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Resumen

El género Dracula, pertenece a la familia Orchidaceae, la morfologia de sus flores
han hecho que se distinga facilmente de otros géneros de orquideas neotropicales y
sean especies mayoritariamente polinizadas por dipteros. Se reconocen alrededor de
130 especies de Dracula, distribuidas desde el sureste de México hasta el Norte de
Per0. Para el estudio se recolectaron 176 individuos de Dracula en orquidearios de
las provincias de Azuay y Pichincha, se extrajo ADN mediante el método Doyle &
Doyle modificado, mediante la técnica PCR convencional se amplificaron los
segmetos de la region matK y el espaciador intergénico ITS con el uso del kit Phire
Plant Direct PCR Master Mix, los productos fueron secuenciados mediante el
método Sanger y estudiados con las herramientas bioinformaticas Boldsystems y
Blast para verificar la identidad de las especies, se realizaron dos arboles uno por
cada region con la técnica Maximum Likelihood y modelo Tamura-Nei del software
Mega 7. Los resultados filogenéticos obtenidos sefialan que la region matK presentd
una mayor variabilidad interespecie, mientras que la region ITS demostré no ser
discriminativa para diferenciar la clasificacion subgenérica del género Dracula,
ademas permitié proponer un cambio en la clasificacion de la sistemética clasica
dada por Luer (1993), el anafiisis biogeografico propone que Carchi en Ecuador y la
cordillera Oriental Putumayo en Colombia, son las zonas con mayor densidad del

género.

Palabras clave: Orchidaceae, Dracula, matK, ITS.



Abstract

The genus Dracula, belongs to the family Orchidaceae, the morphology of his
flowers has made it easily distinguishable from another genus of Neotropical orchids
and is one of the species mostly pollinated by Diptera. Around 130 species of
Dracula have been described, distributed from southeastern Mexico to northern Peru.
For the study, 176 individuals of Dracula were collected in orchid orchards of the
provinces of Azuay and Pichincha. DNA was extracted by the modified Doyle &
Doyle method, by means of the conventional PCR technique the segments of the
matK region and the ITS intergenic spacer were amplified with the use of the Phire
Plant Direct PCR Master Mix kit, the products were sequenced using the Sanger
method and studied with Boldsystems and Blast bioinformatics tools to verify the
identity of the species, two trees were made one per region with the Maximum
Likelihood technique and the Tamura-Nei model of the Mega 7 software. The
obtained phylogenetic results indicate that the matK region presented a greater
interspecies variability, while the ITS region proved not to be discriminative to
differentiate the subgeneric classification of the genus Dracula, besides it allowed to
propose a change in the classification of the classical systematics given by Luer
(1993), the biogeographical analysis proposes that Carchi in Ecuador and the
Putumayo Eastern Cordillera in Colombia, are the areas with the highest density of

the genus.

Keywords: Orchidaceae, Dracula, matK, ITS.



Introduccion

La familia Orchidaceae es uno de los linajes mas grandes de angiospermas y cuenta
con mas de 27,801 especies y 880 géneros (Christenhusz y Byng, 2016; Luo et al,
2014; Parra, 2012). El género Dracula, pertenece a la subtribu Pleurothallidinae de la
familia “Orchidaceae”, se encuentra distribuido desde sureste de México hasta el
norte de Per( y sus especies crecen entre los 300 y 2800 m de altitud, principalmente
en bosques nublados (Aguilar Palma, 2003; Baquero y Moncayo, 2017; Calder6n y
Farfan, 2003; Pupulin, Merino, Medina, y Péaez, 2009). En la actualidad, es muy
dificil definir un nimero exacto de las especies que conforman este género, por las
caracteristicas de su morfologia floral y la informacion confusa sobre el origen
geogréafico de mas de una especie de Dracula. Las cifras varian segun distintos
autores. lza (2018), Zambrano y Solano (2011); Pupulin et al, (2009); Drinkell
(2007) definen 120 especies con mayor concentracion en Colombia y Ecuador (72 y
56 individuos respectivamente). Doucette (2011), por otra parte, define alrededor de
130 especies Latinoamericanas que incluyen 10 especies en América Central (6 en
Panamd, 2 en Costa Rica y Nicaragua, respectivamente); The Plant List (2018),
describe 216 especies, de las cuales 130 son aceptadas.

Las primeras investigaciones taxondmicas en este género fueron realizadas por Luer
(1993), en 1978, basandose en caracteristicas sistematicas y morfoldgicas, lo que
llevo a agruparlas en 3 subgéneros y 5 secciones.

De acuerdo con Aguilar (2003) e 1za (2018), en los altimos afios, la identificacion
morfologica de las especies de este género es muy limitada cuando no existen
muestras fértiles. Y aln en muestras fértiles, el lograr definir las diferencias e

identidad de algunas especies en Dracula es sumamente dificil. Debido a lo anterior,



se propuso el empleo de técnicas moleculares que permitan una identificacion eficaz
de las especies de este género.

Entre las investigaciones de filogenias moleculares de orquideas del Neotr6pico se
encuentra el estudio realizado por lza (2018), quien expone la “Identificacion
molecular de especies de orquideas del género Dracula, mediante el sistema
BARCODE”, para ello utiliza los marcadores moleculares cloropléasticos matK,
rpoC1 y rpoB, de los cuales matK destaca en el andlisis filogenético como la regién
que present6 mayor variabilidad interespecie, para este estudio se utilizaron especies
ecuatorianas. A su vez, Cuéllar (citado en lza, 2018), destaca a matK como la regién
con mayor eficiencia bajo la técnica BARCODE en su estudio de “Codigo de barras
genéticos de algunas orquideas veracruzanas bajo riesgo de extincion”. Garcia (2015)
y Mazo (2011), describen que la region cloroplastica matK puede ser empleado como
cddigo de barras para clasificar géneros y especies, en exsicados de orquideas. Por
otra parte, Luo et al, (2014), detalla que matK e ycfl son los marcadores mas
empleados para andlisis filogenéticos en orquideas, mientras que, Chiron et al,
(2012) y Parveen, Singh, Malik, Raghuvanshi, y Babbar (2017), resaltan la eficacia
de ITS como un codigo de barras para especies de orquideas. Carrion (2009), sefiala
que del analisis filogenético en orquideas de las tres regiones amplificadas (matK,
trnL-F e ITS), matK, presenta buena variabilidad a nivel de especies.

Debido a la confusion en identificar las especies del género, asi como la relacion
genética entre dichas especies, se realiza este estudio con el fin de revisar mediante
la técnica molecular BARCODE las especies de orquideas del género Dracula
presentes en Latinoamérica y asi dilucidar el gremio de esta taxa. Para ello se obtuvo
muestras de tejido vegetal de las especies del género en jardines botanicos y

colecciones privadas de orquideas en Latinoamérica, para luego analizar el ADN de



las muestras mediante el estudio de la region cloropléstica matK y nuclear ITS con la
técnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR ) convencional, y asi generar una
filogenia molecular y un anélisis biogeogréafico del género, que permita corroborar

los aciertos o proponer cambios en la sistematica clésica dada por Luer (1993).



Capitulo |

Marco Conceptual

1. Familia Orchidaceae

La familia Orchidaceae es considerada como uno de los linajes mas grandes de
angiospermas, que cuenta con mas de 27,800 especies y 880 géneros (Christenhusz y
Byng, 2016; Givnish et al., 2016; Luo et al., 2014), representando asi un 10% de
todas las plantas con flores y a su vez un 40% de endemismo en sus especies
(Aguilar, 2003). El nombre Orchidaceae viene del griego “orkhis”, que significa
testiculos, como referencia a la forma de los pseudobulbos de algunas especies, las
cuales forman tallos fotosintéticos engrosados que almacenan agua y nutrientes de
reserva (Castellanos y Torres, 2018), dicho seudonimo fue otorgado por el fildsofo
griego Teofrasto en su obra “De causis plantarum” para nombrar una planta de este
grupo (Dalgleish et al., 2007).

De acuerdo con Givnish et al, (2016), hace aproximadamente 112 millones de afios
aparecieron las orquideas en Australia y migraron a América del Sur a través de la
Antartida por 90 millones de afos, es asi que esta dispersion permitio la distribucion
pantropical de los géneros Vanilla, Corymborkis, Orchidoideae y Epidendroideae.
Ecuador es uno de los paises con mayor diversidad que cuenta con una flora
privilegiada y de acuerdo con Guzméan y Moreno (2014), una de cada cinco especies
de orquideas del mundo se encuentran este pais, existiendo mas de 4,302 especies de
orquideas conocidas, de las cuales mas de 1,714 son especies endémicas. Razon por
la cual en el 2013, Ecuador fue declarado “Pais de las Orquideas”(Ministerio de

Turismo, 2013).



Es asi que la diversidad y atractivo morfolégico de las especies de la familia
Orchidaceae, las han llevado a ser desde hace algun tiempo atras, objeto de
investigacion, obteniendo resultados extraordinarios, como la identificacion de
nuevas especies lo que ha permitido comprender de mejor manera el comportamiento

de este grupo (Aguilar, 2003).

1.1.Habitad
La familia Orchidaceae se encuentra distribuidas en casi todos los ecosistemas, con
excepcion de los polos y desiertos (Dalgleish et al., 2007), se estima que son uno de
los grupos de angiospermas con mas especies en la tierra (Parra, 2012). Los
ecosistemas tropicales y bosques de nublados son los ambientes adecuados para su
desarrollo, siendo las regiones de América tropical en donde se encuentran un mayor

numero de especies (Lopez, 2018).

1.2.Clasificacion taxonémica
Describir la taxonomia de la familia Orchidacea resulta complicado, debido a su
tendencia a hibridar entre especies y géneros distintos (Velita y Vilcapoma, 2010).
Es asi que, Palacios (2014), sefiala que han sido reconocidas dentro el sistema clasico
dispuesto por Cronquist (1981), en donde basado en su morfologia se las agrupo
dentro de las angiospermas en la clase Liliopsida, subclase Liliidae y orden
Orchidales. A su vez el sistema de clasificacion APG IV, en relacion a estudios
moleculares las reune en el orden Asparagales (M. W. Chase et al., 2016), asi mismo,
Téllez (2011), clasifica a la familia Orchidaceae en cinco subfamilias, basado en las

caracteristicas morfoldgicas, en especial de la flor, véase en la Figura 1.



Subfamilias de la familia Orchidaceae
Apostasioideae

—Cypripedipideae
Orchidaceae

Vanilloideae

——Orchidoideae

—Epidendroideae

Figura 1. Subfamilias de la familia Orchidaceae

Nota: Arbol filogenético de la familia de las orquideas que muestra las relaciones
entre las distintas subfamilias.

Fuente:(Mark W Chase, Cameron, Barrett y Freudenstein, 2003).

1.3.Morfologia floral
De acuerdo con los estudios morfologicos florales realizados por Darwin, Siger
(2009), describe que las flores de las orquideas son 3-meras, con un verticilo externo
de tres sépalos y uno interno de tres pétalos, el pétalo mediano es mayor y colorido
(se conoce como labelo); el androceo y el gineceo de la inmensa mayoria de las
orquideas estan fusionados en una unica estructura denominada columna, la mayoria
de las orquideas presenta una Unica antera fértil, el polen se encuentra aglutinado en
las polinias; ademéas menciona que el gineceo consiste de tres I6bulos estigmaticos y
uno de ellos (rostelo) secreta una sustancia pegajosa, que auxilia en el proceso de

polinizacion adhiriendo las polinias al polinizador, véase en la figura 2.

1.4.Importancia de la familia Orchidaceae
Debido a la belleza de sus flores, sistema de polinizacion, propiedades terapéuticas
(Dalgleish et al., 2007), su uso en la extraccién de gomas y mucilagos, la elaboracion
de adhesivos, aglutinantes, hacen que las orquideas sean motivo de atraccién en el
mundo cientifico, turistico y comercial (Dalgleish et al., 2007; Velita y Vilcapoma,

2010) .



Morfologia floral de la familia Orchidaceae

Tépalo externo superior

Tépalo externo lateral

Campo basal ’_'_'—-".'7' 1 r
. 1

—————

.

Lébulo medio del labelo %

L

R

Lébulo lateral del labelo

Figura 2. Morfologia floral de las orquideas; esquema de una flor del género Ophrys.
Fuente: (Dalgleish et al., 2007).

2. Género Dracula
Durante la era de la “fiebre de las orquideas” tiempo en el cual alin pertenecian al
género Masdevallia, las especies del género Dracula gozaron de gran popularidad
debido a su belleza exdtica que las hacia resaltar del resto de especies (Pupulin et al.,
2009). Luer en 1978 observo caracteristicas peculiares en las flores de algunas
especies del género Masdevallia, como caudas mas largas; pétalos semejantes a la
textura del cuerpo fructifero de un hongo; presencia de estructuras filamentosas en

sus pétalos; flores con rostro, algo que no se observaba en Masdevallia, lo que lo




llevé a consolidarlas como un género distinto al que llamo Dracula (Meyer &
Cameron, 2009).

Dracula en latin significa "pequefio dragén”, razén por la cual Luer atribuy6 este
seudénimo a estas nuevas especies ya que su apariencia era parecida a la de un
dragon o murciélago (Drinkell, 2007; C. Luer, 1993).

Este género pertenece a la subtribu més diversa de las orquideas neotropicales, la
Pleurothallidinae, cuyas diferencian vegetativas florales han hecho que Dracula se
distinga facilmente de otros géneros que pertenecen a esta subtribu y sean una de las
especies mayoritariamente polinizadas por dipteros (Endara et al., 2010; G. Meyer &
Cameron, 2009; Zambrano & Solano, 2011). Ademas las flores de Dracula son clave
principal para identificar sus especies (Baquero & Moncayo, 2017), por lo cual es
dificil identificar especies de Dracula cuando las plantas no estan floreciendo

(Meyer & Cameron, 2009).

2.1.Diversidad y distribucion del género

Desde su reagrupacion en 1978, se han descrito casi cien especies nuevas de
Dracula, mismas que presentan un bajo porcentaje de divergencia en las secuencias,
y posiblemente no refleja en términos de patrones evolutivos, los modelos corrientes
de clasificacién subgenérica (Pupulin et al., 2009).

El género es exclusivo del neotrdpico, excluyendo a las Antillas, Venezuela, Bolivia
y Brasil, distribuyéndose desde el sur de México hasta Peru, crece de entre los 1500
a 2500 metros, no obstante, en tierras bajas y calidas se han encontrado poblaciones
hasta los 200 a 300 metros, como también en bosques frios con elevaciones de casi
3000 metros (Calderén & Farfan, 2003; Pupulin et al., 2009), véase en la figura 3, su

mayor diversidad se encuentra en los Andes septentrionales de Colombia y Ecuador,



encontrandose alrededor de 72 y 59 especies del este género respectivamente en esta
zona, de las 120 especies conocidas de este género (Drinkell, 2007; lza, 2018;
Pupulin et al., 2009; Zambrano & Solano, 2011).

The Plant List (2018), describe 216 especies, de las cuales, 130 son aceptadas,
Doucette (2011), a su vez menciona 130 especies en Latinoamérica 10 en América
central, 6 en Panama, 2 en Costa Rica y Nicaragua, e incluyen las especies de
Colombia y Ecuador, a su vez Endara et al. (2010), refiere 148 especies, para este

género.

Distribucion del género Dracula
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Figura 3. Area de distribucion del Género Dracula en Latinoamérica.
Fuente: (Ortega, 2017).

