€ 3

UNIVERSIDAD TECNOLC')GICA
INDOAMERICA

FACULTAD DE CIENCIAS DEL MEDIO AMBIENTE

CARRERA DE BIODIVERSIDAD Y RECURSOS GENETICOS

TEMA:

EVIDENCIA GENETICA DE HIBRIDACION NATURAL ENTRE
STENOMESSON AURANTIACUM Y PHAEDRANASSA DUBIA
(AMARYLLIDACEAE)

Trabajo de titulacion previo a la obtencion del titulo de Ingeniera en Biodiversidad y
Recursos Genéticos

Autor(a)
Sanchez Lara Enmily Dayanna
Tutor(a)

Ph.D. Oleas Gallo Nora Helena

QUITO — ECUADOR

2020



AUTORIZACION POR PARTE DEL AUTOR PARA LA CONSULTA,
REPRODUCCION PARCIAL O TOTAL, Y PUBLICACION ELECTRONICA
DEL TRABAJO DE TITULACION

Yo, Sénchez Lara Enmily Dayanna, declaro ser autor del Trabajo de Titulacion con el
nombre “Evidencia genética de hibridacion natural entre Stenomesson
aurantiacum y Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae)”, como requisito para optar al
grado de Ingeniera en Biodiversidad y Recursos Genéticos, y autorizo al Sistema de
Bibliotecas de la Universidad Tecnoldgica Indoamérica, para que con fines netamente
académicos divulgue esta obra a través del Repositorio Digital Institucional (RDI-
uTl).

Los usuarios del RDI-UTI podran consultar el contenido de este trabajo en las redes de
informacion del pais y del exterior, con las cuales la Universidad tenga convenios. La
Universidad Tecnoldgica Indoamérica no se hace responsable por el plagio o copia del

contenido parcial o total de este trabajo.

Del mismo modo, acepto que los Derechos de Autor, Morales y Patrimoniales, sobre
esta obra, serdn compartidos entre mi persona y la Universidad Tecnoldgica
Indoamérica, y que no tramitaré la publicacidn de esta obra en ningun otro medio, sin
autorizacion expresa de la misma. En caso de que exista el potencial de generacion de
beneficios econdmicos o patentes, producto de este trabajo, acepto que se deberan
firmar convenios especificos adicionales, donde se acuerden los términos de

adjudicacion de dichos beneficios.

Para constancia de esta autorizacion, en la ciudad de Quito, a los 27 dias del mes de

agosto de 2020, firmo conforme:

Autor: Sanchez Lara Enmily Dayanna

Firma: Yt L.

Numero de Cédula: 1716475650.

Direccién: Pichincha, Quito, Calderdn, Urbanizacion San José de Moran.
Correo Electrdnico: emiisanchez646 @gmail.com.

Teléfono: 0984906121.



APROBACION DEL TUTOR

En mi calidad de Tutor del Trabajo de Titulacion “EVIDENCIA GENETICA DE
HIBRIDACION NATURAL ENTRE STENOMESSON AURANTIACUM Y
PHAEDRANASSA DUBIA (AMARYLLIDACEAE)”, presentado por Enmily Dayanna
Sanchez Lara, para optar por el Titulo de Ingeniera en Biodiversidad y Recursos

Genéticos,
CERTIFICO

Que dicho trabajo de investigacion ha sido revisado en todas sus partes y considero que
retne los requisitos y méritos suficientes para ser sometido a la presentacion publica y

evaluacion por parte del Tribunal Examinador que se designe.

Quito, 27 de agosto de 2020

\ !
(,sq-)’ S

“Evidencia genética de hibridacion natural entre Stenomesson aurantiacumy

Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae)”, Nora Helena Oleas Gallo, PhD.



DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Quien suscribe, declaro que los contenidos y los resultados obtenidos en el presente
trabajo de investigacion, como requerimiento previo para la obtencion del Titulo de
Ingeniero (a) en Biodiversidad y recursos Genéticos, son absolutamente originales,

auténticos y personales y de exclusiva responsabilidad legal y académica del autor.

Quito, 27 de agosto de 2020

Enmily Dayanna Sanchez Lara

1716475650



APROBACION TRIBUNAL

El trabajo de Titulacion, ha sido revisado, aprobado y autorizada su impresion y
empastado, sobre el Tema: “EVIDENCIA GENETICA DE HIBRIDACION
NATURAL ENTRE STENOMESSON AURANTIACUM Y PHAEDRANASSA DUBIA
(AMARYLLIDACEAE)”, previo a la obtencion del Titulo de Ingeniero (a) en
Biodiversidad y Recursos Genéticos, reune los requisitos de fondo y forma para que el

estudiante pueda presentarse a la sustentacion del trabajo de titulacion.

Quito, 12 de octubre de 2020

Yooz

Monica Isabel Paez-Vacas, Ph.D.

PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

- S

Laura Inés Salazar Cotugno, Ph.D.

VOCAL

Maria José Endara, Ph.D.
VOCAL



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mi eterno ser de luz, quien me ensefio a ponerle una sonrisa a
cada situacion, y desde el cielo me recuerda que soy capaz de todo, a ti, tio Beto. A
las mujeres de mi vida, mi abue y mi mamita, compafiera de aventuras y mi complice,

quien me motiva y me levanta siempre, te amo mami.

A cada persona especial que me acompafd en el andar, aquellos que fueron testigos
del esfuerzo y el anhelo con el que cumplia cada meta de mi vida universitaria, isi, a

todos ustedes!

Vi



AGRADECIMIENTO

Le doy gracias a Dios, por escucharme siempre y ser mi fuerza en momentos
dificiles, quien me otorgd sabiduria y constancia para alcanzar cada logro. A mis
queridos docentes quienes con todo el amor y la paciencia supieron compartir su

conocimiento y experiencia. A Nora, mi tutora de tesis, por creer en mi capacidad y
sembrar en mi, la semilla del amor por la botanica. A Dianita Flores, mentora durante
la fase de laboratorio de mi tesis. A Pao Pefia por su gentileza y disposicion por
ayudarme siempre. A Pablo Sandoval por ser parte del procesamiento de coordenadas
para la elaboracion de mapas. A mi mejor amiga, Mika, por las largas charlas y el

aliento en cada madrugada mientras estudiaba.

iGracias a la ciencia!, que me permitié descubrir una version de mi que no sabia que

existia y que ahora me encanta.

vii



INDICE DE CONTENIDOS

PORTADA. ...t i
AUTORIZACION PARA EL REPOSITORIODIGITAL.......oviiiiiiieeiie e, i
APROBACION DEL TUTOR ... ...ttt iii
DECLARACION DE AUTENTICIDAD. .......ciuuiiieeiie e, iv
APROBACION TRIBUNAL.......uuiiiitiiiie e v
DEDICATORIA. .....oiiiii e, Vi
AGRADECIMIENTO. ...ttt vii
INDICE DE CONTENIDOS ... .ounii e, viii
INDICE DE TABLAS . ..ottt Xi
INDICE DE FIGURAS. ..ottt Xii
RESUMEN EJECUTIVO.. ..ottt e, xiii
AB ST R A CT ... Xiv

CAPITULO |

1. INTRODUCCION...cctuuieetneerunieereneeerneersneersneesssneesssnsessneesssnnssssnnns 1
1.1. CONSECUENCIAS DE LAHIBRIDACION. .......ccooiiiiiiiiieii, 2
1.0.1. Vigor hibrido........oveieiei i 2

1.1.2. ESPECIACION. ... .ottt 3
1.1.2.1. Mecanismos de especiacion..............oeevverieririeneiiennnnn. 3

1.1.2.1.1. Hibridacion en alopatria o simpatria....................... 3

1.1.2.1.2. Poliploidia. ..o 4

1.1.3. INEFOQIESION.....cviiiiie ittt st st e te st e sre e 5

1.1.4. Depresion eNdOgAMICA. .........verinieiriit et 5

viii



1.2. CAUSAS DE LA HIBRIDACION. .........cooiiiiiiiiieeeae e, 6

1.2.1. POlNIZACION. ... 6
1.2.2. Cambio CHMALICO......cc.eieiiieciie et ereas 7
1.2.3. Perturbaciones naturales y antropogenicas. ...............cc.oeevivvnivinnan, 8
1.2.4. Introduccion de especies eXOtiCas. ..........ccvviviiieiriiiiiiiiiieeeee s 8
1.3. HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA IDENTIFICACION DE
HIBRIDOS........ooiviieiieiete ettt s 9
1.3.1. Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPS)...........ccovvviiininnn... 11
1.3.2. Polimorfismo de fragmentos obtenidos por amplificacion (AFLP).....11
1.3.3. MicrosatéliteS (SSR)....cc..oviniiriii e 12
1.4. REPORTES DE HIBRIDACION EN EL ECUADOR........cceveveenenn, 13
1.5. FAMILIA AMARYLLIDACEAE.......ooo e 14
1.5 1. STENOMESSON. ... .nene ettt e, 16
1.5.2. Phaedranassa. .........oceueuiniieiniieeie e 17
1.6. RELACIONES FILOGENETICAS EN AMARYLLIDACEAE.............. 17
1.7. ;{OCURRE HIBRIDACION EN LA FAMILIA AMARYLLIDACEAE?....20
1.8. PRESENTACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION................... 20
1.9. OBJETIVO GENERAL. ..o e 22
1.10. OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... oo, 22

