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RESUMEN EJECUTIVO

La familia Orchidaceae ocupa una posicion muy importante dentro de las angiospermas
debido a la rica variedad de especies y gran morfologia floral. Para Ecuador se han
descrito 3549 especies, segun el Royal Botanic Garden de Kew (2009), de las cuales 689
son endémicas del sur del pais. Los estudios del genoma cloropléstico resultan Utiles para
andlisis de variabilidad genética, estructura poblacional y de evolucién molecular, debido a
Su secuencia altamente conservada y por estar sujeto a un modo de herencia maternal. El
presente trabajo tiene como objetivo estudiar la variabilidad genética, la estructuracion
poblacional y la evolucién del genoma cloroplastico (espaciadores intergénicos) de tres
especies de la familia Orchidaceae: Epidendrum parviflorum, Cyrtochylum myanthum y

Masdevallia deformis distribuidas en el sur de Ecuador.

Palabras Clave:C. myanthum, E. parviflorum, estructura poblacional, evolucién molecular,

espaciadores intergénicos cloroplasticos, M. deformis, Orchidaceae, variabilidad genética.



ABSTRACT

The Orchidaceae family occupies a very important place within angiosperms because of
the rich variety of species and the large floral morphology exhibited. In Ecuador 3,549
species have been described (Kew Royal Botanic Garden, UK, 2009). Six hundred and
eighty nine species are endemic to southern Ecuador. Studies of chloroplast genome are
useful for analyzing genetic variability, population structure and molecular evolution due to
its highly conserved sequence and maternal inheritance pattern. The present work aims to
study the genetic variability, population structure and evolution of the chloroplast genome
(intergenic spacers) within three orchids species distributed in southern Ecuador:
Epidendrum parviflorum, Masdevallia deformis and Cyrtochylum myanthum.

Key words: C. myanthum; E. parviflorum; population structure; molecular evolution;

chloroplast intergenic spacers; M. deformis; Orchidaceae; genetic variability.



INTRODUCCION

El presente trabajo “Estudio de la evolucién del genoma cloroplastico en especies de la familia
Orchidaceae distribuidas en el sur del Ecuador” se realizd6 con el objetivo de estudiar la
variabilidad genética, la estructuracion poblacional y la evolucion del genoma cloroplastico de
tres especies de la familia Orchidaceae: Epidendrum parviflorum, Cyrtochylum myanthum y
Masdevallia deformis distribuidas en el sur de Ecuador.

En lo referente a la estructuracién del mismo, el presente documento de trabajo de fin de
titulacion esta dividido en tres capitulos, dentro del primero se encuantra el marco teérico en
donde se trata temas introductorios al genoma cloroplastico y su importancia, la familia
Orchidaceae y una breve descripcion de las tres especies en estudio y su importancia. En el
segundo capitulo se presenta la metodologia utilizada, describiendo los materiales y los pasos
con los que se dio respuesta a los objetivos planteados como la extraccion de ADN, las
condiciones de PCR para cada una de las regiones estudiadas, su secuenciamiento y su
analisis. En el tercer capitulo se exponen los resultados obtenidos y la discusién de los mismos.
Finalmente se realizan recomendaciones y se enlista la bibliografia citada seglin las normas

APA. Acompafnando el texto se encuentran los anexos.

El genoma cloroplastico presenta un alto grado de conservacidbn en tamafio, estructura,
contenido génico y orden lineal en las plantas terrestres (Shaw, 2007). Siete genomas
cloroplasticos de orquideas han sido secuenciados (pertenecientes a los géneros Corallorhiza,
Cymbidium, Erycina, Neottia, Oncidium, Phalaenopsis,y Rhizanthella). Los seis primeros
pertenecen a la subfamilia Epidendroideae mientras que el ultimo pertenece a la subfamilia
Orchidoideae. (Chang CC. et al., 2006; Barrett CF & Davis JI, 2012; Yang JB. et al,
2013;).Estos resultados han permitido conocer mas en detalle la estructura del genoma

cloroplastico y detectar potenciales marcadores.

En el sur del Ecuador se distribuye un numero importante de especies de la familia
Orchidaceae, como resultado de eventos paleo-ecoldgicos entre otros, que han conducido a
una rapida radiacion de las especies vegetales de la zona (Meisel & Woodward, 2005). El
andlisis de la variabilidad genética poblacional es una herramienta de suma importancia para
evaluar el nivel de tolerancia de las especies expuestas a agresion ambiental. El estudio de
marcadores cloroplasticos que se propone en este trabajo permiti6 monitorear la diversidad

genética, establecer patrones de estructura genética poblacional de las especies en estudio y



entender la evolucion molecular del genoma cloroplastico en un sector de la familia

Orchidaceae.

Para llevar a cabo la investigacion se colectaron muestras de las especies Epidendrum
parviflorum, Cyrtochylum myanthum y Masdevallia deformis en las provincias de Loja y Zamora-
Chinchipe. El material colectado fue deshidratado con silicagel para la posterior extraccion de
ADN. Se amplificaron las regiones cloroplasticas de interés utilizando la técnica de PCR. Los
amplicones obtenidos fueron purificados y posteriormente secuenciados por Macrogen (Corea).
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con Geneious 4.7.5. y alineadas con Mesquite,
Posteriormente se efectuaron analisis filogenéticos de Neighbor-Joining utilizando Bio NJ de
Sea View 4.2.8. Se detecté a nivel de los cuatro espaciadores intergénicos estudiados
variaciones en la secuencia como microsatélites, substituciones nucleotidicas e indels
principalmente. El alcance de los objetivos se los llevd en su totalidad obteniendo asi los

resultados esperados para poder culminar el presente trabajo.



OBJETIVOS

General

Analizar las secuencias cloroplasticas (espaciadores intergéncios): atpH-atpl, trnQ-rps16, trnL-
trnd y trnL-trnF en varias especies de orquideas distribuidas en el Sur del Ecuador, a fin de
establecer el nivel de diversidad genética presente y relacionarlos con aspectos de estructura
poblacional, relaciones filogenéticas y de conservacion.

Especificos

- Establecer niveles de variabilidad genética poblacional.

- Determinar la estructura genética de las especies.

- Monitorear la evolucion de las regiones genémicas analizadas.

- Determinar posible vulnerabilidad.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. El Genoma del Cloroplasto.

El ADN del cloroplasto presenta un alto grado de conservacion en tamafo, estructura, contenido
génico y orden lineal en las plantas terrestres (Shaw, 2007). Es util en estudios evolutivos
debido a su sencilla estructura, secuencia altamente conservada, y caracteres de herencia
materna (Tien X & Li DZ. 2002). El genoma cloroplastico promedio mide alrededor de 150 kb
en plantas con flores (Lilly, J. W. et al., 2001). Contiene dos copias de una region invertida (IR)
aproximadamente de 23 kb que separa una pequefia copia Unica corta (SSC) de unos 18 Kb,
de una Unica copia larga (LSC) de 84 Kb (Kerstin D. et al., 2009) (Figura 1).

El tamafio del genoma cloroplastico es diverso y depende en gran medida de la extensién de la
duplicaciéon de genes, pequefas repeticiones y el tamafio de los espaciadores intergénicos
(Green BR., 2011). El orden de unién de las cuatro regiones difiere entre las diversas especies

de plantas.

Erycina pusilla

143,164 bp

Figura 1. Mapa genético del genoma cloroplastico de Erycina pusilla tomado de Pan I-C et al., 2012.

De acuerdo a la funcionalidad, los componentes del genoma cloropléstico pueden ser divididos
en genes codificantes, espaciadores intergénicos e intrones. Los dos ultimos son considerados
como secuencias no codificantes (Shaw et al., 2007). En particular ciertas regiones localizadas

en la secuencia Unica larga (LSC) como los espaciadores intergénicos: atpH- atpl, trnQ-rps16 y



trnL-trnF han resultado ser altamente variables y por tanto guardar caracteres potencialmente

informativos en su secuencia.