La mayoria de las especies son epifitas, raramente terrestres en taludes himedos
cubiertos por capas espesas de humus y hojarasca (Pupulin et al., 2009)., las especies
con hojas anchas crecen generalmente en los bosques nubosos oscuros y
extremadamente humedos, mientras que aquellas con hojas estrechas parecen
adaptarse mejor a las areas mas secas y tolerar una luz solar mas intensa (Baquero &
Moncayo, 2017).

En Colombia, el género Dracula esta diversificado en la cordillera central y los
Andes occidentales (Calderon & Farfan, 2003), mientras que en Ecuador no se

encuentran distribuidas de manera uniforme, es asi que 49 especies registradas en




esta zona se encuentran restringidas a la vertiente occidental de los Andes y
solamente 10 especies se conocen desde las alturas de la cuenca amazonica (el
“Oriente” ecuatoriano) (Pupulin et al., 2009).

La mayoria de las especies en el género son endémicas ya que poseen una
distribucion limitada, razon por la cual son vulnerables a factores externos como
destruccion del habitad o colecta excesiva y solo algunas como Dracula vespertillo
se encuentra distribuida desde Nicaragua hasta el sur de Ecuador (Pupulin et al.,
2009), o Dracula felix, tienen grandes rangos geograficos (Baguero & Moncayo,
2017). Luer (1993), no solo reconocié formalmente el género, también desarrollé
una clasificacion subgenérica para las especies del género Dracula, dividiéndola en 3
subgeneros y 5 secciones para organizar la especie en grupos logicos, vease en la
tablal.

Tabla 1.

Clasificacion subgenérica actual de Dracula

Subgénero  Seccién Subseccidn | Series Especies
representativas

Xenosia D. xenos
Sodiroa D. sodiroi
Dracula Andreettaea D. andreettae
Chestertonia D. chestertonii
Cochliopsia D. cochliops
Dodsonia D. dodsonii
Dracula Costatae D. vespertilio
Dracula Parviflorae D. velutina
Grandiflorae- | D. gigas
parvilabiatae
Dracula D. wallisi

Nota: Clasificacion subgenérica del género Dracula, basada en las caracteristicas morfoldgicas de sus
flores. Se divide en 3 subgéneros incluyendo el subgénero Dracula que se divide en 5 secciones de las
cuales la seccion Dracula deriva en 2 subsecciones en donde la subseccion Dracula se distribuye en 3
series.

Fuente: (Meyer & Cameron, 2009)
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Especies representativas de la clasificacion subgenérica del género Dracula

Figura 4. Especies representativas en el género Dréacula.
Nota: (A) D. sodiroi. (B) D. wallisii. (C) D. dodsonii. (D) D. berthae. (E) D. cochliops. (F) D.
vespertilio (G) D. saulii. (H) D. velutina.

Fuente: (Meyer & Cameron, 2009).

2.2. Descripcion morfologica
Las caracteristicas vegetativas de las especies de Dracula las hacen sencillas de
reconocer entre las especies de la familia Pleurothallidinae, es asi que se caracterizan
por poseer un tallo abreviado que esta envuelto por bracteas membranosas, tubulares
y sueltas que se vuelven parecidas al papel con la edad, contiene ademéas una hoja
que es delgada coriacea, adaxialmente sulcada, carinada abaxialmente, las
inflorescencias nacen desde abajo en el tallo y brotan laterales una a una por
pedunculo, mismo que posee bracteas membranosas, tubulares y apretadas, y puede

florecer individual o sucesivamente, sus sépalos estan fusionados en su base y con
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frecuencia forman una copa, son ovados, carnosos y de varios colores, poseen caudas
de gran longitud y en su interior cubierto de pubescencia (Luer, 1993; Pupulin et al.,
2009). Es de gran importancia tener en cuenta que para el reconocimiento del género,
la forma y disposicion del labelo juega un papel importante, el labelo tiene forma
céncava con estrias que simulan un hongo y en algunos casos emiten una fragancia
que parecida a un hongo (Policha et al., 2016), a su vez, los pétalos flanquean la
columna y son cartilaginosos y pequefios, el labio se divide en un hipochillo hendido
con una base concava articulada al pie de la columna y un epichilo que es concavo y

esta cubierto de quillas delgadas (laminillas) (Doucette, 2011).

Dracula hirtzii

5 mm

Figura 5. Descripcion morfoldgica de Dracula hirtzii
Nota: (A) Habito. (B) Flor. (C) Periantio seccionados. (D) Pedicelo, ovario, columna y labelo, vista
lateral. (E) Labelo, vista ventral. (F) Labelo, vista de tres cuartos. (G) Columna y ovario, vista
ventral. (H) Capucha de la antera y polinario

Fuente: (Pupulin et al., 2009)
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2.3.Polinizacion

Cérdoba et al. (2010), citado en Castellanos y Torres (2018), define a la polinizacién
como el proceso de transferencia del polen desde los estambres hasta el estigma, para
posteriormente dar origen a la capsula. Las orquideas son plantas entomofilas, siendo
los insectos sus principales polinizadores, no obstante existen varias especies que son
polinizadas por aves y en ocasiones por el viento.

En los ultimos afios la investigacion de la biologia reproductiva de las especies de
Dracula ha permitido una mayor comprension en este tema, es asi que los estudios
sobre el mimetismo floral de estas especies, han exhibido la capacidad de sus flores
para atraer a polinizadores (polinizadas por moscas que buscan hongos, generalmente
dipteros, Zygotricha spp) en lugar de evitarlos, lo que ha dado lugar a la seleccion de
rasgos florales por parte de los polinizadores, vease en la figura 6, Dracula posee
flores que tienen un gran parecido en apariencia, fragancia, sincronizacion y
ubicacién con los hongos, ya que en la mayoria de estas orquideas el labelo se
asemeja a las superficies reproductivas de hongos (Dentinger & Roy, 2010; Endara
et al., 2010; Policha et al., 2016).

Con su alta produccion de semillas y su capacidad para viajar largas distancias y
adaptarse en habitats especializados, son uno de los pioneros ecoldgicos de la
naturaleza. La polinizacion de una flor compatible puede resultar en la produccion de
miles de semillas similares, aumentando la posibilidad de mutaciones y quizés la

evolucién de nuevos taxones (Dentinger & Roy, 2010; Guzméan & Moreno, 2014).

2.4.Hibridacion del género
En los ultimos afios, los estudios realizados en especies del género Dracula,

muestran la existencia de un alto grado de hibridacion, sefialando asi la formacion no
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solo de hibridos de invernadero, si no también hibridos naturales como D. calitrix, D.
bellerophon y D. pinasensis (Luer & Escobar, 1989; Pérez et al., 2017).

Atribuyendo este proceso, a la coloracion de las caudas y sepalos de sus flores, asi
como a la fragancia emitida por la columna y labelo que se asemejan a las moléculas
aromaticas emitidas por los hongos, estas propiedades las hacen llamativas ante
especies de moscas, en especial el género Zygothrica de la familia Drosophilidae,
que participan en la polinizacion de las especies de este género, véase en la figura 6;
es importante destacar que no existe especificidad de género de mosca por especie de
Dracula (Policha et al., 2016).

Es asi que el paralelismo y la coevolucion de los caracteres florales asociados con los
polinizadores y la hibridacion interespecifica han dado lugar a amplias variaciones
morfologicas dentro de la especie. Esto hace que la identificacion y clasificacion de
las especies usando solo caracteres morfologicos sea extremadamente dificil

(Parveen, Singh, Malik, Raghuvanshi & Babbar, 2017).

Polinizacién de Dracula por Zygothrica

Figura 6. Polinizacién. Flores de Dracula lafleurii
Nota: (A) Dracula lafleurii in situ, con visitantes drosofilos. (B) Morfologia intrafloral: céliz,
columna, labelo con crestas " y visitantes florales del género Zygothrica (Drosophilidae).
Fuente:(Policha et al., 2016)
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3. Marcadores Moleculares
Se consideran marcadores moleculares a cualquier molécula de proteina, ARN o
ADN de tamafio o peso molecular conocido que permite conocer y caracterizar el
contenido genético de los organismos, asi como estimar la diversidad y las relaciones
genéticas entre grupos de interés, permitiendo estudiar y analizar el potencial
genético de una poblacion, con mayor precision (Azofeifa, 2006; Barros, 2015;
Hurtado, 2012), y a su vez facilita el estudio de précticas de manejo y conservacion,
incluso de las especies en riesgo de extincion, no obstante, la viabilidad de estos
estudios es limitada por la dificultad de aislar ADN, en cantidad y calidad suficiente,

desde pequefias muestras de tejido (Pérez et al., 2011).

4. ADN Barcode

Carrion (2009), menciona que en los ultimos afios se ha estado estudiando nuevos
métodos moleculares para la identificacion rapida de orquideas incluyendo aquellas
que no estan en floracion, destacando entre ellos el método "DNA barcoding”
(codigo de barra de ADN).

De acuerdo con Kress y Erickson (2012), citados por Parveen et al. (2017), el codigo
de barras de ADN es una herramienta taxondmica que hace uso de una o0 mas
secuencias de genes cortas tomadas de un sector estandarizado del genoma para
identificar especies mediante la comparacion de secuencias de ADN registradas en
bibliotecas gendmicas. Parveen et al.(2017), Hollingsworth, Li, van der Bank, y
Twyford (2016), sefialan ademas, que esta herramienta molecular posee una gran
ventaja ya que un organismo puede identificarse incluso cuando solo se dispone de

un pequefio fragmento de tejido.
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Para que una region de ADN sea empleada en el sistema barcode, debe presentar tres
caracteristicas, universalidad (que se encuentre presente en todas las plantas
terrestres), facilidad técnica para obtener la secuencia y capacidad de discriminacion
(que varie lo suficiente para distinguir a individuos de especies distintas), ademas la
técnica del ADN barcode permite discriminar variaciones intra e inter especificas
(conocido como barcoding gap), mediante la diferencia entre distancias genéticas de
dichas variaciones dentro de un grupo de organismos (Hollingsworth, Li, van der
Bank, & Twyford, 2016; Luo et al., 2014; Parveen et al., 2017).

Para el desarrollo del cddigo de barra de ADN en plantas Singh, Parveen,
Raghuvanshi y Babbar (2012), sefialan que se tomd en cuenta tres genomas de las
celulas vegetales, cloroplastico, mitocondrial (uniparental) y nuclear (biparental).

Es asi que Parveen et a,. (2017) y Hollingsworth et al, (2016), consideran al codigo
de barras del ADN como una herramienta de identificacion potencial y sefialan cinco
genes, matK, rbcL, rpoB rpoCl e ITS, como aquellos con mayor capacidad de
discriminacion de especies en orquideas y plantas en general; A su vez Carridn
(2009), sefiala a las regiones matK, trnL-F e ITS, como las secuencias universales
para barcode; a esta lista Chen et al, (2010), afiade las regiones psbA-trnH, rbcL,
rpoCl, ycf5, 1TS2, como marcadores universales en orquideas, mientras que CBOL
Plant Working Group et al, (2009), sefiala a atpF-atpH, trnH-psbA, y psbK-psbl
como los espaciadores no codificantes mas utilizados en estudios genéticos, véase en

la figura 7.
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Regiones de ADN empleadas en el sistema BARCODE

Low variation and

Other plastid genes
or their introns

(Kress etal. 2007
AChase et al, 2005
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~——————Pending to be investigated

(Kress et al. 2005)
Figura 7. Regiones de ADN destinadas al sistema BARCODE en plantas
Nota: Las regiones verdes del sistema BARCODE son cddigos de barras potenciales, los marcadores
rojos no cumplen con el sistema Barcode y los marcadores amarillos se encuentran en investigacion.
Fuente:(Chen et al., 2010).

Debido a que el empleo de las secuencias ITS y matK han proporcionado etiquetas de
identificacion molecular Unicas en estudios realizados con especies de orquideas de
los géneros Dendrobium (Singh et al., 2012), Epidendrum, Masdevallia (Carridn,
2009), Vanilla (Hurtado, 2012) y especies ecuatorianas de Dracula (lza, 2018), se ha
decidido emplear dichos genes en este estudio, para comprobar su eficacia como

herramientas moleculares dentro del género Dracula.

4.1. Regién matK
El gen matK es una de las secciones de codificacion de evolucién mas rapida del
genoma del plastido y posee un signo filogenético alto, razon por la cual ha sido
aceptado para el sistema cddigo de barras de ADN en plantas con flores (Castellanos
& Torres, 2018; Park, Kim, & Lee, 2017).
EL gen matK esta formado por 1500bp alojadas entre dos intrones que son
interrumpidos por los exones 5" y 3™ de trnK en el genoma de cloroplastos de la

mayoria de las plantas, véase en la figura 8, (Salazar, Chase, Soto Arenas, &
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Ingrouille, 2003). La regidén 3" es relativamente conservada y la regién 5° menos
conservada ofreciendo dos conjuntos de caracteres que se pueden utilizar en
diferentes niveles taxonémicos, proporcionando informacién molecular para resolver
las relaciones filogenéticas a niveles méas profundos (Carrion, 2009).

Este gen codifica la enzima Maturase, que ayuda a la conformacion y maduracion de
un ARN de transferencia en los cloroplastos y es requerida para la funcion normal de

la fotosintesis (Hurtado, 2012; Luo et al., 2014).

Region matK
173 389 156 635 712 1081 1273 1526|148 | ? reverse
T+ 4+ -« < primers
5 K 3’ trnK
’P913<|—-5 g 4|> psbA
37 713 1529 285 35
lorward — — — — —- = - = =
1/ 250 LB A0 140 B8h 15 K36 1158] 1306

primers

Figura 8. Estructura de la regién matK (maturase K) de angiospermas.
Fuente: (Carrion, 2009)

4.2. Region ITS

Carrion, (2009), sefiala que los genes de ADN nuclear ribosomal (ADNr) de las
plantas se organizan en tandem repetido, que se organiza en una region transcrita
entre los genes 16S y 28S. Se reconocen dos ITS en eucariotas; ITS1 que se
encuentra entre los genes 18S y 5.8S, mientras que 1TS2 se localiza entre los genes
de 5.8Sy 26S en plantas, 28S en opisthokonts, véase en la figura 9, (Rogers, 2012).

Los espaciadores ITS1 e ITS2 han mostrado constituir una valiosa fuente de
caracteres moleculares para reconstruir la filogenética de las plantas desde el nivel de
género hasta el nivel familiar (Han et al., 2013). Las secuencias 5.8S- ITS2 pueden
proporcionar informacion a niveles filogenéticos mas profundos, mientras que la
region 1TS1-5.8S-1TS2 se ha usado para estudiar las relaciones entre grupos de

Orchidaceae (Feng et al., 2015).
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Region ITS

ITS1F
+
ITS1 ITS3
—> —
18S rDNA .o, 5.85 rDNA ITS2 265 rDNA
100 pb ITS2 ITS4

Figura 9. Esquema de la region ITS del gen ADN ribosomal y sus espaciadores internos ITS1 e ITS2.
Nota: Las flechas indican la posicion de hibridacién de los cebadores.
Fuente: (Fontecha et al., 2012)

A continuacidn se enlistan las regiones estudiadas y recomendadas en plantas dentro

de la técnica del ADN BARCODE (Tabla 2).

Tabla 2.

Trabajos comparativos de varios loci propuestos como codigos de barras

genéticos en orquideas.

