UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

SEDE QUITO

CARRERA:

INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

Trabajo de titulacién previo a la obtencién del titulo de: INGENIERAS EN

BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

TEMA:
FILOGENIA MOLECULAR DEL GENERO Gongora ORCHIDACEAE, DE LAS

ESPECIES REGISTRADAS EN EL ECUADOR
AUTORAS:
Adriana Lucia Mogrovejo Herrera

Yahaira Elena Proafio Laiquez

TUTOR:

MARCO FERNANDO CERNA CEVALLOS

Quito, Febrero del 2020



CESION DE DERECHOS DE AUTOR

Nosotras, Adriana Lucia Mogrovejo Herrera, con documento de identificacion N° 030229872-4 y
Yahaira Elena Proafio Laiquez, documento de identificacion N° 171586011-8, manifestamos
nuestra voluntad y cedemos a la Universidad Politécnica Salesiana la titularidad sobre los
derechos patrimoniales en virtud de que somos autoras del trabajo de titulacion intitulado:
“FILOGENIA MOLECULAR DEL GENERO Gongora ORCHIDACEAE, DE LAS ESPECIES
REGISTRADAS EN EL ECUADOR”, mismo que ha sido desarrollado para optar por el titulo
de: Ingenieras en Biotecnologia de los Recursos Naturales, en la Universidad Politécnica
Salesiana, quedando la Universidad facultada para ejercer plenamente los derechos cedidos
anteriormente.

En aplicacion a lo determinado en la Ley de Propiedad Intelectual, en nuestra condicién de
autoras nos reservamos los derechos morales de la obra antes citada. En concordancia,
suscribimos este documento en el momento que hacemos entrega del trabajo final en digital a la
Biblioteca de la Universidad Politécnica Salesiana.

Nombre: Mogrovejo Herrera Adriana Lucia
Cédula: 0302298724
Fecha: 14-02-2020

Nombre: Proafio Laiquez Yahaira Elena
Cédula: 1715860118
Fecha: 14-02-2020



Declaratoria de coautoria del docente tutor

Yo, declaro que bajo mi direccion y asesoria fue desarrollado el trabajo de titulacion:
“FILOGENIA MOLECULAR DEL GENERO Gongora ORCHIDACEAE, DE LAS ESPECIES
REGISTRADAS EN EL ECUADOR?”, realizado por Adriana Lucia Mogrovejo Herrera y
Yahaira Elena Proafio Laiquez, obteniendo un producto que cumple con todos los requisitos
estipulados por la Universidad Politécnica Salesiana para ser considerado como trabajo final de

titulacion.

Quito, Febrero del 2020

/
{
=

oL

| f

Marco Fe'mundo Cerna Cevallos Ph.D.

C.I. 050187207-1



Dedicatoria

A Dios, tal vez nunca entienda lo que verdaderamente eres, pero sé que todo lo que soy es por ti.

A Gerardo, Marcia y Marina, mis viejitos adorados, por ser mi inspiracion....por y para ustedes

todo, desde siempre.

A Betty, Ruth, Gustavo, Anita, Paola y Andrés por la paciencia, la compafiia, las risas y sobre

todo por el infinito amor.

A todos los biotecndlogos conservacionistas que desde el profundo amor que sentimos por la
biodiversidad de nuestro planeta, luchamos a diario por su cuidado.

Adriana

A Dios, por brindarme la vida, salud y la sabiduria en este grandioso camino de la vida.

A mis padres, Ramiro Proafio y Monica Laiquez por todo su amor, comprension y aliento en cada
etapa de mi vida y su acompafiamiento en cada paso.

A mi hija, Cammie Victoria, por ser el mas grande motivo para salir adelante e inspirarme a ser
mejor cada dia.

A David, por su amor, paciencia y apoyo en todo momento y sobre todo, en los dificiles.

Yahaira



Agradecimientos

A la Universidad Politécnica Salesiana y al Grupo de Investigacion Nunkui Wakan por
permitirnos formar parte de su equipo de trabajo y concluir con nuestra formacion académica;
pero, sobre todo por formarnos como seres humanos criticos, realistas y con una profunda pasion
por la investigacion.

A nuestro tutor de tesis, PhD. Marco Cerna por la oportunidad de conocer el fantastico mundo de
las orquideas, por su guia y asesoramiento durante la investigacion y la inyeccion de animos en
momentos de dificultad.

A Luis Baquero por compartir con nosotras su pasion por la investigacién, por su asesoramiento
y su valioso aporte en la interpretacion de resultados.

A la Mgtr. Germania Karolys, Ing. Elizabeth Yugsi, Ing. Byron Fuertes, Ing. Erika Paredes e Ing.
Luciana Vargas, por su amistad, guia, consejos y apoyo incondicional durante el desarrollo
experimental del presente estudio.

A Esteban Rojas, Johanna Andrade, Belén Montaluisa, Lisbeth Molina, Byron Fuertes, Vanessa
Garzon, Diana Paucar, Larissa Jaramillo, Pamela Logrofio, Johana Lozano, Gina Jami y Victoria
Sanchez, por ser la familia que uno escoge, la que hace que la vida sea mas llevadera, los

queremos infinitamente.



INEFOTUCCION ...ttt b e n e r e 1
(OF: 1011 (1] [0 TN USSR 4
1. Marco CONCEPLUAL.........covi et nre s 4
1.1. Familia OrchidaCeaE ..........ccueiveuiiieieiii e 4
1.2. Importancia de 1aS OrQUITEAS ........c.civeiieieiieie et 5
R T 1= 1= o T o] g oo - NS S ROPUSSRPS 6
1.3.1.  Clasificacion taXONOMICA .........coviirieieirieiieiee et 6
1.3.2.  Descripcion botanica y morfol0gica...........cccoevvveveeiiiiic i 14
1.4. Marcadores moleculares en OrqUIdeas ...........ccevverieeieieere e 17
I N o (<o o] N = L1 ST SS 17
I o (<o | o) N o To L O3 OSSPSR 18
ST o [T 1= T T NSRS 19
LOF: 1011 (1] [0 TN I OO ORRTPRI 21
2. MaterialeS Y MELOUOS ........oiuveiiiiecieee e re e 21
2.1. Recoleccidn y preparaCion de MUESEIAS .........cccveieeireiieiieie e, 21
2.2. EStUdIO MOIECUIAT ... 22
2.2.1.  EXracCion de ADN ..ot e 22
2.2.2.  Evaluacion cualitativa de ADN ... 23
2.2.3. AmPlIficacion de ADN........coociiiiiiiiieieee e 24
2.2.4.  SBCUBNCIACION ...vevviiiiieiieite sttt bbbttt e bbbttt 26
2.2.5.  FHOQBNIA ...c.eiiiiiiii e 26
LOF: 1011 (1] (o TN I 1 PR 28

3. ReSUItAd0S Y AISCUSION .......eiveeieiiieiiiesieeie e steeee e te e e eeste e ssaesaeeeesraesneeeeaneenreas 28



3.1. Recoleccion y preparaCion de MUESLIAS .......ccvcveiiereeiiesieeseeiesee e seesee e saesnae e 28

3.2, EStUdIO MOIECUIAT ... e 32
3.3. Filogenia molecular y GeorreferenciaCion............cccocvevevieeieeiieiie i 35
CONCIUSIONES ...ttt bbbttt e et bbbt e s eneas 59
RECOMENUACIONES......ctiiiiiiieiieie ettt bbb bt ne e 60

BIDHOGIAfia. .. c.veciececcs s 61



indice de tablas

Tabla 1. Componentes de la reaccion PCR con Phire Plant Direct PCR para regién matK y

Tabla 2. Lista de las especies muestreadas del género Gongora con su respectiva

QEOITETEIENCIACION. ...ttt e s esre e e e eneesteeeeaneenre s 28



indice de figuras
Figura 1. Filogenia molecular de Stanhopeinae segun los marcadores moleculares nr DNA
ITS/MALKIYCTL . oot ae e re e e aneesae s 11
Figura 2: Clasificacion filogenética de Stanhopeinae segun el tipo de polinizador. ......12

Figura 3. Clasificacion taxonomica del género Gongora segun estudios moleculares...13

Figura 4. Morfologia del género GONQOIa. .........ccoveiuviieiieere e 16
Figura 5. Estructura de la region matK (maturase K). ......ccccevevieviiieiieese e 18
Figura 6. Organizacion estructural del gen rpoC1 y sus regiones flanqueantes. ............ 19
Figura 7. Electroforesis del ADN extraido de especies del género Gongora. ................ 33
Figura 8. Amplificacion del producto PCR con el marcador matK2.1a...........c.ccooeuee.ee. 34
Figura 9. Amplificacién del producto PCR con el marcador rpoCl..........ccccceevvevivennnne. 34

Figura 10. Arbol filogenético de la region matK mediante el método de Maxima Verosimilitud y
el modelo Tamura- Nei con 1000 Bootstraps. Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma
(o0 g aTo I o[ U] L0 L) q (=] 110K UPRSPPRR 36
Figura 11. Distribucion geogréafica del género Gongora Grupo |. Grupo escobariana (especies
DASAIES). ...ttt e e aa e et e enreeneanes 39
Figura 12. Distribucion geografica del género Gongora Grupo Il. Grupo cassidea (especies
EXTIIANJEraS DASAIES). ...cveiiiieiie ittt e 42
Figura 13. Distribucion geogréafica del género Gongora Grupo I1l. Grupo scaphephorus (especies
ecuatorianas) en América del Sur con excepcion de Ecuador. ..........ccocevvvinineniciennn. 45
Figura 14. Distribucion geogréafica del género Gongora Grupo I11. Grupo scaphephorus (especies
ecuatorianas) €N ECUAAON. .......ccoiiiiiiiiiiieiee et 46
Figura 15. Distribucién geografica del género Gongora Grupo IV. Grupo hirtzii en América del

Sur a eXCepCion de ECUAAO. ........ccuviieiieiecie et ee e 49



Figura 16. Distribucion geografica del género Gongora Grupo IV. Grupo hirtzii en Ecuador.

Figura 17. Distribucion geografica del género Gongora Grupo V. Quinguenervis en América del
Sur a excepCion del ECUAAOT. .......cc.ocviiiee e 54

Figura 18. Distribucion geografica del género Gongora Grupo V. Quinguenervis en el Ecuador.



indice de anexos

Anexo 1. Morfologia del género Gongora y sus diferentes subgéneros...........c...cceee.e.. 73
Anexo 2. Ubicacion geografica de las especies del género Gongora...........ccccceevvvenennnn. 74
Anexo 3. Fotografias de las especies del género Gongora.........cccccvcvvevveveiiieseesesiesnnn 87

Anexo 4. Arbol filogenético de la region matK mediante el método de Maxima Verosimilitud y el
modelo Jukes-Cantor con 1000 Bootstraps. Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma como
(o T T0 I (=] £ 10 LT ST UPRPPRTR 95
Anexo 5. Porcién de Stanhopeinae con la combinacion de los marcadores moleculares
MAtKAINK-F/IES NE DINA. oottt bbb 96
Anexo 6. Arbol de Maxima Verosimilitud para Coeliopsidae y Stanhopeinae................. 97
Anexo 7. Arbol filogenético para la region matK para la totalidad de las muestras, basado en el
modelo Tamura-Nei mediante el método de Méaxima Verosimilitud con 1000 Bootstraps.

Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma como grupos externos.............cceeeeveennen. 99



Resumen
El género Gongora pertenece a la familia Orchidaceae y agrupa a alrededor de 60 a 70 especies
descritas que se distribuyen desde México y Centroamerica hasta Bolivia y Brasil en América del
Sur. En el Ecuador se encuentran descritas aproximadamente 20 especies distribuidas en los
bosques andinos bajos, amazonicos y litorales. Estudios de filogenia molecular realizados
respaldan la clasificacion de Gongora en 3 subgéneros y 7 secciones segun lo planteado por
Jenny (1993); sin embargo, estos estudios no han permitido resolver las relaciones evolutivas de
Gongora y su clasificacion a nivel de secciones. En el presente estudio se trabajo con 51 muestras
vegetales, se amplificaron las regiones cloroplasticas matK y rpoC1 mediante PCR convencional,
se construyeron arboles filogenéticos con el método de estimacion de Maxima Verosimilitud y el
modelo evolutivo Tamura-Nei. El arbol filogenético obtenido se encuentra conformado por 5
grupos mas 1 grupo externo y ademas, revela a matKk como una region ADN Barcoding,
altamente discriminante a nivel subgenérico de Gongora; por el contrario, el marcador molecular
rpoC1 no permitio discriminar especies del género. El analisis biogeografico muestra que en el
Ecuador las provincias orientales de Morona Santiago y Zamora Chinchipe presentan la mayor

diversidad de especies.

Palabras claves: Orchidaceae, Gongora, filogenia molecular, matK, rpoC1.



Abstract
The genus Gongora is a member of the Orchidaceae family and consists of about 60 to 70
described species, distributed from Mexico throughout Central America to Bolivia and Brazil
(South America). Around 20 species of Gongora have been described in Ecuador at lowland
neotropical rainforests of andes, amazon and litoral regions. Previous studies on molecular
phylogenetic, support the division of Gongora into 3 subgenus and 7 sections as proposed by
Jenny (1993). However, this molecular data do not resolve evolutionary relations of the genus,
neither its classification at section level. For the present study, 51 vegetal samples were collected
and chloroplastic regions matK and rpoC1 were amplified by conventional PCR technique and
phylogenetic trees were obtained by using Maximun Likehood estimation and Tamura Nei model.
The phylogenetic tree obtained is conform by 5 groups and 1 out-group and also revels matK as
potential ADN Barcoding region to discriminate subgenus in Gongora. On the contrary, rpocl
can not discriminate species of the genus Gongora. According to biogeographical analysis,
Ecuador’s provinces Morona Santiago and Zamora Chinchipe presents the highest biodiversity

area of species from this genus.

Key words: Orchidaceae, Gongora, molecular phylogenetic, matK, rpoC1



Introduccion
La familia Orchidaceae conforma uno de los grupos de plantas mas diverso y abundante del
planeta con alrededor de 28000 especies y 880 géneros distribuidos alrededor del mundo, siendo
el habitat de mayor distribucion las regiones tropicales (Novoa, Espejo, Cisternas, Rubio, &
Dominguez, 2006; Christenhusz & Byng, 2016). El Ecuador ha sido considerado como el “Pais
de las Orquideas™ debido a la gran cantidad de representantes que se distribuyen a lo largo de
todo el territorio; es asi, que una de cada cinco especies de orquideas del mundo se encuentran en
el pais sumando alrededor de 4300 especies conocidas, a esta lista frecuentemente se suman
nuevos descubrimientos (Montalvo & Vargas, 2019).
El género Gongora agrupa a alrededor de 60 a 70 especies descritas que se distribuyen
ampliamente desde México hacia Centroamérica y en América del Sur hasta Bolivia; también, se
encuentran algunos ejemplares en Trinidad y Tobago (Jenny, 1993; Pridgeon, Cribb & Chase,
2009); ademas, en el Ecuador se encuentran descritas aproximadamente 20 especies que se
distribuyen en los bosques andinos bajos, amazonicos y litorales.
El Ecuador es un pais megadiverso con graves problemas de pérdida de habitat que influyen en la
disminucion de la variedad genética de especies tanto de flora como fauna; son varios los factores
gue amenazan la conservacion de las orquideas, algunos de estos constituyen propiamente
factores bioldgicos intrinsecos, pérdida del habitat, transformacion de ecosistemas, deforestacion,
entre otros (Endara, Ledn-Yanez, & Norris, 2008).
Adicionalmente, la falta de inventarios reales de biodiversidad, la carencia de estudios de
filogenia molecular, genética de poblaciones, estudios de ecofisiologia y dindmica de las
poblaciones, sugieren que probablemente algunas especies del género Gongora hayan
desaparecido sin antes ser descubiertas 0 a su vez que existen nuevas especies que no han sido

descritas. La informacion concerniente al estado del género Gongora en el Ecuador; en cuanto, a
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sus relaciones evolutivas, diversificacion, endemismo, taxonomia, son determinantes en el
establecimiento de programas de conservacion que aseguren la permanencia y supervivencia de
las especies en su hébitat (Fernandez-Fernandez et al., 2018).

El Ecuador cuenta con aproximadamente un tercio de la totalidad de las especies del género de
las cuales segin Jgrgensen y Ledn-Yanez (1999), 6 especies son endémicas y han sido
catalogadas en el “Libro rojo de las plantas endémicas del Ecuador” bajo diferentes grados de
amenaza: Gongora gracilis, Gongora pardina y Gongora superflua (casi amenazadas), Gongora
grossa, Gongora ilense y Gongora napoensis (vulnerables) (Endara et al., 2008).

A pesar de lo anterior, no existe informacién en cuanto a la filogenia molecular del género; la
primera taxonomia oficial del género fue realizada por Jenny (1993), basandose en caracteristicas
sistematicas y morfologicas, asi clasifico a Gongora en 3 subgéneros y 7 secciones. Los estudios
moleculares al respecto son escasos, algunos de ellos clarifican aunque no es su totalidad las
relaciones filogenéticas del género; sin embargo, estos estudios no se han realizado en funcién
del Gongora como tal, sino mas bien constituyen analisis filogenéticos de la tribu Stanhopeinae;
por lo que, se han incluido pocos ejemplares del género que no permiten resolver las relaciones a
nivel subgenérico de Gongora (Whitten et al., 2000; Pridgeon, Cribb, et al., 2009; Whitten et al.,
2014).

