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Resumen

Titulo: Estudio de la diversidad y estructura genética de poblaciones de Lippia origanoides en el Cafién del
Chicamocha de la cordillera oriental de Colombia”

Autor: Liliana Santamaria Acevedo™
Palabras Claves: SSR, Neotrdpico, diversidad genética.
Descripcion

Lippia origanoides es una especie silvestre de interés agricola, cosmético y farmacéutico. Conocer su grado de
diversidad genética, es requisito indispensable para soportar esfuerzos dirigidos al mejoramiento y establecimiento
de cultivos comerciales. Se evalué la diversidad y el grado de estructura genética en poblaciones de L.
origanoides de la cuenca baja del cafion del rio Chicamocha, usando 23 secuencias microsatélites desarrolladas para
la especie mediante andlisis de secuenciacion de alta cobertura. Se detect6 el polimorfismo microsatélite en 103
especimenes colectados, en diez localidades de la cuenca baja del rio Chicamocha. A partir de los alelos detectados,
se estimaron parametros que permitieron evaluar la diversidad genética a nivel de locus y poblacional. De igual
manera, se realizaron diferentes analisis dirigidos a conocer el grado de estructura genética en la poblacion total. De
los 23 pares de cebadores microsatélites desarrollados, 21 mostraron amplificacion robusta del correspondiente
locus en L. origanoides y varios de ellos estuvieron representados en especies relacionadas como: L.
graveolens (20), L. alba (11), L. micromera (11), L. americana (9) y L. canescens (4). Quince (15) loci
microsatélites polimoérficos, se mostraron en desequilibrio HW (p < 0,05) con una heterocigosidad promedio (H) de
0,403 (0,021-0,945). La diversidad genética promedio (Hr) en L. origanoides para las diez localidades fue de 0,45
(0,36-0,51). El andlisis de estructura genética mostr6 la existencia de cinco grupos ancestrales, un bajo pero
significativo nivel de diferenciacion genética y flujo genético entre localidades. En conclusion, los loci
microsatélites estudiados son Utiles para el estudio del polimorfismo genético de poblaciones de L. origanoides y de
especies relacionadas. La poblacion de L. origanoides de la cuenca baja del cafion del rio Chicamocha, muestra
moderada diversidad genética y baja estructura poblacional.

* Trabajo de Investigacion
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Maestria en Biologia. Director: Dr. Jorge Luis Fuentes Lorenzo.
Codirector: Dr. Fernando Ronddn Gonzélez.
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Abstract

Title: Study of the genetic diversity and population structure of Lippia Origanoides in the Chicamocha Canyon of
the eastern cordillera of Colombia®

Author: Liliana Santamaria Acevedo™
Keywords: SSR, Neotropics genetic diversity.
Description

Lippia origanoides is a wild species of agricultural, cosmetic and pharmaceutical interest. Knowing their degree of
genetic diversity is an indispensable requirement to support efforts aimed to the improvement and establishment of
commercial crops. The diversity and the degree of genetic structure in populations of L. origanoides of the low basin
of the Chicamocha river cane were evaluated, using 23 microsatellite sequences developed for the species, through a
high coverage sequencing analysis. Microsatellite polymorphism was detected in 103 specimens collected at ten
locations in the lower basin of the Chicamocha River, from PCR amplification. From the detected alleles,
parameters were estimated that allowed the evaluation of the genetic diversity at the locus and population level. In
the same way, different analyzes were conducted aimed to knowing the degree of genetic structure in the global
population. Of the 23 pairs of microsatellite primers developed, 21 showed robust amplification of the
corresponding locus in L. origanoides and some were represented in related species such as L. graveolens (20), L.
alba (11), L. micromera (11), L. americana (9) and L. canescens (4). Fifteen (15) polimorphic microsatellite loci in
L. origanoides were shown to be in HW disequilibrium (p < 0.05) with an average heterozygosity (H) of 0.403
(0.021-0.945). The average genetic diversity (Hr) for the ten localities was 0.45 (0.36-0.51). The analysis of genetic
structure showed the existence of five genetic ancestral groups, a low but significant level of genetic differentiation
and genetic flow between locations. In conclusion, the microsatellite loci studied are useful in the study of the
genetic polymorphism of populations of L. origanoides and related species. The population of L. origanoides from
the lower basin of the Chicamocha river canyon shows a moderate genetic diversity and low population structure.

