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RESUMEN

Este estudio evalla la variacion en la estructura genética de Stelis superbiens una orquidea
nativa de Ecuador en diferentes poblaciones y rangos altitudinales como respuesta a las
condiciones cambiantes del medio en un bosque de niebla montano al Sur del Ecuador. Se
localizaron 4 poblaciones en la Cordillera Real oriental de los Andes Sur y a través del
analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP), se determinaron
173 alelos polimérficos para evaluar la estructura genética de la especie a través de
Structure, PCoA obteniéndose como resultado tres poblaciones genéticas coexistiendo en
las poblaciones analizadas posiblemente por eventos de hibridizacion con otras especies.
Los resultados de autocorrelacion espacial en Genalex indican una estructura genético
espacial débil entre todas las poblaciones coincidiendo con el bajo porcentaje de variaciéon
inter poblacional y alto porcentaje de variacion intra poblacional. Estos resultados explican
cambios en la estructura genética de todas las poblaciones independiente del gradiente

altitudinal en el que se localizan.

Palabras clave: AFLPs, estructura genética, orquidea epifita




ABSTRACT

This study evaluates the variation in the genetic structure of Stelis superbiens, an orchid
native from Ecuador, in different populations and altitudinal ranges as response to the
changing environmental conditions in a montane cloud forest in southern Ecuador. Four
populations were located in the Cordillera Real Oriental of the Southern Andes and through
of analysis of polymorphisms of length of amplified fragments (AFLP), 173 polymorphic
alleles were determined to evaluate the genetic structure of the species through Structure,
PCoA obtaining as result three genetic populations coexisting in the populations analyzed
possibly by events of hybridization with other species. The spatial autocorrelation results in
Genalex, indicate a weak spatial genetic structure among all populations, coinciding with the
low percentage of inter-population variation and high percentage of intra-population variation.
These results explain changes in the genetic structure of all independent populations of the

altitudinal gradient in which they are located.

Key words: AFLPs, Genetic structure, epiphytic orchid.




INTRODUCCION

La presente investigacion dado lo importante del conocimiento de la estructura genética de
las poblaciones para entender los cambios que se presentan a nivel poblacional y las
respuestas y adaptaciones que estdn sucediendo, evalla los patrones de estructura
genética de las poblaciones de Stelis superbiens una orquidea epifita nativa de Ecuador a
través del uso de marcadores moleculares permitiendo detectar si existen variaciones en las
poblaciones a lo largo de un gradiente altitudinal que puedan ser respuesta a cambios

ambientales.

El documento esta distribuido en 4 capitulos: 1. Un marco tedrico, que describe desde los
bosques montanos, sus orquideas epifitas, los factores que condicionan la presencia de las
poblaciones hasta la estructura genética y marcadores moleculares que permiten evidenciar
las variaciones, presentando también los objetivos y preguntas investigacion; 2. Un capitulo
de materiales y métodos en donde se describe el area de estudio, la especie analizada,
muestreo poblacional y analisis genético, 3. Los resultados y discusiones producto de la
investigacion y 4. Las conclusiones y recomendaciones que se han desarrollado a lo largo

del estudio.

Ante los cambios ambientales emergentes, algunas especies pueden variar su estructura
genética en respuesta a los mismos, y las orquideas epifitas son particularmente sensibles a
estos cambios, al ser dependientes de los arboles hospederos para su establecimiento y
desarrollo. En algunos casos el cambio climatico puede llegar a comprometer la estabilidad
de las poblaciones, a esto se suman factores antropicos, por tanto este trabajo evalla los
posibles cambios que estan surgiendo en las poblaciones como respuesta a la variacion

climatica y como esto afecta a la estabilidad de las poblaciones.

Stelis superbiens una orquidea epifita distribuida principalmente en los bosques de niebla
del Sur del Ecuador que cubre amplios rangos altitudinales, representa una especie modelo
para poder evaluar la estructura genética y los cambios o variaciones que podrian estarse
suscitando a nivel genético en respuesta a las perturbaciones ambientales, esta informacién

permite proponer medidas adecuadas de conservacion.

El objetivo de este trabajo de analizar la estructura genética existente en poblaciones de
Stelis superbiens a través de un gradiente altitudinal para evaluar si factores ambientales

estan influyendo en los cambios poblacionales, a través del estudio de la estructura génica
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entre las poblaciones fue cumplido permitiendo inferir un bajo porcentaje de flujo génico
entre las poblaciones sin marcados cambios en la estructura genética de poblaciones de
Stelis superbiens en las diversas altitudes mostrando una adaptabilidad de estas plantas

ante los cambios ambientales.

Para determinar la variacion genética de Stelis superbiens (Lindl.) se localizaron 4
poblaciones en un bosque montano localizadas en diferentes niveles altitudinales, se extrajo
ADN de los individuos muestreados y se analizé a través de la técnica molecular:
Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP), utilizando dos
combinaciones de cebadores, a fin de obtener un cromatograma que posteriormente se

utilizé para determinar la estructura genética de la poblacion.




