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RESUMEN

Observaciones preliminares efectuadas en una comunidad
mixta de frailejones (plantas dominantes del Féaramo Andiﬁo)
evidencian la presencia de individuos con habito intermedio entre
las especies : Espeletia batata Cuatr y £. Schultzii Wedd. Ambas
especies presentan picos de floracidn solapados, comparten
algunos polinizadores y en ciertos lugares del Faramo superponen
su distribucidén espacial ,todo esto aumenta las posibilidades de
aparicidan de eaxocruces interespecificos con la consiguiesnte
formacidn de individuos "hibridos".

Para svidenciar &)l posible flujo gen#tico entre estas
dos especias hemos escogido un sitio de confacta ubicado en el
Paramo de las Cruces o de Fiedras Blancas (89 4'27" Ny 70°
917 27" W) en la via que conduce a la poblaci¢gin de Pinango en el
Edo. Merida. El estudio consistid en tomar una muestra de 10
individuss hibridos vy 10 individuns de cada especie parental,
para un total de 30 ejemplares, todaos pertenecientes a una misma
clase de tamafic y en estado repraoductivo. Se tomaron datos
morfométricos del aparato reproductivo y muestras de capitulos
para un analisis quimico. El analisis guimico consistid en
realirar una marcha de separacion de flavonoides y la fraccidén
acuoso~metandlica resultante fue cromatografiada sobre celulosa
en mode bidimensional, para luego establecer los Rf de los
diferentes componentes presentes por medio de revelada a ta luz
ultravioleta (360 nm) y/o con vapores de a&oniaco. Fartiendo de

estozs resultados se construyd wna matriz de presencia y ausencia



de flavonoides.

El anadlisis de 1los resultados con técnicas de
componentes principales y de taxonomia numérica muestran que los
hibridos estudiados son efectivamente intermedios en sSus
caracteres biométricosa. El analisis fitoquimico preliminar
muestra la presencia de los compuestos parentales en ios
hibridos, as¢i como también la ocurrencia de nuevos compuestos
(debido posiblemente a la desrepresidn de vias biosinteticas ).
La alta afinidad quimica entre los hibridos vy uno’ de los

parentales evidencial introgresidn.

En relacion a larféftiiidad'natural y germinacidn se
observa un alto “vigor hibrido" en los individuos intermedios vy
valores relativamente bajos de fertilidad para todo el "complejo

de especias".

A pesar de gue los resultados aqui no son efinitivos,
estos sugieren la existencia de flujo genético entre las dos

especies estudiadas.



I.— INTRODUCCION



La hibridaciédn es &)l intercambic de genes antre
poblaciones o especies distintas., Este intercambio e=ti asociado
con un aumento en la heterociqosidad de los individuos
resultantes, debido a l1a formacidn de nuevas
recombinaciones: “creacion de nuevos genctipos’ (S8tebbins 1966,196%;
Mayr 1968), susceptibles de ser seleccionados favorablemsnte o no
por el ambiente. Estas nuevas recombinaciones incrementan al
tamafio del pool genéticeo traduciéndose @n Algunos CasOS Comol
aunentos en la fracuencia de variantes morfologicas y/o morfos
con grados de adaptabilidad diferenciales. S5in embargo en 1la
naturaleza las especies han desarrollado, a lo largo de su
"historia avolutiva" fuertes mecanismos de aislamiento
reproductivo ( Dobzhanaky 12703 Dobzhansky et al. 1977}, fendmeno
éste que se ha interpretado como un mecanismo de optimizacion de
la energia destinada a los eventos reproductivos, dado gue

generalmente los hibridos formados resultan infértiles.

Mayr 19468; Briggs v Walters 1969; Dobzhansky 1970 entre
otros, spstienen, que en los ambientes perturbados y/0 recientes
los fendmenow de hibridacidn son muy comunes, resultando este
hecho en una ventaja selectiva, puesto que al produci ® una
amplia gama de genotipos y de existir cambios ambiehtales la

i
seleccion natural podré "filtrar" individuos con mayor “fitness".

El casc de hibridacidn gue pretendemos caracterizar en
este trabajo tiene como escenario natural el ecosistema Féaramo vy

las poblaciones involucradas son las ,especies del genera

Espeletia alli presentes.



El medio ambiente Pdramoc parece presentar lag
condiciones ambientales, gque se postulan favaorecen a eventos de
hibridacion ratural;y vyva que se tienen evidencias de haber
acurride grandes fluctuscicnes ambientales durante el Pleistoceno
Willeumieur 1971; Schubert 1274,197%; Salgado-Labouriau 1976) lo
que, rvolutivamente, caracteriza esta formaciéon como muy
reciente.

Por otro lado estas fluctuaciones ambientales han
debido mer fa:fores decisivas en la interrupcidn de los procesos
de lspnciatibn d& su flora v de su fauna, de manera que es de
esperar fue Espeletia, pl;ntas dominantes y endémicas de estos
ambientes, no hayan podido eatablecer barreras definitivas de
incompatibilidad genédtica en el tiempo-evolutive, trayendo como
consecuencia que en la actualidad sea un grupo en franca

radiacion adaptativa {Cuatrecasas 1976,1%7%).

El género Espeletia pertenece a la familia
Compositae (Tribu Heliantheae); se& erncuentra distribuido en
Venezuela en Loe Andes v en la Cordillera de La Costa en el
Eda. Hirandi, .en la Cordillera de Colombia v @n la Frovincia de
Carchi, Ecuador (Smith y Koch 1%33)., Es un grupo endémico de la
alta montadia tropical con una gran gama de adaptacionas
ecoldgicas, morfolégicas y fisioldgicas gue le han permitido
colonizar el ambiente Paramo (Cuatrecasas 1948,1974,1979; Baruch
19793 Estrada-1979,l993; Manasterio 1783; Ortega 1932; Goldstein
y Meinzer 19833 Rada et al. 1%85; Boldstein et al. 1985;
Guariguata 19853 Torres 197%9; Farifias vy hunasterio 1980, entre

otros, el cual presanta amplias restrictiones ambientales.



