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RESUMEN EJECUTIVO

La cordillera de Los Andes posee una gran variabilidad climéatica y geomorfologica y por
esta razon tiene una alta riqueza ecosistémica. Existen varios factores para que los Andes
sean una gran fuente de diversidad de especies vegetales y animales como las formaciones
geogréficas, el climay su altura. Se conoce que en los Andes en el Ecuador existen alrededor
de 4000 especies de flora endémica, el 83% de las especies se encuentran en peligro de
extincion segun los criterios de la UICN. Phaedranassa glauciflora pertenece a la familia
Amaryllidaceae, es una especie de hierba terrestre bulbosa endémica del Ecuador, localizada
en la Sierra ecuatoriana en la provincia de Chimborazo y Morona Santiago entre los 2000 y
2500 m de altitud. Sus poblaciones en su gran mayoria fueron encontradas en zonas alteradas
por la agricultura y la ganaderia. Debido a esto y al nimero limitado de poblaciones,
Phaedranassa glauciflora se encuentra categorizada como una especie en peligro de
extincion que esta incluida en la lista roja. El objetivo de esta investigacion se centrd en
determinar la estructura genética poblacional de la especie, por lo cual se estudiaron cinco
poblaciones. Se genotiparon 142 individuos con 13 cebadores de microsatelites desarrollados
para el género. Se utilizaron métodos bayesianos para investigar la estructura de la poblacién,
demostrando que las cinco poblaciones presentan valores bajos de diversidad genética,
forman dos grupos genéticos y una sub estructura relacionada a la geografia y que existe una
correlacion entre distancia genética y distancia geogréfica.

DESCRIPTORES: Diversidad, endemica, especies en peligro de extincion, microsatélites,
poblacién.
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ABSTRACT

The Andes mountain range has a great climatic and geomorphological variability and for this
reason it has a high ecosystemic richness. There are several factors that make the Andes a
great source of diversity of plant and animal species, such as geographic formations, climate,
and altitude. It is known that in the Andes in Ecuador there are about 4000 species of endemic
flora, 83% of the species are in danger of extinction according to IUCN criteria.
Phaedranassa glauciflora belongs to the family Amaryllidaceae, is a species of bulbous
terrestrial herb endemic to Ecuador, located in the Ecuadorian Sierra in the province of
Chimborazo and Morona Santiago at about 2000 and 2500 m altitude. Its populations were
mostly found in areas disturbed by agriculture and livestock. Because of this and the limited
number of populations, Phaedranassa glauciflora is categorized as an endangered species
that is included in the red list. The objective of this research was to determine the genetic
population structure of the species, for which five populations were studied. For this purpose,
142 individuals were genotyped with 13 microsatellite primers developed for the genus.
Bayesian methods were used to investigate the population structure, showing that the five
populations have low values of genetic diversity, form two genetic groups and a sub-structure
related to geography and that there is a correlation between genetic distance and geographic
distance.

KEYWORDS: Diversity, endemic, endangered species, microsatellites, population
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Los Andes tropicales son conocidos como un hotspot de biodiversidad ya que
poseen una gran variabilidad climatica y geomorfoldgica, y son uno de los 25 puntos
criticos de biodiversidad (Cuestas et al., 2012). Existen varios factores para que los Andes
tropicales sean una gran fuente de diversidad de especies vegetales y animales, tales como
la topografia, el clima, y el gradiente altitudinal (Mendoza, 2014). Es uno de los lugares
con mayor diversidad de plantas y alta riqueza ecosistémica, pero al mismo tiempo esta
sufriendo una gran pérdida de habitat (Cuestas et al., 2012), por lo que su conservacion es

una prioridad.

El Ecuador es uno de los paises megadiversos con la mayor concentracion de
especies por area en el mundo (Velazquez, 2019). Se conoce que existen mas de 4000
especies de flora endémica, el 83% de las especies se encuentran en peligro de extincién
segun lo declara la UICN (Valencia et al., 2000). Ademas, la mitad se encuentran
unicamente en los Andes. La gran diversidad de habitats y la riqueza de especies se
encuentra influenciada por todos los procesos geoldgicos. Sin embargo, la gran diversidad
bioldgica podria ser explicada por el aislamiento de poblaciones que favorece procesos de
especiacion causada por la diversidad de paisajes, suelos, altitud y gradientes de

temperatura (Garrido y Vazquez, 2013; Tobar, 2019).

