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Resumen y Abstract IX

Resumen

Garcinia es un género de la familia Clusiaceae que incluye més de 250 especies de arbustos
y arboles comunes en los bosques humedos tropicales de tierras bajas. EI 95% de las
especies son de Asia, Australia y Africa tropical, por lo cual su estudio se ha dirigido
principalmente a las especies del Viejo Mundo. A pesar de ser un género con atributos
ecoldgicos y econdmicos importantes, su conocimiento en Colombia y en el Neotropico es
reducido, por lo cual, se realizé un tratamiento taxondémico del género para Colombia, con
la revision de las colecciones méas importantes del pais (COL, COAH, HUA, MEDEL,
JAUM) y del Neotropico (MO, NY), con el uso de caracteres morfométricos y herramientas
estadisticas para apoyar la diferenciacion entre especies. Se construyeron mapas de puntos
de distribucion y una clave taxonémica para la identificacion de dichas especies, con base
en el formato de la serie Flora de Colombia. También se realizé un analisis filogenético de
las especies neotropicales a partir de secuencias de ITS, GBSSI, rbcL y matK, para evaluar
la congruencia entre los andlisis y la monofilia del grupo, aplicando los métodos de méxima
parsimonia e inferencia Bayesiana. A partir de los analisis multivariados y de la revision, se
encontraron siete especies del género en Colombia, distribuidas desde los 0 a 2200 m de
altitud, todas con frutos comestibles. Los analisis filogenéticos demostraron que a pesar de
que los marcadores con mayor informacion para diferenciar entre especies de este grupo son
ITS y matK, GBSSI y rbcL también aportan informacion, por lo cual, la hipo6tesis con mayor
muestreo taxondmico, resolucién, soporte y robustez, es la obtenida con el analisis
bayesiando de los cuatro genes. De esta manera, se postula la hipotesis filogenética mas
robusta para el género hasta hoy, que demuestra la evidencia suficiente para sugerir a las

especies neotropicales como un grupo natural.

Palabras clave: Garcinia, taxonomia, Colombia, caracteres morfométricos, filogenia,

Neotropico, maxima parsimonia, inferencia Bayesiana.



X Sistematica del género Garcinia (Clusiaceae): revision taxondmica para Colombia y filogenia
de las especies Neotropicales

Abstract

Garcinia is a genus of the family Clusiaceae that includes more than 250 species of shrubs
and trees that are common in moist and lowland tropical forests. The 95% of species are
from Asia, Africa and Australia, so its study has been led mainly to the Old World species.
Despite its ecological and economic importance, Garcinia has been poorly studied in,
Colombia and in the Neotropics in general. Herein a taxonomic treatment is provided for
the genus in Colombia, based on a revision of the most important herbarium collections in
the country (COL, COAH, HUA, MEDEL, JAUM) and in the Neotropics (MO, NY,
MEXU), using morphometric characters and statistical tools to support the differentiation
among species. Maps of distribution points and a taxonomic key for the identification of
these species were constructed, following the format of the series Flora de Colombia. A
second objective of this study was to evaluate the monophyly of the neotropical species, for
which a phylogenetic analysis was performed using ITS, GBSSI, rbcL and matK sequences
analyzed with maximum parsimony and Bayesian inference. Based on multivariate analysis
and the revision, | found that there are seven species of Garcinia in Colombia, distributed
from 0 to 2200 m altitude, all with edible fruits. Phylogenetic analysis showed that although
ITS and matK are the most informative markers to differentiate among species of this group,
GBSSI and rbcL also provide information, therefore, the hypothesis with more taxonomic
sampling, resolution, support and robustness, is the tree obtained with the Bayesian analysis
using the four genes. Thus, with this work I suggest the most robust phylogenetic hypothesis

for the genus to date, showing that the Neotropical species are a monophyletic group.

Key words: Garcinia, taxonomy, morphometric characters, phylogeny, Neotropics,

maximum parsimony, Bayesian inference.
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Introduccion

Garcinia L. es un género de la familia Clusiaceae (Guttiferae), nombrado por Linneo en
homenaje a Laurent Garcin (1638-1757), un boténico suizo de la Compafiia Holandesa de
las Indias Orientales, quien publicd la primera descripcion del mangostino (Osman et al.,
2006). Este grupo incluye mas de 250 especies de arbustos y arboles siempre verdes, dioicos
y con latex amarillo o blanco, comunes en los bosques humedos y tropicales de tierras bajas
(Stevens, 2006). El 95% de las especies son de Asia, Australia y Africa tropical, por lo cual
su estudio se ha dirigido principalmente a las especies del Viejo Mundo. EI mangostino
(Garcinia mangostana L.) es de origen asiatico y hoy en dia se encuentra cultivado en todo
el tropico. Es popularmente conocida como “la reina de las frutas” por el mesocarpio dulce

y jugoso y por sus propiedades medicinales.

Las flores de Garcinia s.I. exhiben una gran diversidad morfol6gica, y diferentes
interpretaciones de esta diversidad han llevado a que varios géneros hayan sido segregados
de Garcinia durante los Gltimos 250 afios. La preferencia por una circunscripcion genérica
amplia ha surgido en los ultimos 30 afios, pero ain no se ha publicado una clasificacion
infragenérica estable (Sweeney, 2008). Historicamente, uno de los principales problemas
de Garcinia ha sido su incorrecta distincion del género Rheedia L. que era un género
exclusivo del Nuevo Mundo, mientras que Garcinia era considerado como un género nativo
y exclusivo del Viejo Mundo. Robson (1958) discuti6 el error que existe al separar a Rheedia
de Garcinia, afirmando que las caracteristicas florales que supuestamente distinguian a estos
dos grupos, como el nimero de partes del perianto y el grado de fusion de los estambres,
ocurren en ambos grupos (Hammel, 1989; Adams, 1970). De ahi que existan varios estudios
en donde se ha tratado a Rheedia como sinénimo de Garcinia (Adams, 1972; Fournet, 1978;
Rivero et al., 2006; Lim, 2012).



2 Introduccién

Segun Stevens (2006), la familia Clusiaceae se clasifica de la siguiente manera:

l. Subfamilia Kielmeyeroideae Engler (1888)
1. Tribu Calophylleae Choisy (1824): incluye 12 géneros
2. Tribu Endodesmieae Engler (1921): incluye 2 géneros
Il. Subfamilia Clusioideae Engler (1888)
1. Tribu Clusieae Choisy (1824): incluye 4 géneros
2. Tribu Garcinieae Choisy (1824): incluye a Garcinia y Chrysochlamys

3. Tribu Symphonieae Choisy (1824): incluye 7 géneros

De acuerdo al APG Il (Stevens, 2001) Kielmeyeroideae es considerada actualmente como
una familia distinta de Clusiaceae (Calophyllaceae), debido a que hay datos moleculares que
apoyan su separacion (Ruhfel et al., 2011). Sin embargo, atn no se ha publicado una nueva
clasificacion de Clusiaceae que excluya formalmente a Kielmeyeroideae.

Muchos de los géneros de la familia son comunes en el Viejo y Nuevo Mundo. Es probable
que su distribucion refleje la continuidad de los continentes en el pasado ya que algunas
especies son comunes en mas de un continente (Woodson et al., 1980). Muchas de las
especies comestibles de esta familia pertenecen al género Garcinia. Son de gran importancia
econdmica porque contienen valiosos metabolitos secundarios denominados xantonas. Estos
metabolitos son potentes antioxidantes que eliminan radicales libres, evitando dafios en la
membrana celular y en el ADN que mas adelante pueden conducir a enfermedades
cardiovasculares o0 a cancer. Las xantonas también poseen propiedades antimicrobiales, anti-
inflamatorias y antivirales (Lim, 2012). Hasta hoy, se han identificado 515 xantonas
presentes en 20 familias de plantas terrestres, de las cuales 100 se encuentran en las

clusiaceas y mas de 40 en el mangostino (G. mangostana) (Han et al., 2009).
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Concepto de especie

El concepto de especie que mejor recoge la idea original de Darwin acerca de la divergencia
que se da entre los individuos de una misma poblacion, como producto de la seleccion
natural con el paso de las generaciones, y que culmina con la aparicion de nuevas especies,
es el sugerido por Simpson (1951), conocido como concepto evolutivo de especie. Este se
define como un linaje (sucesion de poblaciones ancestro-descendiente) que evoluciona
separadamente de otros linajes y que tiene una estructura evolutiva propia. Este concepto
tiene la facultad de englobar las fuerzas evolutivas que acttan sobre las poblaciones, y
ademas, da la pauta para considerar procesos de extincion y sobre todo de especiacion. Para
Mayden (1997) el concepto evolutivo es el Gnico capaz de acomodar o acoger a todos los
grupos conocidos que hacen parte de la diversidad bioldgica. Con este concepto los atributos
y patrones de especie pueden ser interpretados correctamente con respecto a un Unico
descendiente. Sin embargo, por si mismo no permite reconocer a los linajes, es decir, este
concepto no propone un método capaz de reconocer y delimitar especies (Taylor et al.,
2000). Por lo tanto, un concepto de especie que describe y delimita a estos grupos, es aquel
que engloba la idea fundamental de que las especies son unidades evolutivas, como producto
de la especiacidn, con una metodologia capaz de reconocerlas y delimitarlas (Eguiarte et al.,
2007). Asi, el concepto evolutivo puede funcionar como el concepto primario y monista que
abarque a todas las entidades consideradas como especies. Los demas conceptos,
secundarios, pueden funcionar como herramientas operacionales, que en cada caso, y a
través de la variacion que hay en la naturaleza, pueden ser utilizados para descubrir entidades

de acuerdo con el concepto primario (De Queiroz, 2007).

En el reconocimiento de las especies es suficiente el uso de cualquier tipo de caracteres
morfolégicos, conductuales, fisioldgicos, entre otros, para descartar o integrar individuos a
entidades bioldgicas (Eguiarte et al., 2007). Este tipo de reconocimiento se formalizo antes
de la teoria evolutiva con Linneo, quien introdujo en 1759 el concepto de especie como una
forma de reconocer y dar nombre a las distintas entidades bioldgicas creadas por un ser
superior. De hecho, este tipo de reconocimiento a través de cualquier caracter morfologico
se conoce en honor a Linneo como concepto morfoldgico o linneano de especie (Mayden,
1997). En este trabajo se ha seguido este concepto, teniendo en cuenta que existen



4 Introduccién

herramientas estadisticas para delimitar grupos con soporte robusto, y que a su vez, este
concepto operativo se puede considerar como una herramienta para brindarle rigor

metodoldgico al concepto evolutivo (primario) de especie.
Justificacion

A pesar de que Garcinia es un género con atributos ecoldgicos y econémicos importantes,
su conocimiento en Colombia y en el Neotropico es reducido. Por lo tanto, es necesario
realizar una revision del género para resolver sus problemas taxonomicos, conocer las
especies presentes en Colombia y aumentar el nivel de determinacién en las principales
colecciones del pais. Por otra parte, es importante realizar un primer analisis molecular del
género que incluya informacién de las especies neotropicales con el fin de conocer su

posicion filogenética y evaluar su monofilia.

Objetivo general

Realizar un estudio sisteméatico de las especies neotropicales del género Garcinia

(Clusiaceae).

Objetivos especificos
= Aportar un tratamiento taxondémico de Garcinia para Colombia, con descripciones,
mapas de puntos de distribucion, y una clave para la identificacion de las especies.
=  Optimizar un protocolo para la extraccion de ADN de material de herbario para las
especies de este grupo.
= Evaluar la monofilia de las especies neotropicales de Garcinia a partir de datos

moleculares.



1.Capitulo 1: Analisis multivariado y revision
taxonomica de las especies de Garcinia en
Colombia

1.1 Introduccidn

Las flores de Garcinia s.I. exhiben una gran diversidad morfologica, y diferentes
interpretaciones de esta diversidad han llevado a que varios géneros hayan sido segregados
de Garcinia durante los Ultimos 250 afios. La preferencia para una circunscripcion genérica
amplia es de los Gltimos 30 afios, pero ain no se ha publicado una clasificacion infragenérica
estable (Sweeney, 2008). Uno de los principales problemas de Garcinia ha sido su incorrecta
separacion del género Rheedia. Anteriormente, Rheedia era considerado como un género
exclusivo del Nuevo Mundo, y a Garcinia como un género nativo y exclusivo del Viejo
Mundo. Estas diferencias se basaban en caracteristicas particulares en su morfologia floral.
Mas adelante, Robson (1958) discutié el error que existia al separar a Rheedia de Garcinia,
afirmando que las caracteristicas que supuestamente distinguian a estos dos grupos, como
el numero de partes del perianto y el grado de fusion de los estambres, no eran constantes y
que, por el contrario, ocurrian en ambos géneros (Hammel, 1989; Adams, 1970). De esta
manera, Adams (1972), Fournet (1978), Jones (1980), Kearns et al., (1998), Schatz (2001)
y en otros estudios mas recientes (Rivero et al., 2006; Lim, 2012), se ha considerado a
Rheedia como un sindnimo de Garcinia. No obstante, alin se encuentran tratamientos como
el de D’Arcy (1980), en donde se mantiene la separacion de los géneros por carecer de

transferencias validas de las especies de Rheedia a Garcinia.

Debido a que en Colombia y en varios paises del Neotrépico ain no hay una delimitacion
clara de las especies de este grupo, e incluso existen varios complejos de especies

dificilmente diferenciables, se realizaron mdltiples analisis multivariados con caracteres
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morfométricos de las especies reportadas en Colombia, muchas de las cuales también se
distribuyen en Centro América y Sur América, para identificar los caracteres que poseen
mayor poder discriminante o que pueden conducir a una diagnosis, y asi, establecer limites
claros entre dichas especies, sobre todo en las del complejo que incluye a G. intermedia
(Pittier) Hammel, G.recondita ined., G. tonduziana com. nov. y G. gardneriana (Pl. & Tr.)
Zappi. Estas especies forman un complejo debido a que tienen caracteristicas vegetativas y
reproductivas muy similares que dificultan su diferenciacién. En este capitulo el nombre G.
recondita hace referencia a los individuos de G. intermedia que fueron redeterminados por
Barry Hammel en mayo de 2015 como especie nueva. Hammel distingue a G. recondita de
G. intermedia con base en la evidencia del nervio submarginal en el envés de las hojas de
G. recondita y la carencia del mismo en las hojas de G. intermedia. En este capitulo también
se prueba la hipétesis de que Garcinia recondita constituye una especie distinta con base en
criterios morfométricos. Luego de resolver los problemas taxondmicos con el uso de estos
analisis, se realizd la revision taxonomica del genero para el pais, con el fin de describir la
diversidad del género en Colombia, completar las transferencias de Rheedia a Garcinia, y
aportar el primer tratamiento taxonémico para uno de los géneros de la familia Clusiaceae a
la serie Flora de Colombia. De esta manera, se espera que este tratamiento pueda utilizarse
como una herramienta para facilitar el reconocimiento y la determinacion del material del

grupo, en las principales colecciones del pais.

1.2 Metodologia

1.2.1 Revision de bibliografia y nomenclatura

Para plantear el marco de referencia del estudio se reviso el estado del arte consultando
articulos, protélogos y catalogos disponibles en bases de datos, bibliotecas y revistas en linea
como IPNI, The Plant List, Jstor Global Plants y Biodiversity Heritage Library. Se revisaron
las especies reportadas para el Neotrdpico, sus basiénimos, sinonimos nomenclaturales y

sindbnimos taxondmicos, sistematizando la informacién en una base de datos.
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1.2.2 Revision de colecciones

Se revisaron los especimenes de Garcinia y Rheedia depositados en los herbarios nacionales
e internacionales que tienen las colecciones mas representativas del género (COL, COAH,
JAUM, MEDEL, HUA, MO, NY, K, MEXU; se accedi6 al material por visitas presenciales
y visitas a las plataformas con colecciones virtuales). Para las especies de Colombia también
se recopilé la informacion de los nombres comunes, obtenidos de las etiquetas de los
ejemplares y de la consulta en la base de datos de los nombres comunes de plantas de
Colombia (www.biovirtual.unal.edu.co/nombrescomunes/). Para completar la informacion
adquirida en los herbarios nacionales se realizaron dos visitas al herbario del Jardin Botanico
de Missouri (MO) ya que cuenta con la coleccion del Neotropico més representativa del
género y de la familia. Adicionalmente, se solicitaron muestras de tejido en silica gel

disponibles en el banco de ADN de MO para dar lugar al trabajo de laboratorio.
1.2.3 Trabajo de campo

Debido a la carencia de material fértil en las colecciones de Garcinia, se realizaron dos
salidas de campo en época de floracién y fructificacion a varios de los municipios reportados
con mayor diversidad en el grupo, Jardin, Medellin y Rio Claro (Antioquia) con tres
objetivos: (1) diferenciar las especies con caracteres florales, (2) enriquecer la coleccion
fértil del género en COL y (3) recolectar muestras frescas de tejido en silica gel para los

andlisis de laboratorio.

1.2.4 Analisis morfométrico

1.2.4.1 Muestreo taxondémico

Para los anélisis multivariados se tomaron datos de 41 caracteres morfométricos (21
variables discretas y 20 continuas) de las especies de Garcinia reportadas para Colombia
(Tabla 1). Los especimenes de G. mangostana fueron excluidos de todos los analisis debido
a su diferenciacion en la nervadura, tipo de inflorescencia y configuracion de las flores,

tipica en las especies de la seccion Garcinia del Viejo Mundo (Sweeney, 2008). El tamafio
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de la muestra de cada especie vario entre 15y 99 especimenes debido a la disponibilidad de
ejemplares almacenados en los herbarios visitados. Se dio lugar a un andlisis inicial con el
complejo de especies compuesto por G. gardneriana, G. intermedia, G. recondita y G.
tonduziana para buscar las posibles variables que pudieran discriminar entre estas especies.
La matriz de datos para este analisis conté con 97 individuos (15 G. gardneriana, 45 G.
intermedia, 21 G. tonduziana y 16 G. recondita) de Colombia, Per(, Ecuador, Brasil,
Bolivia, Paraguay, Costa Rica, Panam4, El Salvador y Guatemala. Posteriormente, se dio
lugar a un segundo analisis incluyendo no solo a las especies del complejo, sino también a
las otras tres especies que hay en en Colombia (30 G. macrophylla, 99 G. madruno y 44 G.

magnifolia). La matriz de este segundo andlisis contd con un total de 270 individuos.

Tabla 1. Variables morfométricas, discretas y continuas, utilizadas en los analisis multivariados de las especies
de Garcinia presentes en Colombia. 2° = secundarios, inter2° = intersecundarios, nerv. = nervios.

Variables discretas Variables continuas
Color del latex: blanco/amarillo Altura (m)
Forma de la hoja: eliptica, lanceolada, eliptico-lanceolada Diametro al pecho -DAP- (cm)
Apice de la hoja: acuminado, obtuso, agudo, muy acuminado Longitud de la hoja (cm)
Base de la hoja: aguda, obtusa, inequilatera, levemente aguda Ancho de la hoja (cm)
Grosor hojas: coridceas, muy coriaceas, poco coriaceas Densidad de nervadura secundaria (nerv./cm)
Fusidn nervios 2° e inter2° hacia el margen: presente/ausente Densidad de nervadura intersec. (nerv./cm)
Nervio submarginal: evidente/inconspicuo Longitud del peciolo (cm)
Canales de resina en el envés: evidentes/inconspicuos Ancho del peciolo (cm)
Numero de pétalos Longitud del pedicelo (cm)
Forma de los pétalos: rotundos Diametro del disco nectarifero (mm)
Color de la corola: blanco Longitud de los pétalos (mm)
NUmero de sépalos Ancho de los pétalos (mm)
Disposicion de los estambres: libres Longitud de los sépalos (cm)
Forma de las anteras: bitecas y globosas Longitud de los estambres (mm)
Dehiscencia de las anteras: longitudinal Ancho de los estambres (mm)
Inflorescencia: fasciculos axilares Longitud de las anteras (mm)
Color del fruto maduro: amarillo Longitud del fruto (cm)
Forma del fruto: elipsoide, ovoide, globoso Ancho del fruto (cm)
Tipo de epicarpio: liso/rugoso Longitud de las semillas (cm)
Forma de las semillas: eliptica/ovoide Ancho de las semillas (cm)

NUmero de semillas por fruto

Se aplicd un analisis de funcion discriminante (AFD) y un analisis discriminante y de
componentes principales (AFD+ACP) a las dos matrices de datos. Para el segundo analisis
también se hizo una regresién logistica multinomial y se obtuvo un arbol de clasificacion y
regresion (CART) como método complementario a la regresion, utilizando el paquete StatR
en la interface RWizard v. Beta 1.0 (Guisande et al., 2014).
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1.2.4.2 Regresion logistica multinomial

Debido a que hay variables que presentan mas de dos categorias, se realizd una regresion
logistica multinomial previa al andlisis discriminante, con el fin de evaluar la calidad del
modelo que utiliza el AFD para discriminar, e identificar el porcentaje de individuos
correctamente asignados, por validacion cruzada. En esta validacion se excluye a un
individuo para luego agrupar a las especies, y se comparan las agrupaciones con y sin dicho
individuo. Este proceso se repite hasta excluir a todos los individuos del analisis, uno por
uno, midiendo el grado de acierto de que cada individuo caiga en una agrupacion o especie
en particular. Si este porcentaje de acierto supera al 90%, entonces el modelo para

discriminar es valido.
1.2.4.3 Arbol de clasificacion y regresion (CART)

Se obtuvo un arbol de clasificacion y regresion (CART), el cual muestra las variables que
mejor discriminan a las especies y es complementario a la regresion (Guisande et al., 2014).
Segun este analisis, las variables que estdn mas cerca a la raiz del arbol (primeros nodos),

son las que tienen una mayor capacidad de discriminacion.
1.2.4.4 Analisis de Funcion Discriminante (AFD)

Es una técnica estadistica multivariada de clasificacion, ampliamente utilizada para
caracterizar clases de elementos cuando se dispone de un cierto nimero de variables. El
analisis discriminante permite, a partir de una clasificacion inicial, obtener una nueva
clasificacion en funcion de los valores observados de un conjunto de variables. EI método
consiste en la determinacién de unas funciones de las variables originales, llamadas
funciones discriminantes, que permiten decidir en qué clase debe estar cada elemento,
utilizando como criterio de asignacién la proximidad (o similitud) de cada elemento a las
distintas clases o grupos existentes (Guisande et al., 2014). Para comprobar si el Analisis
Discriminante es apropiado para un conjunto de datos especifico, se debe tener en cuenta el
resultado de la validacion cruzada (regresion multinomial) que muestra el porcentaje de
casos asignados correctamente en aquellos elementos de la muestra cuya clase es conocida
(Guisande et al., 2014).
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La construccion de las funciones discriminantes (combinaciones lineales de las variables
originales), se realiza buscando aquellas que hacen méxima la separacion entre grupos, lo
que equivale a minimizar la variabilidad dentro de las clases. Las funciones obtenidas
permiten discriminar de la mejor forma posible entre los elementos pertenecientes a las
distintas clases o grupos. La asignacion de los elementos a clases se realiza mediante el
criterio de Bayes, el cual plantea que cada elemento se asigna a la clase para la que es mayor
la probabilidad de pertenencia, condicionada por los valores que toman las funciones

discriminantes.