En el estudio realizado por Perry y Wolfe (2002) se demostré que la que la tasa de sustitucion
nucleotidica es 2.3 veces mas alta en LSC y SSC que en las repeticiones invertidas

cloroplasticas por lo que se considera que éstas evolucionan mas lentamente.

Desde principios de 1990 Taberlet et al. (1991), Morton y Clegg (1993), Clegg et al. (1994), ,y
Gielly y Taberlet (1994) impulsaron el uso de secuencias de ADN no codificantes cloroplasticas

como un recurso para generar filogenias de plantas (Shaw et al., 2007).

1.2. Importancia del Genoma Cloroplastico.

Hasta el momento hay muy poca informacion disponible sobre el genoma del cloroplasto en la
familia Orchidaceae pese a esto, estudios han puesto en manifiesto un alto grado de
conservacion en la secuencia de ADN de cloroplasto (cpDNA). Aunque hay tres genomas
diferentes en las plantas, el ADN del cloroplasto es en muchos aspectos, el genoma de eleccion
para estudios taxondmicos orquideas (Chase & Palmer, 1989).

Son muchas las ventajas en el uso de cpDNA para la taxonomia y la investigacion evolutiva
(Webster (1992) tales como: a) el tamafio de cpDNA es pequefio, con un alto nimero de copias
y la estructura simple; b) en comparacién con el genoma nuclear y mitocondrial el cpDNA
presenta un alto contenido de genes y su disposicion se encuentra mas conservada lo que
facilita el disefio de primers que pueden resultar muy importantes para futuros estudios; c) El
cpDNA es de herencia materna y por lo tanto no posee una recombinacion genética que

interfiera con las relaciones filogenéticas moleculares (Tien X & Li DZ. 2002).

Las regiones cloroplasticas (IR; SSC; LSC) brindan importante informacion sobre la insercién o
delecién de secuencias, transicion o transversion y repeticiones nucleotidicas Utiles para ayudar
a esclarecer relaciones evolutivas dentro de la familia Orchidaceae (Wu CS. et al., 2011; Liu VY.
et al., 2013;).

1.3. Familia Orchidaceae.

La familia Orchidaceae comprende una de las mayores familias de plantas con flores, posee
una rica variedad de especies en las cuales se aprecia una alta diversidad morfolégica floral
(Chase MW et al., 2003) con mas de 25000 especies (Chase MW. 2005) y cinco subfamilias
reconocidas (Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae y Vanilloideae)
(Chase MW et al., 2003) con gran numero de especies con un significativo valor econémico
(Raubeson & Jansen. 2005).



Las orquideas son un grupo antiguo y su distribucion actual sugiere un origen probablemente
anterior a la ruptura de Gondwana hace 125 millones de afios, sin embargo, no dejan de ser
una familia que evoluciona de forma activa (Chase MW, 2001). Las orquideas del Ecuador han
sido estudiadas desde el tiempo de la colonia, sin embargo la gran mayoria de la flora
Orchidaceae del Ecuador fue descubierta después de la Segunda Guerra Mundial, cuando
investigadores principalmente de los Estados Unidos y Suecia realizaron expediciones
botanicas. Ecuador posee probablemente la mayor diversidad de orquideas a nivel mundial,
debido principalmente a que nuestro pais cuenta con una extensa variedad de microclimas que
circunscriben especies en areas muy restringidas, con caracteristicas peculiares y muy

especificas (Meisel & Woodward, 2005).

1.3.1. Epidendrum parviflorum Ruiz Pav., Syst. Veg. Fl. Peruv. Chol. 1; 245 (1789).

Planta epifita, forma matas densas de tallos delgados, cubiertos con disticas, imbricar bracteas
estrecha, tubulares, acuminados, foliaceas arriba. Hojas estrechamente lanceoladas,
acuminadas, de color verde oscuro. Inflorescencia una panicula suelta, pocas ramas laterales
basales, escarioso bractea floral, lineal. Sépalos y los pétalos de oliva verde, los labios, la
columna y las anteras blanco. Sépalos céncavos, obovadas, poco agarrados, acuminados;
pétalos lineales, ligeramente dilatados cerca de &pice agudo; labelo unido casi al apice
columna, lamina libre transversa, cordadas base, l6bulos laterales extendidos, angulares,
I6bulo medio cuneado, truncado, dos callos basal engrosados, algo comprimido, con un disco
eliptico, tres camellones, callo grueso eliptico que se extiende casi hasta el 4pice, columna

gruesa, apicalmente dilatado (Dodson, 2004).

Esta especie es un miembro del grupo paniculatum, subgrupo paniculatum. Se distingue por el
baston delgado como tallo con numerosas hojas, las vainas en la base con inflorescencia
paniculada, las pequefias flores con sépalos y pétalos verdes oscuros y el labio blanco
(Dodson, 2004).

1.3.2. Cyrtochylum myanthum (Lindl.) Kraenzl., Pflazereich IV. 50 (80): 77 (1992).

Planta terrestre, grande, pseudobulbo piriforme, liso, de color verde oscuro, 3 - 4 hojas en el
apice, panicula axilar muy larga, muchas ramas laterales, vainas foliares basales generalmente
mas largos que los de pseudobulbo. Sépalo dorsal y los pétalos de color marrén oscuro, garra
amarilla, los sépalos laterales marrén, el labio color blanco amarillento palido, apice inclinado
de color marrén oscuro, la columna de color amarillo palido, margenes del estigma pardusco

purpura, auriculas purpura hacia la punta, los polinios de color amarillo brillante (Dodson, 2004).



1.3.3. Masdevallia deformis Kraenzl., Repert. Spec. Nov . Regni Veg. 17:428 (1921).

Planta de tamafio pequefio a mediano, epifitas, cespitosa; raices delgadas. Ramicaules
negruzco, erectos, delgados, 1,5 a 4,5 cm de largo, envueltos por 2 o 3 vainas sueltas,
tubulares. Hoja verde oscuro, erguida a sub-recta, coridceas, pecioladas, de 4 a 10 cm de largo
incluido el peciolo (2 a 4,5 cm de largo), la ldmina eliptica, subagudo a obtuso, 1 a 2,4 cm de
ancho, cuneadas a continuacion del peciolo negruzco. Inflorescencia solitaria, de color
encendido llamativa por una horizontal, ascendente, o erecto, pedunculo delgado 4 al0 cm de
largo, con una bractea por debajo de la mitad, debajo del ramicaulo; bractea floral tubular, 6 a 8
mm de largo; pedicelo 8 a 11 mm de largo; ovario de 5 mm de largo; sépalos rojo bermellén,
glabro, el sépalo dorsal oblongo, 12 a 17 mm de largo, 5 a 6 mm de ancho, connado a los
sépalos laterales de 8 mm para formar un tubo cilindrico, la porcion triangular libre, el apice es
agudo enrollado en una delgada cola dirigida hacia delante 15 a 23 mm de largo, los sépalos
laterales oblongo-elipticos encima del tubo cilindrico estrecho, mas o0 menos dilatado mas alla
de la union con el sépalo dorsal, 30 a 40 mm de largo, connados 19 a 30 mm, 20 a 27 mm de
ancho en conjunto, los vértices redondeados abruptamente contratados en colas delgadas 1,5 a
2,5 mm de largo; pétalos blancos con un nervio central purpura, oblongos, 7 a 8 mm de largo, 2
a 2,75 mm de ancho, el apice subtruncado, ligeramente bilobulado, el margen labellar con una
carina longitudinal salpicado de puarpura, que termina en un diente agudo, retorcido encima de
la base; labelo rojo o naranja, estrechamente oblonga, 7 mm de largo, 1,25 a 1,5 mm de ancho,
comprimido lateralmente por debajo de la mitad, poco pubescentes o glabros, margen
denticulado a entero, el apice acuminadamente obtuso a redondo, el disco con un par de callos
longitudinal, ciliadas o glabros, la base subcordada, 1,5 mm de espesor, con bisagras abajo;
columna blanca con un margen puarpura, 5 a 6 mm de largo, el pie 3 mm de largo, con una corta

extension, curvada (Dodson, 2004).