CAPITULO II

2. METODOLOGIA......ceiiiiiieiiieirrerrreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessassssssssnnn. 23
2.1. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES.......uuiiiiii e, 23
2.1.1. Phaedranassa dubia............cooeiuiriiiiiiiie e 23

2.1.2. Phaedranassa viridiflora.................ccoooiiiiiiiiiii 25

2.1.3. Stenomesson aurantiaCum............o.euiniirerinieiiereineeneeeennn, 28

2.2. AREA DE ESTUDIO........uiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 30
2.3. ANALISIS GENETICOS. ... .coiiiiiiiiiiiiie e, 33
2.3.1. Colectay secado de MUESEIaS. ......ccc.euverieriieiiiiiiiieieeieeeeenen, 33



2.3.2. Extraccion de ADN........coiiuiiiiiiii e 36
2.3.3. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)......................c...........36
2.4. ANALISIS ESTADISTICOS........ovviviiiiiieeeeeeee e e, 37
2.5. CONTRIBUCION A LA CONSERVACION..........cuieieiiiiiiiieeeen, 38

CAPITULO III

3. RESULTADOS ESPERADOS......ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiecacnneees 40
3.1. EXPOSICION DE RESULTADOS ESPERADOS............cccvvneeennnn... 40
3.2. IMPLICACIONES. ...t 41
3.3. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES .......ccoiiiiiiiiieen 42
3.4. PRESUPUESTO DEL PROYECTO.....c.cooiiiiiiiiiiiiiie, 43

CAPITULO IV

4. RESULTADOS PRELIMINARES Y PROXIMOS PASOS......ceeeevuueneenn 44
CONCLUSIONES. ...ititiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitietiteitietiettieciessecsciscsecsscsssscnns 45
RECOMENDACIONES. ...ttt 46
LITERATURA CITADA . i iiiiiiiiiiiiiiittieiitietiitiecatiecieccesctscscncones 47



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Programas, proyectos, objetivos y actividades a desarrollar en la Reserva

Geobotanica PUlUIANUA. .........cooouii i 39
Tabla 2. Cronograma de actividades............cooiiiiiiiniiiiiiee e 42
Tabla 3. Cronograma de presupuesto por cada actividad y proyecto ..................... 43

Xi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Alcaloides aislados en la familia Amaryllidaceae.............................. 15

Figura 2. Mapa de distribucion geografica del género Phaedranassa en el

ECUATOT . ... 18
Figura 3. Arbol filogenético de la familia Amaryllidaceae................................ 19
Figura 4. Mapa de distribucién geografica de Phaedranassa dubia..................... 24
Figura 5. Phaedranassa dubia..............oooiiiiiiiiii e 25
Figura 6. Mapa de distribucion geografica de Phaedranassa viridiflora................ 27
Figura 7. Phaedranassa viridiflora..................ocoo 28
Figura 8. Mapa de distribucion geogréafica de Stenomesson aurantiacum............... 29
Figura 9. Stenomesson aurantiaClum................iuiiiiieiirere e ses e 30
Figura 10. Crater del Pululahua, norte del Ecuador..................ccooiiiiiiinn.n. 31
Figura 11. Ubicacion del area de estudio: Reserva Geobotéanica Pululahua ............. 32

Figura 12. Germinacioén de semillas resultantes de los cruces entre P. dubia y S.

AUTANTIACUM . . . oottt e e e e e e 34

Figura 13. Individuos resultantes de los cruces entre P. dubia x S.

AUTANTIACUM . . . oottt e e e e e 35

Figura 14. Diagrama de relacién entre objetivos especificos, metodologia y resultados

aES] 01 216 [0 O 40

Figura 15. Analisis bayesiano de grupos genéticos.............oeueueuerineninineninn... 44

Xii



UNIVERSIDAD TECNOLOGICA INDOAMERICA
FACULTAD DE CIENCIAS DEL MEDIO AMBIENTE

CARRERA DE INGENIERIA EN BIODIVERSIDAD Y RECURSOS
GENETICOS

TEMA: “EVIDENCIA GENETICA DE HIBRIDACION NATURAL ENTRE
STENOMESSON AURANTIACUM Y PHAEDRANASSA DUBIA
(AMARYLLIDACEAE)”

AUTOR: Enmily Dayanna Sanchez Lara.

TUTOR: Nora Helena Oleas Gallo, PhD.

RESUMEN EJECUTIVO

La hibridacién es un proceso natural que ocurre cuando individuos de dos taxa
diferentes se cruzan e intercambian material genético. Este proceso no es raro entre
especies y ha llevado a la especiacion en diferentes grupos de plantas. Sin embargo,
hay pocos reportes de hibridacién entre géneros. La evidencia de la biologia
reproductiva sugiere que Stenomesson aurantiacum Yy Phaedranassa dubia
(Amaryllidaceae) hibridan naturalmente en el crater del Pululahua, al norte de Ecuador.
El objetivo de esta propuesta es determinar la existencia de hibridacion entre ambos
géneros, usando datos genéticos. Para ello, se amplificaran once cebadores de
microsatélites para un total de 96 individuos. Los resultados del genotipado se
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individuos en grupos genéticos usando el software Structure. Esperamos encontrar
evidencia de la existencia de flujo genético entre los dos géneros, y que nuestros
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ABSTRACT

Hybridization is a natural process that occurs when individuals from two different taxa
interbreed and exchange genetic material. This process is not uncommon between
species and has led to speciation in different groups of plants. However, there are few
reports of hybridization between genera. Evidence from reproductive biology suggests
that Stenomesson aurantiacum and Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae) hybridize
naturally at the Pululahua crater, in northern Ecuador. The objective of this proposal is
to design a study to gather genetic evidence of hybridization between both genera,
using genetic data. For this, eleven microsatellite primers will be amplified for a total
of 96 individuals. Genotyping results will be analyzed by electrophoresis and alleles
will be identified using the Geneious program. Descriptive statistics will be estimated
with GenAlex software and individuals will be assigned into genetic groups using
Structure software. We hope to find evidence of the existence of gene flow between
the two genera, and that our results provide a better understanding of their natural
hybridization.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

La hibridacion es un proceso que implica el cruzamiento entre individuos de
dos poblaciones genéticamente diferentes (Harrison, 1993; Fitzpatrick et al., 2015).
Historicamente, el primer caso de hibridacion fue reportado por el reverendo Cotton
Mather en 1716, al describir variedades de plantas de maiz (Zea mays) y de calabaza
(Cucurbita spp.) como hibridos (Goulet et al., 2017). Este fendmeno natural ha
dado origen a nuevas especies, principalmente de plantas. Se conoce que,
aproximadamente el 25% de las especies de flora producen hibridos (Mallet, 2005),
mientras que, en animales ocurre hibridacién en un 6 a 10% de las especies (Chen

et al., 2018).

La hibridacion es un evento evolutivo importante en la biologia de plantas, pues
desencadena procesos de adaptacion, especiacion, radiacién adaptativa, e incluso
aumenta la diversidad de fenotipos, lo cual es aprovechado en sectores agricolas y
horticolas (Mitchell et al., 2019). Sin embargo, la hibridacion puede representar
problemas para las poblaciones de origen, como la invasion bioldgica, pérdida de
diversidad genética y fenotipica, competencia e inclusive puede llevar a la extincion
de ciertas especies (Campbell et al., 2019). A continuacidn, se presentaran algunas

consecuencias que desencadena la hibridacion como mecanismo evolutivo.



1.1. Consecuencias de la hibridacion

Ademas de los procesos anteriormente mencionados como consecuencias de la
hibridacion, se han observado caracteristicas fenotipicas que diferencian a los
hibridos y sus progenitores (Rothfels et al., 2015). Se sabe que estas caracteristicas
responden a fendmenos naturales, como el vigor hibrido, especiacion hibrida,
introgresion adaptativa y depresién endogamica (Abbott et al., 2016), de los cuales

se hablara a continuacion.

