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[Morpho-anatomical and fingerprinting study of Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob.]

Patricia I. Manzano® , Migdalia Miranda™*

, Yamilet Gutiérrez’, Efren Santos®, Ramén Scull®

“Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), Campus Gustavo Galindo, Prosperina. Km 30.5, Via Perimetral, PO: 09-01-586, Guayaquil,
Ecuador. “Investigador Prometeo.
®Instituto de Farmacia y Alimentos. Universidad de La Habana, Calle 222 #2317, entre 23 y 27. La Coronela, La Lisa. La Habana. Cuba.

*E-mails: manzanopatricia@hotmail.com; pmanzano@espol.edu.ec

Abstract

Context: The specie Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob.
(Asteraceae) is a South American native wild bush that grows in various
provinces of Ecuador and it has been used in traditional medicine for
several diseases, highliting its use in treatment of leishmaniasis, a
condition of high incidence in the country. Despite its medicinal use,
there are few or none botanic, chemical nor biological studies for this
species.

Aims: In this paper it were comprised the morpho-anatomical
characterization of leaves and stems and genetic identification of a DNA
fraction of the leaves of V. patens, in order to provide the elements for
proper characterization and contribute to the establishment of quality
control.

Methods: The macromorphological description was made in leaves and
stems from the fresh plant. The micromorphological evaluation was
performed by paraffin inclusion of the material with cross-section that
were clarify in sodium hypochlorite for its posterior safranin and cresil’s
blue stained and its glycerinated gel fixation respectively.

On obtaining the DNA chloroplast it was followed the internal protocol
established by Molecular Biology CIBE's laboratory. In order to sequence
isolated DNA fragments from leaves of V. patens, Macrogen Maryland,
USA’S company services were hired.

Results: Leaves and stems of the new specie’s micro morphological
characteristics were described for the first time and new macro
morphological characters were described too from stems particularly.

Conclusions: Using molecular and macro-micromorphological
assessments is corroborated the identity of the V. patens species growing
in Ecuador coast.

Keywords: Genetics; morpho-anatomical; Vernonanthura patens.

Resumen

Contexto: La especie Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob,
(Asteraceae) es un arbusto silvestre originario de Sudamérica que crece en
diversas provincias de Ecuador y es utilizada en medicina tradicional para
diferentes afecciones, destacdndose entre éstas su empleo en el
tratamiento de leishmaniasis, afeccion de alta incidencia en el pais. Los
estudios botanicos, quimicos y biologicos de esta especie son escasos.

Objetivos: En este trabajo se abordan la caracterizacion morfo-
anatomica de hojas y tallos y la identificacion genética de una fraccion de
ADN de las hojas de V. patens, con el objetivo de aportar los elementos
para su correcta caracterizacion y contribuir al establecimiento de su
control de calidad.

Métodos: La descripcion macromorfoldgica se efectud en las hojas y
tallos de la planta fresca. Para la evaluacién micromorfoldgica se realizé la
inclusién en parafina del material empleando cortes transversales, los
cuales fueron aclarados en hipoclorito de sodio para su posterior
coloreado con safranina y azul de cresil y la correspondiente fijacion con
gelatina glicerinada.

En la obtencion del ADN de cloroplasto se siguié el protocolo interno
establecido por el laboratorio de Biologia Molecular del CIBE-ESPOL.
Para la secuenciacion de los fragmentos de ADN aislados de las hojas de
V. patens, se contrataron los servicios de la empresa Macrogen, Maryland,
EE.UU.

Resultados: Se describieron, por primera vez, las caracteristicas micro-
morfologicas de las hojas y tallos de la especie y se describieron nuevos
caracteres macro-morfologicos particularmente de los tallos.

Conclusiones: Mediante evaluaciones moleculares y macro-

micromorfoldgicas se corroboro la identidad de la especie V. patens que
crece en la costa ecuatoriana.

Palabras Clave: Genética; morfo-anatémico; Vernonanthura patens.
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INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

La demanda de material vegetal ha inducido al
cultivo y recoleccion de especies silvestres con
importancia terapéutica, en diversas zonas
geograficas, y esto ha propiciado una variabilidad
en la concentracion de principios activos,
provocada por cambios de medio ambiente
diferentes. Es por ello que los paises y sus
instancias gubernamentales han desarrollado
farmacopeas herbolarias, donde se recopila toda
la informacidén reglamentaria, los métodos para el
control de la calidad y las monografias, para las
plantas empleadas como medicinales.