La especiacion comprende los diferentes procesos evolutivos por los cuales una
poblacion de una determinada especie diverge dando lugar a la formacion de otra o varias
especies genéticamente diferentes que sufren aislamiento reproductivo (Garrido y Vazquez,
2013; Tobar, 2019). Existen dos tipos de especiacion que ocurren de acuerdo a la geografia,
la especiacion alopatrica y la simpatrica. En términos generales, la especiacion simpatrica

1



ocurre cuando la competencia entre poblaciones conduce a la diferenciacion del nicho
ecologico, mientras que la especiacion alopatrica requiere una barrera espacial que conduce

al aislamiento genético (Losos y Glor, 2003).

1.1. Estructura genética

La estructura genética se refiere a como se organiza la variacion genética. Lo
primero que debemos hacer para estimar la estructura genética es determinar la variacion
genética de los individuos en la poblacién, por otra parte, estos datos también nos ayudan
con los propdsitos de genética del paisaje, ya que nos permite realizar una exploracion de
cémo se distribuye la diversidad en el espacio (Manel et al., 2003) y finalmente conocer la
estructura genética nos ayuda a conocer donde y cémo se distribuye la diversidad de las
especies para poder establecer prioridades de conservacion especialmente en especies en

peligro (Perfectti et al., 2009; Manel et al., 2003).

La variabilidad genética es la materia prima de la evolucion, es el mecanismo por el
cual las diversas poblaciones de una especie tienen el potencial de adaptarse a los cambios
en su medio ambiente, aunque comparten los mismos genes llevan diferentes alelos
(Eguiarte et., 2010, 2012; Furnier, 2004). Nuevas variaciones genéticas pueden surgir en
una poblacion, causadas por mutaciones espontaneas de un gen o por inmigracion de
individuos de poblaciones diferentes genéticamente (Furnier, 2004). Las diferentes formas
alternativas de un gen en particular (o locus) son llamados alelos. EI nimero y la
abundancia relativa de los alelos dentro de una poblacién es una medida de su variacion
genética, que se la conoce como “heterocigosidad”. La variacion genética es una medida de
la capacidad de una poblacion para adaptarse a cambios o0 presiones medioambientales y,

por lo tanto, de sobrevivir (Trujillo et al., 2013; Furnier, 2004).

La potencialidad de una poblacién para evolucionar y adaptarse a cambios del

medio depende fundamentalmente de su variabilidad genética. Esta variabilidad se puede
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estimar a partir de la frecuencia de individuos heterocigotos, es decir, la frecuencia de
individuos portadores de alelos diferentes para un gen dado, y también por la diversidad
alélica, que es el niumero de alelos diferentes que se encuentran presentes en la poblacion.
La diversidad génica y alélica suelen estimarse actualmente con regiones de los ADN
conocidos como marcadores moleculares. Puesto que la variacion es la base de la
potencialidad evolutiva de las especies, la diversidad genética, en su sentido mas amplio,
resulta fundamental para la capacidad de poder responder a los retos ambientales y, con
ello, garantizar su perdurabilidad, lo que las configura como el pilar esencial de la

conservacion genética (Eguiarte et al., 2010).

La variabilidad genética conjuntamente con los aspectos de la estructura y las
caracteristicas del paisaje son componentes que interacttian entre si y nos ayudan a
describir, analizar y explicar la genética del paisaje, para luego determinar una relacién
entre el ambiente y la diferenciacion genética entre poblaciones o en grupos de individuos
(Pierce, 2019; Garrido y Vazquez, 2013). La genética del paisaje contempla varios
elementos fisicos tales como las montafias y rios que cumplen la funcién de barreras, para
facilitar el movimiento de individuos, como corredores por otro lado también considera a
las variables ambientales como la temperatura, altitud y humedad, para poder determinar
una relacion entre todas las variables con el objetivo de determinar la relacion entre dichas

variables y procesos micro y macroevolutivos (Manel et al., 2003).

1.2. Genética de la conservacion

La base de la genética de la conservacion es tratar de preservar la diversidad
genética ya que es esencial para el mantenimiento del potencial evolutivo de las especies
(Loo y Canadian, 2011). La genética de la conservacién se enfoca en prevenir pérdidas
futuras a causa de las actividades humanas o antrdpicas (Premoli et al., 2011). La viabilidad

y permanencia de una poblacion significa mantener un tamafio suficiente de individuos en
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un habitat de calidad para la supervivencia a largo plazo; esto implica mantener la

capacidad de las especies para el cambio evolutivo (Eriksson, 2000).

Evaluar el estado genético de las poblaciones y proponer medidas para preservar la
diversidad genética para la persistencia de las poblaciones son objetivos centrales y
fundamentales de la genética de la conservacion. Los marcadores moleculares han resultado
ser la base fundamental en este campo ya que su aplicacion puede contribuir de al
entendimiento de la historia evolutiva, la demografia y la ecologia de las especies en

peligro (Godoy, 2009).

