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Estructura Genética de Laelia speciosa

Karla J. Rojas-Meéndez

1. RESUMEN

México contribuye con el 10 % de la riqueza bioldgica global, por lo que
tiene gran relevancia en el tema de recursos genéticos. En la actualidad la
biodiversidad enfrenta una crisis; los ecosistemas naturales estan siendo
fragmentados por el desarrollo agricola, la produccion industrial y la urbanizacién,
ocasionando pérdida de la biodiversidad, la cual no sélo se produce por la
extincion de especies, sino también por la pérdida de la diversidad genética
dentro de las especies. La variabilidad genética en sentido amplio es un
componente basico de la biodiversidad y el estudio y comprension de ésta, asi
como de la estructura genética es de suma importancia para establecer planes
de gestién para preservar la biodiversidad y proteger la fuente genética de las

especies.

Una de las especies mas afectadas en México, perteneciente a la familia
Orchidaceae es Laelia speciosa comunmente llamada flor de mayo, es una
especie de orquidea endémica de la parte central de México que se encuentra
incluida en la norma oficial vigente PROY-NOM-059-ECOL-2002.

En este estudio, se realizd el analisis genético de 11 poblaciones
distribuidas en la cuenca de Cuitzeo, Michoacan, México. Se utiliz6 ADN
gendémico para las reacciones de amplificacion usando microsatélites, por medio
de los cuales se determiné la variacion y estructura genética dentro y entre las
poblaciones de Laelia speciosa, asi como el numero efectivo de alelos por locus
analizado, la diferenciacion genética y el flujo genético entre poblaciones. De la
misma, se realizaron pruebas que determinan el numero efectivo de grupos
genéticos asi como las posibles discontinuidades genéticas entre las poblaciones.
Finalmente, se realizaron pruebas que nos permitieran evidenciar cuellos de
botella recientes asi como estadisticos que nos permitan explorar si algunos loci
de microsatélites se han desviado de la neutralidad como sefnal de la influencia

de algun tipo de seleccion natural, ya sea balanceadora o direccional.
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En las poblaciones de L. speciosa en la Cuenca de Cuitzeo encontramos
una alta diversidad genética. Estos resultados pueden deberse al tipo de
polinizacién cruzada que presenta, debido a que se ha sugerido que los
polinizadores pueden permitir el establecimiento de zonas estables de intercambio
genético manteniendo una variabilidad adecuada en las poblaciones. Otro factor
importante es la dispersion de las semillas a larga distancia a través del viento y a

su auto-incompatibilidad evitando asi la endogamia.

La diversidad genética se encuentra principalmente distribuida dentro de
las poblaciones y esta va disminuyendo conforme la latitud decrece por lo que las
poblaciones del sur presentan un menor flujo genético que las poblaciones del
norte y la mayor diferenciacién entre poblaciones se encuentra entre las del
centro y sur de la Cuenca. El indice de endogamia disminuye conforme la latitud
aumenta, lo que concuerda con un mayor flujo génico en las poblaciones del
norte. Al parecer las poblaciones de Laelia speciosa no muestran evidencia
genética de haber sufrido un cuello de botella reciente, ni muestra las
consecuencias de la destruccién del habitat, cambio del uso del suelo y tala de su
hospedero natural Quercus deserticola, asi como de la severa extraccién de los

individuos de las especie con fines ornamentales.

Por otro lado, la distribucion de los genotipos muestra la presencia de dos
grupos genéticos ampliamente distribuidos a lo largo de la Cuenca, lo cual puede
deberse a que las poblaciones pertenecian anteriormente a un area comun de
bosque pino-encino que no habia sido fragmentada. Uno de los genotipos esta
mas restringido y se ve mejor representado principalmente en algunas de las
poblaciones del sur, donde el flujo génico es menor que en las poblaciones del
norte y centro. Ademas, es donde se presentan valores altos de endogamia; lo
cual puede ser resultado de las barreras genéticas que presentan las poblaciones
de esta regidn. Este grupo presentd seleccion positiva en el loci Lspe 10 vy
seleccion balanceadora en el Lspe 12, la seleccion positiva la que se presenta
principalmente en las poblaciones que han sufrido algun tipo de presion

medioambiental como es el caso de las poblaciones de L. speciosa; mientras que
2
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el otro grupo presento seleccion balanceadora en los loci Lspe 4 y Lspe 7; este
tipo de seleccion promueve una alta diversidad genética, manteniendo el
polimorfismo dentro de las poblaciones. El area sur de la Cuenca presenta dos
barreras genéticas, la barrera uno es compuesta y delimita las poblaciones de
esta region lo que puede ser el causante que en esta region se presenten una
menor diversidad genética en comparacion con las poblaciones del norte.

Las poblaciones de Laelia speciosa analizadas en la Cuenca de Cuitzeo no
evidencian de forma notoria el impacto que estan sufriendo por la fragmentacién
de su medio ambiente, ni los efectos de la excesiva extraccion de los individuos
de su habitat natural; sin embargo, aun asi se observa como la fragmentacion ha
restringido las poblaciones entre si, delimitando el flujo génico y dando pie a una

mayor diferenciacion entre ellas.
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2. INTRODUCCION

Meéxico ocupa el cuarto lugar del mundo en términos de biodiversidad ya
que contribuye con el 10 % de la riqueza bioldgica global (Soberén, 2010). La
gran heterogeneidad climatica del territorio mexicano ha permitido el desarrollo de
una gran variedad de ecosistemas y del origen y diversificacion de un gran
numero de linajes de plantas y animales (Lépez-Barrera, 2010). Sin embargo,
actualmente la mayoria de los ecosistemas se encuentran severamente
degradados. Una de las causas principales de este problema es la perturbacion y
destruccion de las comunidades naturales debido al creciente impacto de las
actividades humanas sobre ellas (Avila-Diaz & Oyama, 2002). Al fragmentarse el
ecosistema ocurre un aislamiento espacial de las poblaciones, lo cual puede

modificar la actividad de los polinizadores (Maya-Garcia, 2010).

Dentro de los ecosistemas, las plantas desempefan un papel fundamental,
siendo los productores primarios y una parte estructural muy importante; ademas,
es el grupo bioldgico con el mayor numero de taxa reportados en las listas de las
especies raras, en peligro o amenazadas (Ellstrand & Elam, 1993). En México,
cerca de 2583 especies se encuentran en alguna categoria de amenaza, de
acuerdo con la lista oficial de especies en riesgo (NOM-059-SEMARNAT-2001).
De todas las especies de plantas conocidas hasta el momento en México, entre el
50 % y el 60 % son consideradas endémicas a nuestro pais. En este sentido,
Rzendowski (1991) registra en México entre 22, 000 y 30, 000 especies de
plantas vasculares de las cuales el 15 % se encuentra en peligro de extincion
(Vovides, 1995). De todas las especies de plantas vasculares en el mundo,
alrededor del 10 % son epifitas (Nieder et al., 2001), y aproximadamente el 70 %

de las epifitas son orquideas (Madison, 1977; Bennett, 1988).

La flora orquideolégica de México comprende 1106 especies vy
subespecies, distribuidas en 159 géneros. Una de sus caracteristicas mas

sobresalientes es la alta proporcion de especies endémicas, ya que se han

4
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registrado 444 especies o0 subespecies endémicas que corresponden
aproximadamente a 40 % del total de taxa registrados en el pais (Soto-Arenas,
1996). No obstante, actualmente existen cerca de 180 especies de orquideas que
han sido incluidas en la norma oficial vigente PROY-NOM-059-ECOL-2002 en
alguna categoria de riesgo. Dentro de este grupo se encuentra la orquidea Laelia
speciosa (HBK) Schlechter, como una especie sujeta a proteccion especial. Se le
considera una de las especies mas bellas de su género y una de las mas
colectadas en México por su valor ornamental, econdmico y cultural (Halbinger,
1993). Por lo tanto, podemos plantear que pudieran existir efectos negativos del
saqueo intensivo junto con la destruccion de los bosques templados de pino-
encino y de encino de los cuales es hospedero y aunado al acelerado cambio de
uso del suelo han provocado que las poblaciones silvestres hayan sido afectadas
severamente ocasionando una fragmentacion extensiva en sus poblaciones. Esta
situacion conlleva al deterioro de la diversidad genética de la especie (Soto-
Arenas, 1996). Las consecuencias de la pérdida de diversidad biolégica son
muchas, y estan directamente asociadas con la disminucion del bienestar del ser

humano y su desarrollo economico (Millennium Ecosystem Assessment, 2005).

De esta manera, y con el fin de plantear estrategias para la conservacion
de la especie, es necesario evaluar primero cuanta diversidad genética reside
entre las poblaciones distribuidas dentro de la cuenca de Cuitzeo, Michoacan.
Para lo cual se utilizaron marcadores moleculares, los cuales nos permitiran
conocer su diversidad genética, diferenciacion, el flujo génico y obtener
estimaciones de parametros evolutivos como la deriva génica y endogamia entre
otros (Eguiarte & Souza, 2007). En el caso particular de este trabajo, se eligieron
ocho microsatélites nucleares; debido a que son altamente polimérficos, y se les
encuentra repartidos por todo el genoma, son de herencia co-dominante (se
distinguen todos los homocigotos entre si y estos de los heterocigotos) y son

reproducibles.
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3. ANTECEDENTES

Las orquideas son plantas herbaceas perennes o sub-arbustivas, que se
pueden encontrar tamafos desde unos cuantos centimetros hasta 10 m de largo
(Maya-Garcia, 2010), pueden ser epifitas, terrestres, litéfitas y rara vez
paludicolas o saprofitas, siendo mas abundantes en las regiones tropicales
(Rzendowsky, et al., 2001). Las orquideas han sido unas de las plantas mas
admiradas y apreciadas desde hace muchos siglos por diferentes civilizaciones
debido a su alto valor comercial y horticola, estas cualidades han favorecido la
extraccion masiva de individuos de las poblaciones silvestres (Avila-Diaz &
Oyama, 2002) lo cual han provocado la disminucion de las poblaciones

llevandolas casi a la extinciéon (Maldonado-Flores, 2006).

3.1 Familia Orchidaceae

La familia Orchidaceae es una de las familias mas diversas
morfologicamente y con el mayor numero de especies, ya que se estima que
cuenta con alrededor de 850 géneros, con unas 25 000 especies [poco mas de la
mitad son epifitas] (Dressler, 1990), dentro de las cuales México posee 1 106
especies y subespecies, distribuidas en 159 géneros (Soto-Arenas, 1996). Una de
sus caracteristicas mas sobresalientes es la alta proporcion de especies
endémicas, ya que se han registrado 444 especies o subespecies son endémicas
(Soto-Arenas, 1996). Esto hace a Ila flora de orquideas mexicanas
proporcionalmente una de las mas ricas en endemismo entre los paises no
tropicales del continente. Entre las plantas vasculares, la familia Orchidaceae es
una de las mayores familias que presenta plantas con flores y que exhiben una
amplia gama de atributos bioldgicos y ecologicos, tales como multiples estrategias
de reproduccién, gran tamano de las poblaciones, variadas adaptaciones a las
particularidades del medioambiente y una gran distribucion geografica (Chung et
al., 2006).