* Research Work
™ Science Faculty. Biology School. Master in Biology. Director: Dr. Jorge Luis Fuentes Lorenzo. Codirector: Dr.
Fernando Rondon Gonzalez



ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA |11

Introduccion

Lippia origanoides H.B.K., es una especie de planta aromatica perteneciente a la familia
Verbenaceae que habita en zonas aridas y semiaridas del norte de Sur América. En Colombia, se
conoce comunmente como “Orégano de monte” y ha sido identificada en los departamentos de
La Guajira, Magdalena, Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Cauca y Narifio
(Albesiano et al., 2003). Existe un creciente interés por la especie L. origanoides, debido a que
sus aceites esenciales muestran un amplio espectro de bioactividad entre las que se encuentran:
antibacteriana y antimicotica (Dos Santos et al., 2004; Méndez et al., 2007; Oliveira et al., 2007;
Bueno-Sanchez et al., 2009), antiviral (Meneses et al., 2009), antiparasitaria (Escobar et al.,
2010), antioxidante (Stashenko et al., 2008), antigenotoxica (Vicufia et al., 2010) y repelente de
insectos (Nerio et al., 2009). Estos hallazgos, y la importante diversidad quimica de sus aceites
esenciales (Stashenko et al., 2010; Stashenko et al., 2013), soportan a L. origanoides como una
especie de alto potencial para las industrias cosmética y farmacéutica.

Pese a lo anterior, el conocimiento sobre la biologia reproductiva, grado de diversidad y
estructuracion genética de las poblaciones de L. origanoides es limitado. Conocer sobre su
biologia reproductiva y el sistema de dispersion de semillas es importante porque estos influyen
directamente sobre la diversidad genética y su distribucion espacial (Wright, 1946). Con base en
estudios de especies relacionadas como Lippia graveolens Kunth (Oregano mexicano), se cree
que L. origanoides sea una especie monoica con produccién de flores hermafroditas; sin

embargo, un sistema de reproduccion dioico, ya identificado en otras especies del género Lippia,
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no puede ser descartado (Ocampo-Velazquez et al., 2009). Adicionalmente, dos trabajos previos
han estudiado la diversidad y estructura genética de esta especie en el Cafion del Rio
Chicamocha de Colombia (Suérez et al., 2008; Vega-Vela y Chacdn-Sanchez, 2012). El primero
(Suérez et al. 2008), mostrd que las poblaciones en la cuenca baja del cafion del rio Chicamocha
en el departamento de Santander exhiben una relativamente alta diversidad genética y un bajo
nivel de diferenciacion genética entre localidades. El segundo trabajo (Vega-Vela y Chacon-
Séanchez, 2012), indico que la diversidad y estructura genética de las poblaciones de la especie es
muy influenciada por el gradiente de altitud formado en la cuenca del cafién. A pesar de que este
estudio constituye una Util aproximacion a la estructura y distribucion espacial de las poblaciones
de L. origanoides en el oriente colombiano, se requiere estudiar nuevas poblaciones en nuevos
municipios y localidades para conocer mejor la diversidad y dinamica poblacional de esta
especie. Vale destacar, que el mencionado estudio fue desarrollado con marcadores multi-locus
de tipo dominantes como los AFLP (Vos et al., 1995); los cuales reflejan solo parcialmente la
diversidad alélica contenida en las poblaciones y por ende su real diversidad (Nei, 1973; Nei y
Li, 1979). Recientemente, se desarrollaron marcadores tipo microsatélites de naturaleza co-
dominante para especies silvestre relacionadas como Phyla canescens y Lippia alba (Fatemi y
Gross, 2008; Santos et al.,, 2012); sin embargo, el uso de tales marcadores en estudios
poblacionales de L. origanoides requeriran evaluar su diversidad alélica y transferibilidad a la
especie.