1.3. Marcadores moleculares

Los marcadores mas tradicionales en los estudios de caracterizacion de poblaciones
son los microsatélites, los cuales son secuencias repetitivas de ADN conformado de 1 a 6
pares de bases. Estos loci se pueden encontrar en regiones codificantes y no codificantes
del ADN vy se caracterizan por ser altamente polimorficos por lo cual son regiones
adecuadas para usarse como marcadores moleculares a nivel poblacional (Ferreira et al.,
1998). Los microsatélites presentan una alta tasa de mutacién y de naturaleza codominante,
esto permite estimar la diversidad genética dentro y entre poblaciones, incluso la mezcla

genética entre poblaciones si estan muy emparentadas (Rentaria, 2007).

Los microsatélites de ADN nuclear han sido utilizados para detectar la variacion
genética intra e interespecifica (Rentaria, 2007). En la actualidad también se han
encontrado microsatélites en organelos citoplasmaticos, como los cloroplastos y la
mitocondria, lo cual ha enriquecido los estudios evolutivos (Zamora et al., 2013; Rentaria,
2007). Los microsatélites tienen una gran ventaja a diferencia de los otros marcadores

moleculares ya que son selectivamente neutros, son codominantes, la presencia de un solo



locus genético por microsatelite permite una lectura mas clara y facil de interpretar, son

especificos para ciertos grupos y la mutacion es homogénea (Eguiarte et al., 2013).

Las desventajas del uso de microsatelites es que son dificiles de aislar, los modelos
de mutacion son complicados, presentan errores en la estimacion de tasas y modelos de
mutacion llegando a generar resultados erréneos, presentan una alta homoplasia y la
eliminacién de un locus o mutaciones en el lugar de unién del cebador provocan alelos
nulos al impedir la amplificacion de al menos uno de los alelos, reduce la diversidad
genética detectada y esto genera estimaciones erroneas de las frecuencias alélicas (Eguiarte

et al., 2013; Zamora et al., 2013).
1.4. Phaedranassa

El género Phaedranassa pertenece a la familia de Amaryllidaceae establecido por
Herbert (1845) a partir de un espécimen originalmente llamado P. chloracra. Este género
se encuentra distribuido en los Andes del Norte del Ecuador, Colombia y Costa Rica
(Oleas, 2000). En el Ecuador podemos encontrar un total de 8 especies de Phaedranassa
(P. brevifolia, P. cinerea, P. cuencana, P. glauciflora, P. schizantha, P. tunguraguae, P.
dubia y P. viridiflora) (Oleas, 2011b, Minga et al., 2015). El género Phaedranassa
(Amaryllidaceae) tiene una de las proporciones mas altas de especies endémicas de
cualquier otro género en el Ecuador, con siete de las ocho especies conocidas solo en el
pais. En el Ecuador, las poblaciones de Phaedranassa se encuentran aisladas y en zonas
con poca vegetacion nativa, por lo que seis de las ocho especies se encuentran en peligro y
las restantes en estado vulnerable. Ademas, podemos encontrar 5 a 10 poblaciones de
Phaedranassa con menos de 100 individuos (Oleas, 2011b). Originalmente, estas especies
se encontraban en areas que corresponden a Bosque Nuboso y Arbustos Interandinos Secos
y Humedos (Oleas, 2011b); actualmente estas areas se encuentran destinadas a la

agricultura, la mineria y el desarrollo residencial.
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En general, las poblaciones del género Phaedranassa se encuentran restringidas a
un valle en particular por la fragmentacion de habitat, estas especies nunca han sido
encontradas en un habitat poco alterado. Dependiendo de la especie, se encuentran en
condiciones climéticas particulares como en el caso de las especies P. cinerea y P.
tunguraguae estas se encuentran en zonas humedas, mientras que las especies P. brevifolia

y P. dubia se encuentran en areas aridas (Oleas, 2011b).

1.4.1. Phaedranassa glauciflora

Phaedranassa glauciflora es una especie de hierba terrestre endémica del Ecuador,
localizada en la Sierra centro en la provincia de Chimborazo y Morona Santiago entre los
2000 y 2500 m de altitud (Minga et al., 2015). Es conocida por seis poblaciones las cuales
en su gran mayoria fueron encontradas en zonas alteradas por la agricultura y la ganaderia,
cada poblacién cuenta con unos 500 individuos muy agrupados (Oleas, 2011a). Tres de las
poblaciones se encuentran dentro de la red de areas protegidas en el Parque Nacional

Sangay (Oleas y Pitman, 2003).