Se realiz6 un primer AFD incluyendo las variables obtenidas en el CART, y un segundo
AFD con todas las variables para evaluar diferencias y similitudes entre las agrupaciones de

ambos diagramas.

1.2.4.5 Analisis de Componentes Principales (ACP)

Este andlisis consiste en la transformacion del conjunto de variables originales en otro
conjunto de variables (componentes principales), obtenidas de su combinacién lineal. Las
nuevas variables, en igual nimero que las antiguas, conservan toda la informacion
(variabilidad del conjunto de objetos) de las variables iniciales, pero la mayoria de los
componentes principales tienen una variabilidad tan pequefia que pueden ser ignoradas, de
tal manera que unos pocos componentes, generalmente tres 0 menos, permiten representar
y explicar razonablemente el conjunto de objetos de la muestra sin pérdida importante de
informacion (Guisande et al., 2014).

La principal virtud del ACP consiste en la reduccién de la complejidad de los datos al pasar
de muchas variables a pocas variables (generalmente una o dos), que pueden ser
representadas graficamente. Frente a esta ventaja, el inconveniente de las nuevas variables
esta en la pérdida parcial de informacion y en el hecho de que las variables originales tienen
un significado real del que carecen en general los componentes, que son mezcla o
combinacion de variables. EI primer componente principal es la combinacion lineal de las

variables iniciales que tienen maxima varianza. EI segundo componente es la combinacion
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lineal de las variables originales con maxima varianza con la condicién adicional de ser
independiente de la primera (ortogonal), y asi sucesivamente se pueden obtener todos los
componentes principales, que siendo independientes entre si, contienen informacion
distinta. Por lo tanto, cada componente principal explica la méaxima variabilidad residual
posible, es decir, la variabilidad que aun no han explicado las anteriores (Guisande et al.,
2014).

Para encontrar las combinaciones dptimas de las variables originales se sigui6 el criterio de
la varianza, en donde se seleccionan los componentes que explican un porcentaje suficiente
de la varianza (80-90%). Ya que en muchos modelos estadisticos multivariados es necesario
utilizar variables que no estén correlacionadas porque pueden resultar redundantes y
contener practicamente la misma informacion, existen funciones como el factor de inflacion
de la varianza (VIF), que descartan a dichas variables (Guisande et al., 2014). Sin embargo,
para el analisis de componentes principales se excluyé este factor para no eliminar ninguna
variable, ya que esto puede sesgar el modelo y ademas, es preferible mantener una variable

que aporta informacidn, a costa de aumentar la variabilidad, que suprimirla.

1.2.4.6 Analisis Discriminante y de Componentes Principales

Esta funcion combina la potencia del Analisis Discriminante que permite determinar si unas
categorias se pueden diferenciar con base en unas variables, para luego aplicar un Analisis
de Componentes Principales a cada una de las categorias, y asi, determinar cuales son las
variables que presentan mayor variacion dentro de cada categoria. Este analisis se realiz

con el fin de combinar en un diagrama el AFD y el ACP.

1.2.5 Construccion de la clave taxondmica

Con base en los resultados sobre los analisis morfométricos de la revision del material y de
la revision de las fotografias de los tipos disponibles en JSTOR Global Plants
(http://plants.jstor.org), y con ayuda del software DELTA (Dallwitz et al., 2000) se

construyo6 una clave taxondmica para la identificacion de las especies.
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1.2.6 Elaboracion de mapas de puntos

Se registrd la geo-informacion de los especimenes presentada en las etiquetas, en
TROPICOS vy otras bases de datos, para la construccion de un archivo de localidades por
especie. Para las especies de Colombia se construyeron mapas de puntos de distribucion
siguiendo el formato de Flora de Colombia (ICN, 1983).

1.3 Resultados

1.3.1 Analisis multivariado de algunos caracteres morfometricos

de las especies de Garcinia reportas en Colombia

De las 41 variables utilizadas, diez resultaron constantes y por lo tanto fueron excluidas de
los analisis. Todas las especies revisadas presentan inflorescencia masculina en fasciculos
axilares, cuatro pétalos blancos y rotundos, dos sépalos, estambres libres con anteras bitecas,

globosas, con dehiscencia longitudinal y fruto amarillo al madurar.

1.3.1.1 Analisis multivariados para el complejo de especies compuesto por

G. gardneriana, G. intermedia, G. recondita y G. tonduziana

1.3.1.1.1 Analisis Discriminante y de Componentes Principales

Para este analisis el tipo de epicarpio también resultd constante en los cuatro grupos
(epicarpio liso), por lo cual se excluy6. Por lo tanto, la matriz utilizada para este analisis
contd con 30 variables y 97 especimenes correspondientes a cuatro especies. El grafico de
la figura 1 muestra las agrupaciones con este analisis. Para la primera funcion discriminante
las variables mas importantes fueron la longitud del disco (22,6%), el ancho de los estambres
(21,51%) y el diametro de las anteras (16,62%), y para la segunda funcion la fusién de los
nervios hacia el margen (41,43%), los canales de resina (17,46%) y la longitud de los sépalos
(12,36%).
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G.gardneriana
G.intermedia
® G.recondita
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CAN1 = 56,89%

Figura 1. Ejes | y 1l del Andlisis Discriminante que muestra las diferencias entre especies y la variabilidad
observada (84,7%), con un Analisis de Componentes Principales para 30 variables morfométricas.

En el grafico se observa la diferenciacién de Garcinia gardneriana y G. tonduziana. Sin
embargo, G. intermedia y G. recondita se sobrelapan, por lo cual, los individuos
corresponden sustancialmente a la misma especie. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis de
que G. recondita corresponde a una especie diferente, ya que el Unico caracter por el cual se
separaron fue la evidencia del nervio submarginal en G. recondita. Sin embargo, al igual
que en otras especies del género, en G. intermedia puede presentarse o no dicho nervio, por
lo tanto, este caracter no soporta la diferenciacion de estas dos especies y los individuos de
G. recondita corresponden a G. intermedia.

La figura 2 muestra el analisis discriminante y de componentes principales incluyendo a los
individuos de “Garcinia recondita” dentro del grupo de G. intermedia. En este anélisis se
identifico correctamente al 100% de los casos, y al 98,96% de los casos por validacion
cruzada. Ademas, los dos ejes explicaron el 100% de la variabilidad (CAN1=67,24% y
CAN2=32,76%).
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Con base en estos resultados no se reconoce a Garcinia recondita como especie, por lo tanto,
los especimenes asi determinados por Hammel no son més que otros individuos de Garcinia
intermedia. En este caso, las variables mas importantes para esta agrupacion fueron, para la
primera funcién discriminante (eje horizontal): el ancho de los estambres (24,72%), la
longitud del disco (21,24%), el didmetro de las anteras (13,15%), la forma de la hoja
(12,57%) y la fusion de los nervios secundarios e intersecundarios (11,24%), y para la
segunda funcion discriminante (eje vertical), de nuevo la fusion de la nervadura (41,22%),
la evidencia de los canales de resina (16,37%) y el diametro de las anteras (12,22%).

® G.gardneriana
G.intermedia
® G.tonduziana

CAN2 32,76%

2%

CANL1 67,24%

Figura 2. Ejes | y Il del Analisis Discriminante que muestra las diferencias entre especies y la variabilidad
observada (100%), con un Anélisis de Componentes Principales para 30 variables morfométricas.

Las cinco variables mas importantes para la agrupacion de la primera funcion contribuyeron
con un 82,92% a la agrupacion, y el 17,08% es responsable de otras variables como el ancho,
base y apice de la hoja, la densidad de nervios secundarios, la longitud y ancho del peciolo,

la forma del fruto y de la semilla (Fig. 3).
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Figura 3. Eje | del Andlisis Discriminante entre G. gardneriana, G. intermedia y G. tonduziana, en funcion

de 30 variables morfométricas.

1.3.1.2 Analisis multivariados para las especies nativas de Garcinia

presentes en Colombia

La matriz para estos analisis cont6 con 31 variables y 270 individuos correspondientes a seis
especies, 15 G. gardneriana, 61 G. intermedia, 21 G. tonduziana, 30 G. macrophylla, 99 G.

madruno y 44 G. magnifolia.

1.3.1.2.1 Regresidn logistica multinomial y arbol de clasificacion y regresion (CART)

Con la regresion logistica multinomial se identificd correctamente al 100% de los casos. El
CART de la figura 4 muestra las variables mas importantes y que discriminan mejor entre
especies. La fusion de los nervios secundarios e intersecundarios, la forma del fruto, y la
evidencia de canales resiniferos son las variables que estan mas cerca de la raiz del arbol

(primeros nodos) y por lo tanto, las que tienen una mayor capacidad de discriminacion.
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Figura 4. Arbol de clasificacion y regresion de variables morfométricas para seis especies de Garcinia. Los
nameros debajo de las especies corresponden a la proporcion de individuos correctamente clasificados con
las nueve variables de la regresion.

1.3.1.2.2 Andlisis de Funcion Discriminante (AFD)

Ya que el modelo discriminante evaluado con la regresion fue valido, se dio lugar a los dos
analisis discriminantes mencionados en la metodologia, uno con 31 variables y otro con las
nueve variables propuestas en el CART. Con el primer analisis se explico el 89,1% de la
variabilidad, mientras que el segundo con solo nueve caracteres, explicd el 97,6% de la
variabilidad (Fig. 5). Sin embargo, en el gréfico con nueve variables no todas las
agrupaciones se diferenciaron bien, de manera que a pesar de que se tomen las variables con
mayor poder discriminante, si su contribucion en la agrupacion no corresponde al 100%,
van a existir otras variables que aunque no tienen tanto poder discriminante, son importantes
en el analisis. Ademas, al utilizar todas las variables se asigno correctamente al 100% de los
casos y el 98,16% de los casos empleando validacion cruzada. En contraste, con las nueve
variables se identificd correctamente un 98,15% de los casos y 95,94% por validacion
cruzada. De manera que las especies resultan mejor diferenciadas al emplear todas las

variables.
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Figura5. Ejes | y Il de dos Andlisis Discriminantes aplicados a variables morfométricas en el que se discrimina
entre especies de Garcinia, en funcion de 31 variables (izquierda) y 9 variables (derecha). Con 31 variables se
explico el 89,1% de la variabilidad (67,92% (CAN1) + 21,18% (CANZ2)). Con 9 variables se explico el 97,6%
de la variabilidad (89,89% (CANL1) + 7,67% (CAN2)).

1.3.1.2.3 Andlisis Discriminante y de Componentes Principales

El diagrama obtenido en este analisis se muestra en la figura 6. Las variables que le dan
estructura a esta agrupacion, es decir, las mayormente responsables de esta clasificacion,
para la primera funcién discriminante, fueron la evidencia de canales de resina en el envés
de las hojas (39,53%), la fusion de nervios secundarios e intersecundarios hacia el margen
de la hoja (36,52%) y el epicarpio (19,87%) (Fig. 7). Para la segunda funcion discriminante
fueron la longitud del disco nectarifero (29,75%), los canales de resina (18,14%), la forma
de la hoja (15,17%), la forma del fruto (10,58%), la fusion de los nervios (7,47%) y el ancho
de los estambres (5,46%).
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® G.gardneriana
G.intermedia
G.macrophylla
G.madruno

® G.magnifolia
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CANZ2 21,18%

CAN1 67,92%

Figura 6. Ejes | y Il del Analisis Discriminante de las seis especies nativas de Garcinia, con un Andlisis de
Componentes Principales para 31 variables morfométricas.

Puntuaciones canodnicas Estructura
— i 39,53%
o | = —— g e
= . ——— :
° —_— e
. =
o
e 4
|
.D
T = = =
. a5, E w22 % =
| ol [T oy “lm
—_— = § 2 mm| OE £ .2§$‘c'§ LLBE
= — 2kl peglEE | ePefss il R3S
) M ET oo K& CICaR ] 85 2 V-l
- o L =P e o ol By | = =z ==
P~ = Zam L = o= o 3 S gE
L o 8 2 = El anl = = s
El o
- =L 5 = =
c =
s B
O = | F e
=
" = “419.87%
—_— =]
- 7 [ —
' — “} 36,52%

G.gardneriana G.intermedia G.macrophylla G.madruno G.magnifolia

Especie

Figura 7. Eje | del Analisis Discriminante entre las seis especies de Garcinia en funcion de 31 variables
cualitativas y cuantitativas.
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1.3.2 Tratamiento taxonomico del género Garcinia para

Colombia

En la revision se encontraron reportes de diez nombres de especies de Garcinia en
Colombia: Garcinia acuminata Pl. & Tr., G. benthamiana (PIl. & Tr.) Pipoly, G. brasiliensis
Mart., G. gardneriana (Pl. & Tr.) Zappi, G. intermedia (Pittier) Hammel, G. macrophylla
Mart., G. madruno (Kunth) Hammel, G. magnifolia (Pittier) Hammel, G. mangostana L. y
G. recondita ined. Sin embargo, no todos los nombres corresponden a especies particulares,

por lo cual se rechazaron por invalidez o se sinonimizaron, en los respectivos casos.

1.3.2.1 Descripcion genérica y clave taxonomica

A partir de la medicion de los 270 especimenes utilizados para los analisis morfométricos,
la revision de 437 ejemplares, la recopilacion de informacién, las sinomizaciones y
observaciones realizadas, se encontraron en total siete especies de Garcinia en Colombia,
seis nativas y una introducida, distribuidas entre los 0 y 2200 m de altura, todas con frutos

comestibles.
Garcinia

Garcinia L., Species Plantarum 1: 443. 1753. Sindnimos. Rheedia L., Verticillaria Ruiz &
Pavon.

Especie Tipo. Garcinia mangostana L.

Arboles y arbustos erectos generalmente glabros, dioicos, ocasionalmente poligamos
(Woodson et al., 1980) (no visto); latex amarillo o blanco. Hojas simples, opuestas, enteras,
coriaceas, con numerosas venas laterales, paralelas y a veces arqueadas, que forman
reticulos cerca al margen, y una vena submarginal evidente o no, muy cerca del margen;
canales de resina evidentes o no, diferenciables de los nervios terciarios por ser lineas méas
delgadas, verdes oscuras, casi paralelas al nervio primario, que se distribuyen a lo largo de
toda la hoja desde el nervio primario hasta el margen, mientras que los nervios terciarios son
lineas perpendiculares a los nervios secundarios e intersecundarios, del mismo color que

estos nervios, y generalmente distribuidos hacia el margen de la hoja; peciolos gruesos o
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delgados, usualmente con una cufia de tejido axilar formando una fosa, sin estipulas.
Inflorescencia masculina organizada en fasciculos axilares con mas de 20 flores por nodo.
Flor estaminada con un disco nectarifero extra estaminal rodeado por numerosos estambres
libres (>15), insertos en varios verticilos; anteras bitecas, globosas, longitudinalmente
dehiscentes. Inflorescencia femenina axilar con dos flores por nodo, o en una flor solitaria
terminal. Flor pistilada o perfecta (Woodson et al., 1980) (no visto) con ovario usualmente
ovoide, inserto en un anillo rodeado de estaminodios; 3-12 estigmas coherentes formando
una capa sobre el estilo usualmente corto y grueso, a veces obsoleto; 2-12 carpelos con un
ovulo por carpelo. Caliz con 2-4 sépalos decusados, redondos y coriaceos; sin dimorfismo
sexual. Corola con 2-4(5) pétalos blancos, amarillos o rojizos, redondos, membranaceos o
coriaceos, sin dimorfismo sexual. Fruto en drupa o baya indehiscente con corteza gruesa,
suave, rugosa o tuberculada, y mesocarpio comestible, dulce y jugoso. Semillas 1-5,

usualmente elipsoides, con arilo.

Composicion, habitat y distribucion. ElI 90% de las especies de Garcinia son
nativas de Asia, Australia y Africa, que incluye cerca de 250 especies presentes en la
mayoria de paises tropicales (Jones, 1980; Woodson et al., 1980; Stevens, 2006). Los
arboles generalmente se encuentran en el sotobosque de regiones hiumedas. EI género esta
representado en Colombia por siete especies.

Clave para las especies colombianas de Garcinia

1 Hojas con el nervio submarginal conspicuo y evidente a mas de 5 mm del margen;
inflorescencia en una flor solitaria terminal; fruto globoso, epicarpio liso, color purpura

Al MATUIAN ... ... G. mangostana

1’ Hojas con el nervio submarginal inconspicuo o conspicuo a 1 mm del margen, aprox.;
inflorescencia en fasciculos axilares; fruto globoso, ovalado o eliptico, epicarpio liso o

rugoso, color anaranjado o amarillo al madurar. ...........ccccceeeiieiieece s 2
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2,

33

43

5’

6’

Hojas con canales de resina evidentes en el envés de las hojas; fruto eliptico o globoso,

amarillo al madurar, exocarpio rugoso, con 1-3 semillas ovoides................... G. madruno

Hojas con o sin canales de resina evidentes en el envés de las hojas; fruto globoso o
eliptico, anaranjado o amarillo al madurar, exocarpio liso, con 1-5 semillas ovoides o

] [ o] (o SO SOTTTUS U TTSOURUTPPRPR 3

Tallos redondos al secar, hojas con canales de resina inconspicuos en el enveés; peciolos

cortos y finos sin cufias axilares; fruto con 1-2 semillas elipticas............. G. intermedia

Tallos redondos o angulosos al secar; hojas sin canales de resina evidentes; peciolos
largos o cortos, finos o estriados, con o sin cufias axilares; frutos usualmente con mas de

2 semillas ovoides 0 €lIPtICAS. ... .ieutt ittt 4

Hojas de 7-15 x 1,2-2,8 cm, estrechamente lanceoladas, pice acuminado, base simétrica
0 inequilatera, agrupadas en penachos hacia el final de las ramas, rojizas al secar;

peciolos finos levemente enrollados sobre sueje...........ocovvvivinieinnnn... G. tonduziana

Hojas de méas de 15 x 3 cm, elipticas, oblongas o eliptico-ovaladas, &pice corto, base
equilatera, dispuestas a lo largo de las ramas, rojizas, verdes o marrén al secar; peciolos

TECTOS, TINOS O GIUESOS ... ettt ettt ettt ettt e e eeeas 5

Tallos redondos al secar; hojas de 13-18 x 6-7 cm, verdes al secar, coriaceas a levemente
coriaceas, nervio submarginal no evidente a simple vista; peciolos finos sin tejido axilar

formando CUMAS. ... ..oooiniit i e G. gardneriana

Tallos angulosos al secar; hojas con mas de 23 x 8 cm, verdes, marrén o rojizas al secar,
muy coriaceas, nervio submarginal evidente o inconspicuo; peciolos fuertemente

estriados con tejido axilar formando cufas............c.ooeviiiiiiiiiiiii e 6

Hojas con apice acuminado, color marron a verde claro al secar, usualmente con el haz

mas brillante; frutos ovalados de 10-12 X 5-7 CM.........ccoevinininnnnnn.. G. macrophylla

Hojas con apice obtuso, color marrén al secar, con ambas superficies igualmente opacas;

frutos globosos de 3-5cmde diametro...........oovviiiiiiiiiiiiiii G. magnifolia
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1.3.2.2 Descripcion y mapas de puntos de distribucion de las especies

1.3.2.2.1 Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi - Kew Bulletin 48(2): 410. 1993.
Basionimo. Rheedia gardneriana Planch. & Triana Ann. Sci. Nat., Bot. Sér. 4, 14: 321.
1860. Tipo. Brasil, Gardner 1922 (holotipo K; isotipo K).

