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RESUMEN EJECUTIVO

Los Andes Tropicales son uno de los centros de mayor diversidad y especiacion de
plantas en el mundo. Sin embargo, los estudios que documentan los patrones de
variacion genética dentro de las especies son todavia escasos. Phaedranassa cinerea es
una especie de planta perteneciente a la familia de las Amaryllidaceae, clasificada como
“Vulnerable” segun los criterios de la UICN. Esta especie esta restringida en las
estribaciones occidentales de los Andes ecuatorianos. El objetivo de este estudio es
entender los patrones de especiacion mediante la evaluacion de la estructura genética de
P. cinerea en relacion con la distribucion geografica. Mediante un enfoque bayesiano,
analizamos la diferenciacion genética de la especie con 13 loci de microsatélites
previamente desarrollados para el género. Analizamos la distancia genética y geografica
para conocer cdmo se relacionan. Nuestros resultados muestran que la diversidad
genética para esta especie es alta en comparacidn a otras especies del mismo género. En
el andlisis bayesiano se encontraron dos grupos genéticos de las seis poblaciones
analizadas. No encontramos evidencia de aislamiento por distancia. Las poblaciones
ubicadas en el noroccidente muestran menos riqueza de alelos que las poblaciones
suroccidentales de los Andes. La especie muestra exceso de homocigotos. Existe
evidencia de cuellos de botella reciente. Por lo cual, es necesario implementar esfuerzos
de conservacidn para que ocurra intercambio genético entre las poblaciones,
especialmente en lugares de intervencion antropogénica.

DESCRIPTORES: Amaryllidaceae, microsatélites, diversidad poblacional, especies
vulnerables.
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ABSTRACT

The Tropical Andes is one of the centers of the greatest plant diversity and speciation in
the world. However, studies documenting patterns of genetic variation within species
are still scarce. Phaedranassa cinerea is a species of plant belonging to the
Amaryllidaceae family, classified as "Vulnerable™ according to the IUCN criteria. This
species is restricted to the western foothills of the Ecuadorian Andes. This study is
aimed to understand speciation patterns by evaluating the genetic structure of P. cinerea
in relation to geographical distribution. Using a Bayesian approach, the genetic
differentiation of the species with 13 microsatellite loci previously developed for the
genus are analyzed, and it is analyzed the genetic and geographical distance to know
how they relate. Our results show that the genetic diversity for this species is high
compared to other species of the same genus. The Bayesian analysis found two genetic
groups of the six populations analyzed. Evidence of long-range isolation was not found.
Populations located in the northwest show less allele richness than the southwestern
populations of the Andes. The species shows excess homozygous. There is evidence of
recent bottlenecks. Therefore, it is necessary to implement conservation efforts so that
genetic exchange occurs between populations, especially in places of anthropogenic
intervention.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. LA IMPORTANCIA DE LOS ANDES

Los Andes son considerados una region anica y constituyen uno de los cinco puntos
criticos de biodiversidad y endemismo mas importante alrededor del mundo (Brush et
al., 2007). Esta cadena montafiosa es considera un sistema natural para la investigacion
del origen de la diversidad de plantas a escala espacial por algunas razones (Nevado et
al., 2018). Una de ellas, es la alta tasa de radiacion de especies de plantas (Luebert y
Weigend, 2014). Otra de las razones, es el alto nimero de plantas endémicas que tiene
esta region (Hughes, 2017). Se conoce que, en Ecuador de las 4500 especies endémicas,
3028 se encuentran en la region (Ledn-Yanez et al., 2011). Por Gltimo, se sabe que esta
gran diversidad surgio en parte en el reciente levantamiento de los Andes, ocurrido en el

Pleistoceno (Luebert y Weigend, 2014; Nevador et al., 2018).

Las cadenas montafiosas como los Andes tienen varias funciones en el paisaje, por
sus caracteristicas geogréaficas se ha reconocido como: un corredor que promueve el
intercambio de elementos bidticos de Norte a Sur, y a la vez es considerada una barrera
geografica que origina la especiacion (Luebert y Weigend, 2014). Esta Gltima
caracteristica de especiacion ocurre por la heterogeneidad de los Andes que da mayor
oportunidad a la colonizacion de nuevas especies (Hoorn et al., 2013). A menudo, se
asume que el tipo de especiacion que ocurre es alopatrico y sucede cuando las
poblaciones se aislan una de la otra por barreras geogréaficas o ecoldgicas, se separan los
acervos genéticos y divergen las poblaciones indistintamente (Wiens y Graham, 2005;

Nevador et al., 2018).



A pesar de la gran diversidad que tiene los Andes, estan siendo amenazado por el
cambio de uso de suelo, conductor que puede llevar a la pérdida y fragmentacion del
habitat (Mittermeier et al., 2011; Rodriguez y Leiton, 2021). Esto ha producido que
solamente en el Ecuador el 83% de las plantas endémicas estén clasificadas en peligro
de extincidn segun la UICN debido a los fuertes impactos antrépicos (Ledn-Yanez et
al., 2011; Oleas et al., 2012). Se cree que esto sucede porque las especies endémicas
tienen distribucion restringida, tamafios poblacionales pequefios y baja diversidad
genética, por lo tanto, son mas sensibles a la fragmentacion del habitat, aumenta la
endogamia y se pierde el potencial de las especies a adaptarse al cambio (Allendorf et
al., 2007; Forrest et al., 2017).Todos estos procesos se relacionan con los atributos de
las especies de estudio como: el tamafio y la densidad poblacional, la longevidad y el

modo de reproduccion (Aguilar et al., 2006; Hensen et al., 2011).