Phaedranassa glauciflora se encuentra en peligro segun los criterios de la UICN,
sus poblaciones se encuentran principalmente en zonas alteradas (Oleas, 2011a). Las pocas
poblaciones pertenecientes a esta especie se encuentran en una de las regiones mas
deforestadas del Ecuador, en sitios con poca vegetacion nativa y con ecosistemas muy
fragmentados (Oleas, 2011a). Es importante disefiar mejores estrategias de conservacion
para preservar la diversidad genética, lo que proporciona especies con los medios para
evolucionar y adaptarse en un entorno cambiante (Oleas, 2011a). Para especies en peligro
es importante saber donde y como se distribuye la diversidad para poder establecer
prioridades de conservacion, ya que al tener poblaciones muy restringidas y en peligro los

esfuerzos de conservacion deberian enfocarse a estas poblaciones (Loo y Canadian, 2011).



1.5. Objetivo general

Determinar la estructura genética poblacional de la especie Phaedranassa glauciflora.

1.6. Objetivos Especificos

e Estimar los niveles de diferenciacion genética dentro y entre poblaciones de
Phaedranassa glauciflora.
e Estimar si la diferenciacidn genética entre poblaciones se debe a la influencia

geogréfica.



CAPITULO Il
2. METODOLOGIA
2.1. Descripcion de la especie estudiada
2.1.1. Phaedranassa glauciflora

Phaedranassa glauciflora es una especie de hierba terrestre bulbosa endémica del
Ecuador, localizada en la Sierra ecuatoriana en la provincia de Chimborazo y Morona
Santiago a unos 2000 y 2500 m de altitud como lo muestra la Figura 1 (Oleas, 2000). En el
afio de 1998 y 1999 se realizé una busqueda exhaustiva y se encontraron seis nuevas
poblaciones pertenecientes a esta especie. Cinco de las nuevas poblaciones encontradas se
localizaron en zonas destinadas a la agricultura y a la ganaderia y una poblacion fue
localizada en zonas alteradas dentro del Parque Sangay. Cada poblacion cuenta con un
nimero aproximado de 500 individuos que ocupaban un area menor a 100 m? (Oleas,

2011a).

Phaedranassa glauciflora son plantas geofitas, producen bulbos con tinica marrén
y raices contractiles. Tienen una o dos hojas pecioladas que en su mayoria estan ausentes en
la floracion. La ldmina es eliptica a lanceolada con un apice agudo y una base atenuada que
se estrecha hacia el peciolo (Minga et al., 2015). Las hojas tienen una nervadura central
prominente a lo largo de su longitud y, a veces, son glaucas ver Imagen 1. Las hojas
glaucas, asi como el tamafio y el color de las hojas, son caracteristicas que varian entre

especies y se han utilizado en claves taxondémicas (Minga et al., 2015; Sanchez, 2020).
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Figura 1. Mapa de distribucién geografica de Phaedranassa glauciflora en el Ecuador.



Phaedranassa glauciflora Meerow tiene flores notablemente glaucas que son
robustas y numerosas, hojas de 30 a 50 cm de largo y de 6 a 9 cm de ancho, el tubo floral
mide 12 a 13 mm de largo restringido cerca de la base, contiene una franja amarilla
notablemente mas ancha, especialmente en los brotes jovenes, filamentos estaminales de
color rosa palido que miden de 37 a 43 cm a lo largo de toda su longitud y tépalos rectos o

extendidos distalmente de 10 a 15 mm Imagen 1 (Meerow, 1990).

Imagen 1. Phaedranassa glauciflora. Fuente: Nora Oleas.

Las nuevas poblaciones fueron encontradas en areas alteradas y muy agrupadas, por
lo tanto, la destruccion del habitat es la Gnica amenaza conocida para la especie. Debido a
esto y a su poblacion limitada, Phaedranassa glauciflora se encuentra categorizada como
una especie en peligro de extincidn segun los criterios B1 y los subcriterios ab (iii) de la
UICN (Oleas y Pitman, 2003), se encuentra incluida en lista roja, segun los criterios de la

de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (Oleas, 2011a).
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2.2. Area de Estudio

Las especies fueron recolectadas en diferentes provincias del Ecuador, las cuales
fueron en la provincia de Chimborazo en Alausi (C y D), Morona Santiago en el Parque
Nacional Sangay (A) y Azuay (B y E). Se recolectaron un total de 142 individuos de 5

poblaciones diferentes ver Figura 2.