CAPITULO 1.
MARCO TEORICO




1.1. Orquideas Epifitas en bosques montanos

Los bosques montanos son ecosistemas muy complejos siendo un habitat Gnico y escaso
representa el 0.14% de la superficie terrestre del planeta caracterizado por su rica diversidad
de especies y procesos ecoldgicos claves, siendo la degradacion del habitat y la
fragmentacion amenazas importantes para la biodiversidad en todo el mundo (Juéarez et al.,
2014). Los gradientes altitudinales proporcionan un enfoque en la estructura, funcién y
dinamica de un bosque montano, asi también reflejan caracteres tipicos de la vegetacion
como de las especies que tienen forma de vida epifita, siendo estos organismos indicadores
de integracion de los cambios ambientales que responden a una multitud de factores fisicos
y quimicos (Beck, 2008)

Los bosques de los Andes son los habitats mas ricos en diversidad botanica, siendo el grupo
de plantas epifitas un elemento importante debido a la riqueza de especies y el ciclo de
nutrientes que desempefian, ademas representan el 25% de plantas vasculares en 1
hectaterea de bosque montano hiumedo (Gentry and Dodson, 2013) ), atribuyéndose esta
alta diversidad a la distribucion y crecimiento sobre arboles hospederos (forofitos) dentro del
bosque (Acebey and Thorsten, 2001). Las especies epifitas entre ellas las orquideas son
utilizadas como indicadores del estado de conservacion de estos bosques debido a su
sensibilidad al cambio climatico global y como herramientas de evaluacion que responden a
factores fisicos y quimicos a lo largo de la gradiente altitudinal proporcionando un enfoque
para profundizar en muchos aspectos de la estructura, funcion y dindmica de un bosque
(Fiedler and Beck, 2008; Mondragon et al., 2015).

La familia Orchidaceae es una de las mas grandes del reino de las plantas angiospermas,
las estimaciones van desde 20000 a 35000 especies en cinco subfamilias, actualmente es
una familia que evoluciona de forma activa, se ubica en todos los continentes con presencia
de vegetacion, sin embargo su distribuciéon no es uniforme y esta sesgada hacia los tropicos.
(Raven and Axelrod, 1974; Dressler, 1982, 1993; Cribb et al., 2003). Los Andes de Colombia
y Ecuador son los lugares mas ricos del mundo en cuanto a diversidad de orquideas de las
cuales solo se conoce una cuarta parte (Wood et al., 1993) y el 70% de todas ellas son
epifitas (Gentry & Dodson, 1987). En Ecuador se catalogaron mayor nimero de especies
en comparacion a Brasil y Colombia con el 60% de las orquideas que son epifitas (Dodson,
1994-2003), siendo por tanto un componente caracteristico de los bosques lluviosos

tropicales y los bosques de niebla (Gravendeel et al., 2004).




1.2. Stelis superbiens, una orquidea epifita y sus poblaciones en los bosques
montanos del Sur del Ecuador

Stelis Sw., es un género perteneciente a la subtribu Pleurothallidinae, caracteristica de los
bosques de niebla montanos, es epifita y en Ecuador es uno de los grupos mas diversos y
dificiles de identificar. Distribuidas desde México hasta Brasil y las Antillas, mientras que
para Ecuador y Colombia se encuentra el mayor nimero de especies debido a su similar
topografia (Dodson, 2003; Duque, 2008). Un gran porcentaje de Stelis vive bajo la sombra
de los arboles preferiblemente en bosques nublados entre 1000 y 3000 m s.n.m., (Suéarez et
al., 2008). caracterizada por ser una familia amplia y estar en constante evolucion (Cribb et
al., 2003).

Dentro de las especies de este género encontramos a Stelis superbiens (Lindl.), reportada
para el sur del Ecuador en la Reserva Biolégica San Francisco; esta especie presenta
tendencia natural hacia la variacion y por esta razén la importancia en su estudio (Duque,
2008).

1.3. Factores que condicionan la presencia de las poblaciones

Los cambios en las poblaciones son consecuencia de factores biéticos y abiéticos (Allendorf
& Luikart 2007), incluidos procesos de fragmentacién de habitat, presién antropogénica y de

cambios en las condiciones ambientales (Mosandl et al., 2008; Ritcher et al., 2009).

La aceleracion de los cambios climaticos causado por actividades antropogénicas o0 no,
vienen acompafiados de condiciones més secas o humedas, el aumento de la gravedad en
bosques nublados en donde habitan las orquideas y estas a su vez son altamente
susceptibles a estos cambios (Ackerman, 2014). En bosques montanos la alteracion de la
estructura en una comunidad y la interrupcion de los procesos funcionales como la dindmica
hidrolégica, al mismo tiempo la fragmentacién restringe el movimiento de polinizadores y
dispersores reduciendo a su vez el flujo de genes, provocando el aislamiento de pequefias
poblaciones y aumentando las posibilidades de extincibn dada por la estocasticidad

ambiental y demogréfica (Juarez et al., 2014).

