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RESUMEN

En cste trabajo sc presenta un andlisis de componentes principales de pardmetros morfométricos
y quimicos ademds dc un andlisis dc la fecundidad natural y germinacién que apoyan la hipdtesis de
quc cxiste hibridacién cntrc dos cspecics de rosctas caulescentes Espeletia schulizii 'y E. batata cn cl
altiandino venczolano. Las dos cspecics parentales presentan habito morfométrico contrastante y una alta
afinidad intracspecifica, cn tanto quc los hibridos resultaron con caracterfsticas morfométricas intcrmedias.
En los hibridos sc detectaron un mayor nimero dc compuestos quimicos (flavonoides) por individuo
y la presencia de compuestos diferentes a los de las especics parentales, lo cual sugicre la dercpresion
dc genes involucrados en las rutas biosintéticas de flavonoides y/o nuevas reccombinaciones capaces dc
producir cstos cfcctos. Tanto las poblaciones parentales como los hibridos presentaron valores relativamente
bajos dc fertilidad natural.

PALABRAS CLAVE: Hibridacidn, péramos, evolucidn, frailejon, fitoquimica, flavonoides.

ABSTRACT

In this papcr we present evidences to support the hypothesis of the occurrence of natural hybridizatior
between two specics of caulescent roscttes, Espeletia schultzii and E. batata from the high Andes ol
Venczucla. The evidences come from a principal components analysis of morphological and chemica
data and a sct of results on natural fecundity and germination from natural populations of both specic:
and suspected hybrid plants. These arc intermediate in morphology whereas the parental specics have
a high intraspecific affinity and differ substantially in morphology. Hybrids showed a highcr numbe
of flavonoids, some of them different from any in the parental species. This suggests derepression o
genes involved in the control of flavonoid synthesis and/or new recombinations which may produc
these cffects. Both hybrids and individuals from parental species showed rclatively low fertility valucs

KEY WORDS: Hybridization, paramos, cvolution, frailejon, phytochemistry, flavonoids.
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INTRODUCCION

El género Espeletia Mutis,
perteneciente a la Familia Compositae, es
un elemento caracteristico del ecosistema
pdramo. En Venezuela se localiza en la
Cordillera de la Costa y en la Cordillera
de los Andes; en Colombia al norte de
Santander, en los péramos de
Cundinamarca y en la Sierra de Santa
Marta, y en Ecuador en la provincia de
Carchi (Smith y Koch 1935). Es un grupo
endémico de la alta montafia tropical andina
con una gran gama de adaptaciones
ecoldgicas, morfolégicas y fisioldgicas que
le han permitido colonizar el pdramo
(Cuatrecasas 1976, 1978, 1979; Goldstein
y Meinzer 1983; Estrada y Monasterio
1988, Rada et al. 1985, 1987; Goldstein
et al. 1984, 198%; Meinzer y Goldstein
1985; Meinzer et al. 1985; Smith 1974,
1979, 1980, 1981, 1984; Laruch 1979;
Baruch y Smith 1979; Guariguata y Azdcar
1988).

El pdramo parece representar
condiciones ecoldgicas que favorecerfan
eventos de hibridacién natural, sobretodo
tomando en consideracién las evidencias
de grandes fluctuaciones ambientales
durante el pleistoceno (Salgado-Labouriau
1976, Schubert 1974, 1976; Viullemier
1971), probablemente decisivas en los
procesos de especiacién de su flora vy
fauna. Es de esperar que Espeletia no haya
podido establecer barreras definitivas de
incompatibilidad genética en el tiempo
evolutivo, siendo actualmente un grupo en
franca radiacién adaptativa (Cuatrecasas
1968, 1976, 1979).