Los lugares de recoleccidn se encuentran en la region sierra y presentan un clima
templado semi humedo a himedo en la zona interandina y frio de alta montafia en los
paramos, sobre los 3000 m de altitud. La region sierra recibe la influencia de masas de aire
oceanicas, amazoénicas y de la oscilacion de la Zona de Convergencia Intertropical, por lo
que registra dos estaciones lluviosas entre los meses de marzo, abril y octubre (Varela,

2018).
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Figura 2. Zonas de recoleccion de muestras de las poblaciones de Phaedranassa glauciflora.
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2.3. Andlisis genéticos

2.3.1. Extraccién de ADN

Utilizamos muestras de hojas frescas de 142 individuos, un promedio de 27 a 30
especimenes por poblacion (A, B, C, Dy E). Las muestras se recolectaron de plantas cuyas
bases de peciolos estaban al menos a un metro de distancia, las hojas se secaron
rapidamente en gel de silice. Ademas, si los individuos eran estériles al momento de la
colecta, se colectaron otras muestras y se mantuvieron ex-situ hasta la obtencion de flores,
o se revisitaron los lugares hasta encontrar flores en la naturaleza. Los protocolos de
extraccion de ADN siguieron los métodos descritos en Oleas et al. (2005). Para la

cuantificacion del ADN, se sigui6 a Livingstone et al. (2009).

2.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los individuos fueron genotipados con 13 cebadores microsatélites: ocho
desarrollados a partir de P. tunguraguae ptl14, pt21, pt32, pt39 , pt43, pt48, pt49 y pt61
(Oleas et al., 2005); y cinco desarrollados a partir de P. schizantha ps2, ps13, ps16, ps27y
ps28 (Oleas et al. 2009). Las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa y los
procedimientos de genotipado siguieron los protocolos descritos por Oleas et al. (2005,
2009). Los procedimientos de reaccion en cadena de la polimerasa se repitieron tres veces
si las muestras no se lograban amplificar. También se repitieron las muestras con alelos que
mostraban una diferencia de un par de bases (pb) en lugar de una variacion de unidad
repetida como se esperaba para la mutacion de microsatélites. Si la muestra todavia
mostraba una diferencia de un solo par de bases, la muestra se eliminaba del analisis.
También se utilizé el programa MICRO-CHECKER version 2.2.3 (Van Oosterhout et al.,

2004) para identificar errores de genotipado y alelos nulos.
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2.4. Andlisis estadisticos

Se estimaron estadisticas descriptivas genéticas poblacionales con ayuda del
paquete GENALEX v 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). el cual nos permite realizar anélisis
genéticos poblacionales y conocer el nimero de alelos por locus, nimero efectivo de alelos
por locus, heterocigosidad observada y esperada, estadisticas F, distancia genética, alelos
privados e indice de fijacion (Peakall y Smouse, 2012). Se utiliz6 el programa GENEPOP
v. 4.0.10 (Raymond y Rousset, 1995) para obtener los valores de desequilibrio de
ligamiento. También, se utiliz6 el software conocido como STRUCTURE v 2.3 (Pritchard
et al., 2000)., que mediante un analisis Bayesiano nos permite correlacionar las frecuencias

de los alelos y asignar a los individuos en grupos genéticos (Pritchard et al., 2000).

Los analisis se corrieron con grupos genéticos (k) de uno a siete (k =1 -K=7)
designando veinte repeticiones para cada k. Para identificar el nimero de grupos genéticos
(k) se utilizo el programa STRUCTURE HARVESTER v0.6.94 (Earl, 2012), que nos
permite conocer el valor (k) mas probable. La estadistica descriptiva y el analisis Bayesiano
en STRUCTURE nos permitié conocer sobre la estructura y diversidad genética entre las
poblaciones de Phaedranassa glauciflora. También utilizamos el programa CLUMPAK
(Kopelman et al., 2015) el cual nos ayuda a resumir las corridas producidas para su
conjunto de datos utilizando uno o mas programas de agrupamiento (Kopelman et al.,
2015). Para el Modelo de aislamiento por distancia utilizamos el programa GENALEX v

6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

14



CAPITULO 111

3. RESULTADOS

3.1. Errores de genotipaje y alelos nulos

Nuestros resultados sugieren la presencia de alelos nulos por lo cual se corrié en el
programa MICRO-CHECKER para poder identificar los alelos nulos en las poblaciones,
luego eliminamos los alelos nulos y volvimos a calcular los valores de FST, pero no
obtuvimos diferencias entre los valores calculados con posibles alelos nulos o los que no
tenian esos datos. Debido a que todos los loci mostraron alelos nulos dispersos entre las
poblaciones y ninguno tuvo exceso de heterocigotos en todas las poblaciones, consideramos
que nuestros datos muestran un verdadero exceso de homocigotos. Los alelos nulos podrian
causar una desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE). Para abordar este problema,
analizamos cada poblacién individualmente utilizando un conjunto de loci que no muestran
indicacion de alelos nulos ver Tabla 1. Incluso eliminando loci con alelos nulos, las

poblaciones mostraron una desviacion significativa de HWE (FST = 0,19).