Vernonanthura patens (Kunth). H Rob. es una
especie que crece silvestre en diferentes zonas de
Ecuador y que ha sido empleada por la poblacion
para el tratamiento de la leishmaniasis, una de las
patologias de alta incidencia en el pais. Manzano
et al. (2013) estudiaron algunos parametros
farmacognosticos de la especie que crece en el
Cantén de Marcabeli, provincia del Oro vy
propusieron los parametros de calidad de las
hojas, tallos y flores de la especies. Estos autores
(Manzano et al, 2012; 2013a; 2013b; 2013¢ y 2013d)
informaron la actividad antimicrobiana de una
fraccion hexdnica de las hojas de la especie frente
a Fusarium oxisporum vy Penicilium notatum, la
composicion quimica de diferentes fracciones de
las hojas empleando el método acoplado CG-EM
e identificaron triterpenos pentaciclicos y los
compuestos grasos presentes en la especie. Como
interesante de estos estudios estd el hecho de que
como componentes fundamentales de la especie
informan a los triterpenoides pentaciclicos
(lupeol, epilupeol y acetato de lupeol) a
diferencia de otras especies del género
Vernonanthura, donde se ha demostrado la
presencia de lactonas sesquiterpénicas. Para la
especie ecuatoriana también se ha demostrado la
actividad antileishmanial del extracto etandlico
de las hojas (Manzano et al., 2014).

Como parte de los estudios realizados a la
especie de procedencia ecuatoriana, en el
presente trabajo se muestra la caracterizacion
morfo-anatémica y genética de la especie.

http://jppres.com/jppres

El material vegetal utilizado fue recolectado en
el canton Marcabeli, de la provincia de El Oro,
con las coordenadas siguientes S 3°47'06,14” W
79°54" 32,66”; a 316,58 m de altura. Una muestra
del material vegetal se tomd para la identificacion
botanica, la cual fue herborizada en el Herbario
Nacional del Ecuador (QCNE), Quito, con la
clave CIBE37. Estos estudios se realizaron con la
planta en estado fenoldgico vegetativo.

La descripcién macromorfoldgica de la planta
fresca, se realiz6 a simple vista y con ayuda de un
estereoscopio Zeizz LUMAR.Vi2, Alemania,
conectado a un controlador de luz MC 1500 y KL
2500 LCD y a una fuente de poder Zeizz HBo 100,
adaptado a una camara fotografica AXION MRcs.
El programa para visualizar las imagenes fue
AXION VISION Rel 4.8, de la misma marca y la
misma procedencia, siguiendo la metodologia
descrita por Miranda y Cuéllar (2001).

En las hojas de la especie se determinaron las
caracteristicas siguientes: forma del limbo, borde,
apice, base, peciolo, venacion, consistencia y
color. Se efectuaron, ademads, las mediciones del
largo y ancho en 100 hojas con ayuda de un
micrometro. A los tallos se les analizd: forma,
color, superficie externa e interna y fractura,
ademds, se realizaron 100 mediciones de la
distancia entre peciolos, del didametro medio de la
médula y el diametro de los tallos.

Para la evaluacion micromorfoldgica de las
hojas y tallos se llevd a cabo la inclusiéon en
parafina del material vegetal fresco segun la
técnica descrita por Miranda y Cuéllar (2001). Se
realizaron los cortes transversales, para lo cual se
empled un micrétomo marca Reichert modelo T-
Jung, EE.UU. Los cortes histoldgicos fueron
aclarados en hipoclorito de sodio y se colorearon
en safranina (Sigma Chemical Co., Missouri,
EE.UU.) al 1% y azul de cresil (Sigma Chemical
Co.) al 1% en agua destilada y se fijaron con
gelatina  glicerinada  (Merck, Darmstadet,
Alemania), segun los procedimientos descritos
por Peacock y Bradbury (1973), y Gattuso y Gattuso
(1999). Para visualizar los diferentes caracteres
anatomicos internos del vegetal se emple6 un
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microscopio Zeizz, modelo AXIOS KOPP2 PLUS,
Alemania, con cdmara de video a color CANONN
modelo PC-1019 EE.UU.