1.2.GENETICA DEL PAISAJE Y SUS COMPONENTES
La genética del paisaje, un campo interdisciplinario, que integra la perspectiva a
escala espacial determinada por los procesos bioldgicos y ecologicos de las especies de
estudio (Holderegger y Wagner, 2006) y puede ser una herramienta Gtil para conocer la
dindmica de las especies endémicas. Se compone de: la ecologia del paisaje, la genética

poblacional y las técnicas de analisis espacial (Balkenhol et al., 2015).

Por un lado, la ecologia del paisaje estudia la relacion patrén-proceso, ecoldgico y
espacial y busca integrar el espacio y el tiempo para evaluar como un ambiente
heterogéneo y cambiante puede influir en los procesos ecoldgicos de una especie
(Balkenhol et al., 2015) La ecologia del paisaje incluye en su metodologia los
problemas ambientales como: el cambio climatico, la fragmentacién, la pérdida de

habitats, entre otros (Holderegger et al., 2007).



En cuanto a la genética poblacional, estudia la composicidn y la variacion genética
en la poblacion influenciada por procesos micro-evolutivos en la matriz espacial
(Holderegger y Wagner, 2006). Uno de los factores importantes para los genetistas de la

poblacion es la variacion genética (Balkenhol et al., 2015). oleaMICROSATELITES

Uno de los marcadores moleculares neutrales son los Microsatélites (SSR)
apropiados para ser aplicados en poblaciones pequefias y en peligro (Allendorf et al.,
2017). Tienen utilidad en el estudio de la genética de la poblacion midiendo la tasa de
migracidn, diferenciando poblaciones y en eventos demograficos, esto sucede por su
alto nivel polimérfico y neutralidad. Ademas, son féciles y eficientes a la hora de

tipificar las muestras (Demarchi, 2009).

1.3. AMARYLLIDACEAE

La familia Amaryllidaceae son plantas herbaceas, perennes y bulbosas, tiene
alrededor de 90 géneros, con 1700 a 1800 especies (Meerow y Snijman, 2006). Su
distribucion es amplia, especificamente se distribuye en Africa, Eurasia y América
(Meerow et al., 2000). En Ecuador tiene 33 especies de esta familia, 12 de ellas
consideradas endémicas de las cuales, ocho estan “En Peligro” y cuatro “Vulnerable”
del género Phaedranassa y Eucrosia (Oleas, 2011b). Originalmente, habitan valles
secos, bosques andinos y bosques de litoral seco humedo, pero por el desarrollo
agricola, expansion urbana y la implementacion de carreteras, ahora las encontramos en

zona alteradas (Oleas, 2011Db).

1.4. EL GENERO Phaedranassa
Phaedranassa de la familia Amaryllidaceae es uno de los géneros con mayor numero
de especies endémicas en el Ecuador, 7 de las 8 especies son endémicas de este pais (P.

cinerea, P. brevifolia, P. glauciflora, P. schizantha, P. tunguraguae, P. viridiflora, P.



cuencanay P. dubia) y estan clasificadas como “Vulnerables” o “En Peligro” por la
UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) (Oleas, 2011b;
Meerow, 1990) (Figura 1). Este género se establecio a partir de la descripcion de la
especie P. chloracra por Herbert (1845). EI nombre de Phaedranassa proviene del
griego “phaidos” que significa alegre y “anassa” que significa reina. En Ecuador, el
nombre comun es “ashpa cebolla” que en quichua significa “falsa cebolla” (Oleas,
2011a). Es reconocido por ser un grupo monofilético dentro de la tribu Eucharideae,
que incluye especies con hojas pecioladas, inflorescencia pseudo-umbelada que va 6 a
20 flores tubulares de color rojo, rosa, amarillo o naranja segun la especie y el nimero

de cromosomas 2n = 46 (Meerow et al., 2020).

1.5. Phaedranassa cinerea

Phaedranassa cinerea es endemica del Ecuador, presente en las provincias de
Pichincha, Cotopaxi y Chimborazo entre los 850 a 1800 m de elevacion (Figura 3).
Habita en las laderas occidental de los bosques himedos de montafia baja a media de los
Andes, en zonas secas Yy rocosas (Meerow, 1990). Con relacion a su estado de
conservacion, Phaedranassa cinerea es una de las especies de la familia de las
Amarillydaceae clasificada como “Vulnerable”, segtn los criterios de la Lista Roja de
especies en peligro de la UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza) (Oleas y Pitman, 2003). Esto puede deberse al entorno en el que habita que

generalmente que son lugares abiertos en el borde de la carretera (Oleas, 2011b).

¢ Pero por qué es importante estudiar la estructura poblacional de Phaedranassa
cinerea? porque nos permitira evaluar la diversidad genética y a su vez saber si va a
sobrevivir con el tiempo la especie. Ademas, con este estudio podremos identificar

sitios de conservacion para preservar la diversidad genética de esta especie.



Las especies endémicas como Phaedranassa cinerea son importantes para
estudiar las dindmicas de especiacion y evolucion ocurridas en los puntos calientes
(Hotspot) de diversidad como son los Andes, porque son especies restringidas en areas
geograficas en particular (Oleas, 2011a; Matolweni et al., 2000). Gran parte de las
especies endémicas se encuentran en estado vulnerable o en peligro de extincion, lo que

resulta de gran importancia estudiarlas (Oleas, 2011a; Matolweni et al., 2000).