1.1.1. Vigor hibrido

El vigor hibrido o heterosis, es un fenomeno que describe a los hibridos con un
mayor valor adaptativo o mejor aptitud fisica en comparacion con sus progenitores,
y generalmente ocurre en la primera generacion de descendientes (Hochholdinger
y Baldauf, 2018). La primera persona en observar este fendmeno fue el botanico
aleman Joseph Kolreuter en 1763, quien realizd cruces entre dos variedades de
plantas de tabaco, y reportd que la estatura de los hibridos era superior a la de sus
progenitores (Hochholdinger y Baldauf, 2018). Darwin (1877) aseguré que las
plantas hibridas tienen “mayor altura, peso y fertilidad”, es decir que pueden tener
mayor biomasa en la adultez y una tasa de crecimiento mas rapida que sus

progenitores (Hochholdinger y Baldauf, 2018; Goulet et al., 2017).

Investigaciones posteriores demostraron que los individuos heterocigotos son
los que generalmente presentan rasgos superiores a sus progenitores, esto involucra

un mayor tamarno, fertilidad, resistencia, entre otros (Smith y Lee, 2018).



En particular, se ha estudiado ampliamente el efecto del vigor hibrido en el
maiz, en donde se identifico un incremento notorio en la aptitud y rendimiento de
los hibridos a diferencia de los parentales (Shull, 1908). Las caracteristicas que
presentan los hibridos con respecto a sus progenitores son de gran interés, sobre
todo en el sector comercial agricola, el cual desde hace seis décadas realiza
mejoramiento genético en cultivos de maiz tomando como base la heterosis (Smith

y Lee, 2018).

1.1.2. Especiacion

La especiacion se refiere a una serie de mecanismos evolutivos por el que un
linaje diverge, dando lugar a nuevas especies geneticamente diferentes y con
aislamiento reproductivo (Mallet, 2007; Soltis y Soltis, 2009). Los mecanismos que
promueven la especiacion en plantas son dos, uno de ellos es la hibridacion en

alopatria o simpatria y el otro, la poliploidia (Alcantar-Vazquez, 2014).

1.1.2.1. Mecanismos de Especiacion

1.1.2.1.1. Hibridacion en alopatria o simpatria

Sabiendo que, las plantas son organismos con ambos sexos en un mismo
individuo, presentan la capacidad de autofecundarse por reproduccion sexual o
asexual, hecho que genera la aparicion de nueva descendencia con variabilidad

genética y reproductivamente aislada (Coyne y Orr, 2004).



La hibridacion en alopatria o simpatria es comun en poblaciones vegetales, las
especies entran en contacto, intercambian material genético y se hibridan;
dependiendo del éxito reproductivo y viabilidad de los hibridos, estos pueden ser
reconocidos como una nueva especie (Perfectti, 2002). Dicha afirmacion concuerda
con un estudio en poblaciones alopétricas y simpétricas de Fuchsia microphylla y
Fuchsia thymifolia de la familia Onagraceae en México, que registra la existencia
de hibridos viables entre las dos poblaciones, los que posteriormente fueron
evaluados bajo ciertos criterios para ser reconocidos como una nueva especie

(Cervantes-Diaz, 2016).

1.1.2.1.2. Poliploidia

Por otro lado, la especiacion por hibridacion puede tomar dos caminos: el
primero se refiere a una especiacion homoploide, que implica un nuevo linaje
hibrido sin un cambio en el nimero de cromosomas, lo cual es muy poco frecuente,
como se demostrd en Helianthus anomalus, de la familia Asteraceae (Garcia, 2012).
Mientras que, en el segundo, la especiacién poliploide se basa en un incremento del
tamafo del genoma debido a la presencia de tres 0 mas juegos de cromosomas
(Hegarty y Hiscock, 2005, en este caso, la poliploidia se presenta después de la
hibridacion como en Aegilops speltoides, de la familia Poaceae (Alix et al., 2017).
Se ha detectado que, alrededor del 70% de angiospermas y el 95% de arbustos han

pasado por eventos de poliploidia en su historia natural (Alcantar-Vazquez, 2014).



1.1.3. Introgresion

La introgresion se refiere a la transferencia de genes de una poblacion a otra a
través de hibridacidn, esto resulta en una progenie fértil que se continla cruzando
con sus progenitores. Cuando la descendencia es esteril, quiere decir que no ha
ocurrido introgresion (Suarez-Gonzalez et al., 2018). Se habla de introgresion
adaptativa cuando los alelos que pasaron por introgresion se mantienen a través del

tiempo por seleccion natural (Goulet et al., 2017; Suarez-Gonzalez et al., 2018).

La introgresion puede llegar hasta cierto punto, en donde el flujo genético de
las especies se ve limitado debido a la existencia de ciertas barreras (fisicas,
morfologicas, genotipicas, entre otras), las mismas que afectan directamente al
cruzamiento y reproduccion de las especies, varios autores se refieren a esto como
el “limite de las especies” (Harrison y Larson, 2014). Al mismo tiempo, la
introgresion a través de la hibridacion permite contribuir con nuevas combinaciones
de alelos y fenotipos que no estan presentes en los progenitores, a esto se le

denomina “fenotipos transgresivos” (Barton, 2013).

1.1.4. Depresion endogamica

Ocurre cuando los hibridos tienen menor valor adaptativo que sus progenitores,
es decir, se ve una reduccidn en el fitness o rendimiento de los descendientes, que
a la larga puede promover la pérdida de adaptacion y una posible extincion
(Tallmon et al., 2004). Este suceso es mas comun tras varias generaciones de

entrecruzamiento (Edmands, 2007). No obstante, se ha visto que después de un



evento de hibridacion al inicio puede haber depresién endogamica, pero con el pasar

del tiempo los hibridos pueden aumentar su valor adaptativo (Pantoja et al., 2018).

En un estudio sobre la evaluacion de la aptitud de los hibridos resultantes de
cruces dentro y entre poblaciones pequefias y aisladas de la planta Primula vulgaris,
como parte de un programa de reintroduccion y rescate genético, se encontré que
existen altos valores de depresién endogamica y una alta aptitud fisica en todos los
hibridos descendientes. Con base en estos resultados, concluyeron que la depresion
endogamica podria contrarrestar los efectos positivos del rescate genético durante
los primeros afios de vida. Sin embargo, es necesario evaluar posteriormente otros
caracteres relacionados con la reproduccion, supervivencia y el crecimiento en la

descendencia hibrida (Barmentlo et al., 2018).

1.2. Causas de la hibridacién

1.2.1. Polinizacién

Las plantas que son polinizadas mediante mecanismos naturales sin control externo,
reciben polen de fuentes desconocidas, incrementando asi la variabilidad genética
de la descendencia (Nie et al., 2005). Dicho esto, los polinizadores ejercen un papel
fundamental en la hibridacion de taxones (Yang et al., 2019), al ser generalistas,
comparten y visitan diferentes especies aumentando la probabilidad de eventos de
hibridacion, lo que se conoce como “sindrome de polinizacion generalista” (Yu et
al., 2014). Este es el caso de especies del género Ligularia (Yu et al., 2014), del

género Roscoea (R. humeana x R. cautleoides) y Primula (P. secundiflora x P.



poissonii) que han hibridado tras ser polinizadas por los mismos insectos (Du et al.,

2012).

Por otra parte, la hipotesis planteada por Darwin (1877), enuncia que las flores
esteriles atraen a mas polinizadores. Esto se ha corroborado con estudios de biologia
reproductiva de Leopoldia comosa, una hierba nativa de Europa Central y Asia
(Morales et al., 2012), en donde las flores estériles atraen a mas polinizadores,
evitando la geitonogamia (polen de una flor masculina que fertiliza a una flor
femenina de la misma planta). Esto se debe a que las abejas no tienen preferencia
por el fenotipo mas comun, en este caso, las flores fértiles, lo cual se demostré con

estudios de ecologia (Morales et al., 2012).

1.2.2. Cambio climatico

Otro mecanismo que promueve la hibridacién es el cambio del clima y su efecto en
varias especies de plantas y animales. Se ha visto que las especies responden al
cambio climatico con modificaciones en su distribucién y rango geografico, lo cual
promueve a que las especies tengan contacto con sus congéneres, aumentando el
potencial de hibridacion (Todesco et al., 2016). Este fendmeno se ha reportado en
las montafias de Sierra Nevada, al sureste de Espafia, con un cambio en la
distribucién geografica del 7% de las 24000 especies de plantas vasculares. A su
vez, se identificd que alrededor del 25% de las especies endémicas de zonas altas
pasan por procesos de hibridacion con sus congéneres de zonas bajas, pues estas

Gltimas se estan adaptando a una mayor altitud (Gémez et al., 2015).