Rheedia spruceana Engl. — Fl. Bras. (Martius) 12(1): 463. 1888. Tipo. Peru, Spruce 4484 (isosintipo
MPU, BR, F).

Garcinia brasiliensis Mart. — Flora 24(2, Beibl.): 34. 1841. Tipo. Brasil, Martius, C.F.P. von s.n.
(sintipo M).

Arbol de 6-18 m y DAP 10 cm, aprox.; ramas horizontales con tallos redondos; latex
amarillo o anaranjado. Hojas elipticas, de 9-18 x 6-7 cm, &pice conspicuamente acuminado,
fino y duro, que pica como una aguja, numerosos nervios secundarios e intersecundarios,
aprox. 3 nervios secundarios por cm y 2 intersecundarios por cm, nervio submarginal
inconspicuo a simple vista; peciolos de 10-15 x 1,5-2,5 mm, finos, ligeramente enrrollados
hacia la base. Inflorescencia masculina en fasciculos axilares con méas de 20 flores por
nodo, botones florales verdes a blancos. Flor estaminada con un disco nectarifero extra
estaminal de aprox. 1,6 cm de didmetro rodeado por numerosos estambres libres (>20) de
1-6 x 2-4,4 mm. Caliz con 2 sépalos coriaceos de 2,5 mm de longitud. Inflorescencia
femenina axilar con dos flores por nodo. Flor pistilada con ovario ovoide, inserto en un
anillo rodeado de estaminodios. Corola con 4 pétalos blancos, membranaceos, de 3-6 x 2-
4cm (Fig. 8). Fruto en baya o drupa ovoide, amarilla, de 2,5-4cm de didmetro, con 1-4
semillas cubiertas por un arilo acidulo; pedicelo del fruto de aprox. 8 mm de largo. Semillas
ovaladas, pardas, de aprox. 1,8 cm de longitud.

Habitat y distribucion. Garcinia gardneriana se encuentra en bosques himedos
tropicales o en llanuras inundables. Se distribuye desde Colombia hasta Paraguay, y es
especialmente cultivada en Brasil y Bolivia. En Colombia se encuentra en el Amazonas entre
los 70 y 300 m de altura (Fig. 11).
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Figura 8. Caracteres de Garcinia gardneriana. A. Hojas simples, opuestas, enteras, ovaladas con el apice
conspicuamente acuminado. B. Nervio submarginal inconspicuo. C. Inflorescencia masculina en fasciculos
axilares. D. Frutos en bayas con estambres persistentes. E. Flor masculina. F. Detalle del fruto con céliz y
estambres persistentes, y pedicelo anguloso. (Fotografias tomadas de los siguientes especimenes: A., C., E.
Parand, Brasil, 13 dic. 1914, Dusén s. n. (MO). B., D., F. Tumi Chucua, Provincia de Vaca Diez, Beni, Bolivia,
29 sep. 1981, Solomon 6533 (MO)).

Nombres vernaculos y usos. “Bacupari” (Amazonas). La pulpa es de sabor
agridulce y es consumida fresca. También entra en la preparaciéon de jugos, mermeladas,
sorbetes y dulces. La madera es utilizada para construccion y carpinteria. Empieza a producir

frutos luego de los 6-8 afios y produce entre 100 y 200 frutos por cosecha (Geilfus, 1994).

Atributos farmacoldgicos: Recientes estudios sugieren que el fruto de esta especie
posee metabolitos con efectos antiinflamatorios y que podria ser utilizada para tratar
infecciones urinarias, e incluso tener propiedades anticancerigenas (Castardo et al., 2008).
Xantonas, benzofenonas polipreniladas, biflavonoides y tres nuevas xantonas 1,3,5,6-
tetraoxigenadas llamadas “rheediaxantonas A, B y C” fueron aisladas de las raices de G.
gardneriana (Lim, 2012). Castardo et al. (2008) demostraron que los extractos
hidroalcoholicos de las hojas, corteza y semillas de esta especie reducen los niveles de
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carraginina inducida en la inflamacion de extremidades de raton. Este y muchos otros
estudios demuestran efectos antiinflamatorios importantes de los extractos hidroalcoholicos
de esta especie a través de la interaccion con diferentes vias de sefializacion intracelulares,
sin interferir con la formacion de los metabolitos de acido araquidénico (Castardo et al.,
2008).

1.3.2.2.2 Garcinia intermedia (Pittier) Hammel - Annals of the Missouri Botanical Garden
76(3): 927-928. 1989. Basonimo. Rheedia intermedia Pittier. Contr. U.S. Natl. Herb. 13:
454, fig. 81. 1912. Tipo. Sin localidad, von Tirckheim 8180 (holotipo MO; isotipo MO, F,
us).

Rheedia edulis (Seem.) Pl. & Tr. Ann. Sci. Nat., Bot. sér. 4, 14: 310. 1860. Tipo. Panama, Seemann
1635 (isotipo K).

Arbol siempreverde de 10-20 m de altura y 10-25 cm de DAP; base recta, fuste
cilindrico, copa piramidal verde oscura, corteza marron oscura con lenticelas en lineas
verticales; ramitas angulares, glabras, a menudo rojizas al secar; latex amarillo o blanco.
Hojas elipticas, coriaceas, color verde lustroso en el haz y verde palido en el envés, de 9-30
x 2,5-9,5 cm, apice agudo o acuminado, base aguda, nervios laterales paralelos, fuertemente
arqueados; nervios secundarios aprox. 1-2 por cm e intersecundarios 1-4 por cm; nervios
secundarios e intersecundarios fusionados con los nervios terciarios formando una nervacion
reticular hacia el borde de la hoja; nervio submarginal inconspicuo o evidente muy cerca del
margen (Fig. 9); peciolos de 1-3 x 0,15-0,3 cm de ancho. Inflorescencia masculina en
fasciculos axilares con aprox. 15 flores pequefias, botones florales verdes a blancos con
pedicelos finos de 8-10 mm de longitud, mas largos en el fruto. Flor estaminada con un
disco nectarifero extra estaminal de 1,5-2 cm de didmetro, rodeado por aprox. 20 estambres
de 0,5-2,1 x 0,1-0,3 cm, distribuidos en 2-3 verticilos, de filamentos libres, glabros,
basalmente engrosados y ocasionalmente persistentes en el fruto; anteras bitecas de 0,15-0,5
mm de longitud, color marron. Inflorescencia femenina axilar con dos flores por nodo.
Flor pistilada con ovario cubierto por un estigma marron de 1,5 mm de diametro; a veces

se presentan vestigios de apéndices estaminados.
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Figura 9. Caracteres diagnosticos de Garcinia intermedia. Hojas simples, opuestas, enteras y ovoides. Nervio
submarginal usualmente evidente muy cerca del margen. Nervios secundarios e intersecundarios fusionados
con los nervios terciarios formando nervacion reticular hacia el borde de la hoja. Inflorescencia masculina en
fasciculos axilares con flores pediceladas y numerosos estambres. Frutos en bayas elipticas con epicarpio liso.
llustracion de Claudia Alarcon. Tomada y editada de Zamora et al., 2004.
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Caliz con 2 sépalos de 2 mm de longitud. Corola con 4 pétalos blancos de 2,1-4,3 x 1,6-3,8
cm, alternados con los sépalos. Fruto ovoide o elipsoide que generalmente termina en punta,
de 2-4,5 x 1,5-3 cm, epicarpio liso y suave, amarillo brillante o anaranjado al madurar,
mesocarpio blanco, carnoso y con sabor acidulo. Semillas 1-2 elipsoides, de 1,5-2 x 0,9-2

cm, marron o rojo oscuro, cubiertas por un arilo (Fig. 10).

Haébitat y distribucion. Garcinia intermedia se encuentra en bosques humedos y
muy humedos, creciendo generalmente en el sotobosque. Se adapta para crecer sobre
diferentes tipos de suelo y ambientes cerca a los 1220 m de altitud. Es nativa de México
(Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Veracruz) y otros paises de América Central (Belize, Costa
Rica, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Panama). También se encuentra en Colombia y
Ecuador. En Colombia se distribuye en los departamentos de Antioguia, Cauca, Choco,
Santander, Sucre, Narifio, Caldas y Valle del Cauca, en un amplio gradiente altitudinal, entre
los 10 y 2090 m de altitud (Fig. 11).

Nombres vernaculos y usos. “Madrofio de monte” (Antioquia), ‘“naranjo”
(Antioquia), “madrofio” (Valle del Cauca, Narifio), “machare” (Choc6). El nombre
“madrofio” fue dado por los espafioles a los arboles de Rheedia por la semejanza que
creyeron encontrar en la superficie rugosa de los frutos de algunas especies, con la ericacea
peninsular Arbutus unedo, el madrofio castellano que figura en el escudo de Madrid (Patifio,
2002). Sin duda este nombre se aplicé antes de conocer las especies de fruto liso que son
comunes en las garcinias del Neotropico. El fruto de G. intermedia es consumido en jugos,
mermeladas y jaleas, y cultivado esporadicamente en los tropicos y en Australia (Lim,
2012), sin embargo, en Colombia no es frecuente en el mercado. La madera es resistente a
termitas y es usada en construcciones. Ademas, es utilizado como un arbol ornamental (Lim,
2012).

Atributos farmacologicos. Se han aislado varios componentes bioactivos de sus
hojas como biflavonoides. Estos componentes exhiben actividad trypanocidal contra
epimastigotes de Trypanosoma cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas (Lim,
2012).



Capitulo 1 27

—
=

3
!

Figura 10. Caracteres vegetativos y reproductivos de Garcinia intermedia. A. Forma de vida arboreo y
ramificacién monopodial. B. Hojas simples, opuestas, ovoides, enteras y coridceas; apice acuminado. C. Latex
amarillo. D. Cufas axilares en los peciolos (menos profundas que en G. macrophylla). E. Inflorescencia
masculina en fasciculos axilares. F. Detalle de haz y envés de las hojas; fruto en drupa elipsoide; epicarpio
suave; semilla elipsoide. G. Inflorescencia de flores estaminadas. H. Detalle de flor masculina. I. Fruto y
semilla. (Fotografias tomadas en Jardin, Antioquia, en feb. 2014 y feb. 2015).
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Figura 11. Mapa de puntos de distribuciéon de + Garcinia gardneriana y * G. intermedia.
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1.3.2.2.3 Garcinia macrophylla Mart. - Flora 24(2, Beibl.): 35. 1841. Basonimo: Rheedia
macrophylla (Mart.) Planch. & Triana Ann. Sci. Nat., Bot. sér. 4, 14: 309. 1860. Tipo.
Brasil, Martius s.n. (holotipo M; isotipo M).

Rheedia benthamiantha PI. & Tr., Ann. Sci. Nat. Bot. Sér. 4. 14: 320; Garcinia bentamiana (Planch.

& Triana) Pipoly - Nuevo Cat. Fl. Vasc. Venezuela 332. 2008. Tipo. Guyana, Schomburgk 523
(sintipo BM, K).

Rheedia sagotiana Engler in Mart., Fl. Brasil. 12(1): 460, t. 102. 1908. Tipo. Guyana, Sagot 1182
(holotipo BR; isotipo K, F, MPU, US).

Arboles siempreverdes, dioicos, de 5-25 m de alto y 10-40 cm de DAP; corteza
aspera, marron oscura y con follaje abundante; copa piramidal; ramitas glabras, fuertemente
anguladas; latex amarillo. Hojas elipticas-lanceoladas, de 23-35 x 8-11 c¢cm, glabras, rigidas
y muy coriaceas, lustrosas de color verde oscuro en el haz y verde claro en el envés,
apicalmente cortas y acuminadas, basalmente truncadas, generalmente de color marron a
verde al secar, venas laterales generalmente a 4-10 mm de distancia, separadas
irregularmente, con aprox. una vena secundaria por cm, arqueadas; vena inconspicua
submarginal a menos de 1 mm del margen, los nervios intersecundarios se fusionan con los
terciarios formando reticulos hacia el margen; peciolos gruesos, de 2-4 x 0,3-0,5 cm,
levemente estriados y angulosos, con una cufia o solapa conspicua de tejido axilar formando
una fosa (Fig. 12 y 13). Inflorescencia masculina en fasciculos axilares con numerosas
flores de pedicelos largos y blancos (Fig. 13); botones florales blancos. Flor estaminada
con 15 estambres libres de 1-2,5 x 0,3-1 cm, dispuestos alrededor de un disco nectarifero
hemisférico de 4-45 mm de didmetro; anteras amarillas de 0,5 mm de diametro.
Inflorescencia femenina axilar con dos flores por nodo, en menor nimero de fasciculos
que las inflorescencias masculinas. Flor pistilada con ovario ovoide cubierto por un estigma
plano, 4-lobado y peltado (Fig. 13); pedicelo de aprox. 2 cm de longitud. Céliz con 2 sépalos
ovados y coriaceos de 1,5-5 mm de longitud. Corola con 4 pétalos de 11-12 x 7-11 mm,
membranaceos y obovados, color verde claro a blanco. Fruto amarillo o naranja con forma
variable, elipsoide, ovoide o globoso, de 4-12 x 2-7 c¢cm; epicarpio lustroso o levemente
rugoso; latex amarillo; pedicelo de 4-5 cm de largo. Semillas 1-5, elipsoides, de aprox. 2,5

X 2 cm, color marrén, envueltas en un arilo blanco, mucilaginoso, jugoso, acidulo y escaso.
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Figura 12. Caracteres diagnosticos de Garcinia macrophylla. Hojas simples, opuestas, enteras, elipticas-
lanceoladas, muy coriaceas, apicalmente cortas y acuminadas, peciolos gruesos, estriados y angulosos, con
una cufia de tejido axilar formando una fosa. Flor femenina con un ovario ovalado inserto en un anillo rodeado
por estaminodios, y cubierto por un estigma peltado. Frutos en bayas globosas y lustrosas. lustracion de
Claudia Alarcon. Tomada de Zamora et al., 2004.
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Habitat y distribucion. Garcinia macrophylla se encuentra en bosques tropicales,
de colina e inundables. Es nativa de la Amazonia y se presenta como un arbol de sotobosque
en bosques de tierras bajas. Florece en el régimen del clima amazdnico a una temperatura
media anual de 26-28°C y precipitacion media anual de 1500-4000 mm. EI &rbol crece bajo
luz a sombra moderada pero puede tolerar exposicion al rayo directo del sol y a fuertes
vientos. Se distribuye en Costa Rica, Suriname, Colombia, Pert, Brasil, Bolivia y
Venezuela. En Colombia es muy comun en el Choco biogegrafico y en la cuenca amazonica.

También se encuentra en Antioquia y Bolivar entre los 50 y 1550 m de altitud (Fig. 16).

Nombres vernaculos y usos. “Charichuelo liso” (Amazonas), “madrofio” (Chocd).
La pulpa blanca que rodea las semillas es acidula y comestible. En Colombia se ha reportado
su consumo por comunidades indigenas del Medio Caqueta, ademas, es localmente
cultivada en el Amazonas (Andrade et al., 2007). Sus frutos son muy comerciales en los
mercados populares de Bolivia. La resina que exuda la corteza y los frutos es utilizada en la
medicina popular de Brasil para tratar lesiones e inflamaciones (Andrade et al., 2007).
Ademas, el fuste es utilizado como lefia (Ledn, 2000). Esta especie se tratd de cultivar entre
1945y 1949 en la Estacion Agroforestal del Bajo Calima (Patifio, 2002).

Atributos farmacoldgicos. Andrade et al. (2007) realizaron un estudio en donde
encontraron 28 componentes volatiles importantes que representaban el 93,7% del aceite
total extraido de las flores de Garcinia macrophylla. Estos componentes contienen 60,8%
de monoterpenos, 20,2% de sesquiterpenos, 9,1% de acidos grasos derivados, 3,6% de
benzoides y 4,4% de componentes indefinidos. En el aceite de las hojas también se
encontraron 47 componentes equivalentes al 96,6% del aceite total. El aceite ha sido
caracterizado por la predominancia de hidrocarburos sesquiterpénicos (69,3%) y &cidos
grasos derivados (22,6%) y en menor porcentaje, sesquiterpenos oxigenados y componentes
benzoicos (1%) que tienen un valor farmacoldgico importante ya que los terpenos son
utlizados actualmente en el tratamiento de algunos tipos de cancer por su accion antimitética
(Bruneton, 2001; Wagner et al., 2003). Sin embargo, faltan estudios que amplien el

conocimiento de los metabolitos que contiene esta especie.
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Figura 13. Caracteres vegetativos y reproductivos de Garcinia macrophylla. A. Forma de vida arbéreo. B.
Hojas simples, opuestas, ovoides, enteras, coridceas, apice acuminado y nervadura muy marcada. C. Latex
amarillo. D. Cufias axilares en los peciolos. E. Inflorescencias masculinas organizadas en fasciculos axilares.
F. Inflorescencia de flores estaminadas. G. Visita de una Apis mellifera a flores de madrofio. H. Detalle de flor
masculina con estambres libres, cuatro pétalos blancos, membranaceos y disco nectarifero amarillo.
(Fotografias tomadas en Jardin, Antioquia, feb. 2014 y feb. 2015).
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1.3.2.2.4 Garcinia madruno (Kunth) Hammel - Ann. Missouri Bot. Gard. 76: 928. 1989.
Basionimo. Rheedia madruno (Kunth) Planch. & Triana Ann. Sci. Nat., Bot. sér. 4, 14: 315.
1860. Tipo. Colombia, Pittier 916 (holotipo US).

Calophyllum madruno Kunth Nov. Gen. Sp. [H.B.K.] 5: 202 (quarto); 156 (folio). 1822. Tipo.
Colombia, Bonpland A.J.A. & F.W.H.A. von Humboldt 1723 (holotipo P; isotipo).

Verticillaria acuminata Ruiz & Pav. -- Syst. Veg. Fl. Peruv. Chil. 1: 140. 1798. Tipo. Perd, Ruiz
Lopez, H. & J. A. Pavon y Jiménez s.n. (holotipo G).

Arboles de 3-25 m de altura y 4-20 cm de DAP; tronco cilindrico; corteza con
lenticelas verticales; madera amarilla; latex amarillo o anaranjado. Hojas elipticas de 7-25
x 3-10 cm, haz brillante color verde oscuro y envés verde claro, apice acuminado, base
angostamente redondeada a aguda, nervios laterales secundarios e intersecundarios
dificilmente diferenciables, 2-3 secundarios por cm y 4-5 intersecundarios por cm; nervio
submarginal inconspicuo o evidente (Fig. 14); canales de resina evidentes en el envés;
peciolos finos de 8-20 x 1,5-3 mm (Fig. 15). Inflorescencia masculina en fasciculos
axilares con varias flores. Flor estaminada con méas de 20 estambres libres de 1,5-5 x 0,2-
1 mm, méas anchos en la base, insertos debajo de un disco de 1,5-2 cm de didmetro; anteras
amarillas de 0,2-0,5 mm de diametro. Inflorescencia femenina axilar con dos flores por
nudo; botones florales color verde claro. Flor pistilada con ovario cubierto por un estigma
achatado y pedicelos de aprox. 2 cm de largo. Céliz con 2 sépalos redondeados hacia el
apice, de 2-3 mm de longitud, intercalados con los pétalos. Corola con 4 pétalos de 4-8 x 3-
4 mm, membranaceos, aromaticos, color verde claro a blanco. Fruto en drupa o baya ovoide
a redonda, epidermis rugosa y dura, amarilla al madurar y marron al secar, de 2-4,5 cm de
diametro, pedicelo de 1-3 x 0,2 cm, a veces con caliz y estambres persistentes (Fig. 15).
Semillas 1-3, ovoides, color marrén claro a oscuro, de 1-3 cm de longitud, envueltas en una

pulpa carnosa, blanca y dulce.

Habitat y distribucion. Garcinia madruno se encuentra en bosques primarios o
riparios, planicies inundables, sobre suelos arenosos o en bosques humedos tropicales con
precipitaciones medias anuales entre 1000 y 3000 mm. También se puede encontrar en
relictos de bosque, rastrojos bajos, bordes de camino y suelos drenados. Se distribuye desde

Ameérica Central (Costa Rica y Panamd) hasta Suramerica en Venezuela, Guyana, Guyana



34 Sistematica del género Garcinia (Clusiaceae): revision taxonémica para Colombia 'y

filogenia de las especies Neotropicales

Francesa, Suriname, Ecuador, Bolivia, Peru, Bolivia, Brasil y Colombia. En Colombia tiene

una amplia distribucion y se encuentra entre los 0 y 2200 m de altitud (Fig. 16).