' Regiones recomendadas

Estudio

Regiones estudiadas

(Kim y Chase, 2017) ycfl-rpl32 ycfl-rpl32
(Han et al., 2013) ITS, ITS2 ITS2
(Yuan et al., 2015) rbcL, matK, trnH-psbA, ITS ITS, matK, rbcL
(Pridgeon, Solano, y TS1, ITS2, matK, trnL-F ITS1, matk
Chase, 2001)
(Hurtado, 2012) ITS, matK, rbcL, rpoB, and ITS, matK
rpoCl,
(Park, Kim, & Lee, rbcLa, matK, trnL-trnF, rbcLa, matK, trnL-trnF,
2017) psbA-trnH psbA-trnH

(Chen et al., 2010)

psbA-trnH, matK, rbcL,
rpoC1, ycf5, ITS2, ITS

ITS2, rbcL + matK

(1za, 2018) matK, rpoC1y rpoB matK
(Bogarin et al., 2018) ITS, matk ITS, matK
(Carrion, 2009) matk, trnL-F, ITS ITS, matK

(Fazekas et al., 2008) rpoB, rpoC1, rbcL, matK, | trnH-psbA, psbK — psbl,
23S Rdna, trnH-psbA, psbK matK
— psbl

(Hu et al., 2016) ITS, matK, trnL-F ITS, matK
(Luo et al., 2014) ycfl, matK, ccsA, accD ycfl, matK,

(Singh et al., 2012)

rbcL, rpoB, rpoC1, trnH-
psbA, ITS, matK

ITS, matK, rpoB, rpoC1

(Parveen et al., 2017)

rbcL, rpoB, rpoC1, ITS,
matK

rbcL, rpoB, rpoC1, matK

Elaborado por: Los autores, 2018.
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Capitulo 11
1. Materiales y métodos
1.1.Coleccion de muestras

El permiso de investigacion y coleccion se lo realizo mediante el Contrato Marco de
Acceso a los Recursos Genéticos No. MAE-DNB-CM-2018—0083 (Revision
molecular de las especies del género Dracula Orchidaceae, cultivo en invernadero e
in-vitro).

El material vegetal estudiado pertenece a 119 especies Latinoamericanas del género
Dracula; mismas que fueron recolectadas en el Jardin Boténico de Quito,
colecciones privadas pertenecientes a Beto Guerrero, Sara Gutiérrez y Alexander
Marin (Quito-Pichincha), Héctor Yela (Carchi), Ecuagenera (Pepe Portilla),
Mundiflora (Ivan Acaro) y Ecuaflor (Mario Portilla) (Cuenca-Azuay), muestras que
fueron identificadas previamente por especialistas, alcanzando un total de 176
muestras incluyendo 3 especies del género Masdevallia y 1 especie del género
Trisetella, véase en la tabla 4 y anexo 5.

Las muestras de tejido recolectado, fue material fresco, sin dafios mecanicos y sin
huellas de enfermedades, el corte se realizd con hoja de afeitar Gillette estéril para
cada muestra, mismas que se almacenaron en bolsas de papel Kraf previamente
etiquetadas. El trasporte del material vegetal se lo realizd en un recipiente térmico
con el fin de evitar la degradacion de las muestras, finalmente se almacenaron en un
congelador TEMPLOW Selecta a -20 °C, para su posterior analisis; técnica descrita

por Agrocalidad (2015).
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1.2.Estudio molecular
El desarrollo del estudio experimental se llevo a cabo en, el “Laboratorio de ciencias
de la vida” de la Universidad Politécnica Salesiana, campus Giron, ubicado en la

ciudad de Quito durante el periodo junio — diciembre del 2018.

1.2.1. Extraccién de ADN
Para el estudio de la region ITS, el ADN total de los individuos se extrajo mediante la
técnica referida por Doyle & Doyle (1987), modificado por Garcia (2015); 1za (2018)
y Mazo (2011), el método consiste en macerar 20-30 mg de muestra en microtubos
de 2 m con 600 pL de Buffer de Lisis (100mM TrisCl (pH 8), 50 mM EDTA (pH 8)
y 500 mM NacCl), a continuacion se agitan los tubos hasta obtener una mezcla
homogénea, para luego afiadir 94 uL de Dodecilsulfato sédico SDS 10%, se mezcla
por inversion de 5 a 8 veces y se incuba la solucién durante 10 minutos a 65°C en un
termo bloque; concluido este tiempo se afiade 94 L de acetato de potasio (5M), se
mezcla por inversion de 5 a 8 veces y se refrigera por 5 min; luego se centrifuga a
12000 rpm por 5 minutos, en este paso se forman 2 fases y se traslada el
sobrenadante a un microtubo nuevo (2 mL), después se afiade 600 pL de fenol:
cloroformo (1:1) y se centrifuga a 12000 rpm por 5 minutos; aqui se transfiere el
sobrenadante (aproximadamente unos 250 uL) con ayuda de una pipeta en un nuevo
microtubo(1.5 mL), evitando tomar las proteinas precipitadas, después se afiade 360
uL de isopropanol frio, agitando por inversion de 5 a 8 veces y se almacena a -20°C
por 30 min o toda la noche; una vez terminado el tiempo se centrifuga las muestras
durante 3 minutos a 13 000 rpm y se observa al final del tubo el pellet, se elimina el
sobrenadante mediante inversion, se realizan tres lavados afiadiendo con 400 pL de

etanol (70%) y centrifugando cada vez por 3 minutos a 13000 rpm, para luego con
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ayuda del termo bloque a 37°C evaporar el alcohol restante y asi resuspender el
pellet en 30 pL de TE 1X (10mM TrisCl (pH 8) y 1 mM EDTA) y almacenarlo a -
20°C.

Para trabajar con la region matK, se extrajo el ADN y amplificé con el kit comercial
Thermo Scientific, Phire Plant Direct, PCR, siguiendo el protocolo directo para
plantas (tejido fresco), se tomd un corte circular de 0.5mm de tejido foliar de la
muestra previamente desinfectada y se coloc6 en un microtubo de PCR, a
continuacion se preparé la solucién Master mix PCR kit para 25 pL como menciona

Thermo Fisher Scientific (2018).

1.2.2 Cuantificacion de ADN

La presencia o ausencia de ADN se determind mediante la técnica electroforesis
horizontal, bajo el protocolo referido por Lee, Costumbrado, Hsu, y Kim (2012);
para lo cual se prepard 50ml de gel de agarosa al 1% , el cual se elaboro con 0,59 de
agarosa, 5 pL del flurocromo Sybr safe y 50 mL de TBE 1X (se obtiene a partir del
TBE 10X, elaborado con: 54 g de tris base; 27.5 g de &cido bdrico y 2.93 g EDTA
0.5 M, aforado a 500 ml con un pH8). El gel se dispuso en una cadmara de
electroforesis Labnet y cada posillo se inocul6 con una combinaciéon de 4 pL de
ADN y 4 uL de tampon de carga Blue Juice 2X, el programa de la camara fue de
90V por 40 minutos.

Para estimar el tamafio y concentracién de las bandas de ADN obtenidas se utilizé el
marcador molecular O GeneRuler Express DNA Ladder 100 a 5000 bp y 40 — 100
ng/0.5ug (Thermo Fisher Scientific, 2018), para lo cual se pone 3uL del marcador

molecular en el primer posillo del gel. Finalmente el gel fue visualizado y
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digitalizado en el foto documentador Bio-imaging systems ® técnica empleada por

(Fuertes & Mallitasig, 2018; 1za, 2018; Luo et al., 2014).

1.2.3. Amplificacion de ADN
Se amplificaron las regiones de ADN cloropléstico empleando los primers matK-

1RKIM (F) (5’ ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC-3") y matk-3FKIM (R)

(5CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3") y las regiones nucleares con los
primers ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS 4
(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC- 37), mediante la técnica reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) convencional, empleando el kit Phire Plant Direct PCR Master
de Thermo Fisher Scientific (2018), como describe en la tabla 3; para la
amplificacion de la region intergenica ITS se utilizo el ADN extraido mediante la
técnica Doyle & Doyle, mientras que para el gen matK, se realizé la amplificacion
directa, este proceso se realizo en el termociclador MultiGene™ OptiMax Thermal
Cycler. Durante el proceso de amplificacion de la region nuclear ITS se afiadio en la
master mix sulféxido de dimetilo DMSO en una concentracion del 8% del total de la
mezcla, con el fin de mejorar la reaccion mediante la interrupcién de apareamiento

de bases y reduciendo efectivamente la Temperatura de melting (Lorenz, 2012).
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Tabla 3.

Mezcla PCR con Phire Plant Direct PCR Master Mix

Reactivo/concentracién

Volumen para 1 muestra

Volumen para 13
muestras

Phire Plant Direct PCR 12.5 uL 162.5 uL.
Master Mix
Primer Forward (10 puM) 0.5 uL. 6.5 uL
Primer Reverse (10 uM) 0.5 uL. 6.5 uL
Disolution 1.25 ulL 16.25 L.
Agua libre de ARNasas 7.25 uL 120.25 uL
DMSO 2 ulL 26 uL
ADN 1 uL 1 puL para cada muestra
Total 25 uL 325 ul

Fuente: (Thermo Fisher Scientific, 2018).

Las condiciones de temperatura empleadas para la amplificacion de la region
cloroplastica matK fueron: 1min a 94 °C, 30 ciclos de: (30 seg. a 94 °C; 40 seg. a 53
°C;40seg.a 72 °C) y5 mina 72 °C; condiciones empleadas por Iza (2018).
Mientras que la amplificacién de la region nuclear ITS se llevo a cabo a una
temperatura de hibridacion de 56 °C, la secuencia de temperatura del termociclador
fue: 1min a 94 °C, 30 ciclos de: (30 seg. a 94 °C;40sa 56 °C;40sa 72 °C) y 5 min
a72°C.

El producto PCR fue evaluado mediante la técnica de electroforesis horizontal en gel
de agarosa al 1%. EI protocolo de elaboracion del gel, programa de la camara
electroforética y visualizacion de los resultados, es similar al empleado en la
cuantificacion de ADN. Cada pocillo del gel se inocul6 con 4 pL del producto PCR y
la concentracion de ADN se compar6 con el marcador molecular de 100 a 1500 bp

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, 2018).

1.2.4. Secuenciacion
La secuenciacién y purificacion de los productos PCR se realizaron en la empresa

Macrogen Inc. (Seoul, Korea), siguiendo el método clasico de Sanger; para ello se
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envié al vacio en fundas ziploc, microtubos (1,5mL) con un volumen de 20uL del

producto PCR diluido con agua libre de nucleasas a una concentracion de 20 ng/uL.

1.3. Filogenia

La calidad de las secuencias de los segmentos de la region matK e ITS obtenidas se
determind mediante el programa FinchTV version 1.4.0, mientras que, la alineacién
se realiz6 con el software Muscle del programa Mega 7 (Kumar, Stecher, & Tamura,
2016), para asi formar los arboles filogenéticos con el método estadistico Maximum
Likelihood, y el modelo evolutivo Tamura-Nei, técnica empleada por (Costa &
Wilkinson, 2017). Acontinuacion las secuencias fueron comparadas en la Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST), para determinar si dichas secuencias
corresponden a alguna especie registrada en esta base de datos.

Se trabajoé con los géneros Masdevallia y Trisetella de la familia Orchidaceae como
grupo externo, estas secuencias permitieron la comparacion y enraizamiento de las
secuencias obtenidas, tal como sefiala Carrion (2009), quien ademas asume que la
divergencia que existe entre el grupo externo e interno se debe a que los caracteres
que se hallan en los grupos externos son mas parecidos a las secuencias restantes del

grupo interno.

1.4. Georreferenciacion

El analisis de los datos geograficos se realizaron en el programa DIVA GIS v7
(2018), a partir de la ubicacion y distribucion de las especies del género Dracula
dispuesta por Luer (1993) en el libro “Icones Pleurothallidinarum X. Systematics of
Dracula (Orchidaceae)”, coordenadas geograficas que fueron encontradas “Google

Earth” (2018) y en la base de datos “Tropicos” (2018).
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Capitulo 111

1. Resultados y discusion

1.1.Coleccion de muestras
La coleccion de muestras de tejido foliar de las especies Latinoamericanas del género
Dracula se realiz6 en 7 orquidearios: Jardin Botanico de Quito 96 muestras, Beto
Guerrero 13 muestras, Alexander Marin 21 muestras, Sara Gutiérrez 1 muestra,
Ecuagenera 29 muestras, Mundiflora 7 muestras y Ecuaflor 9 muestras, obteniendo
un total de 176 muestras, véase en la tabla 4, de las cuales 3 especies son del género
Masdevallia, 1 del género Trisetella y 119 del género Dracula, lo que representa el
91% de las especies segun lo descrito en The Plant List (2018).

Tabla 4.

Lista de las especies Latinoamericanas del género Dracula colectadas para el

estudio.
NUmero Caodigo Lugar de
de Nombre cientifico degI Lugar_ gje orgigen Fecha de
L, coleccién colecta
muestra coleccion
Jardin Botanico Colombia
1| Dracula agnosia 4035 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Colombia
2| Dracula alcithoe 3914 Quito 6/7/2018
3| Dracula alcithoe 4055 Beto Guerrero Colombia |29/11/2018
Jardin Botanico Colombia
4| Dracula amaliae 3915 Quito 6/7/2018
5| Dracula amaliae 4056 Beto Guerrero Colombia |29/11/2018
Jardin Botanico Colombia
6| Dracula andreettae 3916 Quito 6/7/2018
7| Dracula anicula 4080 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
Jardin Botanico Colombia
8| Dracula antonii 3990 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
9| Dracula anthracina | 3917 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
10| Dracula anthracina | 3918 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
11| Dracula anthracina | 3988 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
12| Dracula anthracina | 3989 Quito 6/7/2018
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13| Dracula antonii 3900 Ecuagenera Colombia | 1/6/2018
Jardin Botanico Colombia

14| Dracula aphrodes 3919 Quito 6/7/2018

15| Dracula astuta 3878 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
Jardin Botanico Colombia

16 Dracula astuta 4044 Quito 29/11/2018

17 Dracula astuta 3872 Ecuaflor Colombia | 31/5/2018
Jardin Botanico Peru

18| Dracula barrowii 3920 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

19 Dracula bella 3921 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

20 Dracula bella 3922 Quito 6/7/2018

21| Dracula bellerophon| 3898 Ecuagenera Colombia | 1/6/2018
Jardin Botanico Colombia

22| Dracula benedictii 4045 Quito 29/11/2018

23| Dracula benedictii 3871 Ecuaflor Colombia | 31/5/2018

24| Dracula benedictii 3905 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

25| Dracula benedictii 3907 Mundiflora Colombia 2/6/2018

26| Dracula benedictii 3908 Mundiflora Colombia 2/6/2018
Jardin Botanico Colombia

27| Dracula venefica 4029 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Colombia

28| Dracula berthae 3923 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

29| Dracula brangeri 4004 Quito 12/9/2018
Jardin Botanico Colombia

30| Dracula brangeri 4038 Quito 29/11/2018

31| Dracula callitrix 4050 Beto Guerrero Colombia |29/11/2018

32 | Dracula carcinopsis | 3886 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

33| Dracula carlueri 4067 Alexander Marin Costa Rica | 4/12/2018
Jardin Botanico Colombia

34| Dracula chestertonii | 3924 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

35| Dracula chestertonii | 3925 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

36| Dracula chimaera 3926 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

37| Dracula chimaera 3927 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador

38| Dracula chiroptera 3928 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador

39| Dracula chiroptera 3929 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

40 Dracula circe 3930 Quito 6/7/2018

41| Dracula citrina 3880 Ecuagenera Colombia | 1/6/2018

42| Dracula citrina 4082 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018

43| Dracula cochliops | 3931 Jardin Boténico Colombia | 6/7/2018
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Quito