La fragmentacion de habitats afecta a todas las especies, pero particularmente a las epifitas
pues son dependientes de sus hospederos (Riofrio et al. 2007), afectando directamente a la
disminucion de la variacion genética en las poblaciones y esto a su vez a la disminucion de

la capacidad para sobrevivir a los cambios ambientales existiendo una mayor probabilidad




de extincibn y potencialmente aumentar sucesos como la deriva genética, endogamia,
aumento de autofecundacion y consanguinidad, estas poblaciones se ven mas amenazadas

por su situacion demogréfica y por su baja diversidad genética (Warghat et al., 2013).

Para conocer los efectos que los cambios ambientales (perturbaciones) pueden ocasionar
en las poblaciones, se debe estudiar los patrones de variacion o estructura genética (Klug et
al., 2006), la estructura espacial y etaria de una poblacion.y en las orquideas que
representan mas del 20% de la diversidad de plantas en Ecuador (Dodson et al. 2004), y
que ocupan en mayor porcion los bosques de niebla montanos, la evaluacién de los cambios

que se estan presentando en las poblaciones es necesaria..
1.4. Estructura genética poblacional y respuesta frente al cambio ambiental

Las especies con amplias distribuciones geograficas poseen caracteristicas genéticas
complejas, ya que distintos ambientes generan diferentes presiones de seleccion que se ve

reflejada en la variabilidad genética poblacional (Donoso et al., 2004; Alvarez et al., 2011).

Para conocer los efectos que los cambios ambientales (perturbaciones) pueden ocasionar
en las poblaciones, se debe estudiar los patrones de variacion o estructura genética (Klug et

al., 2006), la estructura espacial y etaria de una poblacion.

La estructura genética de una poblacion proporciona una perspectiva histérica de los
cambios evolutivos de una especie y permite predecir como las poblaciones responderan a
futuros eventos como la estocasticidad ambiental, demografica y genética, estos eventos
pueden causar una disminucién en la reproduccién y supervivencia, sin embargo las
fluctuaciones aleatorias en el habitat se consideran mas importantes; con la pérdida de
variacion genética las poblaciones tienden a ser menos capaces de soportar los cambios en
Su entorno y son mas propensos a ser afectados por la deriva genética mediado por el
incremento en la depresion endogamica, la resistencia a patdogenos y la pérdida de alelos de
importancia ecoldgica que a su vez estos codifican rasgos que afectan a la supervivencia y
reproduccion; esto ocurre en especial en poblaciones fragmentadas a impedir el flujo de
genes aumentando el riesgo de extincion (Fischer and Matthies, 1998; Keller et al., 2000;
Ferrari et al., 2007).

La variacion genética determinada por las caracteristicas ambientales y la distribucién de
poblaciones en el espacio y el tiempo, proporciona informacion de los procesos

microevolutivos a lo largo del paisaje tales como la seleccién, recombinacién, mutacion y
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flujo genético y cémo estas poblaciones responderan a futuros eventos como la
estocasticidad ambiental, demogréfica y genética, ya que estos eventos pueden causar una
disminucion en la reproduccion y supervivencia (Garrido and Vazquez, 2013).

Actualmente aunque han incrementado los estudios de diversidad genética en orquideas
epifitas tropicales aun son insuficientes, sobre todo por la gran diversidad existente (60% de
la diversidad de orquideas en Ecuador corresponde a orquideas epifitas) (Ackerman & Ward
1999, Avila-Diaz et al. 2007, Alcantara et al. 2006, Vargas et al. 2006).

1.5. Marcadores moleculares para determinar variacion genética - AFLP
ventajas y desventajas

Para evaluar la estructura genética de las poblaciones es necesario el uso de marcadores
moleculares, que desde su aplicacion han contribuido al avance en el estudio de la biologia
de la conservacion permitiendo la evaluacion de efectos tales como la deriva genética sobre
la variacion genética, niveles de endogamia en poblaciones y la cantidad de flujo de genes
entre y dentro de poblaciones lo que permite determinar la dinamica de la variacion selectiva
y su interaccion con la condiciones ambientales (Frankham et al., 2002; Ouborg et al., 2010).
Dentro de los tipos de marcadores moleculares, los marcadores dominantes son capaces de
mostrar gran numero de loci polimoérficos, en comparacion con marcadores codominantes
estos marcadores se pueden desarrollar de manera facil y econémica, incluso sin tener
informacion genética previa de la especie en investigacion, siendo excelentes herramientas

en estudios que requieren la estimacion de parentesco entre individuos (Hardy, 2003).

Uno de los marcadores moleculares dominantes basados en ADN usados para evaluar la
diversidad genética son los AFLPs (amplified fragment length polymorphism) que permiten
analizar la variabilidad intra e inter poblacional, sin previo conocimiento de las secuencias
del ADN (Vos et al., 1995), proporcionando una gran cantidad de datos con alta
reproducibilidad de los resultados y polimorfismos (Smith et al. 2004, Vuylsteke et al. 2007).
siendo de gran ayuda en estudios poblacionales permitiendo revelar loci polimérficos

distribuidos en el genoma (Falush et al., 2007).