Estructura Genética de Laelia speciosa

Karla J. Rojas-Meéndez

3.2 Orquideas epifitas

Dentro del grupo de las epifitas, las orquideas son componentes esenciales
de los bosques tropicales y templados, se consideran indicadores de la calidad
ecoldgica y del estado de conservacion en el que se encuentran los bosques
(Barthlott et al., 2001; Hietzl, 1998). Ya que dichos organismos al estratificarse de
manera vertical ocasionan que la estructura de los hospederos funcione como
fuente de recursos para otros organismos componentes del ecosistema, asi como
en la generaciéon de diferentes pisos del dosel (Flores-Palacios & Garcia-Franco,
2003). Ademas, influyen de manera muy particular en el funcionamiento de los
bosques a través de su participacion en los ciclos bio-geoquimicos de estos

ecosistemas (Maldonado-Flores, 2006).

3.2.1 Caracteristicas

A las orquideas epifitas se les encuentra ampliamente distribuidas en los
tropicos, carecen de raices en el suelo y crecen sobre plantas hospederas, por lo
general sobre los arboles del bosque, pero a diferencia de las parasitarias no
toman nutrimentos directamente de ellos (Benzing, 1990; Maya-Garcia, 2010).
Pero si dependen enormemente de la precipitacion y han desarrollado estructuras
(tallos modificados, hojas suculentas y velamen en la raiz) que le permiten
almacenar agua; se nutren de la descomposicion del detritus, hojarasca y
organismos muertos que se encuentran en el hospedero (Granados-Sanchez et
al., 2003). Tienen un tallo con hojas aisladas o reducidas a escamas, y muchas
raices aéreas colgantes recubiertas por el velamen, que tiene funcion
principalmente absorbente y cuyo apice verde realiza la fotosintesis. En el ciclo de
nutrientes son una parte importante ya que el desarrollo de las poblaciones
permite tener una mayor obtencion de nitrégeno el cual proviene de lluvia, polvo y
aire (Martinez-Ramos, 2008).

Las plantas epifitas como las orquideas que exponen sus tejidos a la luz

solar directa durante prolongados periodos del dia viven en un ambiente de
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relativa aridez. Estas epifitas poseen la funcion fotosintética tipo cam lo que les
permite capturar carbono durante la noche y cerrar los estomas durante el dia,
evitando asi pérdidas fuertes de agua por la transpiracion (Fu & Hew, 1982). En
general, muchas de estas plantas tienen propagacion vegetativa; sin embargo, la
especificidad del hospedero puede determinar su estructura genética (Pifiero et
al., 2008). A pesar de la gran diversidad de las epifitas y la importancia ecoldgica
de éstas, la mayoria de los estudios genéticos sobre las orquideas se han

centrado en las epifitas terrestres (Avila-Diaz & Oyama, 2007).

Dentro de la familia Orchidaceae, particularmente el género Laelia es uno
de los géneros mas importantes con un total de once especies, es endémico de
nuestro pais y se encuentra en una gran variedad de nichos ecolégicos (Santos et
al., 2006). Entre estas especies se encuentra Laelia speciosa una planta epifita, la
cual se encuentra dentro de la NOM-059 ECOL-2002, en la categoria de
amenazada, debido a la extraccion masiva y la perturbaciéon de sus habitats, las
poblaciones naturales se encuentran declinando cada vez mas (Hernandez, 1992;
Pérez-Pérez, 2003; Avila-Diaz & Oyama, 2007).

3.4 Laeliaspeciosa

Laelia speciosa (Figura 1) comunmente llamada flor de mayo, es una flor
epifita, perenne de larga vida. Presenta seudobulbos globulares u ovoides de
color verde claro; pueden tener de 3 a 6 cm de largo. Tienen de 1 a 2 hojas por
seudobulbo que miden de 7.5 a 16 cm de largo por 2 a 3.5 cm de ancho. La
inflorescencia presenta de 1 a 3 flores grandes de 10 a 16 cm de diametro Son
vistosas y muy abiertas con pétalos y sépalos casi en el mismo plano, que pueden
ser de color rosa palido a rosa lila, labelo blanco, con los margenes
frecuentemente coloreados con manchas y rayas purpura variable (Pérez-Pérez,
2003).

Se le considera como una de las especies mas hermosas del género y la

orquidea silvestre mas ampliamente colectada en México (Halbinger, 1993; Soto-
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Arenas, 1996). Se estima que en la época de maxima floracion se venden
alrededor de 1 500 flores diarias y para el estado de Michoacan se estima que se
extraen alrededor de 6 000 plantas o segmentos de éstas al afio (Avila-Diaz &
Oyama, 2002). El uso de esta orquidea se encuentra muy relacionado con
actividades productivas y culturales. Los artesanos de varias localidades del
estado de Michoacan extraen una sustancia mucilaginosa a partir de sus
seudobulbos para la elaboracion de artesanias llamadas “figuras de pasta de
cafia” (Miranda, 1997; Artesanos, com. pers. Con Avila-Diaz). También se utilizan
grandes cantidades de flores en celebraciones religiosas (  Figura 2) como es la
fiesta de Jueves de Corpus (Solano-Gomez et al., 2010), lo que ha disminuido

severamente sus poblaciones naturales (Avila-Diaz & Oyama, 2007).

Figura 1. Laelia speciosa

(foto tomado por Karlay Juan Pefialoza 2006)
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Existen otros factores que influyen en la reduccion de las poblaciones de L.
speciosa, por ejemplo: el crecimiento lento de las plantas, el desprendimiento
natural de las mismas, la formacién escasa de semillas y la existencia de areas
fragmentadas en la cuenca por efecto de actividades como agricultura de

temporal, pastoreo, incendios y deforestaciéon (Santos et al., 2006).

Figura 2. Uso ornamental de la orquidea Laelia speciosa
en festejos de comunidades rurales de Michoacan.

Foto: Isadora Torres y Jorge Penosa

3.4.1 Sistema Reproductivo

El sistema reproductivo de las plantas representan todos los aspectos que
determinan los patrones de transmision de genes y con ello la variacion genética,
afectando, por consiguiente, la adecuacion biolégica individual y el tamafo
poblacional (Dafni, 1992). Dentro de las poblaciones de orquideas la reproduccion
esta limitada por el numero de polinizadores (Tremblay et al., 2005). La mayoria
de las especies de orquideas son autocompatibles pero presentan barreras
morfoldgicas que previenen la autopolinizacion (Dressler, 1981, 1993; Van Der Pijl
& Dodson, 1996; Borba & Semir, 1999). Por lo general, presentan la columna que

facilita la polinizacion mediante insectos y a la vez previene la autogamia
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espontanea (Dressler, 1981), pero incluso se ha reportado la autoincompatibilidad
genética (Barrett et al., 1998), ya que existen mecanismos bioquimicos presentes
en estas plantas los cuales rechazan los propios granos de polen dentro del
estigma, evitando la fertilizacion (Dafni, 1992). Por ejemplo, en la especie Laelia
speciosa, Avila-Diaz (2007) reporta que presenta un sistema de polinizacion
cruzada favoreciendo la exogamia. En las orquideas, el nivel de la estructura
genética de la poblacion esta fuertemente influenciado por el comportamiento de
los polinizadores (Neiland & Wilcock, 1998; Cozzolino & Widmer, 2005; Tremblay
et al., 2005). Para esta especie en particular se ha documentado a las especies

Bombus pennsylvanicus sonorus y Bombus ephippiatus (

Figura 3) como sus polinizadores potenciales (Maya-Garcia, 2010).

Figura 3. Polinizadores de L. speciosa

(A) Bombus pennsylvanicus sonorus; (B) Bombus ephippiatus

En algunos casos, la dispersidon de semillas puede ser incluso mas
importante que el polen para el flujo de genes entre poblaciones (Peakall &
Beattie, 1991; Rasmussen, 1995; Cozzolino et al., 2003; Brzosko et al., 2004). En
general, se sabe que las semillas de Orchidaceae son muy pequefas vy ligeras, y
que pueden ser dispersadas por el viento a largas distancias (Dressler, 1981,
1993; Ackerman & Ward, 1999; Chung et al., 2004), promoviendo Ila

homogeneidad genética entre poblaciones (Dressler, 1981; Murren & Ellison,

11



Estructura Genética de Laelia speciosa

Karla J. Rojas-Meéndez

1998; Trapnell & Hamrick, 2004; Trapnell et al., 2004). También se ha sugerido
que el flujo de genes en epifitas podria ser mas susceptible a los cambios
microambientales que otras especies debido al tipo de habitat y a las estrategias
especificas de la polinizaciéon de estas especies (Ackerman & Ward, 1999;
Tremblay & Ackerman, 2001; Gonzalez-Astorga et al., 2004; Trapnell et al., 2004).

3.4.2 Distribucion

Laelia speciosa (HBK) Schlechter, se encuentra ampliamente distribuida en
bosques de encino. Las plantas crecen sobre las especies de encino, en particular
sobre Quercus deserticola Trel. (  Figura 4) que se encuentra en bosques
deciduos y abiertos, de hoja caduca, en altitudes entre 1440 a 2500 m (Halbinger
& Soto, 1997). L. speciosa se le encuentra distribuida en los bosques de encino
de la Sierra Madre Occidental y Oriental, la parte meridional de la altiplanicie
Mexicana (Altiplano Mexicano), y el Eje Neovolcanico Transversal (Faja Volcanica
Trans-mexicana) en los estados de Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco,
Guanajuato, Michoacan, Querétaro, Hidalgo, San Luis Potosi y Tamaulipas
(Halbinger & Soto, 1997; Avila-Diaz & Oyama, 2007).

Figura 4. Quercus deserticolay Laelia speciosa

A) Arboles de Quercus deserticola, B) L. speciosa sobre tronco de Q. deserticola
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A pesar de poseer una distribucion geografica relativamente grande, la
extraccion de plantas en gran parte de su habitat natural (McVaugh, 1985; Wiard,
1987), ha venido reduciendo una gran cantidad de poblaciones. Aunado a esto
sus poblaciones se han visto perjudicadas por la destruccion de los bosques y
habitats en donde viven (Avila-Diaz, 1996). Como resultado, la mayoria de las
poblaciones naturales estan declinando y han traido severas consecuencias a la
produccion de semillas de las poblaciones silvestres e incluso en algunos sitios
las poblaciones consisten de pocos individuos dispersos (Cortés-Palomec et al.,
2008).

3.4.3 Habitat

Las condiciones ambientales donde viven los encinos pueden llegar a ser
muy estresantes para las epifitas que habitan sobre ellos, las cuales tienen que
adaptarse a la escasez de agua y nutrientes (Hagsater et al., 2005). Por ejemplo,
se ha observado que forman grupos compactos sobre ramas de las plantas
hospederas que se encuentran menos expuestas a la intensidad solar. Sus raices
no toleran el exceso de humedad, ni el agua estancada, ya que esto podria
ocasionar que se pudrieran. Estan totalmente adaptadas a una época de sequia
de cada afio, y es en ese momento cuando producen nuevas raices, retofios,
crecimiento vegetativo y floracion (Damon, 2006; Maya-Garcia, 2010). Sin
embargo, y a pesar de las condiciones estresantes donde crecen estas orquideas,
los pocos estudios que se han realizado sobre ellas han demostrado que estas
plantas en general presentan alta diversidad genética, una baja diferenciacion
genética entre las poblaciones y altos niveles de flujo génico a lo largo de su
distribucion geogréfica (Avila-Diaz & Oyama, 2007).