Jardin Botanico Colombia
44| Dracula colombiana| 3932 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
45| Dracula cordabae 3933 Quito 6/7/2018
Dracula Ecuador
46 christineana 4070 Alexander Marin 4/12/2018
Dracula cutis Jardin Botanico Colombia
47 bufonis 3934 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
48| Dracula dalesandroi | 4033 Quito 29/11/2018
49| Dracula deniseana 3901 Ecuagenera Peru 1/6/2018
Jardin Botanico Colombia
50| Dracula dens canis 3935 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
51| Dracula diabola 3936 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
52| Dracula diabola 3937 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
53 Dracula diana 3938 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
54| Dracula dodsonii 4047 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Ecuador
55| Dracula dodsonii 3992 Quito 6/7/2018
Dracula Ecuador
ecuagenerensi
56 porroglosum 4052 Beto Guerrero 29/11/2018
Dracula Jardin Botanico Costa Rica
57 erythrochaete 3939 Quito 6/7/2018
Dracula Jardin Botanico Costa Rica
58 erythrochaete 3940 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
59| Dracula exasperata | 3941 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
60 Dracula felix 3942 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
61 Dracula felix 3943 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
62| Dracula fuligifera 3944 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
63 Dracula gigas 3945 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
64| Dracula gorgona 3946 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
65| Dracula gorgona 3947 Quito 6/7/2018
66 | Dracula gorgonella | 3897 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
67| Dracula gorgonella | 4081 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
68| Dracula hawleyi 4066 Alexander Marin Ecuador 4/12/2018
69 Dracula hirtzii 3948 Jardin Botanico Ecuador 6/7/2018
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Quito

Jardin Botanico Ecuador
70 Dracula hirtzii 3949 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
71| Dracula houtteana 3952 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
72| Dracula houtteana 3950 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
73| Dracula houtteana 3951 Quito 6/7/2018
74| Dracula hubeinii 4068 Alexander Marin 4/12/2018
75| Dracula inaequalis | 3887 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
76| Dracula inaequalis | 3870 Ecuaflor Colombia | 31/5/2018
77| Draculainsolita 3953 Tervor Colombia | 24/5/2018
Jardin Botanico Colombia
78| Dracula trichroma 3954 Quito 6/7/2018
79| Dracula janetiae 3902 Ecuagenera Peru 1/6/2018
80| Dracula janetiae 4074 Alexander Marin Per( 4/12/2018
Jardin Botanico Colombia
81| Dracula lemurella 3955 Quito 6/7/2018
82 Dracula levii 3906 Ecuagenera Ecuador 1/6/2018
83 Dracula levii 3869 Ecuaflor Ecuador 31/5/2018
Jardin Botanico Ecuador
84 Dracula levii 4003 Quito 12/9/2018
Jardin Botanico Colombia
85 Dracula ligiae 4034 Quito 29/11/2018
86| Dracula ligiae 4064 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
Jardin Botanico Ecuador
87 Dracula lotax 4032 Quito 29/11/2018
88| Dracula maduroi 3891 Ecuagenera Panama 1/6/2018
89| Dracula mantissa 3893 Ecuagenera Ecuador 1/6/2018
90| Dracula mantissa 4058 Beto Guerrero Ecuador 29/11/2018
Jardin Botanico Ecuador
91 | Dracula marsupialis | 4046 Quito 29/11/2018
92 | Dracula marsupialis | 3912 Mundiflora Ecuador 2/6/2018
93| Dracula marsupialis | 3913 Mundiflora Ecuador 2/6/2018
Jardin Botanico Ecuador
94| Dracula mendozae 3956 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
95 Dracula minax 3957 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Ecuador
96| Dracula mopsus 4040 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Ecuador
97| Dracula mopsus 3958 Quito 6/7/2018
98| Dracula morleyi 4053 Beto Guerrero Ecuador  |29/11/2018
99| Dracula morleyi 4073 Alexander Marin Ecuador 4/12/2018
100| Dracula nosferatu 4049 Beto Guerrero Colombia |29/11/2018
101 | Dracula navarrorum| 4048 Jardin Botanico Ecuador 29/11/2018
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Quito

102 | Dracula navarrorum | 4061 Beto Guerrero Ecuador  |29/11/2018

103| Dracula nycterina | 3884 Ecuagenera Colombia | 1/6/2018

104| Dracula nycterina 4078 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018

105| Dracula octavioi 4075 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
Jardin Botanico Colombia

106 | Dracula olmosii 4041 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Colombia

107| Dracula olmosii 3959 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

108| Dracula olmosii 3960 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

109 | Dracula ophioceps 3961 Quito 6/7/2018

110| Dracula orientalis | 4059 Beto Guerrero Colombia | 29/11/2018

111| Dracula orientalis 3888 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
Jardin Botanico Ecuador

112| Dracula papillosa 4037 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Colombia

113 | Dracula pholeodytes | 3962 Quito 6/7/2018

114 | Dracula pinacensis | 3910 Mundiflora 2/6/2018

115| Dracula platycrater | 3882 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

116 | Dracula platycrater | 4063 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
Jardin Botanico Ecuador

117 | Dracula polyphemus | 3991 Quito 6/7/2018

118| Dracula portillae 3876 Ecuaflor Ecuador 31/5/2018

119 | Dracula posadarum | 3885 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

120 | Dracula posadarum | 4062 | Alexander Marin | Colombia | 4/12/2018
Jardin Botanico Colombia

121| Dracula presbys 3963 Quito 6/7/2018

122| Dracula psittacina | 3883 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
Jardin Botanico Ecuador

123| Dracula psyche 4030 Quito 29/11/2018

124 | Dracula pubescens 4072 Alexander Marin Ecuador 4/12/2018

125| Dracula radiosa 3874 Ecuaflor Colombia | 31/5/2018
Jardin Botanico Colombia

126| Dracula radiosa 4002 Quito 12/9/2018
Jardin Botanico Colombia

127| Dracula radiosa 3964 Quito 6/7/2018

128| Dracula radiosa 3903 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

129| Dracula raven 3873 Ecuaflor Colombia | 31/5/2018

130| Dracula raven 3895 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

131| Dracula ripleyana 3899 Ecuagenera CostaRica | 1/6/2018

132 | Dracula robledorum | 4060 Beto Guerrero Colombia | 29/11/2018

133 | Dracula robledorum | 3890 Ecuagenera Colombia | 1/6/2018

134| Dracula roezlii 3894 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
Jardin Botanico Peru

135 Dracula saulii 4031 Quito 29/11/2018
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Dracula senex

Colombia

136 furens 4054 Beto Guerrero 29/11/2018

137| Dracula sergioi 4069 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
Jardin Botanico Colombia

138| Dracula severa 3965 Quito 6/7/2018

Dracula Jardin Botanico Ecuador

139 sibundoyensis 3966 Quito Colombia 6/7/2018

140 Dracula sijmii 4076 Alexander Marin Ecuador 5/12/2018
Jardin Botanico Ecuador

141 Dracula simia 4036 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Ecuador

142 | Dracula smaug 3967 Quito 6/7/2018

143 Dracula sp 3909 Mundiflora 2/6/2018

144 Dracula sp 3911 Mundiflora 2/6/2018
Jardin Botanico Colombia

145| Dracula syndactyla | 3968 Quito 6/7/2018

146| Dracula trichroma | 3879 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

147| Dracula tsubotae 3877 Ecuaflor Colombia | 31/5/2018

148| Dracula tsubotae 3896 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

149 | Dracula tsubotae 4077 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
Jardin Botanico Ecuador

150| Dracula tubeana 3993 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

151| Dracula veleziana 3969 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

152| Dracula velutina 3970 Quito 6/7/2018

153| Dracula venefica 3892 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
Jardin Botanico Colombia

154| Dracula venosa 3971 Quito 6/7/2018

155 Dracula sp 3875 Ecuaflor 31/5/2018
Jardin Botanico Colombia

156 | Dracula verticulosa | 4042 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Colombia

157 | Dracula verticulosa | 3972 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia

158 | Dracula verticulosa | 3973 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Nicaragua

159 | Dracula vespertilio 4043 Quito 29/11/2018
Jardin Botanico Nicaragua

160 | Dracula vespertilio 3974 Quito 6/7/2018

161 | Dracula vierlingii 3975 Tervor Ecuador 24/5/2018

162| Dracula villegasii 3889 Ecuagenera Colombia 1/6/2018

163| Dracula vinacea 3904 Ecuagenera Colombia | 1/6/2018

164| Dracula vinacea 4079 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018

165| Dracula vlad-tepes | 3881 Ecuagenera Colombia 1/6/2018
Jardin Botanico Colombia

166| Dracula wallisii 3976 Quito 6/7/2018

167 | Dracula wallisii 4057 Beto Guerrero Colombia | 29/11/2018
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Jardin Botanico Ecuador
168 | Dracula wolwardiae | 3977 Quito 6/7/2018
Jardin Botanico Colombia
169| Dracula x olmosii 4039 Quito 29/11/2018
170| Dracula x rojasi 4051 Beto Guerrero 29/11/2018
171| Dracula xanthina 4071 Alexander Marin 4/12/2018
172 Dracula xenos 4065 Alexander Marin Colombia | 4/12/2018
Masdevallia Jardin Botanico Costa Rica
173 picturata 3980 Quito 4/6/2018
Masdevallia Jardin Botanico Costa Rica
174 picturata 3981 Quito 4/6/2018
Masdevallia Jardin Botanico Costa Rica
175 picturata 3982 Quito 4/6/2018
Jardin Botanico
176 Trisetella sp. 3987 Quito 4/6/2018

Nota: Especies del género Dracula validadas en The Plant List (2018), cddigode coleccion del libro de
campo del grupo deinvestigacién NUNCUI WAKAN
Fuente: Los autores, 2018.

1.2.Estudio molecular

De las 176 muestras colectadas se extrajo ADN de 119 individuos (68%) bajo el
método modificado de Doyle & Doyle (1987), no se pudo obtener ADN del 32%
restante debido a la degradacion del tejido foliar por presencia de altas
concentraciones de glucidos en algunas especies. Las bandas de ADN obtenidas
presentaron alrededor de 5000pb, este resultado coincide con los datos obtenidos en
el estudio “Identificacion molecular de especies de orquideas del género Dracula,
mediante el sistema BARCODE” realizado por Iza (2018), véase en la figura 10.

De las 119 muestra de ADN se logré amplificar 40 muestras con el espaciador
intergénico ITS. Las secuencias obtenidas tuvieron una calidad superior al 70%, el
tamafo del amplicon promedio fue de 550 pb, resultado que concuerda con lo
descrito por Tang et al, (2017), en el estudio “DNA barcoding identification of
endangered medicinal plants of Orchidaceae” utilizando la region intergénica ITS,

véase en la figura 12.
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En el estudio de region matK se amplificO mediante la técnica PCR 112 muestras de
los 176 individuos colectados, de las cuales 84 secuencias tuvieron una calidad
superior al 70%, el tamafio del amplicon tuvo una longitud promedio de 750pb
después de eliminar los extremos con ruido, coincidiendo con lo obtenido por lza

(2018), véase en la figura 11.

Extraccion de ADN del género Dracula
MM 3514 3915 3916 3917 3518 3919 35920 35213922 3923 3924 3525 3926 3927 3528 3929 3930 35313932 3933

Figura 10. Electroforesis del ADN extraido de especies del género Dracula
Nota: Se describen en los carriles los codigos de las muestras de la 3914-3933 y el marcador
molecular de 100 a 5000pb (MM).

Fuente: Los autores, 2018.

Electroforesis del producto PCR con la region matK

MM 3869 3870 3871 3873 3876 3881 3882 3885 3886 3887 3833 3891 3895 3858

Figura 11. Amplificacion del producto PCR con el marcador matkK
Nota: se describen los carriles con codigos de las muestras de la 3869-3898 y el marcador molecular
de 5000pb (MM).

Fuente: Los autores, 2018.
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Electroforesis del producto PCR con el gen ITS

MM 3501 3502 3503 3504 3906 32507 32508 3910 39511 3512 3913
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Figura 12. Amplificacion del producto PCR con el marcador ITS
Nota: se describen los carriles con codigos de las muestras de 3901-3913 y el marcador molecular de
5000pb (MM).

Fuente: Los autores, 2018.

1.3.Filogenia y georreferenciacion
Con las 84 secuencias de matK y las 40 de ITS con una calidad superior al 70% se
elaboraron los respectivos arboles filogenéticos, basados en el método de estimacion
Maximum Likelihood (Kumar et al., 2016), ver figura 13 y 14, debido a que es un
método estadistico basado en modelos de evolucion molecular, en donde se toma en
cuenta secuencias de nucledtidos de ADN, asi menciona Pefia (2011). Se empled
ademas, los modelos evolutivos Tamura-Nei y Jukes-Cantor, de los cuales se escogio
el modelo evolutivo Tamura-Nei, ya que este toma en cuenta las diferencias en la
proporcion de la sustitucion y desigualdad de la repeticion de los nucledtidos, se
desiste del modelo evolutivo Jukes- Cantor debido a que no corrige la tasa mas alta
de transicion de nucle6tidos y supone una igualdad de tasa de sustitucién entre sitios
(gaps) (Kumar, Stecher y Tamura, 2016), los arboles presentan la misma tipologia
con muy leves cambios, véase en la imagen 14 y anexo 6. Los resultados obtenidos
con el gen matK bajo el modelo Tamura-Nei, dieron la pauta para la utilizar de este

modelo en la creacion de un Unico arbol filogenético con la region ITS.
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La filogenia molecular con la region nuclear ITS se realizé con 40 secuencias de total
de muestras, afiadiendo 13 secuencias de GenBank, en el arbol filogenético, las
especies se agruparon en 4 grupos mas el grupo externo, véase en la imagen 13. Los
resultados de la filogenia mostraron que el marcador ITS no presenta mayor
variacion para diferenciar entre especies, por esta razon no es una herramienta
discriminativa para la clasificacion subgenérica Dracula, esto se comprobd ya que
los resultados obtenidos no tienen coherencia con la sistematica tradiconal descrita
por Luer (1993) y Zelenko (2014), estos autores describen a D. psyche como una
especie primitiva del género y el arbol filogenético con la region intergénica ITS la
ubica dentro de un clado con especies méas derivadas del GRUPO 11, véase en la

Figura 13.
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Arbol filogenetico Maximum Likelihood region ITS del género Dracula

EF372380.1 D.houtteana (GenBank) T
EF372382.1 D.hirtzii (GenBank)
EF372379.1 D.navarrorum (GenBank)
EF372378.1 D.citrina (GenBank)
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003 3515 D.papillosa (Alexander Marin)
3552 D.chiroptera (Beto Guerrara)

3540 D.x kareniae (Beto Guerrera)
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3524 D.hirtzii (Beto Guerrero)
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b ong 3740 D.tsubotae (Alexander Marin)
Lmj‘ 3770 D.thricroma (Alexander Marin)
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0003 2515 p trigonopetala (Alexander Marin)

ﬂ|3E!D7 D.benedictii (Mundiflora)
EF372365.1 D.astuta (GenBank)
3400 D.sirmia (0. Sarina)

003 3419 D.gigas amarilla (0. Sarina)
3532 D.hirsuta (Beto Guerrero)

3534 Dowoolwardiae (Beto Guerrero)
0008 3536 D.sibundoyensis (Beto Guerrero) o
3544 D lindstroermii (Beto Guerrera)
3545 Domorleyi (Beto Guerrero)

3546 D.x hawleyi (Beto Guerrera)

3609 D.mendozae (Alezander Marin)
3693 D.dalstroermil (Alexander Marin)
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3869 D.levii (Ecuaflor)