Por otro lado se observa gque muchas de estas especies
superponen su distribucion espacial, su floracidn, y cuando es el
casg, comparten algunos de sus polinizadores. Ademas an aste
grupo de plantas a8 muy frecusnte encontrar poblaciones con
habito intermedio can rasspecto a supusstas poblacioches
parentales. En base a todo ssto nos planteamos la hipdtesis de

que estas poblaciones intermedias sean hibridas.

En el pressente trabajo nos concretaremos al caso
particular de dos especies: Espeletia batata Cuatr y E. Schultzrii
Wedd. Ewtas especies superponen sus picos de floracidn en los
meses de septiembre-octubre-noviembre y comparten algunos de sus
polinizadores £. Schultzii presenta wna amplia distribucién
altitudinal que va desde los 2100 a los 4200 msnm; =n cambio E.
batata presenta una distribucion mas restringida, sin embargo
ambas especies superponen su distribucion espacial en diferentes
lugares del Paramo y cuando esto ccurre es usual encantrar

poblaciones de habito intermedio.

Este trabajo ses2 ha plantwado buscar evidencias del

fluijo genético entre las dos especies mencionadas mediante:

1- La caracterizacidan morfomatrica de las poblaciones

parentales vy las hibrides.

2- La exploracién preliminar de la ocurrencia de compuestos
fendlicos y en especial flavonoides en las infiorescencias, para

ser usados coma marcadores del fluijo genético.



3- La estimacion preliminar de los grados de fertilidad natural
y germinacion tanto en poblaciones parentales como en los

hibridos.



IX.— MATERIALES Y METODOS



I1.1.— AREA DE ESTUDIO

El Area de estudio se encuentra situada aproximadamente a
14 km del picoa El1 Aguila en la via que conduce al poblado de
Pidango, en el Paramo de las Cruces (8% S54°27" N y 700 51 27"
W), en la formacidan Sierra de la Culata a 4300 msnm Fig N i. La
localidad muestreada =std circunscrita en uwn perimetro de
aproximadamente 400 m< y la comunidad vegetal gque la conforma
estd integrada por los elementos tipicos del Paramc Altiandino
descritas en la literatura (Monasterio 1979,1980) Fig N® 2. EIl
primer estrato esta constituido por rosetales perennifolias del
género Espeletias E. timatenszis, E£. spicata, E. semiglobulata v
£E. =schuitzrii. Un segundo estrato por elementos lefosos como
Hypericum larfcitolium y forma sesil caulirrosula como E. batata.
tin tercer estrato se encuentra representado por plantas de cojin
o elementos mas pequefos como Draba chionophylla, Hortia
meridensis, Arenaria szp., Acliachne pulvinata, Azorrela jullianii

y Cerastium cephalanthun entre otros.

17.2.~- CLIMA

lLos datos climatoldgicos del punto mas cercano a nuestro
lugar de estudio son los registrados en la estacion meteoraldagica
del pico El Aguila situada a 82 52" N y 709 48" W a 4118 msnm. De
los cuales existen registros desde el afio 1938.
.

La localidad del Pico El Aguila presenta una precipitacidn

media anual de 847 mm, distribuida en un patron unimadal
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(Monastaria vy Reyes 1580). Fig. NY 3. La temperatura media anual
e de 2.8°C, con una ogscilacidn diaria més importante que la
anual.En este ecosigtema la egstacidm hdameda y seca son  muy
contrastantes. La estacidn seca se prolonga desde Diciembre hasta
Marzo con wuna precipitacidn de 76 mm, mientras que los meses
humedos van desde Mayo hasta Agosto vy los meses restantes
presentan condiciones intermedias.

Los niveles de radiacidan solar en los dias despejados
estan en el orden de 16 a 17 Kcal/cmg, sin embargo se encuentran
diferencias qﬁta:innaleﬁ: para un mes de estacidn humeda oscila

entre 10 vy 13 kcal /eme ¥y para la estacidn seca los valores pueden

oscilar entre 14 vy 15 kcal /cm® (Monasterio 1983).

En la época seca los suelos estan zometidos a
fluctuaciones diarias de hielo-deshielo formando continuos
eventos de solifluxian (Malagdn 1983), este hecho es un  factor

muy importante en la distribucién y cohertura de la vegetacidn.

I1.3.~ DESCRIPCION DE LOS TAXA

Las dos especie=s estudiadas E. schultzii y E. batata
presentan habito morfolidgico muy contrastante y facil de separar
en dos morfaos. E£. katata es una especie del tipo policarpica,
sésil, caulirrosula v CETQ caracteristica mas resaltante es un

biotipo enano de aproximadaahgte 1% a 30 cm de altura y presenta

N\
un gran tronco subterranec en forma de tuperculo parecido a una
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batata (Ipomoea sp.) de donde se ha originado su nombre
especifico. Fresenta una sola inflorescencia terminal por eje, de
color amarillo muy llamatiwvo; los ejes que en la mayoria de los
cas0s no son mads de diez, y se encuentran formando un angulo entre
40 y 609,Fig N° 4,
Espeletia schultzii es del tipo policarpica,

caulirrosula pero de un mayar porte, llegando a alcanzar 1,30 m
de altura. Presenta un sistema de inflarescencias 1lamada
sinflorescencias axilares en un numero superior de 30 por eje,
los capitulos son de un color amarillo intenso.Posee un tallo
subterraneo mucho mas pequefo que el de E.batata Fig. N° S.

Los hibridos naturales entre estos dos taxa presentan
hédbito morfoldgico intermedio:tres inflorescencias por eje,
un porte de tamafio medio y un tronco subterraneoc con caracteristicas

mixtas. Fig. N9 & y 7.

De los tres marfos se procedid a herborizar ejemplares
de referencia, los cuales se depaositaron en el Herbario
Internacional de la Facultad de Farmacia (MERF). Duplicados de
éstos, fueron enviados al especialista del génerro Dr. Jasé

Cuatrecasas quien en su agpinion concuerda con nosotras,que los

individuos de hdbito intermedio son hibridos naturales.entre E£.

schultzii v E. batata.