Esta especie es local, pero a veces abundante, en los bosques del sudeste de Ecuador, los
sépalos laterales son de color rojo - naranja. Las plantas y flores de poblacién recientemente
descubierto més al sur son mas grandes, bronceados al este de Loja y la Cordillera del Condor.
En adiccion, las flores més grandes son asumidos por pedunculos erectos y los labios son
enteros. Esta poblacion se reorganizO como M. exaltata en 1982. En 1984, a una altura
ligeramente inferior en el mismo valle, se descubrieron numerosas plantas mas pequefias con
inflorescencias horizontales similares a la forma tipica. Las flores eran mas pequefas y los
labios de muchos eran minusculas o microscépicamente pubescentes o denticulados (Dodson,
2004).
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1.4. Importancia de la familia Orchidaceae en Ecuador.

Ecuador es uno de los lugares mas ricos del mundo por la diversidad de orquideas, con tal vez
una cuarta parte de todas las especies conocidas que se encuentran alli Resulta irénico que
pese a ser tan numerosas, muchas de las especies presentes son raras y amenazadas de
extincién. La mayoria de orquideas tienen un alto valor econémico en el comercio internacional
(Simpson, 2006). Desafortunadamente, la vulnerabilidad de algunas especies se debe a la alta
tasa de deforestacion y en consecuencia a la pérdida de héabitat asi como a la coleccion
selectiva (Dodson, 2005).

1.5 Amenazas.

En el Ecuador la familia Orchidaceae, como se dijo anteriormente, se encuentra amenazada y
numerosas de sus especies en peligro de extincion debido a factores como la depredaciéon
selectiva de especies por colectores comerciales, ya que la extraordinaria variedad de aspectos
florales de éstos organismos asegura una gran demanda de los consumidores de orquideas .
Ademas la destruccion masiva de habitats produce pérdidas catastréficas con invaluable valor
cientifico ya que muchas de las especies afectadas son aun desconocidas (Lenington &
Pritchard, 2001). Segun la FAO, Ecuador es uno de los paises con mayor nivel de deforestacion

en América Latina.

La vulnerabilidad de las orquideas del Ecuador se resume entonces a la destruccion de habitat,
sumado al problema del trafico de especies, por su alto valor comercial (Endara, 1999). Es
importante sefialar que las orquideas son sensibles al estrés ambiental, en especial a aquel
derivado de la actividad antropogénica (deforestacion) asi como el calentamiento global
(Kartzinel, 2012).

1.6 Evolucion del Genoma Cloropléstico en la familia Orchidaceae.

Componentes de genoma del cloroplasto como SSC y LSC han resultado ser altamente
informativos para la sistematica molecular, la fitogeografia y la genética de poblaciones en
plantas (Shaw et al., 2007). A pesar del transcurrir del tiempo el uso de cpDNA en
investigaciones de evolucion y sistematica molecular de plantas es relativamente bajo y son
pocas las regiones no codificantes que se han comparado debido a las diferentes tasas de
evolucion entre las diversas proporciones del genoma (Olmstead & Palmer, 1994). Los
espaciadores intergénicos cloroplasticos (IGS) han resultado ser informativos en estudios
genéticos de plantas (Dong-Keun Yi et al., 2012) por ello se los ha seleccionado en el presente
estudio a fin de analizar la diversidad genética de varias especies ecuatorianas de la familia

Orchidaceae.
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2.1. Material biolodgico.

Proveniente de hojas de las especies Epidendrum parviflorum, Cyrtochylum myanthum y
Masdevallia deformis en las provincias de Loja y Zamora Chinchipe (Anexo 1). El material
recogido fue deshidratado en silicagel hasta su procesamiento para la extraccion de ADN.

2.1.1. Distribucion de Epidendrum parviflorum.

Zamora-Chinchipe de Yangana a Valladolid, 2100 m. 24 de julio 1985, Dodson y Embree
16071 (QCNE, RPSC). De Zamora a Guayaquil, Cord. Condor, de Zumbi a Paquisha,
1450 m, 19 de febrero de 1986 Hirtz et al. 2826 (MO); de Zumbi a Paquisha, 1450 m, 19
de febrero de 1986 Hirtz et al. 2828 (MO). 26 individuos de Epidendrum parviflorum fueron
analizados, distribuidos en 3 poblaciones diferentes: P1 - 10 individuos, P2 — 15 individuos
y P3 - 1individuo (Dodson, 2004).

2.1.2. Distribucion de Cyrtochylum myanthum.

Loja: Carretera de Loja-Saraguro, km 8.6 de Saraguro, 09.40S 79. 15W, 2900-3100m, el
16 de junio de 1979; Loja-Zamora, 1800 m, 20 de marzo 1972, Harling 11337 (GB);
Cuenca-Loja, a 3 km NW de Saraguro, 2900 m, 25 de julio de 1979, Heinonen 45 (GB);
Carretera Yangana-Valladolid, 04.25S 79.15W, 2700 m, el 23 de diciembre de 1991,
D.Rubio et al. 2281 (MO, QCNE); Loja-Zamora. Km 13, 2700 m, 18 de septiembre de
1961, Dodson y tien 668 (SEL); Yangana-Valladolid, km8, 2500 m, el 28 de febrero de
1985, Ollgaard et al. 58447 (UCA); Parque Nacional Podocarpus, Centro de informacion
04,05S 79.10W, 29 m, 15 de junio 1988 (Dodson, 2004).

Zamora Chinchipe: Parque Nacional Podocarpus, camino a mirador, 1000 m, 6 de
septiembre de 1988 Madsen et al. 75285 (AUU); Loja - Zamora, por el sendero, 2700 m, 3
de agosto de 1982 Clemants 2286 (Nueva York); Yangana - Valladolid, a 3 km mas alla
de pase, 2700 m 2 de febrero de 1985, Harling & Andersson 21444 (AUU, AMES, QCA);
Carretera Loja - Zamora, km 17, 03.59S 79,08W, 2400 m, 16 de abril 1973 Holm-Nielsen
et al. 3607 (AUU, AMES). 99 individuos fueron analizados, 19 para la P1, para la P2 - 9
individuos, P3 - 8 individuos, P4 - 4 individuos, P5 - 4 individuos, P6 - 8 individuos, P7 - 11
individuos, P8 - 20 individuos, P9 - 16 individuos (Dodson, 2004).

2.1.3. Distribuciéon de Masdevallia deformis.

Loja: Al norte del paso sur de Yangana, 2400m, 3 Mar.1982, Luer, 7103 (SEL).
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Zamora: Entre Loja y Zamora, 2200 m, 19 de noviembre 1979, Luer, 4805 (SEL);
Cordillera del Condor, Enero 1972, M Fiske sn (AMES); misma coleccién por M. Fiske, 27
de Septiembre 1977, Luer 1848 (SEL); por encima de Valladolid, 2450 m, 18 de marzo de
1984 Luer et al. 9566 (MO); 23 de marzo 1985, Luer et al. 10937 (MO); 2700 m, 4 de abril
de 1985 Harling & Andersson 23660 (GB). 24 individuos fueron analizados, provenientes
de 5 poblaciones, P1 - 6 individuos, P2 - 4 individuos, P3 - 12 individuos, P4y P5 - 1
individuo (Dodson, 2004).

2.2. Extraccion de ADN.

Se efectud la extraccién a partir de 48-50mg de muestra de las cuales se procedié a la
trituracion del tejido para romper membranas y células liberando el ADN para su facil
acceso con 2 bolas de tungsteno por cada muestra en un tubo de 2ml y mediante el Kit de
extraccion DNeasy de la marca Qiagen. La extraccion realizada permitié obtener un ADN
de buena calidad el cual fue cuantificando con el espectrofotémetro NanoDrop 2000. La
calificacion se efectué mediante la técnica de electroforesis en un gel de agarosa al 1%
(50ml) tefiido con Gel Red. Las observaciones fueron registradas mediante un sistema de

foto documentacion.