Ante lo expuesto, el evaluar los patrones de estructura genética de las poblaciones de Stelis
superbiens una orquidea epifita en varias poblaciones distribuidas en un rango altitudinal
nos permite conocer como varia la estructura génica entre las poblaciones de esta orquidea,

y la variacion genética inter e intra poblacional a través del gradiente en el bosque de niebla




montano, infiriendo si existe un aislamiento en las poblaciones distribuidas en rangos
altitudinales. Esta informacion ademas de evaluar si existen cambios de estructura genética
permite conocer la estabilidad de estas plantas ante los cambios altitudinales dentro del
rango evaluado.

1.6. Preguntas de investigacion

e ;COmo variala estructura génica en las poblaciones de Stelis superbiens?

e (Existen cambios genéticos en las poblaciones de Stelis superbiens en las
diversas altitudes como respuesta a la gradiente altitudinal?
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2.1. Area de estudio

El sitio de estudio se localiza en la provincia de Zamora Chinchipe, al sur del Ecuador en los
limites del Parque Nacional Podocarpus en la cordillera Real Oriental de los Andes. Las
poblaciones encontradas estan en la Reservas Arcoiris y Reserva Bioldgica San Francisco a
25y 40 Km de la provincia de Loja respectivamente. El tipo de bosque caracteristico es de
estas reservas es el montano (Bussmann, 2003). Se caracterizan por ser un bosque de
clima tropical humedo catalogado segun Sierra (1999) como bosque de niebla montano, con
11 meses de precipitaciones segun la altura, los periodos mas lluviosos van de abril a julio,
mientras que septiembre a diciembre las precipitaciones disminuyen (Aguirre, 2007). Con
una altitud comprendida entre los 2200 hasta los 2250 m.s.n.m., una precipitacion media
anual de 2700 mm y una temperatura media anual entre 14.4 a 17.5°C (Bendix et al., 2008).
La flora predominante del lugar son las Melastomataceas, con el género Miconia, Ericaceae
con los géneros Psamisia, Cavendishia y Gaultheria, Clusaceaes con el género Clusia,
Tovomita, Rubiaceae con los géneros, Psycotria, Lauraceae, con Nectandra, Persea,
Ocotea (Homeier et al., 2008) (Fig. 1).

2.2. Especie en estudio

Stelis superbiens (Lind.) es una orquidea epifita nativa de Ecuador, perteneciente a la
subtribu Pleurothalidinae (Dodson, 1994-2003), de tamafio grande con relacion a otras
especies de la subtribu, con raices delgadas, presenta hojas erectas de 10 a 16 cm de largo
incluyendo el peciolo son coriaceas, elipticas, subagudas a obtusas, a continuacion del
peciolo cuneadas; la inflorescencia su disposicibn es erecta presenta racimos con
numerosas flores que miden entre 13 a 30 cm de largo incluido el pedunculo este a su vez
muestra algunas bracteas; el ovario mide entre 5 a 6 mm de largo, los sépalos de color
amarillo palido tefiido de violeta 0 morado, glabros externamente, pubescentes; los pétalos
de color amarillos o morados, transversalmente cuneados un poco céncavos, apice
redondeado con margen engrosado; el labio de color amarillo o purpura, grueso
transversalmente subcuadrado, céncavo dentro del margen apical; la columna gruesa de
1mm de longitud y 1,5 mm de ancho, la antera y el estigma apical, el estigma bilobulado
(Duque, 2008) (Fig. 2).
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Fig. 1. Sitio de estudio, ubicacion de las poblaciones estudiadas en la Reserva Biol6gica San Francisco y la Reserva Arcoiris (provincia de Zamora
Chinchipe).
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Fig. 2. Lamina de Stelis superbiens indicando a) Estructura de la planta completa y su héabito epifito,
b) La flor desde un angulo frontal, ¢c) Forma de los sépalos, d) La forma lateral de la columna y el
labio, e) Forma frontal de la columna y el labio, f) Forma de la capucha de la antera que cubren los
polinios, g) Forma frontal de los polinios. (Elaboraciéon: Naranjo C., Riofrio M. y Mendoza A.)




2.3. Muestreo

Se localizaron las poblaciones y en cada una de las cuatro poblaciones encontradas: dos en
la Reserva Bioldgica San Francisco (P1y P2) y dos zonas situados en la Reserva Arcoiris
(P3y P4) se muestrearon e identificaron los arboles hospederos de orquideas (forofitos).

Orquideas: Se georeferenciaron, etiquetaron y colectaron hojas jovenes de los individuos

adultos en flor de Stelis superbiens (Fig. 3) localizados en forofitos diferentes y fueron

conservados en silica gel a temperatura ambiente hasta realizar la extraccion de ADN.

Fig. 3. Planta de Stelis superbiens en un foréfito. Se puede apreciar su inflorescencia

2.4. Extraccion de ADN y Amplificacion - AFLPs

El ADN total fue extraido de 30mg de material de hoja seca usando el protocolo indicado en
el Kit de extraccion: DNeasy™ Plant Minikit (Qiagen, Hilden, Germany). Luego de la
extraccion se cuantificé el ADN utilizando un fluoroespectémetro (NanoDrop 3300, Thermo
Scientific, Wilmington, Delaware, EE.UU.). Las muestras de ADN extraido se almacenaron a
- 20°C hasta su uso.
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2.4.1 Protocolo para AFLPs

Marcadores AFLPs fueron usados para el analisis genético (Vos etal. 1995), utilizando el kit
de AFLP® Plant Mapping (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la restriccion del ADN el Kit utiliza las enzimas Msel y
EcoR | y para la ligacion la enzima T4 DNA ligasa. Las muestras se incubaron en un
termociclador durante 2 horas a 37° C. Para confirmar la restriccion — ligacion se test6 en un
gel de agarosa al 2%.

