcanicola | (+) (+) (+) (+)
32 3507 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
33 3508 Brugmansia versicolor (+) (+) (+) (+)
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34 3509 Brugmansia x candida (+) (+) (+) (+)
35 3511 Brugmansia versicolor (+) (+) (+) (+)
36 3512 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
37 3513 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
38 3514 Brugmansia arborea (+) (+) (+) (+)
39 3515 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)
40 3516 Brugmansia spp (+) (+) (+) (+)

Elaborado por: El Autor 2017
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Anexo 5. Preparacion de muestras para secuenciacion

Se coloc6 en microtubos los productos PCR en cantidad 20 pL por cada tubo,
correctamente etiquetados, a continuacion, se colocé parafilm en la tapa de los tubos para
evitar que se derrame la muestra durante el transporte, adicional se debe colocar 20 pL de
primer forward en tubos separados de todos primers utilizados, también se colocaron los
tubos dentro de fundas ziploc, mismas que fueron selladas al vacio para mantener los tubos

sin movimiento.(Macrogen, 2017)

Elaborado por: El Autor, 2017
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Anexo 6. Resultados de Blastn de la secuenciacion de muestras de Brugmansia

Caodigo | Query Query
N° | Herbario | Length Description cover Identity |Reference

Brugmansia suaveolens isolate R049 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
3288 486 maturase K (matK) gene, complete cds;
1 chloroplast 83% 94% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
3315 1836 maturase K (matK) gene, complete cds;
2 chloroplast 94% 98% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
3337 1869 maturase K (matK) gene, partial cds;

3 chloroplast 48% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
3341|897 maturase K (matK) gene, partial cds;

4 chloroplast 75% 97% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
3344 |875 maturase K (matK) gene, partial cds;
5 chloroplast 95% 99% https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
3345 |871 maturase K (matK) gene, partial cds;
6 chloroplast 95% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
3356 921 maturase K (matK) gene, complete cds;
7 chloroplast 96% 99% https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi
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3363

852

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

99%

100%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

3367

910

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

99%

100%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

10

3375

915

Brugmansia suaveolens isolate R049 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

85%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

11

3384

919

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

97%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

12

3385

846

Brugmansia suaveolens isolate R049 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

99%

100%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

13

3392

911

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

87%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

14

3445

921

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

81%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

15

3446

1075

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and

97%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

16

3447

838

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

80%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

17

3448

846

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

94%

97%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

18

3449

918

Brugmansia aurea isolate Bru001 maturase
K (matK) gene, partial cds; chloroplast

99%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

19

3450

846

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

83%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

20

3473

918

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

85%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

21

3474

837

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

96%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

22

3475

915

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

85%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

23

3476

831

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

93%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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24

3477

925

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

85%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

25

3478

833

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

94%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

26

3501

924

Brugmansia aurea isolate Bru001 maturase
K (matK) gene, partial cds; chloroplast

99%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

27

3502

853

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

92%

99%

https://blast.ncbhi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

28

3503

938

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

95%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

29

3504

920

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

81%

91%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

30

3505

935

Brugmansia arborea voucher PS1147MT02
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

95%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

31

3506

943

Brugmansia sanguinea isolate R047 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, partial cds;
chloroplast

83%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

32

3507

836

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and

95%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

33

3508

934

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

83%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

34

3509

927

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

35

3511

498

36

3512

507

37

3513

743

I
N [N~ [~

e
e [ [—

38

3514

830

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

95%

98%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

39

3515

839

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

94%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

40

3516

839

Brugmansia x candida isolate R048 tRNA-
Lys (trnK) gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds;
chloroplast

95%

99%

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Elaborado por: El Autor 2017
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Anexo 7. Resultados de Bold system de la secuenciacion de muestras de Brugmansia

Cddigo Query
N°|Herbario |Length Description Identity | Reference

http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=GBVT1977-

3288 359 13

1 Brugmansia arborea | 92.69% |~
3315 712 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

2 Brugmansia arborea |97.37 % |10
3337 434 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=GBVW?3842-

3 Datura inoxia 79.75% |13
3341 611 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

4 Brugmansia arborea |92.35% |10
3344 758 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

5 Brugmansia arborea |99.80% |10
3345 768 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

6 Brugmansia arborea |99.90% |10
3356 758 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

7 Brugmansia arborea |99.1% 10
3363 755 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

8 Brugmansia arborea |{98.97% |10
3367 767 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

9 Brugmansia arborea {99.36% |10
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http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBVT1977-13
http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBVT1977-13
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http://boldsystems.org/index.php/Public

RecordView?processid=HOSAMO064-

10 3375|142 Brugmansia arborea |98.83% |10

3384 764 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
11 Brugmansia arborea |99.36% |10

3385 763 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
12 Brugmansia arborea |99.1% 10

3392 757 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
13 Brugmansia arborea |99.90% |10

3445 720 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
14 Brugmansia arborea |98% 10