3.5 Sitio de estudio

El estado de Michoacan se localiza en la parte centro occidente de la

Republica Mexicana. En Michoacan se distinguen dos grandes regiones
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climaticas; la correspondiente a la Sierra Madre del Sur y la pendiente limitrofe del
sur (Eje Neovolcanico), con predominancia de climas calidos y semicalidos
subhumedos, y la del Eje Neovolcanico, con climas templados y semifrios
subhumedos (INEGI, 2007). El estado es extraordinariamente rico; ocupa el
quinto lugar nacional por su riqueza de especies. Sin embargo, al igual que en el
resto del pais, la situacion ambiental es preocupante debido al alto grado de
deterioro que presentan tanto nuestros ecosistemas como las poblaciones de flora
y fauna que en ellos viven (Estrategia para la Conservacion y Uso Sustentable de

la Diversidad Biolégica de Michoacan, 2007).

En las ultimas décadas, Michoacan ha presentado tasas de deforestaciéon
bastante elevadas. En particular, este cambio se ha dado como resultado del
incremento de la agricultura y los pastizales a costa de la pérdida de los
ecosistemas naturales como bosques y selvas. El cambio mas drastico se ha
dado en la region Cuitzeo seguido por la region Tierra Caliente. (Estrategia para la
Conservaciéon y Uso Sustentable de la Diversidad Biolégica de Michoacan, 2007).

La cuenca endorreica del lago de Cuitzeo (

Figura 5), el segundo lago mas grande de México, se localiza en el Sistema
Neovolcanico Transversal y la sub-provincia de las Sierras y Bajios Michoacanos
(Rojas, 1991). Esta cuenca incluye los estados de Michoacan (parte norte) y
Guanajuato y ocupa una superficie de aproximadamente 4,000 km? en 26
municipios de los cuales 21 pertenecen a Michoacan (Pasquaré et al., 1991;
Mendoza et al., 2002).
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Figura 5. Localizacion de la Cuenca de Cuitzeo en Michoacan
Mapa de México (al fondo) y del estado de Michoacan, con la ubicaciéon de la Cuenca del

Lago de Cuitzeo

La cobertura vegetal y el uso del suelo corresponden de manera
predominante a matorrales, bosque y cultivos (Loépez-Granados et al., 2001). La
distribucion espacial indica que el area de estudio se ubica en una zona
transicional, entre los climas templado-secos a templado-humedos, con una
precipitacion promedio anual menor de 1 000 mm vy una temperatura media de
15 °C (Lépez-Granados et al., 2002).

3.6 Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares han sido definidos como toda aquella
molécula (proteinas o ADN principalmente) que pueden identificarse vy
caracterizarse para definir un genotipo determinado. Existen varios tipos de
marcadores moleculares, en este sentido tenemos dos grandes grupos de

marcadores: (Salazar, 2007) los no basados en la técnica de PCR y los basados
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en la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa); dentro de este ultimo grupo

se encuentran los microsatélites (Salazar, 2007).

3.6.1 PCR o Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La técnica PCR, o reaccién en cadena de la polimerasa, desarrollada por
Mullis et al. (1986), es una reaccion enzimatica catalizada por una ADN
polimerasa (Salazar, 2007), consiste en la amplificacion de fragmentos
especificos de ADN a partir de una pequefna cantidad original de ADN molde
usando para la sintesis, un par de oligos denominados iniciadores o «primers».
(Aranguren-Méndez & Jordana, 2001). Los primers son fragmentos de ADN de
una unica hebra cuya secuencia es complementaria de las que enmarca la regiéon
que se va amplificar. La reaccion es ciclica, de modo que las copias obtenidas
aumentan de manera exponencial, obteniendo millones de ellas a partir de una
cantidad inicial muy pequefia de ADN. Una vez extraido el ADN del material a

utilizar, los principales pasos del PCR (
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Figura 6) son los siguientes:

1. Desnaturalizacion de las hebras de ADN a través de altas temperaturas

comunmente 95 °C.

2. Se induce el alineamiento o reconocimiento del cebador con las
secuencias complementarias o molde del ADN. Esto se conoce como hibridacién

y ocurre al bajar la temperatura (p.e. 55 °C).

3. Por medio de la enzima Taq polimerasa se lleva a cabo la extension o
alargamiento de la molécula iniciadora (cebador); o sea, la sintesis de la cadena

complementaria. La temperatura de elongacion suele ser de 72 °C.

4. Los ciclos se repiten la cantidad de veces que sea necesario hasta

obtener el numero de copias de ADN que se requiere (Avise, 1994).

Estos procesos tienen lugar en un termociclador, el cual se encarga de
realizar los cambios de temperatura necesarios para que se desarrollen las

etapas o ciclos pertinentes (Tautz, 1989; Williams et al., 1990).
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Figura 6. Pasos de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.6.2 Microsatélites (SSR)

Los marcadores microsatélites también conocidos como SSR (Simple
Sequence Repeats), son segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pares de bases (pb),
los cuales se repiten en tandem y de forma aleatoria en el genoma de los seres
vivos. El numero de repeticiones puede variar, por lo que las diferencias o
polimorfismos se detectan con una heterogeneidad de tamafos (Tautz, 1989;
Engel et al., 1996; Ramel, 1997; Hoelzen, 1998). Una de las ventajas de estos
marcadores versus otros (minisatélites, RFLP, RAPD, etc.) radica en que estan
considerados, por la mayoria de autores como una herramienta muy util para los
estudios de genética de poblaciones, evolucion, ecologia genética y genética de
la conservacién debido a sus altos niveles de polimorfismo (Cheng & Crittenden,

1994). Presentan herencia mendeliana simple, son codominates (pudiéndose
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diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos), faciles de reproducir,
medir y analizar (Pinheiro et al., 2009). El elevado polimorfismo que presentan los
microsatélites los hace muy utiles para identificaciones individuales. (Aranguren-
Méndez & Jordana, 2001). Una de las principales utilidades de este tipo de
marcador, es la posibilidad de estimar los niveles de variabilidad genética dentro
de las poblaciones y analizar las relaciones genéticas existentes entre las mismas
(Bowcock et al., 1994; Ponsuksili et al., 1999). Evaluar el efecto de la
fragmentacion del paisaje en el flujo de genes, en la delimitacion de las especies y
en el origen y el mantenimiento de las barreras reproductivas entre las especies
(Pinheiro et al., 2009).

3.6.3 Genética de Poblaciones

Es el estudio de los cambios en las frecuencias génicas a poblaciones
completas de organismos y, como tal, se relaciona estrechamente con la genética
evolutiva (Barbadilla, 2007). En la genética poblacional los cambios evolutivos se
contemplan como consecuencia de los cambios genéticos en las poblaciones y no
de los individuos. Estos cambios también son el resultado del estudio de los
cambios en las frecuencias alélicas y genotipicas basadas en el equilibrio de
Hardy-Weinberg. Por lo tanto, la genética de poblaciones incluye el estudio de
varias fuerzas que dan como resultado los cambios evolutivos en las especies a
través del tiempo (Hartl & Clark, 1997; Fontdevila & Moya, 1999; Gonzalez-
Gonzalez, 2008).

3.6.4 Diversidad genética
La diversidad genética se puede definir como las variaciones heredables
que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una poblacién y entre las
poblaciones dentro de una especie (Pifero et al., 2008). La diversidad que se

presenta en las poblaciones, permite entender cdmo es que las especies se
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adaptan y evolucionan; es asi, que la variabilidad genética constituye la base de
la respuesta genética (Aranguren-Méndez & Jordana, 2001; Rochambeau et al.,
2000). Por lo que la perdida de esta, merma la capacidad para mantenerse y
reduce la aptitud para hacer frente a nuevas condiciones ambientales (FAO,
http://fao.org/dad-is)

Entre los principales factores que delimitan la variabilidad genética estan la
distribucion geografica, los sistemas de reproduccion, las formas de vida y las
caracteristicas de dispersion del polen y las semillas; todos estos influyen
fuertemente en la estructura genética de las poblaciones naturales de plantas
(Santos et al., 2006).

4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo general

» Determinar la diversidad y estructura genética de las poblaciones de Laelia

speciosa (Orchidaceae) en la Cuenca de Cuitzeo Michoacan, México.

4.2 Objetivos Particulares

®» Estimar los niveles de diversidad genética de las poblaciones de L.
speciosa por medio del uso de microsatélites.

=» Comparar los niveles de diferenciacion genética, el flujo génico entre sus
poblaciones y conocer la estructura genética espacial.

®» Determinar si existen evidencias de seleccion natural entre las poblaciones
de L. speciosa.

=» Contribuir, desde la perspectiva genética, a la aplicacion y desarrollo de los
posibles planes de recuperacion que se puedan establecer en una especie

que ha sido grandemente afectada por los procesos de fragmentacion y por
el saqueo intensivo.

S. METODOLOGIA
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5.1 Sitios de Colecta

Las muestras de L. speciosa se colectaron de 11 fragmentos de bosques
dentro de la cuenca del lago de Cuitzeo (Tabla 1), recolectando de 12 a 20
individuos por poblacion, los ejemplares fueron tomados de arboles de Q.

deserticola separados entre ellos por al menos 30 m cada uno.

Tabla 1. Caracteristicas y Coordenadas de las Poblaciones de L. speciosa

Poblacion Cédigo N L atitud C°°rde"adafongitu g
Zacazonapan Zac 15 19°53'50.64" N 100° 46' 5.16" O
Indaparapeo Inm 15 19°44'35.88"N 100° 57' 16.92" O
Puente Roble Rob 16 19°43'59.88" N 100° 54' 47.88" O
San Felipe Fel 16 19°42'16,92" N 100° 58' 36.48" O
Cerro del Aguila Agu 19 19°36'57.60" N 101°19'36.12" O
Lagunillas 1 Lag 20 19°35'6.01" N 101°23'18.10" O
Caurio de Guadalupe Cgm 15  19°37'57.00" N 101°29'12.12" O
San Carlos Coapas 1 Coa 16 19°32'17.52" N 101°17' 55.32" O
El Olvido OIm 15  19°32'21.36" N 101°25'6.93" O
Potrerillos 1 Pot 12 19°42'16,92" N 101° 25' 45.48" O
Potrerillos 2 P-2 16 19°30'51.84"N 101° 24'24.48" O

Nombre de las poblaciones de estudio con el respectivo cédigo, N= numero de individuos
utilizados de cada poblacion y coordenadas de las poblaciones.

5.2 Amplificacion de DNA

La amplificacion del ADN de los individuos de L. speciosa se realizé a partir
de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando algunos
de los microsatélites nucleares desarrollados previamente por Cértes-Palomec et

al. (2008); los cuales se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los primers utilizados

Nombre Secuencia de primer 5’-3’ Repeticion MF No
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F: AGAGAAAGCCCTTGTGTTGG (TC)sCCC(TC)s 6-FAM EF439820
R: TCAGCTCTTCCGATTCTGGT
F: GCAGATCCCACCATGAACTC (GA);7 6-FAM EF439821
R: AATGTTGGAAATCGGTAGCA
F: GAAGCCCGTCGTCAGAAGTA (CTT)e 6-FAM EF439826
R: AAAAGAAGACCCCGAGCCTA
F: CTTGAGGTGGGGAGTGATGT (TC)a VIC  EF439827
R: GGCTTAGCTGTTTGGAATCG
F: AAGCTCCTAGTGCCTGCTTG (AG)sGA(G)s(AG); .. 6-FAM EF439828
R: CATGTGGCTCTGGATTGTTG . (AG),
F: GGGGAAACAGAAGAAGGAAGA VIC  EF439832
R: AGACCTGGAGCAACTTTCCA (ACLAG(AAG)s
F:-TCTCTAAATACCATAAGTGGAGTGAAA (GAA) 6-FAM EF439835
R: TTCAACCGAGAGCCACCTAC °
F: TGAGACGAAAAACCCATTCTT (CTTT),CTT(CTTT);  VIC  EF439836
R: GGTTACCAGCCATTCCCTTT (CTTTT),

Se muestra las secuencias de los primers, asi como la repeticion, el tipo de marcador fluorescente para
los primers forward (MF) y el nimero de acceso en GenBank

Los primers “forward” se marcaron con fluorescencia, mientras que los

primers “reverse” quedaron sin marcar.