La deforestacion y la degradacion del habitat generan un impacto negativo sobre la diversidad
genética de las poblaciones de plantas silvestres (Ledig, 1992). Si disminuye la diversidad
genética de una especie, se reduce su capacidad de respuesta en el ecosistema frente a cambios

climéticos y enfermedades (Hartl y Clark, 1997; Hamilton, 1999; Schaberg et al., 2008). Aunque
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no hay indicativo de que la especie L. origanoides esté actualmente amenazada en algin grado
(Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt, 2013), si existe
preocupacion por la creciente intervencion humana con fines turisticos y por la erradicacion de
parches silvestres para sembrar cultivos comerciales (tabaco, lulo, habichuela y frijol entre otros)
en el area geogréfica del cafidén del Chicamocha. Estos factores podrian conducir a un deterioro
gradual de su hébitat natural y a una reduccién del tamafio de las poblaciones de esta especie y
por ende de su diversidad genética.

Las oportunidades para mejorar el germoplasma de la especie L. origanoides para nutricion,
resistencia a enfermedades y valor adquirido; requieren un mejor entendimiento de las
complejidades de su diversidad y estructura poblacional. Nuestro grupo de investigacion en
colaboracion con investigadores de la Universidad de Purdue, secuencio recientemente el
genoma de esta especie usando tecnologia Illumina. La informacion generada permitié la
identificacion in silico de nuevos loci microsatélites para la especie L. origanoides y el disefio de
cebadores especificos para estudios genéticos de las poblaciones de la especie mediante técnicas
de PCR y de secuenciacién gendémica (Fuentes y Levy, 2014). Dado que el conocimiento sobre
la diversidad genética y estructura poblacional de las especies vegetales, es requisito para
soportar su continuo mejoramiento y sostenibilidad (Aggarwal et al., 2002; Fuentes et al., 2004;
Arteche et al., 2005; Jayamani et al., 2007; Stepien et al., 2007; Glaszmann et al., 2010; Huang et
al., 2002), el presente proyecto tiene como objetivo estudiar la diversidad y estructura genética
de las poblaciones de L. origanoides en la cuenta baja del cafién del rio Chicamocha, usando
marcadores microsatélites. Al evaluar la informacidn de trabajos previos con la especie (Suarez
et al., 2008; Vega-Vela y Chacdn-Sanchez, 2012), donde se establece que la diversidad de las

poblaciones de L. origanoides es mas alta en la cuenca baja del Cafidn del rio Chicamocha, se
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espera encontrar una alta diversidad genética y estructura poblacional para esta especie usando
marcadores microsatélites.

Son objetivos especificos del presente proyecto los siguientes:

1) Evaluar la diversidad genética y estructura de las poblaciones de L. origanoides en la
cuenta baja del cafidn del rio Chicamocha, usando marcadores microsatélites

2) Evaluar si los mencionados marcadores microsatélites pueden ser usados en estudios

genéticos de otras especies de Lippia presente en Colombia.

1. Materiales y métodos

1.1 Material Vegetal.

El material vegetal de estudio consistio en 103 especimenes de la especie L. origanoides
colectados en diez localidades diferentes de la cuenca baja del cafion del rio Chicamocha (Tabla
1; Figura 1). Las colectas fueron realizadas durante los meses de septiembre del 2011
(Localidades LS, LM, LL, ULT, U, P y K) y octubre del 2013 (Localidades J1, J2 y J3);
considerando la informacién sobre la ubicacion de parches o poblaciones de la especie
identificadas en expediciones previas desarrolladas por el Centro Nacional de Investigaciones
para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales -
CENIVAM. De cada espécimen fueron tomadas aproximadamente 15-20 hojas y se tuvo

precaucién de no tomar muestras de especimenes contiguos. Estas hojas fueron guardadas en
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bolsas zip-lock con gel de silice y conservadas a -80°C hasta el momento de la extraccion de

ADN, segun se indica en el siguiente acépite.

Tabla 1. Localidades de muestreo agrupadas por municipio. También se incluyen las
coordenadas geograéficas y la altitud por localidad asi como el nimero de individuos colectados

en cada una.