Figura 14. Caracteres diagndsticos de Garcinia madruno. Hojas simples, opuestas, enteras, elipticas, con apice
corto y acuminado; nervio submarginal evidente o no; canales de resina evidentes en el envés de la hoja.
Peciolos finos sin cufias axilares. Inflorescencia masculina con menor nimero de flores en comparacion con
las inflorescencias masculinas de otras especies. Fruto en drupa o baya ovalada con epicarpio rugoso.
lustracion de Claudia Alarcon. Tomada de Zamora et al., 2004.
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Figura 15. Caracteres vegetativos y reproductivos de Garcinia madruno. A. Forma de vida arbéreo. B. Hojas
simples, opuestas, ovoides, enteras y coridceas; apice acuminado. C. Peciolos sin cufias axilares. D. Canales
de resina evidentes en el envés. E. Latex amarillo. F. Inflorescencia de flores femeninas. G., I. Detalle de flor
pistilada con el ovario inserto en un anillo rodeado de estaminodios y cubierto por un estigma aplanado. H., J.
Fruto en drupa con epicarpio rugoso. (Fotos tomadas en Medellin, Antioquia, feb. 2014 y feb. 2015).
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Figura 16. Mapa de puntos distribucidn de ’ Garcinia macrophylla 'y + G. madruno.
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Nombres vernaculos y usos. “Madrono” (Antioquia). EI mesocarpio del
fruto maduro es acido y comestible. La infusion de la corteza se emplea para combatir la
fiebre. Es ornamental. Algunas personas lo cultivan en las chagras y es cominmente

cultivado en sabanas.

Atributos farmacologicos. La fraccion biflavonoide encontrada en el fruto de
Garcinia madruno presenta actividad antioxidante (Lim, 2012). También se ha demostrado
que los extractos de esta especie exhiben una moderada actividad contra bacterias Gram-
negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y Gram-positivas (Staphylococcus

aureus y Enterococcus faecalis) (Lim, 2012).

1.3.2.2.5 Garcinia magnifolia (Pittier) Hammel - Annals of the Missouri Botanical Garden
76(3): 928. 1989. Basionimo. Rheedia chocoensis Cuatrec.- Anales Inst. Biol. Univ. Nac.
Mexico xx. 106 (1950). Tipo. Colombia, Cuatrecasas 16387 (holotipo F; isotipo COL).

Rheedia magnifolia Pittier - Contr. U.S. Natl. Herb. Xiii. 454 (1912). Tipo. Costa Rica, Pittier 16165
(isotipo US).

Arboles dioicos de 5-20 m de altura y 10-25 cm de DAP; latex amarillo o blanco;
ramas generalmente angulares. Hojas ovaladas, enteras, muy coriaceas, de 26-52 x 13-24
cm, apice obtuso o redondo, nervios secundarios prominentes, paralelos e irregulares, entre
1y 2 nervios secundarios por cmy 2 nervios intersecundarios por cm; los numerosos nervios
secundarios e intersecundarios se fusionan con los terciarios creando un reticulo denso hacia
el margen, generalmente los nervios secundarios llegan hasta la vena submarginal que se
encuentra a menos de 2 mm del margen; peciolos gruesos, de 2-5 x 0,5-1 cm, fuertemente
estriados, con una cufia prominente en la base formando una fosa conspicua (Fig. 17).
Inflorescencia masculina en fasciculos axilares con mas flores que las inflorescencias
femeninas, que dejan cicatrices en los nudos (Fig. 17). Flor estaminada con més de 20
estambres libres, de 5-22 x 2-5 mm, insertos debajo de un disco carnoso y lobado de 1,5-2
cm de didmetro; anteras marrén de 0,3-0,9 mm de didmetro. Inflorescencia femenina axilar

con menos de seis flores por nudo.



38 Sistematica del género Garcinia (Clusiaceae): revision taxonémica para Colombia 'y
filogenia de las especies Neotropicales

O |

Figura 17. Caracteres diagnosticos de Garcinia magnifolia. Hojas simples, opuestas, ovaladas, enteras, apice
obtuso o redondo; numerosos nervios secundarios e intersecundarios se fusionan con los terciarios creando un
reticulo denso hacia el margen. Inflorescencia masculina con numerosas flores estaminadas que dejan
cicatrices en los nudos. Fruto globoso y liso. llustracion de Claudia Alarcon. Tomada de Zamora et al., 2004.
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Flor pistilada con ovario ovalado 3-4 locular, inserto en un anillo blanco rodeado por
estaminodios, y cubierto por un estigma peltado, discoide o hemisférico, entero o lobado
(Fig. 18). Caliz con 2 sépalos amarillos a verdes, imbricados, de 1,8-2,5 mm de longitud.
Corola con 4 pétalos blancos, membranaceos, de 4-5 x 3,8-4,1 mm. Fruto en drupa redonda,
de 3-9 cm de diametro, amarilla o naranja, caulifoliar, pericarpio ligeramente rugoso o suave
(Fig. 17-18). Semillas 1-4, ovaladas, de 0,8-2,7 x 1,1-1,5 cm, color marron, envueltas en un

arilo pulposo, carnoso y dulce.

Figura 18. Caracteres de Garcinia magnifolia. A. Hojas simples, opuestas, ovoides, enteras, coriaceas, apice
obtuso y nervadura muy marcada. B. Inflorescencia de flores pistiladas. C., D. Detalle de flores pistiladas con
ovario inserto en un anillo rodeado por estaminodios, y cubierto por un estigma peltado. E., F. Frutos globosos
de epicarpio liso, usualmente amarillos al madurar. (Fotografias tomadas de http://conabio.inaturalist.org/,
consultada en sep. 2015).
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Habitat y distribucion. Garcinia magnifolia habita en bosques tropicales, pluviales
y humedos. Se distribuye desde Costa Rica hasta Colombia. En Colombia se encuentra en
el Choco biogeografico en Antioquia, Chocd y Valle del Cauca, desde los 0 hasta los 1420
m de altura (Fig. 21).

Nombres vernaculos y usos. “Bebasajo” 0 “madrofio” (Antioquia).

1.3.2.2.6 Garcinia mangostana L. Species Plantarum 1: 443-444. 1753. Lectotipo.
"Mangostans” en Garcin, Philos. Trans. 38 (431): 232, no numerado (1734).

Mangostana garcinia Gaertn. [ilegit.] Tipo. (Sintipos: Rumph., en Herb. Amboin., vol. 1: 132, Tab.
43, 1741; Gaertn., en de Fruct., vol. 2: 105, Tab. 105).

Arboles siempreverdes, glabros, dioicos, de 7-10 m de altura; copa conica o
piramidal. La corteza nueva es suave y verde brillante, volviéndose gruesa y marrén con los
afios; latex amarillo o verde. Hojas eliptico-ovaladas, gruesas, coriaceas, de 12-20 x 6-9 cm,
agudas en el &pice, obtusas 0 agudas en la base, margen grueso, levemente revolutas; venas
laterales prominentes, cerca de 2 secundarias por cm y 2-3 intersecundarias por cm, que
junto con los nervios terciarios forman una nervadura reticulada cerca del margen; vena
submarginal a 5 mm del margen y a veces una segunda vena submarginal ain mas cerca del
margen (Fig. 19); peciolos gruesos, de 1,5-5 x 0,5 cm, amarillos al secar. Inflorescencia
masculina en fasciculos axilares con pocas flores, a veces terminal en una o dos flores. Flor
estaminada con mas de 7 estambres rudimentarios, parcialmente connados en la base,
insertos en el disco en 4-5 falanges. Inflorescencia femenina terminal de una flor solitaria.
Flor pistilada con ovario globoso inserto en un receptaculo, cubierto por un estigma sésil
blanco, achatado y 4-8 lobado; usualmente presentan estaminodios que rodean el gineceo;
los pedicelos son gruesos, de 1,5-2 cm de largo, amarillos y angulosos al secar. Céliz con 4
sépalos redondos, coriaceos y persistentes, arreglados en dos series, los 2 externos son mas
grandes, de aprox. 2 cm de diametro, verdes o amarillos, y cubren a los 2 internos mas cortos,
rojizos o rosados. Corola con 4(5) pétalos ovalados, coriaceos y persistentes, rojizos y a
veces amarillos o blancos, de aprox. 2 cm de diametro (Fig. 19). Fruto en drupa purpura, de

3-7 cm de diametro, globoso de corteza gruesa, con estigma y sépalos persistentes; al
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cortarlo transversalmente se diferencia el pericarpio, rosado y duro, con canales laticiferos
que exudan latex amarillo (Fig. 19). Semillas 1-5, comprimidas y elipsoides, de 1-2 cm de
longitud, envueltas en un arilo blanco, dulce y pulposo (Arias, 2002). Las frutas se forman
sin polinizacidn, y las semillas son apomicticas (formadas de tejido materno) (Rivero et al.,

2006), por esta razon se considera que los arboles cultivados, aunque se deriven de semillas,

se comportan como un clon (Rivero et al., 2006).

Figura 19. Caracteres diagndsticos de Garcinia mangostana. Hojas simples, opuestas, enteras, elipticas y con
&pice acuminado. Presentan dos venas submarginales, una a 5 mm del margen y otra a 1-2 mm del margen.
Los peciolos son gruesos, estriados y angulosos. Las flores femeninas poseen 4 sépalos y 4 pétalos, redondos
y coridceos. El fruto es una baya purpura globosa de epicarpio liso y mesocarpio blanco y dulce; generalmente
se encuentra con sépalos, pétalos y estigma persistentes. lustracion de Claudia Alarcén. Tomada y editada de
Zamora et al. (2004) y Janick et al. (2008).
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Habitat y distribucidn. Garcinia mangostana crece en ambientes con alta humedad,
entre 28 y 30°C de temperatura, precipitacion de 1500 mm, suelos profundos y en donde la
capa fredtica se encuentra a por lo menos 2 m de profundidad (Arias, 2002). Es nativa del
archipiélago Malayo pero la localizacidn exacta de su origen es incierta. Fue introducida en
América, Africa y Oceania (Zamora, 2004). Es exclusiva de los tropicos. En América se
encuentra en Estados Unidos y desde Centro América hasta Venezuela. En Colombia se
encuentra en Antioquia, Meta y Tolima entre los 1250-1600 m de altura (Fig. 21).

Nombres vernaculos y usos. “Mangostino” (Antioquia, Tolima), “mangostan”
(Antioquia). Las frutas se consumen en su estado natural. Varias partes de la planta también
tienen usos medicinales caseros. La cascara de la fruta se utiliza en forma pulverizada para
el tratamiento de diarrea, disenteria y enfermedades de la piel. La infusion de las hojas y de
la corteza se usa para bajar la fiebre y para los desordenes urinarios. Ademas es utilizado

como ornamental (Rivero et al., 2006).

Atributos farmacoldgicos. En diversos estudios se ha demostrado que las xantonas
obtenidas de G. mangostana tienen actividades bioldgicas muy importantes (Gutierrez-
Orozco et al., 2013). Las xantonas mas estudiadas son: a-, -, y y-mangostinas, garcinona
E y gartanina. Algunas de las actividades documentadas de las xantonas son: antioxidante,
antitumoral, antialérgicas, anti-inflamatorias, antivirales y antifungicas (Gutierrez-Orozco
etal., 2013).

1.3.2.2.7 Garcinia tonduziana comb. nov. Basionimo. Rheedia tonduziana Engl. -Bot.
Jahrb. Syst. 58, Beibl. 130: 10. 1923. Tipo. Costa Rica, Tonduz 11249 (holotipo F; isotipo
BR).

Arbol de 5-12 m de altura; latex amarillo; ramitas delgadas, subtetragonales, con
hojas agrupadas en pequefios penachos hacia el final de las ramas, densamente foliadas.

Hojas estrechamente lanceoladas, coriaceas, de 6-15 x 1,2-3,8 ¢cm, apice acuminado o
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algunas veces obtuso (Fig. 20); base ocasionalmente inequilatera; numerosas venas laterales
arqueadas a 60° aprox., 6-8 nervios secundarios por cm y 3-5 intersecundarios por cm;
nervio submarginal inconspicuo y poco evidente al secar; nervio primario ocasionalmente
amarillo o anaranjado en el envés (Fig. 20); peciolos finos, de 6-14 x 1-1,5 mm, fosa de
tejido axilar ausente. Inflorescencia masculina en fasciculos axilares con méas de 7 flores

por nudo, flores caulifloras en densos fasciculos de nudos desfoliados (Fig. 20).
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Figura 20. Caracteres diagnosticos de Garcinia tonduziana. A. y C. Hojas simples, opuestas, enteras, elipticas,
pequefias, organizadas en penachos al final de las ramas; nervio submarginal amarillo o anaranjado en el envés,
apice generalmente obtuso o a veces acuminado. A. Inflorescencia masculina en fasciculos axilares con flores
caulifloras que dejan cicatrices en los nudos desfoliados. B. Flores masculinas con mas de 15 estambres libres,
insertos bajo un disco; corola con 4 pétalos rotondos y membranaceos. C. Fruto en baya de epicarpio liso, con
1-2 semillas elipsoides por fruto. (Fotografias tomadas de los siguientes especimenes: A., B. Parque Nacional
El Imposible, Ahuachapa, El Salvador, 9 de enero de 1990, Sermefio AS058 (MO), C. Valle de Rio San L.uis,
Reserva Bioldgica Monteverde, Puntarenas, Costa Rica, 25 de marzo de 1987, Haber 6811 (MO)).
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Flor estaminada con mas de 15 estambres libres de 1-6 x 0,2-0,5 mm, insertos debajo de
un disco anaranjando de 0,8-1,5 cm de diametro; anteras de 0,2-0,5 mm de diametro;
pedicelos finos de 0,6-3 cm de longitud. Inflorescencia femenina axilar con pocas flores
por nudo en comparacion con las inflorescencias masculinas. Flor pistilada con ovario
verde, ovalado, cubierto por un estigma blanco sesil y pedicelo de 0,9-1,4 cm de largo. Caliz
con 2 sepalos ovados o rotondos de 1,3-1,5 mm de longitud. Corola con 4 pétalos redondos,
membranéceos, blancos o amarillos, de 2-8 mm de didmetro (Fig. 20). Frutos elipsoides u
ovalados, redondos en seccion transversal, verdes a amarillos, de 2-3 x 1,5-3 cm. Semillas

elipsoides, 1-2 por fruto, de aprox. 2 x 1 cm, cubiertas por un arilo acidulo, comestible.

Habitat y distribucion. Garcinia tonduziana habita en bosques hdmedos. Se
distribuye desde México hasta Perld. En Colombia se ha encontrado exclusivamente en
Antioquia en bosques secundarios y reservas naturales entre los 230 y 520 m de altura (Fig.
21).

Nombres vernaculos y usos. "Limoncillo™ (México), "jocomico” (Nicaragua),
“jorco” (Costa Rica), “arrayan”, “barillo”, “chaparréon” (El Salvador), "satro" (Panamad),
“allpahuyo” (Peru). El arilo blanco que cubre las semillas es acidulo y comestible. En

Colombia es un fruto poco conocido.
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Figura 21. Mapa de puntos de distribucion de ® Garcinia magnifolia, * G. mangostana

y A G. tonduziana.
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1.4 Discusion

Garcinia es un género que a pesar de estar representado por pocas especies en Colombia, no
esta bien resuelto taxondmicamente debido a su gran diversidad floral que ha llevado a
cambios en su clasificacion. Sin embargo, con la revision se encontré que tal diversidad no
es muy marcada en las especies de Colombia y en general, en las especies del Neotrdpico.
Todas las especies del género presentes en el pais poseen el mismo patrén floral,
caracterizado por inflorescencias en fasciculos axilares de flores unisexuales con 4 pétalos
redondos y membranéceos, que se intercalan con los 2 sépalos ovalados, coridceos, mas
pequefios que los pétalos. Las flores estaminadas poseen un disco nectarifero en el centro,
rodeado de numerosos estambres libres organizados en méas de dos verticilos, con anteras
bitecas globosas que se abren longitudinalmente. Las flores pistiladas poseen un anillo
lobado o anular debajo del ovario, rodeado de estaminodios libres, organizados en un solo
verticilo. Este patron floral es muy similar al del clado Rheedia propuesto por Sweeney et
al. (2008) para las garcinias que tienen este tipo de flores en Madagascar y Las Comoras
(Fig. 22), ya que las especies de Colombia presentan 4 pétalos y las africanas poseen 5
pétalos en sus flores.

Figura 22. Patron floral de las especies nativas de Garcinia en Colombia. A. Corte longitudinal de una flor
estaminada. B. Vista superior de una flor estaminada. C. Vista lateral de una flor pistilada. D. Vista superior
de una flor pistilada. Tomada y editada de Sweeney et al. (2008).
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De acuerdo con la revision y los analisis multivariados, de las siete especies de Garcinia
presentes en Colombia, seis son facilmente diferenciables por su morfologia. Garcinia
mangostana se diferencia por la nervadura de sus hojas, la inflorescencia terminal en flor
solitaria, el color y tamafio de sus flores, y sus frutos color pdrpura. Esta es la Gnica especie
introducida en América por lo que cuenta con una morfologia que la diferencia de las
especies neotropicales. Esta diferenciacion también esta soportada por estudios moleculares
en donde ésta y otras especies del Viejo Mundo pertenecen a la seccién Garcinia dentro del
género (Sweeney, 2008). Garcinia madruno se diferencia por el epicarpio rugoso o
tuberculado de sus frutos, los canales resiniferos muy evidentes en el envés, y el color verde
oscuro en el haz y verde claro en el envés de las hojas, también muy evidente al secar.
Ademas, es la especie con distribucion mas extensa en el pais. Garcinia magnifolia y G.
macrophylla son especies muy similares por el tamafio de sus hojas, frutos y de las cufias
axilares de los peciolos, sin embargo, la nervadura de G. magnifolia es mas profunda, el
apice de las hojas es obtuso, las hojas al secar son de color marron mas oscuro, y
ocasionalmente sus frutos pueden presentar epicarpio levemente rugoso. Garcinia
tonduziana es una especie de la que se tienen pocos reportes en Colombia (Fig. 21), pero
gracias a la revision de colecciones de otros paises se pudo completar su descripcion. Esta
especie se caracteriza por presentar hojas lanceoladas, pequefias, agrupadas en penachos
hacia la punta de las ramas y con &pice obtuso y base ocasionalmente inequilétera. Sus frutos
son muy similares a los de G. intermedia, por lo que eran consideradas sinGnimos. Sin
embargo, con la revision y los analisis morfométricos, se comprobd que son dos especies,

por lo cual, en este trabajo se propuso la nueva combinacion para esta especie.

Con los analisis multivariados se rechazd la hipétesis de que G. recondita corresponde a una
especie diferente (Fig. 1), por lo cual se re determinaron y manejaron a estos especimenes
como G. intermedia. Aunque las hojas de G. intermedia son mas grandes que las de G.
gardneriana, su morfologia vegetativa es muy similar. Con el AFD y el ACP se encontrd
que las variables que mejor discriminan a estas especies son el ancho de los estambres y el
diametro del disco nectarifero, y en menor medida, la nervadura y el diametro de las anteras
(Fig. 2-3). Ya que las variables que mejor diferencian a estas dos especies estan en las flores

estaminadas, se podrian confundir al encontrarlas infértiles, no obstante, su distribucion es
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clave para diferenciarlas ya que G. intermedia se encuentra en el Choco Biogeogréafico y al
Norte de los Andes, mientras que G. gardneriana es comun en la cuenca amazonica (Fig.
11).

En el andlisis discriminante con las seis especies nativas, se encontro que al utilizar las 31
variables se explica el 89,1% de la variabilidad, mientras que al utilizar las nueve variables
propuestas en el CART, se explica el 97,6% de la variabilidad (Fig. 5). Sin embargo, en las
proyecciones se observa que con las nueve variables las agrupaciones no se diferencian tan
bien como con las 31 variables totales. Por lo tanto, existen otras variables que aunque no
tengan un gran poder discriminante y el porcentaje de variabilidad que expliquen sea bajo,
son importantes en el andlisis. Adicionalmente, se encontr6 que las variables responsables
de las agrupaciones que mas se repiten en los dos anélisis (CART y AFD con ACP), son la
longitud de la hoja, la evidencia de los canales resiniferos, la fusion de nervios secundarios
e intersecundarios, el didmetro del disco nectarifero y la forma del fruto. No obstante,
aunque estos caracteres son Utiles para la identificacion de las especies, no son suficientes

para su diagnosis.

1.5 Conclusiones

En Colombia se encuentran siete especies de Garcinia, una introducida (G. mangostana n.v.
“mangostino”) y seis nativas: G. intermedia, G. gardneriana, G. macrophylla, G. madruno,
G. magnifolia y G. tonduziana. Todas presentan frutos comestibles y se distribuyen desde
los 0 hasta los 2200 m de altura. A pesar de que este género se caracteriza por tener una
amplia diversidad en sus flores, estas seis especies presentan el mismo patrén floral de las
especies del clado Rheedia propuesto por Sweeney et al. (2008) para las garcinias de
Madagascar y Las Comoras, y es muy probable que todas las especies neotropicales de

Garcinia tengan esta misma configuracion en sus flores.

Garcinia madruno es la especie con mas amplia distribucion en Colombia, encontrandose

desde el norte del Choco biogeografico hasta la cuenca amazonica. Es la especie con mayor
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numero de reportes ya que sus frutos son los mas conocidos y consumidos. Los frutos de G.
intermedia, G. macrophylla, G. gardneriana y G. magnifolia son conocidos en menor
medida, aunque también son consumidos como alimento y usadas como plantas medicinales
por algunas comunidades de las zonas donde habitan, especialmente en Antioquia, Chocd,
Amazonas y Caqueta. Sin embargo, el mangostino sigue siendo la especie méas reconocida

del género por los numerosos cultivos que hay en el pais.