Ademas, las especies de la familia Amaryllidaceae se caracterizan por tener
alcaloides como la galantamina que actan como inhibidores de la acetilcolinesterasa,
gue se incrementa cuando las personas presentan la enfermedad del Alzheimer (Jiny
Yao, 2019). Por lo tanto, estudiar esta especie es importante por los potenciales usos
biomédicos como tratamiento farmacoldgico para esta enfermedad que afecta a mas de

50 millos de personas (OMS, 2017).

1.6. OBJETIVOS Y PREDICCIONES

La presenta investigacion pretende analizar la genética poblacional Phaedranassa
cinerea (Amaryllidaceae) mediante el uso de microsatélites, con el objetivo de
identificar la diferenciacion y diversidad genética entre y dentro de las poblaciones.
Analizar si el aislamiento por distancia (IBD por sus siglas en inglés) influye en la
diversidad genética. Ademas, identificar areas geograficas para la conservacion de la
diversidad genética de P. cinerea. Pretendemos encontrar que, a mayor distancia
geografica, mayor sera la estructura poblacional y mayor diferenciacion genética de

Phaedranassa cinerea.
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Figura 1. Mapa de la distribucién del género Phaedranassa en los Andes del Ecuador.



CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1. AREA DE ESTUDIO

2.1.1. COSTA DEL ECUADOR

La elevacion de la cordillera de los Andes permitié que se separe
geograficamente el Ecuador en tres regiones continentales: Costa, Sierra y Amazonia
(Prat, 2018). Para este estudio nos interesa la regién Costa porque Phaedranassa
cinerea, la especie de interés se distribuye en las estribaciones occidentales de los
Andes del Ecuador que forman parte de esta region (Figura 2) (Merrow, 1990).

La region Costa, 0 region baja occidental, se despliega desde el perfil costero
hasta los 1000 m.s.n.m. (Barros y Troncoso, 2010). Su extensién es aproximadamente
de 670 km de largo y 150 km de ancho, esto se debe a que en el Sur del pais esta region
es estrecha y se amplia desde la latitud de Guayaquil, adquiriendo mayor tamafio
(\Valeray Ron, 2018). Cuenta con llanuras bajas, cuencas sedimentarias, zona de
piedemonte y algunas cordilleras de baja altura. La region Litoral se puede dividir en
cuatro regiones: manglares, sabanas, la zona de cultivo y la zona de montafia (Prat,
2018).

El clima de la region Costa se caracteriza por ser tropical arido, seco o humedo
dependiendo de la zona. La temperatura promedio es de 24 0 25°C, puede ser menor en
la cordillera con 22°C. La precipitacion varia de acuerdo a la ubicacion y a la corriente
Humboldt, entre 60 mm a 2000 mm anuales. La presencia de la corriente de El Nifio y
la Zona de Convergencia Intertropical da origen a la estacion humeda en los meses de

diciembre y entre abril y mayo, con altas temperaturas y lluvias abundantes. La estacion



seca, de junio a noviembre o diciembre, se caracteriza por tener menores temperaturas y

poca lluvia (Valera 'y Ron, 2018).
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Figura 2. Ubicacion del &rea de estudio: Region Costa

2.2.ESPECIE DE ESTUDIO
2.2.1. Phaedranassa cinerea Ravenna (1984)

Phaedranassa cinerea es una especie bulbosa, con hojas pecioladas y flores
tubulares y de color rosa palido o rosa coral con bandas de color verde en los tépalos y

una banda amarilla que separa estas dos zonas (Meerow, 1990). La distribucién se
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restringe en las estribaciones occidentales de los Andes de Ecuador, especificamente en

las provincias de Pichincha, Cotopaxi y Chimborazo entre los 850 a 1800 m de

elevacion (Figura 3). Las poblaciones de Phaedranassa cinerea se encuentran en

lugares alterados y en el borde de la carretera (Oleas, 2011a).
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Figura 3. Mapa de distribucion geogréafica de Phaedranassa cinerea en las

estribaciones occidentales de los Andes del Ecuador




2.3.RECOLECCION DE MUESTRAS

Para el estudio genético, se colectaron hojas frescas de individuos a lo largo de la
distribucion de P. cinerea. Las muestras se llevaron a secado rapido en silica gel. Para
evitar muestrear el mismo individuo, se seleccionaron hojas cuya base del peciolo
estaba separada por al menos un metro, debido que, las especies de Phaedranassa spp.

tienen reproduccion vegetativa clonal por bulbos (Oleas et al., 2016).

2.4 EXTRACCION, CUANTIFICACION Y GENOTIPADO DE ADN

La extraccion y cuantificacion del ADN se hizo en base a los protocolos descritos en
Oleas et al. (2005; 2009). La extraccion del ADN se realiz6 con el kit FastDNA de Q-
Biogen. Los individuos fueron genotipados usando 13 microsatélites previamente
desarrollados para P. schizantha (ps2, ps13, psl16, ps27 y ps28) (Oleas et al., 2009) y P.
tunguraguae (ptl4, pt21, pt32, pt39, pt43, pt48, pt49 y pt61l) (Anexol) (Oleas et al.,

2005, 2009).

El procedimiento de reaccion en la cadena de la polimerasa (PCR) se hizo en base a
los protocolos de Oleas et al. (2005, 2009). En el caso de no amplificarse y si los alelos
mostraran una diferencia de un par de bases (pb) fue necesario repetir hasta tres veces el
procedimiento. Después de esto, si no se observaba ningin cambio en un par de bases se
elimind del analisis (Oleas, 2011). El tamafio de los fragmentos de ADN, productos de
la PCR, fueron identificados mediante electroforesis capilar de en AB3730 utilizando
GeneScan 500 ROX (Oleas et al., 2005). Los alelos se identificaron con el software

DNA SEQUENCIG ANALYSIS version 3.7. (Oleas et al., 2005).
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2.5.ANALISIS ESTADISTICO

2.5.1. CONTROL Y CALIDAD DE DATOS:
Los alelos nulos, errores de genotipado y la pérdida de alelos fueron analizados
con el programa Micro-Checker version 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). La
presencia de los alelos nulos no permite identificar los heterocigotos y por lo tanto

complica la interpretacion de los resultados (Carlsson, 2008).

