Capitulo II. Filogenia de Tristerix

CAPITULO I

FILOGENIA DEL GENERO TRISTERIX

RESUMEN

El género Tristerix esta compuesto por once especies, distribuidas a lo largo de la
Cordillera de los Andes, desde Colombia a Chile. Una clasificacion previa, dividio a Tristerix
en dos subgéneros, Tristerix (dos especies) y Metastachys (nueve especies). Se construyo la
filogenia molecular del género utilizando una region nuclear (ITS) y dos regiones del
cloroplasto (atpB — rbcL y trnL-F) con los objetivos de poner a prueba la clasificacion previa
del género, examinar la evolucion de caracteres morfologicos y de historia de vida, y
determinar el rol de los organismos con que las especies interactian en la diversificacion del
grupo. Todas las regiones examinadas mostraron arboles con topologia semejante. Tristerix
estuvo compuesto por dos clados, uno nortefio (seis especies) y un clado surefio (cuatro
especies). Estos clados no se corresponden a la clasificacion previa y estan mas relacionados
con la distribucion geografica de las especies. Dos especies, T. verticillatus y T. penduliflorus
(Metastachys) estan mas relacionadas genéticamente con los miembros del subgénero
Tristerix que con los del subgénero en que habian sido incluidos previamente. Dos especies
con amplia distribucion T. longebracteatus y T. corymbosus resultaron ser parafiléticas. En el
caso de T. corymbosus, solamente un grupo de poblaciones del matorral chileno es hermano
de T. aphyllus, y todas éstas a su vez hermanas a las restantes poblaciones de T. corymbosus
ubicadas dentro del bosque templado. Estas poblaciones presentaron caracteres derivados en
la forma y coloracion del fruto dentro del género. Entre los factores biodticos, los hospedadores

podrian haber jugado un rol en la especiacion del género.
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1. INTRODUCCION

La familia Loranthaceae es considerada de origen Gondwénico y presenta su mayor
grado de diferenciacion en zonas subtropicales-tropicales del hemisferio sur (Barlow 1983).
Debido a su namero basico de cromosomas, a su distribucion restringida y a su bajo nimero
de especies, seis de los 11 géneros que se encuentran en Sudamérica han sido considerados
relictuales (Barlow 1983). Estos seis géneros (Gaiadendron, Desmaria, Ligaria, Notanthera,
Tripodanthus y Tristerix) se distribuyen principalmente a lo largo de la Cordillera de los
Andes, mientras que los restantes se encuentran sobre todo en zonas tropicales. Las relaciones
filogenéticas entre estos géneros relictuales no estan del todo resueltas, pero el género
hermano a Tristerix es Ligaria (Figura 1.1). Tristerix y Ligaria pueden ser distinguidos
facilmente de los otros géneros relictuales sudamericanos por la carencia de raices
epicorticales y por presentar flores tubulares grandes de color rojo. Solamente Tristerix, con
once especies, ha experimentado una radiacion evolutiva dado que los otros cuatro géneros
son monoespecificos.

El género Tristerix, segun la revision realizada por Kuijt (1988), esta constituido por
dos subgéneros: Tristerix (T. aphyllus y T. corymbosus) y Metastachys (las nueve especies
restantes) (Tabla 2.1). Esta clasificacion se baso principalmente en el nimero de pétalos y en
la presencia o ausencia de bracteolas. La distribucion de este género se extiende a lo largo de
la Cordillera de los Andes desde el norte-centro de Colombia hasta el sur de Chile (Figura
2.1). En la zona norte, las especies se encuentran a elevaciones mayores a 2000 m s.n.m.,
mientras que en la zona sur ocupa areas de elevacion mas baja adyacentes a los Andes (Tabla
2.1). Tristerix presenta su mayor diversidad en Perti, donde se encuentran siete de las 11
especies, cuatro de las cuales solo se encuentran en este pais. Otras dos especies tienen
también distribuciones reducidas: Tristerix aphyllus, endémica del centro de Chile, y T.
secundus, presente solamente en la Cordillera occidental colombiana. Solamente tres especies
tienen distribuciones amplias: T. longebracteatus, en el norte de Sudamérica, T. verticillatus,
en el noroeste-centro de Argentina y Chile y, por ultimo, T. corymbosus, la especies mas
austral dentro del género, que presenta una distribucion que abarca desde Chile central hasta
la Isla de Chiloé, Sur de Chile, y el noroeste de la Patagonia Argentina. Estas tres especies

estan en simpatria con otras especies del género a lo largo de su distribucion (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Distribucion geografica y altitudinal de las especies del género Tristerix.

Especies de Tristerix Limite N Limite S Rango alt. (m)

T. secundus (Benth.) Kuijt 5030°N 2°50’'N 3000-3900

T. longebracteatus (Desr.) Barlow & Wiens 4°30'N 8°25'S 2000-4900 g, p?
T. grandiflorus (Ruiz & Pav.) Barlow & 0°10N 7°30'S 2400-3600 a

T. pubescens Kuijt 7°45'S 11°25'S 3200-4200 b
T. peruvianus (Patschovsky) Kuijt 8°50’S 10°20’S 1800-3400 b
T. chodatianus (Patschovsky) Kuijt 8°35'S 10°35’S 3800-5000 b
T. peytonii Kuijt 13°10'S 13°30'S 1200-4300

T. penduliflorus Kuijt 13°25'S 21°30'S 1200-4300

T. verticillatus (Ruiz & Pav.) Barlow & Wiens 19°30'S 38°15'S 50-3000 ¢
T. aphyllus (Miers ex DC.) Barlow & Wiens  27°00’S 34° 20’ S 0-1500 ¢
T. corymbosus (L.) Kuijt 30°30'S 42°40'S 0-2400 ¢

La misma letra indica especies simpatricas

A lo largo de la distribucion, Tristerix interactiia con diferentes organismos que resultan
vitales para completar su ciclo de vida. Las especies de este género -como todas las plantas de
habito parasito aéreo- dependen obligatoriamente de un hospedador, del que obtienen agua y
nutrientes; de polinizadores que polinicen las flores; y de dispersores que ingieran los frutos y
luego defequen las semillas en las ramas donde la planta pueda establecerse. Se ha postulado
que las interacciones con los hospedadores, polinizadores y/o dispersores pueden haber tenido
un importante rol en la diversificacion de estas plantas (Norton & Carpenter 1998, Restrepo et
al. 2002). En este capitulo se examinard el rol de estos organismos en la diversificacion de las
especies dentro de Tristerix. Los resultados de la filogenia molecular de Tristerix proveen por
primera vez evidencia sobre las relaciones filogenéticas del género, asi como datos utiles para
entender la direccion evolutiva de las distintas caracteristicas morfologicas y de la historia de
vida de este grupo de plantas. Los resultados obtenidos en este capitulo seran utilizados a lo
largo de la tesis, cada vez que se quiera proveer un contexto evolutivo al tema de cada
capitulo.