Actualmente, las técnicas moleculares que permiten el estudio de la variacién de las regiones de
ADN, han logrado proporcionar una gran cantidad de informacion que constituye la base para los
estudios de filogenia, evolucion, diversificacion, identificacion de especies, diferenciacion de
especies cripticas, entre otras (Rivas & Salazar, 2017). EI ADN Barcoding constituye una
herramienta que permite reducir la ambigledad en cuanto a la informacion existente acerca del
estado de conservacion de las especies y los ecosistemas; ademas, que permite dilucidar

problemas de filogenia y filogeografia de las especies, informacion crucial en la formulacion de
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planes de manejo y conservacion de la biodiversidad (Altamirano-Benavides & Yanez, 2016); no
obstante, estos analisis deben ser complementados con estudios de morfologia, sistematica,
ecologia, entre otros que permitan comprender la compleja dinamica de los ecosistemas.

Es asi, que la presente investigacion tiene como objetivos determinar la filogenia molecular del
género Gongora Orchidaceae, de las especies registradas en el Ecuador complementado con un

estudio biogeografico.



Capitulo 1

1. Marco Conceptual

1.1. Familia Orchidaceae

La palabra “orquidea’ proviene del latin “orchis” que significa testiculos, como referencia a los
pseudobulbos que presentan ciertas especies; ademas, estas estructuras son considerados como
tallos fotosintéticos, que permiten el almacenamiento de agua y nutrientes (Castellanos-Castro &
Torres-Morales, 2018).

La familia Orchidaceae conforma uno de los grupos de plantas mas diverso y abundante del
planeta con alrededor de 28000 especies y 880 géneros distribuidos alrededor del mundo,
concentrandose la mayoria en regiones tropicales y con excepcién en los polos y desiertos
(Novoa, Espejo, Cisternas, Rubio, & Dominguez, 2006; Christenhusz & Byng, 2016). Una de
cada cinco especies de orquideas se encuentran en el Ecuador, existiendo mas de 4300 especies
de orquideas conocidas aproximadamente y cada dia se encuentran nuevos hallazgos en este
campo (Morales, 2005; Montalvo & Vargas, 2019). En cuanto a la poblacion de orquideas
nacionales se refiere: el 42 % corresponden a especies endémicas (1710 especies) y el 58 %
(1455 especies) presentan algun tipo de amenaza; de las cuales el 87 % son vulnerables (Endara
et al., 2008). El Ecuador constituye un habitat ideal para las orquideas; es por esto, que
aproximadamente un tercio de las plantas ecuatorianas endémicas son orquideas (Leon et al.,
2011). Ademas, debido a la presencia de numerosas y variadas especies de esta familia en el
territorio ecuatoriano, el Ecuador ha sido declarado como el “Pais de las Orquideas” (Ministerio

de Turismo, 2013).



1.2. Importancia de las orquideas
Las orquideas juegan un papel ecologico importante en la dinamica de los bosques tropicales,
regulando el ciclo de los nutrientes y por lo tanto, la productividad primaria de los ecosistemas;
asi mismo, constituyen micro habitats de diferentes organismos, promoviendo de esta manera la
biodiversidad en distintos grados (Pantaledn, 2011). Considerando que las orquideas son especies
vegetales cuyos habitats constituyen ambientes especificos, éstas pueden ser utilizadas como
bioindicadores de presencia o abundancia de otras especies (Newmark, 2002).
En términos econdmicos, las orquideas brindan oportunidades de desarrollo en las comunidades,
a través de actividades turisticas con fines recreativos; asi también, sus metabolitos secundarios
constituyen la materia prima para la elaboracion de productos terminados en diferentes tipos de
industrias (Grajales-Conesa, Meléndez-Ramirez, & Cruz-L6pez, 2011)
El Ecuador a pesar de ser considerado como un pais megadiverso cuenta con graves problemas
ambientales que amenazan a su flora y fauna, algunos de los factores mas importantes que ponen
en riesgo la conservacion de las orquideas son factores biologicos intrinsecos y la pérdida del
habitat; lo anterior, sumado a factores antropogénicos representan un riesgo eminente para la
conservacion de orquideas (Marin & Céspedes, 2007). En este sentido, es necesario el disefio de
estrategias de conservacion tanto ex situ como in situ; la conservacion in situ Unicamente se vera
asegurada si se promueve la permanencia de habitats en las regiones criticas, mientras que la ex
situ, debe ser fomentada mediante el aprovechamiento racional de las especies (Fernandez-
Fernéndez et al., 2018).
Todo esto, Unicamente es posible siempre y cuando se disponga de datos que respalden la
necesidad de la conservacion de la biodiversidad en el pais y su importante rol en la ecofisiologia
del entorno; por lo tanto, también es indispensable la implementacion de politicas publicas que

permitan y aseguren la conservacion, proteccion, aprovechamiento racional y permanencia de la
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biodiversidad a través de la regulacion del manejo de pastizales, la tala indiscriminada de
especies maderables, el trafico de especies y otros factores desencadenantes de la fragmentacion

de habitats (Fernandez-Fernandez et al., 2018).

1.3. Género Gongora

Este género fue dedicado por Hipolito Ruiz y José Antonio Pavon al llustrisimo Sefior Antonio
Caballero y Gongora bajo cuyo virreinato se organizé una expedicion botanica; misma que,
conllevo a un gran descubrimiento y avance en la Botanica (Hermano Daniel, 1959; Fernandez-
Fernandez et al., 2018).

El género Gongora contiene alrededor de 60 a 70 especies ampliamente distribuidas en los
bosques himedos neotropicales de tierras bajas de Centroamérica y América del Sur; en ésta
ultima, se distribuyen en las laderas de los Andes desde Colombia hasta Ecuador y en las laderas
orientales hasta el sur de Per( y Bolivia, existen también algunos ejemplares en Trinidad y
Tobago (Jenny, 1993). En el Ecuador, existen aproximadamente 20 especies descritas,
distribuidas en los bosques andinos bajos, bosques amazdnicos y litorales (Ecuagenera, n.d.); de
las cuales, Segun, Ledn y otros, (2011) en el “Libro rojo de las plantas endémicas del Ecuador”
se ha catalogado a 6 especies bajo diferentes grados de amenaza: Gongora gracilis, Gongora
pardina; Gongora superflua (casi amenazadas), Gongora grossa, Gongora ilense y Gongora

napoensis (vulnerables).

1.3.1. Clasificacion taxonomica
El término taxonomia proviene de las palabras griegas: “taxis” que significa ordenacion y
“nomos” que significa ley; por lo tanto, es la ciencia que permite ordenar por grupos a los seres

vivos (Alvarado, 1990). Los principios basicos de la taxonomia, indican que los grupos
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constituyen un sistema jerarquico que van desde un grupo basico hasta la unidad del sistema
taxondmico; entendiéndose asi, como grupo macro a las familias, que a su vez son el conjunto de
géneros y este resulta ser el conjunto de especies; ademas, cuando las necesidades de la
clasificacion lo requieran, se pueden formar grupos mas complejos como: superclase, subclase,
subfilo, etc. (Alvarado, 1990).

La taxonomia del género Gongora no es del todo clara al igual que los taxones dentro del
mismo; esto se debe a la variacion intraespecifica y también, a la variacion de caracteres
morfologicos de las especies, lo que ha llevado a la errénea identificacion de varias especies
(Hetherington & Ramirez, 2015). La complejidad en la clasificacion del género se remonta a lo
acontecido en la Real Expedicion Botanica llevada a cabo en ultima parte del siglo XVIII,
expedicion comandada por los botanicos Ruiz y Pavon que significo el descubrimiento de varios
géneros de especies vegetales, durante la expedicion por América del Sur, Ruiz y Pavén
colectaron lo que seria el espécimen tipo del género Gongora; es decir, la especie G.
quinguenervis Ruiz y Pavon; sin embargo, se presentaron complicaciones en el traslado del
herbario de la especie tipo, por lo que la descripcidn de la especie no fue precisa, esto se tradujo
en varios intentos erroneos al describir la morfologia floral exacta de G. quinquenervis
(Hetherington & Ramirez, 2015).

Sin embargo, la primera clasificacién del género fue propuesta por Jenny (1993), que realiz6 un
sistema de clasificacion y revision a nivel de género basado en morfoldgicos y sistematicos, asi
reconocio a 3 subgeéneros: Gongora subg. Gongora (Pfitzer) Jenny, Gongora subg. Acropera
(Pfitzer) Jenny y Gongora subg. Portentosa Jenny; ademas dividié al subgénero Gongora en 4
secciones: seccion Gongora, seccion Gratulabunda, seccion Grossa y seccion Truncata (Véase

iError! No se encuentra el origen de la referencia.)



Si bien es cierto, la taxonomia clasica utilizada durante varios afios ha logrado agrupar a las
especies en varios generos, ésta solo ha considerado en su mayoria caracteristicas morfologicas y
sistematicas de los individuos, y el género Gongora no es la excepcion; por lo que, surge la
necesidad de contar con datos exactos en cuanto a la identificacion de las especies, asi la
identificacion molecular permite una correcta agrupacion de los individuos dentro de sus
correspondientes jerarquias taxondmicas (Azofeifa-Delgado, 2006).

En la actualidad, el desarrollo de técnicas moleculares respecto a la identificacion de especies ha
constituido una herramienta de gran valor para los investigadores con el objetivo de esclarecer la
taxonomia de las especies en estudio; los recientes analisis filogenéticos de la tribu Stanhopeinae
empleando datos moleculares del ADN cloroplastico y ribosomal apoyan la division de Gongora
en los géneros propuestos por Jenny (1993), y revelan al subgénero Portentosa como hermano
del subgénero Gongora y a su vez del subgénero Acropera, asi mismo dividen al subgénero
Gongora en cuatro secciones: Gongora, Grossa, Gratulabunda y Truncata (Pridgeon, Crbb, &
Chase, 2009; Whitten, Neubig, & Williams, 2014; Hetherington-Rauth & Ramirez, 2016).

Sin embargo, es importante destacar que la mayoria de estos analisis se realizaron enfatizando las
relaciones genéricas de Stanhopeinae e incluyeron taxones muestreados de toda la tribu
Cymbidieae y Unicamente 9 accesiones a nivel de especie de Gongora; por lo tanto, estos analisis
no tenian la intencién de resolver las relaciones a nivel de especie y secciones del género de
estudio (Whitten, Williams & Chase, 2000).

Es asi, como las relaciones evolutivas y monofiléticas del género Gongora no se encuentran del
todo claras, esto es debido a que comunmente las regiones génicas utilizadas para estudiar la
inferencia filogenética no han exhibido suficiente polimorfismo como para clarificar problemas

taxonémicos (Whitten, Neubig & Williams, 2014).



Finalmente, es importante destacar que los estudios moleculares se deben complementar con
informacidn no solo de tipo morfoldgica sino también ecoldgica; en el caso del género Gongora,
éste se caracteriza por sus peculiaridades en cuanto a los aromas florales; mismos que, exhiben
asociaciones altamente especializadas con sus polinizadores las abejas macho del género
Euglossa (Whitten, 1985). La especificidad de los polinizadores juega un papel significativo en la
regulacion del flujo genético entre las poblaciones, en el mantenimiento de las barreras de
aislamiento reproductivo y en la minimizacion del desperdicio del polen (Hetherington &
Ramirez, 2015). Sin embargo, son escasos los estudios en cuanto al sindrome de polinizacién del
género Gongora; Gerlach (2019) en su conferencia “De toboganes y subibajas: algo sobre la
biologia de la polinizacion en el género Gongora” presentada en la VI Conferencia Cientifica de
Orquideas Andinas llevado a cabo en Medellin-Colombia, resaltd que en otros géneros de
orquideas el mecanismo de polinizacion suele ser uniforme; sin embargo, en Gongora al parecer
existen al menos 5 mecanismos diferentes que no necesariamente se restringen a los Grdenes

taxondémicos del género.



Filogenia molecular de Stanhopeinae segun los marcadores moleculares nr DNA
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Figura 1. Filogenia molecular de Stanhopeinae segln los marcadores moleculares nr DNA
ITS/matK/ycfl. Se muestra a Coeliopsidinae como grupo externo.

Fuente: (Pridgeon et al., 2009)
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Clasificacion taxondmica del género Gongora segun el tipo de polinizador.
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Figura 2: Relacion filogenética de orquideas Stanhopeinae polinizadas por abejas macho Euglossa, los
datos moleculares respaldan las relaciones evolutivas entre los subgéneros de Gongora.

Fuente: (Hetherington & Ramirez, 2015)
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Clasificacion taxondémica del género Gongora

Subgenus
Portentosa

Section Acropera

Subgenus
Acropera

G. galeata Lindley

Section Armeniaca

Section Cassidea

G. cassidea Rchb.i.

i G. aceras Dressler

G. aromatica Rchb.f,

G. chocoensis Jenny

G. clavidora Dressler

G. cruciformis Whitten & D.E.Benn
G. fulva Lindley

G. gracilis Jenny

G. ilense Whitten & Jenny
G. leucochila Lemaire
Section Gongora G. aff. odoratissma Lemaire
G. pleiochroma Rchb.{.

G. powellii Schiechter

G. aff. quinquenervis Ruiz & Pavon
G. rufescens Jenny

G. sp. (Brazil)

Subgenus G. sp. Chemotype A
Gangora G. sp. Chemotype M

G. sp. Chemotype S

G. superflua Rchb.f.

G. tricolor [Lindley] Rchb.f.
G. aff. unicolor Schlechter

Section Gratulabunda

Section Grossa
G. grossa Rchb f.
. G. scaphephorus Rchb.f. & Warsc.
Section Truncata G. sphaerica Jenny

G. tracyana Rolfe
G. truncata Lindley

Figura 3. Clasificacion taxonémica del género Gongora segun estudios moleculares.

Fuente: (Hetherington-Rauth & Ramirez, 2016)
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1.3.2. Descripcién botanica y morfoldgica

Las orquideas del género Gongora son plantas epifitas perennes con crecimiento simpodial y
presentan pseudobulbos ovoides (Hetherington & Ramirez, 2015). Sus 2 Unicas hojas alternas
nacen del apice de cada pseudobulbo, éstas son de tipo coriaceas con venas pronunciadas y
pueden alcanzar hasta 30 cm de longitud (Jenny, 1993).

Ademas, estas especies producen inflorescencias colgantes con aproximadamente de 10 a 20
flores e incluso algunas presentan hasta 50 flores que se abren simultaneamente, suelen florecer
entre 3 a 7 dias antes de marchitarse y durante este tiempo emiten un aroma floral fuerte
especialmente en las mafanas; las flores individuales estan compuestas por 2 sépalos laterales, 1
sépalo inferior, 2 pétalos pequefios, 1 pétalo altamente modificado llamado labelo y la columna

que presenta las estructuras reproductivas de ambos sexos (Hetherington & Ramirez, 2015).

Subgénero Portentosa: este subgénero es el Unico que presenta inflorescencias resupinadas sus
pétalos son mucho mas amplios que otros subgéneros; ademas, posee un pedicelo arrodillado, los
sépalos casi tan anchos cono largos adheridos al pie de columna; los apices son rectangulares,
labelo sin gancho basal y tripartito: hipocotilo se encuentra dividido longitudinalmente, también
es grueso Yy sin cuernos laterales; mesocétilo con I6bulos laterales dolabriformes con un callo
rectangular laminado y cerca del apice; epicétilo con cerdas curvas y carnosas, columna curvada

con alas triangulares (Pridgeon et al., 2009).

Subgénero Acropera: las inflorescencias presentan ejes fractiflex, pedicelos generalmente
arqueados y flores no resupinadas; sus sépalos son casi tan anchos como largos, los sepalos
dorsales son concavos y cubren la columna, estos suele ser agudos u obtusos y abruptamente

apiculados; presenta un labelo bipartito con una garra basal liguada, el hipocétilo es visiblemente
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lobulado sin cuernos y cerdas, presenta un epicotilo alargado, lanceolado-acuminado dividido en
el apice y columnas curvadas, comprimidas dorsalmente y alas triangulares (Pridgeon et al.,

2009)

Subgénero Gongora: las inflorescencias de este subgénero presentan flores no resupinadas con
eje recto, pedicelos curvos; ademas, los sépalos se adhieren a un pie de columna prominente y
son casi el doble de largos que la columna; pétalos adnatos a la columna, triangulares o
sigmoideos con cerdas en los vértices; labelo tripartito, sin garra y adnato al pie de la columna,
hipdquilo con o sin cuernos laterales, carnoso y con una divisién mediana, meséquilo con lébulos
laterales dolabriformes con dos cerdas que apuntan hacia abajo, apices acuminados y un callo
interior laminado y rectangular, borde basal apiculado, a menudo con una joroba dorsal; epicotilo
triangular y acuminado; columna curvada, aplanada ventralmente, mas grueso en el apice, con

alas en forma de diente (Pridgeon et al., 2009).