Para la codificacion de barras moleculares se
utilizaron 123 y 231 mg de hojas frescas de estratos
superiores e inferiores de los arbustos. Las
muestras, inmediatamente después de colectadas,
se introdujeron en envases de polietileno y se
sumergieron en nitrogeno liquido para su
posterior extraccion. Todos los utensilios
empleados en la manipulacion del material
vegetal se enfriaron hasta -4°C para optimizar el
proceso. En el pesaje y molienda se emplearon
balanza analitica Thomas Scientific modelo
TSXB220A, EE.UU. y un molino de bolas marca
RESTCH, modelo MM400, Alemania, a 30 Hz por
20 segundos, respectivamente. Se siguid el
protocolo interno establecido por el Laboratorio
de Biologia Molecular del CIBE-ESPOL,
empleando incubadora Thermo Scientific Bis;
centrifuga refrigerada Thermoscientific 5T 16R;
estufa Memmer BM-400; concentrador
VACUFUGE plus/concentrador plus todos ellos
procedentes de EE.UU. En la cuantificacién se
utilizéd un espectrofotéometro Biotek Sinergy HT,
EE.UU., mediante software para andlisis de datos
Gens™, se trabajé con 2 pL de muestra,
depositados en pocillos de placa TAKE3
disponibles para su medicion. Las lecturas de las
absorbancias se realizaron a 260-280 nm.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se utilizé 1 pL del ADN aislado y
cuantificado de cada muestra de hojas estudiadas;
0,25 pL de dos primers seleccionados; 3,5 pL de
agua y 5 pL de la polimerasa Green go taqq (2x)
en un Termociclador marca Eppendorf, modelo
Mastercycler gradients, EE.UU. La separacion de
las moléculas se realiz6 a través de una matriz
porosa con gel de agarosa al 1,5% en 100 mL de
disolucion tamponada Tris pH 8.0, en equipo de
electroforesis Biorad subcell GT modelo Wide
mini sub y fuente de poder Power PAC 300,
EE.UU. Las muestras fueron separadas a 120 V
durante 20 minutos. Se utilizé un marcador de
peso molecular de 100 bp marca Promega # G2101.
Los geles fueron visualizados en un sistema de
imagen molecular GelDoc XR+S mediante
transiluminacion UV y el estdndar ambar del

http://jppres.com/jppres
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filtro (580/120) y por el programa de lectura de
geles Quantity One version 4.6.8. Se contrataron
los servicios de la empresa Macrogen, Maryland,
EE.UU., para la secuenciacion de los fragmentos
de ADN aislados de las hojas de V. patens.

Para obtener el arbol filogenético se utilizé el
programa BLASTN (Zheng et al, 2009) por
comparacion de las secuenciaciones obtenidas
para las hojas de la especie V. patens con otras
especies de la tribu Vernoniae existentes en las
bases de datos y con los parametros establecidos
por el Centro Nacional de Informacion
Biotecnolégica (Blair y Madrigal, 2005).

Analisis estadistico

En la evaluacion macromorfoldgica de las
hojas (largo y ancho) y de los tallos (didmetro
medio de médula, tallos y la distancia entre
peciolos), se determinaron las medias, el
intervalo de confianza, la curtosis y la asimetria;
se confeccionaron los histogramas de frecuencia y
se emplearon los test de Shapiro-Wilk vy
Kolmogorov-Smirnov  para  determinar la
distribucion normal de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion morfologica

La ldmina foliar de V. patens exhibié un color
verde claro mas brillante por la haz, con
superficie glabra; el envés pubescente de color
verde intenso, forma lanceolada, penninervia,
peciolada con presencia de tricomas, aserrada en
los bordes, de base redondeada vy apice
acuminado (Fig. 1). Los resultados obtenidos se
corresponden con lo informado por (Blair vy
Madrigal, 2005).

Respecto a las dimensiones de las hojas, en la
poblacion estudiada, éstas variaron en un rango
de 7,0 a 17,6 cm para el largo y de 2,2 a 5,8 cm
para el ancho (Tabla 1). Los valores de curtosis y
asimetria y las pruebas de normalidad,
confirmaron la existencia de una distribucion
normal.