Espeletia schultzii presenta una amplia
distribucién en el ecosistema pdramo andino
venezolano, lo cual ha favorecido un
proceso de especiacién geogrdfica entre
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poblaciones distantes, dando origen a la
formacion de tres subespecies (Cuatrecasas
1980), con el consiguiente aislamiento
reproductivo (Sobrevila 1988). En contraste,
E. batata habita en lugares restringidos
aparentemente perturbados caracterizados
por escasa cobertura vegetal, presencia de
caminos y riachuelos y/o fondos de valles;
posiblemente se trata de un morfo con
mayores restricciones ecoldgicas. Aunque
los sitios de contacto o sobreposicion
espacial entre estas dos especies
probablemente estdn limitados por el nicho
ecoldgico de E. batata, en algunos lugares

muy especificos del altiandino son
simpdtricas, superponen sus picos de
floracion y comparten polinizadores

(Moreno-Alvarez 1986, Berry et al. 1988).
Ademds, en esos sitios de contacto se
encuentran individuos de hédbito intermedio
entre las dos especies 1o cual hace suponer
la existencia de flujo genético entre ambas.
Berry et al. (1988) mediante un andlisis
morfométrico y por polinizaciones
experimentales de plantas de una comunidad
mixta de E. batata y E. schultzii,
concluyeron sobre la formacién de hibridos
y mostraron evidencias de introgresién entre
estas especies.

En este trabajo se presentan algunas
evidencias poblacionales de flujo genético
entre las dos especies, E. batata Cuatr. y
E. schultzii Wedd. Tanto las poblaciones
parentales de ambas especies como las
intermedias se caracterizaron
morfométricamente y, desde ei punto de
vista quimico mediante la presencia de

compuestos fendlicos, especialmente
flavonoides, a través de un andlisis de
componentes principales. Ademds, se

realizaron pruebas de
fertilidad natural.

germinacién v
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé6 a 14 km del
Pico El Aguila en el Pdramo Las Cruces
(8° 54 27" N y 70° 51’ 27" O), en la
via que conduce a la poblacién de Piflango,
en la formacién Sierra de la Culata a 4.200
m. La comunidad vegetal estd constituida
mayoritariamente por rosetas perennifolias
del género Espeletia spp.: E. timotensis,
E. semiglobulata, E. schultzii, E. spicata
y E. batata, ademds de otros elementos
floristicos menos importantes (Monasterio
1979, 1980; Moreno-Alvarez 1986). El
régimen de precipitacién es unimodal, con
una media anual de 869 mm y presenta
una temperatura media anual de 2,8°C
(Monasterio y Reyes 1980).

Espeletia schultzi y E. barata coexisten
en algunos lugares muy especificos de
escasa cobertura vegetal como fondos de
valles. Las dos especies presentan hdbitos
morfolégicos muy contrastantes lo cual ha
permitido su separacién en taxones
(Cuatrecasas 1978, 1980). Espeletia batata
es una especie policdrpica, sésil,
caulirosula, con una unica inflorescencia
terminal por eje y un mimero mdximo de
10 ejes florales por individuo. El tamafio
de la roseta de plantas adultas varia entre
15 y 30 cm de altura. Presenta un tronco
subterrdneo en forma de tubérculo. En
contraste, E. schultzii es una especie
policdrpica de mayor porte, llegando a
alcanzar hasta 1,30 cm. Presenta un sistema
de inflorescencias llamado siuflorescencias
axilares en un nimero superior a 30 por
eje 'y, posee un tallo subterrdneo mds
pequeno que E. batata. En los mismos
habitats se encuentran individuos que
poseen caracteristicas mixtas en su hdbito
morfoldgico: tres a cuatro inflorescencias
por e¢je, un porte medio y un tronco
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subterrdneo con caracterfsticas intermedias
y a los cuales se les ha considerado como
hibridos naturales de las dos especies
(Moreno-Alvarez 1986, Berry et al. 1988,
Cuatrecasas, comunicacién personal).
Duplicados de estos ejemplares fueron
depositados en el Herbario MERF [Estado
Mérida, Venezuela: Pdramo Las Cruces,
4300 m, 22/09/84, Moreno-Alvarez
(MERF 168, MERF 169, MERF 170)].

