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Resumen

Santanderella, es un nuevo género de orquidea de colombia con la especie tipo
santanderella amado-rinconiana, la cual fenotipicamente esta relacionada con
Notylia y con Macroclinium. Se realiz6 un anlisis filogenético molecular utilizando
secuencias de ADN del cloroplasto (matK-trnK )y secuencias de ADN ribosomal
(ITS1-5.8S-ITS2). También se desarrollo un andlisis filogenético combinando los
datos moleculares y los datos de los caracteres morfoldgicos que se usan como
clave taxondmica. Los resultados sugieren que Santanderella es un nuevo género

desde el punto de vista fenotipico, ecologico y molecular, que no puede incluirse
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dentro del género Macroclinium ni en el género Notylia que ademas es una

espécie endémica colombiana.

Abstract

Santanderella is a new genus of orchid from Colombia with the species
santanderella amado-rinconiana, which is related phenotypically to Macroclinium
and Notylia. We conducted a molecular phylogenetic analysis using chloroplast
DNA sequences (matK-trnK) and ribosomal DNA sequences (ITS1-5.8S-ITS2).
Also, we developed a phylogenetic analysis combining molecular data and
morphological data that are used as taxonomic key. The results suggest that
Santanderella is a new genre from the phenotypic, ecological and molecular point
of view, which cannot be included within the Macroclinium or Notylia genre, which

is also an endemic species in Colombia.
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Introduccién

Se recolectd una planta de orquideas perteneciente a la subtribu Oncidiinae

(sensu R. Dressler, 1981) y que muestran afinidad con los géneros Notylia Lindl. y



Macroclinium Barb. Rodr. Esta planta fue recogida por Jonathan Amado en

Floridablanca, Santander, (Colombia) y reportada por Orlando Rincén en 2009.

Una serie de caracteres de este especimen mostrd afinidad con especies de

Notylia:

planta epifita, cespitosa, con seudobulbos unifoliados.
- Hojas conduplicadas (dorso- ventralmente aplanadas).
- Inflorescencia en racimo plurifloro, péndulo.

- Antera dorsal, bastante grande.

- Polinario con estipite estrecho y alargado

- Estigma ventral, como fisura estracha longitudinal

Muchos de estos caracteres se encuentran también en el género Macroclinium, sin
embargo, la estructura de la columna y los polinios, en adicién a las caracteristicas
de los sépalos y pétalos, y en especial de los labios, presentan marcadas

diferencias en comparacion con las de los géneros cercanos.

La Santanderella tiene algunas caracteristicas fenotipcas particulares como son
tener flores que no se abren completamente (lo que parece ser una condicion
general de todas las plantas de esta especie visto por los coleccionistas), con los
sépalos y pétalos estrechos, y un labio que es diferente de todas las formas de
labios "notyliiformes” vistos hasta ahora. Este es muy estrecho, con un par de
pequefios l6bulos redondeados en la base, luego se vuelve estrecho de nuevo, y
luego se ensancha un poco, con un apice subagudo. No hay callo. (caracteristica

gue es comun a las flores d Macroclinium). La columna es relativamente corta, con



una parte basal en el terete y se ensancha apicalmente en dos alas obtusas
irregulares que se fusionan ventralmente formando un angulo agudo. Hay una
clinandrio con paredes bastante altas y en el interior de la cavidad del rostelo se
destaca, que es espesa y alta en la base y se extiende hacia delante en una punta
aguda. La columna no se dobla hacia atras como en la mayoria de las especies de
Notylia. En la parte ventral del rostelo, el estigma puede ser visto como una
estrecha rendija. La antera es similar a las conocidas en Notylia y Macroclinium.
Sin embargo, los polinios son mas notables. Hay dos polinios, como en todos los
Oncidiinae, pero a diferencia de las polinios de Notylia y Macroclinium, los de
“Santanderella” son bastante grandes, alargados, aplanados y concavos. Este tipo
de polinios, por lo que sabemos, no se encuentra en ninguna especie conocida
hasta ahora, de Notylia o Macroclinium. Los géneros de la subtribu Oncidiinae
cercanos a Notylia y macroclinium han sido definidos y caracterizados de
diferentes maneras a nivel fenotipico, como puede verse en el estudio publicado
por Pupulin (1997. Segun éste estudio, la principal diferencia entre Notylia y
Macroclinium radica en la forma de las hojas: dorso-ventralmente aplanadas
(Notylia) vs lateralmente aplanadas (Macroclinium). Las hojas de “Santanderella”
las espcie que nos ocupa son dorso-ventralmente aplanadas, pero son en forma
de V. Todo el andlisis fenotipico puede ser consultado en Orquideologia (Medellin)

27(2): 167-178, 2011 (sub 2010) (Ortiz, 2011).