A continuacion, se muestra las diferentes morfologias que presenta el género Gongora:
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llustracion morfologica del género Gongora

-~ pedicel

labellum

B hypochile  mesochike epichile

"

pollinarium

SUpe —— §

viscihum ———

Figura 4. Morfologia del género Gongora.

A. Gongora galeata subgénero Acropera. B. Seccion Gongora Subgénero Gongora. C. Gongora

tracyana subgénero Gongora. D. Organos reproductores. E. inflorescencia del género. F. Forma

vegetativa del género Gongora.

Fuente: (Hetherington & Ramirez, 2015)
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1.4. Marcadores moleculares en orquideas

Se denomina marcador molecular a cualquier molécula de proteina, ADN o ARN de tamafio o
peso molecular conocido, que permita caracterizar e identificar distintos organismos (Azofeifa-
Delgado, 2006). Teniendo en cuenta, que estos marcadores moleculares son considerados como
un punto de referencia en el genoma, pueden constituir un fragmento de ADN caracterizado por
su alto grado de polimorfismo; de tal manera, que permite distinguir entre diferentes grupos
taxondmicos hasta nivel de especie o subespecie, poblaciones, familias o individuos (Rios,
Mejia-Ruiz, & Alvarez-Castafieda, 2009).

Para la identificacibn molecular de especies vegetales se han propuesto varios marcadores
moleculares como los espaciadores atp-F-atp-H, psbk-psbl, trnH-psbA y los genes matK, rbcL,
rpob, rpoC1 (Castellanos-Castro & Torres-Morales, 2018).

Son varios los estudios en los cuales a partir de la combinacién de varias regiones cloroplasticas
se ha logrado realizar inferencias filogenéticas; Whitten y otros vegetales con flores. (2014)
emplearon las regiones cloroplasticas combinadas matK/ycfl para el estudio de las relaciones
filogenéticas de 289 taxones de la subtribu Cymbidieae (Orchidaceae), obteniendo arboles
altamente confiables y congruentes con estudios moleculares previos. Estas regiones
cloroplasticas en comparacion con otras regiones intergénicas; tales como: trnL-F, atpb-rbcL, se
alinean con un porcentaje de confianza mucho mas alto a través de los grupos taxondémicos

grandes como lo constituyen las tribus (Parveen, Singh, Malik, Raghuvanshi, & Babbar, 2017).

1.4.1. Region matK
El gen cloroplastico matK es ampliamente utilizado en especies vegetales gracias a su alta
variabilidad, este presenta un tamarfio de 1500 pb; ademas, estd ubicado en el intron trnK, los dos

exones de este gen que flanquean al gen matK (Véase Figura 5) (Selvaraj, Sarma, &
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Sathishkumar, 2008). La regién 3" es relativamente conservada y la region 5 menor a la anterior;
lo cual, significa que este es lo suficientemente polimorfico para resolver relaciones filogenéticas
a niveles profundos; asi también, es relevante mencionar que matK posee altas tasas de

sustitucion (Barthet & Hilu, 2007).

Region matK
173 306 158 85 A2 108 1223 10%14m . reyerse
S o S S S S S i < primers
5 trnK 3 trnK
intron 1 intron 2
rpsi 6<| matK —I» psbA
37 713 1529 285 35
bwed = ~» -~ -» i e S S S S
! 20 M 10 140 s 748 100w 1B 1

PAMCES

Figura 5. Estructura de la region matK (maturase K).

Fuente: (Carrién, 2009)

1.4.2. Region rpoC1l
El gen rpoC1l cuenta con un tamafio molecular entre 550 a 750 pb y ademas, se encuentra
rodeado de regiones flanqueantes de porciones de genes rpoB y rpoC2 (Véase Figura 6); la
utilidad y efectividad de este marcador molecular ha sido corroborada en diferentes
investigaciones (Downie, Katz-Downie, Rogers, Zujewski, & Small, 1998; Vindas-Rodriguez,

Rojas Jiménez, & Tamayo-Castillo, 2011)
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Figura 6. Organizacion estructural del gen rpoC1 y sus regiones flanqueantes.

Fuente: (Downie et al., 1998)

1.5. Filogenia

El término filogenia se define como el origen, formacion y desarrollo evolutivo de una especie
bioldgica, y se caracteriza por establecer relaciones evolutivas entre grupos de organismos y sus
vinculos durante este proceso (Cerna & Mifio, 2018). Los arboles filogenéticos pueden ser
realizados bajo diferentes criterios y métodos; ademds, para su construccion se emplean
diferentes programas bioinformaticos, que entre sus multiples funciones permite estimar tiempos
de divergencia, estimar tasas evolutivas, entre otros (Benitez, 2004; Mifio, 2018).

En cuanto a los métodos de inferencia filogenética se refiere, entre los mas empleados se
encuentra el de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood), este constituye un modelo de
reconstruccion filogenética a partir de procesos evolutivos explicitos y realistas considerando
principalmente las caracteristicas genéticas de los caracteres; asi se considera un verdadero ajuste
entre las probabilidades de mutacidon en la secuencia del ADN (proceso evolutivo), las secuencias

de ADN propiamente dichas y cada uno de los posibles arboles filogenéticos; de tal manera que,
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el arbol final que posiblemente constituiria el arbol original, es aquel que presenta el valor de
likelihood mas alto (Eguiarte, Souza & Nufiez-Farfan, 1997).

En cuanto a los modelos de evolucion, el modelo Tamura-Nei considera las diferencias entre las
transiciones y transversiones entre los nucleétidos; mientras que, el modelo Jukes-Cantor asume
igual probabilidad de cambio en la frecuencia de las 4 bases nucleotidicas; por lo tanto, no se
corrige la transicion o transversion de nucledtidos y se asume una igualdad en la tasa de

sustitucion entre todos los sitios (Kumar, Stecher & Tamura, 2016).
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Capitulo 11

2. Materiales y métodos

2.1. Recoleccion y preparacion de muestras

La recoleccion del material vegetal de las especies del género Gongora, se realizo entre los meses
de diciembre del 2018 hasta mayo del 2019 en distintas provincias del Ecuador; tal como, se
detalla a continuacién: en la provincia de Carchi: Chical; en Imbabura: Lita (Invernadero “El
Santuario”); en la provincia de Pichincha: Quito (Coleccion privada de Alexander Hirtz), San
Miguel de los Bancos (Coleccion privada de Dario Guisal) y Mindo (Jardin de Orquideas de
Hugolino Ofiate); en Napo: (Orquideario “Ruth’s Garden”); en Pastaza (Orquideario “Iwiakma” y
Jardin Botanico “Las Orquideas” de Omar Tello) y finalmente, en la provincia de Zamora
Chinchipe: El Pangui (Invernaderos de Ecuagenera y Coleccion privada de Marco Jiménez).

Las especies de las cuales se recolectd el tejido foliar fueron previamente identificadas
morfolégicamente y registradas en el libro de campo de Marco Cerna N° 11 que va desde el
individuo 3869 al 4402; durante la recoleccion se verifico que las muestras no presentaran dafios
mecanicos y se encuentren libres de enfermedades, de acuerdo a la metodologia descrita por
Agrocalidad (2015).

A continuacién, con un bisturi estéril, se realizd un corte del tejido foliar; mismo que, fue
almacenado en bolsas de papel Kraft junto con silica gel; para su analisis, las muestras fueron
transportadas en un recipiente termico acondicionado a 4 °C con gel frio hacia el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Politécnica Salesiana y fueron almacenadas en un

congelador TEMPLOW Selecta a -20 °C (Cascante, 2008).
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2.2. Estudio molecular

2.2.1. Extraccion de ADN
El estudio molecular se llevé a cabo durante el periodo de enero del 2019 y enero del 2020.
Debido a que las hojas del género Gongora poseen una elevada cantidad de polifenoles y
polisacaridos (Hetherington & Ramirez, 2015) se probaron dos protocolos de extraccion de
ADN: Doyle y Doyle modificado y protocolo directo de extraccion de ADN.
El protocolo directo de extraccion de ADN se realizé con el Kit Phire Plant Direct PCR Master
Mix, Thermo Scientific, segin las recomendaciones del fabricante; para lo cual, se tomé una
muestra de tejido vegetal de aproximadamente 2 mm de diametro y se colocé en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL Eppendorf; a continuacion, se agregd 20 uL de Dilution Buffer y con
la punta de una micropipeta se maceré presionando el tejido contra las paredes del tubo hasta que
la mezcla se torno de color verde claro; posteriormente, se llevé a la microcentrifuga por 10 seg y
finalmente, se tomé 1 uL de ADN del sobrenadante para la PCR (Thermo Fisher Scientific,
2018).
Para las muestras cuyo ADN no logré ser extraido por kit se realizaron lavados previos segun el
protocolo propuesto por Porebski, Bailey y Baum (1997); para lo cual, se tomé de 20-30 mg de
muestra y se pulveriz6 con nitrégeno liquido; el tejido pulverizado se colocé en tubos de
microcentrifuga de 2 mL Eppendorf y se afiadio 400 uL de buffer de lavado (100 mM HEPES
[IM], 4 % PB-Mercaptoetanol y 0,1 % PVP); se llevo a vortex por 5 min; a continuacion, se
centrifugd a 13000 rpm por 3 min y se elimind el sobrenadante, el proceso anterior se repitio
cinco veces y al concluir el tltimo lavado se afiadio 400 uL de Buffer de Resuspension TE (20
mM TrisHCI pH 8 y 10 mM EDTA pH 8); finalmente, se llevo a vortex por 5 min, se centrifugo

a 130000 rpm por 3 min y se descartd el sobrenadante. Después de los lavados descritos con
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anterioridad, se procedio a realizar un protocolo simple de extraccion de ADN propuesto por
Doyle y Doyle (1987), modificado por Iza (2018) y Montalvo y Vargas (2019): a la muestra se
afiadié 300 uL de Buffer Lisis (100 mM TrisHCI pH 8, 50 mM EDTA pH 8 y 500 mM NaCl) y
se macerd con una vareta hasta obtener una solucién homogénea; a continuacion, se agrego otros
300 L del mismo buffer y se agit6 en el vortex; posteriormente, se adiciond 100 xL de SDS al 10
% y se mezcld por inversion de 5 a 8 veces, la muestra se calentd durante 1 hora a 65 °C en un
termobloque agitando cada media hora, luego se coloco 100 uL de acetato de potasio (5 M), se
mezclé por inversion suave de 5 a 8 veces y se llevo a hielo por 5 min; a continuacion, se
centrifugé durante 5 min a 13000 rpm Yy se trasvasO el sobrenadante a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL Eppendorf al cual se le afiadio 600 xL de fenol-cloroformo (1:1) y se
agito en el vortex, se llevo a centrifuga por 5 min a 13000 rpm, se transfirié el sobrenadante en
volimenes de 100 en 100 xL a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL Eppendorf, se agregd
360 uL de isopropanol frio y se mezcld por inversion de 5 a 8 veces, se almacend a -20 °C
durante toda la noche

A continuacion, se centrifugd a 13000 rpm por 3 min y se descart6 el sobrenadante, el pellet de
ADN obtenido se lavo con 400 uL de etanol frio al 70 %, se dio vortex por 30 seg y se centrifugd
a 13000 rpm por 3 min, se repitio los lavados 3 veces mas, después del Gltimo lavado, se retir6 el
exceso de etanol y se colocd el tubo de microcentrifuga en un termobloque previamente
calentado a 37 °C. Finalmente, una vez evaporado el etanol, se resuspendid el pellet con 30 uL de

Buffer TE [1X] (10 mM TrisHCI pH 8 y 0,5 M EDTA pH 8).

2.2.2. Evaluacion cualitativa de ADN
Se verifico la presencia o ausencia de ADN mediante una electroforesis horizontal, segun el

protocolo descrito por Iza (2018) y modificado por Montalvo y Vargas (2019); para lo cual, se
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prepar6 un gel de agarosa al 1 %, para cuya elaboracion se pesé 0,5 g de agarosa grado biologia
molecular Thermo Scientific y se aford a 50 mL de TBE [1X] (se obtiene a partir del TBE [10X],
preparado con: 27,5 g de acido borico; 2,93 g EDTA y 54 g de tris base, aforado a 500 mL y
ajustado a pH 8); posteriormente, se agregd 5 uL de SYBR® safe DNA Gel Stain, Invitrogen; a
continuacion, se dispensoé el gel en la camara de electroforesis Labnet, en cada pocillo se cargo:
3 uL de ADN y 5 uL de tampon de carga BlueJuice™ Gel Loading Buffer [2X], Invitrogen; se
programo la camara a 80 V por 45 min. Para la estimacién del tamafio y concentracion de las
bandas de ADN, se tom6 como referencia el marcador molecular O’ GeneRuler Express DNA
Ladder 100 a 5 000 bp y 40-100 ng/0,5 ug (Thermo Fisher Scientific, 2018); se cargd 2 uL de
marcador molecular junto con 5 uL de tampdn de carga, se reveld el gel en un fotodocumentador
Bio-imaging systems® y se digitaliz6 la imagen en computadora (Rivas & Salazar, 2017; Fuertes-

Flores, Mallitasig-Quishpe, Cerna-Cevallos, & Gutierrez, 2018).

2.2.3. Amplificacion de ADN
Segun lo sugerido por lza (2018) y Montalvo y Vargas (2019), mediante la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) convencional se amplificaron las regiones cloroplasticas
matK y rpoC1 empleando el kit Phire Direct Plant PCR Master de Thermo Fisher Scientific. La
region matKk se amplific6 con los cebadores matkK 2.1a forward (5-
ATCCATCTGGAAATCTTAGTTC-3") y reverse (5- GTTCTAGCACAAGAAAGTCG-3);
mientras que la region rpoCl con los cebadores rpoCl forward (5 -
GTGGATACACTTCTTGATAATGG-3) y reverse (5 -TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC-
3), la amplificacion se llevo a cabo en un termociclador ProFlex PCR System, Applied

Biosystems-USA (Chase et al., 2007).
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Los componentes de la reaccion tanto para matk como para rpoC1, se muestran a continuacion

en la Tabla 1:

Tabla 1.

Componentes de la reaccion PCR con Phire Plant Direct PCR para region matK y rpoC1

matK rpoC1
Componente
Vol (uL) para 1 muestra | Vol (uL) para 1 muestra
Phire Plant Dlrgct PCR 10 125
Master mix
Primer forward (10 pM) 0,5 0,5
Primer reverse (10 pM) 0,5 0,5
Agua de PCR 8 10
*DMSO - 0,5
ADN 1 1
Volumen total mix 19,5 24
Volumen fllnal de 20 o5
reaccion

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

Al agregar *Dimetil-sulféxido (DMSO) en la reaccion en una concentracion no mayor al 8 % del
total de la mezcla, éste se une a la plantilla de ADN en los residuos de citosina provocando un
cambio en su configuracion, lo que facilita la desnaturalizacion del ADN y por lo tanto, una
reduccion de la Temperatura de Melting; al ser los cebadores ricos en GC, el DMSO facilita la
unién de los éstos a la plantilla molde, mejorando sustancialmente la amplificacion (Lorenz,
2012).

Segun, lo sugerido por Montalvo y Vargas (2019) las condiciones de amplificacion para la region
cloropléstica matK fueron: desnaturalizacién inicial a 98 °C por 5 min; a continuacion, 40 ciclos
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de: desnaturalizacion a 98 °C por 10 seg, alineamiento a 53,5 °C por 10 seg y extensién a 72 °C
por 40 seg y para la extension final 72 °C por 1 min. Mientras que, para la region cloroplastica
rpoC1, segun lo sugerido por Iza (2018), las condiciones fueron: desnaturalizacion inicial a 96 °C
por 5 min, a continuacion 35 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C por 10 seg, alineamiento a 55,5
°C por 30 seg y extensién a 72 °C por 1 min y para la extension final 72 °C por 5 min. Es
importante, destacar que las condiciones de amplificacion tomadas como referencia, fueron
modificadas por las autoras, en funcion del propdsito de la investigacion. La evaluacion del
producto de PCR se realiz6 mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1 %,
procedimiento descrito anteriormente en la seccion 2.2.2; se carg6 0,5 uL de producto de PCRy 1
uL del marcador molecular O” GeneRuler Express DNA Ladder ready-to-use [0,1 pg/ uL] de 100-
5000 bp, como referencia para la estimacion del tamafio de las bandas (Thermo Fisher Scientific,

2018).

2.2.4. Secuenciacion
La secuenciacion se realizd en la empresa Macrogen Inc. ubicada en Seul, Corea del Sur,
siguiendo el método clasico de Sanger automatizado; para este fin se prepard la muestra con 20
ng/uL del producto de PCR diluidos en agua libre de nucleasas y almacenados en tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL Eppendorf segin los requerimientos de la empresa; previo a la

secuenciacion, las muestras fueron purificadas (Macrogen, 2018).

2.2.5. Filogenia
Se evaluo la calidad de las secuencias de las regiones cloroplasticas matK y rpoC1 mediante el
programa FichTV version 1.4.0, se seleccionaron aquellas secuencias que presentaron un

porcentaje de calidad > 80 %; a continuacion, para su revision y edicion se importaron las
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secuencias seleccionadas al programa MEGA 7 y se procedio a eliminar el ruido de fondo; una
vez obtenidas las secuencias limpias y editadas se realizd un alineamiento mdaltiple con el
algoritmo MUSCLE vy se procedi¢ a la construccion de los arboles filogenéticos.