Municipio  Localidad Coordenadas Altitud (msnm) N

Los Santos  Los Santos (LS) N 06°45.324' W 073°05.672 1408 7
La Mina (LM) N 06°47.871' W 073°10.862 904 10
La Laguna (LL) N 06°46.585' W 073°07.411 1352 3

Piedecuesta Umpal4 - La Torre (ULT) N 06°51.264' W 072°59.009 1077 12
Umpala (U) N 06°50.597' W 072°58.635 791 10

Aratoca Paloblanco K38 (P) N 06°46.151' W 073°00.227 1471 9
K6 + 700 (K) N 06°46.258' W 072°59.350 952 14
Jordan (J3) N 06°43.043' W 073°05.920 724 13

Jordan Jordan (J1) N 06°42.295' W 073°05.880 1282-98 5
Jordan (J2) N 06°42.792' W 073°05.967 858-63 20

1116000

5 J@R@m MUESTREO

Jordan'1® LIPPIA ORIGANOIDES
Qiordan 2

"1~ |MuesTrRe0 EN
“~| SANTANDER

Jordan 3

MUESTREO
——%.. | SANTANDER EN s
COLOMBIA f

1100000 1104000 1108000 1112000 1116000

1120000

Figura 1. Localidades de la cuenca baja del cafion del rio Chicamocha, en el departamento de
Santander, Colombia, donde se desarrollé el muestreo del presente estudio.
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Adicionalmente, y con el fin de evaluar la utilidad de las secuencias microsatélites en especies
relacionadas del género Lippia, se usaron ocho muestras identificadas por el Herbario Nacional
de Colombia (HNC, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd); las cuales fueron cultivadas en
las instalaciones del CENIVAM. Estas son: L. alba (COL512272), L. americana (COL578970),
L. canescens (COL578969), L. graveolens (COL555839), L. micromera (COL516924) y tres (3)
quimiotipos de la especie L. origanoides (COL519799, COL512075 y COL519798) definidos

con base en la composicion de sus aceites esenciales (Stashenko et al., 2008).

1.2 Extraccion de ADN.

Se realizaron extracciones de ADN de los 103 especimenes de L. origanoides y de los ocho
especimenes provenientes del CENIVAM usando el procedimiento descrito por Dellaporta et al.
(1983) con pequefias modificaciones como se describe a continuacion:

1) Pesar 1 g de tejido fresco de la planta y pulverizar con Nitrdégeno liquido en un mortero
previamente enfriado. 2) Afadir 8 ml de Buffer de Extraccion (50mM TRIS pH 8,0; 10 mM
EDTA pH 8,0; 100 mM NaCl; 20mM B-Mercaptoetanol; 10% SDS), mezclar bien e incubar a
65°C durante 1 hora. 3) Afadir 2 mL de (5M) Acetato de Potasio, agitar vigorosamente, e
incubar en hielo durante 30 minutos. 4) Centrifugar a 14000 rpm durante 30 minutos. 5) Filtrar
el sobrenadante por malla Miracloth hacia un tubo con 8 ml de isopropanol frio, mezclar
suavemente. 6) Incubar a -20°C, 30 minutos. 7) Colectar el ADN precipitado con micropipeta
con puntas cortadas y pasar a tubo de eppendorff con 300 pL de buffer TE. 8) Afadir 2 pL de

RNAasa (10mg/mL) e incubar 1 hora a 37°C. 9) Adicionar 30 pL de Acetato de Sodio (3M) y



ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA | 17

250 pL de isopropanol frio. 10) Incubar a -20°C, durante 1 hora. 11) Centrifugar a 14 000 rpm,
00C, 10 minutos. Descartar el sobrenadante. 12) Resuspender el ADN en 200 pL de TE.

Con el fin de eliminar cualquier impureza que quedara presente en el ADN, este fue
purificado mediante el método de Fenol:Cloroformo (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989). La
calidad y concentracion de los ADN extraidos fueron comprobadas mediante los métodos

espectrofotométricos y electroforéticos descrito por Sambrook et al. (1989).

1.3 Evaluacién de cebadores microsatélites.

En el jError! No se encuentra el origen de la referencia. se presenta informacion sobre los
cuarenta (40) pares de cebadores microsatélites que fueron estudiados en la presente tesis. Nueve
(9) de estos, fueron previamente identificados en la especie L. canescens (Fatemi y Gross, 2008),
ocho (8) fueron descritos en la especie L. alba (F. R. C. Santos et al., 2012). Los veintitrés (23)
restantes, fueron desarrollados por el grupo de investigacién para la especie L. origanoides
(Fuentes y Levy, 2014). Los 40 pares de cebadores fueron evaluados en los 103 especimenes
provenientes de diez localidades diferentes de la cuenca baja del cafién del rio Chicamocha y en
las ocho (8) muestras de referencia del CENIVAM.