En la observacion de las caracteristicas macro
morfologicas, de los tallos que conforman las
ramas del arbusto, se observa una consistencia
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semilefiosa y coloraciones en dependencia del
grado de desarrollo de las ramas. Pueden
presentar también coloracion verde y café, la
forma es cilindrica con superficie estriada, y
exhiben cicatrices, yemas, nudos y vellosidades
(Fig. 2A-C). El corte longitudinal presenta una
superficie interna de color blanco y aspecto
grumoso, mientras que en el transversal se
aprecia la corteza, la madera, constituida por
xilema y floema y la médula (Fig. 2D y E). La
fractura es flexible e incompleta.

D. Superficie adaxial

Estudio morfo-anatémico y genético de Vernonanthura patens

Se realizaron mediciones del diametro de los
tallos y de la médula, asi como de la distancia
entre peciolos (Tabla 2). Los valores de curtosis,
asimetria, asi como las pruebas de normalidad
indicaron que los valores obtenidos no mostraron
una distribucion normal, lo cual es explicable
debido a que los tallos en los arbustos varian en
su didmetro de acuerdo con el grado de
desarrollo que alcancen.

E. Superficie abaxial

Figura 1. Caracteristicas macromorfoldgicas de las hojas de V. patens.

Tabla 1. Estudio de las dimensiones de las hojas de V. patens.

Observado
V. patens

Ecuador

Referenciado
V. patens

Colombia Costa Rica

Blair y Madrigal, 2005 Rodriguez, 2005

Parametros (cm) Media + IC Minimo Maximo Curtosis  Asimetria
Largo 12,85 + 0,76 7,00 17,60 -0,567 -0,116 7-15 1-22
Ancho 4,21+ 0,23 2,20 5,80 -0,312 -0,059 1,3 — 4,2 0,3-7,5

IC: intervalo de confianza.

http://jppres.com/jppres ] Pharm Pharmacogn Res (2014) 2(5): 122
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Figura 2. Caracteristicas macromorfologicas del tallo de V. patens.
(A) Rama del arbusto (hojas y tallos); (B) tallo de poco desarrollo; (C) tallo desarrollado; (D) corte longitudinal;
(E) corte transversal; (F) rama (distancia entre nudos).

Tabla 2. Estudio de las dimensiones de los tallos de V. patens.

Parametros (cm) Media + IC Minimo Maximo Curtosis Asimetria
Didmetro del tallo 0,38 + 0,03 0,10 0,90 0,15 0,64
Didmetro de la médula 0,17 + 0,01 0,04 0,36 0,07 0,63
Distancia entre nudos 2,76 + 0,19 1,20 6,20 1,82 1,08

IC: intervalo de confianza.

Evaluacion anatémica

La seccién transversal de la hoja a nivel de
nervio central (Fig. 3A) permitié observar una
epidermis formada por una capa de células
maduras, cuyas formas, en todo el perimetro de
su nervio central, se apartan de la tubular tipica
de este tejido, adquieren algo mas en
profundidad que en extension longitudinal, para
acercarse a la isodiamétrica. Lo contrario sucede
con la epidermis adaxial (ED), cuya superficie,
cuando comienzan a alejarse del nervio central
hacia los laterales, se alarga y puede clasificar
como tubular. Se pudieron observar también los

http://jppres.com/jppres

apéndices en forma de tricomas (Fig. 3E) o pelos
tectores pluricelulares (PL), formados por cinco o
seis células. Algunos de estos apéndices tienen su
célula apical redondeada y otros con un extremo
afilado, ligeramente inclinada hacia la capa
epidérmica donde se presentan en nimero mas
reducido las aperturas estomaticas (Fig. 3D).

A continuaciéon de la epidermis, y en todo el
nervio central, se aprecia un drea formada por
tres o cuatro estratos de células pequeiias y muy
unidas, correspondientes al tejido colénquima-
toso o colénquima (C), con engrosamientos
desiguales, que se amplian en la parte central
superior (Fig. 3A), a continuacién estd el
parénquima fundamental (PF), con células
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grandes aunque muy desiguales en tamafio (Fig.
3A). Hacia la parte mas central se encuentran los
haces vasculares del tipo bicolateral, los cuales se
hallan formados, de adentro hacia fuera, por un
floema interno (F), una zona de cambium difusa
(ZC), seguido del xilema (X), delimitado en su
parte superior por otra franja de cambium con
semejante caracteristica al anterior, hasta ver

Estudio morfo-anatémico y genético de Vernonanthura patens

después, el floema externo. En la Fig. 3B se
muestra una ampliacion de los haces
conductores. Hacia los colaterales del nervio
central (Fig. 3A y C) se puede apreciar, ademas de
la epidermis adaxial y abaxial, un parénquima
clorofilico en empalizada (PP) seguido por un
parénquima esponjoso (PE) muy bien definido,
que se extiende hasta la epidermis abaxial (EA).