Los objetivos de este capitulo son:

1. Construir la filogenia del género utilizando marcadores moleculares.

2. Examinar la clasificacion de subgéneros reconstruyendo la filogenia del género

usando marcadores moleculares.

3. Examinar la evolucion de caracteres morfologicos y de la historia de vida a partir de

la filogenia molecular del género.
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Adicionalmente, en base a las relaciones filogenética entre las especies del géneros y la
evolucion de algunos caracteres morfoldgicos, se explorara el rol factores bidticos
(hospedadores, polinizadores y dispersores de semillas) en la diversificacion del grupo. Por

otro lado se pondra a la especie bajo estudio en un contexto evolutivo, dentro del género.

T. longebracteatus
T. grandiflorus

T. longebracteatus -

CA
T. pubescens HU
T. chodatianus%‘
T. peruw’anus/
T. peytonii 3
T. penduliflorus

T. corymbosus
T. verticillatus

T verticiflatus
T. aphyllus

T. verticillatus

Figura 2.1. Distribucion del género Tristerix (area en gris) y localidades de procedencia de los
ejemplares de las diferentes especies utilizadas (puntos negros).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo de taxones y amplificacion de ADN

La filogenia del género Tristerix se realizo con diez de las 11 especies que componen el
género (Figura 2.1, Lamina 2.1, Apéndice 2.1). A pesar de haberse intentado extraer ADN de
varios ejemplares de herbario de la especie endémica de la Cordillera occidental de Colombia

T. secundus, no se pudo amplificar el ADN de ningtin individuo de esta especie.
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Lamina 2.1. Fotografias de las especies del género Tristerix y de otras especies de lorantaceas
sudamericanas. Fotografias de R Vidal Rusell (RVR), J Kuijt (JK) y Guillermo C Amico (GCA).
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El material vegetal utilizado para extraer el ADN genomico procedio de ejemplares
recolectados en el campo de las especies T. aphyllus, T. corymbosus y T. verticillatus. Para las
restantes especies, el ADN fue extraido de ejemplares del herbario Saint Louis, EEUU. Para
siete especies fue amplificado mas de un individuo de diferentes localidades. Dos especies de
lorantaceas de Sudamérica fueron muestreadas para ser utilizadas como grupo externo en los
analisis filogenéticos. Las especies seleccionadas fueron Ligaria cuneifolia (Ruiz & Pav.)
Tiegh. y Notanthera heterophylla (Ruiz & Pav.) G. Don. Estas especies son especies cercanas
a Tristerix, siendo Ligaria la especie hermana (Figura 1.1).

El ADN gendmico se extrajo del material vegetal seco, segun el protocolo de extraccion
C-TAB modificado para plantas con alto contenido de carbohidratos (Tel-Zur et al. 1999). En
el Apéndice 2.2 se detalla el protocolo de extraccion utilizado. Tres regiones fueron
amplificadas para construir la filogenia del género Tristerix: una region nuclear ITS (del
inglés, internal transcribed spacer, y 5.8S ADN ribosomal) y dos regiones no codificantes del
cloroplasto. Una region del cloroplasto estaba comprendida entre los genes atpB y rbcL y la
otra region entre los exones (tRNA) trnL y trnF, incluyendo el intron trnL. En el Apéndice 2.2
se detalla la metodologia utilizada para la amplificacion, purificacion y secuenciacion de cada
region. Para los dos ejemplares de T. grandiflorus no se pudo amplificar la region entre los
genes atpB y rbcL, mientras que para una muestra de T. aphyllus y T. penduliflorus no se
pudo obtener la region ITS. Todas las secuencias generadas en el trabajo fueron depositadas

en NCBI Genbank con los siguientes nimeros de acceso: DQ442916 a DQ442986.

2.2 Andlisis filogenéticos

Las secuencias individuales fueron alineadas manualmente utilizando el programa
BioEdit (Hall 1999). Las dos regiones del cloroplasto presentaron inserciones o deleciones
(indel) en el alineamiento que aportaban valiosa informacion filogenética. Estas inserciones-
deleciones fueron codificadas como presencia o ausencia para cada individuo, y se
consideraron homologas solamente cuando el nimero de bases y las regiones limitantes eran
iguales. En las regiones atpB-rbcL y region trnL-trnF fueron codificadas un total de 27 y 11
inserciones-deleciones, respectivamente. Para la region de ITS las inserciones-deleciones no
presentaron informacion filogenética y fueron tratadas como datos faltantes.

Tres tipos de analisis con diferentes criterios, madxima parsimonia (MP), maxima
verosimilitud (MV) (del inglés “maximum likelihood”) e inferencia Bayesiana (IB), fueron
llevados a cabo para cada una de las particiones (cloroplasto y nuclear) y para las dos regiones

juntas (analisis global). Las dos regiones del cloroplasto atpB-rbcL y trnL-trnF fueron
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analizadas en forma independiente usando MP y, como mostraron la misma topologia, fueron
analizadas en forma conjunta.

El sistema de busqueda utilizado en el analisis de MP, para cada una de las regiones y
en el analisis global, fue “branch and bound search”. Los valores de soporte para los nodos
fueron determinados usando "non-parametric bootstrap” (BS) (Felsenstein 1985) con 1000
pseudo-repeticiones. El tipo de busqueda utilizado en el analisis para obtener los valores de
soporte fue heuristica con intercambio de ramas del tipo “tree bisection and reconnection” En
los analisis de MP las inserciones-deleciones fueron incorporadas como una substitucion, la
presencia codificada como T (Tinina) y la ausencia como A (Adenina).

En los anélisis de MV y IB, los modelos de evolucién molecular para cada una de las
regiones y para el andlisis global fueron determinados usando MrModeltest (Nylander et al.
2004). El modelo seleccionado bajo el criterio de Akike fue HKY85+I" (Hasegawa-Kishino-
Yano 85 mas gama; Hasegawa et al. 1985) para la region de ITS; mientras que para la
regiones del cloroplasto el modelo fue GTR+ I' (General Time Reversible model, Tavaré
1986). En el andlisis global se utiliz6 el modelo GTR+T.