3.2. Composicién genética

Se encontraron 184 alelos en 13 loci polimorficos de 5 poblaciones de
Phaedranassa glauciflora con el programa Gen Alex v 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). El
valor promedio del nimero de alelos (Na) oscilé entre las poblaciones entre 3,9y 8,5. El
numero efectivo de alelos (Ne), la media se reduce de 2 a 4 alelos por poblacion. Las
poblaciones con mayoria de alelos fueron B, C, D y E tenian el mayor nimero de alelos por
locus y la poblacion A tuvo el menor nimero de alelos por locus. El nimero de alelos
privados por poblacion (PA) estuvo en un rango de 0,2 a 1,8. La poblacién E tenia el mayor
numero de alelos y el mayor nimero de alelos privados. Todos menos el locus 14

mostraron una desviacion significativa de HWE en al menos un locus por poblacion. No
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encontramos evidencia de errores de puntuacion y grandes abandonos de alelos con
MICRO-CHECKER. Encontramos un rango de 5 a 10 alelos por poblacién que muestra

evidencia de alelos nulos por sitio de recoleccion ver Tabla 1.

Tabla 1l

Caracteristicas y parametros de diversidad genética de 5 poblaciones de Phaedranassa

glauciflora en Ecuador.

ESPECIE ID. N NA NE HO HE F LD PA NL
Recoleccion
A 1pg 23 392 211 035 046 028 0 031 5
B 2pc 24 554 237 042 0,48 0,20 0 0,62 6
C 2pg 25 769 401 042 0,69 0,38 0 0,85 9
D 3pg 28 815 431 043 071 039 0 123 10
E 6pc 2754 854 486 041 0,73 042 0 1,85 10
Media 2523 769 401 042 0,69 038 0,00 0,85 09,00

Tamafo de la muestra (n), nimero de alelos (Na), nimero de alelos efectivos (Ne),
heterocigosis esperada y observada (He, Ho), alelos privados (PA), indice de fijacion (F),
Numero de pares de locus con desequilibrio de ligamiento (LD), Namero de alelos privados
(PA), Loci con evidencia de alelos nulos (NL).

3. 3. Diversidad genética

El promedio de alelos varié de 3,92 en la poblacion A (1pg), de 5,54 para la
poblacion B (2pc), de 7,69 para la poblacion C (2pg) y de 8 para las poblaciones D (3pg) y
E (6pc). Entre las poblaciones, HO oscilo entre 0,35y 0,41 y HE entre 0,46 y 0,73. Las
poblaciones mas diversas fueron B, C, D y E mientras que A mostré una menor cantidad de
heterocigosidad en relacién con HO y el nimero de alelos ver Tabla 1. En general, HE fue

significativamente mayor que HO y estadisticamente significativa en todas las poblaciones
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por la deficiencia de heterocigotos Tabla 1. Los valores de HWE en todas las poblaciones

presentaron un valor p 0,00 por lo que es altamente significativo.

3.4. Estructura genética de la poblacién

Los resultados de AMOVA indican que el 80% de la diversidad existe dentro
poblaciones y el 20% entre las poblaciones (p < 0,00) ver Tabla 2. Se logr6 identificar dos
grupos genéticos en base a los resultados obtenidos del software STRUCTURE ver Figura
4y 5. Se observa una divisién clara entre las poblaciones colectadas en Alausi (C y D), las
poblaciones colectadas en el Parque Nacional Sangay (A), y las poblaciones colectadas en
el Azuay (B, y E) ver Figura 4. Se evidenci6 una diferencia en la riqueza alélica entre los
dos grupos. El programa Structure Harvester identifico k = 2 como el k probable. Sin
embargo, podria haber una subestructura porque se encontro otro pico en k = 4 ver Figura
3. Las poblaciones C y D colectadas en Alausi conforman un grupo genético mas
homogéneo en comparacién con las otras poblaciones Figura 4. Se pudo evidenciar una

fuerte sub estructura relacionada a la geografia en el primer grupo.

K=2

A B C D E

Figura 3. Andlisis bayesiano de grupos genéticos, cada color indica un grupo genético (k).