Adicionalmente, muchas de estas especies han sido objeto de estudio en diversos trabajos
farmacoldgicos, encontrando antioxidantes como biflavonoides y xantonas denominadas
“Rheediaxantonas A, B y C” especificas de las garcinias, que han mostrado tener efectos
antiinflamatorios e incluso propiedades anticancerigenas. También se han encontrado
benzofenonas que actdan como filtro para las radiaciones UV. Estos resultados confirman
su uso tradicional popular y destacan su importancia para el desarrollo de nuevos farmacos

antiinflamatorios.

Por otra parte, los analisis multivariados con caracteres morfométricos demostraron que a
pesar de que existe un grupo pequeiio de variables que explican cerca del 97% de la
variabilidad, y con un mayor poder discriminante, las agrupaciones de las especies no se
definen tan bien como cuando se utilizan todas las variables en un andlisis, ya que no siempre
las variables estan correlacionadas, y por lo tanto, aportan diferente informacion que aunque

es poca, es relevante en este tipo de andlisis.

Ademas, se demostrd que los especimenes redeterminados como “Garcinia recondita”
corresponden a Garcinia intermedia, y que Garcinia tonduziana es una especie distinta de

G. intermedia, por lo cual se propuso la nueva combinacidn para esta especie.






2.Capitulo 2: Evaluacion de la monofilia de las
especies Neotropicales de Garcinia

2.1 Introduccion

Los limites de Garcinia y de géneros afines como Ochrocarpos Thouars, Rheedia L.,
Tsimatimia Jumelle & H. Perrier y Xanthochymus Roxburgh, han sido debatidos por afios
(Planchon & Triana, 1860; Vesque, 1893; Engler, 1893, 1925; Jumelle et al., 1910; Perrier
de la Béthie, 1948, 1951; Robson, 1958; Adams, 1970; Jones, 1980; Gustafsson et al., 2002;
Stevens, 2006; Sweeney, 2008; Sweeney et al., 2008). En la ultima clasificacion
infragenérica de Garcinia, Jones (1980) adopt6 un amplio concepto del género, incluyendo
a Ochrocarpos, Rheedia, Tsimatimia y Xanthochymus, ademas, reconocié 14 secciones
delimitadas por la morfologia de las flores estaminadas. Posteriomente, varios estudios han
examinado las relaciones evolutivas dentro de Garcinia utilizando muchas de las especies
del Viejo Mundo, a partir de datos moleculares (Nazre, 1999; Sari, 2000; Gustafsson et al.,
2002; Yapwattanaphun et al., 2004; Sulassih et al., 2013). El estudio filogenético mas amplio
del género lo realizd6 Sweeney (2008) utilizando dos marcadores nucleares (ITS y GBSSI -
almidon sintasa unida a granulo-). Este estudio incluyé un amplio muestreo taxonémico,
geogréafico y morfolégico (aprox. 28% de las especies del Viejo Mundo). Sus resultados
demostraron un alto soporte para la circunscripcién del género propuesta por Jones (1980),

también apoyada por Stevens (2006).

No obstante, aunque existen estudios moleculares que apoyan la inclusion de Rheedia dentro
de Garcinia (Gustafsson et al., 2002; Sweeney, 2008), aun no se ha realizado un estudio con
un mayor muestreo de especies Neotropicales que pueda demostrar si estas forman un clado
dentro del género. Por esta razon, se realizo el primer analisis filogenético para el género,

que vincula la informacion de los genes ITS, GBSSI, rbcL y matK, ampliando el muestreo
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taxondmico de las especies Neotropicales de Garcinia, con el objetivo de probar su
monofilia, optimizar un protocolo de extraccion de ADN de material de herbario de este
grupo, y evaluar la congruencia entre las topologias obtenidas con cada gen o set de genes,

empleando los métodos de maxima parsimonia e inferencia Bayesiana.

2.2 Metodologia

2.2.1 Muestreo taxondmico

El muestreo incluyé a cinco especies neotropicales (G. intermedia, G. macrophylla, G.
madruno, G. portoricensis, G. hessii) y a 66 especies paleotropicales de Garcinia como
grupo interno. Como grupo externo se seleccionaron a cinco especies de Asia y Madagascar
que pertenecen a las secciones Discostigma (G. eugeniifolia, G. rostrata, G. merguensis) y
Paragarcinia (G. melleri, G. tsaratananae — antes Ochrocarpos tsaratananae —) (Sweeney,
2008). Debido a que el género esta representado por cerca de 9 especies en Centro América
y Sur Ameérica, 16 especies y dos variedades en Las Antillas (Acevedo-Rodriguez et al.,
2012), hay representatividad en el tamafio de la muestra con mas del 20% de las especies
neotropicales. También hay bastante representatividad en la variabilidad morfolégica pues
G. intermedia, G. madruno y G. macrophylla son especies que tienen hojas de gran tamafio
y caracteristicas afines por crecer en ambientes muy humedos, mientras que G. hessii y G.
portoricensis son especies tipicas de serpentinas y suelos alcalinos, y por lo tanto, tienen
hojas muy pequefias y mucho més coriaceas por responder fisiologicamente como si

estuvieran ante sequias.

Para la optimizacion de los protocolos de extraccién y amplificacién de ADN se tomaron
las muestras recolectadas en campo, las conservadas en silica gel obtenidas de MO, y las
muestras solicitadas de los especimenes de herbario almacenados en NY. Inicialmente se
esperaba amplificar y utilizar exclusivamente secuencias de ITS y GBSSI (Sweeney, 2008),
pero debido a la disponibilidad de secuencias de genes de cloroplasto en GenBank, se
aumento el muestreo de marcadores haciendo uso de las secuencias de rbcL y matK

disponibles para estas especies.
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El ADN de cloroplasto (ADNcp) también ha sido ampliamente usado para inferir filogenias
en plantas a diferentes niveles taxondmicos (Gielly et al., 1994; Yonemori et al., 2008; Tang
et al., 2014). Ademas, algunos autores recomiendan comparar las filogenias basadas en
ADN nuclear con las reconstrucciones basadas en secuencias de cloroplasto (herencia
materna), sobre todo cuando se espera evolucion reticular (por hibridacién) en un grupo
(Soltis et al., 1998).

Aunque existen otros genes de cloroplasto como trnL-F, ndhF y psbA-trnH que son
utilizados comdnmente en estudios filogenéticos, no fueron utilizados en este estudio porque
proporcionan baja resolucién debido a la poca variacion o alta homoplasia en secuencias de

las especies del clado Garcinieae/Symphonieae (Sweeney, 2008).

Los nimeros de acceso de las secuencias utilizadas en el analisis se muestran en la Tabla 2.

2.2.2 Marcadores moleculares

2.2.2.1 Espaciadores transcritos internos 1y 2 (ITS)

EI ITS (internal transcribed spacer) es un marcador de ADN nuclear ribosomal. Estos genes
estan organizados en uno 0 mas arreglos que contienen de cientos a miles de repeticiones en
tandem (Rogers et al., 1987). Cada repeticion consiste de una region espaciadora no
transcrita, un espaciador transcrito externo, y una region que codifica para la subunidades
de ARNTr larga (26S), pequefia (18S) y para la 5.8S (Kyndt et al., 2005). Los dos espaciadores
internos (ITS1 e ITS2) separan los tres genes y se derivan de las transcripciones precursoras

durante la formacién de los ARNr maduros (Fig. 23).

18S 5.85 255

== | =
M1 ITS-2

Internal transcribed spacers

Figura 23. Posicidn de la region ITS. Los dos espaciadores transcritos internos del ADN ribosomal separan
a las tres regiones codificantes que se muestran en azul. Tomada y editada de Underhill et al. (2014).
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Tabla 2. Numeros de acceso y referencias de las secuencias utilizadas de ITS, GBSSI, rbcL y matK de las
especies de estudio, disponibles en GenBank. NA = dato ausente.

Especie ITS GBSSI rbcL matK Referencias
G. acuminata AB110796.1 NA NA NA Yapwattanaphun et al. (2003)
G. afzelii EU128430.1 EU128260.1 KC628029.1 KC627468.1 Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. amplexicaulis EU128480.1 EU128281.1 NA NA Sweeney (2008)
G. asterandra EU128478.1 NA NA NA Sweeney (2008)
Yapwattanaphun et al. (2003);
G. atroviridis AB110797.1 NA KJ594716.1 NA Erickson et al. (2015)
G. bancana AF367212.1 EU128245.1 NA NA Nazre et al. (2003); Sweeney (2008)
G. benthamii NA NA AB925319.1 AB924708.1 Yapwattanaphun et al. (2003)
G. cantleyana var
grandiflora EU128477.1 EU128266.1 NA NA Sweeney (2008)
G. cataractalis EU128476.1 EU128240.1 NA NA Sweeney (2008)
G. celebica EU128475.1 EU128243.1 NA NA Sweeney (2008)
G. chapieleri EU128474.1 NA NA NA Sweeney (2008)
G. commersonii EU128438.1 NA NA NA Sweeney (2008)
G. conrauana EU128473.1 EU128306.1 KC628310.1 NA Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. costata AB110798.1 NA NA NA Yapwattanaphun et al. (2003)
Nazre et al. (2003); Ruhfel et al. (2011);
G. cowa AF367213.1 NA HQ332054.1 KJ510948.1 Kong et al. (2014)
Yapwattanaphun et al. (2003);
G. dulcis AB110801.1 EU128312.1 NA NA Sweeney (2008)
G. dumosa EU128467.1 EU128268.1 NA NA Sweeney (2008)
G. eugeniifolia EU128462.1 EU128273.1 HQ332055.1 HQ331598.1 Sweeney (2008); Ruhfel et al. (2011)
G. forbesii AF367224.1 NA KJ594717.1 NA Nazre et al. (2003); Erickson et al. (2015)
G. fruticosa EU128461.1 EU128246.1 NA NA Sweeney (2008)
G. globulosa AF367221.1 NA NA NA Nazre et al. (2003)
G. gnetoides EU128460.1 EU128307.1 KC628449.1 KC627780.1 Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. griffithii EU128458.1 NA NA NA Sweeney (2008)
G. hanburyi AB110802.1 NA AB925386.1 AB924775.1 Yapwattanaphun et al. (2003)
G. harmandii NA NA AB925699.1 AB924823.1 Yapwattanaphun et al. (2003)
G. hessii NA NA NA EF135543.1 Dauvis et al. (2007)
G. hombroniana EU128457.1 EU128247.1 HQ332056.1 HQ331599.1 Sweeney (2008); Ruhfel et al. (2011)
Sweeney (2008); iBOL (2012);
G. intermedia_A EU128445.1 EU128326.1 JQ591099.1 HQ331600.1 Ruhfel et al. (2011)
Sweeney (2008); iBOL (2012);
G. intermedia_B EU128444.1 NA JQ591097.1 HQ331601.1 Ruhfel et al. (2011)
G. intermedia_C EU128443.1 NA JQ591098.1 NA Sweeney (2008); iBOL (2012)
G. kola EU128453.1 EU128309.1 KC628604.1 NA Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
Sweeney (2008);
G. lanessanii EU128451.1 NA AB925626.1 AB924998.1 Yapwattanaphun et al. (2003)
Nazre et al. (2003); Novotny et al. (2011);
G. latissima AF479789.1 NA FJ976136.1 FJ670008.1 Wurdack et al. (2007)
G. livingstonei EU128450.1 EU128298.1 JX572619.1 JX517696.1 Sweeney (2008); Maurin et al. (2013)
G. loureiroi NA NA AB925541.1  AB924919.1 Yapwattanaphun et al. (2003)
G. lucida EU128449.1 EU128300.1 KC628666.1 NA Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. macrophylla_ A EU128448.1 EU128327.1 FJ670165.1 NA Sweeney (2008); Novotny et al. (2011)
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G. macrophylla_ C  EU128447.1 NA KF981214.1 NA Sweeney (2008); Chave et al. (2014)
G. macrophylla_B EU128442.1 NA NA NA Sweeney (2008)
Gehrig et al. (2003); Kress et al. (2009);
G. madruno_A AJ509215.1 NA GQ981746.1 JQ587259.1 iBOL (2012)
Dick et al. (2006); Maurin et al. (2013);
G. madruno_B AY635538.1 NA JX987589.1 JQ587258.1 iBOL (2012)
Dick et al. (2006); Maurin et al. (2013);
G. madruno_C AY635536.1 NA JX987590.1 JQ587257.1 iBOL (2012)
G. malaccensis EU128437.1 EU128248.1 NA NA Sweeney (2008)
Sweeney (2008); Maurin et al. (2013);
G. mangostana EU128436.1 EU128249.1 JX664049.1 HQ331601.1 Ruhfel et al. (2011)
G. mannii EU128428.1 EU128262.1 KC628276.1 KC627647.1 Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. melleri NA NA HQ332058.1 HQ331603.1 Ruhfel et al. (2011)
G. merguensis NA NA AB925292.1 AB924684.1 Yapwattanaphun et al. (2003)
G. multiflora KP092915.1 NA KP095024.1 KP094071.1 Liu et al. (2015)
Nazre et al. (2003); Sweeney (2008);
G. nervosa AF367222.1 EU128313.1 HQ332059.1 HQ331604.1 Ruhfel et al. (2011)
G. nigrolineata EU128422.1 EU128250.1 NA NA Sweeney (2008)
G. oliveri NA NA AB925841.1 AB924719.1 Yapwattanaphun et al. (2003)
G. opaca var.
minor EU128421.1 EU128253.1 NA NA Sweeney (2008)
G. ovalifolia EU128419.1 EU128302.1 KC628471.1 KC627491.1 Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. pauciflora EU128411.1 EU128295.1 NA NA Sweeney (2008)
G. penangiana NA NA HQ332060.1 HQ331605.1 Ruhfel et al. (2011)
G. porrecta EU128410.1 EU128256.1 NA NA Sweeney (2008)
G. portoricensis NA NA AF518377.1 NA Nazre et al. (2003)
G. prainiana EU128409.1 EU128286.1 NA NA Sweeney (2008)
G. punctata EU128391.1 EU128291.1 NA KC627616.1 Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. rigida EU128408.1 NA NA NA Sweeney (2008)
G. rostrata EU128407.1 EU128277.1 HQ332061.1 HQ331606.1 Sweeney (2008); Ruhfel et al. (2011)
G. rubriflora EU128406.1 NA NA NA Sweeney (2008)
G. scortechinii EU128405.1 EU128270.1 HQ332062.1 HQ331607.1 Sweeney (2008); Ruhfel et al. (2011)
G. smeathmannii EU128399.1 EU128304.1 KC628480.1 KC627414.1 Sweeney (2008); Parmentier et al. (2013)
G. spicata EU128390.1 EU128317.1 HQ332063.1 HQ331608.1 Sweeney (2008); Ruhfel et al. (2011)
G. staudtii EU128387.1 EU128305.1 HQ332064.1 HQ331609.1 Sweeney (2008); Ruhfel et al. (2011)
Sweeney (2008); Parthasarathy et al.
G. subelliptica EU128383.1 EU128319.1 KF783276.1 AB233746.1 (2013); Yapwattanaphun et al. (2003)
G. syzygiifolia EU128400.1 NA NA NA Sweeney (2008)
G. tetralata KR532162.1 NA KR529349.1 KR530869.1 Huang et al. (2015)
G. tsaratananae NA NA HQ332065.1 HQ331610.1 Ruhfel et al. (2011)
G. uniflora EU128379.1 EU128263.1 NA NA Sweeney (2008)
G. urophylla EU128378.1 EU128271.1 HQ332066.1 HQ331611.1 Sweeney (2008); Ruhfel et al. (2011)
G. verrucosa EU128376.1 EU128321.1 NA NA Sweeney (2008)
G. warreni EU128375.1 EU128288.1 NA NA Sweeney (2008)
Huang et al. (2015); Sweeney (2008);
G. xanthochymus KR532168.1 EU128325.1 AF518391.1 KR530875.1 Nazre et al. (2003)
G. urschii EU128377.1 NA NA NA Sweeney (2008)
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El gen ITS hasido utilizado para inferir relaciones filogenéticas a nivel de género en familias
como Caricaceae (Olson, 2002), Orchidaceae (Salazar et al., 2009) y Cyperaceae (Chacon
et al., 2006), en el género Solanum a nivel del subgénero Leptostemonum (Levin et al.,
2006), y en especies de berenjenas Asiaticas (Meyer et al., 2012). También ha sido manejado
para discriminar entre especies (Hollingsworth et al., 2011), y de hecho, es mas utilizado
para resolver filogenias de angiospermas a nivel de especie (Baldwin et al., 1995; Yamaji et
al., 2007; Liu et al., 2008; Queiroz et al., 2011).

2.2.2.2 Enzima almidon sintasa unida a granulo - GBSSI

El gen GBSSI (granule-bound starch synthase) o waxy, es un gen de ADN nuclear que existe
en una sola copia casi en todas las plantas estudiadas hasta hoy (Shure et al., 1983; Klosgen
et al., 1986, Rohde et al., 1988; Clark et al., 1991; van der Leij et al., 1991; Denyer et al.,
1992, Dry et al., 1992: Salehuzzaman et al., 1993; Wang et al., 1995). Sus intrones
proporcionan informacion Gtil entre especies cercanamente relacionadas, pero se convierte
en una dificultad al alinear taxones mas divergentes. Por otra parte, los exones son lo
suficientemente variables como para proporcionar alta resolucion entre familias. Es
probable que la tasa de evolucion variable entre sitios de GBSSI sea lo que maximiza su
utilidad filogenética (Mason-Gamer et al., 1998).

2.2.2.3 RuBisCO - rbcL

Es un gen de ADN de cloroplasto que codifica para la subunidad grande de la ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO). Este gen es uno de los marcadores moleculares
mas utilizados en sistemética de plantas a nivel de género y familia (Kallersjo et al., 1998),
aunque también se han inferido relaciones filogenéticos infragenéricos (Gielly et al., 1994).
Aunque ofrece alta universalidad y su amplificacién en genomas de plantas terrestres es facil
(Cadavid, 2013), su tasa evolutiva es baja y por lo tanto, puede llegar a ser un gen muy
conservado como para discriminar entre especies, siendo mas util para discriminar entre
familias o generos (Hollingsworth et al., 2009). Por otro lado, es comdn que presenta
autoapomorfias en la tercera posiciéon de sus codones, haciéndolo un gen apropiado para

cddigos de barras.
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2.2.2.4 Maturasa K-matK

Es un gen de ADN de cloroplasto que codifica para una proteina de maduracién. Cumple
con la funcién de madurasa de intrones, necesaria para su corte y empalme (Cadavid, 2013).
Se ha utilizado en varios estudios debido a que este gen tiene una alta tasa de sustitucion de
nucleodtidos y por tal motivo, muestra buenos niveles de discriminacion entre especies
(Olmstead et al., 1994; Matsumoto et al., 1998), y en general, entre plantas de todos los

niveles taxondmicos de angiospermas (Hilu et al., 2003).

2.2.3 Optimizacion del protocolo de extraccion de ADN

Se realizaron varias pruebas para extraer el ADN gendmico de las muestras con la solucion
sal-saturada CTAB, de acuerdo con los protocolos de Murray et al. (1980), Doyle et al.
(1987) y Lodhi et al. (1994). La extraccion de las muestras preservadas en silica gel fue
exitosa solo para pocas muestras, debido a los polimeros y otros componentes presentes en
el latex que pudieron oxidar el ADN mas rapido o inhibir el proceso. Por lo tanto, se tomaron
a los protocolos de Sarkinen et al. (2012), Drabkova et al. (2014) y Costa et al. (2014) como
punto de partida para la optimizacion de un protocolo de extraccion de ADN, debido a que
cuentan con varios antioxidantes adicionales que facilitan la extraccion de incluso muestras
muy antiguas. Después de casi dos afios de trabajo de laboratorio, se logré optimizar el
protocolo de extraccion de ADN para muestras de herbario de Garcinia, que se muestra en
las secciones 2.2.3.1 y 2.2.3.2. EI ADN extraido se cuantificO por Fluorometria y se
cuantificd en un gel de electroforesis al 1% (Anexo A).

2.2.3.1 Preparacion de la solucion CTAB

Para un volumen final de 10 mL de solucién se disolvieron 0,2 g de CTAB y 0,1 g de PVP
(40), en 5,78 mL de H»0, 2,8 mL de NaCl (5M), Tris HCI (1M —pH 7,5) y 400 uL de EDTA

(0,5M —pH 8,0). Se calentd y mezcld con agitador magnético hasta homogenizar la solucion.
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2.2.3.2 Protocolo de extraccion de ADN

Antes de la extraccion se almacenaron las muestras en silica gel. Se tomaron 50 mg de
muestra (especialmente los &pices de las hojas) y se colocaron en tubos Eppendorf de 2 mL
con 5 esferas de zirconio de 2 mm, ubicandolas en el mini beat-beater durante 90 segundos
a las 2/3 partes de la velocidad méxima. Se agregaron 20 uL de BME (B-mercaptoetanol)
14 M a los 10 mL de CTAB precalentado a 65°C. Luego se adicionaron 800 uL de la
solucion CTAB a cada muestra y se mezclaron en vortex. Las muestras fueron incubadas a
65°C por 60 minutos, agitandolas cada 10 minutos por inversion y luego se dejaron a
temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, se agregaron 800 uL de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), mezclandolas por inversion suave por 5 minutos. Se
centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos. Se transfirio el sobrenadante a un Eppendorf de
1,5 mL y se repitio este paso adicionando 800 puL mas de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). Nuevamente se mezclaron por inversion suave por 5 minutos y se centrifugaron a
10000 rpm por 10 minutos. Se transfirié el sobrenadante a un Eppendorf nuevo de 1,5 mL
y se adicionaron 300 uL de isopropanol frio (0,6 volumenes de 500 uL recuperados),
mezclando por inversion suave por un minuto. Las muestras fueron almacenadas a -20°C
toda la noche (o minimo dos horas) para la precipitacion del ADN. Se centrifugaron a 10000
rpm por 10 minutos a 4°C, y se descarto6 el sobrenadante. Luego se agregé 1 mL de etanol
frio al 70% para descartar proteinas y polisacaridos removiendo el pellet. Se centrifugé a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante dejando secar el pellet a
temperatura ambiente por 30 minutos. Finalmente, se agregaron 100 uL de TE y 1 uL de
RNasa a cada muestra incubandolas a 37°C por dos horas. Las muestras fueron almacenadas

en el congelador a -20°C.