3921 D.bella (Jardin Botanico Quito)
EF372372.1 D fuligifera (GenBank)

014 | 0006 s746p portillae (Alexander Matin)

=
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=

o0 3401 D.simia (0. Sarina) T
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3548 D.mantissa (Beto Guerrero)

3574 D.deltoides (Jardin Botanico Quito)

3771 Duvenosa (Alexander Marin)

EF3723587 1 Dvespertilio (GenBank)

EF372389.1 Dumopsus (GenBank) i
0.0 3522 D.x pinasensis (Beto Guerrero) 1
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0041
oo

Figura 13. Arbol filogenético Maximum Likelihood de la region ITS mediante el método Tamura-
Nei.
Nota: El andlisis involucré 54 secuencias de nucleétidos de las cuales D. astuta, D. citrina,
D.fuligifera, D. vespertillo, D. gorgona, D.hirtzii, D.houtteana, D.trichroma, D. mopsus,
D.novarrorum, D.radiosa, D.roezlii, D.vampira y M.picturata son secuencias tomadas del Genbank.
Las especies del género Dracula se agruparon en 5 grupos.
Datos procesados con el software MEGAT7 (Kumar et al., 2016).
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Para el andlisis filogenético de las secuencias de la region cloroplastica matK, se
usaron 84 secuencias descritas anteriormente, 3 secuencias del GenBank y 62
secuencias de la base de datos perteneciente al grupo de investigacion NUNKUI
WAKAN, vease en el anexo 2, lo que permitié agrupar a las especies en 11 grupos
mas un grupo externo, véase en la Figura 14, esta asociacion de especies permite
debatir las diferencias entre la sistematica molecular y taxondmica tradicional
descrita por Luer (1993), en su libro “Icones Pleurothallidinarum X. Systematics of
Dracula (Orchidaceae)” y la realizada por Zelenko (2014), titulada “Orchids
Masdevallia with its segregates including Dracula”. A continuacion se describen los

grupos con la region cloroplastica matK.
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Arbol filogenetico Maximum Likelihood region matK del género Dracula

EUZ214337.1 D. erythrochaete (Gen Bank)
EU214338.1 D. pusilla (Gen Bank)
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0.001]

3941 D.exasperata (Jardin Botanico Quita)
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o
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3584 D. sodiroi (Jardin Botanico Quito)

3882 D platycrater (Ecuagenera)

3886 D.carcinopsis (Ecuagenera)

3927 D.chimaera (Jardin Botanico Quito)
(20013933 [ _cordobae (Jardin Botanico Quita)
3947 D.gorgona (Jardin Botanico Quito)

3965 D.severa (Jardin Botanico Quito)

3975 Duvietlingii (Tervar)

3977 Dowohwardiae (Jardin Botanico Quito)
KY988631.1 D. inexperata (Gen Bank)
{2:013551 @ polyphemus (Jardin Botanico Quita)
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Figura 14. Arbol filogenético Maximum Likelihood de la region matk mediante el método Tamura-
Nei.
Nota: El andlisis involucrd 145 secuencias de nucledtidos de las cuales D. inexperata, D. pusilla, D.
erythrochaete son secuencias tomadas del Genbank. Las especies del género Dracula se agruparon en
12 grupos.
Datos procesados con el software MEGAT7 (Kumar et al., 2016).
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GRUPO |I. Especies atipicas: dentro de este grupo se consideran especies
morfoldgicamente diferentes al resto del género, mismas que pueden pertenecer a
especies ancestrales, como se describe a continuacion:

Dracula psyche (Luer & Andreetta) Luer; esta especie aparece junto al grupo externo
en el arbol filogenético, lo que sefiala un comportamiento basal, que se refleja
morfolégicamente de acuerdo con Luer (1993), en su forma Unica de labelo
(concavo profundo con cinco lamelas elevadas y un hipochilo oblongo) y sépalos.
Esta especie, ademas, es endémica de la Provincia de Carchi en el Noroccidente de
Ecuador, véase en la imagen 16, (“Tropicos,” 2018).

Dracula berthae Luer & R.Escobar y Dracula andreettae (Luer) Luer; En el arbol
filogenético las dos especies aparecen cerca pero al mismo tiempo, fuera de cualquier
clado. Dracula berthae es una de las especies mas peculiares en el género y recuerda,
muchas veces, a una Masdevallia. Es una de las pocas especies en la que la flor no
mira hacia el suelo (Baquero, 2019). Mientras que D.andreettae de acuerdo con
Luer (1993), es una especie Unica en el género por poseer pétalos alargados, un
labelo convexo en lugar de céncavo o plano como se observa en la mayoria de
especies del género, posee una columna corta, su hipochilo y ovario es ancho en
comparacion con el resto de especies, véase en la imagen 16.

Dracula cochliops Luer & R.Escobar; Es una de las plantas mas pequefias del
género, con hojas cortas, afiladas en el apice, las flores poseen pétalos alargados (la
Unica otra especie con este rasgo es D. andreettae) engrosados al final, que asemejan
a los ojos de un caracol, de ahi su nombre en latin, sus sépalos se encuentran
Ilamativamente separados lo que recuerda a ciertas especies de Masdevallia, véase en

la imagen 16, (Luer, 1993).
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Ubicacion rafica del género Dracula Grupo |

- i-
Figura 15. Distribucion geogréfica del género Dracula Grupo I. Especies atipicas
Nota: (5) D. andreettae (7) D. andreettae (16) D. berthae (26) D. cochliops
Elaborado con: DIVA GIS (2018).

Como se observa en la figura 14, los registros de las especies del GRUPO | sefialan
que, D. andreettae se encuentra en los andes occidentales en Carchi-Ecuador y
Choco-Colombia, mientras que D. berthae se encuentran en Boyaca- Colombia y D.

cochliops en Putumayo-Colombia en los andes orientales (“Tropicos,” 2018).

Especies atipicas del género Dracula

Figura 16. Especies atipicas del género Dracula
Nota: (A) D. psyche, (B) D. berthae, (C) D. andreettae, (D) D. cochliops
Fuente: (A) (Quimbaya, 2007), (B) (Diabola, 2013), (C) y (D) (Baquero, 2014).
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GRUPO Il. Grupo Dodsonia: Zelenko (2014), menciona que este grupo esta
formado por D. dodsonii, D. trichroma, D. portillae y D. insolita. El arbol
filogenético presenta a este grupo como un clado (con ausencia de D. insolita), las
especies de este grupo se caracterizan por poseer labelos espatulados o piriformes
con epichilos planos, inflorescencias erectas que aparecen por dentro de las brécteas

foliares (Luer, 1993).

Distribucion réfica del género Dracula Grupo II

Figura 17. Distribucién geogréfica del género Dracula Grupo Il. Dodsonia
Nota: (36) (38) D. dodsonii. (63) D. insolita. (64) (65) (66) (67) (68) D. trichrooma. (106) D.
portillae.

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

El estudio biogeografico ubica a las especies del GRUPO Il de la siguiente manera:
D. dodsonii en Pichincha-Ecuador en los andes occidentales, D.insolita, en el Valle
del Cauca-Colombia en los andes orientales, a su vez se observa la distribucion de D.
trichroma desde Antioquia-Colombia hasta Carchi-Ecuador en los andes

occidentales (“Tropicos,” 2018).
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GRUPO I11. Grupo Lotax-Saulii: Zelenko (2014), sefiala dentro de este grupo a D.
lotax, D. adriannae y D. saulii, mismas que se encuentran dentro del &rbol
filogenético, las diferencias morfoldgicas entre D. adrianae y D. lotax son leves,
molecularmente aparecen como las mas cercanas, D. saulii aparece como la especie
hermana de las anteriormente mencionadas, estas especies poseen plantas reptantes
con hojas estrechas, flores de color claro, ovarios con crestas bajas y ondulantes

(Luer, 1993).

Ubicacion geografica del género Dracula Grupo 111

.

.-—-f." i

Figura 18. Distribucion geografica del género Dracula Grupo Il. Lotax-Saulii
Nota: (1) D. adrianae. (78) (79) D. lotax. (171) D. saulii.
Elaborado con: DIVA GIS (2018).

Los registros de las especies del GRUPO 111 sefialan que se ubican en los Andes
orientales, D. adrianae en Antioquia-Colombia (Baquero (2019), menciona que este
registro es dudoso, puesto gque existen grandes poblaciones en el sur de Ecuador), D.
lotax en Pastaza y Morona Santiago en Ecuador y D. saulii en norte de Peru (véase
en la figura 18). Aparentemente, este grupo se restringe a los Andes Orientales de
Ecuador y Pert (Luer, 1993).
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GRUPO V. Grupo Costatae: La caracteristica distintiva de este grupo es su ovario
crestado Luer (1993), el estudio molecular arrojé dentro de un mismo clado a las
especies con este rasgo, donde, D. deltoidea, D. venosa, D. inequalis, D. felix, D.
mantissa, D. mopsus y D. ophioceps, poseen flores pequefias, mientras que D. dens-
canis, D. janetiae, , D. bellay D. vespertillo, tienen flores grandes y planas (Zelenko,

2014).

Ubicacion réfica del género Dracula Grupo IV

Figura 19. Distribucién geogréfica del género Dracula Grupo IV. Grupo Costate

Nota: (12) D. bella, (32) D. deltoidea, (43) (44) (45) D. felix,(60) (61) D. inaequalis,(69) D. janetiae
(80) (81) (82) D. mantissa, (85) (86) (87) D. mopsus, (92) (93) D. nycterina, (95) D. ophioceps, (143)
D. venosa, (168) D. xpileus

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

El estudio biogeografico del GRUPO 1V sefiala que este posee una gran distribucién
en Latinoamérica, que va desde el norte de Colombia en Antioquia hasta el norte de
Per( en Huanuco (véase en la figura 19), se destaca D. vespertillo como la especie
con méas amplia distribucion del género, llegando hasta Nicaragua en el norte y la
provincia de Zamora Chinchipe en el sur de Ecuador, ademas, es la Unica especie que
cruza la cordillera oriental de los Andes (Luer, 1993).
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GRUPO V. Grupo Gigas: Zelenko (2014), menciona dentro de este grupo a D.
gigas, D. levii, D. dalstroemii y D. hawleyi, esto se comprueba en el arbol
filogenético a excepcion de a D. x sijmi que posiblemente se considera un hibrido
natural entre D. erytrochodon y D. gigas, asi lomeciona (Baquero, 2019). Luer
(1993), agrupo a estas especies en la serie Grandiflorae-parvilabiatae (véase en la
tabla 2), ya que se caracterizan por poseer hojas delgadas, flores grandes, floracién
erecta y labelo pequefio, debido a esto es un clado claramente distinguible del resto

de Dracula.

Ubicacion réfica del género Dracula Grupo V
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Figura 20. Distribucion geogréafica del género Dracula Grupo V. Grupo Gigas
Nota: Se sefiala la distribucion de especies del género Dracula del GRUPO V (30) D. daltroemii,
(48) (49) D. gigas, (52) D. hawleyi, (73) (74) (75) D. levii.

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

Como se observa en la figura 20, el GRUPO V, se ubica al noroccidente de Ecuador
y suroccidente de Colombia y en la provincia del Carchi se encuentran casi todas las
especies (“Tropicos,” 2018).
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GRUPO VI. Grupo tsubotae: Zelenko (2014), sefiala dentro de este grupo a D.
tsubotae y D. christineana, el estudio filogenético arrojo a estas dos especies juntas,
mismas que se caracterizan por poseer el labelo redondo y esférico, ademas el color
de sus flores es més obscuro en el centro y claro en el exterior lo que difiere con el

resto de especies ya que sucede lo contrario.

Ubicacion geografica del género Dracula Grupo VI

Figura 21. Distribucién geogréafica del género Dracula Grupo VI. Grupo Tsubotae
Nota: (176) D. tsubotae
Elaborado con: DIVA GIS (2018).

La figura 21 muestra los registros de las especies del GRUPO VI, ubicadas al norte
de Cundinamarca (“Tropicos,” 2018).

GRUPO VII. Grupo diverso I: El arbol filogenético presenta a este grupo como
uno de los mas grandes clados, pero este no especifican relaciones notables entre
ellas, varios individuos dentro de este grupo pertenecen a especies centroamericanas
como D. erythrochaete, D. astuta, D. ripleyana, D. pusilla, también se encuentra
D.simia y D.alcithoe, cuyas marcas florales y labelo semejan la cara de un mono;

dentro de este grupo la filogenia muestra ademas especies de hojas anchas como, D.
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hirtzii, D. chimaera, D. ligiae, D. gorgonella, D. chiroptera, D. ubangina, D.
lafleurii, de hojas estrechas, la lamela central dominante y flores con pelos cortos

como D. barrowii, D. hirsuta.

Figura 22. Distribucion geogréfica del género Dracula Grupo VII. Grupo diverso |
Nota: Imagen “A” Representa la distribucion de especies del género Dracula del GRUPO VII, desde
Per( a Colombia. Imagen “B” Sefiala la distribucién de especies del Grupo diverso |, desde Panama
al México. (2)(3) D. alcithoe, (9) D. anthracina, (11) D. astuta, (14)(15) D. benedictii, (20)(21) D.
chimaera, (22)(23) D. chiroptera, (25) D. citrina, (29) D. dalessandroi, (39)(40) D. erytrochaete,
(51) D. gorgonella, (53) D. hirsuta, (54)(55)(56) D. hirtzii, (70) D. lafleurii, (76) D. ligiae, (99) D.
pholeodytes, (13) (14) (15) (16) (17) (18) (114) (115) (116) (117) (118) D. pusilla, (123)(124) D.
rezekiana, (125) D. ripleyana, (131)(132) D. sibundoyensis, (133) D. simia, (139) D. ubangina, (147)
D. vinacea, (153) D. barrowii, (63)(64) D. maduroi, (167) D. olmosii

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

De acuerdo con el analisis biogeografico el GRUPO VII, presenta una gran
distribucion en Latinoamérica, ubicandose desde el sur de México hasta el norte de
Per(, véase en la figura 22.

Grupo VIII houtteana-benedictii: Zelenko (2014), incluye dentro del grupo

Houteana a D. houtteana y D. antonii, el analisis filogenético agrup6 dentro de este
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clado a estas dos especies incluyendo a D. benedictii, D. amaliae, D. posadarum, D.
presbys y D. verticulosa, todos estos individuos poseen hojas delgadas y lamela

central dominante en forma de pala.

Ubicacién geogréafica del género Dracula Grupo VIII

Figura 23. Distribucién geogréfica del género Dracula Grupo VIII. Houtteana-Benedictii

Nota: (4) D. amaliae, (14)(15) D. benedictii, (57)(58)(59) D. houtteana, (107) D. posadarum (108)
D. presbys, (144) D. verticulosa.

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

La figura 23 muestra los registros de las especies del GRUPO VIII, ubicadas en la
cordillera occidental de Colombia (“Tropicos,” 2018).

GRUPO IX. Grupo diverso Il. El estudio filogenético presenta a este grupo como
una mezcla de especies que no especifican relaciones notables entre ellas, sin
embargo en el arbol filogenético D. sodiroi y D. erythrocodon aparecen juntas,
encontrandose las dos en grupo Sodiroi formado por Zelenko (2014).

Dentro de este grupo se retnen ademas las especies de hojas anchas con flores

grandes: D. hirtzii, D. chiroptera, D. woolwardiae, D. marsupialis, D. chimera, D.
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severa, D. vierlingii, D. inexperata (Luer, 1993). Asi también se encuentran D.
polyphemus y D. cordobae, que pertenecen al grupo Polyphemos descrito por
Zelenko (2014), que junto con D.tubeana, poseen un epichilo ancho con tres lamelas
centrales paralelas y lamelas secundarias paralelas anchas.