1.2.3. Perturbaciones naturales y antropogénicas

Algunos autores coinciden en que un disturbio o perturbacion, ya sea natural u
ocasionado por el ser humano, es uno de los factores importantes que promueven
la hibridacion natural (YYang et al., 2019). De hecho, la gran diversidad bioldgica es
atribuida al efecto de las perturbaciones antropogénicas (fragmentacion del habitat,
sobreexplotacion, deforestacion, entre otros) en sinergia con las perturbaciones
naturales (erupciones volcéanicas, incendios, impacto de asteroides, cambio
climatico, entre otros), las cuales han estado presentes a lo largo de la historia (Yang
et al., 2019). No obstante, las perturbaciones aumentan también la probabilidad de
hibridacion e incrementan la variabilidad genética por la alteracion en la fenologia
de las plantas, lo que provoca cambios en la época de floracion de las plantas,
disminucidn en la formacion de botones, reduccion en la produccion de frutos y
semillas, cambios en el desarrollo y en la reproduccion por medio de polinizadores
(Aizen, 2007). También, se crean nuevos nichos o zonas hibridas, que son lugares
entre dos poblaciones genéticamente distintas donde coexisten especies que se

hibridan sin cruzarse con sus parentales (Abbott, 2017).

1.2.4. Introduccion de especies exdticas

Se ha demostrado que la introduccion de especies no nativas dentro de una
poblacion, junto con otros factores como la polinizacion, perturbaciones
antropogénicas, alteracion del habitat y cambio climético, pueden resultar en
eventos de hibridacion entre especies nativas e introducidas (Pliszko y Zalewska-

Galosz, 2016). Por consiguiente, si los hibridos se adaptan mejor y tienen un mayor



éxito reproductivo, estos podrian desplazar e incluso eliminar a las poblaciones
originales, provocando asi la pérdida de diversidad genética y pérdida de las
especies raras 0 amenazadas de la region (Catford et al., 2018). Sin embargo, los
efectos de la hibridacién dependen de las caracteristicas de las especies exdticas
(como su densidad), y de la regién receptora (como la capacidad de carga y la
capacidad de las especies nativas para competir) (Kahilainen et al., 2011; Michelan
et al., 2018). De acuerdo con Allendorf et al. (2001), se puede evidenciar tres
modelos de hibridacion entre especies nativas y exoticas: hibridacion sin
introgresion (cruzamiento que generalmente resulta en hibridos estériles),
introgresion generalizada (hibridos son fértiles y exitosos, se cruzan con sus
progenitores pudiendo desplazarlos) y mezcla completa (se pierden los genomas

originales y se extienden los genomas hibridos).

1.3. Herramientas moleculares para identificacion de hibridos

Toda la variacion genética existente en las plantas se debe a la historia evolutiva
de las poblaciones, sus sistemas de cruzamiento, densidad poblacional y flujo
génico (Hamrick, 1989). Los estudios enfocados en la variacion y estructura
genética dentro y entre poblaciones de plantas, se han tornado relevantes para un
uso adecuado y una conservacion eficaz de especies (Amom y Nongdam, 2017).
Con el advenimiento de las técnicas moleculares y andlisis gendmicos, estos
estudios han logrado éxito, pues los hibridos pueden ser identificados no solo por

caracteristicas fenotipicas, sino también genéticas (Goulet et al., 2017).



Los marcadores moleculares son herramientas poderosas empleadas en varios
campos de la ciencia, como la biologia, ecologia, evolucion y biomedicina, para
identificar y aislar genes de interés (Rentaria-Alcantara, 2007). Los trabajos
relacionados con técnicas moleculares se enfocan en descifrar los patrones
genéticos entre taxones estrechamente relacionados (Morris y Shaw, 2018), a su
vez, son usados en estudios de conservacion de especies, en donde se estiman los
niveles de variacién genética entre y dentro de poblaciones naturales (Elias y

Rueda, 2020; Oleas, 2011a).

En el pasado, el uso de los marcadores moleculares era limitado y a su vez, no
se contaba con el genoma de referencia de todas las especies. No obstante, en la
actualidad, contamos con una amplia gama de marcadores y una mayor
disponibilidad de genomas de referencia (Harrison y Larson, 2014). Como
consecuencia, se han desarrollado diferentes marcadores moleculares para
identificar patrones de diversidad genética en varios organismos, los cuales son
ampliamente usados porque no son afectados por el ambiente y proveen evidencia
clara de variacion en el genoma (Kumar et al., 2019). Ademas, son herramientas
esenciales en andlisis de relaciones genéticas, mapeo de genes, identificacion de

hibridos y rastreo de ciertos loci en plantas (Amom y Nongdam, 2017).

Entre las principales herramientas moleculares para identificar hibridacién en
plantas, se han estudiado las siguientes: Polimorfismos de un solo nucledtido

(SNPs), Polimorfismo de fragmentos obtenidos por amplificacion (AFLP) y
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Microsatélites (SSR). A continuacion, se discuten brevemente los puntos positivos

y negativos de cada uno de estos marcadores moleculares:

1.3.1. SNPs

Los SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido, por sus siglas en inglés) son
cambios de un solo nucle6tido en una sola posicién, que ocurren por mutaciones de
sustitucién, delecién o insercién, y que son usadas como marcador genético en
varias especies de animales y plantas (Garrido-Cardenas et al., 2018). En su
mayoria se distribuyen en regiones no codificantes del genoma; sin embargo, se ha
encontrado que un grupo de SNPs corresponden a mutaciones asociadas con
enfermedades (Mateo-Bonmati et al., 2014). Para detectar estos polimorfismos, se
usan técnicas como la secuenciacion de ADN propuesta por Sanger, 0 con técnicas
de secuenciacion de nueva generacion como Illumina (Dejean, 2018). Las ventajas
que presenta esta herramienta se relacionan con la posibilidad de usar muestras de
ADN degradadas 0 muy pequefias y una desventaja es que, al estar ubicados en una
region sin funcidn, no aportan informacion especifica de ciertos genes (Gupta et al.,

2001).

1.3.2. AFLP

Los AFLP (polimorfismo de fragmentos obtenidos por amplificacion, por sus
siglas en inglés) son marcadores que amplifican fragmentos con dos enzimas de
restriccion, para ello, se usan cebadores disefiados para unirse a unas secuencias de

ADN llamadas “stick — ends” o en espafol extremos pegajosos, se amplifican por
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PCR y se reconocen secuencias en todo el genoma (Grover y Sharma, 2016). Es
muy probable que detecten altos niveles de polimorfismo, mientras que, su
limitacidn es que son marcadores dominantes, por lo que, reduce su actividad para

detectar diversidad genética y endogamia (Amom y Nongdam, 2017).

1.3.3. SSR (MICROSATELITES)

Los marcadores moleculares como los microsatélites, también conocidos como
repeticiones de secuencias simples (SSR, por sus siglas en inglés) tienen alto
polimorfismo, por lo que permiten probar la existencia de diferenciacion
poblacional, tasas de migracion y eventos demogréaficos (Souza et al., 2019). Esto,
a su vez, ha revelado que el flujo de genes entre especies 0 géneros proporciona
nueva diversidad que puede estar adaptada a diferentes condiciones y finalmente
contribuir a la especiacion (Goulet et al., 2017). Los SSRs se han utilizado
ampliamente como técnica para responder a preguntas referentes a genética de
poblaciones en plantas, debido a que son marcadores neutros, faciles y econémicos
de elaborar, identifican homocigotos y heterocigotos, son altamente variables,
reproducibles en laboratorio y faciles de analizar, ademas, tienen una alta tasa de
mutacion, lo que permite evidenciar eventos microevolutivos (Varshney et al.,
2005). En cuanto a las limitaciones de los SSRs, una de ellas es que los cebadores
para estos microsatélites se deben elaborar para las especies en cuestion, sin
embargo, es posible usar los cebadores para otras especies que estén estrechamente
relacionadas. Otra desventaja de esta técnica es la probabilidad de encontrar alelos

nulos y homoplasias de tamafio del alelo (Oleas, 2011a).
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1.4. Reportes de hibridacion en el Ecuador

En el Ecuador, se han hecho varios estudios sobre hibridacién en la flora andina.
Uno de ellos demuestra la ocurrencia de hibridacion durante la evolucion del género
Lachemilla de la familia Rosaceae, el cual actualmente tiene alrededor de 60
especies que evidencian una pronta radiacién ecoldgica en el clado (Morales-
Briones et al., 2018). De manera similar, la hibridacion en el género Senecio de la
familia Asteraceae demuestra que este proceso promueve la diversificacion y
radiacion adaptativa de especies, y con ello un potencial cambio en las formas de
crecimiento de las plantas (Duskova et al., 2017). En una investigacion para
determinar hibridacion natural entre especies del genero Vasconcellea y asi,
comparar las caracteristicas morfologias con las genéticas, se utilizaron marcadores
moleculares, sus resultados revelaron rasgos genéticos de introgresion entre
especies que estarian habitando en una zona hibrida (Van-Droogenbroeck et al.,
2006). Para terminar, el estudio de hibridacion natural entre Epidendrum secundum
x Epidendrum fulgensy de la familia Orchidaceae, reveld un intercambio de polen
entre estas dos especies que, a su vez, comparten polinizadores (Pansarin y Amaral,

2008).