3446 681 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
15 Brugmansia arborea |97.25% |10

3447 633 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
16 Brugmansia arborea |98.92% |10

3448 706 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
17 Brugmansia arborea |96.66% |10

3449 918 _ http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBVK3989-
18 Brugmansia aurea 99.98% |11

3450 653 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
19 Brugmansia arborea |96.66% |10

3473 762 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
20 Brugmansia arborea |99.74% |10

3474 687 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
21 Brugmansia arborea |99.90% |10

3475 726 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
22 Brugmansia arborea |96.66% |10

3476 736 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
23 Brugmansia arborea |99.90% |10
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http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10
http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10
http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10
http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10
http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10
http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10

http://boldsystems.org/index.php/Public

RecordView?processid=HOSAMO064-

24 3art 758 Brugmansia arborea |99.35% |10

3478 751 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
25 Brugmansia arborea |99.22% |10

3501 924 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=GBVK3989-
26 Brugmansia aurea 99.98% |11

3502 761 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
27 Brugmansia arborea |99.90% |10

3503 760 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
28 Brugmansia arborea |99.90% |10

3504 578 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
29 Brugmansia arborea |88.07% |10

3505 754 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
30 Brugmansia arborea |99.90% |10

3506 753 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
31 Brugmansia arborea |98.84% |10

3507 761 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
32 Brugmansia arborea |99.22% |10

3508 761 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
33 Brugmansia arborea |99.22% |10

3509 759 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
34 Brugmansia arborea |99.22% |10
35 3511 498 (-) ) )
36 3512 507 (-) (-) (-)
37 3513 743 (-) (-) (-)

3514 731 http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-
38 Brugmansia arborea |98.3% 10
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http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10
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http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAM064-10

http://boldsystems.org/index.php/Public RecordView?processid=HOSAMO064-

3515 | 759 .
39 Brugmansia arborea |99.22% |10

3516 |755 http://boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=HOSAMO064-
40 Brugmansia arborea |99.09% |10
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Anexo 8. Calidad de las secuencias

N° | Codigo Herbario | Especies Regiéon matK Regién rpoB Regioén rpoC1l
1 3288 Brugmansia suaveolens | Baja Aceptable Aceptable
2 3315 Brugmansia x candida Baja Baja Aceptable
3 3337 Brugmansia sanguinea Baja Aceptable Aceptable
4 3341 Brugmansia sanguinea Baja Aceptable Baja
5 3344 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable
6 3345 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable
7 3356 Brugmansia x candida Aceptable Aceptable Aceptable
8 3363 Brugmansia sanguinea Aceptable Aceptable Aceptable
9 3367 Brugmansia x candida Aceptable Aceptable Aceptable

10 3375 Brugmansia insignis Aceptable Aceptable Aceptable

11 3384 Brugmansia x candida Aceptable Aceptable Aceptable

12 3385 Brugmansia suaveolens | Aceptable Aceptable Aceptable

13 3392 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable

14 3445 Brugmansia spp Aceptable Aceptable Aceptable

15 3446 Brugmansia sanguinea Baja Aceptable Aceptable

16 3447 Brugmansia x candida Baja Aceptable Baja

17 3448 Brugmansia spp Baja Aceptable Aceptable

18 3449 Brugmansia aurea Aceptable Aceptable Aceptable

19 3450 Brugmansia sanguinea Baja Aceptable Aceptable

20 3473 Brugmansia spp Baja Aceptable Aceptable

21 3474 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable

22 3475 Brugmansia spp Baja Aceptable Aceptable

23 3476 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable

24 3477 Brugmansia versicolor Aceptable Aceptable Aceptable

25 3478 Brugmansia spp Aceptable Aceptable Aceptable

26 3501 Brugmansia aurea Aceptable Aceptable Aceptable

27 3502 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable

28 3503 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable

29 3504 Brugmansia aurea Baja Aceptable Aceptable

30 3505 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable

31 3506 Brugmansia vulcanicola | Aceptable Aceptable Aceptable

32 3507 Brugmansia spp Bajo Aceptable Baja

33 3508 Brugmansia versicolor Aceptable Aceptable Aceptable

34 3509 Brugmansia x candida Aceptable Aceptable Aceptable

35 3511 Brugmansia versicolor Bajo Aceptable Aceptable

36 3512 Brugmansia spp Bajo Aceptable Aceptable

37 3513 Brugmansia spp Bajo Baja Aceptable

38 3514 Brugmansia arborea Aceptable Aceptable Aceptable

39 3515 Brugmansia spp Aceptable Aceptable Aceptable

40 3516 Brugmansia spp Aceptable Aceptable Aceptable
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82




Anexo 9. Alineamiento de secuencias de la region rpoB de especies del género
Brugmansia

Alineamiento de secuencias de la region rpoB
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Nota: (*) Lugar de homologia entre secuencias
Fuente: Mega 7, 2017, modificado por Autor, 2017
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