2.3. Amplificacién de Regiones Gendmicas (PCR).

Los primers cloroplésticos utilizados fueron: trnF fwd: (5-CGAAATCGGTAGACGCTA-3)
trnL rev: (5-ATTTGAACTGGTGACACGA-3’) (Taberlet P. et al.,, 1991); rpsl6 fwd:
(5'GTCGCACGTTGCTTTCTACC-3) trnQ rev : (5-AGGTTCGAATCCTTYCGTC-3’); atpH
fwd : (5'-CCAGCAGCAATAACRGAAGC-3’) atpl (5-TTCAAGCTCTTATTTTTGCAACKT-
3’) (Scarcelli N. et al., 2011).

Utilizando como polimerasa la Gotaq DNA Polymerase de la Marca Promega y
optimizando las unidades dentro de la reacciéon de PCR se logr6é la obtencién de
amplicones. La amplificacién se realizé usando: reaction buffer 5x Green GoTaq 2.5ul, de
dNTP’s 0,5ul (10mM), por cada uno de los primers (Forward y Reverse) 0,4ul (25mM), de
la GoTaq Polimerase 0.125ul (5u/ul), de H,O destilada desionizada 2.325ul mas 6.25ul de
ADN trabajando asi con un volumen final de 12.5ul y fueron corridas en el termociclador
ABI-Veriti (Applied Biosystems) y TECHNE TC-312. Las condiciones de amplificacion

fueron:

14



Primer trnL-F

Desnaturalizacion Inicial |95°C - 1min 1 Ciclo
Desnaturalizacién |95°C - 30sec
Anillamiento 54°C - 20sec; 52°C - 20sec; 50°C - 20sec | 40Ciclos
Extension 72°C - 1min
Extensién Final 72°C - 7min 1 Ciclo
Primer AtpH-I
Desnaturalizacion Inicial |95°C - 1min 1 Ciclo
Desnaturalizacién |95°C - 30sec
Anillamiento 59°C - 15sec; 58°C - 15sec; 56°C - 15sec | 40Ciclos
Extension 72°C - 1min
Extension Final 72°C - 7min 1 Ciclo
Primer trnQ-16
Desnaturalizacion Inicial |95°C - 1min 1 Ciclo
Desnaturalizacién |95°C - 30sec
Anillamiento 64°C - 20sec; 62°C - 20sec; 60°C - 20sec | 38 Ciclos
Extensién 72°C - 1min
Extensién Final 72°C - 7min 1 Ciclo
Primer trnL-ndhJ
Desnaturalizacion Inicial |95°C - 1min 1 Ciclo
Desnaturalizacién |95°C - 30sec
Anillamiento 56°C - 30seg; 55°C - 30seq; 54°C 30seg |40Ciclos
Extensién 72°C - Imin
Extensién Final 72°C - 7min 1 Ciclo

Se evalu6 la amplificacién de las regiones gendmicas mediante electroforesis en un Gel
de agarosa al 1% mas la solucion de GelRed (50ml). Se tomaron 3ul del producto de PCR
y 1.5ul de marcador molecular 100 bp DNA Ladder de la casa comercial Invitrogen de una
dilucion (1/5) que se prepard previamente. La migracion de las muestras fue en buffer
SB1X (Acido Bérico de Sodio). Las condiciones durante la migracion fueron 120V durante
aproximadamente 3 minutos con 300mA luego se cambi6 el Voltaje a 95V durante 27min,
esto para que el ADN penetre con fuerza el gel y luego migre lentamente permitiendo la

separacion de bandas.

2.4. Secuenciamiento.

Aquellos individuos que resultaron positivos fueron purificados con el Kit de purificacion
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Technical Bulletin de la casa comercial

Promega
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Se cuantifico los resultados con el NanoDrop y también fueron controladas en el gel de
agarosa al 1% con solucién GelRed (50ml). Para su posterior secuenciacion en Macrogen
(Corea)

2.5. Andlisis Bioinformatico.

Las secuencias obtenidas fueron revisadas en la base de datos de NCBI para detectar

secuencias similares publicadas. Posteriormente fueron analizadas con Geneious 4.7.5. y

alineadas con Mesquite (Figura 2). Seguido se procedié al analisis Neighbor-Joining
utilizando Bio NJ de Sea View 4.2.8.

0_Orchids atpH alignment.nex

atpH alignment. nex” Chiaracter Matrix

hics | Text Parameters Modules Citations 0@ [search Features 3 Full Interface a
7Yy wen
EE AR IT B BRI EECAL A RBL GAB LI LBBTEOE SADE TR TTANC T ETCEL AN RE S RS T 8 E

Taxon 1 Character
Cm_p2_D07_atpH.abl
Cm_p2_B10_atpH.abl
Cm_p2_Bi3_atpH.abl
Cm_p2_E03_atpH.abl
Cm_p2_E07_atpH.abl
Cm_p2_G7_arpH.abl
Cm_p2_GL0_atpH.ab
Cm_p2_Fi7_atpH.abl
Cm_p2_G09_atpH.abl
Cm_p2_C09_arpH.abl
Cm_p2_B07_atpH.abl
Cm_p2_A7_atpH.abl
Cm_p2_HL0_atpH.ah1
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Em_p2_B12_atpH.abl
Ep_p2_D10_atpH.ab1
Ep_p2_E12_atpH.an1
Ep_p2_C0B_atpH.ab1
Ep_p2_FO%_atpH.ab1
Ep_p2_BO8_atpH .abl
Ep_p2_HIB_atpH.ab1
Ep_p2_E0%_atpH.ab1
Ep_p2_HI7 _atpH.ab1
Ep_p2_ADB_atpH.ab1
Mn_p2_F12_atpH.ab
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Figura 2. Captura de pantalla del software Mesquite, Alineacion se secuencias de atpH-atpl.
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Dentro del presente trabajo de fin de titulacion se extrajo ADN de 115 muestras: 23
muestras para Epidendrum parviflorum, 24 muestras para Masdevallia deformis y 68
muestras de Cyrtochilum myanthum (Anexo 2).

Se logré la amplificacion de las regiones cloroplasticas obteniéndose 30 secuencias para
la region atpH-atpl, 20 secuencias para trnQ-rps16 y 25 secuencias para trnL-trnF (todas
ellas han sido enviadas y aceptadas en el GenBank y estdn en espera de recibir las
accesiones correspondientes al momento de la redaccion del articulo cientifico
correspondiente). Para la region cloroplastica trnL-ndhJ no incluido como objetivo en el
trabajo de fin de titulacion se obtuvo también secuencias adecuadas (Anexo 3).

En el presente trabajo se analizaron un total de 4250 pares de bases de la regién no
codificante cloroplastica correspondiente a los espaciadores intergénicos: atpH-atpl, trnL-
trnF, trnQ-rps16 y trnL-ndhJ.

El marcador rps16-trnQ, espaciador intergénico que se encuentra en la regién LSC (1121
pares de bases) revelé una alta variabilidad y una extraordinaria rigueza en secuencias
repetitivas SSRs (micro y minisatélites) alrededor de 6 secuencias repetitivas, que en el
caso de la especie Cyrtochilum myanthum permitié establecer diferencias intraespecificas.
Para Masdevallia deformis se observan claramente dos grupos permitiendo establecer
diferencias interespecificas en poblaciones. Epidendrum Parviflorum reflejé

homogeneidad para su secuencia en esta region gendmica (Figura 3).
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BioNJ_tree Mon Aug 4 22:39:11 2014 Page 1 of 1
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Figura 3. Andlisis NJ de secuencias cloroplasticas rps16-trnQ.