La mayoria de los casos reportados de hibridos en la naturaleza, han sido de
hibridacion interespecifica, es decir, entre especies diferentes, pero muy poco se
sabe de hibridacién entre géneros. No obstante, se reporté la formacion reciente de

un helecho hibrido intergenérico en los Pirineos franceses (Rothfels et al., 2015).
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1.5. Familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae esta compuesta por un tipo de plantas
monocotiledoneas, herbéaceas, bulbosas y perennes, de flores grandes con colores
que van desde rojo, naranja, amarillo, hasta rosa, blanco y en ocasiones azul
(Meerow, 1990). Tiene alrededor de 85 géneros y 1100 especies, distribuidas en los
trépicos y subtrépicos (Jiny Yao, 2019). Segun evidencia molecular, se estima que
las primeras amarilidaceas aparecieron hace aproximadamente 91 millones de afios
en Africa y posteriormente alcanzaron otros continentes, divergiendo hasta llegar a

las especies actuales (Jin, 2016).

Habitan valles secos, bosques andinos, bosques secos y bosques humedos del
norte de la cordillera de los Andes, se distribuyen desde los 0 a 4000 m de altitud,
generalmente crecen en areas alteradas, veredas, zonas destinadas para actividades
agricolas y zonas ganaderas (Oleas, 2011b). Las especies endémicas de
Amaryllidaceae en el Ecuador se encuentran en diferentes categorias de amenaza;
ocho En Peligro y cuatro Vulnerables, debido a factores como la destruccion del

habitat, perturbacién humana, sobrexplotacion, y comercializacion (Oleas, 2011b).

La familia Amaryllidaceae se caracteriza por producir alcaloides especificos
entre sus compuestos secundarios, que hasta la actualidad se sabe existen mas de
600 alcaloides aislados en diferentes especies (Jin y Yao, 2019). Estos alcaloides
han demostrado tener diversos efectos, entre ellos: antitumorales, antivirales,

antiparasitarios, antiinflamatorios y efectos en el Alzheimer, un hecho que

14



contribuye a realizar investigaciones fitoquimicas de las especies (Bastida et al.,
2006; Da Silva-Janior et al., 2019). Se han logrado identificar casi 300 alcaloides
pertenecientes a nueve grupos (Bastida-Armengol et al., 2011), los cuales se

observan a continuacion en la Figura 1.

tazettine montanine

galanthamine

Fig. 1. Alcaloides aislados en la familia Amaryllidaceae. Fuente: (Bastida-Armengol et

al., 2011, p. 67).
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Para el Ecuador, se han registrado 11 géneros y 36 especies de plantas de la
familia Amaryllidaceae, de las cuales 15 especies son endémicas y pertenecen a los
géneros Phaedranassa y Eucrosia (Oleas, 2011b). A continuacién, se mencionan
dos de los géneros de Amaryllidaceae presentes en el Ecuador e involucrados en

este estudio.

1.5.1. Stenomesson

Este género esta conformado por un grupo de hierbas perennes, herbaceas y con
bulbos. Su nombre se deriva del griego estenosis que significa «estrecho» y mesaio
que quiere decir «en el medio» (Weber y Wilkin, 2007). Se conocen alrededor de
quince especies dentro del género Stenomesson, distribuidas ampliamente en los
Andes de Peru y tan solo dos para Ecuador: Stenomesson aurantiacum, distribuido
ampliamente en la zona andina y Stenomesson ecuadorensis, conocido por una sola
poblacion al sur del Ecuador entre Loja y Zamora (Meerow, 1990; Meerow et al.,
2015). Habita en bosques secos, bosques nubosos y valles interandinos desde los
2000 m de altitud (Meerow y Van Der Werff, 2004). Este grupo es de gran
importancia en varias comunidades andinas ancestrales, debido a su caracter
etnobotanico y ornamental, en donde las plantas son utilizadas como purgante para

limpiar el organismo (Weber y Wilkin, 2007).
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1.5.2. Phaedranassa

El género Phaedranassa fue descrito a partir de un espécimen llamado
inicialmente Phaedranassa chloracra (Herbert, 1845). La etimologia del nombre
Phaedranassa proviene del griego phaidos que significa «alegre» y anassa que

significa «reina». En nuestro pais, se la conoce en quichua como “ashipa cebolla

que significa falsa cebolla y también como papa de lobo (Oleas, 2011a).

Este género se restringe a los Andes del norte de Ecuador, Colombia y Costa
Rica. Se cree que la diversidad de microhabitats en los Andes es la responsable de
la gran variedad de especies de Phaedranassa (Oleas, 2011a). En el Ecuador, se
conocen 8 especies de Phaedranassa (P. brevifolia, P. cinerea, P. cuencana, P.
glauciflora, P. schizantha, P. tunguraguae, P. dubia y P. viridiflora) y estan en
algunas categorias criticas de la UICN (Moreno et al., 2020). Su distribucion

geogréfica se puede apreciar en la Figura 2.

1.6. Relaciones filogenéticas en Amaryllidaceae

Estudios filogenéticos con ITS encontraron que Stenomesson no es un grupo
monofilético, mas bien es un grupo polifilético con respecto a Phaedranassa, pues
no comparten el mismo ancestro comun, y por lo tanto no son géneros hermanos
(Meerow et al., 2000, Figura 3a). Son pocos los estudios filogenéticos con
suficiente resoluciébn que muestren las relaciones entre las especies de
Phaedranassa, y a su vez, estos no incluyen a las especies de estudio (P. dubiay P.

viridlfora), pero por lo pronto se sabe que el grupo es monofilético, esto se refiere
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a que incluye al ancestro comun y a todos sus descendientes. A su vez, se encontrd
evidencia de que el género Rauhia es su taxon hermano (Meerow et al., 2000,

Figura 3Db).

Especies Altitud

® P. brevifolia Value
® P, cinerea - 6200
N P cuencana 5288
® P. dubia [ 4400
W E ® P. glauciflora | ;228
© P. schizantha 1800
S 'P. tunguraguae 1000
012525 50 75 100 P, viridiflora 50

e Viles

Fig. 2. Mapa de la distribucion geografica del género Phaedranassa en el Ecuador.
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1.7. ¢ Ocurre hibridacién en la familia Amaryllidaceae?

Varios estudios reportan hibridacion en la familia Amaryllidaceae. Un estudio
menciona la existencia de hibridacién natural entre dos especies simpatricas de
Narcissus (Amaryllidaceae) en la region de Alentejo, Portugal, en donde se
concluye que los hibridos aportan con alta variabilidad fenotipica dentro y entre
poblaciones (Marques et al., 2007). Otro ejemplo mas reciente, corrobora que
dentro del género Narcissus la hibridacion es comun y ha sido sujeto de estudios
sobre evolucion y citogenética (Marques et al., 2017). En dicha investigacion se
utilizaron diferentes marcadores moleculares para esclarecer la filogenia del
género, con lo cual se confirmé la existencia de multiples eventos de hibridacion,
incluso hibridacion intersubgenérica de varias especies como N. dubius, N.
tortifolius, y N. miniatus. Otro ejemplo, es el hallazgo de hibridacion entre dos
especies de la familia Amaryllidaceae (Allium tulipifolium y Allium. robustum) de
la coleccion del Jardin Boténico Siberiano de la Universidad Estatal de Altai,
(Rusia), mediante el estudio de los hibridos y sus progenitores con secuencias de

ITS y ADN plastidico (Smirnov et al., 2017).