Los diferentes loci microsatélites fueron amplificados usando una Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y los correspondientes cebadores descritos para cada locus (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). La composicion de la mezcla de reaccion (30 ul) fue la
siguiente: Buffer 1X, 0,2mM de dNTPs, 0.23uM de forward primer y 0.23uM de reverse
primer, 2U de DreamTaq™ DNA Polymerasa (Fermentas, USA) y 10 ng de ADN molde. La

amplificacion se llevé a cabo en un Termociclador MasterCycler® Nexus (Eppendorf,
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Alemania) usando un programa tipo “touchdown PCR” (Korbie y Mattick, 2008) como sigue:
94°C/1min seguido de 15 ciclos de 94°C/30s, 64°C/45s (-1°C/ciclo), 72°C/45s seguido de 20
ciclos de 94°C/30s, 49°C/20s, 72°C/45s y una fase final de extension de 72°C/10min.

Los fragmentos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa de
alta resolucion (3:1 HRB™, AMRESCO, USA) preparados al 3% y usando el colorante
fluorescente EZ-VISION (AMRESCO, USA). El tamafio de los fragmentos amplificados se
determiné por interpolacion usando un DNA patron (ADN GeneRuler 50 pb, Thermo Scientific,
USA) con un rango de tamarios entre 50 y 1000 pb. Los geles fueron documentados usando un
Sistema de Foto-documentacion de Geles (Syngene, USA). La determinacién de las bandas fue
realizada con el software GeneTools (Syngene, USA) y posteriormente corroborada visualmente.
Dado la naturaleza co-dominante del marcador usado, los microsatélites por especimenes fueron
anotados como genotipos homocigoticos y heterocigoticos, distinguiendo los diferentes patrones
0 combinaciones alélicas y posteriormente anotando los alelos. Con todos los datos anotados, se
construyd una plantilla Microsoft Excel que sirvio de base a los diferentes analisis desarrollados

en el trabajo.

1.4 Evaluacidn de loci microsatélites en las poblaciones de Lippia origanoides

Para cada locus microsatélite estudiado en la poblacion total (103 especimenes) se calculo: i) el
numero total de alelos, ii) el nimero de alelos frecuentes o alelos presentes en mas del 10% de
los individuos analizados, iii) el nimero de alelos raros o alelos presentes entre el 2 y 10% de los
individuos analizados, iv) el nimero de alelos Unicos o alelos presentes en un solo espécimen, v)

la heterocigosidad observada (Ho), vi) la heterocigosidad esperada (He) con ayuda del programa
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GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012) vy, vii) el contenido de informacion polimérfica (PIC, de

sus siglas en inglés) con ayuda del programa MolKin 3.0 (Gutiérrez et al., 2005)

1.5 Analisis de Diversidad y Estructura Genética

Para las localidades estudiadas se calcularon los indices de diversidad génica para una poblacion
subdividida (Nei, 1973): Diversidad génica o heterocigosidad en la poblacién total (Hr),
Diversidad génica para cada poblacion (Hs) y el indice de diferenciacion génica entre
poblaciones (Gst = 1 — (Hs/HT)). En la evaluacion de la estructura genética poblacional se
desarrollé un analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) segun lo propuesto por
Excoffier et al. (1992). Dicho analisis, se baso en los indices de fijacion F de Wright (Wright,
1949): diferenciacion genética entre poblaciones (Fst), coeficiente de endogamia de poblaciones
(Fis) y coeficiente de endogamia total (Fit). Para cada par de localidades se calcularon y
compararon el nimero efectivo de migrantes (Nwm) y el indice de diferenciacion genética (Fsr)
entre parejas de localidades usando el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).
Con el fin de inferir estructura poblacional se desarroll6 un analisis bayesiano utilizando el
programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Para ello, se desarrollaron 20 corridas de
150.000 repeticiones bajo el modelo de Ancestria con mezcla y de frecuencias alélicas
independientes, evaluando el niamero de poblaciones (K) de 1 a 10 (en correspondencia con el
numero de localidades estudiadas). Los modelos implementados se escogieron ya que son mas
razonables para manejar con muchas de las complejidades de poblaciones naturales. La mezcla
es una caracteristica comun de datos reales. De igual manera, el modelo de frecuencias

independientes supone que se espera que las frecuencias alélicas sean diferentes entre ellas en
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diferentes poblaciones (Pritchard, Wen y Falush, 2010). Para determinar el nimero de grupos o
poblaciones ancestrales, se considerd el mayor valor Deltak o aquel valor de K con mayor
probabilidad (Zeisset y Beebee, 2001; Ciofi et al., 2002; Vernesi et al., 2003; Hampton et al.,

2004).