A B C

D E

Figura 3. Secciones transversales de la hoja de Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob.
(A) Seccion transversal de la hoja a nivel de nervio central; (B) ampliacion de los haces conductores; (C) epidermis abaxial y
adaxial y células de parénquima; (D) estomas; (E) pelos pluricelulares.

Leyenda: AE: Apertura estomatica, C: Colénquima, EA: Epidermis abaxial, ED: Epidermis adaxial, F: Floema,
PE: Parénquima esponjoso, PF: Parénquima fundamental, PL: Pelos textores pluricelulares, PP: Parénquima en empalizada,
X: Xilema, ZC: Zona de cambium.

http://jppres.com/jppres
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En las secciones transversales del tallo (Fig. 4A
y B), se observa la epidermis conformada por una
capa de células mas o menos cuadrangulares,
recubierta por una cuticula suave, asi como
también, apéndices correspondientes a pelos
tectores pluricelulares. A continuacién, se
visualiza una zona de células muy unidas,
alargadas, estrechas y de tamafio variable,
correspondientes al colénquima. Posteriormente,
aparecen unas estructuras dispuestas en forma de
cordon que responden a las fibras esclerénquimas
(Fig. 4A) que, al igual que el colénquima, son las

Estudio morfo-anatémico y genético de Vernonanthura patens

responsables de las funciones de sostén y
resistencia del tallo. Se hace visible (Fig. 4A y C)
el tejido vascular formado por xilema (X) y
floema (F), rodeados por un parénquima inter-
fascicular relacionado con los radios medulares
(RM). De forma intercalada se presentan campos
mas claros correspondientes a células esféricas
que son los vasos del lefio (V). Finalmente, en el
centro del tallo se observa la médula (M) o
parénquima medular integrado por células
compactas de tamario variable (Fig. 4A y D).

C

Figura 4. Secciones transversales del tallo de Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob.
(A) y (B) Corte transversal del tallo, epidermis y pelos tectores oluricelulares; (C) tejido vascular formado por xilema y floema;
(D) parénquima medular.

Leyenda: C: Colénquima, CU: Cuticula, E: Epidermis, F: Floema, FE: Fibras esclerénquima, M: Médula; PL: Pelos pluricelulares,
RM: Radios medulares, V: vasos, X: Xilema.
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Codificacion de barras moleculares

En la actualidad, algunas de las herramientas
de la biologia molecular representan una
alternativa viable para complementar y sustentar
las normas de control de calidad, exigidas para
desarrollar nuevos fitomedicamentos, mediante
el conocimiento genético de la especie (Feria-
Romero, 2007). Por esta razén se llevd a cabo la
secuenciacion del ADN de V. patens, con el
objetivo de contribuir a un mayor conocimiento
de la especie y al establecimiento de sus
parametros de calidad bajo una éptica moderna.

Se realiz6 la secuenciacién de los loci matK y
rbcL a fin de complementar las investigaciones
botdnicas, cuya informacibn no estd aun
referenciada para la especie que crece en el
Ecuador. Los loci matK y rbcL son las regiones
establecidas por el Consortium for the Barcode of
Life (CBOL, 2009) para ser utilizados como un
cédigo de barras molecular de plantas terrestres.

Se extrajo ADN total a partir de hojas frescas
de estratos superiores e inferiores de los arbustos
de V. patens. Se obtuvieron los amplicones de las
regiones correspondientes a los loci matK y rbcL
(Fig. 5), donde se evaluaron diferentes concentra-

Estudio morfo-anatémico y genético de Vernonanthura patens

ciones de ADN molde para la reaccion de PCR.
Los amplicones obtenidos se secuenciaron (Figs.
6y 7) y se corrobord que tanto las hojas de los
estratos superiores como de los inferiores
presentaban el mismo patrén de secuenciacion.
Los resultados obtenidos en este estudio se
publicaron en la base de datos GenBank (Santos et
al., 2012a; 2012b; 2012¢; 2012d).