1.8. Presentacion del Problema de Investigacion y Justificacion

El primer reporte de hibridacion natural registrado en la familia Amaryllidaceae
en la poblacién del Pululahua, al norte del Ecuador, consideraba que los hibridos
(individuos de fenotipo con flor naranja) eran el resultado del cruce entre las
especies P. dubia (fenotipo con flor rosa) y P. viridiflora (fenotipo con flor

amarilla) (Oleas et al., 2013). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que
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P. viridiflora no produce frutos ni polen viable, por lo que se sugiere que la
hibridacion podria ser entre géneros: Phaedranassa dubia y Stenomesson
aurantiacum, y que se podrian estar hibridando porque coexisten y comparten el
mismo periodo de floracion. Del mismo modo, se realizaron cruces manuales entre
estos dos géneros, y como resultado se obtuvieron semillas viables (Zweck et al.,
en preparacion). Por esta razon, existe la necesidad de genotipar a los individuos de
la poblacién del Pululahua: P. dubia, S. aurantiacum y los hibridos, para
comprender su estructura genética y corroborar esta informacion con la morfologia

observada en la naturaleza.

Es preciso mencionar que, las especies objeto de estudio cumplen con una
funcion especifica en el ecosistema (Tinaut y Ruano, 2017), como regular los
niveles de pH en el suelo, aportar con abono verde, aumentar el nivel de biomasa,
incremento en la visita de polinizadores, entre otros (Faucon et al., 2017; Isbell et
al., 2017). Conjuntamente, en el Plan de Manejo de la Reserva Geobotanica
Pululahua elaborado en 1990 y el unico disponible en formato digital, se puede
constatar que dentro del documento no existe informacion de ninguna de las
especies de interés de este estudio, por lo que se piensa que no estan siendo parte

del manejo de flora de la region (Vargas, 1990).
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1.9. Objetivo general

Comprobar genéticamente la hibridacion natural entre los géneros de la familia

Amaryllidaceae (Stenomesson aurantiacum y Phaedranassa dubia).

1.10. Objetivos especificos
e Comprender la estructura genética de los hibridos resultantes del cruce entre
Phaedranassa dubia x Stenomesson aurantiacum en la Reserva

Geobotéanica Pululahua, usando analisis genéticos y estadisticos.

e Proveer informacidn atil acerca de la estructura genética y la relacion entre

las especies objeto de estudio, para la elaboracion de planes y proyectos

futuros en la Reserva.
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CAPITULO Il

2. METODOLOGIA
2.1. Descripcion de las especies estudiadas

2.1.1. Phaedranassa dubia (Kunth) J.F. Macbr.

Phaedranassa dubia es una especie de hierba terrestre bulbosa nativa de los
Andes de Colombia y Ecuador, restringida a los valles interandinos y zonas de
pendiente. En el Ecuador, esta especie se distribuye en las provincias de Carchi,
Imbabura y Pichincha entre los 2000 y 4000 m de altitud (Oleas, 2011a), como

indica la Figura 4.

Phaedranassa dubia se diferencia de otras especies del mismo género por tener
flores vistosas de color rosa intenso, bulbo de 6 x 4,5 cm, peciolo de hasta 10 cm,
flores de hasta 6 cm de largo de forma campanuladas tubuladas, tépalos rosados y
margenes de color verde con amarillo, su fruto es una capsula de 15 mm (Meerow,

1990). Se observan imagenes de P. dubia en la Figura 5.

En cuanto a su estado de conservacion, P. dubia esta catalogada como ‘“No
Vulnerable”, sin embargo, siete especies endémicas del mismo género se
encuentran categorizadas como “Vulnerables” o “En Peligro”, seglin los criterios
de la lista roja para especies en peligro de la (UICN) Unién Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (Minga et al., 2015; Oleas, 2011b;).
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Figura 4. Mapa de distribucion geografica de Phaedranassa dubia en el Ecuador.
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Fig. 5. Phaedranassa dubia, Fuente: Nora Oleas.

2.1.2. Phaedranassa viridiflora (Baker)

Phaedranassa viridiflora es considerada como la Unica especie del género
Amaryllidaceae que tiene flores amarillas. Fue descrita a partir de una especie tipo
de Peru (Meerow, 1990), sin embargo, se volvié a describir un segundo taxon de
color verde y amarillo con el nombre cientifico de P. viridilutea, en analogia a P.

viridiflora (Ravenna, 1984; Oleas et al., 2013).

Phaedranassa viridiflora es una especie endémica de Ecuador, presente en las
provincias de Azuay, Tungurahua y Pichincha (Figura 6). Crece a partir de bulbos

que pueden llegar a medir hasta 5 cm de largo y 4 cm de didmetro, posee hojas
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lanceoladas de hasta 40 cm de largo, con inflorescencia acampanada y un escapo

de 60 cm de largo, con seis flores de color amarillo (Meerow, 1990) (Figura 7).

En consecuencia, a la brecha que existe en el conocimiento de la historia natural
de P. viridiflora, se ha estudiado la estructura genética de la poblacion y se logré
registrar la primera evidencia de hibridacion natural entre P. viridifloray P. dubia,
en el crater Pululahua del norte de Ecuador, mientras que, para las poblaciones del

centro y sur no se encontro evidencia de hibridacion (Oleas et al., 2013).

Segun los criterios de la UICN, P. viridiflora esta catalogada como “En
Peligro”, debido a su distribucion restringida y al reducido nimero poblacional. Es
importante mencionar que, se ha evidenciado a P. viridiflora en simpatria con otras
especies del mismo género, en especial con la poblacion del crater Pululahua (Oleas

et al., 2013).
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Figura 6. Mapa de distribucion geografica de Phaedranassa viridiflora en el Ecuador.
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Fig. 7. Phaedranassa viridiflora. Fuente: Nora Oleas.

2.1.3. Stenomesson aurantiacum (Kunth) Herb.

Stenomesson aurantiacum, se distribuye desde el sur de Colombia y Ecuador
hasta el norte de Perd, desde los 1000 hasta los 4500 m de altitud. En el Ecuador,
tiene una amplia distribucién geografica en las provincias de Azuay, Bolivar,

Canar, Imbabura, Loja y Pichincha (Acosta et al., 2014). (Figura 8).

Esta especie se caracteriza por tener flores de color naranja de forma
campanulada, pueden medir hasta 50 cm con un bulbo de 6 x 5 cm, de 2 a 4 flores
de 4 cm de largo, y su fruto es una capsula de 15 m (Figura 9), (Acosta et al., 2014;
Meerow, 1990). S. aurantiacum no ha sido evaluada en cuanto a su estado de

conservacion (GBIF, 2019).
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Fig. 8. Mapa de distribucién geografica de Stenomesson aurantiacum en el Ecuador.
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Fig. 9. Stenomesson aurantiacum. Fuente: Nora Oleas.

2.2. Area de estudio

Las especies que se recolectaron para este estudio se distribuyen
geogréaficamente en la provincia de Pichincha, en el crater Pululahua de la Reserva
Geobotanica Pululahua (78°30" 18" de longitud Oeste y 00°06' 00" de latitud Norte),

al norte del Ecuador (Vargas, 1990), (Figura 10 y Figura 11).

En cuanto a la geologia del lugar, el crater se formé a partir del periodo
Cuaternario, después de varios procesos geomorfolégicos que han modelado el
relieve y han resultado en una caldera de rocas y tierra acumuladas de las erupciones
volcanicas (Valencia et al., 1999). La ultima erupcion registrada del crater

Pululahua se estima hace 2300 afios, a pesar de que ha permanecido inactivo existe
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la probabilidad de posibles erupciones y susceptibilidad ante desastres naturales
(Vargas, 1990). La precipitacion promedio del &rea esta entre 1000 a 1600 mm, con
una temperatura maxima de 29,3°C y una minima de aproximadamente 5,2°C

(Sénchez et al., 2018).

Fig. 10. Crater del Pululahua, norte del Ecuador. Fuente: Nora Oleas.
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Fig. 11. Ubicacidn del &rea de estudio: Reserva Geobotanica Pululahua.
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Por otro lado, la variedad de diferentes microclimas ha derivado en una peculiar
biodiversidad y una cuantiosa vegetacion en sus laderas (Oleas et al., 2013). Entre
la flora asociada a esta regién, ademas de las especies en cuestion -Phaedranassa
dubia y Stenomesson aurantiacum- se ha registrado un total de 100 especies de
bromelias y orquideas, también se han observado “taxos silvestres” Passiflora
mixta, “achupalla” Puya clavata, “pumamaqui” Oreopanax sp., “allpa chocho”
Lupinus pubescens, “cascarilla” Cinchona pubescense, varias especies del género

Bidens, Taraxacum, Croton, Mimosa, entre otras (Brito et al., 2017).