2.2.4 Optimizacion del protocolo de amplificacion de ADN

Para amplificar los fragmentos de ITS y GBSSI se utilizaron los iniciadores propuestos por
Sweeney (2008), el protocolo de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizado en el Instituto

de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN), el programa de
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termociclador para ITS utilizado por la Universidad de Campinas (Brasil), y el programa

de termociclador para GBSSI utilizado por Mason-Gamer et al. (1998) (Anexo B).

2.2.5 Analisis filogenético

Se realizaron cuatro analisis parciales tomando la matriz correspondiente a cada marcador,
un analisis combinado con las secuencias de los dos marcadores nucleares (ITS-GBSSI), un
andlisis combinado con los dos genes de cloroplasto (rbcL-matK) y un analisis combinado
con los cuatro marcadores, utilizando los métodos de Maxima Parsimonia (MP) e Inferencia

Bayesiana (IB) con el fin de evaluar semejanzas y diferencias entre los arboles.

2.2.5.1 Alineamiento de las secuencias

Las secuencias de los datos de cada marcador fueron alineadas utilizando el programa
ClustalW X 1.83 (Thompson et al., 1997) en BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 2013), aplicando una

penalizacion de 100 para la apertura de gaps y de 10 para la extension de gaps.

2.2.5.2 Andlisis de sensibilidad

Wheeler (1995) propuso el analisis de sensibilidad para rastrear la influencia de la variacion
de los andlisis en los resultados filogenéticos. Se comparon los resultados de varios analisis
con diferentes parametros o sets de datos, midiendo la congruencia entre los conjuntos de
datos y la estabilidad de los clados. Una de las aproximaciones propuestas por Wheeler para
representar dicha sensibilidad fueron los tapetes navajo (Navajo rugs), que son graficos
cartesianos en donde se resaltan las areas que minimizan incongruencia en los resultados
(Wheeler, 1995; Wheeler et al., 2006; Pellens et al., 2007; Richter et al., 2007; Wheeler,
2012). Para evaluar congruencia entre los analisis, se graficaron los tapetes navajo en el
arbol obtenido con mayor resolucion, indice de retencién y soporte entre todas las

topologias.
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2.2.5.3 Analisis con Parsimonia

Para cada matriz se realizé una busqueda heuristica con 200 repeticiones de Ratchet (Nixon,
1999) con el algoritmo de tree-bisection-reconnection (TBR) para el rearreglo de ramas,
implementado en PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003). Se consideraron a todos los caracteres
como no aditivos (parsimonia de Fitch) y con igual peso. Para cada andlisis se tomaron los
datos de numero de caracteres informativos, caracteres no informativos, niumero de arboles
mas parsimoniosos (MP), longitud (L), indice de consistencia (IC) e indice de retencién
(IR). EI IC mide el grado de homoplasia del arbol y el IR es una medida de sinapomorfia.
Si el IR es alto, los cambios de estado ocurren en cualquier parte del arbol, si es bajo, los
cambios estan concentrados en ramas de taxones terminales (Farris, 1989). Los valores de

Bootstrap se calcularon con una busqueda heuristica de 1000 réplicas.

2.2.5.4 Analisis con Inferencia Bayesiana

Para seleccionar el modelo de sustitucién que mejor se ajusta a cada set de datos, se utilizé
el programa jModelTest (Darriba et al., 2012) utilizando el Criterio de seleccién de Akaike
(AIC), debido a que este criterio tiende a favorecer los modelos mas complejos. Posada et
al. (2001) sugiere a las aproximaciones AIC y LRT (prueba de proporcion de verosimilitud)
como criterios de seleccién de un modelo de sustitucién, ya que varios estudios han
demostrado que estos métodos tienen un buen desempefio y no son afectados por la
topologia inicial usada para estimar la verosimilitud de los modelos. Ademas, el AIC puede
ser de mayor confianza porque premia modelos por un mejor ajuste y penaliza por

parametros innecesarios (Posada et al., 2001).

Los analisis se ejecutaron en MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck et al., 2001; Ronquist et al.,
2003) en la plataforma CIPRES Science Gateway Web server (MrBayes XSEDE 3.1.2)
(Miller et al., 2010). Los analisis combinados se corrieron teniendo en cuenta el modelo y
los parametros (a priori) de las particiones o genes, obtenidos con jModelTest (Darriba et
al., 2012). Ya que MrBayes utiliza el método de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)

para estimar la distribucion posterior de los parametros del modelo, se corrieron los analisis
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utilizando el niamero de generaciones de busqueda MCMC en el que los datos convergian
en una distribucién normal (convergencia) (Anexo C). Finalmente, se obtuvieron los valores

de probabilidad posterior (PP) de los nodos para cada topologia.

2.3 Resultados

En los siete analisis con MP se encontré mas de una solucidn, por lo cual se obtuvo el arbol
de consenso estricto en cada caso, debido a que constituye la hipdtesis mas conservativa.
Los resultados de los analisis parciales y los analisis combinados se muestran en la Tabla 3.
De los siete anlisis, los sets de datos con mayor nimero de caracteres parsimoniosamente
informativos fueron los de ITS (42,8%) y matK (56,1%). En menor medida, GBSSI con
23,6%, y finalmente el gen con menor porcentaje de sitios informativos fue rbcL (3,4%).
Por lo tanto, de la combinacion de genes nucleares (33,7%) y de genes de cloroplasto
(23,6%), los marcadores principalmente responsables de dichas agrupaciones son ITS y
matK, respectivamente. Por esta razén, se realizé un analisis adicional combinando las

secuencias de ITS y matK (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de los anélisis parciales y combinados con maxima parsimonia. N° = nimero, % =
porcentaje, MP = mas parsimoniosos, info. = informativos, IC =indice de consistencia, IR = indice de
retencion.

Longitud N° % info. N°
Marcador(es) dela caracteres dela arboles Longitud IC IR

secuencia info. secuencia MP

GBSSI 649 153 23,6 71 466 0,77 0,78

ITS 727 311 42,8 19 1229 0,53 0,83

rbcL 1336 46 34 93 156 0,67 0,69

matK 825 463 56,1 2 621 0,94 0,95

ITS + GBSSI 1376 464 33,7 70 1741 0,56 0,80

rbcL + matK 2161 509 23,6 47 797 0,70 0,71

ITS+GBSSI+rbcL+matK 3537 973 27,5 71 2582 0,67 0,86

ITS + matK 1552 774 49,9 86 1888 0,65 0,82
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Los modelos de sustitucion seleccionados con el AIC para los analisis con 1B de cada set de
datos se muestran en la Tabla 4.
Tabla 4. Modelos de sustitucidn y parametros obtenidos con jModeltest para cada set de datos. —InL = In de

la verosimilitud, K = nimero de parametros o ramas de la topologia, p-1 = proporcion de sitios invariantes, y
gamma = distribucion de sitios muy variantes (equivalente al pardmetro o).

Marcador Modelo -InL K p-1 gamma
ITS TIM2ef+1+G 7506,3972 133 0,2620 1,3420
GBssI HKY+G 3651,9226 83 - 1,5330
rbcL TVM+I+G 2785,5063 97 0,6560 0,8240
matK GTR+G 3030,8118 83 - 1,3910

2.3.1 Reconstrucciones filogenéticas

2.3.1.11TS

La matriz de datos contd con 65 secuencias y una longitud de alineamiento de 727 pb. En el
arbol de consenso estricto obtenido con MP (Fig. 24) se diferencian claramente dos linajes,
el primero (A) compuesto por tres clados: Rheedia (incluyendo a G. livingstonei de la
seccion Teracentrum), Rheediopsis y Xanthocymus, y un representante de la seccion
Tetraphalangium (G. conrauana). Estas especies estan distribuidas principalmente en
Africa y el Neotrépico, aunque también hay algunas presentes en Madagascar y otras pocas
en Asia (G. subelliptica, G. spicata). El segundo linaje (B) esta compuesto por cinco grupos:
Garcinia, Hebradendrum, Tagmanthera, Brindonia, y un quinto clado con representantes
de varias secciones. Estas especies se encuentran principalmente en Asia, aunque también

hay algunas presentes en Africa.

En la topologia obtenida con IB se encontraron exactamente los mismos clados de los dos
linajes con alto soporte (PP=1) (Fig. 25), sin embargo, a diferencia del arbol obtenido con
MP, en este andlisis se encontr6 mayor resolucion dentro del grupo de especies
Neotropicales, y sugiere que G. intermedia es hermana de G. madruno y G. macrophylla.
Ademas, no se encontrd resolucion entre las especies mas distantes (G. eugeniifolia y G.

rostrata).
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Figura 24. Consenso estricto de 19 arboles igualmente parsimoniosos de 1229 pasos, obtenidos del analisis
con secuencias de ITS. Los nameros en los nodos corresponden a los valores de soporte de Bootstrap. Los
nodos que carecen de nimero son los grupos cuyo Bootstrap fue menor a 50. El recuadro azul indica
monofilia de las especies Neotropicales.
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2.3.1.2 GBSSI

La matriz de datos cont6 con 40 secuencias y una longitud de alineamiento de 649 pb. En el
arbol de consenso estricto obtenido con MP (Fig. 26) no se diferencian los linajes Ay B ya
que el primer gran linaje forma una politomia con la seccién Tagmanthera del linaje B. Las
secciones Hebradendron, Brindonia y Garcinia tampoco forman un clado, ademas, el clado
formado por G. prainiana, G. amplexicaulis y G. warreni es hermano al resto del género

(con alto soporte: PP=1).

5_eugenitolia

Discostigma
G_rostrata g

] 84 G_prainiana Xanthocymus

\ﬂ: G_amplexicaulis Mungotia

G_warrenii Discostigma
G_pauclora paragarcinia

G dumosa— ]
100 100 G_canfleyana_var_grandifolia
63 G_scortechinii Hebradendron
G_unifiora
G_urophylia

79 G _bancana
100 4@ G_fruticosa Brindonia
G_nigralineata

% G _cataracfalid |
G_celebica
9% | ————————— G_hombroniana o
G _opaca_var_minor| Garcinia
—— G _pomecia
i: 3_malacoensis
G_mangostana
G_conrauana Tetraphalangium
G _gnefoides
G_kola Xanthocymus
G_lucida
91 100 T G_punctata
\i: G_afzelii Tagmanthera
G_manni
————————— (5_spicafa
100 [ CG.vermucosa Linaje A
88 (G_dulcis wanth
G_xanthochymus | 7anthocymus
G_subelliptica
96 —— G_ovalifolid o
100 M G _staudti Rheediopsis
91 G_smeathmannil_|
62 G_Ivingstonel Teracentrum
100 G_intermedia_A4™ | )
Rheedia
G_macrophylia_A

Figura 26. Consenso estricto de 71 arboles igualmente parsimoniosos de 466 pasos, obtenidos del analisis con
secuencias de GBSSI. Los nimeros en los nodos corresponden a los valores de soporte de Bootstrap. Los
nodos que carecen de nimero son los grupos cuyo Bootstrap fue menor a 50. Los rectangulos rojos indican las
especies que hacen parte del linaje A pero que no fueron recuperadas como un clado en el anélisis.



66 Sistematica del género Garcinia (Clusiaceae): revision taxondmica para Colombia 'y

filogenia de las especies Neotropicales

A pesar de que G. intermedia y G. macrophylla resultaron hermanas (Bootstrap=100), el

muestreo de especies neotropicales para este analisis fue muy reducido, y por lo tanto es

dificil concluir si forman un clado a partir de este andlisis. En el arbol de GBSSI obtenido

con IB (Fig. 27) se encontr6 mayor resolucion dentro de la seccién Garcinia, en

comparacion con el consenso estricto obtenido con MP. Sin embargo, la seccion

Tagmanthera volvié a estar incluida dentro del linaje A. El clado formado por Garcinia

prainiana, G. amplexicaulis y G. warreni, y las secciones Garcinia, Brindonia y

Hebradendron, tampoco fueron agrupadas en un solo clado, por lo tanto, ninguno de los

clados Ay B se recuperd como en los analisis con ITS.
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recuperadas como un clado en el anélisis.
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2.3.1.31TSy GBSSI

La matriz de datos cont6 con 65 secuencias y una longitud de alineamiento de 1376 pb. En
el arbol de consenso estricto obtenido con MP (Fig. 28) se diferencia el linaje A con alto
soporte (Bootstrap = 99). Al igual que en las topologias obtenidas con ITS, Rheedia es el
grupo hermano de Rheediopsis. Sin embargo, Xanthocymus resulta parafilético ya que el
clado formado por G. kola y G. lucida se encuentra mas cercano a Rheediopsis, aunque con
bajo soporte (Bootstrap=55). A pesar de que Brindonia, Garcinia y Hebradendron forman
un grupo, Tagmanthera y el clado formado por G. multiflora, G. prainiana, G. pauciflora,
G. latissima, G. amplexicaulis y G. warreni, se encuentran fuera de la agrupacion del linaje
B.

En el andlisis bayesiano (Fig. 29) se recuperaron los mismos clados del analisis con MP. Sin
embargo, faltd resolucion entre G. dumosa y G. urophylla. Al igual que en la topologia
obtenida en IB con ITS, en este analisis Garcinia intermedia también es hermana del grupo

formado por G. madruno y G. macrophylla, con probabilidad posterior igual a 1.

2.3.1.4 rbcL

La matriz de datos contd con 47 secuencias y una longitud de alineamiento de 1336 pb. Esta
fue la matriz con mayor complemento de especies Neotropicales de Garcinia. En el arbol
de consenso estricto obtenido con MP (Fig. 30) no se recuperd ninguno de los dos grandes
linajes descritos arriba. Solo 18 especies formaron pequefios clados recuperando algunos de
los representantes de secciones como Xanthocymus y Garcinia. En este analisis se encontro
un nuevo grupo formado por G. tsaratananae y G. melleri (seccién Paragarcinia) debido a

que estas especies no fueron incluidas por falta de datos en los anteriores analisis.
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Figura 28. Consenso estricto de 9 arboles igualmente parsimoniosos de 1741 pasos, obtenidos del analisis
combinado con secuencias de ITS y GBSSI. Los nimeros en los nodos corresponden a los valores de soporte
de Bootstrap. Los rectangulos azules indican los grupos que no fueron recuperados dentro del linaje B. El
recuadro amarillo indica monofilia en las especies Neotropicales.
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Entre las especies Neotropicales se incluye a Garcinia portoricensis que se encuentra
formando una politomia junto con las demas especies neotropicales, y con G. livingstonei,
que es una especie de Africa y Madagascar. Sin embargo, esta agrupacion tiene muy bajo

soporte (Fig. 30).
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Figura 30. Consenso estricto de 93 arboles igualmente parsimoniosos de 156 pasos, obtenidos del analisis
con secuencias de rbcL. Los ndmeros en los nodos corresponden a los valores de soporte de Bootstrap. Los
nodos que carecen de nimero son los grupos cuyo Bootstrap fue menor a 50.
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Aunque en la topologia de rbcL obtenida con IB se obtuvo mayor resolucion (Fig. 31), en
este arbol se recuperaron los mismos pequefios clados obtenidos en el consenso estricto con
MP: Paragarcinia, Tagmanthera, Hebradendron (incluyendo a G. forbesii), Xanthocymus,
Rheediopsis. En este analisis el clado Rheedia + G. livingstonei fue recuperado con una
PP=0,98. La mayoria de los demas grupos que también se recuperaron en este analisis

formaron politomias con bajo soporte.
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Figura 31. Topologia de rbcL obtenida con inferencia Bayesiana. Los nimeros en los nodos corresponden a
las PPs.
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2.3.1.5 matK

La matriz de datos cont6 con 38 secuencias y una longitud de alineamiento de 825 pb. En el
arbol de consenso estricto obtenido con MP (Fig. 32) también se recuper6 el clado de
Paragarcinia (G. tsaratananae y G. melleri), presente en el andlisis con rbcL. Ademas se
encontraron pequefios clados con representantes de Tagmanthera, Garcinia y
Hebradendron, y se recuperd el clado de Rheedia que en este caso s6lo incluyo a tres
especies neotropicales. En este analisis se adicion6 a Garcinia hessii como otra especie
neotropical. En los anteriores analisis no se incluy6 por carecer de las secuencias de los otros
marcadores. Sin embargo, el clado formado por G. hessii, G. intermedia y G. madruno, se

recuperd con alto soporte (Bootstrap=100).
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Figura 32. Consenso de 2 arboles igualmente parsimoniosos de 621 pasos, obtenidos del andlisis con
secuencias de matK. Los nimeros en los nodos corresponden a los valores de soporte de Bootstrap. Los
nodos que carecen de nimero son los grupos cuyo Bootstrap fue menor a 50.
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Al igual que en los andlisis que incluyen a ITS, este clado resulté hermano de Rheediopsis
(G. staudtii), sin embargo, G. livingstonei no fue recuperado dentro del clado formado por
Rheedia y Rheediopsis. A diferencia de los analisis con ITS en donde G. tetralata aparece
en las ramas mas basales, en este analisis G. tetralata resultd fuertemente emparentada con
G. xanthocymus (Bootstrap=100) (Fig. 32).

Garcinfa_eugeniifolla
Garcinfa_rostrafa
Garcinia_merguensis
Garcinia_lanessanii
Garcinia_subeliiptica

7 Garcinia_fefralata Xanthocymus
Garcinia_xanthochymus

092 - Garcinia_tsaratananae ] -
095 L X Paragarcinia
——— Garcinia_mellen 9
Garcinia_gnetoides
-8 Garcinia_nervosa Xanthocymus
033

Garcinia_spicata
Garcinia_livingstone/  Teracentrum
0,78 Garcinia_ovalifolia
074 Garcinia_smeathmannii
Garcinia_staudtif
0,92 Garcinia_hessii
Garcinia_infermedia_A
Garcinia_infermedia_B
Garcinia_madruno_A Rheedia
Garcinla_madruno_B
Garcinia_madruno_C__
Garcinia_afzelii
Garcinia_maniif Tagmanthera
Garcinia_punciata
Garcinia_multifiora
072 [ogs  Carcinia_latissima

- Garcinia_harmandii
Garcinia_hombroniana
Garc{n{a_mangos_rana Garcinia
Garcinia_penangiana
Garcinfa_benthamii
Garcinia_loureirof
Garcinia_cowa
095 Garcinia_ofivert
' Gareinia_hanburyi Hebradendron
& Garcinia_scortechiniy
Garcinia_urophyfla

Figura 33. Topologia de matK obtenida con inferencia Bayesiana. Los nimeros en los nodos corresponden a
las PPs. El recuadro fucsia indica monofilia en las especies Neotropicales.

082

En la topologia de matK obtenida con IB (Fig. 33) se recuperaron los mismos clados
pequefios encontrados en el consenso estricto obtenido con MP: Paragarcinia,
Xanthocymus, Rheedia, Tagmanthera, Garcinia y Hebradendron. Al igual que en la figura
34, G. intermedia, G. madruno y G. hessi forman un grupo natural (PP=0,97). Esta topologia
también sugiere que G. intermedia y G. madruno son hermanas de G. hessi (PP=0,94).
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2.3.1.6 rbcL y matK

La matriz de datos cont6 con 47 secuencias y una longitud de alineamiento de 2161 pb. En
el arbol de consenso estricto obtenido con MP (Fig. 34) también se recuperaron los clados
de Paragarcinia, Tagmanthera, Rheediopsis, Garcinia y Hebradendron. En este analisis las
especies Neotropicales formaron un grupo parafilético con muy bajo soporte
(Bootstrap<50), sin embargo, todas se encontraron dentro de la seccion Rheedia (incluyendo

a Teracentrum).
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Figura 34. Consenso estricto de 47 arboles igualmente parsimoniosos de 797 pasos, obtenidos del analisis
combinado con secuencias de rbcL y matK. Los ndmeros en los nodos corresponden a los valores de soporte
de Bootstrap. Los nodos que carecen de nimero son los grupos cuyo Bootstrap fue menor a 50.
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El analisis combinado de rbcL y matK con IB arrojo una topologia mas resuelta, sobre todo

en los nodos mas basales (Fig. 35). Con este método, las especies neotropicales formaron

un clado, aunque con bajo soporte y varias politomias dentro del grupo. Por otro lado, el

clado del Neotrdpico resultd hermano de G. livingstonei (seccién Rheedia), formando a su

vez, el grupo hermano de Rheediopsis, que a su vez, es el grupo hermano de Xanthocymus.