2.5.2. ESTADISTICA DE DIVERSIDAD GENETICA:

La estadistica descriptiva, que incluye datos del nimero de alelo (N), nimero de
alelos efectivos (Ne), numero de alelos privados (PA), heterocigosidad observada
(Ho) y esperada (He) e indice de fijacion (F), se estimaron con el programa
GENALEX version 6.5.03 (Peakall y Smouse, 2006). El desequilibrio de ligamiento
(LD) y una prueba global para evaluar la desviacion Hardy-Weinberg con déficit de
heterocigotos se calculo con el programa GENEPOP versién 4.7 para lo cual, se
utilizaron los parametros para la cadena de Markov: 10 000 lotes de 10 000
interacciones por lote y 10 0000 desmemorizacién (Raymond y Rousset, 1995;

Rousset, 2008).

2.5.3. ESTRUCTURA Y ASIGNACION DE POBLACIONES:

El programa GENALEX versién 5.5.03 (Peakall y Smouse, 2006) se utilizd
para calcular la diferenciacion genética con el Fst y Dest. Para conocer el porcentaje
de divergencia entre poblaciones se realiz6 el Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA) con 999 permutaciones en el programa GENALEX (Peakall y Smouse,
2006), este andlisis es método para incluir diferentes estimaciones de la variacion
genética en distintos niveles jerarquicos como la comparacion entre poblaciones,
dentro la poblacion y entre individuos de cada poblacién (Meirmans, 2006). El
analisis Bayesiano se realizé con el programa STRUCTURE version 2.3.4, que
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ayuda a identificar poblaciones distintas y asignar individuos a cada poblacién
genética (Pritchard et al., 2000). Para la ejecucidn, se usé un modelo de mezcla, con
2 000 000 de repeticiones y la duracion del periodo de quemado de 500 000 con 20
corridas por cada K (nimero de poblaciones), y se estudiaron K desde 1 hasta 7.
Posteriormente, los resultados se ingresaron en el programa STRUCTURE
HARVESTER (Earl, 2011), el cual utiliza el método de Evanno et al. (2005) y
produce una gréfica que ayuda a detectar el nimero de grupo genético (K) que se
ajusta mejor a nuestros datos (Earl y vonHolt, 2012). Ademas, usamos CLUMPAK
(Jakobsson y Rosenberg, 2007), que resume las corridas de cada K separandolas en
distintos grupos empelando el método de Evanno et al. (2005) (Kopelman et al.,

2015).

2.5.4. AISLAMIENTO POR DISTANCIA
Se calculé con la extension de GENALEX version 6.5.03 (Peakall y Smouse,
2006), correlacionado una matriz de distancia geografica y la matriz de distancia
genética, y se probo la significancia de la correlacion mediante una prueba de

Mantel.
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3. RESULTADOS

Tabla 1. Estadisticas descriptivas basicas de Phaedranassa cinerea: Nimero de muestra (N); Numero de alelos

3.1.CONTROL Y CALIDAD DE DATOS:

Se evidenciaron alelos nulos en un rango de 5 a 10 loci por poblacién con

CAPITULO I

MICRO-CHECKER (Tabla 1). Los alelos nulos generalmente aparecen cuando las

poblaciones tienen un alto tamafio poblacional efectivo y podrian desviar el

equilibrio HWE (Chapuis y Estoup, 2007). Por lo tanto, para abordar esta

problemadtica, eliminamos los dos loci que mostraban alelos nulos en todas las

poblaciones. Nuestros datos no mostraron un cambio significativo en Fst al eliminar

los alelos nulos, con los 13 loci tuvimos un Fst = 0.16 y con 11 loci el Fst = 0.17, al

no existir un cambio significativo en este valor todos los andlisis se realizaron con

los 13 loci de microsatélites (Anexo 2).

(Na); Namero de alelo efectivo (Ne), heterocigosidad esperada y observada (He, Ho), indice de fijacion (F), nGmero de

pares de locus con Desequilibrio de ligamiento (LD), Numero de alelos privados (PA), Loci con evidencia de alelos

nulos (NL)
Pop N Na Ne Ho He Fa LD PA NL
1pc 28 5.23 2.48 0.31 0.50 0.33*** 5 1 7
3pc 26 6.08 3.06 0.40 0.57 0.29*** 0 1 6
4pc 28 8.69 3.19 0.43 0.60 0.30*** 4 1 6
5pc 28 8.54 4.44 0.40 0.68 0.39*** 2 2 8
7pc 30 6.46 2.62 0.36 0.52 0.28*** 6 1 5
8pc 30 8.23 4.20 0.35 0.69 0.48*** 4 1 10
Promedio 28.3 7.21 3.33 0.38 0.59 0.34 4 1

a = Significancia determinada por la prueba Global Hardy-Weinberg con el pardmetro de H1=déficit de heterocigotos