Al realizar un anadlisis del arbol filogenético de
la especie se pudo observar que existe total
coincidencia con la especie V. patens que crece en
Costa Rica (100%); ademads, las especies
Centratherum  punctatum 'y  Eirmocephala
brachiata resultaron las mas cercanas a V. patens
(99%). Segun se reporta en el arbol de la base de
datos del GenBank para el gen matK y para el gen
rcbL resultaron mas cercanas Vernonia gigantea,
E. brachiata y C. punctatum (http://www.ars-
grin.gov/npgs/; Robinson, 1987).

La similitud de secuenciacion molecular puede
estar dada porque las especies pertenecen a las
Asteraceae y a la tribu y género Vernonia, segiin
los datos reportados por la National Plant
Germplasm System (http://www.ars-grin.gov/npgs/) Yy
por Robinson (1987).

Matk_3f_kimF — Matk_1r_kimR {ng/pL)

M

100bp 20 15 10

V. patens estrato superior

V. patens estrato inferior

4 20 15 10 5 I

500bp

Rbela_F -rbela R (ng/pl)

MM
100bp 20 15 10

V. patens estrato superior

V. patens estrate inferior

{4 20 15 10 5 ()

500bp >

Figura 5. Amplicones generados de los loci matK y rbcL de los genes de cloroplastos de muestras de hojas de V. patens.
MM: marcador de peso molecular 100 bp.
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AGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCCTCTTTGCATTTATTAAGATTCTTTCTCCATGAGTGTCATAATTGGG
ATAGTCTTATTACTTCAAATTCAAAGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTCTTCCTAT
ATACTTCTTATGTATGTGAATATGAATCTGTCTTCCTCTTTCTCCGTAACCAATCTTCTCACTTCCGATCAACATCTTC
TGGAGCCCTTATTGAACGAATCTATTTCTATGGAAAAATAGAGCATCTTGCAAAAGTCTTTGCCAGGGCTTTTCAAG
CGAATTTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCATGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCAATTCTTGCTTCAAAAGGGA
CGTTTCTTTTAATGAATAAATGGAAATATTACTTTGTAAATTTCTGGAAATCCTATTTTTACCTGTGGTCTCAACCAG
GAAGGATTTCTATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTTACTTTCTCGGTTATCGTTCAAGTGTCCGGCTAAAGCCTT
CAATGGTACGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAATCGATAATGCTATTAAGAAGTTTGATACTATTGTTCCA
ATTATGCCTTTGATTGGATTATTGTCTAAATCGAAATTTTGTAACGCATTGGGGCATCCTATTGGTAAGGCGATTTGG
GCCGATTTATCGGATTCTGATATTATTGACCGCTTTGGGCGTATATACAGAAAGATTTCTCATTATCATAGTGGATCT
TCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCGAGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAGAACTTTAG
V. patens matK, parcial cds, GenBank: JX276535.1 (hojas estrato superior) (Santos et al., 2012b)

AGGCTCTTCGCTATTGGATAAAAGATGCTTCCTCTTTGCATTTATTAAGATTCTTTCTCCATGAGTGTCATAATTGGG
ATAGTCTTATTACTTCAAATTCAAAGAAAGCCAGTTCTTCTTTTTCAAAAAGAAATCACAGACTATTCTTCTTCCTAT
ATACTTCTTATGTATGTGAATATGAATCTGTCTTCCTCTTTCTCCGTAACCAATCTTCTCACTTCCGATCAACATCTTC
TGGAGCCCTTATTGAACGAATCTATTTCTATGGAAAAATAGAGCATCTTGCAAAAGTCTTTGCCAGGGCTTTTCAAG
CGAATTTATGGTTGTTCAAAGATCCTTTCATGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCAATTCTTGCTTCAAAAGGGA
CGTTTCTTTTAATGAATAAATGGAAATATTACTTTGTAAATTTCTGGAAATCCTATTTTTACCTGTGGTCTCAACCAG
GAAGGATTTCTATAAACCAATTATCCAATCATTCCCTTTACTTTCTCGGTTATCGTTCAAGTGTCCGGCTAAAGCCTT
CAATGGTACGCAGTCAAATGCTAGAAAATGCATTTCTAATCGATAATGCTATTAAGAAGTTTGATACTATTGTTCCA
ATTATGCCTTTGATTGGATTATTGTCTAAATCGAAATTTTGTAACGCATTGGGGCATCCTATTGGTAAGGCGATTTGG
GCCGATTTATCGGATTCTGATATTATTGACCGCTTTGGGCGTATATACAGAAAGATTTCTCATTATCATAGTGGATCT
TCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCGAGTAAAGTATATACTTCGACTTTCTTGTGCTAGAACTTTAGCTCGTAAAC
V. patens matK, parcial cds. GenBank: JX286589.1 (hojas estrato inferior) (Santos et al., 2012a).