Posteriormente, se llevo a cabo un PCR en un termociclador de gradiente

Eppendorf Mastercycler (Figura 7), para definir la temperatura de alineamiento

mas adecuada usando las condiciones siguientes:

Como primer paso se realiza una desnaturalizaciéon a 95 °C por 4 min,

posteriormente se realizaron 35 ciclos que comprenden: desnaturalizacion,

alineamiento y extension, a 94 °C por 30 seg, de 39.5 — 60.1 °C por 35 segy 72

°C por 1 min respectivamente, se incluyo una extension final por 1 min a 72° C.
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Figura 7. Termociclador Eppendorf Mastercycler
Imagen del termociclador utilizado para realizar las reacciones de PCR y condiciones que se llevaron
a cabo para la obtener la temperatura de alineacion.

Una vez obtenido el producto de PCR del gradiente de temperatura se

realizé una electroforesis (

Figura 8) utilizando geles de agarosa al 1 % tefidos con bromuro de etidio
(10 mg/ml) en TBE al 0.5 %. Después se introdujeron dentro de una camara para
electroforesis aplicandole una corriente eléctrica de 100 voltios por 30 minutos
aproximadamente, donde se observaron posteriormente con luz UV, para definir
la temperatura de alineamiento (Figura 8) adecuada para la amplificacion. Una
vez definida se agruparon los primers en tres grupos de acuerdo a la temperatura

en la cual se alinean a los primers (Tabla 3).

Temperatura ideal
de alineacion

Figura 8. Equipo para electroforesis y electroforesis en gel
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(izquierda) Se muestra un aparato en la cual se lleva a cabo la electroforesis. (Derecha) Gel de
agarosa visto con luz UV para definir las temperaturas de alineamiento (encerrados en ovalo amarillo)

mas adecuadas para formar los grupos para el PCR multiple.

El PCR se efectudé usando el kit QIAGEN Multiplex (QUIAGEN) en 5 ul de

reaccion como volumen total:
# 3 ul de Mdltiplex PCR master Mix
# 1 yl de mezcla de primers
# 1 plde DNA

Con los productos de PCR multiplex (1 pl de DNA) se realiz6 la reaccion
con 10 pl de Hidi (foramida), 0.3 yl de GeneScan-500 Liz y se corrieron en el
secuenciador automatico ABI PRISM 3100-Avant sequencer (Figura 9).
Finalmente, los microsatélites que se amplificaron fueron leidos por medio del

programa Peak Scaner software v 1.0 Applied Biosystems.

Tabla 3. Grupos de Primers conforme a la temperatura de alineamiento

Temperatura de Nombre de
alineacion (°C) Primer
54.5 Lspe 8
Lspe 12
54.5 Lspe 1
Lspe 4
Lspe 7
58.1 Lspe 6
Lspe 10

Los grupos para realizar los PCR multiples se
designaron de acuerdo a su afinidad en la
temperatura de alineamiento
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Figura 9. Secuenciador automatico ABI PRISM 3100-Avant sequencer
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6. ANALISIS DE DATOS

6.1 MICRO-CHECKER

Se llevé a cabo una revision de la base de datos de los microsatélites
nucleares obtenida para las poblaciones de L. speciosa, para determinar cualquier
tipo de error en el genotipado, por medio del programa MICRO-CHECKER v 2.2.3
(Van-Oosterhout et al., 2006) con 1000 permutaciones "bootstrap" y un intervalo
de confiabilidad del 95 %. Estos errores pueden ser producto de la errénea
marcacion o los llamados "stuttering" en los picos, es decir un deslizamiento
durante la amplificacion producida por tartamudeos adicionales que difieren de la
plantilla original por multiplos de repeticion de la unidad de longitud (Shinde et al.,
2003). Este tartamudeo se presenta principalmente en locus dinucleétidos por la
amplificacion de alelos pequefos ("dropout"), es decir, la desercion de alelos
grandes o de alelos cortos (Wattier et al., 1998). La presencia de alelos nulos
pueden dar como resultado falsos homaocigos producidos por mutaciones en los
sitios de la cartilla debido a que no pueden amplificarse (Shaw et al., 1999) y
errores tipograficos que se deben a una baja concentracion del ADN evitando que

algunos alelos se amplifiquen.

La variacién genética que reside en las poblaciones de las especies, puede
revelarse mediante marcadores moleculares y por lo tanto, medirse a través de
diversos indices siendo los mas utilizados la riqueza alélica, numero promedio de
alelos por locus (A), numero efectivo de alelos (Ng), la heterocigosidad esperada
(He) y la heterocigosidad observada (Ho) (Gonzalez-Gonzalez, 2008). Todos
estos indices fueron estimados en las poblaciones de L. speciosa en la cuenca de
Cuitzeo, la cual se realizé utilizando el programa GENETIX 4.05 (Belkhir et al.,
2004). Ademas, se analizaron las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weimberg
(exceso o déficit de heterocigocidad) con el programa GENEPOP 4.1 (Raymond &
Rousset, 1995), usando el método de quemado de la cadena de Markov MCMC

(10° iteraciones, 1000 muestreos aleatorios y10° iteraciones por muestreo).
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6.1.1 Riqueza alélica
La riqueza alélica (A) o numero observado de alelos (Na), es el numero
medio de alelos por locus y cuantifica el numero total de alelos diferentes
detectado en cada uno de los locus de una poblacion (Sytsma & Schaal, 1985;
Gonzalez-Gonzalez, 2008). La riqueza alélica basa su utilidad en la medicion de
las posibles reducciones de la variacion genética y en la deteccion del efecto
producido por la deriva genética (Sosa et al., 2002; Gonzalez-Gonzalez, 2008) y

se obtiene mediante la siguiente formula:

A=3(n;/m)

donde: n; es el numero de alelos observados en el locus i, m es el nimero total de

loci.

6.1.2 Numero efectivo de alelos (Ng)
Es el numero n de alelos con las mismas frecuencias que pueden ser
requeridos para producir la misma homocigosidad (Hartl & Clark, 1997). EIl cual

se obtiene mediante la formula de Nei (1987):

Ne=1/ 3p/

6.1.3 Heterocigocidad (H)

La heterocigocidad puede ser descrita como la heterocigosidad observada
(Ho) y esperada (Hg). La Hop se define como la frecuencia relativa de individuos
heterocigotos observados en la muestra para cualquiera de los locus y se calcula
por computo directo; mientras que la heterocigocidad esperada de una poblacion
(He) es la media de los valores obtenidos para cada locus en dicha poblacion
(Gonzalez-Gonzalez, 2008). Nei (1987) asegura que el promedio de
heterocigosidad o diversidad genética es el método de medicion mas adecuado
de la variacion genética, pues no depende la arbitrariedad de la definicion de

polimorfismo y puede ser definida sin ambigledad en términos de frecuencias
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alélicas. Ademas, la comparacién entre la heterocigosidad observada (Ho) y la
esperada (Hg) permite evaluar la estructura genética de las poblaciones (Nei,
1987; Gonzalez-Gonzalez, 2008)

El calculo de la He en la poblacion puede realizarse a través de:

HE=1-Spi2

siendo pi2 = (homocigosidad) o también su equivalente:
He = S pi (1 - pi)

siendo este término también conocido como diversidad génica de Nei
[1977].

Estos parametros fueron calculados con el programa GENETIX v 4.05

(Belkhir et al., 2004), mediante una prueba de 10 000 permutaciones.

6.2 Estadisticos F

Para los estudios de la estructura de la poblacion los analisis estadisticos F
han mostrado ser una herramienta util para dilucidar los patrones y extraer la
variacion genética residente entre y dentro de las poblaciones. Segun estos
estadisticos, la variabilidad de una poblacién global puede ser subdivida entre sus

subpoblaciones (Aranguren-Méndez et al., 2002).

Wright (1965) definid tres estadisticos F o coeficientes de endogamia que
se utilizan para estimar la cantidad variacién genética que hay en poblaciones
subdivididas debido al efecto de la endogamia (Hartl & Clark, 1997). Provee una
descripcion jerarquica de las diferencias entre subpoblaciones (Weir, 1996), en
tres niveles: total poblacional (T), en poblaciones subdivididas (S) y a nivel
individual (1) los cuales son: Fir, Fst y Fis. Estos coeficientes se calculan a partir

de la proporcidon de heterocigotos.
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6.2.1 indice de fijacion individual
Mide la proporcién de la desviacion del equilibrio de HW en un individuo de
una subpoblacion, debido al apareamiento no al azar. Cuando el valor es positivo
indica una deficiencia de heterocigotos y el valor negativo indica un exceso de
heterocigotos (Hedrick, 2000).

F|S=Hs—Ho/Hs

6.2.2 indice de fijacion subpoblacional
Mide el grado de divergencia o diferenciacion genética entre
subpoblaciones, debido a la reduccion de heterocigotos por la subdivision de la
poblacién. Wright (1978) sugiri6 varios rangos de interpretacion de la Fst los
cuales son los siguientes: 0 a 0.05 puede ser considerado como poca
diferenciacién genética, 0.05 a 0.15 indica moderada diferenciacion genética, 0.15
a 0.25 indica gran diferenciacion genética. Los valores cercanos o arriba de 0.25

indican una alta diferenciacion genética.

Fst=Hr—Hs/Hr

6.3 Flujo genético

Se utilizé el programa MIGRATE v 3.2.7 (Beerli & Felsenstein, 2001) para
obtener una estimacién del intercambio genético entre poblaciones o el valor del
flujo de genes (Nm), el tamafio efectivo de la poblacion (Ng) y la tasa de migracion
(M). Inferencias de M=m/u entre poblaciones de L. speciosa. Los analisis fueron
realizados comenzando con 20° de cadenas de Markov MCMC, con un quemado
de las cadenas cada 50° iteraciones y guardando cada 1000 iteraciones de las
cadenas de Markov MCMC vy fueron replicadas varias veces para verificar la

eficiencia de cada corrida.

El flujo génico se refiere al movimiento e incorporacién de alelos entre las

poblaciones lo que también podriamos llamar como migracién; y es de suma
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importancia para el proceso evolutivo de las especies, su principal efecto es el de
reducir el grado de diferenciacion de entre las poblaciones de una especie con el
fin de mantener la variabilidad de estas a lo largo de toda su distribucién
(Rockwell & Barrowclough, 1987), ya que puede homogeneizar a diversas
poblaciones; pero también puede retardar la fijacion de adaptaciones locales por

la entrada de genes de poblaciones externas (Rockwell & Barrowclough, 1987).

Rockwell & Barrowclough (1987) y Mills (1996) sugieren que un migrante
es suficiente para minimizar los efectos de la deriva (pérdida de polimorfismo
genético y heterocigosidad) manteniendo al mismo tiempo las diferencias alélicas
entre las subpoblaciones; pero mientras mayor sea el flujo génico menor sera el

grado de diferenciacién

El flujo génico se puede calcular a partir del indice de diferenciacion

genética,
Fst=1/(4Nm+1)

Con este valor, se puede hacer una aproximacion indirecta (Slatkin, 1994)

mediante la aproximacion propuesta por Sewall Wrigth
Nm = ([1/Fst-1]/4)

N es el tamafio de la poblacion y m es la tasa de migrantes de dicha

poblacion.