*** P <0.001 **P <0.01y *P <0.05
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3.2.DIVERSIDAD GENETICA:

Se identificaron un total de 180 alelos en 13 loci de microsatélites polimérficos
(SSR) en 6 poblaciones. Dentro de cada poblacion se encontrd que el nimero medio
de alelos (Na) es de 7.21, el rango puede ir desde 5.23 a 8.69 (Tabla 1). EI nGmero
medio de alelos efectivos (Ne) fue de 3.33, varia entre el rango de 2.48 a 4.44 entre
poblaciones (Tabla 1). La heterocigosidad observada (Ho) de 0.31a 0.43y la
heterocigosidad esperada de 0.50 a 0.69 (Tabla 1). Las poblaciones mas diversas
fueron: 8P.c, 5P.c y 4P.c, mientras que la poblacion 1P.c, 3P.c y 7P.c muestran
menor cantidad heterocigosidad observada e en relacién con la heterocigosidad
esperada (Tabla 1). El indice de fijacion fue mas alto en la poblacion 8P.c con 0.48
y el mas bajo con 7P.c con 0.28 (Tabla 1). Por otro lado, el desequilibrio de
ligamiento (LD) se encontrd en poblaciones menos diversas como la 1P.cy la 7P.c,
con 5y 6 respectivamente (Tabla 1). El nimero de alelos privados (PA) vario de 1 a

2 en cada poblacién (Tabla 1).
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Figura 4. Estructura espacial de seis poblaciones de Phaedranassa cinerea con los resultados del agrupamiento
Bayesiano de STRUCTURE con K=2

15



3.3.ESTRUCTURA POBLACIONAL Y ASIGNACION DE POBLACIONES

El Fst y Dest muestran las mismas tendencias de diferenciacion entre las
poblaciones. Por ejemplo, la mayor diferencia fue entre las poblaciones 5P.c y 7P.c
con 0.53 en el Desty 0.16 en el Fst (Tabla 2). Mientras que, las poblaciones con
menor diferenciacion fueron entre la poblacién 3P.c y 4P.c con 0.07 en el Dest y
0.04 con el Fst, seguido por las poblaciones 1P.c y 7P.c con 0.13 en Dest y 0.07 con
el valor de Fst (Tabla 2). Ademas, todas los calculos de Fst poblacional tienen un

valor de P < 0.001, que muestran ser altamente significativos (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de Fst y Dest para las 6 poblaciones de Phaedranassa cinerea

Fst debajo de la diagonal y Dest arriba de la diagonal

1P.c 3P.c 4P.c 7P.c 8P.c 5P.c
1P.c 0.33 0.35 0.13 0.23 0.44
3P.c 0.13*** _ 0.07 0.40 0.20 0.39
4P.c 0.13*** 0.04*** 0.41 0.19 0.38
7P.c 0.07*** 0.15*** 0.15*** L 0.27 0.53
8P.c 0.08*** 0.07*** 0.06*** 0.09*** 0.33
5P.c 0.14*** 0.11%** 0.10%** 0.16*** 0.08***

Los resultados del AMOVA indican que el 15% de diversidad entre las
poblaciones y el 85 % dentro de las poblaciones. El valor P < 0.001, por lo tanto, es

significativos (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados del Analisis de Varianza Molecular de Phaedranassa cinerea

Fuente de variacion % Estadisti Valor F P

variacion casdeF

Entre poblaciones 15%

Fst 0.154 0.000
Dentro de poblaciones 85%
Total 100%

*** P <0.001 **P <0.01y *P <0.05

16



) Leyenda
i POP Altitud

o spc [ o200

7Pc [ ]400-600

sp.c [ ] 600-700

4Pc [ |>7000

3Pc
1P.c

XX 1 XOX

0 2550 100 150 200
O — — KM

Figura 5. Estructura espacial de seis poblaciones de Phaedranassa cinerea con los resultados del agrupamiento
Bayesiano de STRUCTURE con K=4
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Utilizando el método delta K de Evanno et al. (2005) en STRUCTURE
HARVESTER indican que la mejor K es igual a 2, seguido por el K igual a 4 (Figura
6). Cuando K= 2 se forman dos grupos, uno formado por las poblaciones 1P.cy 7P.cy
otro por las poblaciones 3P.c, 4P.c, 5P.c y 8P.c (Figura 5A) (Figura 4). Mientras que,
cuando K=4 se identific cuatro grupos poblacionales, uno formado por 1P.cy 7P.c, el
segundo por 3P.c y 4P.c y los dos ultimos formados por las poblaciones 8P.c y 5P.c
(Figura 5). Todas las poblaciones se ubican entre los 600 a 700 m de altitud de la
cordillera occidental de los Andes (Figura 4 y 5). Las poblaciones 1P.c, 7P.c y 8P.c se
encuentran al norte y las poblaciones 3P.c, 4P.c, 5P.c al sur de la cordillera occidental

de los Andes (Figura 4y 5).

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

1500

1000

Delta K

500

Figura 6. Delta K: muestra el valor mas probable para K con STRUCTURE
HARVESTER

18



A) K=2

B) K=4

Figura 7. Agrupamiento poblacional basado en el modelo Bayesiano de
Phaedranassa cinerea: A) Método de Evanno et al. (2005) asumiendo K=2 y B)
Método de Evanno et al. (2005) asumiendo K=4.