Los analisis de MV se llevaron a cabo sin la base de datos de las inserciones-deleciones
codificadas. Los valores de soporte se obtuvieron usando BS con 100 pseudo-repeticiones.
Los analisis MP y MV se llevaron a cado con la utilizacion del programa PAUP* (Swofford
2002). Los analisis de IB fueron realizados usando Mrbayes (Huelsenbeck & Ronquist 2001,
Ronquist & Huelsenbeck 2003). Cada anélisis consisti6 de dos andlisis independientes con
cinco millones de generaciones y cuatro cadenas cada uno. Los arboles y parametros
obtenidos fueron guardados cada 100 generaciones, produciendo 50.000 arboles. Las
probabilidades a priori para los parametros fueron designadas a través de una distribucion
uniforme, excepto para las frecuencias de bases donde la distribucion seleccionada fue
Dirichilet. En los casos en que se considerd mas de una particion en un mismo analisis, la
estimacion de parametros fue independiente entre las distintas particiones. El “burn-in” fue
determinado por la estacionalidad en los valores de —In likelihood y por una varianza reducida
(<0.01) entre los dos andlisis independientes. Esto ultimo asegura que el muestreo esté dentro
de la distribucion a posteriori. En este analisis los indel fueron tratados como presencia y
ausencia, incorporandolos a la matriz de datos como sitios de restriccion. En todos los analisis
se selecciond como grupo externo unicamente a Notanthera heterophylla, dejando a Ligaria

como parte del grupo interno.
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2.3 Caracteres morfologicos y de historia de vida

Doce caracteres morfoldgicos obtenidos de la observacion directa en campo, la
monografia del género (Kuijt 1988) y de ejemplares de herbario fueron optimizados usando
MacClade bajo la opcion ACCTRAN (Maddison & Maddison 2000) para determinar el
estado ancestral. Los caracteres se optimizaron sobre el arbol de mayor verisimilitud obtenido
en el andlisis global Bayesiano. El arbol fue simplificado a un ejemplar por especie, salvo que
la especie fuera polimorfica para algiin caracter. En el Apéndice 2.3 se indica el estado de

cada caracter para las diferentes especies.

3. RESULTADOS

La alineacion de la region de ITS constd de 695 posiciones. Incluyendo el grupo
externo, esta region tuvo 178 sitios variables informativos, de los cuales 74 fueron
parsimoniosamente informativos y 44 de los 122 sitios variables fueron parsimoniosamente
informativos solamente en Tristerix (grupo interno). El analisis de MP resulto en ocho arboles
igualmente parsimoniosos con 269 pasos o cambios. En varios sitios del electrofenograma, se
observaron dos picos para los ejemplares de Tristerix aphyllus y T. corymbosus. En total se
encontraron 16 sitios polimodrficos y éstos fueron codificados como ambigiiedades. Cinco de
estos sitios fueron polimoérficos en todos los individuos de T. aphyllus y T. corymbosus. En
cuanto al grupo externo, la region atpB-rbcL presentd 899 posiciones con 155 sitios variables,
70 de los cuales fueron parsimoniosamente informativos. Considerando solamente el grupo
interno, el numero de sitios variables fue de 93, de los cuales 46 fueron parsimoniosamente
informativos. La region trnL-F presentd 720 posiciones con 133 sitios variables, 65 de los
cuales fueron parsimoniosamente informativos. En cambio, el grupo interno tuvo 83 sitios
variables, 45 de los cuales fueron parsimoniosamente informativos.

Para esta region del cloroplasto, se obtuvieron ocho arboles igualmente parsimoniosos
con una longitud de 383 pasos. La region nuclear ITS, en general, mostrd una topologia
similar a la region del cloroplasto, pero con una menor resolucion (Figura 2.2). Debido a que
las dos regiones, nuclear y del cloroplasto, mostraron una topologia similar, los datos fueron
combinados generandose un arbol con estas dos regiones para el analisis global (Figura 2.3).
El andlisis de MP result6 en tres arboles igualmente parsimoniosos con una longitud de 678

pasos.

24



Capitulo II. Filogenia de Tristerix

A 93 /65 T. grandiflorus S ——— B
Cloroplasto 68789 TI: T. grandiflorus CO  ——— Nuclear ITS
atpB-rbcl + trnl-tmF 10 [ T.longebracteatus Pl ————1 g3 g
9796 T longebracteatus CA ———— 1
10 T. peytonii CZ 18158
9398 1001100 ——— T pubescens HU TP 10
1.0 10 L—— T pubescens HU 0.92 '
99/100 p——— T. peruvianus HU
10 L—— T chodatianus HU
——  T.aphyllusFJ
95/85|——— T. aphyilus CH _—
1“"1“ J”" il [ T-aphyilisLC 9; L;"'
' m T. aphyllus LS s KTk ’
©ol83Ier T. corymbosus CH ———— 097
102 _J:]m T: T. corymbosus TA ~——
100/ 98 T. corymbosus ||l ——— 90/73
T: T. corymbosus Ll ~——— 0.90
— & o5 g ————  T. verticillatus AN -
’ 90 /96 T. verticillatus CM 1007100
= BT 1 verticillatus oV 090] 4598

T verticillatus PO 1.0

100/100 r— T. penduliflorus IN
10 L— T penduliflorus MA
L. cuneifolia

N. heterophylla

Figura 2.2. Comparacion de la topologia de los analisis de MP, ML y BI obtenidos para las regiones
del cloroplasto (atpB-rbcL y trnL-F) y nuclear (ITS). Los nimeros sobre las lineas corresponden a los
valores de soporte de MP (1000 pseudo-repeticiones) y MV (100 pseudo-repeticiones). Debajo de la
linea se indican los valores de probabilidad de IB. A) Arbol de consenso estricto de los 18 arboles
igualmente parsimoniosos encontrados para la region del cloroplasto (atpB-rbcL y trnL-trnF). B)
Arbol de consenso estricto de los ocho arboles igualmente parsimoniosos encontrados para la region
nuclear (ITS).