Se seleccionaron 10 individuos de cada
morfo (especies parentales e hibridos),
todos adultos de tamafio intermedio y en
estado de antesis. A cada individuo se le
determiné el mimero de ejes, la longitud
y didmetro de los mismos, el mimero de
inflorescencias por eje, el didmetro de las
inflorescencias y la longitud y didmetro
de las hojas del escapo. El nimero de
ejes y los promedios de los atributos
restantes para cada individuo se usaron para
un andlisis de componentes principales con
algoritmo de tipo R, que permite ordenar
a los individuos a partir de una matriz de
correlacion de los atributos (Orloci 1978).

Con el objeto de explorar la presencia
de metabolitos fendlicos y especialmente
compuestos tipo flavonoides, se realizé un
andlisis quimico preliminar en muestras de
inflorescencias en antesis. De las muestras
secas al aire y molidas separadamente, se
tomaron 3 g. Cada muestra se extrajo
filtrando al vacio con metanol (85%) y se
procesé mediante una marcha de separacién
de flavonoides (Mabry et al. 1970). Las
fracciones acuoso-metandlicas resultantes se
concentraron para obtener un volumen de
6 ml y se aplicaron en celulosa preparativa.
Los cromatogramas se eluyeron en forma
bidimensional (Terbunatol: Acido acético:
Agua 3:3:1 y Acido acético al 15%). El
tiempo de eluciéon fué de 6 y 2 horas
respectivamente. Los cromatogramas
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obtenidos se revelaron con luz ultravioleta
a 360 nm y con vapores de amoniaco.
Los Rf se analizaron con un programa de
computacion que permitié establecer grdfica
y cuantitativamente, en un espacio de dos
dimensiones, la zona en la cual se ubicaba
cada uno de los diferentes compuestos. De
esta manera se construyd una matriz de
presencia-ausencia de flavonoides para los
30 individuos analizados quimicamente. Las
estructuras de los compuestos presentes no
fueron determinadas para este trabajo.
Partiendo de la matriz de presencia-ausencia
de compuestos quimicos se efectud también
un andlisis de componentes principales.
Para estimar la fertilidad natural
(nimero de aquenios fertilizados/nmimero
total de aquenios) y la germinacién se
colectaron antes de la diupersién, 10
cabezuelas de 4 individuos de la misma
clase de tamafio de cada especie parental
y 4 individuos hibridos para un total de
12. De cada capitulo se cosecharon los
aquenios y se cuantificaron. Posteriormente
se selecciond al azar e! 25% de los
aquenios de cada capitulo y se procesaron
separadamente para efectuar el experimento
de germinacion el cual consistié en colocar
los aquenios scparadamente en placas de
Petri durante un iaes y regados cada dos
dias. Se consideré que la germinacién era
positiva cuando las radiculas alcanzaban una
longitud mayor de 2 mm y las pldntulas
no presentaban signos de necrosis (Moreno
1984). A los aquenios que no germinaron
se les aplic6 el test de viabilidad de cloruro
de tetrazolium. Cuando los embriones
presentaban una coloracién rojo-rosada la
prueba se consideré como positiva en cuyo
caso eran semillas latentes. En
contraposicion, los embriones que se
colorearon parcial o muy claramente se les
consider6 como semillas no viables. Los
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resultados obtenidos con este experimento
se expresaron como proporciones por
individuo. Debido a que el test G de
homogeneidad (Sokal y Rohlf 1980)
determiné la existencia de una gran
heterogeneidad, decidimos expresar 1los
resultados como valores superior € inferior
de las proporciones con su rango de
variacién asociado.

RESULTADOS

La Fig. 1 muestra el ordenamiento
de los individuos de los tres morfos
estudiados en base a atributos
morfométricos. Se puede observar que las
especies parentales y los hibridos se
ordenan en dos ejes principales. Las
especies parentales muestran una separacion
neta ubicdndose hacia los extremos del
primer eje (F). Por otra parte, los
individuos hibridos se ubican en una
posicién intermedia aunque mds cercana a
E. batata. El individuo mimero 1 de los
hibridos fué el unico que mostré una
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FIGURA 1. Andlisis de componentes principalcs
dc las tres poblaciones cstudiadas en basc a atributos
morfométricos.
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semejanza mayor con E. schultzii. El
primer eje (F) absorbe el 59,18% de la
varianza lo cual significa que este es el
componente que determina la separacion.
En contraste, el segundo eje (F), que
absorbe sélo el 14,17 % de la varianza
no permite la separacién de ninguno de
los morfos.