Il1.4.- CRITERIOS PARA MUESTREAR LE6S INDIVIDUOS ANALIZADOS

I1.4.1.-SELECCION PE LAS ESPECIES

Para homogeneizar &l muestreo se tratd de escoger a los
individuos considerados como “"puros", siguiendo la descripcidn
original de las especiea (Smith y Ka&h 19235 vy Cuatrecasas
1974,1978, 1980). En cambio los individuos hibridos se
muestrearan siguiendo el criterio morfoldgico de lia présencia de
3 inflorescencias por eje y que presentaran un mayor parecido a

E. batata para de esta manera homogenaizar en lo posible la

muestra.
11.4.2.- ESCOGENCIA DE LOS INRIVIDUOS
Se procurd que cada morfo presentara las siguientes
caracteristicas:

a) que todos pertenecieran a una misma clase de tamafio.

b) que presentaran estado de antesis.

c} en cuanto a las muestras para estimar fertilidad natural vy
germinacion, e mantuvo el criterio a),y se colectaron
inflorescencias fertilizadas antes de la dispersion de los

aguenios.



11.5.-PROCEDINIENTO EXPERIMENTAL

I1.5.1.- ANALISIS HOREQUETRICO
Usando 1los criterios antes sefalados tanto para las
"gspecies" como para los individuos,se procedid al muestren de 10
individuos de cada especia parental y L0 individuos hibridos, para
un total de 30.
El andlisis morfométrico consistid en mediciones
cuantitativas del aparato reproductivo.
1} N4mero de ejes
2) Largo de los ejes,
2) Didmetro de los ejes.
4) NOmero de inflorescencias por eje.
3) Didmetro de las inflorescencias.

&) Diametro de las hojas del escapo
7) Largo de las hojas del escapo.

11.5.2.- ANALISIS GUIMICD PRELININAR
De cada ifpdividuo analizado morfométricamente se

colectaraon muestras de\inflorescencias en antesis, para explorar
preliminarmente 1la opcurrencia de metabolitos fenolicos y en
especial flavonoides. El uso de es=tos compuestos en estudios de
hibridacion se ha popularizado en los ultimos afos, debido a que
se ha demostrado que son mafcadnres quimicos muy confiables, vya qusa
presentan las caracteristicas optimas descraitas por Harbone
{1967} camg marcadares taxonomicos:

1) Alta variabilided estructural.

2) Amplia distribucidn en el reino vegetal.

3) Gran entahilidad quimica.

4) Son féciles de extraer y caracterizar.
FPara mas detalles ver Moreno—-Alvarez (1784) .



Far otro lado el estudio de 1los flavonoides en
Espeletia presentaba un interés quimico particular dado gue hasta
la fecha no se hablan reportado la ocurrencia de este tipo de

pigmentos en el género. (Hurtado, J. En redaccidén).

Las infloresencias traldas separadamente al laborataorio
se colocaran a temperatura ambiente durante una semana hasta
completar su seguedad parcial. Cada muestra fué molida en una
licvadora convencional en alta revolucidn vy llevadas a un  peso
standard de 3.0 +-0D.1 g. El trituwado a=i obtenido fué colocado
en balones de 200 ml, a lus cuales se les agregd un vaolumen de

1060 ml de Me(OH al BS L v se deji en reposa durante 4 dias.

El extracto metandlico obtenido, de un color amarillo
intenso, fu#é filtrado al vacio para luego efectusr una marcha de
separacidan de flavonoides basada en los principicos: de solubilidad
diferencial en solventes organicos segun Mabry et al (1970) vy
standarizadas por Moreno—Alvare: y Hurtado (1983). Fig N B.

l.a fraccidn acunsmiyﬁfgﬁgfica tue concentrada hasta un
volamen de & ml y aplicado (&4 ) sobre una placa de celulosa
(Merck DC-alufolien cellulose 20x20, O0.10 mm) y eluidas en forma
bidimensional (Terbutarnol:Ac. acéticoragua, 3:331 v Ac. aceéetico
al 15 %) €l tiempo de elucidn fué de & vy 2 horas
respectivaments,

los cromatogramas eluidos fueron secados a temperatura
ambiente y revelados con una lampara de luz ultravioleta a 360 nm
y con vapores de amonfaco para de esta manera determinar las

L
valores de Rf. correspaondientes. Los Kf. fueron manejados por un
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programa de camputacion que permitid gréfica y cuantitativamente
establecer en un  espacio de dos dimensiones intervalos de
confianza para los diferentes grupos de Rf. cercanos. Cada una de
estas areas fue numerada y los intervalos de Rf. correspondientes
fueron considerados como correspondientes a un compuesto quimico
diferente. Fig. N2 9. En algunos casos los valores de Rf.
resultaban poca discriminantes, por lo cual era necesariao
recurrir al auxilio de la placa original y/o a un codigo de
color, establecido previamente en base a la respuesta al revelado
con luz ultravioleta y los vapores de amoniaco (Mabry et al.
1970, y de esta manera poder asignar con mayor seguridad la
presencia o na de determinados compuestos. Con este procedimiento
se obtuvo una matriz de presencia y ausencia de compuestos

quimicos para ser analirada posteriormente.
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Fara determinar los niveles de fertilidad natural vy
germinacion en el laboratario se muaestrearon 4 individuos de cada
sspecie vy cuatro individucos hibridos para un total de 12. Cada
individun le fueron colectados 10 cabezuelas que preasentaran
signos de fecundidad avanzada (produccidn de aquenios).
Posteriormente se determind el nimero de aquenios f{formado por
capitulos y de estpns se escogieron al azar un 25 4L para efectuar
el experimento de geéminacidn. A este fin, fueron colocados 1o0s
aquenios separadamente en cajas de Fetri durante uwun oes, vy
regadas cada dos dias. Como criteric de germinacién pasitiva se
utilizéd el descrito por Moreno (1%984):

l.~ Las radiculas deben presentar tamafros superiores a
dos milimetros.

2.~Las plantulas no deben presentar signos necréticos.