La amplificacién preselectiva se realizd utilizando los primers que complementan los
adaptadores Msel (5'-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3) y EcoRI (5'-GAC TGC GTA CCA ATT
CA-3') y la reaccion de PCR fue realizada en un volumen total de 6.68 pl conteniendo 2 pl
de producto de la restriccion — ligacion diluido 1:11, 7.5 pl de Core Mix y 0.5 ul de primers
para preselectiva provistos en el kit. Las condiciones de PCR fueron: 72 °C por 2 minutos
(un ciclo), desnaturalizacién 94 °C por 30 segundos, anillamiento 56 °C por 30 segundos y
elongacién 72 °C por 2 minutos (20 ciclos) con una extensioén final a 72 °C por 10 minutos.
Para confirmar el producto preselectivo obtenido se visualiz6 por medio de un gel de

agarosa al 2%.

Para la amplificacion selectiva, la reaccion de PCR fue realizada a un volumen de 6.66 pl
conteniendo: 1 ul del producto de la preselectiva diluido 1:11, 5 ul de Core Mix, 0.33 pl de
primer fluoromarcado EcoRl y 0.33 ul de primer Msel, provistos en el kit. Las condiciones de
PCR fueron: 94 °C por 2 min (un ciclo), desnaturalizacion 94 °C por 20 segundos,
anillamiento 66 °C por 30 segundos (con un gradiente de disminucion de 1 °C cada ciclo) y
extension 72 °C por 2 min (10 ciclos); desnaturalizacion 94 °C por 20 segundos, anillamiento
56 °C por 30 segundos y extension 72 °C por 2 min (20 ciclos), con una extension final a 60

°C por 30 minutos.

Se realiz6 un screening previo para seleccionar los primers que permitan una mayor
visualiacion de polimorfimos y alta reproductivilidad con 6 individuos (uno de cada poblacién
y dos repeticiones - control). Cuatro combinaciones de primers fueron probadas en la
amplificacion selectiva: EcCoRlI AAC (NED) / Msel CAA, EcoRI AGG (JOE) / Msel CAT, EcoRI
AGG (JOE) / Msel CTA, EcoRlI AGG (JOE) / Msel CTC. Dos combinaciones fueron

seleccionadas para el analisis (ver Tabla 1).
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Tabla 1. Combinacion de primers seleccionados.

Combinacién EcoRl Msel
C1 AAC (NED) CAA
c2 AGG (JOE) CAT

Los fragmentos de AFLP fueron separados en un secuenciador ABI 3500 (Applied
Biosystems). Se utilizd6 un marcador estandar 600 LIZ® de GeneScan™ (Applied
Biosystems) con cada muestra para determinar el tamafio de los fragmentos de ADN. Para
evaluar la reproducibilidad del protocolo, se realizaron dos extracciones independientes de
ADN para ocho muestras. La tasa de error global, es decir, el porcentaje de loci distinto

entre muestras repetidas, fue bajo (3%).

2.5. Andlisis de Datos

Los cromatogramas obtenidos fueron analizados en el programa GeneMapper® version 4.1
(Applied Biosystems) y evaluados manualmente. Todas las bandas comprendidas entre 50
y 500 pb fueron consideradas como presentes (1) y ausente (0) y aquellas bandas que
presentaban dificultad en su interpretacion (bandas poco definidas o con alturas bajo los 80)
fueron excluidas. En el andlisis se incluyeron tanto los fragmentos monomorficos como los

polimérficos.

2.5.1 Estructura genética de las poblaciones

La estructura genética de las poblaciones se analiz6 mediante agrupamiento bayesiano
explicito realizado en Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007). Este
programa utiliza la informacién genética para determinar la pertenencia de individuos a una
poblaciéon sin asumir poblaciones predefinidas, esto es posible ya que se puede asignar
cualquiera de los individuos o una fraccién de su genoma a un nimero de grupos en base a
genotipos multilocus (Chen et al., 2007); donde el equilibrio de Hardy-Weinberg y el
equilibrio de la vinculacion (linkage equilibrium) son minimizados, estimando las frecuencias
de los alelos en cada grupo y las pertenencias de la poblacién para cada individuo. Utiliza el
método Monte Carlo de cadena de Markow (MCMC) para estimar P(X|K), es decir la
portabilidad posterior de los datos genotipicos multilocus de muestras individuales para
encajar en un numero de grupos (clusters) predefinidos (K). Se utilizé el modelo de mezcla