Dentro de este grupo se encuentran ademés D. radiella, D. morleyii, D. carcinopsis,
D. trigonopetala, D. lindstroemii, D. xkareniae, descritas por Zelenko (2014), dentro
del grupo Radiosa, dichas especies que se caracterizan por sus hojas anchas,
ramicaulo delgado, apice de la hoja afilado como lanza y un epichilo con lamelas en

forma de radio de bicicleta.

Ubicacion geogr
S
B

afica del genero Dracula Grupo 1X

s

Figura 24. Distribucién geogréfica del género Dracula Grupo IX. Grupo diverso I1.
Nota: Imagen “A” Representa la distribucion de especies del género Dracula del GRUPO [X, en
Ecuador. Imagen “B” Sefiala la distribucion de especies del Grupo diverso 11, en Colombia.

Nota: (9) D. anthracina, (17) D. brageri, (18) D. carcinopsis, (19) D. chestertonii, (20)(21) D.
chimaera, (22)23() D. chiroptera, (27) D. cordobae (33) D .diabola, (50) D. gorgona,(54)(55)(56) D.
hirtzii, (57)(58)(59) D. houtteana, (72) D. lemurella, (77) D. lindtroemii, (83) D. marsupialis (84) D.
minax, (88) D. morleyi, (100)(101)(102)(103) D. platycrater, (104)(105) D. polyphemus, (119) D.
radiella, (120) D. radiosyndactylla (130) D. severa, (134)(135) D. sodiroi (136) D. syndactyla (138)
D. tubeana (144) D. verticulosa, (150) D. woolwardiae, (178) D. kareniae.

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

De acuerdo con el andlisis biogeografico el GRUPO IX, presenta una gran

distribucion en Latinoamérica, ubicandose desde Costa Rica hasta el sur de Ecuador,

49



a diferencia del GRUPO VII, Grupo diverso I, este clado posee una mayor diversidad
de especies y densidad en zonas como Carchi e Imbabura (véase en la figura 24).

GRUPO X. Grupo andes orientales. Este grupo se ha formado con las especies de
hojas delgadas y flores pequefias, encontrandose asi D.Orientalis, D.exasperata, D.

vlad-tepes, D. fuligifera, D. smaug, D. sibundoyensi (Luer, 1993).

Ubicacién geografica del género Draula Grupo X

Figura 25. Distribucion geogréfica del género Dracula Grupo X. Grupo andes orientales.

Nota: (41) D. exasperata, (46) D .fuligifera, (96) D. orientalis (131)(132) D. sibundoyensis, (148) D.
vlad-tepes.

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

El estudio filogenético sefiala que el GRUPO X posee una distribucion en los andes

orientales entre Ecuador y Colombia (véase en la figura 25).

GRUPO XI. Especies de posible origen hibrido. Luer (1993), sefiala que la
mayoria de las especies del género Dracula son distintas y se identifican facilmente

por la apariencia de la flor, sin embargo, algunas especies causan confusidn acerca de
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su origen, es asi que poblaciones de estas especies podrian ser el resultado de la
hibridacion natural

Zambrano y Solano (2011), describen uno de los ejemplos acerca de la hibridacion
natural en el género Dracula en la coleccion de “Orquiecuador”, en donde sefiala que
D. xpinasensis es un hibrido natural de D. mopsus con alguna especie simpétrica del
mismo género de los andes del Ecuador, que posiblemente sea D. mantissa,

La similitud morfol6gica de hojas grandes y sépalos pubescentes largos sugieren a
D.circe como un hibrido natural de D.goorgona o D.wallisii con otra especie del
género Dracula; asi también D.dalstroemii y D. hawleyii son especies intermedias
entre D.gigas y D.levii, ya que poseen sépalos pubescentes y labelo similar a los de
D.gigas; de igual manera D.venefica puede ser un hibrido natural de D.chimaera, ya
que posee sépalos con pubescencia gruesa y un labelo inflexible, ademas se
mencionan a D.roezlii y D.wallisii como sus progenitores, D.mariae es un hibrido
entre D.felix y D.marsupialis, mientras que D.xsijmi entre D.erytrochodon y D.gigas

(Luer, 1993).
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Ubicacion rafica del género Dracula Grupo XI

Figura 26.Distribucion geografica del género Dracula Grupo XI. Especies de posible origen hibrido.
Nota: (10) D.aphrodes, (13) D.bellerophon, (16) D.berthae, (24) D.circe, (30) D.dalstroemii, (52)
D.hawleyi, (70) D.lafleurii, (83) D.marsupialis, (123)(124) D.rezekiana, (126) D.robledorum, (142)
D.venefica, (141) D.kareniae, (144) D.sijmi.

Elaborado con: DIVA GIS (2018).

Los registros de las especies del GRUPO XI sefialan que se distribuyen entre

Ecuador y Colombia, como se observa en la imagen 26.

1.4. Sistematica tradicional vs filogenia molecular
El analisis filogenético de las secuencias de la regién cloroplastica matK del género
Dracula permite debatir con la sistematica y taxondmica tradicional descrita por
Luer (1993), en su libro “Icones Pleurothallidinarum X. Systematics of Dracula
(Orchidaceae)”, en donde clasifica al género en tres subgéneros, Xenosia, Sodiroa,
Dracula, este ultimo se divide en cinco secciones Andrettaea, Chestertonia,
Cochliopsida, Dodsonia, Dracula, la seccion Dracula se distribuye en dos
subsecciones Costatae y Dracula que incluye tres series Parviflorae, Grandiflorae-

Parvilabiatae, Dracula, véase en la tabla 2.
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En la filogenia molecular realizada por Pridgeon et al., (2001) “Phylogenetic
relationships in Pleurothallidinae (Orchidaceae): combined evidence from nuclear
and plastid DNA sequences” se determina que D. xenos es hermana de Masdevallia
picturata y que potencialmente sea un hibrido natural entre Masdelia y un individuo
de Dracula no especificado, por tanto el subgénero Xenosia descrito por Luer (1993),
no deberia ser considerado como un subgenero.

En la filogenia realizada, D. sodiroi no discrimina su clado ya que aparece incluida
en un gran grupo (GRUPO IX, diverso Il) junto a otras especies posiblemente
hermanas, como D. erythrocodon asi menciona Zelenko (2014) en “Orchids
Masdevallia with its segregates including Dracula”, es por ello que no deberia ser
considerada como un subgénero.

La morfologia floral asi como el estudio filogenético demuestra que D. bertha y D.
andrettae, poseen caracteristicas que las hacen distinguirse de los demas individuos
de este género, es por eso que se deberia proponer a estas especies como seccion del
subgenero Dracula.

El GRUPO IV. Grupo Costatae, es uno de los clados mas completos dentro de la
filogenia, formado por las especies descritas por Luer (1993) con ovario crestado,
caracteristica unica de la subseccion Costatae, es por ello que deberia ascender de
subseccion a seccién del subgénero Dracula.

Asi mismo Luer (1993), describe la serie Grandiflorae-parvilabiatae, con las
especies de flores grandes y labelo pequefio, mismas que se presentan en la filogenia
como un clado uniforme, distinguiendo al GRUPO V grupo gigas, del resto de los
grupos formados con las especies del género Dracula, por lo que se pone en

consideracion el ascenso de esta serie a subseccion de la seccién Dracula.
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D. tsubotae y D. lafleurii, poseen caracteristicas morfologicas similares como hojas
anchas y labelo redondo, atributos descritos por Luer (1993), en la filogenia
molecular aparecen dentro de un mismo clado, por lo que se puede deducir que estas
dos especies pueden pertenecer a una seccion dentro del subgénero Dracula.

D. psyche, aparece como una de las especies mas primitiva ya que se encuentra junto
al grupo externo, asi también sus caracteristicas morfoldgicas la hace Gnica del resto
de especies, por lo cual se la propone como un subgénero del género Dracula.

Los resultados obtenidos en la filogenia molecular del género Dracula, permiten
proponer una nueva clasificacion subgenérica de este género, véase en la tabla 5.

Tabla 5.

Propuesta para la clasificacion subgenérica del género Dracula

Subgénero = Seccidn Subseccion = Series Especies
representativas
Psyche D. psyche
Dracula Andreettaea D. andreettae
Chestertonia D. chestertonii
Cochliopsia D. cochliops
Dodsonia D. dodsonii
Costatae D. felix
D. bella
Berthae D. berthae
Tsubotae D. tsubotae
Dracula Gigas D. gigas
Dracula Grupo diverso | | D. erythrochaete
Grupo diverso Il | D. radiosa

Nota: Propuesta para la clasificacién subgenérica del género Dracula, basada en las caracteristicas
moleculares con el gen matK, morfolégicas florales y de sus hojas. Se divide en 2 subgéneros
incluyendo el subgénero Dracula que se divide en 7 secciones de las cuales la seccion Dracula deriva
en 2 subsecciones en donde la subseccién Dracula se distribuye en 2 series.

Fuente: Autores (2018).
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Conclusiones

Se colectaron 176 individuos en 8 orquidearios, pertenecientes a 119 especies del
género Dracula presentes en Latinoamerica, que corresponde al 91% de las especies

aceptadas en The Plant List (2018).

Con el segmento de la regién matK se pudo amplificar 112 individuos de los cuales
84 secuencias fueron viables con un minimo del 70%, con esta informacion se
desarroll6 el analisis filogenetico, ademas con el espaciador intergénico ITS se
amplificaron 40 muestras viables, las que se usaron para elaborar el respectivo arbol
filogenético. Al comparar los dos sistemas se evidencia que matK tiene mas
capacidad discriminativa y tiene mayor coherencia con la filogénia morfoldgica

presentada por Luer y Zelenko.

En base a la informacion molecular se presenta un nueva clasificacién subgenérica
de Dracula; en la cual se eliminan 2 subgéneros y se incluye el subgénero Psyche, en
las secciones se afiade a Costatae, Berthae, Tsubotae, ademas Gigas asciende de

serie a subseccion.

Los datos biogeogréaficos de distribucion de las especies, manifiestan que las zonas
mas diversas se encuentran en la provincia Carchi en Ecuador y la cordillera Oriental
Putumayo en Colombia, el género Dracula se distribuye desde el sureste de México
hasta el norte de Per( y se observa que la especie primitiva D. psyche es endémica

del Ecuador.
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Recomendaciones

Se recomienda mejorar los sistemas y bases de datos de identificacion de las
colecciones de los jardines botanicos y orquidearios privados con el fin de
sistematizar las colecciones y asi aportar mayor valor a los bancos genéticos.
Trabajar con nuevas regiones de ADN cloroplasmatico como ycfl o ycf5,
mitocondrial CO1 y nuclear ya queen otros génerosde orquideas han permitido
obtener mayor variabilidad entre especies y por tantopodrian aportar con informacion
para determinar inconsistencias subgenéricas del género Dracula.

Es importante trabajar con secuencias con una calidad superior al 70%, para obtener
resultados filogenéticos mas confiables, ademas se recomienda trabajar con
programas bio-informéticos avanzados, quepermitan un mejor analisis comparativo
de secuencias genicas y asi simplificar el proceso de elaboracion filogenética.

Se recomiendael estudio de las regiones MYB y bHLH, genes encargados de la
expresion genica de antocianinas, cuya acumulacion en el género Dracula produce
franjas de colores que van desde el negro al rojo intenso en sus flores y son un
atrayentente de sus polinizadores, lo que sefiala una nueva forma de estudiar las
relaciones evolutivas éntre las especies del género.

Se deberia tomar en cuenta la nueva propuesta de la clasificacion subgenérica del

género Dracula, para posteriores estudios de filogenia molecular.
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AnNexos

Anexo 1. Condiciones de temperatura del termociclador

| matK | ITS

Etapas Temperatura | Tiempo | ciclos | Temperatura | Tiempo | ciclos
(9] W)

Desnaturalizacién 94 1 min 1 94 1 min 1
inicial
Desnaturalizacién 94 30s 94 30s
Hibridacion 53 40s 30 56 40s 30
Elongacion 72 40s 72 40 s
Elongacion final 72 5 min 1 72 5 min 1

Nota: protocolo de amplificacion en PCR convencional, para matK e ITS
Fuente: Los autores, 2018.

Anexo 2. Lista de especies del género Dracula (Secuencias del grupo de

investigacion NUNKUI WAKAN)

NUmero
de
muestra

Nombre cientifico

Cadigo
de

Lugar de coleccion

coleccion

Fecha de
colecta

1| Dracula hirtzii 3670 | Alexander Marin 12/11/2017
2 | Dracula lafleurii 3669 | Alexander Marin 12/11/2017
3 | Dracula hirsuta 3624 | Alexander Marin 12/11/2017
4| Dracula rezekiana 3613 | Alexander Marin 12/11/2017
Dracula hirsuta var.
5 [ xantina 3600 | Alexander Marin 12/11/2017
6 | Dracula marinii 3590 | Alexander Marin 12/11/2017
7 | Dracula hirtzii 3583 | Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
8 | Dracula sibundoyensis 3582B | Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
9 | Dracula hirsuta 3578 | Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
10 | Dracula chiroptera 3552 | Beto Guerrero 8/9/2017
11 | Dracula simia / D. alcithoe 3542 Beto Guerrero 8/9/2017
12 | Dracula hirsuta 3532 Beto Guerrero 8/9/2017
13| Dracula ubangina 3529 | Beto Guerrero 8/9/2017
14 | Dracula rezekiana 3521 Beto Guerrero 8/9/2017
15 | Dracula lafleurii 3533 Beto Guerrero 8/9/2017
16 | Dracula terborchii 3525 Beto Guerrero 8/9/2017
17 | Dracula x felix 3550 Beto Guerrero 8/9/2017
18 | Dracula marsupialis 3564 | Jardin Botanico Quito | 2/10/2017
Dracula tsubotae/ D.
19 | christineana 3740 | Alexander Marin 12/11/2017
20 | Dracula mendozae 3623 | Alexander Marin 12/11/2017
21| Dracula papillosa 3615 | Alexander Marin 12/11/2017
22 | Dracula alcithoe 3724 | Alexander Marin 12/11/2017
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Dracula verticulosa