3.4. AISLAMIENTO POR DISTANCIA

No se evidencid correlacion entre la distancia geografica en kilometros y la distancia
genética con el Fst por Pares, tal como indican los valores de R=0.276 y P =0.164

(Figura 7).
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Figura 8. Prueba de Mantel para determinar la relacion entre la distancia genética

(FstP) y la distancia geogréfica (Km) entre las poblaciones de Phaedranassa cinerea
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CAPITULO IV

4. DISCUSION

Este trabajo presenta un primer analisis de la estructura genética poblacional de
Phaedranassa cinerea mediante la identificacion la diversidad genética y el anélisis de
la influencia de los patrones geograficos en la diversidad genética. Con la informacion
recabada se pudo identificar areas de conservacidn para las poblaciones P. cinereay se

detallara en las siguientes secciones de la discusion

4.1 DIVERSIDAD GENETICA

Para las poblaciones de P. cinerea analizadas en este estudio mostraron niveles
bajos de diversidad genética (Cueva-Agila et al., 2019; Garcia-Montes et al., 2022),
pero altos en relacion con otras especies de Phaedranassa previamente analizadas con
los mismos microsatélites (Oleas et al., 2012; 2016) (Tabla 1). La diversidad P. cinerea
(He=0.59) es alta con respecto con P. tunguraguae (He=0.18) y P. schizantha
(He=0.29). Este valor esta relacionado con lo que se espera para especies que tienen una
distribucion restringida, son endémicas y ademas son vulnerables o estan en peligro de

extincion (Oleas, 2011; Oleas, et al., 2012; 2016; Garcia-Montes et al., 2022).

El nimero de alelos (Na) para las poblaciones ubicadas al noroccidente de la
cordillera de los Andes es menor y esto puede deberse a un nivel mas alto de endogamia
entre las poblaciones 1P.c y 7P.c (Tabla 1) (Figura 6). Mientras que, las poblaciones
ubicadas al suroccidente manejan un numero de alelos (Na) mayor, incluyendo la 8P.c
(Tabla 1) (Figura 6). A pesar de la diferencia del nimero de alelos (Na) existe un flujo
genético entre las poblaciones, esto lo podemos apreciar en el andlisis bayesiano de

STRUCTURE (Figura 7)
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Phaedranassa cinerea efectivamente muestra un exceso de homocigotos, por lo
tanto, se viola uno de los supuestos del equilibrio HWE (Tabla 1). Esta afirmacion se
verificd con un cambio no significativo del Fst al corregir los loci con alelos nulos que
se presentaban en todas las poblaciones (Anexo 2). Lo que pueden estar ocurriendo con
P. cinerea es que al tener pequefias poblaciones exista endogamia, deriva genética, flujo
de genes restringidos y perdida de heterocigotos (Frankham et al., 2002). De hecho, los
efectos de la deriva genética son mayores en poblaciones pequefias, 1o que provoca que
las frecuencias alélicas cambian, se pierda la variacién genética y cuando no hay
variacion genética los alelos se fijan (Allendorf et al., 2007). Esto se muestra en el

indice de fijacion (F) que es cercano a 1 (Tabla 1).

La Tabla 2 muestra un valor mayor para los Dst y menor para el Fst, esto ocurre
porque Fst puede minimizar la diferenciacion genética al momento de realizar
comparaciones entre poblaciones y entre cada locus (Heller y Siegismund, 2009). En el
Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA) muestra que el 85% de la variacion genética
esta dentro de las poblaciones y solo el 15% entre las poblaciones, este valor es parecido

para especies de este género (Oleas et al., 2012; 2016).

4.2. ESTRUCTURA POBLACIONAL Y PATRONES DEMOGRAFICOS

Las especies del género Phaedranassa estan restringidas a areas pequefias de los
Andes, sin embargo, Phaedranassa cinerea es una de las especies que muestra una
distribucion amplia (Oleas, 2011; Oleas et al., 2012; 2016) (Figura 6). En el anélisis
Bayesiano en STRUCTURE se observa la presencia de dos grupos genéticos. Un grupo
estd formado por las poblaciones ubicadas en el noroccidente de los Andes que es 1P.c
y 7P.c, y el otro grupo esta formado por las poblaciones 3P.c, 4P.c, 5P.c y 8P.c,

ubicados en el suroccidente de los Andes, excepto por la poblacion 8P.c ubicada en el
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noroccidente (Figura 5a y Figura 6). Las poblaciones que tienen mayor nimero de
alelos por locus muestran valores altos de alelos efectivos y son aquellas que se ubican
al suroccidente de los Andes. Por otro lado, las poblaciones ubicadas al noroccidente
exhibieron baja diversidad genética con altos valores en el desequilibrio de ligamiento
(Tabla 1y Figura 6). Este aumento ligero en el desequilibrio de ligamiento (LD) puede

deberse a cuellos de botella recientes en las poblaciones (McVean, 2002).

Sugerimos que la historia demogréafica de P. cinerea es reciente, es decir, han
ido colonizando nuevas areas o sus poblaciones han sido reducida por cuellos de botella
recientes (Oleas, 2011). En el caso de P. cinerea se encontrd evidencia de cuellos de
botella en la prueba de signos en todas las poblaciones (Oleas, 2011). Esto fue similar
en la estructura genética poblacional de P. schizantha y P. tunguraguae (Oleas et al.,

2012; 2016).