Los atributos: didmetro promedio de
los ejes florales (3); nimero de capitulos
por eje floral (4); largo promedio de las
hojas del escapo (7); ancho promedio de
las hojas del escapo (6) y el mimero de
ejes florales (1), presentan mayor
correlacién con el primer componente (F )
y por lo tanto son los que contribuyen
efectivamente a la separaciéon de los
individuos (Fig. 2). El atributo 1 muestra
correlacién negativa con el primer
componente lo cual indica que es un
componente propio de E. barata. En el
segundo componente principal (F) (Fig.
2), el atributo 6 antagoniza con el atributo

5; sin embargo, estos atributos no
resultan efectivos para separar los morfos.

El andlisis de flavonoides y de
compuestos fendlicos se sintetiza en la
matriz de presencia y ausencia de
compuestos quimicos (Tabla 1). A nivel
interespecifico se evidenciaron algunas
diferencias en relacién a estos compuestos.
El compuesto 1 se encuentra sélo en
individuos de la poblacién de hibridos, en
tanto que el compuesto 2 se encuentra en
las poblaciones parentales pero no en la
de hibridos. En relacién al ndmero. total
de compuestos quimicos presentes, la
poblacién hibrida con mayor cantidad se
acerca mds a E. schultzii que a E. batata.

La Fig. 3 muestra que el primer
componente principal (F) no permite una
buena separacién de las poblaciones en base
a la presencia o ausencia de flavonoides.
Sin embargo, el segundo componente
principal (F)) separa en forma definida a
casi todos los individuos de E. batata del
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FIGURA 2. Posicién relativa de los sicte atributos

morfométricos en ¢l primer y scgundo eje del andlisis dc
componentes principales. (1) Nimero de ¢jes florales, (2) Largo,
(3) Didmetro promecdio del ejc, (4) Numero promedio de
capftulos por cje, (5) Didmetro promedio dcl capitulo, (6)
Ancho y (7) Largo promedio de hojas del escapo
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TABLA 1. Matriz de presencia y ausencia de compucstos quimicos en las poblaciones
parentales ¢ hibrida. Los nimeros 1 al 28 representan los diferentes compuestos
detectados cn base a los Rf. Los individuos estan codificados y numcrados:
B1= E. batata, H1= hibrido, S1= E. schultzii, NTC= mimero total dc compuestos

por individuo.

COMPUESTOS QUIMICOS

112(3]4){5|6]7(06 910111213141516171817(0412225242526:1&5 NTC

B1-1 +1+ +1+ + + + + |+ ) 9
B1-2 + +|+] + + + 6
B1-3 EAERE R + s
B1—4 + |+ + |+ + + + + 9
B1-5 ++]|+ ]+ + + + +| 6
B1-6 + |+ + + + + [}
B1-7 + |+ |+ ]|+ + + 6
B1-8 o fe el + + 6
B1-9 +|+]+ +|+ ) + +| |+]. 8
B1-10 Flr|+|+]+ + +l+ + + - )
Hi-1 [+l |+]|¢]|+]+ +|+ +|+ 13
H1-2 “|+l+]e + + |+ + + + + + + 13

m Hi-3 + |+ ||+ |+ + + |+ + + + + + 13
E H1-4 |+ +i+ ]|+ + + +l+|+ + ks + +|+ 14
‘;i H1-5 |+ +la{+]+]+]+]+ + + + + + 13
ﬁi H1-6 + 4]+l eie]+ + N +|+ + + +|13
E‘ H1-7 +l+ |+ +|+ ]+ + + + + ]+ + 13
Hi-8 |+ +i4+|+]+ + + + +|wlt|r 13
H1-9 |+ +|+|+]+ + + + + |+ + + 13
Hi-10} + ++|+]+ + + + + + + +1+ 14
$1-1 + +lel+]+ + +|s +|4]4 + 12
51-2 vl+{e]s + |+ + |+ + +]+|+ 12
S1~3 ti+lel+|+ + *le |+ + + |+ 12
S1-4 R EXE: + +{+1+ + + 11
S1-5 + + 41 +9 +|+ +1s|4 + [+ 11
81-6 +|+]+]+ +i+]+ + + + + 12
51-7 + + ¥+ |+ +1+ + + + + 11
S1-8 4| tl+f+]4 + +]4+}+ + 41+ 12
81-9 +le]e )] | +h+) 1+ [+ + + |+ 12