La secuencia del espaciador intergénico atpH-atpl que se encuentra en la regién LSC
(921 pares de bases) revelé ser igualmente rica en micro y minisatélites asi como en
substituciones nucleotidicas. La especie Masdevallia deformis presenté una alta
variabilidad en esta region cloroplastica demostrando una extraordinaria diferenciacion

interespecifica. Apreciacion que no se pudo aplicar en las especies Cyrtochilum
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myanthum y Epidendrum parviflorum donde no se puede apreciar

intraespecifica (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis NJ de secuencias cloroplasticas atpH-atpl.

diferenciacion

El espaciador intergénico trnL-trnF (1152 pares de bases) revel6 una extraordinaria

variacion a nivel intergénico basada en la ausencia de una zona de 170 pares de bases

en especies de género Epidendrum. Cyrtochilum myanthum presentd variabilidad en

referencia a las otras especies (Figura 5).
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Figura 5. Analisis NJ de secuencias cloroplasticas trnL-trnF.

El marcador trnL-ndhJ (754 pares de bases) de igual manera presentd una alta
variabilidad intraespecifica basada en la presencia de secuencias repetitivas asi como de
substituciones nucleotidicas. Por el contrario, al interior de las especies analizadas

(variacion intraespecifica) no se observa variabilidad en las secuencias (Figura 6).
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Figura 6. Andlisis NJ de secuencias cloroplasticas trnL-ndhJ.
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Al determinar la estructura genética de las especies podemos concluir que con
Cyrtochilum myanthum se determinaron 5 grupos genéticos para el marcador trnQ-rpsl16 y
1 grupo genético para el marcador atpH-atpl y el marcador trnL-trnF lo que permitio
establecer diferencias intraespecificas. En Epidendrum parviflorum se obtuvo un grupo
genético para los marcadores trnQ-rpsl6; atpH-atpl y trnL-trnF por lo tanto estos
marcadores no permiten determinar variacion intraespecifica, sin embargo hubo
variaciones para el marcador trnL-ndhJ donde se puede apreciar 2 grupos genéticos. Con
la especie Masdevallia deformis se identificaron 2 grupos para todos los marcadores
analizados.

Tabla 1. Tabla de grupos genéticos de las regiones cloroplasticas analizadas por especie.

Grupos
Genéticos | C. myanthum | E. parviflorum | M. deformis
trnQ-rps16 5 grupos 1 grupo 2 grupos
atpH-atpl 1 grupo 1 grupo 2 grupos
trnL-trnF 1 grupo 1 grupo 2 grupos
trnL-ndhJ - 2 grupos 2 grupos

Para dar respuesta al tercer objetivo especifico, el monitoreo de la evolucion de las
regiones genomicas se analizaron las secuencias simples repetitivas (SSRs), las

inserciones y deleciones (Indels) y las sustituciones nucleotidicas obteniendo lo siguiente:
Secuencias Simples Repetitivas (SSRs).

La funcién y el origen de SSRs en el genoma del cloroplasto no se comprende en su
totalidad. Sin embargo, el comportamiento de estos marcadores podria proporcionar
informacién Util sobre la genética de poblaciones en plantas (Powell, 1995 Echt et al.,
1998).

La identificacion de las secuencias repetitivas en el presente estudio, se la realizd
mediante la alineacion de las secuencias de las regiones cloroplasticas usando Mesquite.
El nimero de secuencias repetitivas presentes en las regiones estudiadas en C.
myanthum y E. parviflorum fue mayor en comparacion a M. deformis cuyo genoma

cloroplastico resulté pobre en SSRs para los marcadores analizados (Tabla 2).

Para C. myanthum se detecté 13 SSRs: tres para atpH-atpl, cuatro para trnQ-rps16, seis
en trnL-trnF y tres para trnL-ndhJ demostrando asi que la diversidad de regiones

repetitivas entre marcadores es alta en C. myanthum, informacion valiosa en el presente
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estudio Util para dilucidar la estructura y variabilidad genética de las especies en estudio
(Dong-Keun Yi et al., 2012) (Tabla 2).

E. parviflorum presenté un namero igual de SSRs que C. myanthum pero a diferencia de
éste, la diversidad de regiones repetitivas entre marcadores fue relativamente baja. En
esta especie se detectd el nUmero mas alto de SSRs para atpH-atpl (4 SSR). Ademas se
registré dos SSRs para trnQ-rps16, cuatro para trnL-trnF y tres para trnL-ndhJ (Tabla 2).

Varias de las regiones cloroplasticas en estudio resultaron ser ricas en cadenas de
repeticiones de mononucleétidos y/o pequefias unidades de repeticiones en tAndem que
son probablemente el resultado de slipped-strand mispairing (Levinson & Gutman, 1987).
Segun el modelo propuesto por Streisinger esto se debe a la gran cantidad de SSR en las
secuencias analizadas aportando con informacién (til para ayudar a esclarecer relaciones
evolutivas dentro de la familia Orchidaceae (Liu Y. et al., 2013; Wu CS. et al., 2011).

Se observé similitud de dos SSR en todos los primers presentes en todas las especies:
TTTTTT — AAAAAA obteniendo similares resultados a un estudio realizado por Dong-
KeunYi et al. (2012). Sin embargo trnQ-rps16 fue el marcador cloroplastico que present6

una alta rigueza en secuencias repetitivas.

El genoma del cloroplasto es rico en porciones mono o polinucleétidicas que pueden

resultar Utiles en estudios de evolucion del mismo.

Tabla 2. Tabla de SSR de las regiones cloroplasticas analizadas por especie.

Especies
Cebador o
primer Posicién pb Secuencia SSR C. myanthum E. parviflorum M. deformis
289 a 299 AACCAACCAA X X X
753 a 760 AAAAAAAA X X
880 a 888 TTTTTTTTT
atpH - atpl
1020 a 1031 CCAAATTCCAAATT
1073 a 1079 ATATATA X
1135a 1140 Cccccce
574 a 581 ATAATAAT
664 a 669 TTTTTT
719a731 AAAAAAAAAAAAA X X
trnQ - rps16

873 a 884 TTGACTTGACTT X

1140a 1144 TTTTTT X

1621 a 1628 ATTATTAT X
111a116 AAAAAA X X

trnL - trnF 98 a 105 TTTTTTTT X

263 a 268 TATATA X X X
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606 a 612 -
661 a 666 AAAAAA X X
758 a 764 TTTTTTT X
801 a 808 AGAGAGAG X X
205 a 211 TTTTTTTTT X
trnL - ndhJ 600 a 6006 ATATATA X
653 a 657 AAAAAA X

Inserciones y deleciones (Indels).

Para las especies estudiadas, se identific6 un total de 59 indels en las regiones
cloroplasticas analizadas: 27 para atpH-atpl (13 inserciones y 14 deleciones), 17 en trnQ-
rpsl6 (6 inserciones y 11 deleciones), 12 para trnL-trnF (6 inserciones y 6 deleciones) y

solo 3 inserciones para trnL-ndhJ (Tabla 3).

La mayoria de estos indels (45.76%) se presentaron en la region cloroplastica atpH-atpl,
mientras que el 28.81% se localizaron en trnQ-rpsl16, 20.33% en trnL-trnF y tan solo
5.08% en trnL-ndhJ (Figura 7).

indels %

50

40

30

20 m indels %
) I

0 . . .
atpH-atpl trnQ-rps16 trnL-trnF trnL-ndh]

Figura 7. Porcentaje de indels en los marcadores cloroplasticos analizados.