Tabla 2



Resultados del Analisis de Varianza Molecular de Phaedranassa glauciflora a partir de loci

de Microsatélites

Fuente df SS MS Est. Var. % P
Entre Pops 4 259,36 64,84 1,06 20% 0,00
Dentro Pops 279 1200,64 4,30 4,30 80% 0,00
Total 283 1460,01 5,37 100% 0,00
N
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Figura 4. Mapa de la Estructura genética de las poblaciones de Phaedranassa glauciflora. La barra

grafica representa la estructura poblacional estimada para cada una de las poblaciones de la especie.
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

o

Figura 5. Parametros de la Prueba de Evanno, Eje X se encuentran las poblaciones y Eje Y

probabilidad. K2 es la mas probable.

3.5. Prueba de Mantel

Se detectd correlacion entre la distancia geografica y la distancia genética Nei. Lo

gue sugiere es que mientras mas lejanas se encuentran las poblaciones més diferentes son

entre sf.
DISTANCIA vs NeiP
1.000 y = 0.0048x + 0.372
R? = 0.3206
0.800 -
o 0.600 -
3
0.400 - oY
Lineal (Y)
0.200 -
*
0.000 : : : :
0.000 20.000  40.000 60.000  80.000  100.000
DISTANCIA

Figura 6. Relacion entre las distancias geograficas y distancias genéticas para las

poblaciones de Phaedranassa glauciflora r: coeficiente de correlacion de Pearson.
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CAPITULO IV

4. DISCUSION

4.1. Composicion y diversidad genética

Las poblaciones de P. glauciflora mostraron una baja variabilidad genética ya que
los valores de Ho fueron menores a los de He ver Tabla 1, se puede explicar esta baja
varibilidad porque sus poblaciones son pequefias y aisladas como en el caso de la especie P.
schizantha presenta valores similares con respecto a la heterocigosidad observada y
esperada y se observa una baja diversidad genética debido a la consanguinidad y por
procesos de deriva genética (Oleas et al., 2016). Los resultados obtenidos muestran que las
poblaciones de P. glauciflora no se encuentran en equilibrio HWE Tabla 1, presentan un
exceso de homocigotos. Esto puede indicar endogamia posiblemente debido a poblaciones
pequefias y /o fragmentacion del habitat (Azman, et al. 2020). En el AMOVA, el 80% de la

variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones ver Tabla 2.

La pérdida de diversidad genética también se debe a la fragmentacion del paisaje ya
que Segun Young y Boyle (2000), los efectos principales de la fragmentacién en las
especies son por la reduccién en el nimero total de individuos, por la disminucién del
tamario de la poblacion ya que los individuos se limitan a fragmentos pequefios de habitat,
y por el aislamiento espacial de las poblaciones restantes dentro de un paisaje no adecuado.
Los efectos que se presentan son el aumento de la deriva genética, la pérdida aleatoria de
alelos, y el aumento de la endogamia. Si las poblaciones presentan aislamiento espacial, el
flujo génico entre ellas es limitado y con el tiempo se producira una fijacion de alelos (Loo
y Canadian, 2011). Este es un escenario probable para P. glauciflora porque las
poblaciones encontradas se ubican en areas alteradas ya sean agricolas o al borde de

carreras.
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4.2. Analisis de cluster y asignacién de poblacion

Con los resultados de STRUCTURE se identificaron dos grupos genéticos
principales K=2 con el analisis bayesiano. El primer grupo consta de las Poblaciones Ay B,
y el segundo consta de las poblaciones C, D y E ver Figura 3. Las poblaciones Cy D
corresponden a las poblaciones colectadas en la parroquia de Alausi en la provincia de
Chimborazo que se encuentra en una altitud de 2340 msnm, de donde fue descrita P.
glauciflora. Las poblaciones A, B y E fueron consideradas potencialmente P. glauciflora
por su relativa proximidad geogréafica a las poblaciones en Azuay. Sin embargo, al
momento de la coleccion dichos individuos no estaban en flor por lo que se hacia dificil la
identificacion por carecer de esos caracteres morfologicos. Es necesario estudiar mas a
fondo tanto morfolGgica como ecolégicamente estos subgrupos porque potencialmente
podrian ser nuevas especies ya que la poblacién A se encuentra ubicada en la parte baja del
parque Nacional Sangay a unos 3500 msnm y finalmente las poblaciones B y E se
encuentran cercanas a la provincia de Azuay a unos 3300 msnm ver Figura 4. Es
recomendable ampliar la muestra e incluir a la especie P. cuencana ya que probablemente
la poblacion E pertenece a esta especie y las poblaciones A y B pueden pertenecer a otras

especies de Phaedranassa.