Para la construccion de los arboles filogenéticos para cada region, se empled el método de
estimacion de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) y se evaluaron dos modelos
evolutivos: Tamura-Nei y Jukes-Cantor, para cada uno se empled Bootstraps con 1000 réplicas
(Pefia, 2011; Montalvo y Vargas, 2019; Alban y Toapanta, 2019).

En la construccion del arbol ademéas de ocupar las secuencias de las especies ecuatorianas del
género Gongora, también se emplearon secuencias obtenidas del GenBank de especies
extranjeras del género, con el fin de proporcionar mayor resolucion a los arboles finales y
visualizar de mejor manera la formacién de grupos (Kumar et al., 2016).

Los arboles obtenidos fueron enraizados bajo el criterio del grupo externo, estas secuencias
fueron obtenidas del GenBank, se escogié a Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma como
grupos externos tanto para el arbol matk como el arbol rpoC1 debido a que las dos especies
pertenecen a la tribu Cymbidieae que constituye un taxon externo al grupo de estudio (Pridgeon,
Cribb & Chase, 2009; Batista et al., 2014).

Una vez definidos los arboles filogenéticos, se los evalu6 mediante comparacion entre la
taxonomia tradicional descrita por Jenny (1993) en su obra “Monograph of the Genus Gongora”;
y asi mismo, una comparacion entre algunos estudios de filogenia molecular realizados. Las
coordenadas geograficas correspondientes a cada especie se encuentran al final del documento

(Vease Anexo 2).
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Capitulo 111

3. Resultados y discusion

3.1. Recoleccion y preparacion de muestras

La recoleccion de muestras de tejido foliar de las especies del género Gongora se realiz6 en
distintas provincias del Ecuador; como se muestra a continuacion: en la provincia de Carchi:
Chical; en Imbabura: Lita (Invernadero “El Santuario”); en la provincia de Pichincha: Quito
(Coleccidn privada de Alexander Hirtz), San Miguel de los Bancos (Coleccion privada de Dario
Guisal) y Mindo (Jardin de Orquideas de Hugolino Ofiate); en Napo: (Orquideario “Ruth’s
Garden”); en Pastaza (Orquideario “Iwiakma” y Jardin Botanico “Las Orquideas” de Omar Tello)
y finalmente, en la provincia de Zamora Chinchipe: El Pangui (Invernaderos de Ecuagenera y

Coleccidn privada de Marco Jiménez), obteniéndose un total de 51 muestras, pertenecientes a

alrededor de 20 especies del género de estudio (Véase Anexo 2 y Anexo 3)

Tabla 2.

Lista de las especies muestreadas del género Gongora con su respectiva georreferenciacion.

N. Especie Cddigo | Latitud Longitud Lugar de
muestra recoleccion
Gonaora aff Invernadero Alex
1 g | 4128 |-0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
grossa ‘e
Pichincha
Gonaora aff Invernadero Alex
2 goraatt. 4130 | -0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
hirtzii o
Pichincha
Gonaora aff Invernadero Alex
3 goraatl. | 4131 |-0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
hirtzii .
Pichincha
Gonaora aff Invernadero Alex
4 goraatl. | 4134 |-0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
bufonia o
Pichincha
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Invernadero Alex

5 Gongoraaff. | 108 | 177036 | - 78492133 |  Hirtz — Quito,
grossa ‘e
Pichincha
Gondora aff Invernadero Alex
6 gora at. 4139 | -0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
sphaerica S
Pichincha
Gonaora aff Invernadero Alex
7 9ora 8l | 4144 | -0,177036 | -78,492133 | Hirtz - Quito,
latisepala S
Pichincha
Gondora aff Invernadero Alex
8 9 ' 4145 | -0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
latisepala S
Pichincha
Gonaora aff Invernadero Alex
9 g | 4146 | -0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
atroporpurea o
Pichincha
Gonaora aff Invernadero Alex
10 Joradil- | 4147 |-0,177036 | - 78,492133 | Hirtz - Quito,
hirtzii S
Pichincha
Gonaora aff Invernadero Alex
11 >ong ' 4148 | -0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
ionodesme S
Pichincha
su i?ﬁggrget' Invernadero Alex
12 P o 4149 | -0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
Mogrovejo y .
- Pichincha
Proano
blﬁg:igoggt_ Invernadero Alex
13 L 4150 |-0,177036 | - 78,492133 Hirtz — Quito,
Mogrovejo y .
~ Pichincha
Proano
14 | Gongoraafl: 165 | 0023957 | - 78895075 | San Miguel de los
hirtzii (nueva) Bancos, Pichincha
15 Gongora | 4167 | 0023957 | - 78,895075 | San Miguel de los
leucochila Bancos, Pichincha
Gonaora aff Jardin de Orquideas
16 gora aft. 4189 | -0,055073 | -78,77645 | de Hugolino Ofate —
hirtzii . "
Mindo, Pichincha
17 congora | 4509 | -1,082154 | - 77,925713 |  Ruth’s Garden -
flaveola Napo
Gonaora Ecuagenera — El
18 g 4241 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
grossa 'y £
Chinchipe
Gonadora Ecuagenera — El
19 g 4242 | - 3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
pardina L
Chinchipe
20 Gongora | 1543 | . 3634700 | - 78,503506 | Ccuagenera—El
pleiochroma Pangui, Zamora
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Chinchipe

Ecuagenera — El

21 Gongora fulva | 4244 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
Chinchipe

Gonaora Ecuagenera — El

22 g 4245 | -3,634700 | - 78,593596 |  Pangui, Zamora
rufescens Chinchipe

Gondora Ecuagenera — El

23 g 4247 | - 3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
atropurpurea Chinchipe

Gonaora Ecuagenera — El

24 ong 4248 | -3,634700 | - 78,593596 |  Pangui, Zamora
latisepala Chinchipe

Gonaora Ecuagenera — El

25 cassig dea 4286 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
Chinchipe

Gonaora Ecuagenera — El

26 bufognia 4287 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
Chinchipe

Gondora Ecuagenera — El

27 o 4295 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
sanderiana Chinchipe

Gonaora aff Ecuagenera — El

28 rgcilis 4298 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
g Chinchipe

Gonaora Ecuagenera — El

29 g 4300 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
superflua Chinchipe

Gonaora Ecuagenera — El

30 songora. 4314 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora
quinquenervis Chinchipe

Gonadora Ecuagenera — El

31 ong 4320 | -3,634700 | - 78,593596 Pangui, Zamora

ilense L

Chinchipe

Gonaora aff Orquideario “El

32 g 4332 | 0,771852 | - 78,372645 | Santuario” — Lita,
atropurpurea Imbabura

Gondora aff Orquideario “El

33 g 4335 | 0,771852 | -78,372645 | Santuario” - Lita,
atropurpurea Imbabura

Gondora aff Orquideario “El

34 g 4336 | 0,771852 | -78,372645 | Santuario” - Lita,
atropurpurea Imbabura

35 Gongoraaff | yaq0y | 771850 | - 78372645 | Orduideario “El

atropurpurea

Santuario” — Lita,
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Imbabura

“(2 r?:(ggg? Orquideario “El
36 .' 4338 0,771852 | - 78,372645 Santuario” — Lita,
Mogrovejo y Imbabura
Proafo
Gonaora aff Orquideario “El
37 fSIva ' 4339 0,771852 | - 78,372645 Santuario” — Lita,
' Imbabura
Gondora aff Orquideario “El
38 | 4340 | 0771852 | -78,372645 | Santwario” - Lita,
g Imbabura
Gonaora aff Orquideario “El
39 g | 4341 0,771852 | - 78,372645 Santuario” — Lita,
atroporpurea Imbabura
Orquideario “El
g0 | Condoraall. | yayq | 0771852 | - 78372645 | Santuario” - Lita
atroporpurea Imbabura
S)Zgg%ﬁ. Orquideario “El
41 g T 4353 0,771852 | - 78,372645 Santuario” — Lita,
Mogrovejo y Imbabura
Proafio
Gonaora aff Orquideario “El
42 gora atf. 4355 0,771852 | - 78,372645 Santuario” — Lita,
sphaerica Imbabura
Gonaora aff Orquideario “El
43 gora atf. 4359 0,771852 | - 78,372645 Santuario” — Llita,
sphaerica Imbabura
44 | CGongoraafh. |59 | 4011727 | -78,242612 |  Chical, Carchi
bufonia
g5 | Gongoraaft | yazy | 4011727 | - 78242612 | Chical, Carchi
gracilis
46 Gor}ﬁf\:: afft- | 4375 | 1011727 | -78242612 |  Chical, Carchi
Gongora
quinquenervis
47 det: 4376 1,011727 | - 78,242612 Chical, Carchi
Mogrovejo y
Proafo
Orquideario “La
48 condora | 4387 | -4,054939 | - 78,933644 | Faphinia”de Marco
gracilis Jiménez — Zamora,
Zamora Chinchipe
Gonaora Orquideario “La
49 g 4399 | -4,054939 | - 78,933644 | Paphinia” de Marco
scaphephorus

Jiménez — Zamora,
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Zamora Chinchipe

Orquideario “La

50 Gongora | 400 | - 4,054939 | - 78,933644 | ©ophinia” de Marco
ecornuta Jiménez — Zamora,
Zamora Chinchipe
51 condora 1455 | -4,133333 | - 78,966667 | ~AmOra: zamora
ionodesme Chinchipe

Nota: Se ubican 9 puntos de recoleccion de especies del género Gongora registradas en el Ecuador, codigo de

coleccion del libro de campo N° 11 de Marco Cerna que va desde el individuo 3869 al 4402.

Elaborado por: (Las autoras, 2020).

Las especies ecuatorianas consideradas para este estudio en base a Dodson, Luer y Romero
(2006) fueron: G. atroporpurea, G. ecornuta, G. gracilis, G.grossa, G. hirtzii, G. ilense, G.
pardina, G. pleiochroma, G. quinquenervis, G. rufescens, G. scaphephorus, G. superflua y
finalmente, se incluy6 G. ionodesme reportada para el Ecuador por Gerlach (2009).

Es importante, recalcar que G. napoensis (sinénimo de G. aceras) (The Plant List, 2018), no fue
incluida; ya que, no fue posible su recoleccién. Segun Leon et al. (2011) esta especie fue
encontrada por una unica vez en 1978 en el camino entre Puerto Napo y Misahualli, actualmente

no se reporta en el Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP).

3.2. Estudio molecular
Se logré extraer ADN total de las muestras recolectadas para este estudio, las bandas de ADN
obtenidas presentaron alrededor de 5000 pb (Véase Figura 7), estos resultados son similares a los
obtenidos por Iza (2018); Montalvo y Vargas (2019) y Alban y Toapanta (2019) en estudios de

ADN Barcoding en diferentes géneros de orquideas.
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La region cloroplastica matK se amplificd para la totalidad de las muestras recolectadas, el
amplicdn obtenido present6 una longitud de aproximadamente de 800 pb (Véase Figura 8), estos
resultados son similares a los obtenidos por Parveen, Singh, Malik, Raghuvanshi y Babbar
(2017); Montalvo y Vargas (2019) y Alban y Toapanta (2019), que evaluaron matkK como una
potencial region Barcode en diferentes géneros de orquideas.

Ademas, se trabajo con a region cloroplastica rpoC1 que se amplificd exitosamente para todas las
muestras, exceptuando G. sanderiana que presentd dificultades para su procesamiento; el
amplicén obtenido present6 alrededor de 500 pb (Véase Figura 9), resultados similares a los
obtenidos por Ginibun et al. (2010); asi, como los obtenidos por Parveen, Singh, Malik,
Raghuvanshi y Babbar (2017) e I1za (2018) que también evaluaron a rpoC1 como posible region

Barcode en diferentes géneros de orquideas.

Extraccién de ADN del género Gongora

bp ng/0.5pg %

’ » .
Ladder 4128 4134 4165 4184 4189 4193 4241 4243 4287 4295 4314 4387

o W W ‘ot

Figura 7. Electroforesis del ADN extraido de especies del género Gongora.
Nota: Se describen en los carriles los codigos de las muestras de la 4128 hasta la 4402 y el marcador
molecular de 100 a 5000 pb.

Elaborado por: (Las autoras, 2020).
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Electroforesis del producto PCR de la region matK2.1a

bp ngl0.5pg %

Ladder 4128 4241 4341 4355 4387 4400 4402 4131 4145 4148 4165 4167 4242

1% agarose

Figura 8. Amplificacion del producto PCR con el marcador matkK2.1a
Nota: se describen los carriles con cddigos de las muestras de la 4128 hasta la 4402 y el marcador
molecular de 800 pb.

Elaborado por: (Las autoras, 2020).

Electroforesis del producto PCR de la region rpoC1
W o5 %

, » . .
Ladder 4170 4173 4193 4165 4203 4242 4247 4288 4314 4320 4340 4349 4355

Figura 9. Amplificacién del producto PCR con el marcador rpoC1
Nota: se describen los carriles con codigos de las muestras de la 4128 hasta la 4402 y el marcador
molecular de 500 pb.

Elaborado por: (Las autoras, 2020).
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3.3. Filogenia molecular y Georreferenciacion
Una vez procesadas las secuencias obtenidas, se realizaron arboles filogenéticos con el método de
estimacion de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) para los marcadores moleculares:
matK y rpoC1 (Kumar, Stecher y Tamura, 2016).
La construccion de los arboles para las dos regiones cloroplasticas se realizé con los modelos
evolutivos Jukes-Cantor y Tamura- Nei; a pesar, de que los arboles obtenidos presentaron

topologias similares (Véase

Anexo 4), para el arbol final Unicamente se considerd el modelo Tamura-Nei debido a que éste
corrige la tasa transicion o transversion de nucleétidos (Kumar, Stecher y Tamura, 2016;
Montalvo & Vargas, 2019).

Los grupos externos Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma permitieron un enraizamiento
exitosos de los arboles, debido a que clarificaron grupos basales y grupos de reciente evolucion
(Pridgeon et al., 2009; Batista et al., 2014).

Segun los arboles filogenéticos obtenidos en el presente estudio para el género Gongora,
construidos a partir de las regiones cloroplasticas matK y rpoC1, unicamente la region matK
permitio obtener una clasificacion subgenérica para Gongora.

A continuacion, la Figura 10 muestra el arbol filogenético para la region cloroplastica matK

obtenido en el presente estudio.
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Arbol filogenético Maximum Likelihood region matK del género Gongora

00012 Gongora flaveola 42004 (RG) —
&N‘—E Gongorafulva 4244A (EG)
0.001 Ll Gongora ionodesme 44028 (MJ)

0.000 3
R Gangora gracilis 4387A (EG)

0.001 12000, Gongora superflua 4300A (EG)

L Gongora leucochila 4167 (PM) GRUPOV
Gongora atropurpurea 4247A (EG)

Gaongora latisepala 4248A (EG)
Gongora_ilense AF239480.1

Gongora quinguenervis 43148 (EG) -
Gongora bufonia 4287A (EG) —
Gongora_gratulabunda AF239478.1
Gongora_sphaerica AF230484.1 — GRUPO IV
Gongora_hirtzii KFB60278.1

Gongora grossa 4241A (EG) -
Gangora scaphephorus 4399A (MJ)
Gongora 4205A (EG)
Gongorarn 4245A (EG)
Gongora ilense 4320A (EG)
Gaongora pardina 4242A (EG)
Gongora pleiochroma 4243A (EG) —
Gongora cassidea 4286A (EG)
Gongora_horichiana EU214356.1
Gongora_armeniaca AF239482.1

0.006

>‘ GRUPO Il

0.002

GRUPO 11

Gongora_amparoanaAF239481.1
Gongora_galeata EF079251.1
Gongora_seideliana KF660277.1
Gongora_partentosa AF239485.1

Gongora ecomuta 4400A (MJ) } GRUPO I
Gongora_escobariana AF239479.1

[ Stanhopea_saccata EU214198.1 } GRUPO EXTERNO
{806 Coeliopsis_hyacinthosma EU214319.1

Figura 10. Arbol filogenético de la region matK mediante el método de Maxima Verosimilitud y el
modelo Tamura- Nei con 1000 Bootstraps. Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma como grupos
externos.

Elaborado por: (Las autoras, 2020)

Nota: El anélisis involucré 32 secuencias de nucledtidos de las cuales 13 corresponden a la base de
datos Genbank. En este &rbol Unicamente se consideraron las especies identificadas. Datos procesados

con el software MEGA 7.

En el arbol filogenético para la region cloroplastica matK, se evidenciaron 5 grupos mas 1 grupo

externo. A continuacion, se describen los grupos formados con la region cloroplastica matK:
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GRUPO I. Grupo escobariana (especies basales): esta conformado por las especies Gongora
escobariana Whitten, Gongora ecornuta Jenny y Gongora portentosa Linden & Rchb.f. que
forman un grupo basal. En el presente estudio se lo nombra “escobariana” debido a que esta
especie se presenta como la mas antigua y a su vez, comparte el ancestro en comun con el resto
de las especies del género.