El andlisis de aislamiento por distancia (IBD por sus siglas en inglés) que
correlaciona la matriz de distancia genética y la matriz de distancia geogréfica, con
pendiente de regresion cerca de cero, muestra que no existe correlacion entre estas dos
variables (Figura 7). Estos mismos resultados se mostraron en las otras especies de este
género (Oleas et al., 2012; 2016). EI modelo de aislamiento por distancia evalta en
linea recta, es decir, no toma en cuenta los accidentes geogréaficos como las montafas,
las costas, colinas, entre otros, que impide el flujo genético entre poblaciones, y
tampoco variables ecoldgicas y climéticas (Bohonak, 2002; Cushman et al., 2013). Por
lo tanto, sugerimos utilizar el modelo de aislamiento por resistencia que permitira
eliminara estas limitaciones que dificultan comprender la estructura poblacional de

Phaedranassa cinerea (Cushman et al., 2013)
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Para entender mejor los patrones demograficos de P. cinerea debemos utilizar
calculos bayesianos que puedan inferir diferentes escenarios geograficos. Por ejemplo,
podemos inferir dos hipotesis principales de colonizacidn que pudiese estar ocurriendo
en las poblaciones de P. cinerea, son: 1) las poblaciones originales son aquellas que se
encuentran en el suroccidente de los Andes 3P.c, 4P.c y 5P.c, incluyendo la 8P.c y
después divergio las poblaciones 1P.c y 7P.c y 2) Las poblaciones que se encuentran en
el noroccidente de los Andes, 1P.c y 7P.c podrian ser la fuente original de variacién y
las poblaciones del suroccidente de los Andes 3P.c, 4P.c, 5P.c y 8P.c son las

poblaciones recientes.

4.3. IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

Las poblaciones que enfrentan un riesgo de extincion presentan baja diversidad
genética, mayor fuerza de la deriva geneética y consanguinidad. Sin esta variacion
genética las poblaciones no pueden evolucionar y sobrevivir con el tiempo (Allendorf et
al., 2007). Generalmente, este proceso esta influenciado por varios factores, asi como la

historia demografica, la actividad humana y el cambio climatico (Pimm et al., 2004).

Los resultados de la genética poblacional de P. cinerea muestra que la
diversidad genética es alta a comparacion a las otras especies del género y no tiene una
la diversidad genética distribuida de manera homogénea entre las poblaciones (Tablal).
Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos proponemos tres areas de manejo:
1) las poblaciones 1P.c y 7P.C que muestran baja diversidad genética y necesitan que
sean monitoreadas continuamente, 2) las poblaciones que se ubican al suroccidente
3P.c, 4P.c y 5P.c de los Andes que tienen diversidad genética pero se debe mantener la

conectividad entre ellas para mantener la poblacion , y 3) la poblacion 8P.c deberia ser
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una fuente de variacion para las poblaciones que presentan baja diversidad como es la

1P.cy 7P.c.

Phaedranassa cinerea esta clasificada como Vulnerable segun la categoria y
criterio Blab(iii) de la UICN (Oleas y Pitman, 2003). Se refiere cuando la poblacion
estd enfrentando un riesgo de extincion porque su distribucion geografica esta
restringida es menor de 20. 000 km2 (UICN, 2012). Ademas, la zona de ocupacién se
encuentra severamente fragmentada con una disminucién continua, observada, inferida
o proyectada (UICN, 2012). Presentan una forma de reproduccién asexual y
autopolinizacion, lo cual ayuda a que su extincion no ocurra en un periodo de tiempo
corto sin embargo aumenta la endogamia (Niklas y Cobb, 2016; Wilcock, y Neiland,
2002). Otra de las ventajas es la morfologia de la planta, como son bulbos le ha
proporcionado larga vida para que pueda sobrevivir en un entorno cambiante como son

el borde de las carreteras o en lugares alterados (Phillips, 2010).

Este estudio ejemplifica lo que esta sucediendo en especies vulnerables,
restringidas a area demografica especificas y que manifiestan la baja diversidad
genética, como es P. cinerea y otorga informacion importante para la planificacion de

estrategias de conservacion de esta especie.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios demograficos adicionales para entender mejor la
estructura poblacional de P. cinerea. El Fst es una medida de diferenciacion genética
que tienen una relacion con el nimero de migrantes y estos datos deben ser
complementados para evitar cualquier mal interpretacién de los datos, por ejemplo, si la
tasa de migracion es menor va a existir menor combinacion genética entre las

poblaciones (Allendorf et al., 2007). Ademas, es necesario conocer las barreras
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genéticas y geogréaficos que impiden el flujo de genes entre poblaciones. Finalmente,
este estudio también planea conocer como surgio la diferenciacion entre las poblaciones
y si esto se debe a cambios al azar en el paisaje, la degradacion causada por la actividad

antropogénica o el cambio climatico.

Como medida de prevencién de la perdida de diversidad genética recomendamos que
las areas de conservacion sugeridas en la seccion de implicaciones para la conservacién
sean conectadas mediante la proteccion de bosques naturales. Ademas, al ser una
especie con flores vistosas puede ser utilizada de forma ornamental, esto ayudara a traer
especies polinizadores y a su vez que las poblaciones P. cinerea expandan su
distribucion

CONCLUSIONES

En conclusion, los Andes representan un lugar para estudiar la diversidad
genética y la estructura poblacional de especies endémica. Los resultados muestran que
P. cinerea tiene una alta diversidad genética con relacion a otras especies de
Phaedranassa, lo que podria deberse a su forma de reproduccion asexual,
autopolinizacion, morfologia de la planta y a su mayor area de distribucion. Ademas, se
encontrd que las seis poblaciones que pertenecen a Phaedranassa cinerea, se dividen en
dos grupos principales segun el analisis de STRUCTURE, y estos dos grupos
evidencian una diferencia genéetica moderada entre las poblaciones del noroccidente que
tienen menor diversidad genética, excluyendo la poblacion 8P.c y las poblaciones
suroccidentales de los Andes con mayor diversidad. No mostraron evidencia de
aislamiento por distancia (IBD por sus siglas en inglés). Por lo cual, es importante
realizar estudios complementarios demograficos que demuestren cuando ocurrio la

divergencia y entender los factores responsables detras de la divergencia entre las
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poblaciones noroccidentales, las poblaciones suroccidentales de los Andes, vy el

aislamiento de la poblacién 8P.c con las poblaciones 1P.c y 7P.c
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencia de cebadores para los 13 loci de microsatélites de Phaedranassa
cinerea. Tomado de (Oleas et al., 2005; 2009).