Todos los indels registrados no fueron mayores a 10 bp de longitud. Resultados similares
al estudio de Dong-KeunYiet al.2012. donde el 85% de SSR no fueron mayores a 10 bp
de longitud y se concentraron en las regiones LSC y SSC del genoma cloroplastico, esto
originado probablemente por mecanismos de slipped-strand mispairingdurante la

replicacion de cpDNA.
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Tabla 3. Tabla de indels de las regiones cloroplasticas analizadas por especie.

atpH - atpl
Especie Inserciones
C. myanthum C-890 - - - - - - -
E. parviflorum T —447 G- 499 T - 985-987-989-992 | G - 988-991-994 | A - 986-990-993 - - -
M. deformis G - 467 G- 468a471 T- 472 C-473-474 G -499 A-736 T-975 -
Especie Deleciones
C. myanthum A-760 C- 879 A-972-974 c-971 T-973 (C) 1027-1028-1034 | A-1029-1030 | T -1033-1035
E. parviflorum A -613-615-617-619 T-614-618-621 G- 616 C-T-1140 - - - -
M. deformis T -1057-1069-1070 C-1058 - - - - - -
trnQ - rps16
Especie Inserciones
C. myanthum G -849 A -850a852 T-872a874 C - 870-871 G - 869 - - -
M. deformis T - 931-932 - - - - - - -
Especie Deleciones
C. myanthum A - 798-800 a 8002 C-797 T-799 - - - - -
E. parviflorum A - 832a834-836a841 G -842 T - 830-846 - - - - -
M. deformis A-731 A - 860 a 866 T-934a937 T-945a947 | C-944-957-962 - - -
trnL —trnF
Especie Inserciones
C. myanthum T-268 A-332 - - - - - -
E. parviflorum A- 201 C - 263-265 - - - - - -
M. deformis G-176 T-328 - - - - - -
Deleciones
C. myanthum T-156 a 159 c-170 - - - - - -
E. parviflorum T-156 a 159 c-170 - - - - - -
M. deformis T-156 a 159 C-170 - - - - - -
trnL — ndhJ
Especie Inserciones
E. parviflorum C-218 - - - - - - -
M. deformis T-204 A - 245 - - - - - -
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Sustituciones Nucleotidicas

La identificacion de las sustituciones nucleotidicas se realizé mediante la alineacion de las
secuencias obtenidas en Mesquite obteniendo como resultado un total de 93 sustituciones
nucleotidicas: 24 para atpH-atpl, 18 para trnQ-rpsl16, 38 para trnL-trnF y 13 para trnL-
ndhJ (Tabla 4).

Los resultados revelaron que la region trnL-trnF es la menos conservada en sustitucion de
bases nucleotidicas en comparacién con las otras regiones. La relacion de diferencia
entre todas las regiones en estudio fue consistente, las proporciones fueron de
25:20:40:15 aproximadamente, estos datos indican que las regiones atpH-atpl, trnQ-rps16
y trnL-ndhJ cambian ligeramente mas lento que la region trnL-trnF. Resultados que
demostraron que la region LSC posee una tasa de sustitucién nucleotidica mas alta que
IR pero similar a SSC (Dong-Keun Yi et al., 2012).

En cuanto a las especies M. deformis resultdé ser la especie con mas sustituciones
nucleotidicas con un total de 36 informacidn crucial al momento de establecer estrategias
de conservaciéon debido a su alta variabilidad de secuencias y el estado de esta especie

como endémica, seguida por C. myanthum con 31y 26 para E. parviflorum.
Indels vs. sustituciones nucleotidicas.

En general, las sustituciones nucleotidicas representan el 61% de los polimorfismos,

mientras que indels representan el 39% (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de polimorfismos obtenidos.
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Este estudio presenta un conjunto de datos importantes al comparar las cantidades
relativas de indels y sustituciones nucleotidicas lo que entra en conflicto con la hipotesis
de Clegg et al., (1994); quienes sostienen que pueden ocurrir indels con mas frecuencia
que las sustituciones nucleotidicas, mientras que Gielly y Taberlet 1994 sugieren que
tanto indels se producen con las misma frecuencia que las sustituciones nucleotidicas.
Los resultados obtenidos en el presente estudio estarian sustentandoel postulado de
Small et al., (1998) que sugieren que las sustituciones de nucledtidos representan
alrededor del 70% vy los indels representan alrededor del 30% de todas las mutaciones en
el genoma cloroplastico.

Los analisis realizados permiten determinar que de las tres especies en estudio la que
presenta menor cantidad de grupos genéticos es la especie Masdevallia Deformis y
Epidendrum Parviflorum. Adicionalmente Masdevallia deformis presenta mayor cantidad
de sustituciones nucleotidicas. Segun Provan et al. (2004) sugiere que los SSR, la
sustitucion de bases nucleotidicas y los indels son herramientas emergentes para el
analisis de alta resolucion de la variaciébn inter e intraespecifica en regiones no
codificantes de genoma cloroplastico y desde este punto de vista es claro que la especie
Masdevallia deformis es la mas pobre en sus capacidades gendémicas por lo cual se

recomienda establecer estrategias de proteccién y conservacion para la misma.
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Tabla 4. Substituciones nucleotidicas determinadas por marcador y por especie.

atpH - atpl
C. Plato | Muestra Especie Pobl | Sustitucion
P2-E07 PRTO224 C. myanthum P2 616 T-G - - - - - - - - B N
P2-B10 PRTO163 C. myanthum P4 628 A-G 715 T-G - - - - - - - - -
P2-D07 | PRTO222 C. myanthum P2 630 A-T - - - - - - - - B R
P2-B09 PRTO170 C. myanthum P1 963 G-T - - - - - - - - B N
P2G07 PRTO217 C. myanthum P1 963 G-T - - - - - - - - - -
P2-D12 PRTO004 M. deformis 343 A-C 978 G-T 1001 A-C 1106 A-C | 1020 C-A | 1124 A-G | 1142 C-T | 1157 A-G - - -
P2-B11 PRTO134 M. deformis P2 531 C-A 492 C-A 976 G-A 978 G-T 1001 A-C | 1020 C-A | 1124 A-G | 1142 C-T | 1196 G-T - -
P2-A10 PRTO133 M. deformis P2 748 T-G - - - - - - - B B R
trnQ - rps16
C. Plato | Muestra Especie Pobl | Sustitucién
P1-A05 PRTO164 C. myanthum P1 527 A-G - - - - - - - - - B
P1-E06 PRTO224 C. myanthum P2 527 A-G - - - - - - - B B R
P1-HO5 PRTO210 C. myanthum P1 527 A-G 858 A-C - - - - - - - - B
P1-C06 PRTO214 C. myanthum P1 571 C-T 576 C-A 858 A-C - - - - - - - -
P1-DO5 | PRTO169 C. myanthum P1 571 C-T 576 C-A 1258 G-C - - - - - - - R
P1-B05 PRTO166 C. myanthum P1 858 A-C - - - - - - - - - B
P1-F06 PRTO227 C. myanthum P2 858 A-C - - - - - - - B B R
P1-A04 PRTO134 M. deformis P2 602 G-A 644 G-T - - - - - - - - B
P1-BO1 PRTO002 M. deformis 602 G-A 645 C-A - - - - - - - B R
P1-C01 | PRTO004 M. deformis 602 G-A 645 C-A - - - - - - - B N
trnL - trnkF
C. Plato | Muestra Especie Pobl | Sustitucién
P1-A07 PRTO001 E. parvifiorum | P1 999 A-G 1006 C-T | 1035 C-T 1055 C-G | 1001 G-C
P1-G10 PRTO146 E. parviflorum P2 999 A-G 1006 C-T 1035 C-T 1055C-G | 1001 T-C | 1109C-T | 1150 G-A | 1177 T-G | 1223 A-G | 1258 C-A | 1301 A-G
P2-G01 PRTO199 E. parvifiorum | P1 1056 A-T - - - - - - - - B R
P1-D09 PRTO123 M. deformis P1 277 A-G 958 G-T - - - - - - - - B
P2-B04 PRTO134 M. deformis P2 937 C-A 962 C-T 992 T-G 1074 G-T | 1085 G-T | 1128 C-A | 1149 C-T | 1318 A-G | 1474 A-G | 1553 T-G -
P2C02 PRTO234 M. deformis P4 942 C-T - - - - - - - - - -
P1-A09 PRTO110 C. myanthum P7 101 G-T 108 T-G 118 T-G 143 G-T 298 G-A 411 T-G 592 A-C - - - -
P1-C10 PRTO140 C. myanthum P3 481 A-T - - - - - - - - - R
trnL - ndhJ
C. Plato | Muestra Especie Pobl | Sustitucién
P2-G01 PRTO199 E. parviflorum | P1 175 A-T - - - - - - - - - _
P2-D02 PRTO146 E. parviflorum P2 294 T-G 339 A-G 371 C-A 414 A-G 658 C-A 700 A-G 724 A-C 743 T-C - - -
P2-C02 PRTO234 M. deformis P4 71C-T - - - - - - - - - B
P2-D05 PRTO184 M. deformis P3 114 T-C - - - - - - - - R _
P2F02 PRTO181 M. deformis P3 114 T-C - - - - - - - - - B
P2C04 PRTO121 M. deformis P1 705 A-C - - - - - - - - R _
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CONCLUSIONES