2.3. Analisis genéticos

2.3.1. Colectay secado de muestras

Las muestras a ser genotipadas son el producto de un estudio de polinizacion en
invernadero (Zweck, en preparacion). En agosto de 2017, se colectaron alrededor
de 30 individuos por especie del crater del Pululahua, de los cuales se extrajeron
sus bulbos y se aclimataron en un vivero en bolsas de plastico negro con tierra del
mismo habitat, y cubiertas con malla para evitar posibles agentes contaminantes.
La polinizacion de las plantas fue manual, se realizo entre las 08:00 am y las 14:00
pm, frotando una antera contra un estigma receptivo, hasta que el estigma estuvo
completamente cubierto de polen. Un mes después de la polinizacion, las semillas
empezaron a madurar y fueron almacenadas en bolsas de papel. Se realizaron cuatro
tipos de polinizacion: dos corresponden a polinizacion entre la misma especie (SC

y DC) v las otras dos a polinizacién cruzada entre géneros (Sl y DI).
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Posteriormente, en noviembre del 2018, se germinaron las semillas resultantes
de los cruces. Para esto, se colocaron 20 semillas por cada tipo de cruce en una caja
Petri con agua, se dejo reposar a temperatura ambiente y para enero del 2019 se
obtuvieron las primeras yemas de los individuos, en la Figura 12 se puede observar

este proceso.

Fig. 12. Germinacidn de semillas resultantes de los cruces en cajas Petri.

Inmediatamente, estos individuos fueron plantados en recipientes con
tierra negra fertilizada, todos los individuos correspondientes a un cruce estaban

plantados en un recipiente. Las plantulas se demoraron entre dos y cuatro meses
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en crecer y alcanzar un largo aproximado de 30 cm. Cada individuo recibié un
cédigo compuesto por el tipo de cruce y un nimero, por ej. DC24, D118, SC3,
SI17. El cruce DI representa a la madre (P. dubia) x el padre (S. aurantiacum)
como se presenta en la Figura 13a, y el cruce Sl representa a la madre (S.
aurantiacum) x el padre (P. dubia), como se presenta en la Figura 13b. Mientras
que, los cruces DC y SC fueron entre especie (P. dubia x P. dubia 'y S.

aurantiacum x S. aurantiacum).

Fig. 13. Individuos resultantes de los cruces, a. P. dubia x S. aurantiacum, b. S.

aurantiacum x P. dubia.

35



2.3.2. Extraccion de ADN

Para el analisis genético, se tomaran 2 g de hoja en buen estado (joven y verde)
de cada cddigo. En total se colectaran 24 muestras de cada cruce, dando un total de
96 individuos. Cada muestra se pondra en un sobre de papel con silica gel para su
secado rapido. La extraccion de ADN se realizara con el Kit para purificacion de
ADN Wizard® de PROMEGA, siguiendo el procedimiento CTAB (Doyle y Doyle,
1987; Cullings, 1992). Una vez extraido el ADN, se cuantificardn las primeras

extracciones mediante fluorometria Qubit 2.0.

2.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para las reacciones en cadena de la polimerasa y el proceso de genotipado se
seguiran los métodos descritos por Oleas et al. (2005, 2009). Se genotiparan todos
los individuos con once microsatélites: pt48, pt43, pt21, pt32, ps27, pt39, ps2, ptl4,
psl3, psl6 y pt6l, desarrollados anteriormente para otras especies del mismo
género: P. tunguraguae (Oleas et al., 2005, 2012b) y P. schizantha (Oleas et al.,
2009). Los productos de PCR se analizaran por electroforesis en gel capilar, para lo
cual seran enviados a Macrogen en Corea, para el analisis de fragmentos. Los alelos
seran identificados utilizando el programa Geneious version 6.1.7 (Oleas et al.,

2013).
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2.4. Andlisis estadisticos

Para el andlisis se utilizardn los resultados del genotipado de los cruces de
Phaedranassa y Stenomesson junto con los datos publicados en Oleas et al. (2012a).
Se estimaran estadisticas descriptivas genéticas de la muestra y se realizard un
(PCA) Andlisis de Componentes Principales con el paquete GENALEX 6.4, que se
ejecuta dentro de Microsoft Excel y permite hacer analisis genéticos poblacionales
basados en la frecuencia de alelos, que incluye heterocigosidad, estadisticas F,
distancia genética, entre otros aspectos (Peakall y Smouse, 2006). También, se
utilizara el software STRUCTURE, un analisis Bayesiano que permite
correlacionar las frecuencias de los alelos y asignar a los individuos en grupos

genéticos (Pritchard et al., 2000).

Los analisis se correran con grupos genéticos (k) de uno a seis (k =1, k=2, k=3,
k=4, k=5, k=6) con veinte repeticiones para cada k. Para identificar el nimero de
grupos genéticos (k) se utilizara el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl,
2011), que calcula el valor k mas probable. Tanto el PCA como el anélisis
Bayesiano en STRUCTURE nos permitiran identificar a qué grupo genético
estudiados previamente en Oleas et al. (2012a), corresponden los cruces realizados

entre Phaedranassa y Stenomesson.
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2.5. Contribucién a la conservacién

Como se mencionod anteriormente, existe el vacio de informacion de especies
de Phaedranassa y Stenomesson en la Reserva, pues no son contempladas en el
monitoreo de biodiversidad, y por lo tanto existe un desconocimiento por parte de
la poblacion aledafa al &rea de estudio (Vargas, 1990). Por otro lado, se ha disefiado
un modelo para entender la potencial expansién urbana y la vulnerabilidad de los
bosques periurbanos en el Distrito Metropolitano de Quito, identificando una
inevitable expansion urbana y una vulnerabilidad alta en bosques montafiosos de
hoja verde, ubicados al norte de la cordillera oriental, y bosques y arbustos semi-
caducifolios en los valles del norte, con lo que claramente la vegetacion de la

Reserva Geobotanica Pululahua se veria amenazada (Bonilla-Bedoya et al., 2020).

Por esta razdn, se proponen a continuacion programas, proyectos y actividades
que serviran como base para la conservacion de las especies objeto de estudio, para
difundir el conocimiento necesario, lograr un acercamiento con la comunidad y
construir conjuntamente programas de conservacion. EI cumplimento de estos
programas involucrara la participacion de actores como el Ministerio del Ambiente
y Agua del Ecuador (MAE), Gobierno Autonomo Descentralizado (GAD) de San
Antonio de Pichincha, la comunidad del Pululahua y a la Universidad Tecnoldgica
Indoamérica (UTI). A continuacion, se presenta en la Tabla 1 los ejes programaticos

con los que se trabajara, los proyectos, objetivos y actividades.
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Tabla 1. Programas, proyectos, objetivos y actividades a desarrollar en la Reserva

Pululahua.
Ejes Proyectos Objetivos Descripcion de la Indicador de Medio de
programéticos actividad logro verificacion
Muestras en
Vivo,
e fotografias
Identificacion gratias,
. . material
Muestreos y Realizar salidas de de la A
salidas de campo Generar campo en las que se  vegetacion de didactico
: P acercamientos P 9 9 (fichas,
con habitantes de hablen de las la Reserva por
X entre las personas - cuadernos,
la comunidad del SO especies y su al menos el -
y la biodiversidad. : . 0 lapices,
Pululahua. importancia. 75% de los .
. camaras),
habitantes. - :
cuestionario
2.1
Educacioén de
: evaluacion.
Ambiental N
Implementar NUmero de
escuela de campo ersonas que .
*Implementar una . Amp P 1as g Fotografias,
para difundir el han asistido a -
escuela de campo S videos,
conocimiento las escuelas de !
. en la Reserva observacion
Creacion de L acerca de la campo. ;
Escuelas de Geobotanica biodiversidad *Ndmero de directa,
Pululahua. . listado de
Campo. * asociada a la personas que .
Aumentar el - : asistentes,
o Reserva, haciendo han obtenido - ;
conocimiento en e i cuestionario
énfasis en las calificacion alta
las personas. . evaluador.
especies enla
vulnerables. evaluacion.
*NUmero de Informes de
actores monitoreo de
Implementar una . .
. A involucrados en especies,
Construir una estacion cientifica .
P . la construccién acuerdos
estacion cientifica para actualizar el
o e legales con
Establecimiento de  que promueva la estado de las . . BT
2.2 o . L . implementacién  instituciones
L una pequefa investigacion para especies y i
Investigacion estacion cientifica  clarificar y revelar monitorear su de la estacion. de
cientifica . Y Teve - *Porcentaje de  investigacion,
en la Reserva. la importancia evolucion, .
" . avance en informes de
genética de las incluyendo a . A .
. investigacion impacto
especies. Phaedranassa y - :
de especies en ambiental y
Stenomesson. iy
la Reserva. evaluacién
ambiental.
- Capacitar al menos
Recibir a P 0
. al 50% de las
estudiantes i . -
Programas de . familias en manejo NUmero de
X interesados en . Informes de
voluntariado para de recursos y familias L
. aprender y ” . capacitacion,
2.3 el manejo de los conservacion de capacitadas. '
. colaborar en - o fotografias,
Sistema de recursos y . SN especies y tener NUmero de .
. X investigacion y - - videos,
voluntariado monitoreo de las 2 estudiantes estudiantes .
X capacitacién a I - informes de
especies. universitarios voluntarios en :
voluntariados.

familias en manejo
y conservacion de
recursos naturales.

involucrados en el
proyecto.

la Reserva.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS ESPERADOS

3.1. Exposicion de resultados esperados

Esperamos que los datos obtenidos de los analisis genéticos para este estudio

permitan comprobar genéticamente la existencia de hibridacion natural entre los

géneros Phaedranassa y Stenomesson. También, se llevaran a cabo planes de

manejo de las especies que tendrian implicaciones en la investigacion y

conservacion. En la Figura 14, se detallan los resultados esperados segun los

objetivos especificos y la metodologia disefiada.