En este analisis se logré recuperar el super clado del linaje A con alto soporte (PP=0,98).
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2.3.1.7ITS, GBSSI, rbcL y matK

La matriz contd con 76 secuencias y una longitud de alineamiento de 3537 pb. El arbol de
consenso estricto obtenido con MP recuperéd los clados de Garcinia, Brindonia,
Hebradendron y Tagmanthera con alto soporte (Bootstrap=96, 98, 99, 100) (Fig. 36). Sin
embargo, el clado formado por G. multiflora, G. prainiana, G. pauciflora, G. harmandi, G.
latissima, G. amplexicaulis y G. warreni, se recupero con bajo soporte. Debido a que estos

grupos formaron una politomia, no se recupero el super clado del linaje B.

En este andlisis las especies neotropicales formaron un grupo parafilético, dejando a G.
portoricensis mas cerca de las especies africanas de Rheedia. Es probable que por esta razon,
el grupo formado por G. hessii, G. intermedia, G. madruno y G. macrophylla se recuperd
con muy bajo soporte (Bootstrap<50). Al igual que en los analisis con ITS, Rheedia resultd
ser el grupo hermano de Rheediopsis (Bootstrap=98), grupo que a su vez es hermano de
Xanthochymus y Tetraphalangium (Bootstrap=91), recuperando asi al super clado del linaje
A con alto soporte (Bootstrap=93). A pesar de que Garcinia kola y G. lucida pertenecen a
la seccion Xanthocymus, fueron incluidas dentro del grupo formado por Rheedia y

Rheediopsis con bajo soporte.

En contraste, en la topologia obtenida con IB, las especies Neotropicales si formaron un
grupo soportado con una PP de 0,97 (Fig. 37). Al igual que en los analisis de matK con MP
e IB, en este analisis se sugiere a G. hessii como hermana de las demas especies del
Neotropico. Al igual que en el anélisis combinado de los cuatro genes con MP, el &rbol con
IB recuperd al super clado del linaje A con evidencia (PP=1). Los clados de Brindonia,
Hebradendron y Garcinia también fueron agrupados, sin embargo, Tagmanthera y el clado
formado por representantes de Xanthocymus, Mungotia, Discostigma y Paragarcinia, no se

agruparon con los demas clados del linaje B, restringiendo la agrupacion de este super clado.
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2.3.1.8 ITSy matK

De los cuatro analisis parciales con MP, las topologias con mayor indice de retencion fueron
las de ITS y matK (Tabla 3). Por esta razon, se realizé un analisis combinado con estos dos
genes para comparar su resolucién con la de los demas analisis. La matriz contd con 75
secuencias y una longitud de alineamiento de 1552 pb. El &rbol de consenso estricto obtenido
con MP agrup6 a los clados de Garcinia, Brindonia, Hebradendron, Tagmanthera y el
conformado por las siete especies representantes de varias secciones (Fig. 38). De esta
manera, se recupero el super clado del linaje B, como en los analisis de ITS con MP e IB.
Las especies Neotropicales formaron un clado con soporte alto (Bootstrap=99). Al igual que
en los andlisis parciales con matK, y los combinados con los cuatro marcadores, en este
analisis se sugiere que Garcinia madruno, G. intermedia y G. macrophylla forman el grupo
hermano de G. hessii (Bootstrap=84). Al igual que en la mayoria de los analisis, el grupo
Neotropical resulté hermano de las especies africanas de Rheedia (incluyendo a G.
livingstonei). Estos dos clados resultaron hermanos de Rheediopsis, clado que a su vez
resultd hermano de Xanthocymus y Tetrahalangium. Por lo tanto, también se recupero el
super clado del linaje A. Por otra parte, estos dos grandes linajes formaron una politomia
con G. tsaratananae y G. melleri (Paragarcinia).

En la topologia también se recuperaron los clados de los linajes A y B con buen soporte
(PPs=0,99 y 1, respectivamente) (Fig. 39). Sin embargo, en este analisis el clado de
Paragarcinia fue recuperado como grupo hermano de Rheedia, Rheediopsis, Xanthocymus
y Tetraphalangium, con bajo soporte (PP=0,51), por lo cual, no hay evidencia suficiente

para incluir a Paragarcinia dentro del linaje A.

Las especies Neotropicales fueron agrupadas en un clado con una PP = 1. Al igual que en
los analisis de matK y en el de IB con los cuatro marcadores, en esta topologia se sugiere
que Garcinia madruno y G. macrophylla forman el grupo hermano de G. intermedia, y que
a su vez, estas tres especies son hermanas de G. hessii, sin embargo, no hay suficiente

soporte para estas agrupaciones.



80

Sistemética del género Garcinia (Clusiaceae): revision taxonémica para Colombia y

filogenia de las especies Neotropicales

Garcinia_eugeniifolia
Garcinia_merguensis
Garcinia_rostrata
Garcinia_lanessanii

73

62

79

[ 86— Garcinia_tsaratananae e
I | A Paragarcinia

88

75

56

98

—

62
=

91— Garcinia_kola
— Garcinia_lucida

97 —— Garcinia_ovalifolia

o[
L

98

99 [

84

97
RT=
97

92:
73

84

78

51

52

85

68
81
82

100

99

Garcinia_melleri
Garcinia_conrauana Tetraphalangium
Garcinia_gnetoides
Garcinia_verrucosa
Garcinia_nervosa
Garcinia_spicata
Garcinia_costata
Garcinia_dulcis
Garcinia_subelliptica
Garcinia_tetralata
Garcinia_xanthochymus

Xanthocymus

Garcinia_smeathmannii — |
Rheediopsis

Linaje A

Garcinia_staudtii
Garcinia_commersonii
Garcinia_livingstonei Teracentrum
Garcinia_urschii

Garcinia_hessii
Garcinia_madruno_A
Garcinia_madruno_B
Garcinia_madruno_C
Garcinia_intermedia_C
Garcinia_intermedia_A
Garcinia_intermedia_B
Garcinia_macrophylla_A
Garcinia_macrophylla_B
Garcinia_macrophylla_C
Garcinia_multifiora
Garcinia_prainiana Xanthocymus
Garcinia_harmandii o
Garcinia_paucifiora Paragarcinia
Garcinia_latissima
Garcinia_amplexicaulis Mungotia
Garcinia_warrenii Discostigma
Garcinia_cantleyana_var_grandifolia
Garcinia_uniflora
Garcinia_scortechinii
Garcinia_dumosa

Garcinia_urophyila
Garcinia_acuminata
Garcinia_hanburyi

Rheedia

Hebradendron

98

—

57

65
98

90—
s

96:

=

Gam:nra_: nalaccensis
Garcinia_mangostana
Garcinia_penangiana
Garcinia_benthamii
Garcinia_celebica
Garcinia_hombroniana
Garcinia_cataractalis
Garcinia_opaca_var_minor
Garcinia_porrecta
Garcinia_ngida

Garcinia_afzelii”
Garcinia_mannii Tagmanthera
Garcinia_punciata

Garcinia_atroviridis
Garcinia_fruticosa
Garcinia_bancana
Garcinia_asterandra
Garcinia_chapieleri Garcinia
Garcinia_forbesii
Garcinia_griffithii
Garcinia_rubrifiora
Garcinia_syzygiifolia
Garcinia_globulosa
Garcinia_nigrolineata
Garcinia_loureiroi
Garcinia_cowa
Garcinia_oliveri

Garcinia

Brindonia

Linaje B

Figura 38. Consenso estricto de 86 arboles igualmente parsimoniosos de 1888 pasos, obtenidos del analisis
combinado con secuencias de ITS y matK. Los nimeros en los nodos corresponden a los valores de
Bootstrap. Los nodos que carecen de nimero son los grupos cuyo Bootstrap fue menor a 50.



Capitulo 2 81

Garcinia_eugenitolia

Garcinia_rostrata
Garcinia_merguensis

Garcinia_lanessanii
% Garcinia_tsaratananae Paragarcinia
= Garcinia_mellerni __l
Garcinia_conrauana Tetraphalangium
4‘1; Garcinia_gnetoides
066 051 1 Garcinia_verrucosa
' 1 Garcinia_nervosa
Garcinia_spicata
(.24 Garcinia_subelliptica
0.99 l— Garcinia_costata Xanthocymus
’ Garcinia_dulcis
\—‘LE Garcinia_tetralata
099 Garcinia_xanthochymus
r7— Garcinia_kola
“—— Garcinia_lucida
0,99 Garcima_smeathmannii = <
r7— Garcinia_ovalifolia Rheediopsis o
! Garcinia_staucti ) ‘T
093 L Garcinia_urschii c
: |_|: Garcinia_commersonii 3
Garcinia_livingstoneiTeracentrum
1 b Garcinia_hessii
Garcinia_intermedia_C
= 1 098 === Garcinia_intermedia_A
! = Garcinia_intermedia_B
0,86 s, Garcinia_madruno_ A )
_@: Garcinia_macdruno_B Rheedia
uer k= Garcinia_madruno_C
Garcima_macrophylla_A
—E Garcinia_macrophylla_B
Garcinia_macrophylla_C |
7 Garcinia_multiflora -
s Garcinia_prainiana Xanthocymus
‘ Garcinia_harmandii
1 Garcinia_paucifiora Paragarcinia
087 Garcinia_latissima
0% Garcinia_amplexicaulis Mungotia
Garcinia_warrenii Discostigma
I Garcinia_cantleyana_var_grandifolie
Garcinia_uniflora
1 Garcinia_scortechinii
, 4| 1 —— Garcinia_dumosa  Hebradendrum
+——— Garcinia_uraphylla
—E Garcinia_acuminata
0.86 Garcinia_hanburyi
———————————— Garcinia_penangiana
————— Garcinia_benthamii
4@ Garc;_ma_cefebrca
1 - Garcinia_hombromana
Garcinia_malaccensis L
—fesr Garcinia_mangostana Garcinia cg
1 oar  Carcinia_cataractalis <
099 Garcinia_opaca_var_minor c
7 Garcinia_porrecta 3
Garcinia_nigida
[ Garcinia_afzeli
li—@ Garcinia_mannii | Tagmanthera
- Garcinia_punctata
1 Garcinia_atroviridis
Garcinia_fruticosa
1 Garcimia_loureirol
Garcinia_globulosa
H99  per—— Garcinia_oliveri Brindonia
—E Garci_m’a_cqwa _
- Garcinia_nigrolineata
Garcinia_bancana
054 | — Garcinia_asterandra
' A Garcinia_ L_chapieleri Garcinia
072 Garcinia_forbesii
57— Garcinia_griffithii
—— Garcinia_rubriflora
——— Garcinia_syzygiifolia |

Figura 39. Topologia del analisis combinado de ITS y matK obtenida con inferencia Bayesiana. Los
nameros en los nodos corresponden a las PPs.



82 Sistematica del género Garcinia (Clusiaceae): revision taxondmica para Colombia 'y

filogenia de las especies Neotropicales

2.3.1.9 Tapete navajo (Navajo rugs)

El &rbol con mayor muestreo taxondémico, resolucion y soporte fue el del analisis combinado
con secuencias de ITS, GBSSI, rbcL y matK con inferencia Bayesiana (Fig. 37). Por lo tanto,
se tomo a esta topologia como modelo para ilustrar los resultados de los demas analisis, y
evaluar la sensibilidad y congruencia con los tapetes de Navajo (Fig. 40). Cada nodo de este
arbol muestra un tapete compuesto por cuatro columnas que corresponden a los dos métodos
de analisis filogenéticos utilizados, Méxima Parsimonia (columnas 1 y 2), e Inferencia
Bayesiana (columnas 3 y 4). Las cuatro filas corresponden a los ocho conjuntos de datos
utilizados: ITS, GBSSI, rbcL, matK, ITS y GBSSI, rbcL y matK, ITS y matK, y los cuatro
genes. Las celdas negras indican los anlisis en donde el clado se recuperd, las rojas indican
los analisis en donde a pesar de haber datos ausentes no se presentaron incongruencias en el
grupo, y las blancas, representan los analisis en donde el clado no fue recuperado. Ademas,
en cada nodo se muestran los valores de probabilidad posterior (a la derecha del nodo) y de
Bootstrap (a la izquierda del nodo) del analisis combinado. Los valores de Bootstrap fueron
obtenidos del analisis con Parsimonia, y se superpusieron en los nodos también recuperados

en esta topologia.

Uno de los grupos que presentd mas incongruencias fue el clado conformado por el linaje
(A + B) + el clado que incluye a Xanthocymus y Paragarcinia (Fig. 40). En la filogenia
propuesta por Sweeney (2008), este ultimo clado hace parte del linaje B. Sin embargo, en
esta topologia es el grupo hermano de los linajes A y B, aunque el soporte que los agrupa es
bajo y por lo tanto no hay evidencia suficiente para sugerir que dicho clado es el grupo

hermano de A + B.

Tagmanthera también resulté fuera del linaje B como grupo hermano del linaje A, pero con
bajo soporte. Aunque las especies de Tagmanthera son nativas de Africa, no se encontrd
evidencia suficiente para agrupar a G. punctata, G. afzelii y G. mannii dentro del linaje A.
Dentro del linaje B, el clado de Brindonia, Garcinia y Hebradendron resulté congruente ya
que esta apoyado por 10 de 16 analisis. El linaje A esta presente en 4 de 16 analisis y apoyado

por 10 analisis mas, por lo tanto tiene mayor soporte.
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El grupo de Xanthocymus y Tetraphalangium resulté parafilético en la mayoria de los
andlisis debido a que G. tetralata se ubico fuera del linaje A, sin embargo, esta especie fue
la excepcion porque las demés especies siempre cayeron dentro del linaje A. Por otra parte,
G. conrauana esta resuelta como hermana de las especies de la seccion Xanthocymus con

soporte alto (PP=1).

Aunque el clado que incluye a Rheedia + Rheediopsis + (G. kola + G lucida) esta apoyado
por 10/16 analisis, tiene una PP de 0,92 y bootstrap de 53. Esto puede deberse a que G. kola
y G. lucida pertenecen a Xanthocymus aunque en esta topologia no son incluidos en dicha
seccion. El clado formado por Rheedia + Rheediopsis ademas de ser recuperado en todos
los analisis (16 topologias congruentes), es uno de los grupos con mejor soporte
(Bootstrap=98, PP=1). Aunque el grupo de las especies Neotropicales se recuperd por
completo solo en esta topologia, las celdas rojas confirman congruencia en 14 analisis méas
(con datos ausentes), respaldando la hipétesis de monofilia del grupo (PP=0,97). Dentro de
este clado, las agrupaciones de G. macrophylla, G. madruno y G. intermedia resultaron
congruentes entre las diferentes topologias. Finalmente, del linaje B la mayor congruencia
topoldgica se obtuvo en los clados Hebradendron, Garcinia y el grupo compuesto por G.
multiflora, G. prainiana, G. harmandii, G. pauciflora, G. latissima, G. amplexicaulis y G.

warreni.

2.4 Discusiéon

Mientras que la taxonomia tradicional se basa puramente en caracteristicas morfoldgicas, el
desarrollo de tecnologias y herramientas basadas en el uso de secuencias de ADN han
permitido incluir a este tipo de informacién como un criterio taxondmico y filogenético
(Hebert et al., 2003; Sass et al., 2007; Lahaye et al., 2008). En este sentido, se evaluo la
monofilia de las especies neotropicales de Garcinia haciendo uso de estas herramientas. De
los analisis parciales aplicando MP, las topologias mas resueltas y con mayor IR fueron las
obtenidas con secuencias de ITS y matK (Tabla 3). Estos resultados son consistentes con
otros estudios empleando ITS (Olson, 2002; Chacon et al., 2006; Levin et al., 2006; Salazar
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et al., 2009; Baldwin et al., 1995; Yamaji et al., 2007; Liu et al., 2008; Hollingsworth et al.,
2011; Queiroz et al., 2011) y matK (Olmstead et al., 1994; Matsumoto et al., 1998; Hilu et
al., 2003). Ademés, Duangjai et al. (2006) encontraron que matK es més informativo que
otros cuatro genes plastidiales: atpB, el intrén trnK, intrén trnL y el espaciador trnL-F, para

definir relaciones filogenéticas dentro de la familia Ebenaceae.

Las topologias obtenidas con GBSSI también mostraron buena definicion entre especies
debido a la tasa de evolucién variable entre sitios que maximiza su utilidad filogenética
(Mason-Gamer et al., 1998). No obstante, la resolucion de sus topologias fue menor que las
de ITS y matK.

Aunque rbcL es uno de los marcadores moleculares mas utilizados en sistematica de plantas
(Kéllersjo et al., 1998 Cadavid, 2013), las topologias obtenidas con este gen fueron las que
presentaron mayor cantidad de politomias, menor IR (Tabla 3), y en donde las especies
neotropicales no se agruparon en un clado. Sin embargo, con los analisis de rbcL se
evidencié el alto grado de parentezco que hay entre las especies del Neotropico y las de
Rheedia en Africa y Madagascar. Este resultado es consistente con las conclusiones de la
revision taxondmica de Garcinia para Colombia, en donde se concluye que la morfologia
floral de estas especies sigue un patron muy similar al de las especies de Rheedia de

Madagascar y Las Comoras (Sweeney et al., 2008).

Las topologias de ITS + GBSSI e ITS + matK mostraron mayor resolucion que las de rbcL
+ matK. Sin embargo, de los analisis combinados, el &rbol més resuelto, con mayor muestreo
taxondémico y mayor soporte, fue el obtenido con secuencias de los cuatro genes en el
analisis con Inferencia Bayesiana. A pesar de que ITS y matK son los genes con mayor
infomacion para discriminar entre especies de este grupo, y de otras especies como las de
Diospyros (Ebanaceae) (Yonemori et al., 2008; Tang et al., 2014), GBSSI y rbcL también
poseen informacion importante para resolver relaciones dentro de Garcinia. Por lo tanto, se

tomo a esta topologia como la hip6tesis mas robusta y completa para el género hasta hoy.
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Una sinapomorfia de las especies del linaje A son los cristales prismaticos del mesofilo
(Vesque, 1889; 1893). Las tecas de sus anteras son globosas o elipticas. Las flores tienen
nectarios receptaculares y carecen de un pistilo bien desarrollado, ya que la mayoria tiene
un apéndice rudimentario de naturaleza incierta en el centro de las flores estaminadas (Fig.
41K, 41Q) (Sweeney, 2008). Dentro del linaje A, los caracteres florales compartidos por
Xanthocymus son el androecio organizado en falanges con estambres unidos en la mayor
parte de sus filamentos, el estilo ramificado y los pétalos que ascienden hasta la antesis (Fig.
41K, 41L). Los pétalos, falanges y disco de las flores estaminadas son caulifolios, mientras

que los sépalos son persistentes.

Jones (1980) examin( varias especies representantes de este linaje y también encontr6 que
todas poseen un polen psilado (con granos de superficie lisa), penta a hepta colporado. Segun
Sweeney (2008) esta es una caracteristica Unica en el género. Una aparente sinapomorfia
anatomica de los miembros del clado compuesto por Rheedia (incluyendo a Teracentrum)
+ Rheediopsis, son los estomas hundidos con protuberancias en forma de papilas que surgen
de las células anexas y cubren parcialmente la apertura de los estomas (Vesque, 1893).
Ademas, Jones (1980) encontré que las especies de este grupo comparten un polen que
puede ser psilado o reticulado-rugulado, tricolporado, con grandes endocolpos y
ectoaperturas. También tienen inflorescencias caducas organizadas en fasciculos. Las tres
sinapomorfias méas evidentes del clado de las especies neotropicales, y de hecho del grupo
de Rheedia + G. livingstonei, son las flores pistiladas con un anillo anular debajo del ovario
(Fig. 41S), el androecio no fasciculado, y los numerosos estambres libres que rodean un
disco localizado en el centro de la flor (Fig. 41P, 41R, 41T), o en el caso de G. livingstonei,
estambres libres insertos en el disco (Fig. 41Q). Los resultados de este analisis son
congruentes y complementarios a los resultados de Sweeney (2008), en donde sugirié que
las especies de Madagascar y Las Comoras de Rheedia (G. commersoni y G. urschii) + G.
livingstonei, forman el grupo hermano de especies suramericanas de Rheedia. Este estudio
reitera que G. commersoni, G. urschii y G. livingstonei forman el clado hermano, no solo de

las especies suramericanas, sino de las especies neotropicales de Garcinia.
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Figura 41. Flores de especies representativas de Garcinia y algunos de sus géneros segregados. La linea blanca
representa una escala de 10 mm. A. Flor estaminada de Garcinia aff. asterandra, B. Flor estaminada de G.
parvifolia, C. Flor estaminada de G. atroviridis, D. Flor estaminada de G. hombroniana, E. Flor estaminada
de G. afzelii, F. Flor estaminada de Pentaphalangium latissimum, G. Flor estaminada de G. prainiana, H. Flor
estaminada de Ochrocarpos aff. parvifolius, I. Flor pistilada de G. prainiana, J. Flor pistilada de G. cowa, K.
Flor estaminada de G. xanthochymus, L. Flor estaminada de G. verrucosa, M. Flor estaminada de G.
conrauana, N. Flor pistilada de G. aff. aphanophlebia, O. Flor estaminada de G. smeathmannii, P. Flor
estaminada de G. macrophylla, Q. Flor estaminada de G. livingstonei, R. Flor estaminada de G. madruno, S.
Flor pistilada de G. madruno, T. Flor estaminada de G. intermedia, T. Flor estaminada de G. magnifolia. Las
imagenes acompafiadas de una estrella blanca pertenecen al clado de Rheedia (que incluye a Teracentrum).
R., S. y T. Fotografias de la autora. Tomada y editada de Sweeney (2008).
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La ultima especie que hace parte del linaje A es Garcinia conrauana (Tetraphalangium)
(Fig. 40). Esta especie se caracteriza por tener un disco receptacular en las flores
estaminadas, y las tecas de las anteras globosas u ovaladas, como en otras especies del linaje
A. Sin embargo, esta especie es Unica en este linaje por tener grandes falanges carnosas

cubiertas totalmente por mas de 150 estambres de filamentos cortos (Fig. 41M).