Los valores de Nm > 1 indican que las poblaciones se comportan como una
poblacién panmictica y el flujo genético restringe el efecto de la deriva (Hartl &
Clark, 1989; Slatkin, 1994), mientras que los valores menores a 1 indican que las
subpoblaciones sufren de diferenciacion genética, lo cual puede ser debido a la
deriva genética actuando independientemente en cada subpoblaciéon (Stalkin,
1994).
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6.4 Diferenciacion genética y analisis de varianza molecular (AMOVA)

La diferenciacién genética pareada de poblaciones Fst y Rst se estimo
usando el modelo de alelos infinitos (IAM) y el modelos de pasos (SMM) con el
programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al., 2005) usando 10* permutaciones. Con
este mismo programa se realizo el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para
observar como se distribuye la varianza genética dentro y entre poblaciones y
entre grupos utilizando los dos grupos genéticos obtenidos con el programa
STRUCTURE (Evanno et al., 2005).

El AMOVA es un analisis estadistico no paramétrico propuesto por
Excoffier et al. (1992), para estudiar la variacion molecular dentro de una especie.
Se basa en el analisis de la varianza de las frecuencia de los genes y el numero
de mutaciones entre los haplotipos moleculares (previamente evaluados); para
definir los posibles niveles de estructuracion genética como son, entre los grupos,
dentro de los grupos (entre las poblaciones) y dentro de las poblaciones; se
someten a una prueba no paramétrica utilizando los procedimientos de
permutacion (Excoffier et al., 1992). Esto se realiza a partir de una matriz de
distancias euclidianas al cuadrado, las cuales proveen informaciéon sobre las

diferencias en el contenido alélico entre los genotipos.

6.5 Cambios en el tamaio de las poblaciones y pruebas de seleccion

El desarrollo y mantenimiento de la estructura genética dentro de
poblaciones de plantas se ve influida por las fuerzas evolutivas tales como el flujo

de genes, deriva genética y la seleccion.
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6.5.1 BOTTLENECK

Se utilizé el programa BOTTLENECK v 1.2 (Piry et al., 1999) para detectar
cuellos de botella recientes en las poblaciones, lo cual puede definirse como una
poblacion donde los alelos raros son los primeros en desaparecer, por lo tanto. El
numero medio de alelos por locus disminuye. En contraste, la heterocigosidad se
ve menos afectada, produciendo un exceso transitorio de heterocigosidad en
relacion con lo esperado dado el numero de alelos resultantes (Cornuet & Luikart,
1996; Luikart & Cornuet, 1998).

Se utilizaron un total de 10 000 interaciones realizadas con intervalos de
confianza del 90% y 10%. También se determiné utilizar la prueba de Wilcoxon
para determinar si las poblaciones presentaban un exceso significativo de
diversidad genética bajo los modelos de mutacion por pasos (SMM), modelo de
alelos infinitos (IAM) y el modelo de mutacion en dos fases [TPM] (Di Rienzo et
al., 1994).

6.5.2 LOSITAN

Se utilizé el programa de LOSITAN (Antao et al., 2008) para conocer los
patrones observados para cada uno de los loci analizados en las poblaciones de
L. speciosa. Por ejemplo, valores atipicos que presenten alguno de los loci, son
analizados evaluando la relacién entre la diferenciacion genética (Fst) y la
heterocigosidad esperada (He.). De acuerdo a la teoria, una historia demografica
compartida debe dar lugar a valores similares de Fst/Hg para todos los loci. Sin
embargo, aquellos que se desvian del equilibrio Hardy-Weinberg (HW), pueden
ser candidatos para seleccion balanceadora o positiva (Lewontin & Krakauer,
1975 (73); Beaumont, 2005). Se realizaron 95,000 simulaciones a partir de Fsr
neutrales usando todas las poblaciones de L. speciosa, con un intervalo de

confianza del 95% y usando el modelo de mutacion por pasos SMM.
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6.5.3 FDIST2

Se utilizé un método frecuentista para probar seleccion natural
implementado en el programa FDIST2 (Beaumont & Nichols, 1996; Beaumont &
Balding, 2004). Este método provee evidencias de posible seleccion buscando
loci que se comporten con desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg, como
valores altos o bajos de diferenciacion genética o heterocigosidad (Beaumont &
Balding, 2004). Las simulaciones se llevaron a cabo usando el modelo de
mutacion por pasos SMM con un intervalo de confianza de 95 % y utilizando 100

000 simulaciones.

6.6 Analisis de agrupamiento Bayesiano

6.6.1 STRUCTURE

El andlisis de agrupamiento Bayesiano se realizd utilizando el programa
STRUCTURE v 2,3 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003; Hubisz et al.,
2009), para determinar la posible estructura genética de las poblaciones. El
analisis consiste en determinar el numero efectivo de grupos genéticos asignando
los individuos existentes a un grupo predeterminado (K) de manera probabilistica
(Evanno et al., 2005). Las simulaciones se realizaron cambiando el valor de K de
1 a 10 para determinar el numero optimo de grupos; el programa se corre 10
veces por cada valor de K, con el fin de determinar el valor maximo de la
probabilidad posterior Bayesiana [LnP (D)]. Cada corrida se realizé utilizando 10*
periodos de quemado de las cadenas de Markov y 10° de simulaciones de las
cadenas de Markov (MCMC) después del quemado. Seleccionamos el modelo
que permite el intercambio entre las poblaciones y utilizando las frecuencias
correlacionadas. Incluso, se determind el valor mas probable de grupos genéticos
(K) usando el maximo valor de AK de acuerdo con Evanno et al. (2005) e
implementado en el programa STRUCTURE HARVESTER v 0.6.8. (Earl et al.,,
2011).
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6.6.2 GENELAND

Adicionalmente, se utilizé el programa GENELAND 3.2.4 (Guillot et al.,
2005) implementando el programa R- para Windows [R development team 2009]
para analizar el numero mas probable de grupos genéticos (K). Esta metodologia
combina la asignacién Bayesiana de los individuos a genotipos definidos con la
informacion geografica (coordenadas); los grupos son deducidos realizando 50*
periodos de quemado de las cadenas de Markov y 60° interacciones de las
cadenas de Markov (MCMC) después del quemado, variando el numero K del 1 al
10. También se utilizaron el modelo de mezcla con las frecuencias alélicas

correlacionadas tal cual se estimaron en Structure.
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7. RESULTADOS

71 Variabilidad Genética

Los resultados de diversidad genética Tabla 4 muestran para las 11
poblaciones de Laelia speciosa en la cuenca de Cuitzeo, valores de diversidad
moderado-altos; para la poblacién de Zac (Ho= 0.7107 y Ng = 6.87), que incluso
tiene el valor mas bajo de endogamia (F;s= 0.00948) después de la poblacion Inm
(Fis = 0.0064) quien también presenta valores altos de diversidad (Ho = 0.7188 y
Ng = 7.25), ambas pertenecientes al grupo genético uno (obtenido de
STRUCTURE) y localizadas al norte y centro de la Cuenca, respectivamente. En
este mismo contexto, las poblaciones Rob y Fel (Centro de la Cuenca) del grupo
dos presentan valores mas bajos de diversidad que las anteriormente descritas
(Ho = 0.5891, Ng = 7.37; Ho = 0.6646, N = 7.62, respectivamente) presentando
Rob un indice de endogamia alto con un valor de Fis = 0.21553 entre las
poblaciones del centro. Las poblaciones localizadas al sur conforman en su
mayoria el grupo genético uno (Cgm, Lag, Olm, P-2 y Coa), las tres ultimas
poblaciones presentan los valores mas altos en endogamia (Fis = 0.27995; 0.2083
y 0.2340, respectivamente) y valores de diversidad moderados para Olm, P-2,
Coaylag (Ho =0.5938 y Ng = 9.62; Ho = 0.628 y Ng = 8.5; Ho = 0.669; Ng =
6.25; Ho = 0.6033 y Ng = 7.75, respectivamente) y valores altos para Cgm (Ho =
0.715; Ng = 7.15). Las poblaciones de Agu (Ho = 0.5889; Ng = 7.0; Fis = 0.19116)
y Pot (Ho = 0.6821; Ng = 6.875; Fis = 0.1307) pertenecientes al grupo dos y
localizadas al sur de la Cuenca presentaron una diversidad e indice de
endogamia moderada. En cuanto a las correlaciones de los parametros de la
diversidad genética y las variables ambientales (altitud, latitud y longitud), tan sélo
se encontré una sola correlacion negativa significativa (Figura 10) entre Fis y la
latitud (r = 0.4122, P = 0.0332) de las poblaciones, lo cual sugiere que a medida
que se incrementa la latitud o las poblaciones se encuentren mas hacia el norte

van a tener una tendencia menor a la endogamia.
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Figura 10. Correlacién entre el indice de endogamia Fs y latitud para las
poblaciones de L. speciosa

Conforme la latitud aumenta el indice de endogamia (Fis) decrece por lo cual se

Considera una correlacion negativa.

7.1.1 Prueba de deteccion de cuellos de botella

En cuanto a los resultados sobre el equilibrio Hardy-Weinberg (Tabla 4) se
observa en todas las poblaciones un déficit de heterdcigos en la mayoria de los
loci a excepcidn del locus Lspe1 el cual presenta exceso de heterécigos en ocho
de las 11 poblaciones estudiadas y también el locus Lspe 12 que presenta exceso
en las poblaciones Fel y Rob que se encuentran situadas al norte de la Cuenca y
Pot y P-2 situadas hacia el sur. Por otro lado, los resultados de las pruebas de
deteccion de cuellos de botella recientes (exceso de heterocigosidad) usando el
modelo de alelos infinitos (IAM), modelo de dos fases (TPM) y el modelos de
mutacion por pasos (SMM) no muestran evidencias significativas de exceso de
heterocigosidad para las poblaciones de Laelia speciosa, lo que sugiere que las

poblaciones no han experimentado un cuello de botella recientemente.
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7.1.2 AMOVA
El analisis de varianza molecular (AMOVA) realizado con el programa
ARLEQUIN muestra una mayor variacion dentro de las poblaciones de Laelia
speciosa con un valor de 89.487 %, mientras que la variacion entre los grupos y la
variaciéon de las poblaciones dentro de los grupos es de 5.25 % para cada uno

como se puede ver en la Tabla 5y en la Figura 11.

& entre grupos

U entre poblaciones dentro
delos grupos

i dentro delas poblaciones

Figura 11. Grafica de AMOVA para las poblaciones de L. speciosa

Tabla 5. Distribuciéon de la variaciéon genética (AMOVA) en las po blaciones de L.

speciosa
Fuente de Variacion Sumade Componentes Porcentaje de
Cuadrados de Variacion variacion
Entre grupos 36.020 0.17488 5.25453
Entre poblaciones dentro de los grupos 74.279 0.17499 5.25792
Dentro de Poblaciones 978.571 297.829 89.48755
Total 1088.86 332.817
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Los analisis para detectar sefales de seleccion natural probadas con el programa
LOSITAN y FDIST2 (

Tabla 6), se identificaron cuatro loci con valores atipicos los cuales fueron

detectados con una alta o baja variabilidad o diferenciacién con respecto a lo

esperado en neutralidad. Para el grupo 1, los loci Lspe 4 (Hge= 0.90, Fst= 0.04 y
P= 0.01, respectivamente) y Lspe 7 (He= 0.79, Fst = 0.02 y P = 0.001) son
candidatos para seleccidon balanceadora, mientras que el locus Lspe 10 (He =

0.82, Fst= 0.18 y P= 0.01) es candidato a ser sometidos a seleccion positiva en

las poblaciones del grupo 2 y para el locus Lspe 12 (He = 0.69, Fst=0.001y P =

0.002) es candidato en la seleccion balanceadora en este mismo grupo.