Ambas regiones, nuclear y cloroplastica, demuestran que el género Tristerix esta
compuesto por dos clados. El primero, “Sur”, que esta formado por cuatro especies: T.
aphyllus, T. corymbosus, T. verticillatus y T. penduliflorus. El segundo clado, “Norte”, esta
compuesto por las seis especies restantes, T. chodatianus, T. peruvianus, T. pubescens, T.
grandiflorus, T. longebracteatus y T. peytonii. Dentro del Clado Norte, dos especies
endémicas de la Cordillera Blanca en Pert -T. chodatianus y T. peruvianus- forman un clado
que es hermano del resto de las especies. Las relaciones entre las restantes especies, T.
pubescens, T. grandiflorus, T. longebracteatus y T. peytonii, no estan del todo resuelta.
Mientras que la region del cloroplasto muestra a T. longebracteatus y T. grandiflorus como

especies hermanas, la region nuclear no soporta esta relacion.
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Figura 2.3. Filograma obtenido del analisis bayesiano con los datos globales (nuclear mas cloroplasto).
Los numeros sobre las lineas corresponden a los valores de soporte de MP (1000 pseudo-repeticiones)
y MV (100 pseudo-repeticiones) y aquellos debajo de las lineas a valores de probabilidad de IB.

Asi como el Clado Norte, el Clado Sur también estd compuesto por dos clados con dos
especies cada uno: T. aphyllus mas T. corymbosus, y T. verticillatus mas T. penduliflorus. La
relacion entre las ultimas dos especies se observa solamente en la region nuclear (Figura 2.2).
Las dos regiones, cloroplasto y nuclear, soportan la monofilia de las especies T. verticillatus y
T. penduliflorus. Para T. corymbosus, la region del cloroplasto muestra a los individuos de las
dos localidades del sur (LL y LI, Apéndice 2.1) como hermanas a las del norte (TA, CH,
Apéndice 2.1) y éstas, a su vez, hermanas a los cuatro individuos muestreadas de T. aphyllus.
La parafilia de T. corymbosus es solamente soportada en la region del cloroplasto (Figura 2.2)
y en el analisis global (Figura 2.3). La region nuclear no resuelve la relacion entre T. aphyllus

y T. corymbosus, a pesar que esta region apoya el clado compuesto por estas dos especies.
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La optimizacién de los caracteres morfologicos y de habitat del género se indica en el
Apéndice 2.4 y se resumen en la Figura 2.4. Solamente un carécter, sistema epicortical, apoya
la monofilia del género. La coloracion bandeada de los pimpollos caracteriza al del clado
nortefo (Figura 2.4). Cuatro de las seis especies del clado Norte, presentan flores con bractea
foliosa, siendo ésta una sinapomorfia para este clado. En el caso de T. corymbosus, que
presenta un polimorfismo para la coloracion y forma, la reconstruccion del estado ancestral

para estos dos caracteres fue: color amarillo y de forma esférica.

4. DISCUSION

4.1 Clasificacion

Los resultados de este estudio distinguen claramente dos importantes clados dentro de
Tristerix: uno integrado por seis especies con distribucion nortefia (Colombia, Ecuador y
Pert1) y otro con cuatro especies de regiones mas meridionales en Sudamérica (Perti, Bolivia,
Chile y Argentina). La diferenciacion de estos dos clados es bien soportada por todos los
métodos de analisis por la region nuclear y del cloroplasto. Estos clados no se corresponden
con la clasificacion de subgéneros previamente propuesta por Kuijt (1988) y parecen estar
mas correlacionados con la distribucion geografica (Figura 2.1, Tabla 2.1). Los analisis
filogenéticos moleculares apoyan fuertemente la transferencia de dos especies, T. verticillatus
y T. penduliflorus del subgénero Metastachys al subgénero Tristerix. Dadas su morfologia y
distribucion geografica, podemos asumir que T. secundus (no muestreado en este estudio) es

un miembro de Metastachys.

4.2 Especies parafiléticas

Este trabajo no se propone cambiar circunscripciones actuales para ninguna de las
especies de Tristerix, aunque algunos conceptos de especies conducirian a hacerlo (Coyne &
Orr 2004). En dos de las siete especies, en las cuales se incluyé mas de un ejemplar, se
encontr6 ausencia de monofilia para la region del cloroplasto. La monofilia de T.
longebracteatus se ve comprometida por falta de soporte en cualquiera de los analisis
realizados. A pesar de que T. longebracteatus esta cercanamente relacionada con T.
grandiflorus, los ejemplares de esta primera especie no forman un clado monofilético. Es
probable que esto se deba a la falta de secuencia para los ejemplares de T. grandiflorus de la
region atpB-rbcL; marcador que mostrd mayor variabilidad en el género. Este trabajo no

muestra suficiente evidencia para poner en duda el estado de especie de T. longebracteatus,
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pero si es un llamado a investigar mas en detalle las relaciones entre las dos especies de este
clado.

Tristerix corymbosus, como se observa en la Figura 2.3 (ver también Capitulo III), es
efectivamente una especie parafilética. Tristerix aphyllus se habria originado de un grupo de
poblaciones de T. corymbosus, representando una “apoespecie”, mientras que T. corymbosus
representaria una “metaespecie” (Donahue 1985, De Queiroz & Donahue 1988). Esta parafilia
no se observa en el region nuclear (Figura 2.2), pero este resultado es esperable dado que, en
individuos diploides, el tiempo de coalescencia ocurre cuatro veces mas rapido en los genes
de herencia materna (cloroplasto en plantas) que en los genes nucleares de herencia biparental
(Hudson & Kaplan 1988). Los polimorfismos encontrados en la region nuclear de ITS entre
estas dos especies también pueden sugerir un escenario de hibridacién. Aunque Tristerix
aphyllus y T. corymbosus muestran pocas diferencias genéticas, T. aphyllus presenta varias
autopomorfias morfologicas como la ausencia de hojas, cotiledones fusionados en un tubo de
color rojo, frutos blancos, pedinculos rojos, crecimiento endofitico extenso y flores erguidas
(Mauseth et al 1984, Mauseth 1990, Mauseth et al 1984, Kuijt 1988). Por estas razones, estas

dos especies deben mantenerse como diferentes.

4.3 Evolucion de caracteres morfoldgicos

La presencia de un sistema endofitico (caracter 1), parece ser la Uinica sinapomorfia para
Tristerix. Los dos géneros utilizados como grupo externo presentan infecciones localizadas,
mientras que Tristerix desarrolla un sistema radicular dentro del cortex del hospedador. Esta
caracteristica ha sido observada para todas las especies del Clado Sur, mientras que para el
Clado Norte solamente ha sido reportada en T. longebracteatus. La ocurrencia de este estado
en el arbol taxondmico expuesto en la Figura 2.4, da lugar a la reconstruccion mas
parsimoniosa donde este caracter esta presente en todos los miembros del Clado Norte, pero
otras observaciones de campo son necesarias para confirmar esta hipotesis.