1.6 Capacidad de las secuencias microsatélites para distinguir diferentes especies del

genero Lippia.

Se evalud el potencial de los 40 marcadores microsatélites para estudios genéticos de especies
estrechamente relacionadas del género Lippia, midiendo el porcentaje de transferibilidad de los
marcadores entre las especies. Adicionalmente, se evalud su capacidad de discriminar especies
del género Lippia en relacion con un marcador genético (gen ribosomal 18S) de amplio uso en
estudios taxondmicos de plantas. Para ello, usamos la base de datos del gen ribosomal 18S de
especies de Lippia disponibles en el Laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis Ambiental de
la Escuela de Biologia de la UIS. A tales fines, se construyeron matrices de distancias a partir de
datos de secuencias de la subunidad menor del ribosoma (SMR) o gen ribosomal 18S y de los
microsatélites usando los programas Mega 6.0 (Tamura et al., 2013) y Windist (Yap y Nelson,
1996), respectivamente. Las matrices de distancia fueron usadas para construir arboles de
agrupamiento mediante el Método del Vecino méas Proximo (Saitou y Nei, 1987) en el programa

Mega 6.0 (Tamura et al., 2013).
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2. Resultados.

2.1 Evaluacion y caracterizacion de loci microsatélites de Lippia origanoides

En el presente estudio, se evalué la utilidad de cuarenta (40) cebadores microsatélites
desarrollados en las especies L. alba (8), L. canescens (9) y L. origanoides (23), para los estudios
genéticos en la especie L. origanoides. De estos cebadores microsatélites, solo 23 cebadores
amplificaron adecuadamente en las muestras de 103 especimenes de L. origanoides de la cuenca
baja del cafién del rio Chicamocha (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

El porcentaje de amplificacion de estos loci microsatélites en la muestra poblacional estuvo

entre el 3% en Lo33 y el 89% en Lo5 (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de amplificacién de loci microsatélites en la poblacion total de L.
origanoides.

% de

Cebadores Amplificacion
Lo 2a (AG) 76,984127
Lo 2b (AG) 81,7460317
Lo 2c (AG) 69,8412698
Lo 2d (TA) 80,952381
Lo 2e (TA) 81,7460317
Lo 3a (CT) 65,0793651
Lo 3b (CT) 87,3015873
Lo 5a (GAA) 88,8888889
Lo 5b (GAA) 72,2222222
Lo 9 (TA) 79,3650794
Lo 11a (AG) 84,1269841
Lo 11b (TA) 81,7460317
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% de

Cebadores Amplificacion
Lo 11c (TC) 87,3015873
Lo 13 (TAT) 86,5079365
Lo 16 (CAATAG) 89,6825397
Lo 19 (TA) 73,015873
Lo 20 (TA) 80,952381
Lo 25 (TA) 80,1587302
Lo 26 (AT/TA) 88,0952381
Lo 33 (GGGTTG) 3,1746032
Lo 37 (AG) 54,7619048
La 02 (TTAAT) 45,2380952
Phc 17 (TC) 81,7460317

Los tipos de repeticiones microsatélites mas frecuentes en la poblacion fueron di-nucle6tidos
del tipo TA (35%) y AG (22%); aunque en menor porcentajes también estan presente las
repeticiones di-nucleotidos del tipo CT (9%) y TC (9%), tri-nucleédtidos del tipo GAA (9%) y
TAT (4%), penta-nucledtidos del tipo TTAAT (4%), y hexa-nucleotidos del tipo CAATAG (4%)
y GGGTTG (4%).