A los aquenios que no germinaron, sSe les aplicéd el test
de viabilidad de Cloruro de tetrazolium al 0.1 M v se les incubd
en la estufa durante 48 haoras. Ge considerd positiva la prueba a
los embriones que preaesentaban Qna calaracidn rojo—-rosaga y fueron
cansiderados como semillas latentesg en contraposicion los
embriones que presentaban colaoracidn parcial o muy clara se les
denamind na viables. Por otro lado se pudo cuantificar el numero
de aquenios sin embridn, lo cual permitid calcular los valores de

fertilidad natuwral.



21.6.~ TRATAMIENTO DE LOS DATUS.

Con las resultados biomeétricos se procedid a calcular
los siguientes promedios con sus respectivos intervalos de
confianza:

2) Largo promedio de los ejes.

B) Ancho promedica de ins ejes,

c) Numero de infliorescencias por eje.

d} Diametro pramediop de las inflorescencias.
e) Ancho promedio de las hojas del escapa.

¥) Largo promedio de las hojas del escapo.

Can estos promedios y con el atributo nimero de ejes se
efectuaron dos analisis:
t.- Componentes principales con algoritmo del tipo R, que permite
ordenar los individuos a partir de una matriz de correlacidn de
los atributos. (Orloci 1978).
2.- Dendrogramas, se usd el métoado de unidn simple obtenidos a
partir de una matriz de similitud (Apéndice Tabla N° I}, usando

para ello el indice cuantitativo de Sdrensen. (Sneath vy Sokal

1973).

11.6.2.~ CARACTERIZACION QUIHICA.
A partir de la matriz de presencia vy ‘ausencia de
compuestos quimicos se efectuaron dos analisis:

L3
1.- Companentes principales, de igual manera que en =1 caso de

los datos morfométricaos.



21.é6.~ TRATAMIENTO DE LOS DATGS.

Con 1las resultados biométricos se procedid a calcular
los siguientes promedios con sus respectivos intervalos de
confianza:

a) Largo promediao de los ejes.

b) Ancho promedioa de ins ejes.

c) Namero de inflorescencias por eje.

d) Diametro praomedio de las inflorescencias.
e) Ancho promedio de las hojas del escapo.

¥) Largo praomedio de las hojas del escapo.

Can estos promedios y con el atributo nimero de ejes se
efectuaron dos analisis:
1.~ Componentes principales con algoritmo del tipo R, que permite
ordenar 1los individuos a partir de una matriz de correlacidn de
los atributos. (Orloci 1978).
2.- Dendrogramas, se usd el método de unidn simple obtenidos a
partir de una matriz de similitud (Apéndice Tabla N°® 1), usando
para ello el indice cuantitativo de Sdrensen. (Sneath vy Sokal

1973).

11.6.2.—- CARACTERIZACION QUIHICA.
A partir de 1la matriz de presencia vy ‘ausencia de
compuestos quimicos se efectuaron dos analisis:

L4
1.- Componentes principales, de igual manera que en el caso de

los datos morfométricos.



ITIYI.—FRESUW——TADOS



II1.1.- ANALISIS HORFOMETRICO
Los resultadaos del analisis morfométrico de las especies
parentales vy los hibridops, se presentan en las tablas 111,IV y V
del Anexo: la tabla 1 muestra leos valaores promedios puntuales
por ‘“especies'. A estos valores promedios se les aplice el test
no paramétrico de concardancia de Kendall {Siegel, 19356)
demostrando el alto valor de intermediaridad de los hibridos en
relacidn a las especies parentales (Tabla VI. Anexn).Con las
resultados por especies =& efectuwd el analisis de los componentes
principales: ordenamiento de las especies para los dos primeros

ejes (Fig N9 10). En el primer eijie gue absorbe el 59.18/’ 4 de

r

4
varianra, sSe puede observar una clara separacidon de flas dos

1
.,

gspecies parentales v la posicidn intermedia de los iﬁaividuoa
hibridas. 8in embargo, estos tienden a agrupar se més
estrechamente a £. batata, resultado que no es nada sorprendente
puesto que estos fueron muestreados siguiendo el criteripo de que
presentaran mayor parecido vegetativo a la mencionada especie. La
excepcidn al comportamiento ohservado fué registrado en el
hibrido KNP 1, cuya semejanza fue mayor con E. szchultzii. Como
resultado de sste ordenamiento se observa una banda donde las

especies parerntales ocupan los extremos.

Por 21 contrario, el segunda eje, que absorbe sl 14,17 % de
la varianza, no permite separar ningun taxa. En la figura NP i1
se observa que las atributos gue presentan mayar cm?relacibn con

log ejez y por lo tantoa contribuyen a la separacidn de los taxa
]

-

son 1 en el primer eje, laos atributos I (didmetro praomedio de los

ejes), 4 (ndmero de capitulos por ejes:, 7 (largo pramedio de las
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wjas del escapo) y 6 (ancho promedio de las hojas del escapo) vy
2l atributo 1 (numero de ejes) muestra cierta tendencia a
ponerse a éstos. Fara el eje 2, el atributo & antagoniza con el
atributo 5 (didmetro promedio de los capitulos).

Em la figura N° 12 se muestra el dendrograma obtenido a
partir de la matriz de similitud de laos datos morfométricos, se
puede abservar dos grupos de agregacidn contrastante; el primerao
estd constituido por todos los individuos de E. schultzii, el
segundo grupo estd formado por los hibvridos y por los individuos
de £. batata. Con respecto al primer grupo, se observan dos
nicleos de agregacidn: el primero incluye a los indiviuos 2, 4,
3, 1, &, 8, 9 vy 7, el segundo nidcleo esta formado por el
encadenamiento de los individuos 5 y 10. El segundo grupo se
separa en dos subgrupos el primero de los cuales estd constituido
por los hibridos 1| v 3 y los individos 4, 8, i, 9, 2 y 10 de E.
batata, junto con el encadenamiento de los individuos 3, 7 y 5 de
esta especie. El segundo subgrupo esta conformado por los
individuos &, &, 8, 7, 4, 9 y 10 de los hibridos ademas del
individuo & de E£E. batata, a todos los cuales se encadena el

hibrido 2.
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111.2.-ANALISIS FITOQUIMICO

El analisis fitaoquimico preliminar de flavonoides y de com—
puestos fendlicone se sintetiza en la matriz de presencia y ausen—
tia de compuestos (Tabla N° 2). Los numeros del i al 28 represen-
tan a los diferentes componentes quimicos, detectados en base a
sus Rfs. Los individuos analizados mestan cadificados par "aspe-
cies" vy enumerados del 1 al 10. Las siglas N.T7.C. sefMalan el
numero total de compuestos presentes por individuo.