La coloracion del pimpollo (caracter 10) proporciona la inica caracteristica morfoldgica
que diferencia, y solo parcialmente, a los taxa de los Clados Norte y Sur. Las especies del
Clado Sur tienen flores de color rojo, mientras que las especies del Clado Norte presentan
flores de coloracion rojo-amarillo-rojo. La excepcion para el Clado Sur es T. penduliflorus
cuyas las flores son predominante de color rojo y amarillas en la region apical, pero con un
patron distinto al de los taxa del Clado Norte. Tristerix peruvianus presenta flores solamente
de color rojo, por lo que representa la excepcion para el Clado Norte. El estado de este

caracter en esta especie podria deberse a la pérdida de la banda amarilla central.
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Figura 2.4. Distribucion de caracteres morfologicos y forma de habitat en el arbol filogénetico. Se
incluye informacion sobre el color del fruto, color de la flor, polinizadores y bioma. La estrella
representa la ausencia de soporte para el clado. 1) Sistema epicortical (0: infeccion localizada; 1:
raices epicorticales). 2) Seccion del tallo cuadrangular (0: no; 1: si). 3) Hojas (0: desarrolladas, 1:
reducidas).4) Hojas con punta esclerdtica (0: ausente, 1: presente). 5) Bracteolas (0: ausente; 1:
presente). 6) Bractea foliosa (0: ausente; 1: presente). 7) Pimpollos > 8 cm (0: no, 1: si). 8) Numero de
pétalos (0: cinco o seis; 1: cuatro). 9) Flor curva (0: no; 1: si). 10) Coloracion del pimpollo (0 =rosa; 1
=r0jo; 2 = rojo-amarillo-rojo; 3 = rojo-amarillo). 11) Coloracién del fruto (0: negro; 1: rojo; 2:
amarillo; 3: blanco; 4: verde). 12) Forma del fruto (O=esférico; 1=ovoide).

Como se menciond anteriormente, el Clado Norte es apoyado por la presencia de flores
de color rojo-amarillo-rojo (caracter 10). Tristerix peruvianus fue descrito por Kuijt (1988)
como la unica especie que presenta pimpollos fenestrados (pimpollos donde la separacion de
los pétalos ocurre en la mitad del tubo de la corola). Es posible que este caracter represente
una sinapomorfia adicional para el Clado Norte, dado que esta caracteristica también ha sido
observada en otras tres especies: T. pubescens, T. longebracteatus y T. chodatianus

(observacion personal).
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Los datos moleculares sustentan fuertemente el clado integrado por Tristerix
longebracteatus, T. grandiflorus, T. peytonii y T pubescens. Este grupo es apoyado por la
sinapomorfia de la presencia de una bractea folidcea debajo de cada flor (caracter 6). Estas
cuatro especies se diferencian morfolégicamente principalmente por el color del fruto y por el
tamafo y forma de la flor (Figura 2.4). Dos especies, T. grandiflorus y T. peytonii, presentan
flores largas y curvas (caracter 7 y 9), aunque la homologia de estos caracteres no pudo ser
determinada. Resolviendo la politomia del clado en las tres formas posibles, dos favorecen el
paralelismo, mientras que en la tercera es igualmente parsimonioso invocar paralelismo u
homologia. Por otra parte, cuando la optimizacion es realizada sobre la topologia mas
probable del analisis global, la evolucion paralela para estos caracteres es la mas parsimoniosa
(Figura 2.4). Las flores largas que presentan estas dos especies, T. grandiflorus y T. peytonii,
se podrian haber originado por un cambio de hébitat, bosque nublado de altura y/o por la
interaccion con los polinizadores (ver abajo).

Los datos moleculares muestran a T. chodatianus y T. peruvianus como especies
hermanas que a su vez, son hermanas del resto de los taxa del Clado Norte. Estas dos especies
presentan frutos de color rojo y un caliculo prominente, caracteristica que se observa
solamente en ejemplares secos (herbario). Kuijt (1988) indic6 que T. peruvianus es similar a
T. secundus (no muestreado en este estudio), pero éstas difieren en la forma y coloracion de
las hojas y de los frutos. Tristerix chodatianus comparte con estas dos especies la
caracteristica de inflorescencia con flores decusadas, pero otras dos especies, T. peytonii y T.
penduliflorus también presentan esta caracteristica. Cabe sefalar que esto no representaria un
caracter diagnostico para este clado. Dentro del género, Tristerix chodatianus es la tnica
especie que presenta hojas con una punta esclerética (caracter 4). Curiosamente, Ligaria
cuneifolia también posee esta caracteristica, pero de caracter polimoérfico dentro de la especie,
ya que en algunos individuos es prominente y en otros es inconspicuo.

A pesar del gran soporte obtenido a partir de los datos moleculares para el Clado Sur, no
se ha identificado ninguna caracteristica morfologica Uinica para este grupo (Figura 2.4).
Segun la estructura de la inflorescencia (flores decusadas), los polinizadores, la bicoloracion
de las flores y la distribucion geografica, T. penduliflorus se tendria que ubicar con los taxa
del Clado Norte mas que con los taxa del sur, pero los anélisis moleculares muestran a esta
especie como hermana de T. verticillatus. La relacion entre T. aphyllus y T. corymbosus es
apoyada por dos caracteres morfologicos que las distinguen del resto de la especies: la

presencia de bracteolas florales (caracter 5) y flores con cuatro pétalos (caracter 8). Estas dos
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caracteristicas son las que llevaron a Kuijt (1988) a separar estas dos especies en el subgénero
Tristerix, representando los caracteres florales mas derivados dentro del grupo.

Las poblaciones de T. corymbosus localizadas dentro del bosque templado presentan un
estado de caracter derivado en la coloracion (caracter 11) y forma del fruto (caracter 12). La
forma del fruto para la mayoria de las especies del género, asi como también para el grupo
externo, es esférica; mientras que las poblaciones del bosque templando presentan frutos de
forma ovoide. La reconstruccion en el color para el ancestro de esta especie fue amarillo;
siendo el color verde un estado derivado solo presente en las poblaciones del bosque
templando. Estos cambios de color y forma en los frutos de T. corymbosus puede estar
relacionados con los dispersores de semillas y/o a condiciones ambientales que determinan
que los frutos alcancen la madurez dentro del bosque templando sin cambiar de color a lo
largo de su desarrollo. Estas dos hipotesis van a ser discutidas en los Capitulos V y VI, donde
se relacionan las caracteristicas de los frutos con los dispersores de semillas, variables

ambientales y historia evolutiva.