Tabla 6. Pruebas de seleccion natural para las poblaciones de L. speciosa

LOSITAN test FDIST2 test
Grupol HE Fst P HE Fst P Seleccion
Lspe 1 0.6771 0.0633 0.2332 0.6733 0.0649 04641 -
Lspe4 | 0.9084 0.0402 0.0145 0.9078 0.0389 0.0704 Balanceadora
Lspe6 |0.8190 0.0595 0.1540 0.8153 0.0621 0.4148 -
Lspe7 |0.7972 0.0279 0.0001 0.7962 0.0257 0.0275 Balanceadora
Lspe8 |0.8696 0.0753 04076 0.8676 0.0733 0.3836 -
Lspe 10 | 0.8514 0.1285 0.9531 0.8556 0.1298 0.0062 -
Lspe12 | 0.7905 0.1071 0.7834 0.7884 0.1074 0.0663 -
Lspe 14 | 0.6982 0.0495 0.0878 0.6921 0.0469 0.2209 -
Grupo 2
Lspe 1 0.7410 0.0497 0.5100 0.7402 0.0500 0.4169  -—--
Lspe4 |0.8560 0.0422 0.3457 0.8555 0.0414 0.2430 -
Lspe6 |0.9149 0.0478 05592 0.9167 0.0527 0.4764  -—--
Lspe7 |0.7586 0.0205 0.0619 0.7562 0.0204 0.0560 -
Lspe8 |0.8589 0.0412 0.3147 0.8596 0.0418 0.2487 = --——--
Lspe 10
Lspe 12 | 0.6930 0.0011 0.0023 0.6921 0.0010 0.0012 Balanceadora
Lspe 14 | 0.6572 0.0402 0.3683 0.6572 0.0426 0.3239 -

Pruebas estimadas con los programas LOSITAN y FDIST2 para los grupos genéticos obtenidos por
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medio de STRUCTURE para las poblaciones de L. speciosa.

7.2.2 Flujo y Diferenciacion Genética

Los niveles de intercambio de genes para las poblaciones de L. speciosa,
estimados con el programa MIGRATE fueron de moderado a altos en general; el
mayor valor de flujo de genes (Tabla 7) se encontré del fragmento 1 hacia el
fragmento 3 (Nm = 2.188), los valores moderados se encuentran del fragmento 1
a los fragmentos 2 y 4 (Nm = 1.349 y 1.354, respectivamente), del fragmento 2
hacia los fragmentos 3 y 4 (Nm = 1.522 y 1.122, respectivamente), del fragmento
3 hacia los demas fragmentos (1, 2 y 4) con valores de Nm = 1.176, 1.947 y
1.969, respectivamente y del fragmento 4 hacia el fragmento 1 (Nm = 1.307) y 3
(Nm = 1.195). Por ultimo el menor numero de migrantes se encontré entre el
fragmento cuatro hacia el fragmento dos con un valor (Nm= 0,712). En este
sentido, Slatkin (1993) sugiere que valores de Nm < 1 o bajo-moderado flujo
geénico entre las poblaciones es suficiente para generar diferenciacién entre ellas,
donde la deriva génica actue independientemente en cada poblacién, y el flujo
geénico alto o Nm >1 provoca que las poblaciones restrinjan el efecto de la deriva
comportandose como una poblacion panmictica en la cual todos los individuos

tienen la misma probabilidad de aparearse y este es principalmente al azar.

Tabla 7. Flujo genético entre las poblaciones de L. speciosa

Fragmento 1 2 3 4
1 0.999 1.176 1.307
2 1.349 - 1.947 0.712
3 2.188 1.522 - 1.195
4 1.354 1.122 1969  -——-
El analisis de flujo se realizé entre las poblaciones de los fragmentos
de vegetacion de la Cuenca de Cuitzeo. La primera columna
corresponde al fragmento que recibe los migrantes.
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En cuanto a la diferenciacion genética (Tabla 8) pareada entre las
poblaciones de L. speciosa, podemos observar que la mayor diferenciacion
genética entre las poblaciones se encuentra entre Coa/Fel (Rst = 0.14137),
Fel/Olm (Rst = 0.14365) y Olm/Lag (Rst = 0.14957) basadas en Rst y los valores
basados en Fst que se obtuvieron van de 0.021 a 0.143; donde los valores mas
altos de Fst se presentaron entre la poblacion de P-2/Rob con un valor de 0.1313
y P-2/Fel con Fst= 0.1450 siendo P-2 parte del grupo genético uno y Rob y Fel del
grupo dos; lo que evidencia una mayor diferenciacidén entre grupos genéticos, con
excepcion de las poblaciones Olm/Lag (Fst= 0.1332) ambas pertenecientes al
grupo uno. En 1978, Wright propuso para una mejor interpretacion de los valores
de Fst una escala donde los valores entre 0,0 a 0.05 indican poca diferenciacion
genética, mientras que los valores que se encuentran entre 0.05 a 0.15 se
consideran como moderados, asi como valores que van de 0.15 a 0.25 indican
una gran diferenciacién y por ultimo aquellos valores que sobrepasen 0.25 se

consideran que tienen una diferenciacion muy grande.
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7.2.3 Asignacion Bayesiana y Barreras Genéticas

La proporcion de ancestria genética para cada poblacion de L. speciosa se
encuentra representada geograficamente por medio del programa de asignacion
Bayesiana STRUCTURE (Figura 13) y por el programa GENELAND (Figura 14).
En ambos casos, el numero efectivo de grupos genéticos corresponde a dos
grupos, el cual fue obtenido siguiendo las reglas de Evanno et al. (2005) (Figura
12). La distribucion del genotipo verde en STRUCTURE (Grupo 1 en
GENELAND) se encuentra ampliamente distribuido en las poblaciones del norte
(poblacion Zac) y centro de la Cuenca del Cuitzeo (Inm, Rob y Fel) e incluso se le
encuentra distribuido en las poblaciones del sur de la Cuenca de Cuitzeo, como
son las poblaciones de Cgm, Agu, P-2 y Pot. Por otro lado, la distribucion del
genotipo rojo en STRUCTURE (Grupo 2 en GENELAND), se le encuentra
moderadamente distribuido en todas las poblaciones de L. speciosa en la Cuenca
del Cuitzeo. Sin embargo, este genotipo rojo se encuentra mejor representado en
las poblaciones del sur de la Cuenca como son: Olm, Lag y Coa; es muy
importante poder utilizar dos herramientas de asignacion genética bayesiana
como GENELAND y STRUCTURE, para poder obtener el numero efectivo de
grupos y comparar los grupos entre ellos, de esta manera poder hacer las

inferencias de una forma robusta.

En cuanto a las discontinuidades genéticas encontradas por el programa
BARRIERS, se muestran en la Figura 13 junto con los graficos circulares que
muestran la ancestria genética para cada poblacién en el mapa de la Cuenca de
Cuitzeo. Podemos observar tres barreras que presentan valores de Bootstrap de
entre el 50% al 100% de soporte para cada barrera encontrada. La primera
barrera es una barrera compuesta que se encuentra localizada entre las
poblaciones de Lag y Agu que estan separadas de la poblacion Olm y Cgm. Asi

como también la barrera 1 separa las poblaciones de Pot, P-2 y Coa entre si. La
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segunda barrera separa la poblacion de Cgm del resto de las poblaciones
incluyendo las pertenecientes al fragmento 3 (Lag, Agu, OIm); la barrera tres
separa la poblacion Rob y la poblaciones Inm y Fel, las cuales se encuentran en

el norte de la Cuenca todas pertenecientes al grupo uno de GENELAND.

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

Figura 12. Valor mas probable para K
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8. DiScusION

8.1 Variacion Genética

La fragmentacion de los habitats y la extraccion selectiva de individuos de
una poblacién natural modifican la estructura genética de las plantas debido a que
los cambios que se producen al reducirse el tamafio de las poblaciones, provocan
el aislamiento y la subsecuente reduccién de la diversidad genética (Jump &
Pefuelas, 2006). En este estudio, se analizd la estructura genética de las
poblaciones de una especie de orquidea que ha sido grandemente amenazada
por la destruccion y fragmentacion de su habitat, asi como por la gran extraccion
indiscriminada a la que se ha visto sujeta. Sin embargo, y muy sorpresivamente el
status genético obtenido por microsatélites nucleares para Laelia speciosa en la
Cuenca de Cuitzeo en Michoacan, nos muestra valores de diversidad genética
(Ng, Ho) altos en varias de las poblaciones analizadas. Cabe resaltar que dos de
las poblaciones presentaron valores de heterocigosidad mayores a los que se
esperaban. En las poblaciones del sur se observaron valores moderados en su
diversidad genética (Ho) que van de 0.535 a 0.6821, y el Ng que presentaron vario
de 6.25 a 8.5; los valores mas bajos de diversidad se encontraron en las
poblaciones de Olm, Lag y Agu (Ho = 0.5938; 0.6033 y 0.5889, respectivamente).

Estudios previos sobre Laelia speciosa utilizando isoenzimas (Avila-Diaz &
Oyama, 2007), sugieren también que esta especie tiene una diversidad genética
alta (A= 3.34, He=0.382), y cuyos valores encontrados son comparables con
otros estudios realizados en orquideas epifitas y rupicolas que muestran una alta
diversidad genética (Ackerman & Ward, 1999; Bush et al., 1999; Borba et al.,
2001; Mdrren, 2003; Trapnell & Hamrick, 2004; Trapnell et al., 2004). A pesar de
que nuestros analisis no son comparables debido al uso de distintos marcadores
moleculares como son las isoenzimas y microsatélites, este ultimo utilizado en el
presente estudio, de manera general puede observarse una diversidad

considerada como alta en esta especie, la cual puede sea debida en parte a su
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historia de vida, es decir su tipo de polinizacion, a su sistema de
autoincompatibilidad, a su dispersion a larga distancia de sus miles de semillas la
cual es mediada por viento y la relacion estrecha que tienen con hongos
especificos que le permiten tener un mecanismo eficiente de uso de recursos que
le brindaran un mejor desempefo como plantulas hasta su desarrollo en adultos

(Avila-Diaz datos no publicados).

Ademas, otros estudios con orquideas han resaltado los altos niveles de
diversidad genética como es el caso de Cypripedium calceolus para la cual Case
(1994) reportdé una heterocigosidad que se encuentra por encima del promedio
reportado para plantas que poseen caracteristicas similares a las de C. calceolus;
la amplia diversidad genética en este caso es explicada principalmente por la
polinizacién cruzada a distancias lejanas. Particularmente, esta especie posee
caracteristicas similares a las de L. speciosa como que son plantas herbaceas
perennes de larga vida y semillas dispersadas por el viento (Hamrick & Godt,
1989). Otras estudios han mostrado estos mismos patrones donde las orquideas
con polinizacién cruzada muestran una alta diversidad genética, lo cual concuerda
con el patron esperado para las plantas polinizadas por animales y dispersion de
semillas por el viento tal como ocurre en las especies de orquideas (Scacchi et
al., 1990), Orchis morio (Rossi et al., 1992), Orchis papilionacea (Arduino et al.,
1995), Cephalanthera longifolia (Scacchi et al., 1991), Spiranthes diluvialis (Arft &
Ranker, 1998), Spiranthes sinensis (Sun, 1996) y G. odoratissima (Gustafsson et
al., 2002). Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente por Avila-
Diaz & Oyama (2007) para la especie bajo estudio quien explica que sus
resultados pueden deberse principalmente a que esta especie de orquidea
presenta polinizacion cruzada, lo cual pudiera ayudar a mantener una variacion
genética alta, que aun no se vea afectada por la extraccién de plantas en las

localidades.