23 | xantina 3577 | Jardin Botanico Quito | 2/10/2017
24 | Dracula fuligifera 3636 | Alexander Marin 12/11/2017
25| Dracula smaug 3576 | Jardin Boténico Quito | 2/10/2017
26 | Dracula sibundoyensis 3536 | Beto Guerrero 8/9/2017
27 | Dracula lotax x adriane 3579 | Jardin Botanico Quito | 2/10/2017
28 | Dracula lotax 3632 | Alexander Marin 12/11/2017
Dracula trichroma
29| (iricolor) 3563 | Jardin Boténico Quito | 2/10/2017
30 | Dracula portillae 3749 | Alexander Marin 12/11/2017
31 | Dracula andreettae 3559 | Héctor Yela 27/9/2017
32 | Dracula deltoidea 3574 | Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
33 | Dracula venosa 3566 |Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
34 | Dracula mantissa 3548 | Beto Guerrero 8/9/2017
35 | Dracula venosa 3547 | Beto Guerrero 8/9/2017
36 | Dracula x pinasensis 3522 | Beto Guerrero 8/9/2017
37 | Dracula vespertilio 3703 | Alexander Marin 12/11/2017
38 | Dracula bella 3608 | Alexander Marin 12/11/2017
39 | Dracula trigonopetala 3528 | Beto Guerrero 8/9/2017
40| Dracula lindstroemii 3544 | Beto Guerrero 8/9/2017
41 | Dracula morleyi 3545 | Beto Guerrero 8/9/2017
Dracula marsupialis x
42 | xantina 3549 | Beto Guerrero 8/9/2017
43| Dracula chimaera 3567 | Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
44 | Dracula syndactyla 3569 | Jardin Botanico Quito | 2/10/2017
45| Dracula radiella 3570 | Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
46 | Dracula sodiroi 3584 | Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
47 | Dracula erytrocodon 3572 | Jardin Botanico Quito | 2/10/2017
48| Dracula x kareniae 3571 |Jardin Botanico Quito| 2/10/2017
49 | Dracula trigonopetala 3560 |Héctor Yela 27/9/2017
50 | Dracula x kareniae 3540 | Beto Guerrero 8/9/2017
51 | Dracula wolwardiae 3534 | Beto Guerrero 8/9/2017
52 | Dracula tubeana 3531 | Beto Guerrero 8/9/2017
53 | Dracula soennemarkii 3526 | Beto Guerrero 8/9/2017
54 | Dracula polyphemus 3527 | Beto Guerrero 8/9/2017
55 | Dracula gigas (amarilla) 3612 | Alexander Marin 12/11/2017
56 | Dracula dalstroemii 3693 | Alexander Marin 12/11/2017
57 | Dracula gigas (amarilla) 3419 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
58 | Dracula x sijmii 3539 | Beto Guerrero 8/9/2017
59 | Dracula x hawleyi 3546 | Beto Guerrero 8/9/2017
60 | Dracula x hawleyi 3593 | Alexander Marin 12/11/2017
61 | Dracula gigas (negra) 3619 | Alexander Marin 12/11/2017
62 | Dracula psyche 3573 | Jardin Botanico Quito | 2/10/2017
63 | Dracula gastrophora 3603 | Alexander Marin 12/11/2017
64 | Dracula cordobae 3413 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
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65 | Dracula hirtzii 3524 | Beto Guerrero 8/9/2017
66 | Dracula erytrocodon 3412 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
67 | Dracula vampira 3402 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
68 | Dracula sodiroii 3403 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
69 | Dracula thricroma 3770 | Alexander Marin 12/11/2017
70 | Dracula trigonopetala 3618 | Alexander Marin 12/11/2017
71 | Dracula simia 3400 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
72 | Dracula mendozae 3609 | Alexander Marin 12/11/2017
73 | Dracula sibundoyensis 3717 | Alexander Marin 12/11/2017
74 | Dracula simia 3401 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
75 | Dracula vespertilio 3441 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
76 | Dracula psyche 3405 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
77 | Dracula marsupialis 3428 | Sara Gutiérrez 7/9/2017
78 | Dracula venosa 3771 | Alexander Marin 12/11/2017

Nota: Especies colectadas y secuenciadas por el grupo de investigacion NUNCUI WAKAN.
Fuente: Los autores, 2018.

Anexo 3. Resultados de la extraccidon, amplificacion y secuenciacion de ADN

NUmero Cadigo
de Nombre cientifico de Extraccién Amplificacién Secuenciacion
muestra coleccion  de ADN matk ITS matk ITS
1| Dracula agnosia 4035 - Sl - - -
2 | Dracula alcithoe 3914 Sl Sl Sl Sl -
3 | Dracula alcithoe 4055 - Sl Sl Sl -
4| Dracula amaliae 3915 Sl Sl - Sl -
5 | Dracula amaliae 4056 - - SI - -
6 | Dracula andreettae 3916 Sl Sl Sl - -
7 | Dracula anicula 4080 - - - - -
8 | Dracula anthony 3990 Sl Sl SI Sl -
9 | Dracula anthracina 3917 Sl Sl Sl - -
10 | Dracula anthracina 3918 Sl Sl Sl Sl -
11 | Dracula anthracina 3988 Sl Sl Sl Sl -
12 | Dracula anthracina 3989 Sl Sl Sl Sl -
13 | Dracula antoni 3900 - - - - -
14 | Dracula aphrodes 3919 Sl Sl Sl Sl -
15 | Dracula astuta 3872 Sl Sl - Sl -
16 | Dracula astuta 3878 Sl - - - -
17 | Dracula astuta 4044 - Sl - Sl -
18 | Dracula barrowii 3920 Sl Sl Sl Sl -
19| Dracula bella 3921 Sl - Sl - Sl
20| Dracula bella 3922 Sl Sl Sl Sl Sl
21 | Dracula bellerophon 3898 Sl Sl Sl Sl -
22 | Dracula benedictii 3871 Sl Sl Sl Sl -
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23 | Dracula benedictii 3905 Sl Sl - Sl -
24 | Dracula benedictii 3907 Sl SI Sl Sl -
25 | Dracula benedictii 3908 Sl Sl Sl Sl Sl
26 | Dracula benedictii 4045 - Sl Sl Sl Sl
27 | Dracula benefica 4029 - - Sl - -
28 | Dracula berthae 3923 Sl Sl Sl Sl -
29 | Dracula brangeri 4004 Sl Sl - Sl -
30 | Dracula brangeri 4038 - Sl Sl Sl -
31| Dracula callitrix 4050 - - Sl - -
32 | Dracula carcinopsis 3886 Sl Sl Sl Sl -
33 | Dracula carlueri 4067 - - - - -
34 | Dracula chestertonii 3924 Sl - Sl - -
35 | Dracula chestertonii 3925 Sl Sl Sl SI -
36 | Dracula chimaera 3926 Sl Sl SI Sl -
37 | Dracula chimaera 3927 Sl Sl Sl Sl -
38 | Dracula chiroptera 3928 Sl Sl SI SI -
39 | Dracula chiroptera 3929 Sl Sl Sl - -
Dracula
40 | christineana 4070 Sl Sl Sl Sl -
41 | Dracula circe 3930 Sl - - Sl -
42 | Dracula citrina 3880 - - - - -
43| Dracula citrina 4082 Sl Sl Sl Sl -
44 | Dracula cochliops 3931 Sl Sl Sl Sl -
45 | Dracula colombiana 3932 Sl Sl Sl Sl -
46 | Dracula cordabae 3933 - - - Sl -
Dracula cutis
47 | bufonis 3934 Sl Sl - - -
48 | Dracula dalesandroi 4033 - Sl Sl Sl -
49 | Dracula deniseana 3901 Sl - Sl -
50 | Dracula dens canis 3935 Sl Sl - Sl -
51 | Dracula diabola 3936 Sl Sl Sl Sl -
52 | Dracula diabola 3937 Sl Sl Sl Sl -
53 | Dracula diana 3938 Sl - Sl - -
54 | Dracula dodsonii 3992 Sl Sl Sl Sl -
55 | Dracula dodsonii 4047 - Sl Sl - -
Dracula
ecuagenerensi
56 | porroglosum 4052 - Sl Sl - -
Dracula
57 | erythrochaete 3939 Sl Sl Sl -
Dracula
58 | erythrochaete 3940 Sl Sl Sl - -
59 | Dracula exasperata 3941 Sl Sl Sl Sl -
60 | Dracula felix 3942 Sl Sl - - -
61 | Dracula felix 3943 Sl Sl Sl Sl -
62 | Dracula fuligifera 3944 Sl Sl Sl - -
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63 | Dracula gigas 3945 Sl Sl Sl - -
64 | Dracula gorgona 3946 Sl Sl Sl - -
65 | Dracula gorgona 3947 SI SI SI Sl -
66 | Dracula gorgonella 3897 Sl Sl Sl - -
67 | Dracula gorgonella 4081 - Sl - Sl -
68 | Dracula hawleyi 4066 - - Sl - -
69 | Dracula hirtzii 3948 Sl Sl Sl Sl -
70| Dracula hirtzii 3949 Sl - Sl - -
71| Dracula houtteana 3950 Sl Sl Sl Sl -
72 | Dracula houtteana 3951 Sl Sl Sl Sl -
73| Dracula houtteana 3952 Sl Sl Sl Sl -
74 | Dracula hubeinii 4068 - - - - -
75 | Dracula inaequalis 3870 Sl Sl Sl Sl -
76 | Dracula inaequalis 3887 Sl Sl Sl Sl -
77| Dracula insolita 3953 Sl Sl Sl Sl -
78| Dracula iricolor 3954 Sl Sl Sl Sl -
79 | Dracula janetiae 3902 Sl Sl Sl Sl -
80 | Dracula janetiae 4074 - - - - -
81 | Dracula lemurella 3955 Sl Sl Sl Sl -
82 | Dracula levii 3869 Sl Sl Sl Sl Sl
83 | Dracula levii 3906 Sl Sl Sl - -
84 | Dracula levii 4003 Sl Sl Sl Sl -
85 | Dracula ligiae 4034 - Sl - - -
86 | Dracula ligiae 4064 - Sl Sl Sl -
87 | Dracula lotax 4032 - Sl - -
88 | Dracula maduroi 3891 Sl Sl Sl Sl -
89 | Dracula mantissa 3893 Sl Sl Sl -
90 | Dracula mantissa 4058 - Sl Sl -
91 | Dracula marsupialis 3912 Sl Sl Sl Sl -
92 | Dracula marsupialis 3913 Sl - Sl - -
93 | Dracula marsupialis 4046 - - - - -
94 | Dracula mendozae 3956 Sl Sl - - -
95 | Dracula minax 3957 Sl Sl Sl Sl -
96 | Dracula mopsus 3958 Sl Sl Sl Sl -
97 | Dracula mopsus 4040 - Sl Sl Sl -
98 | Dracula morleyi 4053 - Sl Sl - -
99 | Dracula morleyi 4073 - Sl Sl Sl -
100 | Dracula nosferatum 4049 - Sl - - -
101 | Dracula novarrorum | 4048 - Sl Sl - -
102 | Dracula novarrorum | 4061 - Sl Sl Sl -
103 | Dracula nycterina 3884 Sl - - - -
104 | Dracula nycterina 4078 - - - - -
105 | Dracula octavioi 4075 - - - - -
106 | Dracula olmosii 3959 Sl Sl Sl Sl -
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107 | Dracula olmosii 3960 Sl Sl - Sl
108 | Dracula olmosii 4041 - Sl Sl -
109 | Dracula ophioceps 3961 Sl Sl Sl Sl
110 | Dracula orientalis 3888 Sl Sl Sl Sl
111 | Dracula orientalis 4059 - Sl - Sl
112 | Dracula papillosa 4037 - Sl - Sl
113 | Dracula pholeodytes | 3962 Sl Sl Sl Sl
114 | Dracula pinacensis 3910 Sl Sl Sl Sl
115| Dracula platycrater 3882 Sl Sl Sl Sl
116 | Dracula platycrater 4063 - Sl - Sl
117 | Dracula polyphemus 3991 Sl Sl Sl Sl
118 | Dracula portillae 3876 Sl Sl Sl Sl
119 | Dracula posadarum 3885 Sl Sl Sl Sl
120 | Dracula posadarum 4062 - - Sl -
121 | Dracula presbys 3963 Sl - - Sl
122 | Dracula psittacina 3883 Sl - Sl -
123 | Dracula psyche 4030 - Sl Sl Sl
124 | Dracula pubescens 4072 - - - Sl
125 | Dracula radiosa 3874 - - Sl -
126 | Dracula radiosa 3903 Sl - Sl Sl
127 | Dracula radiosa 3964 Sl Sl Sl -
128 | Dracula radiosa 4002 Sl Sl Sl -
129 | Dracula raven 3873 Sl Sl Sl Sl
130 | Dracula raven 3895 Sl Sl Sl Sl
131 | Dracula ripleyana 3899 Sl Sl - Sl
132 | Dracula robledorum 3890 Sl - - -
133 | Dracula robledorum 4060 - - - Sl
134 | Dracula roezlii 3894 Sl - Sl -
135 | Dracula sauli 4031 - Sl - Sl
Dracula senex
136 | furens 4054 - Sl - -
137 | Dracula sergioi 4069 - - - -
138 | Dracula severa 3965 Sl Sl Sl Sl
Dracula
139 | sibundoyensis 3966 Sl Sl Sl -
140 | Dracula sijmii 4076 - - Sl -
141 | Dracula simia 4036 - Sl Sl -
142 | Dracula smaug 3967 Sl Sl Sl Sl
143 | Dracula sp 3909 Sl Sl Sl -
144 | Dracula sp 3911 Sl Sl - -
145 | Dracula syndactyla 3968 Sl Sl Sl -
146 | Dracula trichroma 3879 Sl Sl - Sl
147 | Dracula tsubotae 3877 Sl Sl - Sl
148 | Dracula tsubotae 3896 Sl Sl - Sl
149 | Dracula tsubotae 4077 - - Sl -
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150 | Dracula tubeana 3993 Sl Sl Sl Sl -
151 | Dracula veleziana 3969 Sl - Sl - -
152 | Dracula velutina 3970 Sl Sl - - -
153 | Dracula venefica 3892 Sl - Sl Sl -
154 | Dracula venosa 3971 - - - - -
155 | Dracula verde 3875 Sl Sl - Sl -
156 | Dracula verticulosa 3972 Sl - Sl - -
157 | Dracula verticulosa 3973 Sl Sl - Sl -
158 | Dracula verticulosa 4042 - Sl - - -
159 | Dracula vespertilio 3974 Sl - Sl Sl -
160 | Dracula vespertilio 4043 - Sl - Sl -
161 | Dracula vierlingii 3975 Sl Sl Sl Sl -
162 | Dracula villegasii 3889 Sl Sl Sl - -
163 | Dracula vinacea 3904 Sl Sl Sl Sl -
164 | Dracula vinacea 4079 - - - - -
165 | Dracula vlad-tepes 3881 Sl Sl Sl Sl -
166 | Dracula wallisii 3976 Sl - Sl - -
167 | Dracula wallisii 4057 - - - - -
168 | Dracula wolwardiae 3977 Sl Sl Sl Sl -
169 | Dracula x olmosii 4039 - Sl - - -
170 | Dracula x rojasi 4051 - Sl Sl - -
171 | Dracula xanthina 4071 - Sl Sl - -
172 | Dracula xenos 4065 - Sl Sl Sl -
Masdevallia
173 | picturata 3980 Sl Sl Sl Sl -
Masdevallia
174 | picturata 3981 Sl Sl Sl Sl -
Masdevallia
175 | picturata 3982 Sl Sl - Sl -
176 | Trisetella sp. 3987 Sl Sl Sl Sl -

Fuente: Los autores, 2018.