En esta matriz se puede apreciar 1la existencia de
sem@janzas Yy diferencias :ontrasfantes a nivel interespecificao
coma son:

i) la presencia del compuesto 1 estd restringida a la pablacién
de hibridos.
ii) el compuesto 2 s6lo esta presente en las poblaciones
parental es.

iii) la presencia de una mayor cantidad de compuestos totales en

la poblacidn de hibridos.

Estos eventas s pueden ejemplificar superponiendo
cramatogramas de dos ind_ividuus parentales y de un hibrido como
lo muestra la figura N® 13. Para efectuar este ejemplo, se tomaron
azar el individuao nimero 3 de E£. batata,_ el 2 de E. schulérii y
@l individuo hibrido numero 4. Los rasqos sobresalientes
soni
a) presencia de los compuestas parentales 3, S y 4 en el hibrido.
B) en les hibridos se manifiesta la ocurrencia de nuevos
compuestos (1, 10, 14, 15, 19 y 22) ausent;es en las poblaciones

parentales.

al
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Figura n%13

En lo figura se encuentran representadas, lo superposicion de tres cromato.

gramas de dos individuos parentales y un hibrido

de la comunidad.
y/0 no comunes)

ICy HSB
//7—_-‘\

9. HSB [ s )
/

(oburvundose la presencia de compuestos comunes

(BI-3,S1-2, y HI-4)

6- HSB ~
/4 \ BS /],
54 S
L L ®
4 8BS/ )
1 7
Nl |
\_/ H
2 14
‘ T T T T T T T T T T T T T T —
| 2 3 4 5 6 T 8 9 18] I e 13 14 5
Ac. AC
_LEYENDA

I._ El ndmero en el circulo indica cual
es el compuesto presenfe.

2 _El simbolo al lado indica en cual
individuc se encuentra presente el
compuesto. B: E botata

H . Hibrido
S . E. schultzii




c) presencia de compuestos comunes {3, 4, I, 11 v 17) en amhos
parental es.
d) presencia de compuestos particulares en cada especie pareantal

(12, 21, 24 y 25 para E. schultzii yv 23 para £. batata).

En relacidan al ordenamiento de las "especies"
representade en la Figura Ne 14, se observa el analisis de
componentes principales para dos primeras ejes que absorben el
16.49 L y el 12.33 % de la varianza respectivamente (ambos suman
¢l 29.02 % de la varianza acumulada). El primer ejle, na permite
una buena separacidn de los tara en bhase a la ocurrencia o
ausencia de flavonoides. Hin embargo, el segundo eje separa
efectivamente casi todos los individuos de E. batata con el resto
de las individuos analizados. Esta separacidn de la poblacidn de
E. batata o©=p debe a la correlacidn negativa que presenta el
campuesta 20 que es de tendencia cast monoespecifica. En la Fig.
NG 15, se cbserva a este respecto, gque los atributos quimicos que
presantan mayor correlacidn con los € 12s vy por ende tienden a
aportar significativamente a la separacian son: en el primer eije
los compuestos 2 y 17 con correlacion positiva v los compuestas
1t v 8 con correlacidn megativa, Hara el segundo elje, el
compuesto IO con  correlacidn negativa que, como ya dijimos
permite separar a £. batata v los compuestos 2 vy 18 can
correlacian  positiva. Los compuestos 23,88B,426,13 v 11 en ambos
ejes no aportan significativamente a la separacidn.

En la Figura N° 14 se representa el dendrograma obtenido a
partir de la matriz de similitud para 105' datos quimicas. Se

vbserva la presencia de dos bloques principales: uno constituido
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DENDOGRAMA DE LOS DATOS QUIMICOS

P B B B 8 B B B S B S 8 S 858 5 B 8 8 S H H H H H H H H H H
100 7 8 3 2 6 1 104 43 2158 35 69 7 | T 23462839105
.
90.4
804
4
1
LEYENDA
B: E. batata
Figura n® 16 Dendograma ohtenidc a partir de una matriz de similitud H: Hibridos

de lcs datos gquimicos.

S: E. schultzii




por l1os individuos hibridos 2, 3, 4, &, 8, 2, 10 y 55 vy el otro
nicleo de agregacion fofmado por el resto de los individuas
analizados quimicamente.

En relacidén al primer blogue mencionado, las individuos
hibridos 2, 3, 4, 8, 9 vy 10 tienden a presentar un rasgo de
similaridad bastante marcado, smlamente el individuo 9 tiende a
unirse a traves de un encadenamiento al resto de la comunidad. El
sequndo blogue, a su vez, esta constituido por cuatro subnidcleos
de agregacidn:

El primera constituido por los individuos 7, 8, 2, 2, &, 1 ¥y
10 de E. batata; el segundo por los individuos S5 y 4 de E. batata

y 2y 4 de E. schultzii;y el tercero, formado por los individuos

S5, 1 v B de E. schultzii; y el cuarto grupo formado por  los
individuos 7, 9 vy & de E£. schultzii, sin contar con el
encadenamiento de los individuos hibrides | v 7, v % yv 3 de E.

batata y E. schultzii, respectivamente.



IIL1.3.~ NIVELES DE FERTILIDAD NATURAL Y GERMINACION

Los resultados del experimento de fertilidad natural vy
germinacién se encuentran resumidos en la tabla N9 3. Los
atributos cuantificados: fertilidad (6vulos fecundadaon) ,
germinacion, semillas viablea, szamillas latentes y semillas no
viables, se gbtuvieron como rangos de proporcidn de individuos de
diez capitulos, obtenidos de una muestra de cuatro sjemplares par
"especie”. Esatas atributos a su vez, estin tabulados comao el
valor inferior y superiogr de la proporcidn con un rango de varia
cidn asociado.