Por tanto, llegamos a la conclusiéon que habia que establecer un nuevo género
para acomodar ésta nueva especie dentro de éste. Aungue el establecimiento de

nuevos géneros monotipicos no es lo ideal, pero las claves taxonomicas



establecidas para clasificar cada género en algunos casos muestran que hay
espcies que no pueden ser clasificados dentro de ninguno de los géneros
conocidos actualmente.por otra parte, no es el Gnico género monotipico dentro de
este grupo algunos que se pueden nombrar son: Notyliopsis, Sarmenticola,

Chelyorchis, Hintonella, Hofmeisterella y Schunkea.

Con el fin de esclarecer la poscision filogenética de ésta nueva especie, se
procedi6 realizar un analisis molecular con codigos de barras de ADN (marcadores
plastidicos y nucleares matK-trnK e ITS1-5.8S-ITS2) para determinar las
afinidades filogenéticas de este eventual nuevo género con otras especies de

orquideas de la misma subrtibu, reportadas por nosotros y otros en el GenBank.

Materiales y Métodos

Seleccién de taxones y muestras

Se seleccionaron 25 muestras cada una representativa de una especies endémica
de la subtribu Oncidiinae (Notylia incurva, Macroclinium xiphophorum, Oncidium
cultratum, Oncidium pyramidale, Oliveriana ortizii, Notyliopsis beatricis,
Odontoglosum luteopurpureum, Oncidium globuliferum, Oncidium carthagenense,
Oncidium fuscatum, Brassia sp, Macradenia brassavolae, Oncidium lanceanum,
Telipogon nervous, Trichocentrum pulchrum, Otoglossum sp, Psychopsis

krameriana). Las muestras de “Santanderella” seran recolectadas por el padre



Pedro Ortiz Valdivieso en Floridablanca (Sant.) y Bucaramanga (Sant.) y las
restantes seran aportadas por la coleccion personal del padre Ortiz o bien del
Herbario de la Pontificia Universidad Javeriana (HPUJ) y éstas especies seran

clasificadas con el criterio taxonomico del padre Pedro Ortiz Valdivieso, S.J.

Para el andlisis filogenético se utilizaron secuencias tomadas del genebank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene de taxones cercanos a los géneros problema:

Macroclinium, Notylia y Santanderella, para hacer un muestreo mayor y conocer
cual de éstos era mas cercano con el nuevo género en cuanto a distancias
genéticas. Se utilizaron las secuencias de la especie Maxilaria aciantha como

grupo externo (outgroup) ya que pertenece a la subtribu Maxillariinae

Extraccién de ADN y Amplificacién

Las muestras frescas (hojas o flores completas) se colectaron en bolsa ziploc y
posteriormente se enviaron al laboratorio para se preservaran a -20°C en
presencia de silica gel. La extracciéon de ADN y amplificacion de los tres genes
utilizados (trnL-F, matK e ITS1 y 2) se realizaré a partir del método modificado y
publicado por el grupo del Instituto de Genética Humana en la caracterizacion de
diferentes géneros de orquideas a partir de material fresco (Quintanilla et al, 2010;

2011).

Secuenciacion de los productos amplificados

Se realizar6 la purificaciéon de los amplificados con el método de etanol. Las

secuencias se analizaron utilizando los software Sequencer 4.8 ®. El alineamiento


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

de las secuencias se hizo utilizando el programa BioEdit v. 7.0 (Sequence

Alignment Editor) (Hall y col, 1999).

Andlisis filogenético

Para calcular las distancias genéticas de los datos de secuencias como los
modelos propuestos por Jukes and Cantor (1969) y Kimura (1980). Se utilizaré el
programa PHYLIP v. 3.68 (Phylogeny Inference Package) (Felsenstein 1993).
Para inferir los filogramas de de maxima probabilidad o verosimilitud y de maxima
parsimonia se utilizo el programa PAUP version 4.0 (Swofford, 2002.), asi como el
programa TREEVIEW v.1.6.6 (Page R.D:M, 2001) para visualizar los arboles

filogenéticos.

Resultados

Se obtuvieron secuencias para los dos marcadores en todas las muestras
seleccionadas para realizar el analisis. Se procedio a realizar el analisis
filogenético primero con cada marcador por separado, luego combinando los dos
marcadores para realizar una busqueda heuristica mas potente y después
utilizando los marcadores moleculares y los caracteres morfologicos mas

relevantes d elas especies en cuestion (Pridgeon, 2009; Chase 2005)

Analisiscon ITS 1y 2.