El genoma del cloroplasto es una herramienta importante para estudios genéticos en
plantas (Chang CC. et al., 2006; Nock CJ. et al., 2011: Samson N. et al., 2007). Gracias
al estudio de Taberlet et al. 1991 la amplificacion de secuencias de ADN del cloroplasto
mediante primers universales en una amplia gama taxonémica ha permitido estudiar la
biologia de poblaciones y filogenias intraespecificas en algas, briéfitos, pteridofita,
gimnospermas y en el presente estudio inclusive las angiospermas. Por lo tanto, la
universalidad de estos primers asi como los propuestos por el grupo de Pintaud (Scarcelli
et al., 2011) fue confirmada en este trabajo: los pares de primers utilizados atpH-atpl,
trnQ-rps16, trnL-trnF, trnL-ndhJ lograron amplificar exitosamente. Ademas los marcadores
escogidos resultaron ser altamente informativos desde el punto de vista filogenético y

permitieron identificar claramente géneros y especies.

Desde el punto de vista de variabilidad unos fueron mas informativos que otros; en el caso
de trnQ-rpsl6 éste presentd una extraordinaria variabilidad entre las secuencias
analizadas y una alta riqueza en microsatélites lo que permitié establecer diferencias

intraespecificas.

En el caso de trnL-trnF las secuencias obtenidas para especies del género Epidendrum

exhibieron una importante delecion de 170 pares de bases.

En lo referente a la evolucién gendmica hemos accedido a una zona donde importantes

eventos de dinamismo gendmico tienen lugar.

La obtencién de las secuencias de ADN cloroplastico de estas especies ofrece una gran
oportunidad para la comprension no solo de la evolucién del genoma del cloroplasto, sino
también de la diversidad genética de las especies al momento de establecer estrategias
de conservacion, Al ser Masdevallia deformis las méas pobre en sus capacidades
gendémicas es necesario establecer estrategias emergentes de conservacion para el

mantenimiento de la variabilidad genética en las poblaciones
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RECOMENDACIONES

Las recomendaciones a formular después de los resultados obtenidos de este
componente son las de incrementar el niumero de secuencias analizadas positivas
obtenidas por la técnica de PCR en cada una de las poblaciones de las especie
analizadas y establecer de inmediato medidas de proteccién para Masdevallia deformis.
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Anexo 1: Mapa de poblaciones de especies
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Anexo 2: Tabla de extraccion de ADN.

Muestra Especie Pobl. Con. Muestra Especie Pobl. Con. Muestra Especie Pobl. Con.
PRTOQ001 | E. parviflorum P1 9.8 ng/ul | PRTO158 | E. parviflorum P2 5.1 ng/ul | PRTO203 | C. myanthum P7 4.3 ng/ul
PRTOO005 | E. parviflorum P1 10.8 ng/ul | PRTO162 | E. parviflorum P2 6.7 ng/ul | PRTO204 | C. myanthum P7 3.7 nglul
PRTO102 | C. myanthum P7 6.2 ng/ul | PRTO163 | C. myanthum P4 6.3 ng/ul | PRTO205 | C. myanthum P7 10.1 ng/ul
PRTO103 | C. myanthum P7 15.7 ng/ul | PRTO164 | C. myanthum P1 6.7 ng/ul | PRTO206 | C. myanthum P7 4.2 ng/ul
PRTO109 | C. myanthum P7 4.2 ng/ul | PRTO166 |C. myanthum P1 4.8 ng/ul | PRTO213 | C. myanthum P1 4.0 ng/ul
PRTO110 | C. myanthum P7 8.4 ng/ul | PRTO168 | C. myanthum P1 10.4 ng/ul | PRTO214 | C. myanthum P1 5.8 nglul
PRTO120 | M. deformis P1 11.7 ng/ul | PRTO169 | C. myanthum P1 8.9 ng/ul | PRTO217 | C. myanthum P1 10.5 ng/ul
PRTO121 | M. deformis P1 13.6 ng/ul | PRTO170 | C. myanthum P1 15.7 ng/ul | PRTO220 | C. myanthum P1 3.7 ng/ul
PRTO122 | M. deformis P1 4.6 ng/ul |PRTO171 | C. myanthum P6 4.9 ng/ul | PRTO222 | C. myanthum P2 4.2 0.20
PRTO123 | M. deformis P1 5.7 ng/ul | PRTO173 | C. myanthum P6 2.8 ng/ul | PRTO223 | C. myanthum P2 16.8 ng/ul
PRTO125 | M. deformis P1 2.9 ng/ul | PRTO175 | C. myanthum P6 2.4 ng/ul | PRTO224 | C. myanthum P2 7.0 nglul
PRTO132 | M. deformis P2 5.3 ng/ul | PRTO176 | E. parviflorum P2 2.7 ng/ul | PRTO225 | C. myanthum P2 10.1 ng/ul
PRTO133 | M. deformis P2 5.5 ng/ul | PRTO177 | C. myanthum P5 3.7 ng/ul | PRTO231 | C. myanthum P6 22.7 nglul
PRTO134 | M. deformis P2 2.8 ng/ul | PRTO178 | C. myanthum P5 3.5 ng/ul | PRTO233 | C. myanthum P6 9.5 nglul
PRTO135 | M. deformis P2 5.1 ng/ul | PRTO179 | C. myanthum P5 2.3 ng/ul | PRTO234 | M. deformis P4 3.4 ng/ul
PRTO136 | C. myanthum P3 3.7 ng/ul | PRTO180 | C. myanthum P5 3.1 ng/ul | PRTO235 | C. myanthum P8 3.9 ng/ul
PRTO138 | C. myanthum P3 6.4 ng/ul | PRTO181 | M. deformis P3 3.7 ng/ul | PRTO236 | C. myanthum P8 3.7 ng/ul
PRTO139 | C. myanthum P3 7.7 ng/ul | PRTO182 | M. deformis P3 3.8 ng/ul | PRTO237 | C. myanthum P8 4.7 nglul
PRTO140 | C. myanthum P3 4.0 ng/ul | PRTO183 | M. deformis P3 3.7 ng/ul | PRTO238 | C. myanthum P8 6.2 nglul
PRTO141 | C. myanthum P3 10.8 ng/ul | PRTO184 | M. deformis P3 4.6 ng/ul | PRTO239 | C. myanthum P8 3.1 ng/ul
PRTO142 | C. myanthum P3 8.4 ng/ul | PRTO185 | M. deformis P3 3.7 ng/ul | PRTO240 | C. myanthum P8 2.4 nglul
PRTO144 | C. myanthum P3 16.5 ng/ul | PRTO186 | M. deformis P3 6.1ng/ul PRTO241 | C. myanthum P8 4.4 nglul
PRTO145 | C. myanthum P3 0.9 ng/ul | PRTO187 | M. deformis P3 2.7 ng/ul | PRTO242 | C. myanthum P8 3.2 ng/ul
PRTO146 | E. parviflorum P2 6.0 ng/ul | PRTO188 | M. deformis P3 5.0ng/ul | PRTO243 | C. myanthum P8 2.8 nglul
PRTO147 | E. parviflorum P2 5.8 ng/ul | PRTO189 | M. deformis P3 2.5 ng/ul | PRTO244 | C. myanthum P8 3.7 nglul
PRTO148 | E. parviflorum P2 6.1 ng/ul | PRTO191 | M. deformis P3 3.5 ng/ul | PRTO245 | C. myanthum P8 3.2 ng/ul
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PRTO149 | E. parviflorum P2 6.3 ng/ul | PRTO192 | M. deformis P3 5.0 ng/ul | PRTO246 | C. myanthum P8 19.6 ng/ul
PRTO150 | E. parviflorum P2 3.6 ng/ul | PRTO193 | E. parviflorum P1 2.4 ng/ul | PRTO247 | C. myanthum P8 21.0 ng/ul
PRTO151 | E. parviflorum P2 5.2 ng/ul | PRTO195 | E. parviflorum P1 5.4ng/ul | PRTO248 | C. myanthum P8 21.9 nglul
PRTO152 | E. parviflorum P2 7.1 ng/ul | PRTO197 | E. parviflorum P1 6.9 ng/ul | PRTO252 | C. myanthum P8 4.0ng/ul
PRTO153 | E. parviflorum P2 8.4 ng/ul | PRTO198 | E. parviflorum P1 5.4 ng/ul | PRTO254 | C. myanthum P8 5.8ng/ul
PRTO154 | E. parviflorum P2 9.9 ng/ul | PRTO199 | E. parviflorum P1 4.6 ng/ul | PRTO256 | C. myanthum P9 3.5 ng/ul
PRTO155 | E. parviflorum P2 3.5ng/ul | PRTO200 | C. myanthum P4 7.9 ng/ul | PRTO257 | C. myanthum P9 3.4 ng/ul
PRTO156 | E. parviflorum P2 3.9 ng/ul | PRTO201 | C. myanthum P4 2.5 ng/ul | PRTO258 | C. myanthum P9 5.6 nglul
PRTO157 | E. parviflorum P2 13.5 ng/ul | PRTO202 | C. myanthum P4 13.1 ng/ul | PRTO259 | C. myanthum P9 4.3 ng/ul
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Anexo 3: Tabla de resultados de PCR y secuenciacion por cada marcador cloroplastico.
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PRTO001 Epidendrum parviflorum P1 X X X
PRTO005 Epidendrum parviflorum P1 X X X X
PRTO102 Cyrtochilum myanthum P7 X X X
PRTO103 Cyrtochilum myanthum P7 X X X
PRTO109 Cyrtochilum myanthum P7 X X X
PRTO110 Cyrtochilum myanthum P7 X X X X
PRTO120 Masdevallia deformis P1 X X X
PRTO121 Masdevallia deformis P1 X X X X
PRTO122 Masdevallia deformis P1 X X X
PRTO123 Masdevallia deformis P1 X X X X
PRTO124 Masdevallia deformis P1 X X
PRTO125 Masdevallia deformis P1 X X
PRTO132 Masdevallia deformis P2 X X X X
PRTO133 Masdevallia deformis P2 X X X X
PRTO134 Masdevallia deformis P2 X X X X
PRTO135 Masdevallia deformis P2 X X X
PRTO136 Cyrtochilum myanthum P3 X X X
PRTO138 Cyrtochilum myanthum P3 X X X
PRTO139 Cyrtochilum myanthum P3 X X X X
PRTO140 Cyrtochilum myanthum P3 X X X
PRTO141 Cyrtochilum myanthum P3 X X X
PRTO142 Cyrtochilum myanthum P3 X X
PRTO144 Cyrtochilum myanthum P3 X X X
PRTO145 Cyrtochilum myanthum P3 X X X
PRTO146 Epidendrum parviflorum P2 X X X X
PRTO147 Epidendrum parviflorum P2 X X X
PRTO148 Epidendrum parviflorum P2 X X
PRTO149 Epidendrum parviflorum P2 X
PRTO150 Epidendrum parviflorum P2 X X
PRTO151 Epidendrum parviflorum P2
PRTO152 Epidendrum parviflorum P2
PRTO153 Epidendrum parviflorum P2 X X X
PRTO154 Epidendrum parviflorum P2
PRTO155 Epidendrum parviflorum P2 X X X
PRTO156 Epidendrum parviflorum P2 X X
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PRTO157 Epidendrum parviflorum P2 X X X
PRTO158 Epidendrum parviflorum P2 X
PRTO162 Epidendrum parviflorum P2