La conformacion de este grupo coincide con la filogenia realizada por Pridgeon, Cribb, y otros

(2009) (Vease

Figura 1); de igual manera, con el estudio realizado por Whitten, Williams y Chase (2000) (Véase
Anexo 5) y Whitten, Neubig, y Williams (2014) (Véase Anexo 6) pero que incluyen a G.
escobariana y G. portentosa formando un grupo basal correspondiente al subgénero Portentosa;
sin embargo, no incluyen a G. ecornuta en la clasificacion. En lo que a taxonomia tradicional se
refiere, existe correspondencia con el trabajo de Jenny (1993) que forma un grupo similar al del
presente estudio, pero incluye a G. sanderiana, mientras que G. escobariana no se encuentra
considerada para este subgénero.

La principal caracteristica morfologica de las especies de este grupo es la presencia de flores
resupinadas, lo que las diferencia del resto de subgéneros (Pridgeon et al., 2009). En la
clasificacion infragenérica este subgenero se destaca porque el frente del labio se encuentra
apuntando lejos al eje de la inflorescencia (Rice, 2003).

En cuanto, a la distribucion geografica segun Dodson et al. (2006) y Tropicos (2017), la especie
G. escobariana endémica y nativa de Colombia se distribuye en las estribaciones de los Andes,
entre los 1000-1200 m.s.n.m. en los departamentos de Antioquia y Cérdoba; mientras que, G.
portentosa también nativa de Colombia se distribuye en los departamentos de Boyaca, Caqueta,
Cundinamarca y Meta entre los 800-1000 m.s.n.m, esta especie también ha sido reportada para

37



Ecuador y Pert en los bosques humedos entre los 1000-1100 m.s.n.m. La especie G. ecornuta ha
sido reportada para Pert y Ecuador, en éste Ultimo se distribuye en las provincias de Napo,
Morona Santiago y Zamora Chinchipe entre los 700-1200 m.s.n.m. (Jgrgensen & Ledn-Yanez,
1999; Dodson et al., 2006).

A continuacién, en la Figura 11 se muestra la distribucidn geografica de las especies del género

Gongora que conforman el grupo I.
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Ubicacion geogréfica del género Gongora Grupo |

G. portentosa

G. ecornuta

G. escobariana

Figura 11. Distribucion geografica del género Gongora Grupo I. Grupo escobariana (especies
basales).

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. escobariana, G. ecornuta y G. portentosa.

Fuente: (Dodson et al., 2006; Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).

GRUPO II. Grupo cassidea (especies centro americanas basales): este grupo se encuentra
formado por G. cassidea Rchb.f., G. horichiana Fowlie, G. amparoana Schltr, G. armeniaca

(Lindl.) Rchb.f., G. galeata (Lindl.) Rchb.f. y G. seideliana Rchb.f..
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El nombre de este grupo se debe a que G. cassidea es la especie méas antigua y a partir de la cual
se diversificaron las demas especies. Este grupo conformado Unicamente por especies
centroamericanas, por su ubicacion basal también constituyen especies ancestrales; en cuanto, a
los estudios moleculares, la conformacion de este grupo coincide con el estudio de Whitten,
Williams y Chase (2000), en cuya filogenia también se forma un grupo correspondiente al
subgénero Acroptera que ademas de incluir a G. tridentata, se ubica inmediatamente después del
subgénero ancestral Portentosa. De igual manera, en la filogenia de Pridgeon, Cribb, y otros
(2009), se evidencia un grupo correspondiente al subgénero Acroptera que ademas de incluir
otras especies, también se ubica inmediatamente después del subgénero ancestral Portentosa.

Sin embargo, en el estudio de Whitten y otros (2014), este subgénero que incluye a G. tridentata,
no se ubica inmediatamente junto al subgénero Portentosa, sino junto al subgénero Gongora,
sugiriendo gue no necesariamente se trata de un grupo ancestral, sino mas bien de evolucion
reciente.

En este grupo también se evidencia que no existe diferencia genética entre las especies G. galeta
(EF079251.1) y G. seideliana (KF660277.1) registradas en el GenBank, por lo gque se sugiere
revisar el material de los autores con el fin de ubicar correctamente las especies.

En cuanto, a taxonomia tradicional se refiere existe correspondencia con el trabajo de Jenny
(1993) que forma un grupo similar al del presente estudio en el que ademas incluye a G. cornuta
y G. horichiana pero no a G. seideliana que ubica en la seccion Truncata del subgénero
Gongora.

El subgenero Acropera constituye un subgénero basal que comparte algunas caracteristicas
respecto a morfologia floral junto con el subgénero Portentosa, al parecer se trata de 2 grupos
constituidos por especies ancestrales cuyas morfologias florales son bastante distintas del resto de

subgeéneros; se distinguen del subgénero Portentosa porque se trata de flores no resupinadas
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(Pridgeon et al., 2009). Segun su clasificacion infragenérica, este subgénero destaca por la
presencia de un labelo sin cerdas en el medio; mientras que, para la seccion Acropera el sépalo
dorsal envuelve a la columna y los pedicelos se encuentran fuertemente curvados y para la
seccion Armeniaca el sépalo dorsal presenta margenes reflexos y los pedicelos son ligeramente
arqueados (Rice, 2003).

En cuanto, a la distribucidon geografica de este grupo segun Tropicos (2017), estas especies se
distribuyen en el centro del continente americano: Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala,
Honduras, México, Nicaragua, Panama; a excepcion de G. seideliana que se distribuye en
Colombia.

La especie G. cassidea se distribuye al norte de Centroamérica: Belice, Costa Rica, EI Salvador,
Guatemala, México, Honduras y Nicaragua entre los 700-1500 m.s.n.m.; mientras que, G.
horichiana en Costa Rica y Panama entre los 650-1500 m.s.n.m.; G. amparoana se restringe a
Costa Rica entre los 1100-1200 m.s.n.m.; mientras G. armeniaca presenta una distribucion mas
amplia en Costa Rica, Nicaragua, Panama entre los 700-1300 m.s.n.m., la especie G. galeata se
restringe al sur de México y el norte de Guatemala entre los 700-1800 m.s.n.m., finalmente G.

seideliana se registra Gnicamente para el norte de Colombia (Tropicos, 2019).

A continuacién, en la Figura 12 se muestra la distribucién geografica de las especies del género

Gongora que conforman el grupo Il.
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Ubicacién geogréfica del género Gongora Grupo

G. seideliana
& G. galeata
& G. armeniaca
o G. amparoana
) G. horichiana
& G. cassidea

Figura 12. Distribucion geogréfica del género Gongora Grupo Il. Grupo cassidea (especies extranjeras
basales).

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. cassidea, G. horichiana, G. amparoana, G. armeniaca, G.
galeata y G. seideliana.

Fuente: (Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).

GRUPO II11. Grupo scaphephorus (especies ecuatorianas): en este grupo se encuentran las
especies ecuatorianas Gongora scaphephorus Rchb.f. & Warsz., Gongora sanderiana Kraenzl,
Gongora. rufescens Jenny, Gongora ilense Whitten & Jenny, Gongora pardina Jenny y Gongora
pleiochroma Rchb.f. EI nombre de este grupo hace referencia a G. scaphephorus que se ubica

como la especie basal y a partir de la cual se diversificaron las demas especies.
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Existe coincidencia del presente grupo con la filogenia planteada por Pridgeon, Cribb, y otros
(2009) que agrupa a G. ilense, G. pleiochroma y G. scaphephorus conformando el subgénero
Gongora; sin embargo, no se incluye a G. sanderiana, G. rufescens y G. pardina; mientras que,
Whitten, Williams y Chase (2000) y Whitten y otros (2014) unicamente consideraron a G. ilense
y la agruparon junto con otras especies conformando también el subgénero Gongora; en los
estudios previos no se incluyen a varias especies ecuatorianas descritas recientemente.

En lo que a taxonomia tradicional se refiere, el Grupo Il es similar a lo propuesto por Jenny
(1993); sin embargo, en esta clasificacion no se incluye a G. sanderiana en el subgénero
Gongora; en tanto que, se la ubica en el subgénero Portentosa; mientras que, G. ilense no es
considerada en esta taxonomia.

Segun el presente estudio molecular, la especie G. ilense recolectada en ECUAGENERA no
corresponde con la misma secuencia de la especie obtenida del GenBank accesion AF239480.1
de Whitten, Williams y Chase (2000), que se ubica en el Grupo VI; por lo que, la especie
recolectada para este analisis se encuentra erroneamente identificada y se trata de una especie
diferente.

Segun Jagrgensen y Ledn-Yanez (1999), G. sanderiana se encontraba registrada para el Ecuador;
sin embargo, Dodson y otros (2006) en su publicacion “Orchids of Ecuador” no consideran a G.
sanderiana para el Ecuador argumentando que su identificacion se basé en un material
erroneamente identificado de G. ecornuta; en el presente estudio G. sanderiana se ubica en el
Grupo 11 junto con las especies ecuatorianas y genéticamente distante de G. ecornuta; de tal
manera, que constituye una especie diferente a G. ecornuta.

En este grupo también se evidencia que no existe diferencia genética entre las especies G.
pardina y G. pleiochroma recolectadas en Ecuagenera; por lo que, se sugiere revisar el material

con el fin de ubicar correctamente las especies.
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A partir de este grupo las morfologias florales con respecto a otros subgeneros son bastante
diferentes, lo que Pridgeon y otros (2009), sugiere que se trata de un grupo de evolucidn reciente.
Segun la clasificacion infragenérica, esta seccion se destaca por presentar un labelo con cuernos
delgados, nunca superando la base (Rice, 2003).

El grupo V se encuentra distribuido en el centro y sur del continente americano; teniendo todas
las especies como registro en comun a Ecuador. G. scaphephorus, G. sanderiana, G. rufescens,
G. pardina y G. pleiochroma se distribuyen ampliamente en la regién oriental ecuatoriana en las
provincias de Morona Santiago, Napo, Zamora Chinchipe y Pastaza entre los 450-1300 m.s.n.m.,
siendo Napo y Morona Santiago las provincias de mayor diversidad, la descripcion geografica de
G. ilense se realiza en el Grupo V (Dodson et al., 2006; Tropicos, 2019).

Sin embargo, también existen registros de G. scaphephorus y G. rufescens en Bolivia, Colombia
y PerQ; de igual manera, existen registros de G. sanderiana para Per(; en el caso, de G.
pleiochroma, es la Unica especie del grupo que también ha sido recolectada en Surinam, Guayana
Francesa y Guyana; lo anterior, indica que si bien estas especies son endémicas del Ecuador, hay

diversificacién en América del Sur (Tropicos, 2019).

A continuacién, en las Figura 13 y Figura 14 se muestra la distribucion geografica de las

especies del género Gongora que conforman el grupo I11.
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Ubicacidén geogréfica del género Gongora Grupo 111

G. pleiochroma

G. rufescens

o G. sanderiana

G. scaphephorus

Figura 13. Distribucion geografica del género Gongora Grupo Ill. Grupo scaphephorus (especies

ecuatorianas) en América del Sur con excepcién de Ecuador.

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. scaphephorus, G. sanderiana, G. rufescens, G. pardina y G.
pleiochroma.

Fuente: (Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).

45




Ubicacidn geografica del género Gongora Grupo 111

¥

G. pleiochroma

4 G. rufescens

a .
G. sanderiana

G. scaphephorus

G. pardina

Figura 14. Distribucion geografica del género Gongora Grupo Ill. Grupo scaphephorus (especies

ecuatorianas) en Ecuador.

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. scaphephorus, G. sanderiana, G. rufescens, G. pardina 'y G.

pleiochroma. Fuente: (Dodson et al., 2006; Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).
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GRUPO 1V. Grupo hirtzii: este grupo esta conformado por Gongora grossa Rchb.f., Gongora
hirtzii Dodson & N. H. Williams, Gongora sphaerica Jenny, Gongora gratulabunda Rchb.f. y
Gongora bufonia Lindl. Su nombre se debe a G. hirtzii que constituye la especie mas basal a
partir de la cual se diversificaron el resto de las especies.

Molecularmente existe correspondencia del presente grupo con Whitten, Williams y Chase
(2000) que también agrupan a G. gratulabunda y G. sphaerica; pero difiere, al incluir a G. ilense.
Existe también coincidencia de este grupo con el posterior trabajo de Whitten y otros (2014) que
también agrupan a G. hirtzii. Por otro lado, Pridgeon, Cribb y otros (2009), también agrupan a G.
hirtzii, G. gratulabunda y G. bufonia e incluyen especies de las cuales no se disponia de material
vegetal para este estudio.

En cuanto, a la taxonomia tradicional existe similitud de este grupo con lo planteado por
Jenny,(1993) que agrupa a todas estas especies en el subgénero Gongora en diferentes secciones.
La seccion Grossa se caracteriza por presentar un hipoquilo plano, con cuernos de longitud
distinta a las cerdas del mesoquilo, mientras que en la seccion Gratulabunda el hipoquilo
presenta una base alargada, en forma de S, anclado a la base de la columna (Jenny, 1993). Segun
la clasificacion infragenérica, la seccion Grossa presenta un labelo con cuernos carnosos que
supera a la base, mientras que la seccién Gratulabunda destaca por un labelo unido a una garra
de tipo sigmoidea (Rice, 2003).

En este grupo ademas se incluyen 15 especies que fueron recolectadas en estado vegetativo; por
lo que, no fue posible su identificacion, una vez realizado el estudio molecular en funcion del
arbol filogenético se determind a que especie correspondian si era el caso; mientras que, las
especies que no fueron identificadas se las nombro afin a la especie genéticamente mas cercana;
es asi que, en este grupo se logro identificar 2 especies correspondientes a G. bufonia y G.

grossa, mientras que 2 especies se nombraron afin a G. bufonia, 3 especies afin a G. sphaerica, 5
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especies afin a G. hirtzii, y 3 especies afin a G. grossa. Las especies que conforman el Grupo 1V
presentan registros en 3 paises del sur del continente americano: Colombia, Ecuador y Brasil; la
especie G. grossa endémica del Ecuador, se distribuye ampliamente en las provincias de
Esmeraldas, Manabi, Guayas, Los Rios, El Oro, Pichincha y Bolivar entre los 100-1200 m.s.n.m.,
siendo El Oro la provincia donde mas registros se presentan; la especie G. hirtzii se encuentra
registrada Colombia en el departamento de Antioquia en Colombia y para el Ecuador, en éste
ualtimo su distribucion se restringe a Esmeraldas entre los 675-850 m.s.n.m., las especies G.
sphaerica y G. gratulabunda se distribuyen en Colombia; mientras, que para G. bufonia

Unicamente se presentan registros en Brasil (Dodson et al.,2006; Tropicos, 2019).

A continuacion, en las Figura 15 y Figura 16 se muestra la distribucion geogréafica de las

especies del género Gongora que conforman el grupo IV.
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Ubicacién geografica del género Gongora Grupo IV

G. gratulabunda

G. hirtzii

G. bufonia

Figura 15. Distribucién geografica del género Gongora Grupo 1V. Grupo hirtzii en América del Sur a
excepcion de Ecuador.

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. grossa, G. hirtzii, G. sphaerica, G. gratulabunda y G.
bufonia.

Fuente: (Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).
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Ubicacién geografica del género Gongora Grupo IV

G. grossa

G. hirtzii

Figura 16. Distribucion geogréfica del género Gongora Grupo 1V. Grupo hirtzii en Ecuador.

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. grossa, G. hirtzii, G. sphaerica, G. gratulabunda y G.
bufonia.

Fuente: (Dodson et al., 2006; Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).

GRUPO V. Grupo Quinquenervis: se encuentra conformado por Gongora quinquenervis Ruiz
& Pav, Gongora fulva Lindl.,, Gongora flaveola Rchb.f., Gongora ionodesme G. Gerlach,
Gongora gracilis Jenny, Gongora superflua Rchb.f., Gongora ilense Whitten & Jenny, Gongora

latisepala Rolfe, Gongora atroporpurea Hook., y Gongora leucochila Lem
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El nombre de este grupo hace referencia a G. quinquenervis que se localiza como la especie mas
basal y es a partir de la cual se diversifico el resto de las especies.

En cuanto, a G. quinguenervis, su clasificacion siempre ha sido objeto de controversia (Jenny,
1996; Pupulin, 2012). Esta dificultad se debe a una errénea descripcion del especimen tipo G.
quinguenervis Ruiz & Pav (Jenny,1993,1996; Pupulin, 2012).

Es asi, que el nombre G. quinquenervis continda siendo mal aplicado por los botanicos en su
intento por describir con exactitud esta especie; Dressler (1982), sugirié que existen al menos una
docena de especies erroneamente identificadas dentro del complejo de especies G. quinguenervis.
Molecularmente existe correspondencia del presente grupo con lo planteado por Pridgeon, Cribb,
y otros (2009), cuya filogenia agrupa en la seccion Gongora del subgénero Gongora a G.
quinguenervis, G. fulva, G. ilense, G. latisepala y G. leucochila, incluyendo ademas a otras
especies. En este grupo también se evidencia que no existe diferencia genética entre las especies
G. gracilis y G. superflua, y entre G.fulva y G. flaveola recolectadas en Ecuagenera; por lo que,
se sugiere revisar el material con el fin de ubicar correctamente las especies.