(admixture) (que asume que los individuos pueden tener un linaje mixto) y frecuencia alélica
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correlacionada. Se corrieron 10 modelos de repeticion para K (nimero de clusters) en un
rango de 1 a 10, utilizando un burn-in de 10000 interacciones seguidas por 300000
interacciones de MCMC adicionales. El valor 6ptimo de K se selecciond utilizando la
probabilidad posterior de los datos para un K (InP(K)) y los radios de segundo orden de
cambio de la probabilidad de log de los datos entre los valores de K (AK) tal como sugiere
(Evanno et al., 2005) . Se utilizé el programa Structure Havester v0.6.93 (Earl and vonHoldt,
2012) para calcular el numero més probable de clusters. Los individuos fueron asignados a
cada grupo ignorando la informacién original de la poblacion. Las corridas de la simulacién
con el valor modal mas alto de AK fueron asignados usando la opcién de Full Search en el
cluster de concordancia y programa de permutacion CLUMPP (Jakobsson and Rosenberg,
2007) y la representacion de un grafico de barras fue realizada usando DISTRUCT
(Rosenberg, 2004).

Para una representacion espacial de la distancia genética relativa entre individuos y para
caracterizar la diferenciaciébn entre poblaciones se utiliz6 un andlisis de Coordinadas

Principales (PCoA) a través del software GenAlex v.6.2 (Peakall and Smouse, 2006).

Para conocer la Variancia molecular entre las poblaciones y dentro de las poblaciones se
utilizé el AMOVA (Andlisis de la Varianza Molecular) implementado en GenAlex v.6.2
(Peakall and Smouse, 2006).

2.5.2 Autocorrelacién espacial

Debido a que el analisis de la estructura genética de la poblacién con Structure se identificd
tres grupos genéticos en todas las poblaciones, el andlisis de Autocorrelacion espacial se

implementé para todos los individuos GenAlex v.6.5 (Peakall and Smouse, 2012).

Se generd un coeficiente de autocorrelacion (r), utilizando las matrices que contienen las
distancias geograficas y las distancias genéticas (Smouse and Peakall, 1999)). El
coeficiente de autocorrelaciébn se calcula para un numero determinado de clases de
distancia y proporciona una medida de la similitud genética de los individuos cuya distancia
geografica cae dentro de una clase de distancia especificada. El coeficiente de
autocorrelaciéon fue calculado para todos los pares de individuos asignados a las clases
espaciales de distancia 1 m de 1 a 70 m, para producir autocorrelogramas genéticos
espaciales, considerando que en evaluaciones preliminares esta eran las distancias

geograficas que permitian medir la estructura genética dentro de las poblaciones (datos no
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mostrados). La significancia estadistica se probdé mediante 999 permutaciones aleatorias y
1000 bootstraps.
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CAPITULO 3.
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Resultados

Se identificaron 4 poblaciones de Stelis superbiens, 2 en la Reserva Biolégica San Francisco (P1y
P2) y 2 en la Reserva Arcoiris (P3 y P4) (Fig. 4), con un registro de 70 individuos en flor distribuidos
en 11 especies de foréfitos diferentes y dos categorias de fordéfitos, una catalogada como sin
identificar y otra correspondiente a arboles muertos. La distancia entre los individuos de las
poblaciones fue de aproximadamente 80 metros. La distancia maxima entre los individuos de Stelis
superbiens fue de 3226 metros (Fig. 4). La distribucion de los individuos de Stelis superbiens en cada
poblacién se explica en la
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Fig. 4. Patrén espacial de puntos representando las 4 poblaciones de Stelis superbiens en el bosque
montano de la Reserva Bioldégica San Francisco y Arcoiris. Los circulos negros representan la
poblacién 1, los rojos la poblacién 2 (Reserva Biol6gica San Francisco), los verdes la poblacion 3 y
los azules la poblacion 4 (Reserva Arcoiris).
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Tabla 2. Fordfitos de Stelis superbiens localizados en las cuatro poblaciones analizadas.

Familia Especie N° de Individuos
Alzateaceae Alzatea verticillata 3
Araliaceae Schefflera sp. 5
Adoxaceae Viburnum sp. 1
Clusiaceae Clusia sp. 2
Chlorathaceae Hedyosmun sp. 4
Cyatheaceae Cyathea sp. 1
Bgziezer Cavendisha sp. 2

Graffenrieda emarginata 1

Melastomataceae —
Miconia punctata 1
Lauraceae Ocotea sp. 1
Phyllanthaceae Hyeronima moritziana 1
Podocarpaceae Sin identificar 1
Araceae Sin identificar 1
Sin identificar 15
Arboles muertos 29
Total 70

Tabla 3. Distribucién de los individuos de Stelis superbiens en las poblaciones.

Poblaciones NUmero de individuos Altitud m.s.n.m

localizadas de Stelis superbiens

Poblacion 1 20 2027 — 2061

Poblacion 2 24 2042 — 2085

Poblacién 3 13 2101 - 2110

Poblacién 4 13 2118 - 2144
Total 70

De las cuatro combinaciones de primes evaluadas, dos fueron las que mostraron un nimero
mas alto de polimorfismos (Tabla 1) y se obtuvieron 173 loci entre 50 y 500 pb. El 52% de
los loci evaluados fueron polimérficos. El nUmero de alelos privados fue de 16 para la

poblacion 1, 21 para la poblacion 2, 3 para la poblacion 3y 11 para la poblacion 4 (Fig. 5).
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Fig. 5. Patron del total de loci encontrados en las poblaciones analizadas. Las barras en azul explican
el nimero de loci diferentes, las barras en rojo indican el nUmero de loci diferentes con una frecuencia
menor o igual al 5%, las barras verdes representan el nimero de loci nicos para cada poblacion y las
barras celestes explican el nimero de loci comunes localmente (con frecuencia mayor o igual al 5%)
encontrados en el 50% o0 menos poblaciones.