4.4 Hospedadores

La mayoria de las especies de Tristerix parasitan a una gran diversidad de especies de
planta. Solamente dos son especialistas: Tristerix aphyllus, que sélo parasita a cactus de los
géneros Echinopsis y Eulychnia (Mauseth et al. 1984, Kuijt 1988, Medel et al. 2002), y T.
chodatianus del Pert, que parasita a plantas del género Polylepis (Rosaceae) (observacion
personal). La especiacion de estas dos especies podria haber ocurrido por un cambio de
hospedador, suponiendo que el ancestro fue generalista en cuanto a su uso de distintas
especies. Esto es ejemplificado por T. aphyllus que se diferenci6 de un grupo de poblaciones
de su especie hermana, T. corymbosus, el cual podria haber ocurrido en simpatria (Amico et
al. 2007). Otras dos especies, T. verticillatus y T. penduliflorus, aunque con relacioén no es
obligatoria con sus hospedadores, estas se encuentran con mayor frecuencia parasitando
especies del género Schinus (Anacardiaceae) (Troncoso & Amico, en elaboracion). Otras
especies del género con una amplia distribucion, como T. logenbracteatus y T. corymbosus,
parasitan a un gran nimero de especies, sin presentar una relacion preferente con algin grupo

en particular de plantas.

4.5 Polinizadores y dispersores de semillas en Tristerix.
Entre los géneros de muérdagos considerados relictuales de Sudamérica, solamente

Tristerix y Ligaria presentan flores tubulares grandes de color rojo que son polinizadas por

31



Capitulo II. Filogenia de Tristerix

aves (Kuijt 1988, Rivera et al. 1996, Medel et al. 2002, Aizen 2003). Los otros géneros -
Notanthera, Desmaria y Gaiadendron - tienen flores mas pequenas de color claro (rosa,
anaranjado y amarillo, respectivamente) y son polinizadas principalmente por insectos (Kuijt
1963, 1985, observacion personal). Aunque todos estos géneros tienen distribuciones
geograficas similares y se superponen geograficamente, Tristerix y Ligaria florecen durante el
otofo-invierno y los otros géneros en verano. La evolucion de la floracion en la estacion este
periodo de tiempo (otofio-invierno), puede estar relacionada con la capacidad de las aves para
la termorregulacion (estar activas a bajas temperaturas) y asi actuar como polinizadores
durante el invierno.

Los picaflores presentan una mayor diversificacion en los Andes tropicales y varias
especies ocurren a lo largo de la distribucion de Tristerix (Fjeldsa & Krabbe 1990, Altshuler
et al. 2004). En la parte sur de la distribucion de Tristerix -donde las flores son rojas - las
especies son polinizadas por picaflores (Sephanoides sephaniodes, Patagonas gigas,
Oreotrochilus leucopleurus). Hasta la fecha no hay informacion publicada sobre la
polinizacion por picaflores en Tristerix de los Andes Tropicales. En dos localidades de Pert
(Parque Nacional Huascaran y Cuzco) observé durante el mes de junio del 2005 al picaflor
Colibri coruscans visitar las flores de T. pubescens y T. penduliflorus. En el sur de Pert,
observé que las flores de T. penduliflorus también fueron visitadas por otra especie de
picaflor, Lesbia nuna. Estas especies ademas fueron visitadas por Diglossa brunneiventris,
especie de paseriforme que también ha sido documentada como el polinizador de T.
longebracteatus en el norte de Pert (Graves 1982). El género Diglossa tiene 16 especies
asociadas a los Andes Tropicales y su distribucion geografica es coincidente con la de
Tristerix (Fjeldsa & Krabbe 1990). Estos paseriformes, generalmente han sido considerados
como robadores de néctar, pero también pueden actuar como auténticos polinizadores en
varias especies de plantas, incluyendo Tristerix (Graves 1982, Maloof & Inouye 2000). Ocho
de las 11 especies de Tristerix se superponen con la distribucion de Diglossa y todas estas
especies tienen flores de dos colores (rojo-amarillo). Esto llevaria a sugerir que esta
caracteristica de flores bicolores esta actuando como guia floral, que es reconocida por
Diglossa, pudiendo haberse originado por la interaccion con este grupo de aves.

Dos especies de Tristerix que se encuentran en el bosque nublado de altura de Perti y
Ecuador, Tristerix peytonii y T. grandiflorus (Figura 2.4, Tabla 2.1), presentan las flores mas
largas dentro del género. Las flores de T. grandiflorus pueden alcanzar hasta 16 centimetros
de longitud. Kuijt (1988) sugirio que la longitud de la flor en T. grandiflorus es producto de la

interaccion con el picaflor Ensifera ensifera. Esta especie de picaflor se encuentra en el
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bosque nublado de altura y tiene un pico de 10 cm de longitud, siendo la tinica especie que
podria polinizar las flores largas de esta especie y posiblemente también para T. peytonii.
Los pocos estudios que se han realizado sobre la dispersion de las semillas en Tristerix,
han reportado como auténticos dispersores tanto a aves como a mamiferos (Parker 1980,
Hoffmann et al. 1986, Amico & Aizen 2000, Medel et al. 2004). Las semillas de dos especies
del centro de Peru, Tristerix chodatianus y T. peruvianus, son dispersadas por una especie de
Contingidae, Zartornis stresemanni (Parker 1980) mientras que las de T. aphyllus, T.
corymbosus y T. verticillatus lo son por especies de los géneros Mimus (Mimidae), Elaenia
(Tyrannidae) y Turdus sp. (Turdidae). Dentro del bosque templado, las semillas de T.
corymbosus son dispersadas por el marsupial Dromiciops gliroides (Microbiotheriidae). Esta
especie representa un viejo linaje entre los marsupiales y es de origen de Gondwanico (Amico
& Aizen 2000). No hay informacion sobre la dispersion de las semillas de las otras seis
especies de Tristerix; pero, de acuerdo a sus distribuciones, las familias de paseriformes
Contingidae, Tyrannidae y Turdidae son los candidatos mas probables. Las familias
Contingidae y Tyrannidae (Suboscines), de origen Gondwanico, representan los linajes mas
antiguos de paseriformes en Sudamérica y estan presentes desde hace mas de 40 millones de
afos; mientras que Turdidae y Mimidae (Oscines), de origen Laurasico, aparecieron en el
continente sudamericano mucho mas recientemente (2 a 5 millones de afios) (Ericson et al.
2003, Barker et al. 2004 y las referencias en estos). Por lo tanto, se puede sugerir que los
dispersores basales en Tristerix serian no solamente Microbiotheriidae, como se habia
postulado anteriormente (Amico & Aizen 2000), sino también representantes de Cotingidae,
Tyrannidae, y mas recientemente por Turdidae y Mimidae. La interaccidon con estas dos
ultimas familias podria haber tenido un importante rol en la diversificacion de Tristerix,

particularmente para T. aphyllus.