En cuanto, a la taxonomia tradicional se refiere, existe similitud con el trabajo de Jenny (1993),
que agrupa a la mayoria de estas especies en la seccion Gongora; pero no considera dentro de la
clasificacion taxondmica a G. flaveola, G. ionodesme y G. ilense.

En este grupo ademas se incluyen 17 especies que fueron recolectadas en estado vegetativo; por
lo que, no fue posible su identificacion, una vez realizado el estudio molecular en funcién del
arbol filogenético se determind a que especie correspondian si era el caso; mientras que, las
especies que no fueron identificadas se las nombro afin a la especie genéticamente més cercana,
es asi que en este grupo se logro identificar 3 especies correspondientes a G. ilense, G. superflua

y G. quinquenervis; mientras que, 7 especies fueron nombradas afin a G. atropurpurea, 2
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especies afin a G. latisepala, 2 especies afin a G. gracilis, 1 especie afin a G. ionodesme y 2
especies afin a G. fulva (Véase Anexo 7).

Si bien, el subgénero Gongora se clarifica a partir del Grupo Il en el arbol filogenético del
presente estudio, es precisamente en el Grupo V en el cual se encuentran especies cuyas
morfologias florales presentan rasgos que distinguen a esta seccion de otras secciones del
subgeénero; las inflorescencias presentan eje recto, con pedicelo curvado; flores no resupinadas;
sépalos adnatos a una columna prominente, casi del doble de largos que la columna, reflexos;
pétalos adnatos a la columna, triangulares o sigmoideos con cerdas en los vértices (Pridgeon et
al., 2009).

Evidentemente, la seccion Gongora constituye el grupo mas rico en especies, con al menos 30
reconocidas, pero también resulta el mas dificil para delimitar las especies que se encuentran
dentro del mismo, incluyendo las del complejo de especies G. quinquenervis (Whitten, 1985;
Jenny, 1993). La ambiguedad que existe para delimitar las caracteristicas de esta seccion
posiblemente se debe a la coexistencia de multiples poblaciones simpatricas con poca o casi nula
variacion morfologica que presentan un claro aislamiento reproductivo probablemente debido a
su exclusiva polinizacion por las abejas macho Euglossa (Whitten, 1985; Hetherington &
Ramirez, 2015).

En cuanto, a la distribucion geografica las especies que conforman el Grupo V presentan una
distribucion tanto en Centroamérica como en América del Sur; la especie G. quinquenervis es la
que presenta una distribucion mas amplia, debido a que se encuentra registrada para México,
Belice, Nicaragua, Panama, Per( y Ecuador, siendo la provincia de Zamora Chinchipe del oriente
ecuatoriano la que mayor cantidad de registros presenta, seguido de Napo, Morona Santiago y

Los Rios, con una altura de distribucion entre los 220-1200 m.s.n.m (Dodson et al., 2006;
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Tropicos, 2019). La especie G. ionodesme presenta un solo registro en Zamora Chinchipe-
Ecuador, a las orillas del Rio Jamboe a los 1500 m.s.n.m (Gerlach, 2009).

La especie G. gracilis se distribuye en Cajamarca, Peru a una altura de 1950 m.s.n.m., mientras
que en el Ecuador en Morona Santiago, Zamora Chinchipe y Napo, siendo esta Gltima provincia
donde se encuentran la mayoria de registros, su distribucion se encuentra entre los 450-1200
m.s.n.m; G. superflua se restringe a la region occidental ecuatoriana en El Oro y G. atropurpurea
presenta un Unico registro en el Ecuador, en la provincia de Sucumbios a los 500 m.s.n.m.; sin
embargo, también existen registros para Brasil, Colombia, Guyana, Surinam, Panam4, Peru y
Venezuela, siendo ésta especie la Unica del grupo que se diversifica en el parte nororiental de
América del Sur (Dodson et al.,2006; Tropicos, 2019).

Por su parte, G.ilense se distribuye entre los 220-800 m.s.n.m. de la Region Occidental en las
provincias de Manabi, Esmeraldas, Los Rios y Pichincha, siendo estas tres Gltimas provincias las
gue mayor numero de especies registradas presentan (Dodson et al., 2006; Tropicos, 2019). Las
especies G. fulva, G. latisepala, G. leucochila 'y G. flaveola se distribuyen en Centroamerica, y en
el caso, de G. fulva hasta el norte de Colombia; mientras que, G. latisepala se restringe a América
del Sur, en Colombia, Ecuador y Peru en los bosques primarios entre los 700-1400 m.s.n.m

(Tropicos, 2019).

A continuacion, en las Figura 17 y Figura 18 se muestra la distribucion geografica de las

especies del género Gongora que conforman el grupo V.

53



Ubicacidn geografica del género Gongora Grupo V

G. leucochila

& G. atropurpurea

™ G. ilense

& G. fulva

3| G. quinquenervis

I G. gracilis

Figura 17. Distribucion geogréafica del género Gongora Grupo V. Quinquenervis en America del Sur a
excepcion del Ecuador.

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. quinquenervis, G. fulva, G. flaveola, G. ionodesme, G. gracilis,
G. superflua, G. ilense, G. latisepala, G. atroporpurea, y G. leucochila.

Fuente: (Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).
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Ubicacién geogréfica del género Gongora Grupo V

G. quinquenervis

@ G. gracilis

L G. ilense

) G. atropurpurea

& G. superflua

) G. ionodesme

Figura 18. Distribucidn geografica del género Gongora Grupo V. Quinquenervis en el Ecuador.

Nota: Este grupo incluye a las especies: G. quinquenervis, G. fulva, G. flaveola, G. ionodesme, G.
gracilis, G. superflua, G. ilense, G. latisepala, G. atroporpurea, y G. leucochila.

Fuente: (Dodson et al., 2006; Tropicos, 2019).

Elaborado por: (Las autoras, 2020). Datos procesados con el software DIVA GIS (2020).
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A continuacion, se presenta el arbol filogenético para la region cloroplastica rpoC1 obtenido en el

presente estudio.

Arbol filogenético Maximum Likelihood region rpoC1 del género Gongora

®0ngora sp 4131C (AHQ)
0.044 X0 Gongora pleiochroma 4243C (EG)
Gongora pardina 4242C (EG)
Gongora rufescens 4245C (EG)
Gongora quing vis4314C (EG)
Gongora ilense 4320C (EG)
Gongora gracilis 4387C_rpoC1
Gongora sp 4376C (AHCH)
Gongora sp 4375C (AHCH)
Gongora sp 4371C (AHCH)
Gongora sp 4128D (AHQ)
Gongora sp 4340C (AHL)
Gongora sp 4339C (AHL)
Gongora sp 4338C (AHL)
Gongora sp 4337C (AHL)
Gongora sp 4336C (AHL)
Gongora sp 4335C (AHL)
Gongora sp 4332C (AHL)
Gongora sp 4180C (PM)
Gongora sp 4173C (PM)
Gongora sp 4160C (PM)
Gongora sp 4139C (AHQ)
Gongora sp 4138C (AHQ)
Gongora sp4134C (AHQ)
Gongora sp 4130C (AHQ)
Gongora sp 4359C (EG)
Gongora sp 4355C (EG)
Gongora sp 4353C (EG)
Gongora sp 4349C (EG)
Gongora sp 4298C (EG)
Gongora bufonia 4287D (EG)
Gongora cassidea 4286C (EG)
Gongora latisepala 4248C (EG)
Gnnnarm filva 42440 (FG)
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Figura 10. Arbol filogenético de la region rpoC1 basado en el modelo Tamura- Nei mediante el
método de Maxima Verosimilitud con 1000 Bootstraps. Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma
COMO grupos externos.

Elaborado por: (Las autoras, 2020).

Nota: El andlisis involucrd 70 secuencias de nucleétidos de las cuales 5 corresponden a secuencias de

la base de datos Genbank. Datos procesados con el software MEGA 7.

El arbol filogenético del género Gongora con la region cloropléstica rpoC1 se realizé con las
mismas muestras para la region matK y se incluyeron 5 secuencias el GenBank, 2 de ellas

correspondian a los grupos externos Coeliopsis hyacinthosma y Stanhopea saccata.
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Los resultados de la filogenia molecular demostraron que el marcador molecular rpoC1l no
presenta variacion suficiente como para una diferenciacion entre especies; por lo que, no
constituye una herramienta molecular que permita discriminar la clasificacion subgenérica de
Gongora, estos resultados son similares a los obtenidos por Parveen y otros (2017); Rivera y
otros (2017) e 1za (2018); en cuyos arboles filogenéticos para diferentes especies de orquideas, el

marcador rpoC1 no presentd mayor discriminacion subgenérica.
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Conclusiones
Se colectaron 51 muestras de tejido vegetal pertenecientes a alrededor de 20 especies del género
Gongora; a partir, de las cuales se obtuvo un banco de ADN que contiene al menos el 70 % del
total de las especies aceptadas en la base de datos “The Plant List”.
Se amplifico a través de la técnica de PCR convencional la region cloroplastica matK para la
totalidad de las muestras, mientras que la region rpoCl no fue posible amplificarla para G.
sanderiana. Segun los arboles filogenéticos obtenidos, Unicamente la regién matK permitio
obtener una clasificacion subgenérica para Gongora.
El arbol filogenético obtenido se encuentra conformado por 5 grupos mas 1 grupo externo y es
congruente con la clasificacién subgenérica: Gongora, Acropera y Portentosa para el género,
propuesta en estudios moleculares previos y la clasificacion taxonémica de Jenny (1993). El
arbol filogenético también presenta a Acropera y Portentosa como subgéneros hermanos y
basales a partir de los cuales, se diversificaron el resto de las especies de Gongora. Se evidencia
también 27 especies no identificadas que fueron nombradas afin a la especie genéticamente mas
cercana, mismas que, podrian constituir nuevos registros.
El analisis biogeografico muestra una amplia distribucion del género desde México hasta Bolivia
y Brasil en América del Sur; mientras que en el Ecuador, las provincias de Morona Santiago,
Zamora Chinchipe, Esmeraldas, EI Oro y Los Rios son las que presentan una mayor densidad
poblacional de especies. En el Ecuador ademas se evidencia una distribucion de biodiversidad de
Gongora bastante definida, con especies que Unicamente se restringen a las estribaciones
orientales u occidentales, exceptuando G. quinquenervis que ha sido registrada en las

estribaciones orientales y occidentales.

59



Recomendaciones

Trabajar con secuencias que presenten una calidad > 80 % para la elaboracion de arboles
filogenéticos; con el fin de asegurar resultados fidedignos, asi mismo, emplear programas
bioinformaticos y bases de datos robustas que permitan la administracion de grandes cantidades

de informacion, con el fin de facilitar la obtencion y evaluacion de resultados.

Evaluar a los marcadores moleculares: matK-ycfl+espaciador intergénico (trnL-F, atpb-rbcL o
psbA-trnH), en futuros estudios como posibles regiones ADN Barcoding altamente
discriminantes que, permitan resolver las relaciones filogenéticas a nivel de secciones para el

género Gongora, siempre y cuando se trabaje con la totalidad de especies del género.

Realizar un seguimiento a las especies de los grupos IV y V del presente estudio, que han sido
nombradas afin a la especie mas cercana y aquellas que no presentan diferencia entre sus
secuencias, puesto que pueden tratarse de nuevos registros de Gongora para el Ecuador o a su vez

encontrarse erréneamente identificadas.

Complementar la informacion molecular con estudios de taxonomia tradicional y estudios de

ecofisiologia del entorno de las especies de estudio, de tal manera que, sea posible comprender de

mejor manera la dinamica de los habitats de Gongora.
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Anexos

Anexo 1. Monografia del género Gongora

Taxomomy of the gesus Gomgoni:
The extsting diviston by PFITZER (1888) into the section Gompora and the section Acropeny is uo Jonger
satisfactory according 10 today’s leved of knowledge The section Acropera was created by PFITZER
(1888) from the genus Acropers origioally described by LINDLEY (1833).
The section Gangova (then still Lugongoro) was also creased by PFITZER (1888) und comtuined all spe-
cles whose petals are umited to the column for half their length while those whaose petals grow together
with the cobums at the base only belomgad o the section Acropera. This division does sot take into
account the species around Gongove porfentosy Linden & Rehb L, although these particular species
farm a well-sepanted group In their own right.
The Tollowing new dvisions of the genws are more sulted 1o our current kncnadedge of the genus:
Geoas Gongare Ruiz & Pavon
Subgenus Gomgory
Section Gongovr
Gorgara quinguemnerviy Rulz & Pxvon
Gangarg aceras Dressler
Gongar aromation Rchh f,
Gongara byfonia Lindiey
Gaongara claviodors Dressler
Gongora fulva Lindiey
Clongore galetiano Rich. & Gal.
Gongora gibixe Deessler
Gongora gracilis Jenny
Gangarm histrionion Rehing,
Gaongora rmgardioe Jenny
i (C. Schweinfurth
& Allen) Jenmy
Gaongore lerlvepala Rolfe
Gongam leweochila Lemaire
Gongora maculote Lindiey
Gongora maculate wr. lacter Teuscher
Gowgara minex Rehi g,
Gowgare nopoensis Jenny
Gongora nigrite Lindiey
Gonpara odorasissima Lemaire
Gomgarg parding Jenny
Gongora plefochroma Rehin .
Gongora powellil Schiechter
Govigora retrorss Rebb f,
Gongora ngfescens Jenny
Gongovn superfivg Rebib f.
Gongons unicolor Schlechter
Section Granlabunda Jeny
Gaongora grarulabunda Reb 1.
Gangon fhveals Rebh i,
Section Grossa Jenny
Gaongor grossa Rebh 1.
Gongare atropus e Hooker
Gongaore hirtzii Dodson, Williams &
Whitien
nigrapunciata Schiechter
Sectlon Trumenia Jenny
GOMgovg fruncato Lindley
Gangova beyrodtiany Schiechter
Gongora charontiy Rehivt,
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Fig. 3: Flowers of the subgenus Acrogera (right) an Gongovr (left) with the recognized terminology

A: axis of inflorescence; B: bractss C: ovary; D: latersd sepals, Ei dorsal sepal
F: petals; G: anther cap; H: column

%

J
APIKAL

Flg. 4 hbcﬂmdanmn&rdm:mbmmoom\ﬁhwmmmmimhn
A: hypochile cavity; B: harns C: hypochile base: D: tp of hypochile; E: bristie; F: mesochile; G: tip of

mesochile; H: humps, I: epichile cavity: K- cullus; L: hypochile; M: epichile
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Fig. & Labedlum of & member of the subgenus Povientoss with the recognized terminology.

D tip of hypochile; E: briste; F: mesochile: G: tip of mesochile; H: humpy K: callus; Le hypochibe;
M: epichile
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Fig. 6: Cross-sections of labella subgonus Gangone

| Gowgora rufescens, 2 Gongora panding, 3 Gongom gracills, 4 Gangors aromatics, § Gongors
tuhva, 6 Gangore odovatissime, 7 Gongore grosse, 8 Gowgarg n@ropunciata, 9 Gongonr airopuepu-

o, 10 Gongove mapoensis, 11 Gongowr claviodors, 12 Gongovn wnicolor, 13 Gomgore Miglomia,
4 Gongoru gibbwa, 15 Gongora gaivottiana, 16 Gomgora macwlata
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Fig. 7: Labelia of subgemus Gongora (not with exact measurements).
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Gongora saccafd Rebb
scaphephons Rehib (& Warse
gamam: sefdeliana Rehb.f,
¢
. Gongparg rracyand Ot
Secticn Acropers i
Gongora galeato (Lindley) m-
i Rehb f,
Gongorg cassiden e
Armeniacy Jenmy
Seaiznw armeniacg (Lindley) Rehib 1l
Gongora armeniaca var. bicormuns P
Gongova cornuwin (Klotzsch) Fowlie
Gongovr horichiune Fowlie
" Gon;: puorientoss Linden & Rehb.f
ey ot
Gangova portenioss var. roded b
Gongore sanderiana Kranzlin

quchofmmGaum

is @ . The key for the sections and species
A umb«tfmthzthumbwmpf}hemoow
mu:hushMMyuhumcmormemmbmlum

1. Labellum tripartite, compeising a distinet, dnrlym_uvwmhypochi& sacochil; Joud cprcheg. ll:
muodlihllmwﬁhlwoma_lunhum SaaoNyreerathi MWBM‘
I.Epmmknuhadhlm fump when seen from sbove and 3 pointed triangwlar sisape whes seen
e e iin: and aarv b e o sbcve 4 S-4hapd, f""""w L
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Portentosa and Gongova.

Anexo 1. Morfologia y clasificacién del género Gongora y sus diferentes subgéneros.