Loc No. de acceso Cebador delantero (5°-3°) Cebador reverso (3’-5°)
us GenBank
Ps2 FJ427510 TCTTGATGTACGCCCTCGG TTTCGGCTCACACCCTCC
Ps13 FJ429258 AGCTTGGAAGAGGTCAGGC AGCTTTCTCACATCTTGGCT
TC
Ps16 FJ429259 TGGACATTGAAGTCGAACT TCGTGTCAACAAATATCAA
CTTATC GTGTG
Ps27 FJ571145 TCCTGGTGTTTCTTCCCCTC  TGAATTGTCTGAAGTCTAC
TACTGC
Ps28 FJ429260 TGGCAATCAACCAAAGGCT GCTTGGCATCTCCTCTTT
C GC
Pt14 AY994159 TCCTTGTATCGTATGCTCCC CAAACGCTGTATCCCCT
TC
Pt21 AY971880 GATGGAAAATGATGACGCA ACCCTTCCTTTGAACCCT
AG AC
Pt32 AY934527 AACGTACACGTACATTGTCT TCCTTGATCACGAAAAT
G CGTAG
Pt39 AY971882 TCAAAACACTCATACCAAC CCTCTCTCTCCAAACTCT
ACC CTC
TTCTCCTTACGAATGCTCAC GACCAAACCCATTTCTCTA
Pt43 FJ380999 C
Pt48 FJ381000 CCAACCTCAAGATAAGTTC CTAAATGATGATGGCTGAC
AAG C
Pt49 FJ381001 GGCATCACAAGGCATCATT GGCTAAATGTGAATGAA
G CTTGC
GCTTTACAGCTCAATAACA
Pt61 FJ381002 GG TCGAGGCACATGATTAA
GTC
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Anexo 2. Estadistica descriptiva: A) Promedio de las estadisticas de F de 13 loci en

todas las poblaciones (Fis, Fst, Dest). B) Promedio de las estadisticas de F de 11 loci en

todas las poblaciones (Fis, Fst, Dest).

A Fis Fst Dest B Fis Fst Dest

Locild 0.674 0.102 0.424 Locild - - -
Loci2l 0.366 0.143 0.803 Loci2l 0.366 0.143 0.803
Loci32 0.142 0.106 0.402 Loci32 0.142 0.106 0.402
Loci39 0.032 0.095 0.383  Loci39 0.032 0.095 0.383
Loci48 0.253 0.147 0.311 Loci48 0.253 0.147 0.311
Loci43 0.672 0.092 0.123 Loci43 - - -
Loci49 0.114 0.116 0.073 Loci49 0.114 0.116 0.073
Loci2 0.675 0.243 0.449 Loci2 0.675 0.243 0.449
Locil6 0.107 0.277 0.329 Locil6 0.107 0.277 0.329
Locil3 0.587 0.401 0.684 Locil3 0.587 0.401 0.684
Loci6l 0.162 0.087 0.114 Loci6l 0.162 0.087 0.114
Loci28 0.507 0.137 0.159  Loci28 0.507 0.137 0.159
Loci27 0.444 0.141 0.251 Loci27 0.444 0.141 0.251
Total 0.366 0.161 0.308  Total 0.300 0.173 0.321

Nota: los datos de la parte B de la tabla que se encuentran vacios son los que se

mostraron nulos y nos sirvieron para comprobar si efectivamente la poblacion mostraba

exceso de heterocigotos
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Anexo 3. Estadistica descriptiva de los 13 loci de microsatélites de Phaedranassa
cinerea por cada poblacion. Tamario de muestra (n), nimero de alelos (Na), numero de
alelos efectivos (Ne), Heterocigosidad observada y esperada (Ho-He), indice de fijacion
(F) y equilibrio H-W con valores de p(Sig). ns= no significativo *** P < 0.001 **P <
0.01y *P <0.05

Pgsslacio Locus n Na Ne Ho He F sig
1pc Locita 23 7000 3699 052 . 0285 s
Locil 20 5000 2817 0138 ., 0786 s

L ocia 30 7000 2206 0400 ) 0291 N

L ociag 28 6000 2942 ) 0 -0.082 Ny

ocis 30 3000 1183 0 .0 0355 N

ociaa 30 4000 1963 33??' 4910' 0.320 s

L ocids 30 2000 1385 L0 .0 0040 Ny

L ocio 20 3000 1150 > .0 0205 s

Locils 20 3000 2100 > o) -0.053 Ny

Locil 30 7000 2381 108' 588' 0.828 s

L oci6l 30 3000 1484 0 o0 -0.022 Ny

L ociog 25 5000 2311 0 . 0788 s

o 5 B0 ess O 0 sy

3| it 28 8000 3980 0 .0 076l s
Loci2l 29 g 0 s 6550. 8223 0.209 ns

Loci32 8 9 0 baze 857O | 844(1)' 0015 ns

L oci3 20 7000 3681 oo 0 0053 N

L ocids 20 5000 2885 o0 O 0261

L ocia3 25 4000 2828 .0 o0 0.443 .

L ocias 28 4000 1247 ) o> -0.080 N

Loci2 22 6000 3796 0. 0 0691 ox
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