3.1.1 Estructura genética de las poblaciones

Los resultados de la agrupacion Bayesiana obtenidos en Structure 2.3.4 agrupan a los
individuos de Stelis superbiens en tres poblaciones genéticas con el modelo de admixture
(Fig. 6) inferido por el método de InP(K) y AK. El primer valor de InP(K) al cual la curva
alcanza la meseta en (-2966.88) y el valor mas alto de Delta K (2.769491) fue generado para
K=3, lo que indica que la estructura genética producida al dividir todos los genotipos en tres
grupos es la mas probable (Fig. 7). Para K=3 la mayoria de los individuos tenian coeficientes
de admixture de 0.8, excepto dos individuos los cuales tenian un coeficiente de mezcla de
0.7 (Fig. 6). Se debe destacar que en las cuatro poblaciones se encontraron individuos de
los tres grupos genéticos (Fig. 6) con un mayor porcentaje de pertenencia en todas las
poblaciones al grupo genético 1. Los valores sobre del 88% de pertenencia al grupo
genético 1 se encontraron tanto en 1 individuo de la poblacién uno y tres, como en 2
individuos de la poblacién cuatro. Asi mismo los valores mas alto de pertenencia al grupo
genético 2 (10 y 12%) estuvieron en 4 individuos tanto de la poblacion 1 como de la 2;
mientras que solo en un individuo de la poblacién 2 se encontrd el porcentaje mas alto de

pertenencia al grupo genético 3 (Fig. 6).
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Fig. 6. Coeficientes de admixture de los individuos de Stelis superbiens agrupados por poblaciones
representada acorde al modelo de admixture implementado en Structure para K=3. Los niUmeros en la
parte inferior indican el nUmero de individuos pertenecientes a cada zona muestreada, la separacion
entre poblaciones esta resaltada por lineas verticales negras y se indica la poblacién correspondiente
en la parte superior. El grupo genético 1 esta representado en color rojo, el grupo genético 2 en color
verde y el grupo genético 3 en azul.
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Fig. 7. Numero optimo de agrupaciones genéticas en las poblaciones estudiadas de Stelis superbiens
acorde al modelo de admixture con alelos correlacionados implementado en Structure. A) Magnitud
de AK (tasa de cambio en la probabilidad de log) ploteado a través de K. B) LnP(K) (probabilidad
posterior de los datos) como una funcion de K (poblacién) sobre 10 corridas consecutivas de
Structure con barras de error representando la desviacion estandar y detectando tres grupos
genéticos en los individuos muestreados..

El andlisis del PcoA considerando los 70 individuos en los dos primeros ejes explica el 10%
de la varianza entre las poblaciones (para el primer componente 5.08% de variacion total, y
para el segundo 5.01%) (Fig. 8). EI AMOVA muestra una variacion genética alta entre los
individuos de las poblaciones y el 3% de la variacion total es asignada a la diferencia entre

poblaciones (Fig. 9).
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Fig. 8. Plot bidimensional de coordenadas principales (PCoA) basada en 2 combinaciones de AFLP
utilizadas para caracterizar a 70 individuos de Stelis superbiens de cuatro poblaciones (Cada
poblacion esta representada asi, P1: rombos naranjas, P2: Cuadrados verdes, P3: Triangulos rojos,
P4: Circulos negros).
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Fig. 9. Representacion del porcentaje de varianza molecular encontrada entre las poblaciones (azul) y
dentro de las poblaciones (rojo) con un p=0.001.
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3.1.2 Autocorrelacién espacial

Se obtuvo un autocorrelograma espacial significativo (w= 232.2, p-value= 0.001) evaluando
todas las poblaciones de Stelis superbiens (Fig. 10 ), evidenciando la presencia de
estructura genético-espacial entre las poblaciones. Una correlacion genética positiva se
encontré entre los individuos pertenecientes a la clase de distancia veintiunava (20-21 m) y

veintisieteavos (26-27 m).
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Fig. 10. Autocorrelograma de estructura genética espacial de Stelis superbiens mostrando el
coeficiente de correlacidon genética (r) como una funcién de la distancia geografica. Las clases de
distancia varian de 1 a 70 m con intervalos de 1 m. Las lineas entrecortadas representan los limites
de confianza superior e inferior del 95%, mientras que la linea continua representa r (coeficiente de
autocorrelacion espacial).