Fuente: (Jenny, 1993)
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Anexo 2. Ubicacion geografica de las especies del género Gongora

Grupos Especie N. Latitud Longitud Habitat
Gongora escobariana Whitten 1 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
2 -3,454972 -78,547667 | Ecuador: Morona Santiago.
3 -1,410889 -78,193500 | Ecuador: Tungurahua.
Gongora ecornuta Jenny 4 -0,694389 -77,730500 | Ecuador: Napo.
| 5 -4,066917 -78,931833 | Ecuador: Zamora Chinchipe.
6 -9,250000 -74,958333 | Per(: Puerto Inca.
7 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora portentosa Rchb,f, 8 -- -- | Ecuador.
9 -9,250000 -74,958333 | Peru: Puerto Inca.
10 17,18333 -88,500000 | Belice: Sibun Forest Reserve.
11 -- -- | Costa Rica.
12 -- -- | El Salvador.
Gongora cassidea Rchb,f, 13 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
14 15,225000 -86,258333 | Honduras: Gualaco.
15 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
16 12,825000 -85,366667 | Nicaragua: Matagalpa.
Gongora horichiana Fowlie 17 10,160000 -84,500000 | Costa F\,’icaf Provincia de Alajuela.
I 18 8,4416670 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
Gongora amparoana Schltr 19 — - | CostaRica
' 20 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
Gongora armeniaca (Lindl, & 21 — - | Costa Rica.
Paxton) Rchb,f 22 12,825000 -85,366667 Nlcaragua:_l\/latagalpa.
T 23 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
Gongora galeata (Lindl, ex G, 24 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
Lodd,) Rchb,f, 25 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
Gongora seideliana Rchb,f, 26 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora scaphephorus Rchb f, & 27 -16,383333 -63,458333 Bolivia:-EI Puen@e.
i \Warsz " 28 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
' 29 -3,433333 -78,516667 | Ecuador: Morona Santiago.
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30 -2,455861 -78,175194 | Ecuador: Morona Santiago.
31 -3,439250 -78,591750 | Ecuador: Morona Santiago.
32 -1,650722 -77,921083 | Ecuador: Pastaza.
33 -9,250000 -74,958333 | Peru: Puerto Inca.
Gongora sanderiana Kraenzl 34 -1,689667 -77,970194 Ecu,ador: Morona Santiago y Tungurahua.
35 -9,250000 -74,958333 | Peru: Puerto Inca.
36 -16,383333 -63,458333 | Bolivia: El Puente.
37 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora rufescens Jenny 38 3.440111 78592194 Ecuador: I\/I_oror_la Santiago
Zamora Chinchipe.
39 -10.581667 -75.407222 | Pert: Oxapampa.
40 -2,683139 -78,317194 | Ecuador: Morona Santiago.
41 3.645500 78,573833 Ecuador: Morona Santiago - El Pangui
1300m.
42 -3.283222 -78,281389 Ecuador: Morona Santiago - Cordillera del
Condor, 1200m.
. 43 -2,722972 -78,317194 | Ecuador: Morona Santiago - Méndez 550m.
Gongora pardina Jenny Ecuador: Morona Santiago — Misahualli Km
44 -1,042833 -77,707361 '
13, 450m.
Ecuador: Napo - Jatun Sacha cerca de
45 -1,066611 -77,618361 Misahualli, 450m.
46 -1,043278 -77,709944 | Ecuador: Napo - Rio Napo.
47 -1,042194 -77,710861 | Ecuador: Napo - Pto. Napo 450m.
48 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.
49 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
50 -1.033556 77731444 Ecuador: Napo - Pto, Napo a Misahualli, Km
13, 450m.
. 51 -2,731583 -78,309861 | Ecuador: Morona Santiago - Méndez, 550 m.
Gongora pleiochroma Rehb f, Ecuador: Zamora Chinchipe - Zamora a lo
52 -4,066917 -78,931833 —
largo del Rio Jamboe.
53 3,916667 -53,083333 | Guyana Francesa: Saint-Elie.
54 4,908333 -58,916667 | Guyana: Potaro-Siparuni.
55 -9,250000 -74,958333 | Per(: Puerto Inca.
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56 3,891667 -55,916667 | Surinam: Boven Saramacca.
o7 6,583333 -66,583333 | Venezuela: Bolivar.
58 9.162500 -79.841667 | Panama: Isla Barro Colorado.
59 0,785000 -79,653056 | Ecuador: Esmeraldas.
60 Ecuador: Manabi - Pto, viejo a Quevedo, 20
-1,06561 -80,239583 | 1 m san Placido, 400m..
61 -1,066056 -80,241028 | Ecuador: Manabi - Pto, Viejo, 180m.
62 -1,841667 -80,738889 | Ecuador: Guayas — Manglar alto, 100m.
63 -2,916667 -79,816667 | Ecuador: Guayas - Balao, 200m.
64 -1,241417 -79,668306 | Ecuador: Los Rios - Jauneche, 70m.
65 11772083 79,270167 Ecuador: Los Rios - Babahoyo a Guaranda,
Montalvo, 500m.
66 11197083 79,504278 Ecuador: Los Rios — bosqlfe de Jaungche, Km
70 Quevedo a Palenque, via Mocachi.
Gongora grossa Rehb, f, 67 Ecuador: El Oro - Malva, 8 Km Zaruma
-3,664833 -79,624528 ' ’ ’
1200m.
68 -3.370306 79,863444 E/Ic:ri(izr: El Oro - Buena Vista, Cerros de la
v 69 -3,480000 -79,750000 | Ecuador: El Oro - Hcda Daucay, 400m
70 -3,370278 -79,863639 | Ecuador: El Oro - Buena Vista a Paccha.
71 -0,566500 -79,371889 | Ecuador: Pichincha - Centinela, 650m.
72 -0,599833 -79,349944 | Pichincha: Patricia Pilar en el puente sobre el
Rio Bimbe, 170m.
73 -1,772917 -79,174056 | Ecuador: Babahoyo a Guaranda, Balzapamba,
730m.
74 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
75 1,100000 -78,266667 | Ecuador: Carchi, San Marcos de los
Coaiqueres a Gualpi Bajo, 800m.
Gongora hirtzii Dodson & N.H. 76 0,902861 -78,545722 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo,Km
Williams 11-15, 800m.
77 0,903444 -78,545722 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
12, 750m.
78 0,902861 -78,545722 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
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11, 675m.

79 0,903250 -78,545778 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
10, 700m.
80 0,003694 78,546028 Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
17, 850m.
Gongora sphaerica Jenny 81 -- e
Gongora gratulabunda Rchb, f, 82 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora bufonia Lindl, 83 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.
84 17,183333 -88,500000 | Belice: Sibun Forest Reserve.
85 -16,383333 | -63,458333 | Bolivia: El Puente.
86 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.
87 -- -- | Caribe: Trinidad y Tobago.
88 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
89 -- -- | Costa Rica.
90 -0,737500 -79,800167 | Ecuador: Los Rios - Rio Palenque Science
Center, 220m.
91 0,050667 -77,304667 | Ecuador: Napo - Lumbaqui, camino de Baeza
a Lago Agrio, 800m.
. . . 91 -1,035972 -77,675222 | Ecuador: Napo cerca de Misahualli.
S;\?gora quinquenervis Ruiz & 92 -1,066611 -77,618361 | Ecuador: Napo - Jatun Sacha, 450m.
: 93 Ecuador: Morona Santiago - Méndez a
-2,7132361 -8,309000 Morona, Km 54, 1100m.
94 -2,248694 -78,211667 | Ecuador: Morona Santiago - Macas a
Guamote, 1200m.
95 -4,067722 -78,932111 | Ecuador: Zamora Chinchipe cerca de Zamora,
1000m.
96 -0,454000 -77,182278 | Ecuador: Zamora Chinchipe, Rio Payamino
97 -4,057833 -78,970722 | Ecuador: Zamora Chinchipe, Loja a Zamora,
Zamora, 1000m
98 -4,066917 -78,931833 | Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del

Condor, a lo largo del Rio Jamboe Km 11,
1200m.
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99 -4,067167 -78,931889 | Ecuador: Zamora Chinchipe: Rio Jamboe, Km
6,6 del puente 1200m.
100 - -- El Salvador.
101 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
102 15,225000 -86,258333 | Honduras: Gualaco.
103 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
104 12,825000 -85,366667 | Nicaragua: Matagalpa.
105 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
106 -9,250000 |  -74,958333 | Peri: Puerto Inca.
107 6,583333 -66,583333 | Venezuela: Bolivar.
108 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora fulva Lindl, 109 -- -- Costa Rica.
110 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
Gongora flaveola Rchb, f, 111 - -- -
Gongora ionodesme G, Gerlach 112 4133500 | -78,940500 | Ccuador: Zamora Chinchipe - L a Pituca en el
Rio Jamboe cerca de Zamora, Km 12,2.
113 -1,066611 -77,618361 | Ecuador: Napo - Jatun Sacha, 450m.
114 -1,042194 -77,710861 | Ecuador: Napo — Pto. Napo a Puyo, Km 25,
400m.
Gongora gracilis Jenny 115 -2,248694 -78,211667 | Ecuador: Morona Santiago - Macas hacia
Guamote, 1200m, 9 de octubre Alshi.
116 -4,066917 -78,931833 | Ecuador: Zamora Chinchipe - Zamora,
1200m.
117 -4.989722 -78.903889 | Perl: San José de Lourdes.
118 -3,324444 -79,761222 | Ecuador: El Oro: Pasaje a Cuenca, Km 25,
Gongora superflua Rchb, f 340m. - e
P 119 -3,323972 -79,583889 | Ecuador: EI Oro Uzchurrumi a Chilla, Km 14,
490m.
120 -17.079167 -65.463333 | Bolivia: Shinahota.
Gongora ilense Whitten & Jenny 121 0,351194 -79,733417 | Ecuador: Esmeraldas - Quiniqdé 400 - 600m.
122 0,136333 -79,556139 | Ecuador: Esmeraldas - La Unién.
123 0,874389 -78,467917 | Ecuador: Esmeraldas: Lita hacia San Lorenzo,
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Km 12, 800m.

124 0,340750 -79,728833 | Esmeraldas: Estacion Bioldgica Bilsa.

125 -0.737806 79.800417 Eguad_or: Los Rios - Rio Palenque Centro de
Ciencia, 220m.

126 L0.737750 -79,800306 Egua,dqr: Los Rios - Rio Palenque Estacion
Bioldgica.

127 -0.583250 79,366278 Ecuador: Los Rios - Patricia Pilar hacia 25 de
mayo, 650m.

128 10583333 79,366667 Ecuador: Los Rios - Patricia Pilar hacia 25 de
Mayo, 220m.

129 -0,750000 -79,310000 | Ecuador: Los Rios - Valencia.

130 -0,500000 -79,500000 | Ecuador: Manabi - El Carmen.

131 -0.276167 79,158194 Eguado.r: Sto, Domingo hacia Quevedo, Km 7,
Rio Chiguilpe, 450m.

132 Ecuador: Sto. Domingo para Quevedo, Km

-0,319806 -79,167250 28 Rio Baba, 450m.

133 -0,566500 -79,371889 | Ecuador: Pichincha - Centinela 650m.

134 -0.599861 79349833 E(i:rl:]at\ior: Pichicnha - Sto. Domingo Rio

135 0,351194 -79,733417 | Ecuador: Esmeraldas - Quinindé 400 - 600m.

136 Ecuador: Esmeraldas: La Union del Rio

0,136333 -79,556139 Quininde para Pedernales, 200m.
Gongora latisepala Rolfe 137 -- -- --

138 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.

139 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.

140 0,000000 -77,000000 | Ecuador: Sucumbios: Lumbaqui, 500m.

141 3,916667 -53,083333 | Guayana Francesa: Saint-Elie.

Gongora atroporpurea Hook 142 4,908333 -58,916667 | Guyana: Potaro-Siparuni.

143 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.

144 -9,250000 -74,958333 | Per(: Puerto Inca.

145 3,891667 -55,916667 | Surinam: Boven Saramacca.

146 6,583333 -66,583333 | Venezuela: Bolivar.
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147 9.860000 -83.790000 | Costa Rica: Provincia de Cartago.
148 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
149 15,225000 -86,258333 | Honduras: Gualaco.
Gongora leucochila Lem 160 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
161 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
162 16,387222 -89,076944 | Belice: Columbia Forest Reserve.
163 13,000000 -85,233333 | Nicaragua: Reserva Natural Cerro musun.
Grupos Especie N. Latitud Longitud Habitat
Gongora escobariana Whitten 1 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
2 -3,454972 -78,547667 | Ecuador: Morona Santiago.
3 -1,410889 -78,193500 | Ecuador: Tungurahua.
Gongora ecornuta Jenny 4 -0,694389 -77,730500 | Ecuador: Napo.
| 5 -4,066917 -78,931833 | Ecuador: Zamora Chinchipe.
6 -9,250000 -74,958333 | Per0: Puerto Inca.
7 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora portentosa Rchb,f, 8 -- -- Ecuador.
9 -9,250000 -74,958333 | Per0: Puerto Inca.
10 17,18333 -88,500000 | Belice: Sibun Forest Reserve.
11 -- -- Costa Rica.
12 - -- El Salvador.
Gongora cassidea Rchb,f, 13 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
14 15,225000 -86,258333 | Honduras: Gualaco.
15 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
16 12,825000 -85,366667 | Nicaragua: Matagalpa.
| Gongora horichiana Fowlie 17 10,160000 -84,500000 | Costa Rica: Provincia de Alajuela.
18 8,4416670 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
Gongora amparoana Schltr 19 — — Costa Rica.
' 20 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
Gongora armeniaca (Lindl, & 21 — - | CostaRica.
Paxton) Rchb, f ' 22 12,825000 -85,366667 Nlcaragua:_MatagaIpa.
" 23 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
Gongora galeata (Lindl, ex G, 24 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
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Lodd,) Rchb,f, 25 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
Gongora seideliana Rchb,f, 26 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca,
27 -16,383333 -63,458333 | Bolivia: El Puente.
28 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora scaphephorus Rchb,f, & 29 -3,433333 -78,516667 | Ecuador: Morona Sant@ago.
Warsz v 30 -2,455861 -78,175194 | Ecuador: Morona Sant!ago.
’ 31 -3,439250 -78,591750 | Ecuador: Morona Santiago.
32 -1,650722 -77,921083 | Ecuador: Pastaza.
33 -9,250000 -74,958333 | Peru: Puerto Inca.
Gongora sanderiana Kraenzl 34 -1,689667 -77,970194 | Ecuador: Morona Santiago y Tungurahua.
35 -9,250000 -74,958333 | Per0: Puerto Inca.
36 -16,383333 -63,458333 | Bolivia: El Puente.
37 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora rufescens Jenny 38 3.440111 78592194 Ecuador: I\/I_oror_la Santiago
Zamora Chinchipe.
39 -10.581667 -75.407222 | Pert: Oxapampa.
40 -2,683139 -78,317194 | Ecuador: Morona Santiago.
11 41 3,645500 78,573833 Ecuador: Morona Santiago - El Pangui
1300m.
42 -3.283222 -78,281389 Ecuador: Morona Santiago - Cordillera del
Condor, 1200m.
. 43 -2,722972 -78,317194 | Ecuador: Morona Santiago - Méndez 550m.
Gongora pardina Jenny Ecuador: Morona Santiago - Misahualli Km
44 -1,042833 -77,707361 '
13, 450m.
Ecuador: Napo - Jatun Sacha cerca de
45 -1,066611 -77,618361 Misahualli, 450m.
46 -1,043278 -77,709944 | Ecuador: Napo - Rio Napo.
47 -1,042194 -77,710861 | Ecuador: Napo - Pto. Napo 450m.
48 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.
49 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora pleiochroma Rchb,f, 50 11,033556 77731444 Eé:uzgg:r.]Napo - Pto, Napo a Misahualli, Km
51 -2,731583 -78,309861 | Ecuador: Morona Santiago - Méndez, 550 m.
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Ecuador: Zamora Chinchipe - Zamora a lo

52 -4,066917 -78,931833 :
largo del Rio Jamboe.
53 3,916667 -53,083333 | Guyana Francesa: Saint-Elie.
54 4,908333 -58,916667 | Guyana: Potaro-Siparuni.
55 -9,250000 -74,958333 | Peru: Puerto Inca.
56 3,891667 -55,916667 | Surinam: Boven Saramacca.
o7 6,583333 -66,583333 | Venezuela: Bolivar.
58 9.162500 -79.841667 | Panama: Isla Barro Colorado.
59 0,785000 -79,653056 | Ecuador: Esmeraldas.
60 Ecuador: Manabi - Pto, viejo a Quevedo, 20
-1,06561 -80,239583 |\ 1 E San Placido, 400m..
61 -1,066056 -80,241028 | Ecuador: Manabi - Pto, Viejo, 180m.
62 -1,841667 -80,738889 | Ecuador: Guayas - Manglaralto, 100m.
63 -2,916667 -79,816667 | Ecuador: Guayas - Balao, 200m.
64 -1,241417 -79,668306 | Ecuador: Los Rios - Jauneche, 70m.
65 11772083 79,270167 Ecuador: Los Rios - Babahoyo a Guaranda,
Montalvo, 500m.
66 11197083 79,504278 Ecuador: Los Rios — bosqge de Jaungche, km
70 Quevedo a Palengue, via Mocachi.
Gongora grossa Rehb, f, 67 Ecuador: El Oro - Malva, 8 km Zaruma
-3,664833 -79,624528 ' ’ ’
v 1200m.
68 -3.370306 79.863444 Ecuador: El Oro - Buena Vista, Cerros de la
Merced
69 -3,480000 -79,750000 | Ecuador: El Oro - Hcda Daucay, 400m
70 -3,370278 -79,863639 | Ecuador: El Oro - Buena Vista a Paccha.
71 -0,566500 -79,371889 | Ecuador: Pichincha - Centinela, 650m.
72 -0,599833 -79,349944 | Pichincha: Patricia Pilar en el puente sobre el
Rio Bimbe, 170m.
73 -1,772917 -79,174056 | Ecuador: Babahoyo a Guaranda, Balzapamba,
730m.
- 74 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora hirtzii Dodson & N.H. 75 1,100000 -78,266667 | Ecuador: Carchi, San Marcos de los