La diversidad alélica de P. glauciflora fue similar a la de otras especies del género
(Oleas, 2011; Oleas et al., 2012). Sin embargo, nuestros resultados mostraron una baja
diversidad al igual que en otras especies del género Phaedranassa, ya que sus poblaciones
son pequerias y aisladas. Por otra parte, talvez las poblaciones con menor diversidad
podrian encontrarse sometidas a un nivel mas alto de aislamiento debido a fragmentacion

del hébitat. Las poblaciones que presentaron una mayor diversidad fueron las poblaciones
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C, Dy E que se ubican en la parte occidental Figura 4. Las poblaciones Ay B tienen el

numero mas bajo de alelos por locus y el nimero mas bajo de alelos privados Tabla 1
4.3. Modelo de aislamiento por distancia

Con respecto a la matriz de distancias geogréaficas y distancias genéticas en la

Figura 6, La prueba de Mantel indicd que existe una correlacion entre distancia genética y
distancia geogréafica en las poblaciones de P. glauciflora (r = 0.32) como lo indica la Figura
6. Lo que sugiere que probablemente hay poblaciones cercanas con escaso flujo génico y
otras mas lejanas con niveles de flujo mas altos como en el caso de la poblacion A que se
encuentra en el parque Nacional Sangay Yy la poblacion B en Azuay. Ademas, los resultados
nos indican que probablemente la fragmentacion de las poblaciones puede generar una falta
de continuidad en la distribucion de la especie, lo que impide el flujo génico entre algunas

poblaciones (Fuentes et al., 2019).
4.4. Implicaciones para la conservacion de especies endémicas

El uso de marcadores moleculares son una gran contribucion hacia los esfuerzos de
conservacién ya que nos proporcionan informacion sobre la estructura y diversidad
genética de las especies en peligro de extincién (Rossetto y Rymer, 2012). Ademas, la
aplicacion de marcadores moleculares conjuntamente con la teoria evolutiva nos aporta
informacion sobre la historia evolutiva, la demografia, la ecologia, el comportamiento y
estado de las especies, lo cual nos puede ayudar en la evaluacion de riesgos, la asignacion

de prioridades y el disefio de estrategias de conservacion eficaces (Godoy, 2009).

La especie P. glauciflora se clasifico como En Peligro segun los criterios B1 y los
subcriterios ab (iii) de la UICN (Oleas y Pitman, 2003), debido a que la mayoria de sus
poblaciones se encuentran en zonas muy fragmentadas y de uso agropecuarias y tienen

poblaciones con un nimero muy pequefio de individuos (Oleas, 2011). Esta especie es una
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candidata ideal para establecer estrategias de conservacion ya que las poblaciones

mostraron una baja diversidad genética y es importante mantenerlas monitoreadas, con el

objetivo de identificar tendencias en la reduccion del numero de individuos y el aumento

del aislamiento entre las poblaciones. Por otra parte, la diversidad genética no se

encontraba distribuida de manera uniforme entre las poblaciones. La evidencia de una

menor diversidad genética fue mas aguda en la poblacion A ubicada en el parque Nacional

en la zona mas oriental.

Conclusiones

En general se observo una baja diversidad genética en las poblaciones de
Phaedranassa glauciflora, ya que los datos de HE fue significativamente mayor que
HO y todas las poblaciones presentaron una deficiencia de heterocigotos.

Se evidencio6 dos grupos genéticos dentro de las poblaciones estudiadas y una
subestructura relacionada a la geografia. Uno formado por las poblaciones A, B, y E
y otro por las poblaciones C y D de donde P. glauciflora fue descrita.

Se evidencio que existe una correlacion entre distancia genética y distancia
geogréfica, ya que existen poblaciones cercanas con escaso flujo génico y otras mas

lejanas con niveles de flujo més altos como en el caso de la poblacion Ay B.

Recomendaciones

Se requieren estudios adicionales demograficos y espaciales para entender los
fendmenos que estarian influyendo en la estructura genética de la especie.

Es necesario evaluar taxonomicamente al grupo estudiado, porque se evidencio una
subestructura y esto podria indicar que las poblaciones pertenecen a varias especies.
Se recomienda ampliar la muestra e incluir a la especie P. cuencana, ya que se

puede encontrar una similitud genética con las poblaciones restantes.

23



e Serecomienda realizar mas estudios para poder determinar si la correlacion entre
distancia genética y geografica se debe a que es una especie con estructura marcada

0 varias especies.
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