La tendeancia generalizada en las tres poblaciones
analizadas evidancia un gran parecido en sy biologia
reproductivag sin embargo existen algunas diferencias
impartantes:

i) E. batata presenta una mayor proporcion de fertilidad
natural, oscilando sus valures entre 0.31 vy 0.70, en
comparacidén con los prasentadas por los hibridos
(0- 0.3042) y por E. schultzrii (0.079-0.3756).

ii) En relacidn a la produccion de semillas viables, £,
batata presenta una mavaor proporcidn, oscllando sus valores entre
0.1429 vy 1.0000, en comparacidn con laos hibrides (0-0.7154) vy
para E. schultzii (0.1100-0,6269).

iii) La praduccion de semillias en estado latente por parte de
£. batata, muestra igualmente valares superiares de proporcién
que ascilan entre 0.1429 y 1.0000, en comparacisan con E.

schultzii (0.1100-0,.46269) v los hibridos (q.0000—0.7154).
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En relacidn al resto de los atributos, son menos
contrastantes que para los descritos anteriormente:

iv) Para la proporcién de semillas no viables E. batata presenta
valores que oscilan entre 0.0000-0.8000, E. Schultzii 0.7981-
1.000 y para los hibridos 0.4118-1.000.

v) En cuanto a las semillas viables E. batata presenta valores
que oscilan entre 0.1429-1 , E. schultzii 0.11-0.6269 y para los

hibridos 0.0000-0.714&4 .



IV.— DISCUSION



Antes de pasar a discutir leos resultados, es necesario
precisar el contexto ecolagico donde suponemos que ocurre el
fluja de genes entre las dos especies objeto de este estudio. £.
schultrii presenta una amplia distribucion en el ecosistema
Pérama, la cual ha favorecido wn proceso de especiacion
geografica entre poblaciones distantes, dando origen a la
formacidn de tres “sub-especies" descritas por Cuatrecasas (1980)
con el consiguiente aislamiento reproductivo {(comunicacidn
personal, Claudia Sohrevillal). FPor el contrario, £. batata habita
=n lugares restringidos aparentemente “perturbados"
caracterizados por: escasa cobertura vegetal, presencia de
caminose y riachuelos y/o fondos de valles; posiblemente se trata
de un morfo con mayores restricciones ecologrcas que E.
schultzii. Pareciera indicar gue los sitios de ‘contacta" o
sobreposicitn espgaclial entre estas dos sspecies estan limitados
por el "nicho ecoldgica" de £. batata.

Una evidencia importante que apova la hipdétesis del flujo
genetico entre estas das especies, es la existencia en muchaos
lugares del FParamo de poblaciones monoespeclficas de £.
schultziis por el contraria, £. batata nunca se encuentra en
igual situacidn, 1o cual nos hace suponer, que los individuos de
habito intermedic que se encuentran en los sitios de contacto se
estan originando por intercambio genético entre estas das
especies de hdbito contrastante.

Una posibilidad que parece poco probable que es laos
hibridos sean una tercera especie. Ereemas‘que 2% poco prabable,

ya que la poblacion de los hibridos, nu ha alcanzado si1slamiento



gendético intraespecifico por el cantrario existen evidencias
experiaentales de gue existe un franco proceso de intrograsion de
los hibridos hacia E£E. schultzzi (Paul Berry. Comunicacidn
personall). Sin embargo en una escala de tiempo evolutivo mayor,
pudieran alcanzar aislamiento genético, va que presentan dos
condiciones necesarias para iniciar un proceso de especiacion:
a.— presentan rasgos de diferenciacion bioquimica por lo menos en
la concerniente a la biosintesis de flavonocides.
b.—- presentan un alto vigor hibrido.

Ahora que hemos precisado meior el escenario natural donde
creemos que ocurre el flujo geneético interespecifico, pasaremos a

discutir la bhipdtesis mencionada.

IV.1.— ANAL1SIS MORFOMETRICQ

Deal ardenamiento de 1las '"especies" se evidencia que
efectivamente los individuos considerados como hibridos, a pesar
de mastrar mayor parecida a £. batata, presentan habitos
intermedios con respacto a las supuestas poblaciones parentales.
Ahora bien, con respecto a estas dltimas es evidente que se trata
de das marfos contrastantes en relacidon a 1las atributas
moarfométricos ceantificados, rasgos que han permitida su
separacidn en dos especies tipoldgicas.

En wvista de que los atributos escogidas permitiafun la
nitida separacién en tres morfos con alto grado ‘de afinidad
poblacional o coespecifica, se puede inferir, en base a los
analisis realizados, que las muestras son representativas de los

taxa considerados.



Con respecta al dendrograma obtenido se observa la misma
tendencia de agregacidn coespecifica observada a traves del

ordenamiento de las “"especies™:

1) tendencia & una alta similaridad intraespecifica &#n cada
poblacion.

2) morfométricamente, los individuos hibridos muestran un
mayar parecido a £. batata, resultado que era de esperar puesto
gue el criterio utilizado en la recoleccion de estos fué el de
prasentar una mayor semejanza a dicha especie parental.

Ambos anadlisis sugieren que los individuos consideradas como
hibridos heredaron caracteres morfometricos intermedios debido
pegkiblemente & la conjugacidn de los dos genomas parentales.
Hemos visto que los caracteres fenotipicos cuantificados de ambas
pablaciones parentales son altamente contrastantes, a pesar de
esto suponemas que entre ellas debe existir una alta afinidad

gendtica que permita el flujo de qgenes a nivel i1nterespecifico.