Ademaés de aumentar el muestreo de las especie Neotropicales, y verificar que éstas forman
un clado, otra novedad de esta topologia, en comparacion con la hipdtesis de Sweeney
(2008), fue la posicion del clado G. kola + G. lucida. En el trabajo de Sweeney (2008), G.
kola 'y G. lucida se ubicaron en la base del clado de Xanthocymus sin resolucion, en cambio,
en esta hipdtesis son el clado hermano de Rheedia + Rheediopsis. Sin embargo, esta relacion
esta soportada con bajo soporte (Bootstrap=53; PP=0,92), y ademas, es incongruente en
varias topologias (Fig. 40). Por lo tanto, no hay evidencia para sugerir que G. kola y G.

lucida no hacen parte de Xanthocymus.

Por otra parte, se encuentran las especies del linaje B que se caracterizan por tener flores
estaminadas y pistiladas sin nectarios en forma de disco o anillo (Sweeney, 2008). Muchas
de las especies de este linaje tienen flores estaminadas con un pistilodio (Fig. 41C, 41H).
De acuerdo con Sweeney (2008), los clados del linaje B (Garcinia, Hebradendron,
Brindonia, Tagmanthera, y el clado compuesto por especies de varias secciones), tienen

especies con combinaciones florales o vegetativas Unicas que varian muy poco entre clados.

Una sinapomorfia de las especies de Brindonia son los surcos distribuidos a lo largo del
radio de sus frutos (Sweeney, 2008). Las flores estaminadas de estas especies también
carecen de un pistilodio y tienen estambres cubriendo la parte central de la flor que esta
ligeramente elevada (Fig. 41A, 41B). Esto pasa en todas las especies a excepcion de G.
atroviridis (la rama mas exterior del clado en Fig. 40) en donde los estambres estan
organizados en un anillo que rodea al pistilodio (Fig. 41C). Aungue G. mangostana y sus
parientes constituyen al clado Garcinia, no existen sinapomorfias morfoldgicas claras para

este grupo. Sin embargo, Sweeney (2008) encontrd que los taxones de este clado usualmente
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tienen un androecio tetra-lobado fusionado en la base, que rodea a un pistilodio fungiforme
(Fig. 41D). Las especies de Hebradendron tienen flores estaminadas que carecen de
pistilodio y tienen un androecio no fasciculado muy similar al de las especies de Brindonia
(Sweeney, 2008). Las especies de Tagmanthera tienen flores estaminadas diferentes en
donde el pistilodio esta rodeado por cuatro fasciculos antipétalos en forma de correa. Cada

fasciculo tiene una sola hilera de anteras sésiles y recurvadas en la punta (Fig. 41E).

A pesar de que Paragarcinia se encuentra filogenéticamente mas distante de los linajes A 'y
B (Fig. 40), este grupo comparte caracteristicas similares a las especies del linaje B. Todas
las especies de Paragarcinia (con excepciéon de G. pauciflora, que ademas cae en otro
clado), tienen sépalos fusionados en una yema (Fig. 41H). El clado que incluye a las siete
especies de varias secciones también se recuperd en el estudio de Sweeney (2008). Segun
Turner et al. (1999) la sinapomorfia de estas especies es el patron de canales resiniferos en
el haz de las hojas, que estan conectados en anastomosis (estrechamente unidos) y muy
ramificados. La fusion de los sépalos en una yema (de Paragarcinia) podria ser una
sinapomorfia de esta seccion en el caso de que Garcinia pauciflora, G. multiflora, G.
prainiana, G. harmandii, G. latissima, G. amplexicaulis y G. warreni hicieran parte de una
nueva clasificacion infragenérica debido a que en este y otros estudios (Turner et al., 1999;
Sweeney, 2008) se ha visto que estas y varias especies mas no corresponden a las secciones
sensu Jones (1980).

Dentro de las novedades encontradas en la topologia aqui propuesta, en comparacién con la
hipotesis sugerida por Sweeney (2008), estd la inclusion de G. forbesii en el clado
compuesto por G. rubriflora, G. sizygiifolia y G. griffithi, dentro de Brindonia. En esta
seccidn también se incluye a G. loureiroi, G. bancana, G. oliveri, G. globulosa y G. cowa,
con alto soporte (PP=1, Bootstrap=98). Las diferencias se basan en el aumento del muestreo
taxondmico, y el aporte de informacion de las secuencias de rbcL y matK. En la seccion
Garcinia también se incluyeron a las especies G. penangiana y G. benthamii (PP=1,
Bootstrap=96). Dentro de Hebradendron también se incluyé al clado G. acuminata + G.
hanburyi, con alto soporte (PP=1, Bootstrap=99) y 100% de congruencia entre las

topologias. En esta seccion se agrupan a las especies G. acuminata + G. hanburyi en un
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clado, con alto soporte (PP=1, Bootstrap=99). Esto, sumado a la morfologia de G.
acuminata, confirma que esta es una especie asiatica, que no tiene una relacion cercana con
las especies de la seccion Rheedia, por lo cual apoya el rechazo de ser una especie
Neotropical o de ser sinbnimo de G. madruno, tal como se encontrd en algunos reportes al

hacer la revision taxonémica del género para Colombia.

De acuerdo con el arbol del analisis de sensibilidad (Fig. 40), la principal diferencia entre la
topologia aqui propuesta y la hipdtesis sugerida por Sweeney (2008), fue la mayor
resolucion en las ramas internas del linaje B, obtenida del aumento en el muestreo
taxonémico, y al aporte de informacion de los genes de cloroplasto que no se habian

considerado previamente en estudios filogenéticos dentro de Garcinia.

2.5 Conclusiones

El arbol obtenido al combinar las secuencias de ITS, GBSSI, matK y rbcL con inferencia
Bayesiana, fue la topologia con mayor resolucion, muestreo taxonémico y soporte. Sin
embargo, el arbol de consenso estricto obtenido con las mismas secuencias aplicando
parsimonia mostrd algunas incongruencias con esta topologia. Es probable que dichas
incongruencias se hayan encontrado por las diferencias implicitas en los métodos, ya que el
analisis Bayesiano cuenta con un modelo evolutivo y una serie de pardmetros para cada gen,
mientras que en parsimonia se omiten dichos parametros. No obstante, la topologia mas
resuelta y robusta es la del andlisis Bayesiano, y es por lo tanto, la hipétesis con mayor
soporte y mayor muestreo de taxones y de genes propuesta para Garcinia hasta hoy. De
acuerdo con esta hipdtesis, las especies neotropicales de Garcinia constituyen un grupo
monofilético, ya que méas del 90% de los analisis parciales y combinados apoyan la
agrupacion de estas especies en un clado. Ademas, la probabilidad posterior de este nodo en
el arbol de evidencia total fue de 0,97. Debido al alto porcentaje de datos ausentes, no se
puede comentar sobre las relaciones internas dentro de este clado, sin embargo, se cumplio

con el objetivo de este estudio. Para futuros estudios, se recomienda seguir aumentando el
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numero de especies y continuar con la secuenciacion de los mismos cuatro genes para

completar la matriz, y asi, lograr una mayor resolucion dentro del clado Neotropical.

Con esta hipotesis también se concluye que se encuentran dos grandes linajes (A y B), dentro
de Garcinia, agrupados por caracteristicas reproductivas particulares que estan también
asociadas a su distribucion. Las especies del linaje A presentan flores con nectarios
receptaculares que carecen de un pistilo bien desarrollado, y las tecas de sus anteras son
globosas o elipticas. Estas especies se distribuyen mayormente en Africa, Madagascar, el
Neotrdpico y otras pocas en Asia. Por su parte, las especies del linaje B se caracterizan por
tener flores estaminadas y pistiladas que carecen de nectarios, y se encuentran

principalmente en Asia, aunque también hay algunas pocas en Africa y Madagascar.

Finalmente, con esta hipdtesis se reitera la importancia de realizar una nueva clasificacion
infragenérica para Garcinia, ya que este y otros estudios han demostrado que hay especies
que no corresponden morfologica ni filogenéticamente a las secciones en las que estan

actualmente ubicadas de acuerdo al trabajo de Jones (1980).






3. Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

En Colombia se encuentran siete especies de Garcinia, una introducida (G. mangostana n.v.
“mangostino”) y seis nativas: G. intermedia, G. gardneriana, G. macrophylla, G. madruno,
G. magnifolia y G. tonduziana, distribuidas entre los 0 y 2200 m de altura. Todas presentan
frutos comestibles y se caracterizan por tener el mismo patrén reproductivo de
inflorescencias en fasciculos axilares, de flores unisexuales con 4 pétalos redondos y
membranaceos, intercalados con 2 sépalos ovalados y coridceos, mas pequefios que los
pétalos. La corola ni el céliz presentan dimorfismo sexual. Las flores estaminadas poseen
un disco nectarifero en el centro de la flor, rodeado de numerosos estambres libres
organizados en mas de dos verticilos, con anteras bitecas globosas con dehiscencia
longitudinal. Las flores pistiladas poseen un anillo lobado o anular debajo del ovario,

rodeado de estaminodios libres, organizados en un solo verticilo.

Ademas de delimitar a las especies, los analisis multivariados de los caracteres morfoldgicos
demostraron que a pesar de gque existe un grupo pequefio de variables que explican cerca del
97% de la variabilidad y cuentan con un mayor potencial discriminante, las agrupaciones de
las especies no logran definirse tan bien como cuando se utilizan todas las variables en un
andlisis, ya que no siempre las variables estdn correlacionadas, y por lo tanto, aportan
diferente informacion que aungue es poca, es relevante en este tipo de analisis. Con estos
analisis también se rechazé la hipotesis de que Garcinia recondita constituye una especie,
por lo cual en los siguientes analisis y en el tratamiento taxonémico se consideraron a dichos

especimenes como G. intermedia.
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El arbol filogenético obtenido al combinar las secuencias de ITS, GBSSI, matK y rbcL con
inferencia Bayesiana, fue la topologia con mayor resolucion, muestreo taxonémico y
soporte, y por lo tanto, es considerada en este trabajo como la hipdtesis con mayor robustez
propuesta para Garcinia hasta hoy. De acuerdo a esta hipdtesis, en Garcinia se encuentran
dos grandes linajes (A y B), diferenciados basicamente por la presencia de discos
nectariferos en las flores (linaje A), y carencia de los mismos (linaje B). Finalmente, con la
hipotesis filogenética presentada en este trabajo, y el analisis de sensibilidad, se demuestra
que las especies neotropicales de Garcinia constituyen un grupo monofilético.

3.2 Recomendaciones

Debido a que muchas de las especies de este trabajo han sido objeto de estudio en varias
investigaciones con propositos farmacoldgicos, encontrando antioxidantes y otros
metabolitos propios de estas plantas con potencial actividad como antiinflamatorios e
incluso propiedades anticancerigenas (como las “rheediaxantonas”), es importante que estas
especies sigan siendo estudiadas a fondo para el desarrollo de nuevos farmacos. También es
importante que sean mas reconocidas por diferentes comunidades, ya que ademas de contar
con frutos comestibles, muchas especies son utilizadas para tratar enfermedades como

medicina tradicional.

Para futuros estudios filogenéticos y sistematicos, se sugiere incrementar el numero de
especies y continuar con la secuenciacién de los mismos cuatro genes trabajados en este
estudio para completar la matriz, y asi, lograr una mayor resolucion dentro del clado
Neotropical. También es importante reconsiderar una nueva clasificacion para el género, ya
que varios estudios han demostrado que hay especies que no corresponden a su actual
seccion. Ademas, es necesaria una reclasificacion por la nuevas transferencias que se han
hecho a Garcinia, no solo de Rheedia, sino también de Ochrocarpos, Tsimatimia y
Xanthocymus. Finalmente, se recomienda como recurso adicional la recoleccion de muestras
botanicas en gel de silice, para asegurar una mejor preservacion del ADN vy asi facilitar su
uso en los trabajos de sistematica molecular, y otros que requieran de la extraccién de ADN

de las plantas recolectadas y depositadas en las colecciones.



A. Anexo: Protocolos de cuantificacion y
control de calidad de ADN

A.1 Cuantificacion por Fluorometria

Se utilizo el Kit Qubit de ThermoFisher para conocer la concentracion de ADN de cada
muestra. Se agregaron 0,5uL de muestra y 0,5uL de fluorocromo a 99mL de buffer o
tampon.

A.2 Protocolo de electroforesis

Se evaluo la calidad del ADN total de las muestras en un gel al 1% p/w, siguiendo el
siguiente protocolo:

1.
2.
3.

~

Agregar 0,744 g de agarosa a un vaso de precipitados con 62 mL de TBE 0,5 X.
Calentar menos de 30 segundos hasta que se disuelva la agarosa. Dejar enfriar.
Agregar el 1% del volumen de solucion de agarosa, de SYBR Safe (0,62 ulL) y cubrir el
vaso con aluminio.

Agregar la solucion al molde de la cubeta de electroforesis (con los peines) y cubrir con
aluminio por 10 minutos. Dejar solidificar.

Retirar los peines y agregar buffer TBE 0,5 X dentro de la camara de electroforesis hasta
cubrir el gel.

Agregar 3 uL de buffer de carga por 2 uL de muestra en papel parafina.

Cargar las muestras y cubrir con aluminio.

Correr el gel a 100 voltios por 30 minutos.






B. Anexo: Primersy protocolos de PCR

B.1 Primers

Para amplificar los fragmentos de ITS y GBSSI se utilizaron los siguientes primers
(Sweeney, 2008):

ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG-37)
ITS4 (5>-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3”)
ITS2 (5’-GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC-37)
ITS3B (5'-GGG TCG ATG AAG AAC GCA ST-3)

EXONS3-F (5’-TAY AAA MGW GGR GTT GAT CG-3’)
EXONG-R (5’-GCC ART CRT TGG CAA YGA AG-3’).

B.2 Protocolo de PCR

Tabla 5. Protocolo de PCR para ITS y GBSSI utilizado en el IBUN. C = concentracién, Vol. = volumen.

Reactivo Cl C?2 \ol. Final
Buffer de PCR (MgCl) 5X 1X 5uL
dNTPs 20mM 100uM 0,25uL
Primer F 100uM 20uM 0,5uL
Primer R 100uM 20uM 0,5uL
Tag. Polimerasa 25U 0,5uL
ADN 20ng 4uL

Agua 14,25uL
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B.3 Programas de termociclador
El programa de termociclador utilizado para la PCR de ITS se muestra a continuacion:

95°C por 3 minutos (una vez)
95°C por 30 segundos

63°C por 3 minuto 44 ciclos
72°C por 1,5 minutos

72°C por 10 minutos

15°C indefinido.

ok wnE

Para la PCR de GBSSI se sigui6 el programa de termociclador de Mason-Gamer et al.
(1998), que se muestra a continuacion:

94°C por 1 minuto (una vez)
94°C por 45 segundos |
65°C por 2 minutos i~ 5 ciclos
72°C por 1 minuto |
94°C por 30 segundos |
65°C por 40 segundos 30 ciclos
72°C por 40 segundos_
72°C por 20 minutos
15°C indefinido.

©oNe R WbNRE



C. Anexo: Evaluacion de la convergencia
en la busqueda MCMC de los analisis con
Inferencia Bayesiana

Para saber si las cadenas de Markov no se estancaron en la basqueda MCMC, es decir, que

convergieron, se evaluo la distribucion de los datos que en cada caso debian mostrar una
distribucion normal.

Summary Statistic
== mean | -8095,5799 A
Tree File States Burn-In stderr of mean | 0,5246
infle.nexrunlp 620000 62000 median | -8095,0922
geometric mean | nfa
b 95% HPD lower | -8112,1164
95% HPD upper | -8078, 1877
Traces: auto-correlation time (ACT) | 1952,4126
Statistic Mean ESs effective sample size (ESS) | 286,3124 W
Ln 80955 285,312 < i
LnPr 29,25 559
T 2,016 559 40
pi(A) 0,233 520,191
pilC) 0,267 299,278 151
pi{G) 0,241 559
pi(T) 0,255 282,227
Iy
257
207

Frequency

“l”'l' l\ ‘H “‘i |||'1V"J| "
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-8130 -8120 -8110 -8100 -8090 -8080 -8070 -B060
LnL
Figura 42. Gréficas que evidencian convergencia en el analisis de ITS con 20 millones de generaciones de bisqueda
MCMC. A la derecha se muestra la distribucion normal de las frecuencias con respecto al logaritmo natural de la
verosimilitud. A la izquierda el Tracer que evidencia dicha convergencia.
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Summary Statistic

mean

-3802,6936

stderr of mean

0,3307

median

-3802,7478

geometric mean

nfa

95% HPD lower

-3816,3468

95% HPD upper

-3788,4257

auto-correlation time (ACT)

1039,6316

effective sample size (ESS)

451,1213

Trace Files:

Tree File States Burn-In
infile.nex.runl.p 520000 52000
Traces:

Statistic Mean ESS
LnL -3802,694 451,121
LnPr 40,276 467,461
T 0,92 489
pi(4) 0,282 387,192
pilC) 0,182 306,44
pifG) 0,211 458,068
pifT) 0,325 363,706
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Figura 43. Gréficas que evidencian convergencia en el analisis de GBSSI con 20 millones de generaciones de busqueda
MCMC. A la derecha se muestra la distribucion normal de las frecuencias con respecto al logaritmo natural de la
verosimilitud. A la izquierda el Tracer que evidencia dicha convergencia.

Trace Files: Summary Statistic
Tree File States Burn-In mean | -2909,9326 ~
infle.nex.unlp 1270000 137000 stderr of mean | 0,301
m— : median | -2909,6649
geometric mean | nfa
95% HPD lower | -2926,4383
Traces: 95% HPD upper | -2892,3033
- auto-correlation time (ACT) | 1317,1675
S e EsS effective sample size (ESS) | 858,5304 v
LnL -2909,933 868,53 < >
LnPr 48,169 959,093
T 0,231 1046,857 50
pifa) 0,27 949,034
pilc) 0,156 1068,281
piG) 0,247 999,198 707
pilT) 0,287 987,586
a
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Figura 44. Gréficas que evidencian convergencia en el analisis de rbcL con 20 millones de generaciones de
busqueda MCMC. A la derecha se muestra la distribucién normal de las frecuencias con respecto al
logaritmo natural de la verosimilitud. A la izquierda el Tracer que evidencia dicha convergencia.
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Summary Statistic

Trace Files:

Tree File States Burn-In
infile.nex.runi.p 1165000 115500

+ -

Traces:

Statistic Mean ESS
Lnl -3131,706 861,401
LnPr 30,207 539,684
T 1,679 539,897
pi(A) 0,337 1050
pilC) 0,163 1050
pilG) 0,155 912,806
pIlT) 0,341 941,424

mean |-3131,7059 ~
stderr of mean | 0,2746
median | -3131,2386
geometric mean | nfa
95% HPD lower | -3147,3008
95% HPD upper | -3116,0521
auto-correlation time (ACT) | 1218,0451
effective sample size (ES5) | 861,406 v
< >
5
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=
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Figura 45. Gréficas que evidencian convergencia en el analisis de matK con 30 millones de generaciones de
busqueda MCMC. A la derecha se muestra la distribucién normal de las frecuencias con respecto al
logaritmo natural de la verosimilitud. A la izquierda el Tracer que evidencia dicha convergencia.

Trace Fies: Summary Statistic
Tree Fiie States Burn-n mean | -6836,3463 ~
infile.nex.un1p  |920000 99000 stderr of mean | 0,2265
infle.nex.runlp 2235000 223500 median | -6836,0503
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Figura 46. Gréficas que evidencian convergencia en el analisis combinado de rbcL y matK con 30 millones
de generaciones de bisqueda MCMC. A la derecha se muestra la distribucion normal de las frecuencias con
respecto al logaritmo natural de la verosimilitud. A la izquierda el Tracer que evidencia dicha convergencia.
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Figura 47. Gréaficas que evidencian convergencia en el analisis combinado de ITS y GBSSI con 20 millones
de generaciones de busqueda MCMC. A la derecha se muestra la distribucion normal de las frecuencias con
respecto al logaritmo natural de la verosimilitud. A la izquierda el Tracer que evidencia dicha convergencia.
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Gréficas que evidencian convergencia en el analisis combinado de ITS, GBSSI, rbcL y matK con

30 millones de generaciones de busqueda MCMC. A la derecha se muestra la distribucion normal de las
frecuencias con respecto al logaritmo natural de la verosimilitud. A la izquierda el Tracer que evidencia
dicha convergencia.
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