PRTO163 Cyrtochilum myanthum P4 X X X
PRTO164 Cyrtochilum myanthum P1 X X X X
PRTO165 Cyrtochilum myanthum P1 X X
PRTO166 Cyrtochilum myanthum P1 X X X X
PRTO167 Cyrtochilum myanthum P1 X X
PRTO168 Cyrtochilum myanthum P1 X X X
PRTO169 Cyrtochilum myanthum P1 X X X
PRTO170 Cyrtochilum myanthum P1 X X X X
PRTO171 Cyrtochilum myanthum P6 X X X
PRTO173 Cyrtochilum myanthum P6 X

PRTO175 Cyrtochilum myanthum P6 X

PRTO176 Epidendrum parviflorum P2 X X X
PRTO177 Cyrtochilum myanthum P5 X X X
PRTO178 Cyrtochilum myanthum P5 X

PRTO179 Cyrtochilum myanthum P5 X X X
PRTO180 Cyrtochilum myanthum P5 X X X
PRTO181 Masdevallia deformis P3 X X X X
PRTO182 Masdevallia deformis P3 X X X
PRTO183 Masdevallia deformis P3 X

PRTO184 Masdevallia deformis P3 X X X X
PRTO185 Masdevallia deformis P3 X X X
PRTO186 Masdevallia deformis P3 X X X X
PRTO187 Masdevallia deformis P3

PRTO188 Masdevallia deformis P3 X X X
PRTO189 Masdevallia deformis P3

PRTO190 Masdevallia deformis P3

PRTO191 Masdevallia deformis P3

PRTO192 Masdevallia deformis P3

PRTO193 Epidendrum parviflorum P1

PRTO193 Epidendrum parviflorum P1

PRTO195 Epidendrum parviflorum P1 X X
PRTO197 Epidendrum parviflorum P1 X X X X
PRTO198 Epidendrum parviflorum P1

PRTO199 Epidendrum parviflorum P1 X X X
PRTO200 Cyrtochilum myanthum P4 X X X
PRTO201 Cyrtochilum myanthum P4 X X X
PRTO202 Cyrtochilum myanthum P4 X X X X
PRTO203 Cyrtochilum myanthum P7 X X X
PRTO204 Cyrtochilum myanthum P7 X X
PRTO205 Cyrtochilum myanthum P7 X
PRTO206 Cyrtochilum myanthum P7 X X X X
PRTO210 Cyrtochilum myanthum P1 X X X
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PRTO211 Cyrtochilum myanthum P1 X X X
PRTO212 Cyrtochilum myanthum P1 X X X X
PRTO213 Cyrtochilum myanthum P1 X X X X
PRTO214 Cyrtochilum myanthum P1 X X X
PRTO215 Cyrtochilum myanthum P1 X X
PRTO217 Cyrtochilum myanthum P1 X
PRTO220 Cyrtochilum myanthum P1 X X X
PRTO222 Cyrtochilum myanthum P2 X X X
PRTO223 Cyrtochilum myanthum P2 X X X
PRTO224 Cyrtochilum myanthum P2 X X
PRTO225 Cyrtochilum myanthum P2 X X X
PRTO231 Cyrtochilum myanthum P6 X X

PRTO233 Cyrtochilum myanthum P6 X X
PRTO234 Masdevallia deformis P4 X X X
PRTO235 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO236 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO237 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO238 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO239 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO240 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO241 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO242 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO243 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO244 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO245 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO246 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO247 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO248 Cyrtochilum myanthum P8

PRTO250 Masdevallia deformis P5

PRTO252 Cyrtochilum myanthum P8 X X X
PRTO254 Cyrtochilum myanthum P8 X X X X
PRTO256 Cyrtochilum myanthum P9 X X
PRTO257 Cyrtochilum myanthum P9 X X X X
PRTO258 Cyrtochilum myanthum P9 X X X X
PRTO259 Cyrtochilum myanthum P9 X X X
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