Anexo 4. Especies del género Dracula

1 Dracula alcithoe 2 Dracula andreettae 3 Dracula andreettae 4 Dracula chiroptera 5 Dracula chiroptera
Luer & R. Escobar (Luer) Luer (Luer) Luer Luer & Malo Luer & Malo
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Dracula chiroptera Dracula chiroptera 8  Dracula christineana 9 Dracula cordobae 10 Dracula dalessandroi
Luer & Malo Luer & Malo Luer Luer Luer

Dracula dalstroemii 12 Dracula deltoidea 13 Dracula dodsonii 14 Dracula erythrocodon 15  Dracula erythrocodon
Luer (Luer) Luer (Luer) Luer (Luer & Dalstrom) O. Gruss & (Luer & Dalstrom) O. Gruss &
M. Wolfi M. Wolff

Dracula felix Dracula fuligifera 18 Dracula fuliginosa 19 Dracula gigas 20 Dracula x hawleyi

(Luer) Luer Luer Luer (Luer & Andreetta) Luer Luer

22 Dracula hirsuta var. xantina 23

Dracula hirsuta ¥
Luer & Andreetta Luer & Andreetta Luer Luer (Rchb.f.) Luer & R. Escobar

24 Dracula hirtzii var. xantina 25

Dracula hirtzii

[
Dracula x kareniae Dracula lafleurii 28 Dracula lafleurii 29 Dracula lafleurii 30 Dracula levii
Luer y Dalstrom Luer & Dalstrom Luer & Dalstrom Luer & Dalstrom Luer
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31 Dracula lindstroemii 32 Dracula lotax Dracula mantissa Dracula marinii 35 Dracula marsupialis
Luer & Dalstrom (Luer) Luer Luer & R. Escobar Baquero Luer & Hirtz

36  Dracula marsupialis 37  Dracula marsupialis 38  Dracula marsupialis 39 Dracula mendozae 40 Dracula mopsus
Luer & Hirtz Luer & Hirtz var. xanthina Luer & Hirtz Luer &V.N.M Rao (F. Lehm & Kraenzl.) Luer

41 Dracula morleyi 42 Dracula navarroorum 43 Dracula papillosa 44 Dracula x pinasensis Dracula polyphemus
Luer & Dalstrom Luer & Hirtz Luer y Dodson Zambrano & Solano (Luer) Luer

46 Dracula portillae 47 Dracula psyche 48 Dracula rezekiana
Luer & Andreetta (Luer & Andreetta) Luer Luer & Hawle

Dracula simia
(Luer) Luer Baquero & Gary Mey (Schitr.) Luer (Schltr.) Luer

52 Dracula smaug

55  Dracula soennemarkii
Luer & Dalst. Foto: G. Iturralde

53 Dracula sodiroi 54 Dracula sodiroi
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59 Dracula tubeana
(Rchb.F) Luer

Dracula terborchii
Luer & Hirtz

60 Dracula ubangina
Luer

57 Dracula trigonopetala 58 Dracula trinympharum
Gary Mey. & Baquero Luer

64 Dracula woolwardiae 65  Dracula woolwardiae
(F. Lehm. ex Kraenzl.) Luer (F. Lehm. ex Kraenzl.) Luer

Dracula venosa 63
(Rolfe) Luer

61 Dracula vampira 62
(Luer) Luer

Dracula vespertilio
(Rchb.f.) Luer

Nota: Especies del género Dracula descritas en Ecuador.
Fuente: (Baquero & Moncayo, 2017)

Anexo 5. Datos de georreferenciales del género Dracula

Numero  Especie Latitud = Longitud Pais

1 Dracula adriane 5,775000 | -74,341667 | Colombia
2 Dracula alcithoe 1,111367 | -76,961620 | Colombia
3 Dracula alcithoe 0,353922 | -78,478081 | Colombia
4 Dracula amaliae 2,970513 | -76,897907 | Colombia
5 Dracula andreettae 0,894288 | -78,114286 | Ecuador

6 Dracula andreettae 1,033333 | -78,216777 | Ecuador

7 Dracula andreettae 4,777589 | -76,271864 | Colombia
8 Dracula anicula 6,373635 | -75,700155 | Colombia
9 Dracula anthracina 4,643172 | -74,103432 | Colombia

10 Dracula aphrodes 4,507561 | -76,247935 | Colombia
11 Dracula astuta 9,863809 | -83,916194 | Costa Rica
12 Dracula bella 6,730719 | -76,043046 | Colombia
13 Dracula bellerophon 5,707777 | -75,307777 | Colombia
14 Dracula benedictii 5,690917 | -75,291893 | Colombia
15 Dracula benedictii 6,063024 | -75,338229 | Colombia
16 Dacula berthae 5,804726 | -73,519038 | Colombia
17 Dracula brangeri 5,996188 | -73,006010 | Colombia
18 Dracula carcinopsis 4,501804 | -76,457529 | Colombia
19 Dracula chestertonii 3,291918 | -76,737814 | Colombia
20 Dracula chimaera (chocd) | 5,095274 | -76,355602 | Colombia
21 Dracula chimaera (cauca) | 2,699759 | -76,895479 | Colombia
22 Dracula chiroptera -0,228659 | -78,795795 | Ecuador

23 Dracula chiroptera 1,190289 | -77,991681 | Colombia
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24 Dracula circe 6,028172 | -75,431355 | Colombia
25 Dracula citrina 6,708397 | -76,135704 | Colombia
26 Dracula cochliops 1,158986 | -76,862313 | Colombia
27 Dracula cordobae -3,598662 | -79,819634 | Ecuador
28 Dracula cutis-bufonis 5,778975 | -75,323792 | Colombia
29 Dracula dalessandroi -4,450166 | -79,154722 | Ecuador
30 Dracula dalstroemii 0,807317 | -78,020364 | Ecuador
31 Dracula decussata 5,724280 | -76,045364 | Colombia
32 Daracula deltoidea -4,130022 | -79,075319 | Ecuador
33 Dracula diabola 5,813283 | -73,484747 | Colombia
34 Dracula diana 3,919267 | -76,595056 | Colombia
35 Dracula diana 5,775550 | -74,341700 | Ecuador
36 Dracula dodsonii -0,226685 | -78,771271 | Ecuador
37 Dracula dodsonii 0,066777 | -78,666777 | Ecuador
38 Dracula dodsonii -0,231444 | -78,802800 | Ecuador
39 Dracula erythrochaete 10,146689 | -84,245487 | Costa Rica
40 Dracula erythrochaete 8,822997 | -82,446348 | Panama
41 Dracula exasperata 1,201794 | -76,784504 | Colombia
42 Dracula fafnir -3,895380 | -78,688574 | Ecuador
43 Dracula felix -0,233196 | -78,765403 | Ecuador
44 Dracula felix 0,886190 | -78,406226 | Ecuador
45 Dracula felix 1,205427 | -78,010928 | Colombia
46 Dracula fuligifera -1,402480 | -78,142012 | Ecuador
47 Dracula gastrophora -0,169863 | -78,698442 | Ecuador
48 Dracula gigas -0,925520 | -78,117919 | Ecuador
49 Dracula gigas 3,740952 | -76,228232 | Colombia
50 Dracula gorgona 5,928088 | -76,193899 | Colombia
51 Dracula gorgonella 5,558834 | -75,901618 | Colombia
52 Dracula hawleyi 0,877492 | -78,129920 | Ecuador
53 Dracula hirsuta -3,640616 | -78,642229 | Ecuador
54 Dracula hirtzii -0,048749 | -78,686922 | Ecuador
55 Dracula hirtzii 0,272169 | -78,573111 | Ecuador
56 Dracula hirtzii (colombia) | 1,527761 | -77,576269 | Colombia
57 Dracula houtteana 6,314068 | -76,123096 | Colombia
58 Dracula houtteana 6,028729 | -75,446322 | Colombia
59 Dracula houtteana 5,217778 | -76,039390 | Colombia
60 Dracula inaequalis 5,893044 | -76,142553 | Colombia
61 Dracula inaequalis 3,768978 | -76,695621 | Colombia
62 Dracula incognita 7,020012 | -76,069042 | Colombia
63 Dracula insolita 3,739202 | -76,251852 | Colombia
64 Dracula trichrooma 6,175710 | -75,530701 | Colombia
65 Dracula trichrooma 2,940885 | -76,450429 | Colombia
66 Dracula trichrooma 1,171018 | -76,875818 | Colombia
67 Dracula trichrooma 0,898256 | -78,115740 | Ecuador
68 Dracula trichrooma 0,413129 | -78,788736 | Ecuador
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69 Dracula janetiae -9,322055 | -75,760203 Peru
70 Dracula lafleurii 0,268885 | -78,627984 | Ecuador
71 Dracula lehmanniana 2,537262 | -77,105888 | Colombia
72 Dracula lemurella 7,111945 | -75,557774 | Colombia
73 Dracula levii 0,841968 | -78,035522 | Ecuador
74 Dracula levii 1,033333 | -78,216700 | Ecuador
75 Dracula levii 1,143210 | -77,857287 | Colombia
76 Dracula ligiae 6,237908 | -75,580386 | Colombia
77 Dracula lindstroemii 0,897766 | -78,111814 | Ecuador
78 Dracula lotax -1,446098 | -78,082883 | Ecuador
79 Dracula lotax -2,734169 | -78,417626 | Ecuador
80 Dracula mantissa -0,221097 | -78,765623 | Ecuador
81 Dracula mantissa 5,775000 | -74,341700 | Ecuador
82 Dracula mantissa 1,219736 | -77,959264 | Colombia
83 Dracula marsupialis -0,048386 | -78,741822 | Ecuador
84 Dracula minax 6,278360 | -75,681895 | Colombia
85 Dracula mopsus -3,676222 | -79,613780 | Ecuador
86 Dracula mopsus -1,054122 | -80,669564 | Ecuador
87 Dracula mopsus -1,080058 | -79,212728 | Ecuador
88 Dracula morleyi 0,317142 | -78,514012 | Ecuador
89 Dracula navarroorum 0,006543 | -78,680835 | Ecuador
90 Dracula navarroorum 0,006222 | -78,673946 | Ecuador
91 Dracula nosferatu 5,905476 | -75,329689 | Colombia
92 Dracula nycterina 6,777925 | -76,143547 | Colombia
93 Dracula nycterina 6,166631 | -74,950906 | Colombia
94 Dracula octavioi 1,221003 | -76,099734 | Colombia
95 Dracula ophioceps 2,486364 | -76,396643 | Colombia
96 Dracula orientalis 7,330653 | -72,472537 | Colombia
97 Dracula ortiziana 3,730627 | -76,263583 | Colombia
98 Dracula papillosa 0,876292 | -78,721589 | Ecuador
99 Dracula pholeodytes 5,752350 | -73,440679 | Colombia
100 Dracula platycrater 5,344474 | -75,440085 | Colombia
101 Dracula platycrater 6,059170 | -75,180817 | Colombia
102 Dracula platycrater 6,550000 | -76,316700 | Colombia
103 Dracula platycrater 5,881099 | -76,217538 | Colombia
104 Dracula polyphemus -0,221102 | -78,772640 | Ecuador
105 Dracula polyphemus 0,276687 | -78,451890 | Ecuador
106 Dracula portillae -2,905012 | -78,719647 | Ecuador
107 Dracula posadarum 6,310346 | -76,122180 | Colombia
108 Dracula presbys 6,550720 | -75,834879 | Colombia
109 Dracula psittacina 6,195313 | -75,548284 | Colombia
110 Dracula psittacina 6,062817 | -75,493039 | Colombia
111 Dracula psittacina 4,582105 | -74,363364 | Colombia
112 Dracula psyhe 0,901667 | -78,113979 | Ecuador
113 Dracula pusilla 15,600721 | -90,154164 | Guatemala
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114 Dracula pusilla 15,078753 | -90,412523 | Guatemala
115 Dracula pusilla 16,096440 | -91,707976 México
116 Dracula pusilla 13,253639 | -85,673421 | Nicaragua
117 Dracula pusilla 10,102375 | -84,045191 | Costa Rica
118 Dracula pusilla 8,778896 | -82,367647 | Panaméi
119 Dracula radiela 0,840450 | -78,029783 | Ecuador
120 Dracula X radiosyndactyla | 1,155751 | -77,978141 | Colombia
121 Dracula radiosa 7,034933 | -76,260891 | Colombia
122 Dracula radiosa 0,291113 | -78,493664 | Ecuador
123 Dracula rezekiana -3,935848 | -78,570481 | Ecuador
124 Dracula rezekiana -2,866777 | -78,366111 | Ecuador
125 Dracula ripleyana 8,450000 | -84,825000 | Costa Rica
126 Dracula robledorum 6,244753 | -76,176501 | Colombia
127 Dracula roezlii 6,060112 | -75,406630 | Colombia
128 Dracula roezlii 5,295679 | -75,888479 | Colombia
129 Dracula sergioi 6,765752 | -76,175374 | Colombia
130 Dracula severa 6,960984 | -76,094556 | Colombia
131 Dracula sibundoyensis 1,209966 | -76,898197 | Colombia
132 Dracula sibundoyensis 0,500000 | -77,500000 | Ecuador
133 Dracula simia -4,050817 | -79,043635 | Ecuador
134 Dracula sodiroi -0,216699 | -78,793432 | Ecuador
135 Dracula sodiroi 0,012063 | -78,681687 | Ecuador
136 Dracula syndacyla 1,157840 | -77,979218 | Colombia
137 Dracula trinympharum 0,897567 | -78,114039 | Ecuador
138 Dracula tubeana -0,223179 | -78,771199 | Ecuador
139 Dracula ubangina -0,038813 | -78,781204 | Ecuador
140 Dracula vampira -2,166667 | -81,833333 | Ecuador
141 Dracula velutina 6,675031 | -76,183712 | Colombia
142 Dracula venefica 5,775550 | -74,341666 | Colombia
143 Dracula venosa -0,859479 | -78,084545 | Ecuador
144 Dracula verticulosa 3,733312 | -76,247692 | Colombia
145 Dracula vespertilio - - Colombia
146 Dracula vespertilio 1,000000 | -78,733333 | Ecuador
147 Dracula vinacea 5,801933 | -73,471823 | Colombia
148 Dracula vlad-tepes 5,983340 | -73,216590 | Colombia
149 Dracula wallisii 6,772631 | -76116448 | Colombia
150 Dracula woolwardiae 0,273453 | -78,646709 | Ecuador
151 Dracula xenos 3,541711 | -76,743556 | Colombia
152 Dracula antonii - - Colombia
153 Dracula barrowii -9,250000 | -74,958333 Peru
154 Dracula callitrix - - -

155 Dracula carlueri 8,450000 | -84,816666 | Costa Rica
156 Dracula christineana 2,166666 | -81,833333 | Ecuador
157 Dracula deniseana -9,250000 | -74,958333 Peru
158 Dracula fuliginosa -2,166666 | -81,833333 | Ecuador
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159 Dracula immunda 8,441666 | -80,108333 | Panama
160 Dracula inexperata 8,450000 | -84,816666 | Costa Rica
161 Dracula kareniae 0,894050 | -78,105855 | Ecuador
162 Dracula leonum -9,250000 | -74,958333 Peru
163 Dracula maduroi 8,450000 | -84,816666 | Costa Rica
164 Dracula maduroi 8,441666 | -80,108333 | Panama
165 Dracula mendozae -2,166666 | -81,833333 | Ecuador
166 Dracula nigritella -2,166666 | -81,833333 Ecuador
167 Dracula olmosii 8,441666 | -80,108333 | Panama
168 Dracula pileus 5,775000 | -74,341666 | Colombia
169 Dracula pubecens -2,166666 | -81,833333 | Ecuador
170 Dracula rojasii - - -

171 Dracula saulii -9,250000 | -74,958333 Peru
172 Dracula schudelii - - Ecuador
173 Dracula senex-furens - - -

174 Dracula sijmii 1,009359 |-78.238.668 | Ecuador
174 Dracula terborchii 1,009359 |-78.238.668 | Ecuador
176 Dracula tsubotae 5,775000 | -74,341666 | Colombia
177 Dracula veleziana 5,775000 | -74,341666 | Colombia
178 Dracula villegasii 5,775000 | -74,341666 | Colombia

Fuente:(“Tropicos,” 2018) (Luer, 1993).
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Arbol filogenetico con la secuencia cloropfiastica matK con la técnica Maximum
Likelihood y método Jukes-Cantor del género Dracula
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Anexo 6. Arbol filogenético comparativo con el gen matK y método Jukes-Cantor del género Dracula
Fuente: Datos procesados con el software MEGA7 (Kumar et al., 2016).
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