Figura 6. Secuencia de la zona codificante parcial del gen matK de la especie V. patens.

ATATCAAGTCCACCAGGAAGGCATTCATAAACAGATTTACCGTAGTTTTNAGCGGATAACCCCAAATTAGGTTTAAT
AGTACATCCCAACAGGGGACGACCATAATTGTTCAATTTATCTCTTTCAACTTGGATGCCGTGAGGCGGACCTTGGA
AAGTTTTCACATACGAAATAGGGATTCGCAAATCTTCCAGACGTAGAGCACGCAGGGCTTTGAACCCAAATACATTA
CCTACAATGGAAGTAAACATGTTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGGTCTAATGGGTAAGCTACATAAGCAATAAA
TTGACTTTCTTCTCCAGGAACAGGCTCGATTCCATAGCATCGCCCTTTGTAACGATCAAGGCTCGTAAGTCCATCGGT
CCACACAGTTGTCCATGTACCAGTAGAAGATTCGGCAGCTACTGCGGCCCCTGCTTCTTCAGGCGGAACTCCAGGTT
GAGGAGTTACTCGAAATGCTGCCAAGATATCAGTATCCTTGGTTTCATATTCAGGAGTATAATAAGTCAATTTATAA
TCTTTAACACCAGCTTTGAATCCAACACTT

V. patens rbcL, parcial cds, GenBank: JX276536.1 (hojas estrato superior) (Santos et al., 2012¢).

CCACGAAGACATTCATAAACAGCTCTACCGTAGTTTTTAGCGGATAACCCCAATTTAGGTTTAATAGTACATCCCAA
CAGGGGACGACCATACTTGTTCAATTTATCTCTTTCAACTTGGATGCCGTGAGGCGGACCTTGGAAAGTTTTCACAT
ACGAAATAGGGATTCGCAAATCTTCCAGACGTAGAGCACGCAGGGCTTTGAACCCAAATACATTACCTACAATGGAA
GTAAACATGTTAGTAACAGAACCTTCTTCAAAAAGGTCTAATGGGTAAGCTACATAAGCAATAAATTGACTTTCTTC
TCCAGGAACAGGCTCGATTCCATAGCATCGCCCTTTGTAACGATCAAGGCTCGTAAGTCCATCGGTCCACACAGTTG
TCCATGTACCAGTAGAAGATTCGGCAGCTACTGCGGCCCCTGCTTCTTCAGGCGGAACTCCAGGTTGAGGAGTTACT
CGAAATGCTGCCAAGATATCAGTATCCTTGGTTTCATATTCAGGAGTATAATAAGTCAATTTATAATCTTTAACACCA
GCTTTGAATCCAACACTT
V. patens rbcL, parcial cds. GenBank: JX286590.1 (hojas estrato inferior) (Santos et al., 2012d).

Figura 7. Secuencia de la zona codificante parcial del gen rbcL de la especie V. patens.
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CONCLUSIONES

Se describieron por primera vez las
caracteristicas micro morfolégicas de las hojas y
tallos de V. patens y se establecieron nuevos
elementos en el estudio de los caracteres macro
morfologicos particularmente de los tallos, lo
cual constituye  un aporte novedoso a la
caracterizaciéon botanica de la especie.

Mediante las evaluaciones micromorfologicas
y moleculares se corrobord la identidad de la
especie de origen ecuatoriano la cual fue
caracterizada como Vernonanthura patens
(Kunth) H. Rob.
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