resto de los individuos analizados. Esta fertilidad natural variando entre 31 y 70%

separacién se debe primordialmente a la
correlaciéon negativa que presenta el
compuesto 20 con el segundo componente
principal y que aparece casi exclusivamente
en E. batata.

Los valores de germinalidad,
viabilidad y latencia presentaron una gran
heterogeneidad (test de G, Sokal y Rohlf
1980), por lo tanto, no comparamos los
promedios sino mds bien los intervalos de
variacion. Espeletia batata presenté mayor
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la proporcién de aquenios fertilizados. En
cambio, los hibridos y E. schultzii variaron
entre 0 y 30%. La viabilidad de las
semillas tiende a ser mayor en E. batata
ya que, en algunos individuos llegd a ser
de 100% mientras que en los hibridos la
médxima fue de 71% y en E. schultzii de
63%. En relacion a la germinabilidad y
la latencia, los resultados de las tres
poblaciones fueron mds similares, pero la
variacion entre individuos de la misma
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FIGURA 3. Andlisis dc componentes principales de las tres
poblaciones estudiadas en base a atributos quimicos. Simbolos
similares a los utilizados en la Figura 1.

poblacion fue notable en cada caso. En

algunos individuos, todas las semillas
viables germinaron, mientras que en otros
todas las semillas viables mostraron

latencia. Los mdximos de germinabilidad
de las semillas viables estdn cercanos al
100% en las tres poblaciones.

DISCUSION

Los resultados del ordenamiento de
caracteres morfométricos apoyaron la idea
inicial de que los individuos hibridos
presentan hdbitos intermedios con respecto
a las especies parentales. Los atributos
seleccionados a priori permitieron una
separacion nitida de tres morfos con alto
grado de afinidad poblacional o
coespecifica, de manera que se puede
inferir que las muestras eran representativas
de los taxa considerados. Este andlisis
sugiere que los individuos considerados
como hibridos heredaron caracteres
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morfométricos intermedios, debido
probablemente a la conjugacién de los dos
genomas parentales. Estos resultados apoyan
aquellos encontrados por Berry et al.
(1988) en el sentido de que los individuos
intermedios son el resultado de wuna
hibridacién interespecifica entre E. schultzii
y E. batata. Estos autores propusieron que
el nimero de capitulos por eje y el drea
foliar podrfan ser utilizados como caracteres
diagndsticos para una deteccién rdpida de
plantas hibridas en el campo. En nuestro
caso también el nimero de capitulos por
eje resultd ser un caracter importante en
la diferenciacién de los hibridos asi como
también el nimero de ejes florales.

El andlisis quimico reveld que las tres
poblaciones poseen un total de 28
compuestos, muchos de ellos presentes en
las tres poblaciones pero otros sdélo
presentes en algunas de ellas. El compuesto
1 por ejemplo, sélo se encuentra en
algunos de los individuos hibridos. La
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aparicion de compuestos diferentes en las
poblaciones hibridas ha sido interpretada
como el producto de la acumulacién de
diversos sustratos intermedios en la
biosintesis de flavonoides originados por
la accidn catalitica de isomerasas, las cuales
han sido sintetizadas, ya sea directamente,
gracias a las nuevas recombinaciones
hibridas, o indirectamente como
subproducto genético en la constitucién de
individuos poliploides (Smith y Levin 1963,
Seeligman y Alston 1967, Taylor vy
Campbell 1969, Hsiao y Li 1973, Natarella
y Sink 1974). Por otra parte, la ausencia
en los hibridos de compuestos que si se
encuentran en los parentales, como por
ejemplo los compuestos 2, 13 y 17, puede
deberse a interacciones epistéticas o genes
no mendelianos. Decidir sobre estas
posibilidades requerird profundizar en el
estudio de las estructuras presentes y de
las rutas biosintéticas correspondientes.