3.2. Discusién

El presente estudio analiza la estructura genético-espacial de una orquidea epifita en 4
poblaciones distribuidas en un rango altitudinal de 2017 a 2144 m.s.n.m. en el bosque de
niebla montano, estableciéndose 3 grupos genéticos indistintamente de la poblacion en la
gue se encuentran y del rango altitudinal; indicando ademas una alta variabilidad genética
intra poblacional, sin una clara evidencia de aislamiento en las poblaciones en los diferentes
rangos altitudinales, que muestra una homogenizacién genética por la baja diferenciacion

entre poblaciones.
¢, Como varia la estructura génica en las poblaciones de Stelis superbiens?

El hecho de mantener 3 grupos genéticos distribuidos en las 4 poblaciones geograficamente
distantes podria facilitarse también por la no especificidad por los polinizadores.como

dipteros pequefios que presentan una mayor riqueza en estos bosques (Dodson, 1962; Pijl
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and Dodson, 1969; Chiristensen, 1994). Por otro lado también podrian estar sucediendo
posibles eventos de hibridizacion entre especies de Stelis que estan coexistiendo, pues en
Pleurothallidinae algunas especies pueden crecer de forma simpétrica (Fagerstrom, 1988),
hecho evaluado en otras especies de orquideas como Epidendrum rhopalostele (Marques et
al., 2014) donde la coexistencia con otras especies de Epidendrum facilita la hibridizacién
contribuyendo a la variacibn genética 0 a mecanismos evolutivos que podrian estar

actuando en esta poblacion (Vega et al., 2013).

Una facilidad para la dispersién de las semillas a larga distancia presumiblemente por el
viento (Arditti & Ghani, 2000) estaria implicada en la ausencia de una estructura genético-
espacial a distancias grandes entre poblaciones, mientras que lo observado a escala local
es decir una estructura genético-espacial positiva a distancias entre los 20 y 26 metros
después de la cual no se evidencia una autocorrelacion genético-espacial explicaria una

dispersion a esta distancia, indicando mecanismos de dispersién a corta y larga distancia.

¢ Existen cambios genéticos en las poblaciones de Stelis superbiens en las diversas

altitudes como respuesta a la gradiente altitudinal?

En Stelis superbiens el andlisis genético muestra que tres grupos genéticos estén presentes
en proporciones similares en las cuatro poblaciones que se distribuyen en lugares diferentes
y con distancias geograficas considerables, también estos tres grupos genéticos estan
presentes en cada uno de los individuos evaluados, sin una clara delimitacion espacial; esta
baja diferenciaciéon entre poblaciones supondria una estructura de una metapoblacion que
es presumible para orquideas epifitas (Winkler et al., 2009). Estas orquideas son
dependientes del estado de los bosques y de la presencia de los hospederos (Riofrio et al.,
2007), los bosques montanos sufren procesos de deforestacion y fragmentacion (Santos &
Telleria, 2006) lo que ha dejado aislados pequefios parches de bosques con arboles bajos
qgue albergan algunas de las orquideas epifitas y que pudieron haber ocasionado la
distribucion en parches de la poblacion (Winkler et al.,2009; Alexander et al., 2012), hechos
gue podrian en parte explicar la baja estructura genético espacial que podria ser una
consecuencia de perturbaciones antropogénicas como se ha visto en otras especies de

plantas (England et al., 2003) que podrian estar ocasionando cambios ambientales.
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CONCLUSIONES

La estructura genética de la poblacion indica la presencia de tres poblaciones genéticas en
las cuatro poblaciones estudiadas, los grupos genéticos observados estan distribuidos en
cada una de las cuatro poblaciones y todos los individuos evaluados indicando una variacion
genética intra poblacion alta del 97% mientras que la variacibn genética entre las
poblaciones es baja solo del 3%.

La estructura genético espacial a pequefia escala evidencia una autocorrelacién espacial a
distancias entre los 21 y 27 metros dentro de las poblaciones, asumiendo distancias cortas
de dispersién dentro de las poblaciones, pero a escala de todas las poblaciones no se
detecta una autocorrelaciéon espacial soportando la idea de una dispersion a larga distancia.

Dentro del gradiente altitudinal evaluado, las poblaciones no indican una estructura genética
particular para cada gradiente, los patrones genéticos observados son similares en las
cuatro poblaciones evaluadas por tanto el gradiente altitudinal en el rango estudiado podria

no ser el Unico factor determinante para los patrones genéticos observados.
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RECOMENDACIONES

Debido a los pocos estudios realizados para entender la variacién genética en poblaciones
de la familia Orchidaceae en nuestro pais, se recomienda continuar con los estudios con el
fin de obtener informacion acerca del estado de estas poblaciones para proponer medias de
conservacién acordes a la realidad de cada especie.

Se recomienda ampliar este estudio y localizar mas poblaciones para conocer si existen
posibles eventos de hibridacion en las poblaciones similares a las evaluadas y entender
como estas plantas al ser claves en procesos ecoldgicos del bosque montano son afectadas

por los cambios en su habitat.

Es necesario localizar poblaciones en rangos altitudinales mas amplios de los analizados en
este trabajo, para conocer si el patrén observado se sigue manteniendo o se pueden
detectar otros cambios a nivel intra e inter poblacional que se puedan atribuir a las

variaciones en las condiciones ambientales.
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