Williams

Coaiqueres a Gualpi Bajo, 800m.
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76 0,902861 -78,545722 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
11-15, 800m.
77 0,903444 -78,545722 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
12, 750m.
78 0,902861 -78,545722 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
11, 675m.
79 0,903250 -78,545778 | Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
10, 700m.
80 0,903694 78,546028 Ecuador: Esmeraldas - Lita a Alto Tambo, Km
17, 850m.
Gongora sphaerica Jenny 81 -- -- --
Gongora gratulabunda Rchb, f, 82 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora bufonia Lindl, 83 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.
84 17,183333 -88,500000 | Belice: Sibun Forest Reserve.
85 -16,383333 -63,458333 | Bolivia: El Puente.
86 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.
87 -- -- | Caribe: Trinidad y Tobago.
88 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
89 MAR MAR | Costa Rica.
90 -0,737500 -79,800167 | Ecuador: Los Rios - Rio Palenque Science
Cente, 220m.
Gongora quinquenervis Ruiz & 91 0,050667 -77,304667 | Ecuador: Napo - Lumbaqui, camino de Baeza
Pav, a Lago Agrio, 800m.
91 -1,035972 -77,675222 | Ecuador: Napo cerca de Misahualli.
92 -1,066611 -77,618361 | Ecuador: Napo - Jatun Sacha, 450m.
93 Ecuador: Morona Santiago - Méndez a
~2,732361 | -78,309000 | \pona Km 54, 1100m,
94 -2,248694 -78,211667 | Ecuador: Morona Santiago - Macas a
Guamote, 1200m.
95 -4,067722 -78,932111 | Ecuador: Zamora Chinchipe cerca de Zamora,
1000m.
96 -0,454000 -77,182278 | Ecuador: Zamora Chinchipe, Rio Payamino

83




97 -4,057833 -78,970722 | Ecuador: Zamora Chinchipe, Loja a Zamora,
Zamora, 1000m
98 -4,066917 -78,931833 | Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del
Condor, a lo largo del Rio Jamboe km 11,
1200m.
99 -4,067167 -78,931889 | Ecuador: Zamora Chinchipe: Rio Jamboe, km
6,6 del puente 1200m.
100 -- -- El Salvador.
101 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
102 15,225000 -86,258333 | Honduras: Gualaco.
103 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
104 12,825000 -85,366667 | Nicaragua: Matagalpa.
105 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
106 -9,250000 |  -74,958333 | Per(: Puerto Inca.
107 6,583333 -66,583333 | Venezuela: Bolivar.
108 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
Gongora fulva Lindl, 109 MAR MAR | Costa Rica.
110 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
Gongora flaveola Rchb, f, 111 -- -- --
Gongora ionodesme G, Gerlach 112 -4,133500 -78,940500 E;uador. Zamora Chinchipe - La Pituca en el
Rio Jamboe cerca de Zamora, Km 12,2.
113 -1,066611 -77,618361 | Ecuador: Napo - Jatun Sacha, 450m.
114 -1,042194 -77,710861 | Ecuador: Napo — Pto. Napo a Puyo, Km 25,
400m.
Gongora gracilis Jenny 115 -2,248694 -78,211667 | Ecuador: Morona Santiago - Macas hacia
Guamote, 1200m, 9 de octubre Alshi.
116 -4,066917 -78,931833 | Ecuador: Zamora Chinchipe - Zamora,
1200m.
117 -4.989722 -78.903889 | Per(: San José de Lourdes.
118 -3,324444 -79,761222 | Ecuador: El Oro: Pasaje a Cuenca, Km 25,
Gongora superflua Rchb, f, 340m.
119 -3,323972 -79,583889 | Ecuador: ElI Oro Uzchurrumi a Chilla, Km 14,
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490m.

120 -17.079167 -65.463333 | Bolivia: Shinahota.
121 0,351194 -79,733417 | Ecuador: Esmeraldas - Quinindé 400 - 600m.
122 0,136333 -79,556139 | Ecuador: Esmeraldas - La Union.
123 0,874389 78,467917 Ecuador: Esmeraldas: Lita hacia San Lorenzo,
km 12, 800m.
124 0,340750 -79,728833 | Esmeraldas: Estacion Bioldgica Bilsa.
125 -0,737806 -79,800417 Eguad_or: Los Rios - Rio Palengque Centro de
Ciencia, 220m.
126 -0.737750 -79.800306 Egua,dqr: Los Rios - Rio Palenque Estacion
Biologica.
127 10583250 79.366278 Ecuador: Los Rios - Patricia Pilar hacia 25 de
mayo, 650m.
128 Ecuador: Los Rios - Patricia Pilar hacia 25 de
Gongora ilense Whitten & Jenny -0,583333 -79,366667 Mayo, 220m.
129 -0,750000 -79,310000 | Ecuador: Los Rios - Valencia.
130 -0,500000 -79,500000 | Ecuador: Manabi - EI Carmen.
131 0276167 79,158194 Ecuador: Sto, Domingo hacia Quevedo, Km 7,
Rio Chiguilpe, 450m.
132 Ecuador: Sto. Domingo para Quevedo, Km
-0,319806 -79,167250 28 Rio Baba, 450m.
133 -0,566500 -79,371889 | Ecuador: Pichincha - Centinela 650m.
134 -0.599861 -79,349833 E?rl:%deor: Pichicnha - Sto. Domingo Rio
135 0,351194 -79,733417 | Ecuador: Esmeraldas - Quinindé 400 - 600m.
136 Ecuador: Esmeraldas: La Unién del Rio
0,136333 -79,556139 Quininde para Pedernales, 200m.
Gongora latisepala Rolfe 137 -- -- --
138 -14,166667 -53,083333 | Brasil: Campinapolis — Mato Grosso.
Gonaora atropurnurea Hook 139 5,775000 -74,341667 | Colombia: Cundinamarca.
g purp 140 0,000000 | -77,000000 | Ecuador: Sucumbios: Lumbaqui, 500m.
141 3,916667 -53,083333 | Guayana Francesa: Saint-Elie.
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~Nota: Los guiones medios en las celdas se refieren a que las coordenadas son invalidas o no existen.

Fuente: (Dodson et al., 2006) y (Tropicos, 2017).

Elaborado por: (Las autoras, 2020)
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142 4,908333 -58,916667 | Guyana: Potaro-Siparuni.
143 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
144 -9,250000 -74,958333 | Per(: Puerto Inca.
145 3,891667 -55,916667 | Surinam: Boven Saramacca.
146 6,583333 -66,583333 | Venezuela: Bolivar.
147 9.860000 -83.790000 | Costa Rica: Provincia de Cartago.
148 15,775000 -90,225000 | Guatemala: Chisec.
149 15,225000 -86,258333 | Honduras: Gualaco.
Gongora leucochila Lem 160 23,616667 -102,575000 | México: Villa de Cos, Zac.
161 8,441667 -80,108333 | Panama: Rio Hato.
162 16,387222 -89,076944 | Belice: Columbia Forest Reserve.
163 13,000000 -85,233333 | Nicaragua: Reserva Natural Cerro Musun.




Anexo 3. Fotografias de las especies del género Gongora

Gongora portentosa Linden & Rchb.f.

| Gongora c.éssidea Rchb.f.
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Gongora armeniaca (Lindl.) Rchb.f.
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Gongora scaphephorus Rchb.f. & Warsz.

Gongora sanderiana Kraenzl

Gongora rufescens Jenny
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Gongora pardina Jenny

Gongora pleiochroma Rchb.f.

Gongora grossa Rchb, f.
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Gongora sphaerica Jenny

. 3

Gongora gratulabunda Rchb. f.

Gongora bufonia Lindl.

91




Gongora quinguenervis Ruiz & Pav.

Gongora flaveola Rchb. f.

.
- 3 .
-3

Gongora ionodesme G. Gerlach
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Gongora gracilis Jenny

G(Sﬁgora superflua Rchb. f.

Gongora latisepala Rolfe

Gongora atroporpurea Hook
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Gongora leucochila Lem

Fuente: (Tropicos, 2019; Pfahl, 2020)
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Arbol filogenético de la region matK de las especies del género Gongora
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Anexo 4. Arbol filogenético de la region matK mediante el método de Maxima Verosimilitud y el modelo

Jukes-Cantor con 1000 Bootstraps. Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma como grupos externos.

Elaborado por: (Las autoras, 2020)
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Arbol filogenético para Stanhopeinae con las regiones matK +trnL+ ITS-nrDNA

combinadas.
2 Stanhopea annulata
Stanhopeinae 15 [me { Stanhopea ecomuta
matK + tmL-F + ITS ntDNA = 5859 Stanhopea pulla
100 Stanhopea cirhata
11 8 2 Stanhopea wardii
1% 8 [7173 Stanhopea ruckern
6 [%9°° Stanhopea anfracta
10 78485 8 Stanhopea saccala
51/58 Stanhopea tignna
36 Sievekingia colombiana
21 14 _fg'af_‘_—_ Sievekingia hemenhusana
100¢£00, 95/86 47 Coryanthes macrantha
W’: Coryanthes elegantium
Embreea rodigasiana
17 Soterosanthus shepheardii
1000 6 Kegeliella atropilosa
N W': Kegeliella kupperi
" - Polycycnis aurita
27 24  —— Polycyc
8899 :w }g L Polycycnis omata
18 Polycycnis gratiosa
2007 8 Lueddemannia pescatorei
100 - 8 Vasqueziella boliviana
o] 951100 Acineta superba
A Lacaena spectabilis
10 Horichia dresslen
22 Trevona zahibrucknenana
10 7 o 21 Schiimmia sp.
oo 90 § |10 Tim Schiimmia stevensonii
28 6 | =% 19 Houtletia walllsii
1000 a3 :ggr L Houlletia sanderi
100 Houlletia tigrina
Paphinia neudecken
Cimrhaea dependens
10 ‘ 4 Gongora gratulabunda
B4194 28 15 Gongora sphaerica
1007
00 22 100 Gongora ilense
100 7007 13 Gongora amparoana
25 10 | 10 [ @8 L—— Gongora tridentata
1000 S Gongora armeniaca
1
°° 26 —_—— Gongora escobariana
100/100 L Gongora portentosa
Braemia vittata

DNA

Fuente: (Whitten et al., 2000)

Anexo 5. Porcion de Stanhopeinae con la combinacion de los marcadores moleculares matK/trnK-F/Its nr
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Arbol de Maxima Verosimilitud con Bootstrap para Coeliopsidae y Stanhopeinae

""IMaxillariinae (Fig. 4 & 5)

100) Acineta chrysantha
Acinets superbs
Vasqueziefis bolviana
Lueddemannia pescatore|
Lacaena spectabilis
Lueckelia breviaba
87 Soterosanthus shepheardi
Kegefielia atropiiosa
Kegedelia kuppen
Folycycnis gratiosa 1
Polycyenis gratiosa 2
Houlletia brockiehurstiana
Houlletia cdoratissima
Houwletia sanden
Houlletis tigrina
— Schiimmia aipina
1 Schiimmia stevansoni
100 Trevonsa zahibruckneriana
Hogcma dresslers
'aphinia clauswa
00 ] _mn_{:Pephm-a neudecker
Stanhopea pulla
Stanhopes snnulata
Stanhopea ecomuta
Stanhopea chrhata
Stanhopes tigrina
Stanhopea confusa
Stanhopes anfracts
Sievekingia reichenbachians
Caryanthes venucolineats
19 I Coryanthes maecrantha
anthes elegantium
brees herenhusana
Embreea rodigasiana
Gongora tridentata
Gongora seldefiana
Gongora armeniaca 1

100,

:
§
5

T

78

Cirrheea fuscolutea
Braemia vittata
Coefiopsis hyacinthosma

Lycomarmium fiskel Coeliopsidinae
Pensterla elata o

2% —"""|Zygopetalinae (Fig. 2)
—M—Qasopswinae (Fig. 2)
L2 "] Oncidiinae (Fig. 1)

L 100 "] Cyrtopodiinae (Fig. 1)

100

o0 <—__| Catasetinae (Fig. 1)
L —"Eulophiinae (Fig. 1)

Cymbidiinae (Fig. 1)
Polystachys cultriformis

0.02

Anexo 6. Arbol de Méaxima Verosimilitud para Coeliopsidae y Stanhopeinae.

Fuente: (M. Whitten et al., 2014).
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Arbol filogenético para la region matK para la totalidad mediante el método de Maxima

Verosimilitud de las muestras y el modelo Tamura-Nei.

0.00

0.000

Gongora aff. atropurpurea 4341A (AHL)
0% Gongora aff. atropurpurea 43498 (AHL)
Gongora aff. atropurpurea 4336A (AHL)
Gongora aff. atropurpurea 4335A (AHL)
Gongora aff. atropurpurea 43328 (AHL)
Gongora atropurpurea 4247A (EG)

- Gongora aff. atropurpurea 41468 (AHI)
000 Gongora aff. atropurpurea 4337A (AHL)

Gongora leucochila 4167 (PM)

0.000

Gongora aff. latisepala 4144 (AHI)

Gongora aff. latisepala 4145 (AHI)

Gongora ilense 4338A (AHL }det: Mogrovejo y Proano
00822 Gongora_ilense AF230480.1

0 ) Gongora superflua 4300A (EG)

00 ongora superfiua 4149 (AHI)det: Mogrovejo y Proano
Gongora gracilis 4387A (EG)

0.000

Gongora aff. gracilis 43718 (AHCH)

Gongora ionodesme 44028 (MJ)
Gongora aff ionodesme 41488 (AHI)
Gongora flaveola 4208A (RG)
Gongora fulva 4244A (EG)

Gongora aff. fulva 4339A (AHL)

00 Gongora aff. fulva 4375A (AHCH)
0.002

GRUPO V

— Gongora quinguenervis 4376A (AHCH) det: Mogrovejo y Proano

0.000

0.002

o Gongora quinquenervis 43148 (EG)
" E‘&w Gongora bufonia 4150 (AHI)det: Mogroveio y Proano
000f B2 5ongora bufonia 4287A (EG)

—

000 _ Gongoraaff. bufonia 4 134A (AHQ)
Gongora aff. bufonia 43698 (AHCH)

0.001

GRUPO IV

@%’Gmgom _gratulabunda AF239478.1
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0.006

Gongora_gratulabunda AF239478.1
e Gongora_sphaerica AF239484 1
0000 ongora aff. sphaerica 43504 (AHL)
Gongora aff. sphaerica 4355A (AHL)
Gongora aff. sphaerica 4139A (AHQ)

0.002
0.000

0.000

0.000

0.000—= Gangora af. hirtzii 4130 (AHQ)

—EDGongora aff. hirtzii 4131 (AHQ)

L0990 Gongora aff. hirtzii 4147 (AHI) Ll Gruro v

au Gongora_hirtzii KF660278.1

Gongora af. hirtzii 4189 (MD)

2 Gongora aff. hirtzii (nueva) 4165 (PM)

0.002 s angora aff. grossa 4128 (AHQ)

000 Gongora aff. grossa 4138B (AHQ)

Gongora aff. grossa 4340A (AHL)

Gongora grossa 4353A (AHL) det: Mogrovejo y Proano

? Gangora grossa 4241A (EG) _

Gongora scaphephorus 43994 (MJ) |

Gongora sanderiana 4295A (EG})

St Gongora rufescens 42454 (EG) L GRUPO 111

Gongora lense 4320A (EG)

Gongora pardina 42424 (EG)

0% Gongora pleiochroma 4243A (EG)

Gongora cassidea 4286A (EG) )

Gongora_horichiana EU214356.1

X Gongora_armeniaca AF239482.1

0.0 e 0% Gongora_seideliana KFB60277.1

= Gongora_amparoana AF239481.1

? Gongora_galeata EF079251.1

Gongora_portentosa AF239485.1
ane Gangora ecomuta 4400A (MJ) GRUPO |

Qo0 Gongora_escobariana AF239479.1
9014 Syanhopea_saccata EU214198.1
0.009 L09  celiopsis_hyacinthosma EU214319.1 }

0.002

0.000

0.000

0.015

0.034

0.02

0.000
0.00:

0.
0.006

0.002

0.000

— GRUPO 11

o

0.002

GRUPO EXTERNO

Anexo 7. Arbol filogenético para la region matK para la totalidad de las muestras, basado en el modelo Tamura-Nei

mediante el método de Maxima Verosimilitud con 1000 Bootstraps. Stanhopea saccata y Coeliopsis hyacinthosma
COMO grupos externos.

Elaborado por: (Las autoras, 2020).
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