Conclusion

El genero Tristerix esta constituido por dos clados, uno de distribucion norte y otro sur.
Estos dos clados, con alto soporte en los analisis moleculares, poseen pocas caracteristicas
morfoldgicas que los diferencien. Para dos especies dentro del grupo, el cambio de
hospedador podria ser la explicacion mas parsimoniosa de especiacion. El rol de los
polinizadores y dispersores de semillas en la diversificacion de las especies no es del todo
claro. Si bien se podria postular una convergencia evolutiva para las especies de flores largas
con la interaccion con el picaflor de pico largo, o los pimpollos con patrones de color amarillo

con la polinizacion por Diglossa, no han sido encontradas en este estudio evidencias para
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esto. Estas caracteristicas florales pueden estar asociadas a un cambio de habitat asociado con
un grupo particular de polinizadores Uinicos que estan presentes en ese hdbitat. En cuanto a la
dispersion de semillas, el genero Tristerix, asi como los otros géneros relictuales
sudamericanos de Loranthaceae, han estado interactuando desde su origen con aves del
subgénero Suboscines también de origen Gondwanico. La llegada de aves del subgénero
Oscines de origen Lauréscio, durante el Plioceno podria haber contribuido a la especiacion de

algunas especies dentro de Tristerix.
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Especies y numero de acceso de los ejemplares utilizados en este estudio (PN = parques nacionales)

“Especie Localidad Cod  Numero de coleccion Herbario
Tristerix aphyllus PN Fray Jorge, IV Region, Chile FJ G. Amico 97 BCRU
Tristerix aphyllus PN Chincillas, IV Regién, Chile CH L Suarez S/N BCRU
Tristerix aphyllus Los Andes, V Region, Chile LS G. Amico 162 BCRU
Tristerix aphyllus PN La Campana, V Region, Chile LC G. Amico 166 BCRU
Tristerix corymbosus PN Chincillas, IV Regién, Chile CH G. Amico 80 BCRU
Tristerix corymbosus Talca, VII Regibn, Chile TA G. Amico 83 BCRU
Tristerix corymbosus Llao Llao, Rio Negro, Argentina LL G. Amico 84 BCRU
Tristerix corymbosus Linao, Chiloé, X Regién, Chile LI G. Amico 96 BCRU
Tristerix chodatianus PN Huascaran, Ancash, Peru HU D. N. Smith et al. 9536 MO 3337838
Tristerix grandiflorus Sto. Domingo de los Colorados, Ecuador  SJ V. Zar 1368 MO 3907304
Tristerix grandiflorus Cotopaxi, Ecuador CO Palacios et al. 2547 MO 3672311
Tristerix longebracteatus  Quito, Pichinca, Ecuador PI D. Fernandez et al. 371 MO 5889268
Tristerix longebracteatus PN Huascan, Ancash, Pera CA D. N. Smith 8288 MO 722877
Tristerix penduliflorus La Paz, Inquisivi, Bolivia IN M. Lewis 35236 MO 4661844
Tristerix penduliflorus Urubamba, Cusco, Peru MA P. Nufez 8288 MO 720879
Tristerix peruvianus Cochabamba, Huaraz, Pert HU D. N. Smith y M. Buddensiek 10858 MO 3307944
Tristerix peytonii Urubamba, Cusco, Peru Ccz P. Nufiez y J. Arque 8287 MO 3632650
Tristerix pubescens PN Huascaran, Ancash ,Peru HU D. N. Smith y M. Buddensiek 11090 MO 3303268
Tristerix pubescens PN Ancash, Ancash ,Peru HU2 D. N. Smith 11388 MO 3337809
Trisetrix verticillatus La Calera, V Region, Chile CM G. Amico 158 BCRU
Trisetrix verticillatus Guardia Vieja, V Region, Chile GV G. Amico 159 BCRU
Trisetrix verticillatus Polvaredas, Mendoza, Argentina PO G. Amico 156 BCRU
Trisetrix verticillatus Antuco, VII Region, Chile AN G. Amico 154 BCRU
Notanthera heterophylla PN Los Queles, VIII Regién, Chile G. Amico 151 BCRU
Ligaria cuneifolia Cerca de Santiago, V Region, Chile G. Amico 145 BCRU
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APENDICE 2.2 PROTOCOLOS

Protocolo Extraccion de ADN gendémico

Individualmente se moli6 cada muestra en un pistilo con la utilizacién de un mortero de mano.
Al material molido, se le adiciond 1,5 ml de buffer de extraccion C-TAB HC modificado para plantas
con alto contenido de carbohidratos C-TAB HC (Tel-Zur et al. 1999) (100 mM tris HCI, 0.35 M
Sorbitol, 5 mM EDTA, 1% de 2-mercaptoetanol) y se continudé moliendo por unos segundos. El
producto obtenido se coloco en un tubo de microcentrifuga y se centrifugé a 10.000 r.p.m por 10
minutos a 4° C. Se desecho el sobrenadante y se resuspendio el pelet en 1,5 ml de C-TBA (100 mM
tris HCI, 5 mM EDTA), se centrifugé a 10.000 r.p.m por 10 minutos a 4° C. Este procedimiento se
repitié dos veces. El pelet obtenido se resuspendié en 500pul. de CTBA, 350 uL. de CTBA alto en sales
(50 mM tris-HCl pH 8, 4 MNaCl, 1,8% CTBA, 25 mM EDTA pH 8) y 30uL de Sarkosyl 30%. Las
muestras fueron extraidas con Cloroformo:isopropanol (24:1) y se centrifugé a 10.000 r.p.m. por 15
minutos a 4° C. La fase acuosa fue transferida a un tubo de microcentrifuga de 1,7 mL y se le agregd
90uL de Acetado de Sodio 3M pH 5.2 y 600 pL de Isopropanol a -20° C, se mezcld bien y se guardo
en a -20° C al menos 30 minutos. Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 r.p.m. por 20 minutos a
4° C, se descart6 el sobrenadante y se enjuag6 el pelet obtenido con etanol frio al 75%. Se secaron las
muestras y se resuspendieron en 200 pL de TE Buffer (1 mM Tris HCI, 0,1 mM EDTA, RNAsa 1
unidad por puL) y se incubaron por 40 minutos a 37°C. Se agreg6 20 pL de Acetato de sodio y 440 puL
de Etanol 100 %, se mezclo bien y se guardo6 a -20°C por al menos 30 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas a 10.000 r.p.m. por 20 minutos a 4° C, se tir6 el sobrenadante y se enjuagd el pelet con
etanol frio al 75%. Las mismas fueron secadas y resuspendidas en 100 uL de TE Buffer. Las muestras
se corrieron en un gel de agarosa por 30 minutos a 110 V y se verifico la presencia de ADN para cada
muestra. Con la utilizacion de un fluorémetro se determind la concentracion ADN gendmico para cada

muestra. El ADN gendmico fue diluido a la concentracion de trabajo de 20 ng/uL.