De los 28 compuestos encontrados en
las tres poblaciones, 24 son comunes a
por lo menos una de las especies parentales
y a los hibridos, lo cual se puede
interpretar como simple hercdabilidad de
caracteres quimicos, regulada por genes de
tipo mendeliano o epistéticos (Levy y Levin
1974).

La alta frecuencia de variacién
observada en los patrones cromatograficos
tanto de las poblaciones parcntales como
de las hibridas se puede interpretar como
un resultado de eventos -eproductivos
sexuales exogdmicos, los cuales involucran
altos grados de heterocigosis. Esto
concuerda con el hecho de que ambas
especies son autoincompatibles y por lo
tanto de exocruza obligada ( Berry 1987).
La clara separacién de la muyorfa de los
individuos hibridos en base a atributos
quimicos sugiere un proceso de
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diferenciacién bioquimica producto de la
adquisicién de nuevos metabolitos
secundarios.

Cabe destacar que las tres poblaciones
evidencian valores relativamente bajos de
fertilidad natural lo cual puede estar
condicionado por los ‘‘filtros’> en su
biologfa reproductiva. En primer lugar,
tanto las especies parentales como las
hibridas presentan polinizacién zoofilica
(Berry 1987), preferencialmente insectos
dipteros y hemipteros con baja densidad
poblacional; en contraposicién a una alta
disponibilidad de capitulos para ser
polinizados. Por otra parte, los taxa
parentales y los hibridos presentan fuertes
mecanismos de autoincompatibilidad
gamética, lo cual significa que para que
ocurra fertilizacién deben producirse
obligatoriamente exocruces (Berry 1987).
Finalmente, otro factor importante puede
ser el clima, ya que los procesos de antesis
coinciden con la época de mayor humedad
y es precisamente en €ésta €poca cuando
disminuye la actividad de los polinizadores.
E. batata presenté valores mds altos de
fertilidad natural en comparaciéon a los
valores encontrados en los hibridos y en
E. schultzii ;Cudles pueden ser las causas
que determinan esta diferencia? Si tomamos
en cuenta que los polinizadores parecen
estar restringidos en el pdramo y que E.
batata produce menos capitulos  por
individuo, podemos suponer que la visita
por capitulo resulta mds eficiente lo que
determina, en consecuencia, una mayor
fertilidad.

En la poblacién de hibridos, algunos
presentaron valores altos de germinabilidad
y viabilidad, lo cual sugiere que por lo
menos a este nivel, estos individuos no
exhiben mecanismos de aislamientos
reproductivo post-zigético. Por otra parte,
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mediante polinizacién experimental se han
obtenido altos porcentajes de semillas
viables en el cruce E. batata x E. schultzii.
La alta proporcién de semillas latentes en
algunos individuos de las tres poblaciones
puede ser debido a que sus propdgulos
fueron cosechados antes de la dispersién
y por lo tanto no fueron expuestos a
procesos de post-maduracién o de
vernalizacién en el suelo. Sin embargo,
estudios realizados en otras especies de
Espeletia indican que la latencia parece ser
comin y se ha interpretado como un estado
de letargo obligado al que estdn sometidas
estas semillas costituyéndose un banco de
semillas permanente, con capacidad de
germinar diferencialmente en el tiempo
dependiendo de exigencias fisioldgicas
especificas (Guariguata y Azdcar 1988).
Esto trae como consecuencia una mayor
probabilidad de implantacién de las
pléntulas y quizds una mayor potencialidad
de 1mplantacién de las pldntulas.

Las evidencias obtenidas con este
trabajo y las aportadas por Berry et al.
(1987) apoyan la hipétesis sobre la
existencia de hibridacién interespecifica
entre E. batata y E. schultzii. 1.a magnitud
del flujo de genes entre estas dos especies
del altiandino venezolano tendrfa que
determinarse a través de estudios genéticos
y Dbiosistemdticos detallados, a fin de
evaluar el papel que estd jugando en la
evolucién de estas dos especies.
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