Otra posible explicacion al respecto podria ser aquella que tomando en
cuenta que los individuos del estudio provienen de una generacion adulta, estos

resultados obtenidos pueden ser un indicador de que la extraccion de la especie y
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la fragmentacion de su habitat aun no han tenido un efecto en las frecuencias de
heterocigosidad y en los alelos de la poblaciones que provoquen la deriva
genética de las poblaciones y por lo tanto, no se ha presentado una diferenciaciéon
entre ellas. Incluso, Gonzalez-Astorga & Castillo-Campos (2004) sugieren que el
papel de los polinizadores de las especies de plantas, pudieran permitir que se
establezcan zonas estables de intercambio genético (via flujo génico) con lo cual

se mantendria una variabilidad genética adecuada en poblaciones.

8.1.1 indice de Endogamia

Los resultados de este estudio muestran para L. speciosa valores del
indice de endogamia oscilan 0.07434 a 0.27995, con excepcion de dos
poblaciones (Zac e Inm) cuyos valores no son significativamente diferentes de
cero (0.00948 y 0.00649, respectivamente); las poblaciones con el Fis mas alto
(0.2799; 0.234 y 0.2083 para Olm, Coa y P.2, respectivamente) se encuentran
localizadas en el sur (Figura 13) y pertenecen al grupo dos (GENELAND) donde
predomina el genotipo rojo; y la poblacibn con menor indice de endogamia
significativo fue para Cgm (Fis =0.07434), seguido de Fel (Fis = 0.1240). Como
puede observarse, el indice de endogamia tal como lo muestra la correlacién
(Figura 10), disminuye a medida que la latitud aumenta, por lo que podemos
sugerir que entre mas al norte se encuentren las poblaciones tienen mayor flujo
genético ya que presentan menos restricciones que las poblaciones del sur
(Figura 13).

En un estudio con isoenzimas, Bacles et al. (2004) para Sorbus aucuparia
report6 valores bajos de Fis que oscilan entre -0,500 y 0.344, detectando un déficit
significativo de heterocigotos reflejando un alejamiento del apareamiento al azar.
Otro estudio que muestra los efectos de la fragmentacion es el realizado por
Mathiasen et al. (2007) sobre Embothrium coccineum en Chile donde se
reportaron altos niveles de endogamia (Fis + SE = 0.324 + 0.072), lo cual muy

posiblemente sea debido a la actividad de los polinizadores, para los cuales se
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reporto que visitan con mayor frecuencia los fragmentos pequefios (Smith-
Ramirez & Armesto, 2003), y que las semillas que provenian de los fragmentos
pequenos, presentaban una alta tasa de exogamia, lo que implica una conexion
genética entre los fragmentos (Guevara & Laborde, 1993; Aldrich & Hamrick,
1998), por lo cual se ha sugerido que se ha incrementado la conexion entre
fragmentos por arboles que se encuentran aislados espacialmente (Nason &
Hamrick, 1997). Otro estudio donde sugieren que los arboles aislados funcionan
como posibles peldanos de flujo génico entre las poblaciones es el del los arboles
tropicales como es Samanea saman (Cascante et al. 2002) donde se reporta un
coeficiente de endogamia [0.005 (0.001) 0.044 (0.018)], donde podemos observar
que el flujo génico y la conectividad en la poblaciones es mantenido por los
polinizadores. El habito epifito en L. speciosa pudiera ser un factor que esta
contribuyendo al aumento del flujo genético via polinizadores o por dispersién a
larga distancia entre las poblaciones de la especie en estudio. Y mas aun, que las
poblaciones de L. speciosa hasta el momento no muestran un efecto de la
fragmentacién en su estructura genética. Sin embargo, el hecho de que
solamente arboles aislados son los que estan prevaleciendo en las poblaciones
de la Cuenca del Cuitzeo, sugiere que en un futuro cercano pudiera tener un
efecto negativo en los niveles de diversidad y endogamia en las poblaciones

aisladas.

8.1.2 Prueba de deteccion de cuellos de botella
Las poblaciones de L. speciosa no presentaron evidencia de que haya
ocurrido recientemente un cuello de botella bajo ninguno de los tres modelos
analizados (IAM, SMM y TPM). En este sentido Luikart et al. (1998) menciona que
la prueba se basa en la presencia de un exceso de heterocigotos en las
poblaciones cuando éstas han sufrido un cuello de botella reciente. Estos
resultados son contrarios a lo reportados en este estudio para L. speciosa donde

en la mayoria de los loci analizados mostraron un déficit de heterocigos, la prueba
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presenta una limitante ya que solo puede detectarse los cuellos de botella en un
periodo de tiempo corto después de que este se haya producido. Por lo tanto, en
las poblaciones de L. speciosa podemos observar que no hay evidencia de
cuellos de botella recientes lo cual puede deberse principalmente a que los
efectos de la fragmentaciéon del habitat y la frecuente extraccion de ejemplares
que han sufrido las poblaciones es reciente y sus consecuencia no se han hecho
evidentes en las poblaciones aqui estudiadas, las cuales se conforman

principalmente de individuos adultos.

8.1.3 AMOVA

El analisis molecular de varianza (AMOVA) realizado para las poblaciones
de L. speciosa nos dice que la mayor variacion esta dentro de las poblaciones con
un 89.5%. Este resultado concuerda con un estudio realizado con aloenzimas
sobre la estructura de tres especies de orquideas donde Sun y Wong (2001)
mencionan que las plantas con polinizacion cruzada suelen presentar mayor
diversidad dentro de las poblaciones. De la misma manera Hamrick y Godt (1989)
explican que especies con cruzamiento lejano presentan una variacion mayor a la
esperada la cual se encuentra principalmente dentro de las poblaciones y no entre
ellas. Incluso, Case (1994) explica que estos patrones son atribuibles a la familia
Orchidaceae donde se han observado frecuentemente valores relativamente altos
de flujo génico interpoblacional a pesar de tener como caracteristica el existir en
poblaciones pequefias y espaciadas. Otro estudio realizado por Chung et al.
(2006) sobre orquideas autocompatibles como son Liparis kumokiri vy
autoincompatibles como Liparis makinoana (Orchidaceae), para esta ultima se
reportd altos niveles de variacion genética dentro de las poblaciones, lo que
concuerda con las especies autoincompatibles donde predomina un sistema de
reproduccion cruzada, al igual que en el caso de Laelia speciosa que evita su
auto-polinizacion (Vander Pijl & Dodson, 1996; Dressler, 1981, 1993; Borba &

Semir, 1999) y favorece mas la polinizacion cruzada.
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8.2 Estructura Genética

8.2.1 Pruebas de seleccion

Dentro de los grupos genéticos obtenidos por medio del programa
STRUCTURE, el grupo uno presenté seleccion balanceadora tanto en el locus
Lspe 4 como en el Lspe 7. Este tipo de selecciéon promueve una alta diversidad
genética, debido al proceso por el cual los alelos con menor aptitud adaptativa
disminuyen hasta desaparecer (Castillo-Cobian, 2007). Esto se debe
generalmente a que los heterécigos se adaptan de mejor manera que los
homocigoto los cuales tienen dos alelos iguales, esto es conocido como ventaja
del heterocigoto o sobredominancia, en consecuencia se conserva el polimorfismo
genético. Este tipo de seleccidn representa la forma de seleccion natural que se
encarga de mantener el polimorfismo genético dentro de las poblaciones, como es
el caso de L. speciosa y se presenta principalmente en las poblaciones del grupo
genético 1, el cual esta muy bien distribuido en las poblaciones y donde podemos
observar los mayores niveles de diversidad genética. Por lo tanto, podemos
sugerir que los procesos de fragmentacion en la Cuenca del Cuitzeo estan
provocando la desviacion de la neutralidad de algunos loci (Lspe 4 y 7) hacia la
seleccion balanceadora que esta influyendo en el mantenimiento de la diversidad

de esta especie de orquidea.

Dentro del grupo genético dos, se observo la posible sefial de la seleccion
balanceadora para el locus Lspe 12 y seleccion positiva para el locus 10, este tipo
de seleccion favorece a largo plazo la perseverancia de multiples alelos nuevos
(Wright & Gaut, 2005). Este tipo de seleccion representa una ventaja en la fijacion
de una mutacion sobre el promedio de la poblacién incrementandose asi las
frecuencias de esta en las siguientes generaciones en una sola direccion (Li,
1997) reduciéndose asi los niveles de variacion genética. Watterson (1975) y
Tajima (1989a, 1989b) explica que al presentarse este tipo de seleccion en

consecuencia las frecuencias alélicas de estos nuevos alelos se veran
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incrementadas siendo independiente de su posicion frente a otros alelos, y con el

tiempo se volveran fijos.

La seleccion positiva se presenta con mayor frecuencia cuando las
poblaciones sufren algun tipo de presion medioambiental, siendo en este caso
particular la extraccion de los individuos y la tala de su hospedero natural pudiera
ser un posible factor para que se presente este tipo de seleccion. Otro posible
causa pudiera estar asociada con el indice de endogamia, el cual disminuye a
medida que la latitud aumenta, por lo que podemos sugerir que entre mas al norte
se encuentren las poblaciones tienen una mayor probabilidad de flujo genético ya
que presentan menos restricciones que las poblaciones del sur, donde al parecer
el sobrelapamiento de generaciones, la existencia de dos barreras genéticas entre
las poblaciones y la falta de flujo génico con otras poblaciones ha posiblemente

provocado este déficit de heterocigos.

8.2.2 Flujo y Diferenciacion Genética

En L. speciosa el flujo génico calculado con el programa MIGRATE se
encontré el mayor valor entre las poblacion del norte hacia las poblaciones
superiores del sur (Nm= 2.188), y el menor valor se dio las poblaciones del sur
(Pot, P-2 y Coa) hacia las del centro (Nm= 0.712). Estos valores concuerdan con
los valores de diferenciacion genética Rst pareada que se presentan entre las
poblaciones. ElI hecho de que la mayor diferenciacién encontrada sea entre
poblaciones del norte-sur puede ser debido a que presentan una mayor
separacion geografica (Figura 13), aunado a esto la presencia de la ciudad de
Morelia puede ser un factor para la limitacion del flujo genético y su subsecuente
diferenciacién genética. Por otro lado, la menor diferenciacién y un mayor flujo
genico ocurre entre las poblaciones centro-sur, lo cual puede ser explicado por la
existencia de pequenos fragmentos de bosque que se encuentran entre estas
poblaciones, y que tomarian el papel de corredores de vegetacion donde

potencialmente los arboles aislados funcionen como posibles peldafios de flujo
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génico entre las poblaciones, tal como en el caso de S. saman (Cascante et al.
2002). Loveless & Hamrick (1984) sugieren que la diferenciacion genética es el
resultado de la dispersion del polen y las semillas y en el caso particular de las
orquideas donde son dispersadas por el viento y que son capaces de recorrer
largas distancias se espera que la diferenciaciéon genética sea baja entre las
poblaciones (Hamrick & Godt, 1989; Gustafsson et al., 2002). Sharma (2003)
reportd para P. picta un valor alto de flujo génico (Nm =1.15), sugiriendo que estos
valores pueden ser debido a varios factores como son la alta fecundidad
(Jones,1988), la dispersion de semillas por el viento y por su sistema de
polinizacion cruzado (Dressler, 1981). En el caso de L. speciosa que presenta
valores altos de flujo génico (con Nm mayores a 0,999 ) estos resultados
concuerdan con otros estudios realizados en orquideas donde se encuentra una
baja diferenciacion (Gst = 0.07) (Scacchi et al., 1991), Orquideas papilionaceae
(Gst = 0.03) (Arduino et al., 1995), Orquidea morio (Gst = 0.05) (Rossi et al.,
1992), Orquidea longicornu (Gst = 0.01) (Rossi et al., 1992), Cyperipedium
candidum (Gst = 0.06) (Case, 1993), Gymnadenia conopsea (Gst = 0.04)
(Scacchi & De Angelis, 1989), y Leporella fimbriata (Gst = 0.04) (Peakall &
Beattie, 1989).