Amplificacion, purificacion y secuenciacion de ADN

Las amplificacion de ADN (PCR reaccion en cadena de la polimerasa) se llevo a cabo en un
termiciclador Applied Biosystems 960. La reaccion de amplificacion tipica fue realizada en tubos de
microcentrifura de 25 puL y contenian 1X buffer (Promega, Madison, Wisconsin; 10mMTris HCI,
50mM KCl, pH 8.3), 1.5 mM MgCl,, 50 uM dNTP’s, 1 unidad de Taq polimerasa, 0.4 uM de cebador
y 20 ng de ADN genoémico.

La region ITS fue amplificada y secuenciadas con el par de cebadores 18S 1830 f (5’-AAC
AAG GTT TCC GTA GGT GA-3") y 26S 40 r (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’). En la
region atbB-rbcL, tanto para la amplificacion como para la reaccion de secuencia, se utilizaron el par

de cebadores atpB 1 r (S’GAA GTA GTA GGA TTG ATT CTC AT 3”) y rbcL 60 r (5°CAG GAG
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TAT AAT AAG TCA TTG 3°). Estos cebadores fueron disefiados especialmente para este estudio. La
region trnL-F fue amplificada con los cebadores descritos en Taberlet et al. (1991)

Para la region ITS, el termociclador fue programado con los siguientes parametros: 94° C por 5
min iniciales, seguidos por 35 ciclos a 94° C por 1 min, 52° C por 1 minuto y 1 min a 72° C, con una
incubacion final a 72° C por 10 minutos. Para las regiones del cloroplasto, el programa del
termociclado fue en una escalara descendiente de temperatura “touch down” que consinti6 en 5 min a
95°C, 5 ciclos de 30 sec a 94°C, 30 sec a 52°C, y 1 min a 72°C, seguidos por 33 ciclos a 30 sec a 94°C,
30 sec a 48°C y 1 min at 72°C, con una incubacién final por 10 min a 72°C. En la amplificacion de la
region de ITS a cada reaccion se la adiciond DMSO al 5% (concentracion final).

En todas las reacciones de amplificacion, se colocd un control negativo, donde el ADN
gendmico se reemplazd por agua nanopura. Los productos amplificados fueron corridos en un gel de
agarosa al 1% TBE (0,089 M Tris Hcl, 0,089 M Acido Bérico y 0,002 M de EDTA) para comprobar si
el producto amplificado era el correcto.

Para la amplificacion de muestras problematicas se utilizéo Ready-to-Go PCR Beads (Amersham
Biosciences, Piscataway, New Jersey, USA).

Algunas muestras, principalmente las precedentes de herbario, tuvieron que ser re-amplificadas
o clonadas. La re-amplificacion se realizo utilizando el producto del PCR obtenido en la amplificacion
normal como ADN genémico. En la re amplificacion se utilizaron cebadores internos a los utilizados
en la primer amplificacion y el volumen de ADN genomico utilizado fue de 0,5 uL en un volumen
final de 25ul..

Los productos amplificados fueron purificados usando el kit de purificacion Omega bio-tek
(EZNA). La reaccion de secuencia se realizé siguiendo los protocolos estandares usando BigDye
(terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit) que contenia AmpliTaq DNA Polimerasa (Applied
Biosystems, Foster City, CA) y better buffer (The Gel Company, San Francisco, CA). Las secuencias

fueron obtenidas en un autosecuenciador ABI 377 (Applied Biosystems).

Referencias bibliograficas

Tel-Zur N, S Abbo, D Myslabodski & Y Mizrahi. 1999. Modified CTAB procedure for DNA isolation
from epiphytic cacti of the genera Hylocereus and Selenicereus (Cactaceae). Plant Molecular
Biology Reporter 17:249-254.

Taberlet P, L Gielly, G.Pautou & J Bouvet. 1991. Universal primers for amplification of three
noncoding regions of chloroplast DNA. Plant Molecular Biology 17: 1105-1109.
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APENDICE 2.3 CARACTERES MOFOLOGICOS

Caracteres morfologicos y de habitat del género Tristerix y del grupo externo. Representaciones graficas en la pagina siguiente.
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1) Sistema epicortical, 0: infeccion localizada, 1: raices epicorticales. 2) Seccion del tallo cuadrangular, 0: no, 1: si. 3) Hojas, 0: desarrolladas, 1: reducidas a

escamas.4) Hojas con punta esclerotica, 0: ausente, 1: presente. 5) Bracteolas, 0: ausente, 1: presente. 6) Bractea foliacea, 0: ausente, 1: presente. 7) Pimpollos

> 8 cm, 0: no, 1: si. 8) Numero de pétalos, 0: cinco o seis, 1: cuatro. 9) Flor curva, 0: no, 1: si. 10) Coloracion del pimpollo, 0 =rosa, 1 =rojo, 2 = rojo-

amarillo-rojo, 3 = rojo-amarillo. 11) Coloracion del fruto maduro, 0: negro, 1: rojo, 2: amarillo, 3: blanco, 4: verde. 12) Forma del fruto, 0: esférico; 1:

ovoide), 13) Polinizador, 0: insecto, 1: Diglossa ausente (por picaflores), 2: Diglossa presente. 14) Bioma, 0: altoandino, 1: matorral, 2: bosque templado, 3:

bosque nublado de altura. En Apéndice 2.1 se indican las localidades de los ejemplares utilizados.
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Representaciones graficas de algunos de los caracteres morfologicos (modificados de Kuijt 1988). a)
Hojas con punta esclerotica de T. chodatianus. b) Presencia de bracteolas en T. corymbosus. c)
Bractea foliacea en un fruto de T. pubescens. d) Pimpollos mayor a 8 cm y curvo de T. grandiflorus
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APENDICE 2.4 RECONSTRUCCION DE LOS CARACTERES ANCESTRALES
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