IV.2.+~ ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMIKAR

Las resultado obtenidos a partir del analisis fitoguimico
preliminar, muestran las siguientes tendencias generales:
1) En relacidn a la poblacidon de hibridos:

a) s2 observa la acurrencia de nuevos compuestos,
ausentes en las poblaciones parentales, como es el casa del
campuesta 1. Tal ocurrencia es muy comun en laos casos descritos
en la literatura (Grawford, 1959; Smith ¥ Levin, 1963; Seeligman

¥y Alstan, 19473 Taylor y Campbell, 1970, 1972; Hsiac y Li, 1973;



Sink y Natarella, 1974, entre otros). Levy vy Levin, 1971, 1974; vy
Murray y Williams, 1973,donde se interpreta la aparicién de
nuevas compuestas en hibridos camo el producto de la acumulacidon
de diversos sustratos intermedios en la biosintesis de
flavonoides originados por la accion catalitica de isomerasas,
las cuales han sido sintetizadas, vya sea directamente, gracias a
las nuevas recaombinaciones a recombinantes hibridos, a
indirectamente, camo subproductos genéticos en la constitucion de
individuos poliploides.

b) Otro evento importante que sucede entre los individuos
hibridos es la ocurrencia de compuestos fenodlicos y en especial
flavonoides de arigen parental, heredados posiblemente a través
de conjugacidon de los dos genomas involucrados (por supuesto
obviando la intraogresién). Este hecho se puede interpretar como
simple heredabilidad de caracteres gquimicos las cuales estan
regulados por distintos tipos de genes:mendelianos o simples,
hipostaticos y epistaticos (Alston, 19&43 Harborne, Levy y Levin,

1974).

c) Por otra parte, es muy significativo el hecho de que el
compuesto parental 2 no se detecte en la poblacidan hibrida,
creemos que este resultado puede ser interpretado como:
i) que tal campuesto sblo esté presente coma trazas

debido a que se transfarmd en otro compuesto intermedia.
ii) que dicho compuesto no se exprese dado qﬁe los genes
que codifican para el mismo no interactuen por falta de una total
homologia en los dos genomas parentales, 10; cuales se fusionaron

para constituir el genoma hibrido.



2) QOtra tendencia observada tanta en las poblaciones
parentales como en las hibridas es la alta +frecusncia de
variacion intraespecifica en 1los patrones cromatograficos
(ningdn individuo es quimicamente idéntice uno a otro:. Este
resultadoc se pusde interpretar como el producto de eventos
repraoductivos sexuales-exugamicos, los cuales invalucran altos
gradaos de heterocigosis; partiendo de la premisa primaria de que
ia wvariacién en la presencia y ausencia de las patraones
cromatograficos estid determinada por diferencias genéticas.

Eusto concuerda con el hecho ya determinado que ambas especies son
autoincompatibles y por tanto de exocru:za obligada.

3) Con respecta al ordenamiento de las especies parentales
tenemos que:

a) La mezcla de algunaos individuos puros de E. schultzii
con la poblacidn de hibridos a causa de su alta semejanza quimica
parece indicar un proceso incipiente de introgresidn.

b) For otro lado, la clara separacian de la mayoria de
los individuos hibridos insimia un procesc de diterenciacién
bioquimica producto de la adguisician de nuevos metabolitos
secundarios.

€} La presencia del individuo 4 de £. batata con el resto
de la poblacidén de E£. schultzii parece indicar distancias
genéticas mas cortas, o© bien la existencia de wun gradiente
genktico interespecifico.

£l ordenamiento de los individuas usandao los compuestos
quimicos coma atributos, indican que Existan‘algunns compuestos

tales como el 23, 28, 2h, 12 v 11 que no aportan



significativamente a la separacion, esto pusde deberse at

a) Gue son compuestaos que se presentan indistintamente
en las pablaciones de hibridos v en las parentales lo cual
seMala una baja tendencia especifica definida sugiriendo un alto
grado de afinidad genética en el complejo de especies.

b) Por otro lado existen compuestos especificos para un
morfo particular, tal es el caso del compuesto 13 que asti
restringido al individuo & de §£. batata, resultando este hecho
poco discriminativa para la separacion total de las especies.

En relacidn al dendrograma chtenido en base a los atributos
quimicos se evidencia que:

a) tos hibridos tienden a diferencirarse quimicamente
con respecto a las poblaciones parentales, debido a la presencia
de nuevos metabolitas.

b) Algunos hibridos, presentan un alto parecido con
las poblaciones parentales comp es el caso de los individuos 1, 7
vy 5 (Fig. 14}, evidencidndose signos de introgresion o de una
gran heredabilidad de 1os compuestos parentales.

c) En comparacidn con los hibridos, entre los
individuos parentales sxiste una mayor similitud quimica, debido

posiblemente a un manar grado de heterocigosis.

Iv.3.—- GERHINACION Y FERTILIDAD NATURAL
Antes de empeiar a discutir los resultados obtenidaé en el
experimenta de germinacion y fertilidad natural, es necesario
tener en cuenta tres limitaciones de orden exparimental:
i) Al expresar los atributos, rcomo praoporciones de

individuos de 10 capitulos estamos obviando que £. =chuitzii vy



los hibridas producen, en este mismo orden, mas capitulos que E.
batata.
ii} El tamaho de la muestra es muy reducido {(cuatro
individuos por "especie" y diez capitulos por individua).
iii) La alta heterogeneidad de los atributos
cuantificados.

Sin embargn, a pesar de estas limitaciones v considerando
gue estos resultados son preliminares, podemos inferir algunos
razonamientos primarios.

En relacidn a los valares aobtenidos de fertilidad natural
(numero de dvulos fecundados sobre el ndmero total de aguenios),
el comportamiento presentado por E. batata evidencia valares
mayore=s en comparacidn a los obtenidos para los hibridos y para
E. schultzii. Chales pueden ser las rausas de esta diferencia 7.
81 tomamos en cuenta qgque los poliniradores estdn restringidas
an el ambiente péaramo v que E. batata produce menaos capitulas por
individua, podemaos suponer gue la visita por capitulo resulte mas
eficiente, trayendo como consecudencia una mayor fertilidad
natural. Cabe acotar que las tres poblaciones evidencian signos
de fecundidad natural relativamente bajas lo cual puede estar

condicionado por los "filtros" en su biologia reproductiva:

i) Tanto las aespecies parentales como las hibridas,
presentan polinizacidn zoofilica: preferencialmente i1insectos
dipteros ¥ hemipteros con  baja densidad pohlacional ,en

contrapasicidn con una altisima disponibilidad de caﬁitulns para
ser palinizados.
t
ii) Estas ‘“especies" presentan fuertes mecanismaos de

autoincompatibilidad gamética (Faul Berry, comunicaci an



personal}, estao significa que para gue ocurra fertilizacion,
deben producirse obligatoriamente los exocruces (transporte de
polen de un individuo a atro).

iii} Otro +actor seguramente impnftante, debe =mer el
clima, ya Qque los procesos de antesis coinciden con la época de
mayor numedad y es precizamente an sste momento donde sa ve
disminuida la actividad de lo=s poliniradores.