Sin embargo, en el caso particular de las poblaciones Lag-Olm quienes
tienen el valor mas grande de diferenciacion a pesar de pertenecer al mismo
grupo, en la Figura 13 puede observarse que la poblacién Olm se encuentra
restringida de las demas poblaciones por la barrera uno, que pudiera estar
relacionada con fragmentos de vegetacion aislados entre si donde el intercambio
es limitado. En el caso de los arboles Young et al. (1996) propuso que los efectos
esperados de la fragmentacion del habitat son una disminucion de la variacion
genética entre las poblaciones y un aumento en la diferenciacién genética entre
ellas. En estudios sobre flujo genético en arboles tropicales se ha reportado que
este es mas intenso en arboles aislados en poblaciones fragmentadas (Young et
al., 1993; White et al., 2002; Dick et al., 2003). En cambio, otras investigaciones

indican que las especies de arboles incluso dependen predominantemente de
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intercambio de genes a través del polen y de la dispersion de semillas también
podria contribuir sustancialmente al flujo de genes (Petit et al., 2005). También se
ha reportado que las semillas de las orquideas al ser dispersadas por el viento y
poseer una capacidad de dispersion a larga distancia (Hamrick & Godt, 1989)
como es el caso de L speciosa que posee unas semillas diminutas (como el
polvo) (Ackerman & Ward, 1999; Arditti & Ghani, 2000), las cuales pueden entrar
en la "columna de aire", por lo que muy posiblemente se dispersan a través de
distancias considerables (hasta varios kildmetros) con la ayuda de un viento fuerte
(Sharma et al., 2000; Trapnell & Hamrick, 2004), por lo que es de esperar un
aumento importante en el flujo de genes y que los valores de diferenciacion
genética sean bajos. Sharman et al. (2003) sugiere que las largas distancias de
dispersion son efectivas para mantener el flujo de genes y por tanto la diversidad
genética, entre las poblaciones de plantas, solventando asi los efectos de la

fragmentacion.

8.2.3 Asignacion Bayesiana y Barreras Genéticas

Se detectaron dos grupos genéticos (representados por colores: rojo y
verde) a partir del programa STRUCTURE y del grupo uno y dos segun el
programa GENELAND, lo cual puede ser explicado desde el punto de que las
poblaciones anteriormente pertenecian a un area en comun de bosque de pino-
encino y bosque de encino (Cuenca de Cuitzeo), que no habia sido fragmentada.
Sin embargo, la fragmentacion por parte del humano causoé la desaparicion de los
pinos principalmente en un inicio, debido a su potencial maderero y para
construcciones. Posteriormente, se llevo a cabo la utilizacién de la madera de los
encinos, que se utiliza principalmente como fuente de carbdn vegetal, la cual es
una actividad muy importante en la Cuenca de Cuitzeo. Esta actividad se realiza
principalmente de las especies de encinos rojos como Quercus castanea y de la
especie de encino blanco Q. deserticola, la cual es uno de los principales

hospederos de la especie bajo estudio L. speciosa en la Cuenca. Cabe resaltar
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que las inflorescencias de L. speciosa forman parte de los arreglos de las
ofrendas que se ofrecen en los panteones del parte centro-norte de Michoacan,
por lo que esta especie se ha visto sometida a una extraccidn sin medida por
parte de los pueblos donde existe de manera natural esta especie de orquidea.
De esta manera, con el tiempo se fueron reduciendo la cobertura de bosque,
guedando reducida la cubierta de bosque a fragmentos de bosque en el norte de
la cuenca, la parte central y la parte sur de la misma. Sin embargo, nuestros
resultados sobre las poblaciones de L. speciosa han mostrado una alta diversidad
y flujo genético lo cual incrementa el intercambio de genes entre las poblaciones.
Esta evidencia sugiere que aun no se han hecho evidentes los efectos de la

fragmentacién que ocurren en la cuenca del Cuitzeo.

Por medio del programa STRUCTURE y GENELAND se encontraron dos
grupos genéticos (Figura 13): verde (corresponde al grupo uno en GENELAND) y
el rojo (Grupo dos en GENELAND), ambos bien distribuidos a lo largo de la
Cuenca. En la Figura 14-A se observa que el genotipo verde esta mejor repartido

que el rojo que se encuentra restringido en las poblaciones del sur.

En las poblaciones del norte de la cuenca (Zac) pertenece al mismo grupo
genético de las poblaciones del centro de acuerdo con lo obtenido con
GENELAND (Figura 14) Presenta el segundo valor mas bajo de Fis= 0.00948 y el
valor de diferenciacién mas alto que present6 la poblacién de Zac/Olm fue de
0.11835; la poblacion del norte asi como la poblacién Inm (poblacién del centro
que presenta el menor indice de endogamia Fis= 0.00649). Entre esta dos
regiones (norte — centro) el flujo génico es moderado aun siendo geograficamente
las mas cercanas, donde el norte contribuye con Nm= 1.349 hacia el centro y
este, con Nm = 0.999 hacia el norte. En la region del centro las poblaciones se
encuentran aisladas entre si por la barrera tres (Figura 13) lo que contribuye a
que los valores de diferenciacion entre ellas sean mas altos a los esperados
principalmente entre las poblaciones Fel/Rob con Rst = 0.0781 y entre Fel/lnm
con un Rst = 0.0826. Esta region contribuye de manera moderada con el flujo

génico con valores de Nm = 1.522 y 1.122 hacia ambas secciones de las
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poblaciones del sur; dentro de esta regién la poblacion Rob presenta el tercer

valor mas alto de endogamia con un Fis=0.2155 .

En las poblaciones del sur el flujo genético se encuentra restringido entre
ellas por la barrera compuesta uno donde se registra un mejor flujo de las
poblaciones superiores (Agu, Lag Olm y Cgm) hacia las inferiores (Pot, P-2 y Coa)
con un valor de Nm = 1.969: dentro de esta region se obtuvo la mayor
diferenciacion Rst = 0.14957 entre las poblaciones Lag/Olm, como puede verse
en la Figura 13 ambas poblaciones se encuentran aisladas por la barrera uno lo
que puede impedir el intercambio de genes entre ella. La poblacion Olm presenta
el mayor indice de endogamia con Fis = 0.2799 y como puede verse en la Figura
13 esta poblacién se encuentra rodeada por la barrera compuesta uno lo que
puede explicar que su flujo de genes se encuentre restringido y por lo tanto los
individuos se estén reproduciendo entre si. La poblacion Cgm a su vez se
encuentra aislada del resto de las poblaciones por la barrera dos teniendo un Fis =
0.0743, su mayor diferenciacion se presenta con la poblacién Fel con un valor de
0.0468 y a su vez presenta uno de los menores valores de diferenciaciéon Rst =
0.00487 con la poblacion Zac situada en el norte; la cual a su vez contribuye con
el mayor nivel de flujo génico que reciben las poblaciones del sur con Nm = 2.188.
En las poblaciones inferiores del sur (Pot, P-2 y Coa) las cuales se encuentran
también subdivididas por la barrera compuesta uno, se encuentra mejor
representado el genotipo rojo (Grupo dos en GENELAND); estas poblaciones son
las que contribuyen en menor medida al flujo génico con Nm = 0.712 siendo el
receptor las poblaciones del centro y dos de estas poblaciones (P-2 y Coa)
presenta altos valores en indice de endogamia con Fis = 0.2083 y 0.2340. Como
puede observarse las poblaciones del sur tienen mayores restricciones
geograficas por lo que el flujo genético se ve a su vez restringido, principalmente
cuando el flujo se presenta hacia el norte lo que conlleva a que la diferenciacion
sea mas grande entre poblaciones del norte — sur. Esto se ve confirmado con los
resultados obtenidos con la correlacion entre los cuales indican que la endogamia

sera menor cuanto mayor sea la latitud.
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9. CONCLUSIONES

®» Las poblaciones de Laelia speciosa presentaron altos niveles de diversidad
genética que indican que la fragmentacién de los bosques y la extracciéon
selectiva y aprovechamiento de orquideas no han tenido un efecto sobre
las poblaciones estudiadas. Las caracteristicas de historia de vida y la
forma de crecimiento de L. speciosa sugieren que esta especie ha

mantenido altos niveles de diversidad genética.

®» Las poblaciones de Laelia speciosa no han sufrido un cuello de botella
reciente como consecuencia de la extraccion de la especie y la
deforestacion de su habitat. Esto puede deberse a que el analisis genético
se realizd con individuos adultos colectados en poblaciones no tan
afectados. Se esperaria que el efecto de la extraccion a corto plazo se
deberia de ver reflejado en la diversidad de las progenies y en los
individuos jovenes ya que en las siguientes generaciones podrian ser las
que presenten una reduccion en el numero de individuos en las

poblaciones y por consecuente se presenten evidencia de cuello de botella.

®» El indice de endogamia disminuye conforme la latitud aumenta,
concordando con la presencia de menor diversidad a menor latitud. Esto
es resultado de un mayor flujo génico en las poblaciones del norte y centro
de la cuenca en el pasado, debido principalmente a los polinizadores y a la
dispersion de semillas por el viento. El aumento de Fis en las poblaciones
del sur se pueden deber a la restriccion que presentan las poblaciones
entre si al ser fragmentados por el establecimiento de las comunidades

urbanas.

®» Las poblaciones de Laelia speciosa se encuentran estructuradas
genéticamente por dos grupos genéticos. Uno de ellos, denominado en

este estudio como el genotipo rojo, se encuentra restringido principalmente
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en el sur de la cuenca, donde se encuentra una barrera que aisla a las
poblaciones de esta region entre si delimitando el flujo entre ellas; esto

puede ser un factor de que este genotipo esté menos distribuido.

Las pruebas de selecciéon mostraron que los loci Lspe4 y Lspe7 presentan
seleccion balanceadora en el grupo genético dos y el Lspe12 en el grupo
genético uno, este tipo de seleccion ayuda a que se mantenga una alta
variabilidad genética, lo que puede estar contribuyendo a que las
poblaciones de Laelia speciosa mantengan altos niveles de diversidad. El
grupo uno presento seleccion positiva en el locus Lspe10; la cual se
presenta cuando las poblaciones presentan alguna presion ambiental como

es el caso de la especie en estudio.
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