Obijetivo especifico: Comprender la
estructura genética de los hibridos resultantes
del cruce entre Phaedranassa dubia x
Stenomesson aurantiacum en la Reserva
Geobotanica Pululahua, usando analisis
genéticos y estadisticos.

e
*Metodologia:
+ Analisis genéticos: colecta y secado de
muestras, extraccion de ADN y PCR.
« Analisis estadisticos: PCA en GenAlex,
grupos genéticos en STRUCTURE e
historia de la poblacion en DIYABC.

/g N J
Resultado:
Se comprueba genéticamente y
estadisticamente la existencia de
hibridacion natural entre los dos géneros
N Phaedranassa y Stenomesson. )

Objetivo especifico: Proveer

informacién (til acerca de la estructura
genética y la relacion entre las especies
objeto de estudio, para la elaboracion de
planes y proyectos futuros en la Reserva.

Ve

*Metodologia:
*Eduacion ambiental.
«Investigacion cientifica.
+Sistema de voluntariado.

/—\
Resultados:

comunidad gracias a las escuelas de campo.

la investigacion.

Tener al 50% de las familias capacitadas y un
Qﬂmero considerabhle de voluntarios.

Estacion cientifica implementada y equipada para

Alto conocimiento adquirido por las personas de la

/

Fig. 14. Diagrama de relacion entre objetivos especificos, metodologia y resultados

esperados.
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3.2. Implicaciones

Este trabajo de investigacién nos permitiria entender el origen del
individuo con morfologia anaranjada, en este caso el supuesto hibrido, lo

que respaldaria las diferencias morfoldgicas observadas en la naturaleza.

Al encontrar evidencia genética de hibridacion natural entre los dos
géneros de estudio: Phaedranassa dubia y Stenomesson aurantiacum, se
comprobaria que el mecanismo de especiacion actuando sobre estas
especies es la hibridacion. Con esto, se reportaria la primera hibridacion de
origen natural entre estos dos géneros. De no ser asi, creeriamos que existe
otro mecanismo evolutivo actuando en la morfologia anaranjada, o que en
algun punto de la historia evolutiva de las especies de Phaedranassa, P.

viridiflora y P. dubia estuvieron relacionadas.

La evidencia de hibridacion natural entre géneros no implicaria un cambio
radical en la filogenia de la familia Amaryllidaceae, por el mismo hecho
de ser entre géneros, ademas, el hallazgo de una morfologia intermedia
solo se ha reportado para una poblacién en el Ecuador, la poblacion del
norte del Pululahua, por lo que harian falta estudios que consideren a las
otras especies de Phaedranassa. En su lugar, los resultados mostrarian

cuan variada puede ser la relacién entre las especies de Phaedranassa.
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3.3. Cronograma de actividades

Para el proyecto de investigacion se consideraron todos los aspectos, desde la fase de laboratorio hasta la fase de

conservacion en campo junto a la comunidad, a continuacion, se detalla el periodo a realizar cada actividad (Tabla 2).

Tabla 2. Cronograma de actividades para el proyecto de investigacion.

Crnnograma de Actividades I Trimestre II Trimestre III Trimestre IV Trimestre V Trimestre

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Escritura de articulo cientifico

Extraccion de ADN

Colecta de muestra.
Extraccion con el protocolo CTAB PVP.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Dilucion de muestras.

Inicio de PCR en placas.
Envio de placas a MACROGEN.

Inicio de analisis en Geneilous.

Inicio de analisis en GenAlex.

Contribucion a la conservacion

Socializacion de los programas con la comunidad

Programa: educacion ambiental

Programa: investigacion cientifica

Programa: sistema de voluntariado
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3.4. Presupuesto del Proyecto

El presupuesto disefiado considera cada fase del proyecto, incluyendo el trabajo en
laboratorio, hasta la ejecucion de las actividades de contribucion a la conservacion,

como se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3. Cronograma de presupuesto por actividad y programa.

Evidencia genética de hibridacion natural entre Stenomesson aurantiacum y Phaedranassa dubia
(Amaryllidaceae).

Enmily Sanchez - Nora Oleas, PhD.

ACTIVIDAD VALOR

1. Extraccion de ADNy PCR $960
2. Envioy procesamiento de muestras a Macrogen $2.400
3. Contribucion a la conservacion (tres programas) $16.700
e Programa: Educacion Ambiental

*Proyecto: Muestreos y salidas de campo con

habitantes de la comunidad del Pululahua (gastos en $200

material de campo y didactico).

*Proyecto: Creacion de una Escuela de Campo

(incluye gastos en materiales de construccion, $4.000

maquinaria, suministros de papeleria, refrigerios y
movilizacion).

e Programa: Investigacion cientifica
*Proyecto: Construccion de una estacion cientifica
dentro de la Reserva (incluye gastos en materiales $12.000
de construccién, movilizacién, maquinaria, '
suministros de papeleria, equipos de laboratorio,
computadoras, entre otros).

e Programa: Sistema de voluntariado
*Proyecto: Voluntariado con estudiantes para el

manejo y monitoreo de especies (incluye gastos de $500
alimentacion, hospedaje, materiales didacticos,
movilizacion).

TOTAL $20.060
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS PRELIMINARES Y PROXIMOS PASOS

Como resultados preliminares se logré amplificar 10 de los 11 loci disponibles de
microsatélites. A su vez, el analisis bayesiano en STRUCTURE mostr6 evidencia de
que existe algun flujo de genes entre Phaedranassa dubia y Stenomesson aurantiacum,
sin embargo, no se distinguen los grupos genéticos especificos para cada especie, como
se visualiza en la Figura 15. Como siguientes pasos, se aumentaran loci y se volveran
a probar las muestras que no amplificaron, revisaremos la agrupacion de los picos para
nombrar los alelos y se realizaran también andlisis para identificar posibles alelos

nulos.

1.00
080

0.860

K=3

0.40

0.20

0.00

1.00

0.80

0.80

0.40

Phaedranasa dubia Pd x Sa Stenomesson auranticum Sa x Pd

Fig. 15. Andlisis bayesiano de grupos genéticos, cada color indica un grupo genético (k).
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CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion permitirdn comprender la estructura
genética de los individuos. En base a lo que conocemos, se esperaria que los
hibridos con morfologia amarilla-anaranjada sean el resultado de la hibridacion

intergenérica entre Phaedranassa dubia y Stenomesson aurantiacum.

En cuanto al componente socio-ambiental, se aspira a difundir el conocimiento
sobre estas especies en al menos el 75% de la poblacion aledafa a la Reserva.
Lograr el empoderamiento de su territorio y recursos naturales, sera clave para
que puedan ser tomadores responsables de decisiones. Ademas, esperamos
difundir los resultados de este estudio a los funcionarios del Ministerio del
Ambiente y Agua, y que dicha informacidn sea tomada en cuenta para futuros

planes de manejo.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda invertir en mantenimiento, vigilancia y monitoreo de especies
dentro de la Reserva Geobotanica Pululahua, tomando en cuenta el problema
de caceria furtiva que existe. A su vez, es necesario capacitar a todo el personal,
incluyendo a guarda-parques y estudiantes que realicen voluntariados, sobre
temas de conservacion, manejo y educacién ambiental que se puedan perpetuar

a largo plazo.

Es recomendable actualizar el Plan de Manejo de la Reserva y tener la version
digital disponible en la web, pues es un limitante para conocer el estado del

area.

Se recomienda también realizar estudios genéticos que tomen en cuenta a todas
las demas especies de Phaedranassa, y as esclarecer las relaciones filogenéticas
dentro de la familia Amaryllidaceae, hecho importante que contribuira con el
conocimiento acerca de eventos evolutivos interespecificos e intergenéricos,

como la hibridacion natural.
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