Seguramente estos factorec, baja densidad de poliniadores ,
fetilizacidn cruzada, vy desincronizacidn entre la antesis y la
actividad de polinizadore=s deben ejercer influencias muy
decisivas e&n 1los valores de fertilidad sub-dptimeo de estas
poblaciones, Al respecto, en otras especies de Espeletia, como E.
timotensis vy E. spicata, Guariguata (1985) y Estrada (1979,
sefalan valorea de fecundidad sub-optimos: 25H% y LHQ%
respectivamente, 1o cual parece indicar que muchazs de las
aspecies gQue coexisten en el altiandino wvenezolana, esten

sometidas a restricciones reproductivas similares.

La poblacidn de hibfidos presentan altaos valores de
garminacion y produccidan dg semillas viables la cuallsugiere que
per lo menos a este nivel, estos individuos no exbhiben mecanismos
de aislamiento reproductiva past—zigétign. Este supuesto, toma
fuerza al comparar los resultados de semillas na viables, vya que
de wexhibir estos mecanismos de aislamiento,la produccion de
semillas no funcicnales o con deficiencias deberia ser mayor .

Los valores obtenide de latencia tanto para las especies

) L}

parental es coms para los hibridos, sQn  muy altos debido

prabablemente a que las semillas {ueron cosechadas antes de su



dispersisen, no estando expusstas a procesos post-madurativos o de
vernalizacion en el suelo. Sin embargo, estudios efectuados en
otras especies de Espeletia, indican que este evento resulta
coman Yy se ha interpretado como un estado de letargo obligado al
que epstan sometidas las semillas constituyéndose de esta manera
®n un : "banco de semillas persistente',con capacidad de germinar
diferencialmente en el tiempo dependiendo de exigencias
fisiolagicas especificas (Guariguata y Azoccar 1%846), trayendo
como consecuencia una mayor probabilidad de implantaciédn de las
plantulae vy esto a su vez repercutiria en un mayor potencial de
genes en la pablacidn.

Si tomamos en cuenta gue los mecanismos Pprecigéticos
parecen no estar presentes, gque las poblaciones parentales e
hibridas superponen su floracian, comparten polinizadores y gue
las wntidades genéticas involucradas aportan diferencialmente
genes ean este orden:

E. schultzii mayor que los hibridos v mayor que E. batata

{suponemos ogue es asl ya que la produccidn de caberuelas por
individuo mantiene este miema orden) =s8tos hechos conducen a
preguntarse: Este caso particular de hibridacion puede resultar
una ventaja selectiva en este ambiente 7. La respuesata no es muy
clara y hada facil, a este respecto, es muy conocido el hecho de
que la hibridacidén trae como consecuencia inmediata un aumento en
el acervo geneético de 1la poblacién: originando nuevos
recombinantes 0 genotipos gque pueden presentar grados de
adaptabilidad diferencial, permitiendo a la seleccidn natural el

filtrado de individuos de mayor fitness.



En el conjunto de Espeletia, el evento con mayor grado de
selectividad parece ser la implantacidn de plantulas, debidao a
que los fendmenos de solifluxidn y heladas disminuyen las
probabilidad de supervivencia (Azocar 1986) ,posiblemente este
intercambio interspecifico bien pudiera estar contribuyendo de
una manera sustancial en la fabricacidn de genotipos, con altos
grados de adaptabilidad traduciéndose en individuos con mayar
probabilidad de supervivencia. Para comprobar esta hipdtesis
serd necesario el estudio de mortalidad de plantulas en las tres

paoblaciones.



V.~ CONCLUSIONES



1- Los resultados gbtenidos en este estudio canstatan
que las dos especies parentales presentan habito morfométrico
cantrastante v una alta afinidad intraespecifica, 1o cual

evidencia la coharencia gendtica de cada taxon.

2~ Los hibridos estudi ados presentan hahito
morfométrico intermedico con respecto a las poblaciones
parentales.

3~ El andlisis gquimico de lo=s hibridos comparado con el

correspondiente de los parentales muestra dos diferencias
fundamentales: un mayar ndmero de componentes gQuimicos por
individuo y la ocurrencia de nuevos compuestos. Lo cual sudiere
deareprasion de los genes involucrados en las rutas biaosintéticas
de +Flavonoides yRo nuevas recombinaciones capaces de proaducir

aston efectos.

4=- En tade el complejo de especies se observa una
amplia variacidan en los patrones cromatograticos, lo cual sugietre

alto grado de heterocigosis como consecuencia de los exocruces .

S- La alta afinided quimica entre las poblaciones

musstreadas de hibridos y de E. Schultzii sugiere introgresidn.

44— Tanto las paoblaciones parentales como las hibridas

presentan valores relativamente bajos de fertilidad natural.

7— Los hibridos aparentemente no presentan mecanismos
1
post-zigaticos de aislamiento ya que e observa alto grado de

germinacitdn y baja produccion de semillas no viables, lo cual



implica un alto "vigor hibrido".

8- Los valores de latencia obtenidos, apoyan la
hipdtesis de un banco de semillas permanente en las tres
poblaciones estudi adas, lo’ cual concuerda con evidenclias

provenientes de otras especies del geénero.

9- No podemos concluir de una manera definitiva que
entre E. batata vy E. schultzii se esté praoduciendo un flujo
genético. Sin embargo, 1las evidencias obteidas apoyan las
hipotesis planteadas en el sentido de que tal flujo existe entre
estas especies. Consideramos este, como un punto de partida para
plantearse la obtencidon de mayor informacidn a través de estudios
genéticos mas detallados; asi como estudios +fitoguimicos, que
consideren otros compuéstas como aceites esenciales y 4acidos

kaurénicos.
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