La correspondiente busqueda de maxima parsimonia (MP) para el marcador
nuclear ITS1 y 2 dio como resultado 3.414 arboles de 179 pasos (Cl (indice de

consistencia) = 0,65; RI (indice de retencion) = 0,82). La matriz alineamiento dio



como resultado 558 caracteres de los cuales el 7.9% eran parsimoniosamente
informativos. La busqueda de maxima verosimilutud (ML) llevd a un arbol con -InL
= 1807.26573. Las topologias obtenidas a través de la MP y ML andlisis fueron
congruentes con respecto a todos los clados con un soporte de las ramas alto. En
éste analsis la Santanderella se ubico en un clado genético alejado de los géneros

Notylia y Santanderella.

Analisis con matK-trnK

La correspondiente busqueda de maxima parsimonia (MP) para el marcador
plastidico MatK dio como resultado 9543 arboles de 412 pasos (Cl = 0,43; Rl =
0,75). La matriz alineamiento dio como resultado 1194 caracteres de los cuales el
10% eran parsimoniosamente informativos. La busqueda de maxima verosimilutud
(ML) llevo a un arbol con -InL = 1678.39578. Las topologias obtenidas a través de
la MP y ML analisis fueron congruentes con respecto a todos los clados con un
soporte de las ramas alto. En éste analsis la Santanderella se ubico en un clado

genético alejado de los géneros Notylia y Santanderella.

Andlisis combinado con el marcador nuclear y el marcador plastidico

En la prueba de hipétesis alternativa donde se Compararon los resultados mas
optimos de los mejores arboles y tambien los mejores arboles, dada la hipothesis,
se utilizaron la prueba de templeton (topologia con ITS, p<0.0001; topologia con
matK, p=0.34) y la prueba de incongruencia de longitud ILD (del ingles
Incongruence Length Diference) (P=0.001) sugerian que las topologias obtenidas

utilizando los marcadores por separado generaban organizacion de los clados no



congruentes, por lo que era necesario utilizar los marcadores en un analisis
combinando las secuencias obtenidas en las diferentes especies con los ods
marcadores, con el fin de obtener relaciones filogenéticas onsistentes entre

especies en los filogramas realziados bajo el algortimo de MP y bajo ML

Los datos obtenidos en el analisis combinado (ITS y matK-trnK) contenian muchos
“gaps” o vacios (superiores a 20 pb) y produjo una matrix de alineamiento de 1611
caracteres. El andlisis de MP (méxima parsimonia) para los dos marcadores
combinados resulto en 6478 arboles con 749 pasos con un Cl de 0.52 y un Rl de
0.73; en general, el 17.9% de los sitios incluidos en el analisis fueron informativos.
En éste andlsis la Santanderella se ubico en un clado genético alejado de los
geéneros Notylia y Santanderella y en un clado mas cercano al “outgroup” o grupo

control Maxilliaria aciantha.

Discusioén

El especimen estudiado morfolégicamente es una especie inusual,(Ortiz, 2011)
ademas posee caracteristicas ecologicas que hacen pensar que se trata de una
nuevo género. El hébitad y las caracteristicas florales de ésta especie podria
considerarse un puente en la brecha entre Macroclinium y Notylia , sin embargo, el
analisis molecular combinado entre los marcadores nucleares y plastidicos
muestra que la Santandrerella no pertenece al género Notylia ni al género
Macroclinium. Todos los filogramas realizados demostraron que Santanderella es

un nuevo grupo al ser comparado con otros géneros de la subtribu Oncidiinae. Las



claves taxondmicas actuales que clasifican a las orquideas de éstos géneros no
pueden ubicar a la Santanderella como una especie de ninguno de los géneros
que existen dentro de la subtribu Oncidiinae (Pridgeon, 2009), por tanto, se
concluye que a nivel molecular y a nivel fenotipico la Santanderella amado-
rinconiana claramente es un nuevo género que no pertenece ni al género Notylia
ni al género Macroclinium y que se ubica dentro de la subtribu Oncidiinae

(Quintanilla, 2011).

Se hace necesario realizar los andlsis filogenéticos combinando marcadores
plastidicos y marcadores nucleares, debido a la historia evolutiva intriseca de cada
uno de ellos en cada individuo y a lo largo del tiempo de evolucion de la especie,
también es importante tener en cuenta para realizar éste tipo de andlisis
moleculares la informacién morfolégica del individuo, la cual es una informacion

valiosa para poder definir las claves taxondmicas de una especie.
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