De los 23 cebadores indicados anteriormente, 15 marcadores microsatélites (Lo2, Lo3, Lo5,
Lo9, Loll, Lo13, Lol6, Lol19, Lo20, Lo25, Lo26, Lo33, Lo37, La02 y Phcl7) que se encuentran
en desequilibrio Hardy-Weinberg (valores de p < 0,0001, datos no presentados), resultaron
polimorficos en la muestra poblacional. Para estos 15 marcadores se detectaron un total de 58
alelos (Tabla 3, jError! No se encuentra el origen de la referencia.), con un valor promedio de
3,87 alelos por marcador. Como promedio, 2,27 de estos alelos estuvieron presentes en mas del
10% de los especimenes (alelos frecuentes), 0,8 de estos estuvieron presente entre el 2—10% de
los especimenes (alelos raros), 0,7 de estos estuvieron presentes en un individuo (alelos Unicos).
La heterocigosidad observada (Ho) estuvo entre 0,021 en el marcador Lo5b y 0,945 en Lo3b, con

un valor promedio (Hav) de 0,403; mientras que la heterocigosidad esperada (He) estuvo entre
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0,101 en Lo2ay 0,693 en Lo2e con valor promedio (Hav) de 0,45. Los valores de PIC para cada
marcador microsatélite indicaron que los marcadores mas informativos fueron Lo2b, Lo2e, Lo5a,

Lollby Lo20.

Tabla 3. Namero y tipos de alelos, valores de Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He)
y contenido de informacién polimérfica (PIC) para cada marcador microsatélite polimérfico. Se
presentan el nimero total de alelos (Ar) y de alelos frecuentes (Ar), raros (Ar) y Unicos (Au).

Marcadores microsatélites AT Ar Ar Au Ho He PIC
(Largo del fragmento en (%)
pb)

Lo 2a (AG) (200-228)
Lo 2b (AG) (311-350)
Lo 2¢ (AG) (275-304)
Lo 2e (TA) (GA) (78-128)
Lo 3b (CT) (274-313)
Lo 5a (GAA) (213-438)
Lo 5b (GAA) (254-434)
Lo 11a (AG) (362-410)
Lo 11b (TA) (N) (196-210)
Lo 11c (TC) (N) (375-424)
Lo 13 (TAT) (132-185)
Lo 16 (CAATAG) (426-447)
Lo 19 (TA) (N) (211-230)
Lo 20 (TA) (165-278)
Lo 25 (TA) (N) (300-323)

0,062 0,101* 15,33
0,607 0,626* 62,69
0,172 0,241* 28,50
0,398 0,693* 74,63
0,945 0,494* 37,38
0,935 0,627* 59,65
0,021 0,030* 3,31
0,238 0,305* 40,97
0,153 0,497* 57,28
0,620 0,373* 32,02
0,287 0,479* 47,51
0,606 0,429* 35,44
0,094 0,168* 17,65
0,699 0,639* 72,95
0,207 0,181* 17,94

NN N NNBR A D NN ow w
DAL NN W R NN R R W e
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2.2 Diversidad y Estructura Genética de Lippia origanoides

El anélisis de los indices de diversidad génica para una poblacion subdividida (Nei, 1973) mostro
valores de diversidad génica en la poblacion total (Ht) de 0,45. Los valores de diversidad genica
para cada poblacion (Hs) estuvo entre 0,36 en Paloblanco y 0,51 en K6+700 y Jordan3 (Tabla 4).

Estos resultados indican que la diversidad esta contenida dentro de las localidades; existiendo
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muy poca diversidad entre estas localidades. Por su parte, el indice de diferenciacion génica entre

poblaciones, el cual fue calculado a partir de la formula Gg; = HTH_HS fue de 0,03; indicando la
T

existencia de flujo genético entre las localidades.

Tabla 4. Valores de diversidad génica (Hs) y coeficiente de endogamia (Fis) para cada localidad.

Hs Fis

Los Santos 0,45+0,26 -0,214
La Mina 0,42+0,24 -0,031
La Laguna 0,48+0,30 -0,063
Umpala - La Torre 0,50£0,27 0,065
Umpala 0,39+0,22 0,088
Paloblanco 0,36+0,20 0,008
K6+700 0,51+0,27 -0,058
Jordanl 0,41+0,25 -0,025
Jordan2 0,50+0,30 0,006
Jordan3 0,51+0,28 0,024

Dicho flujo, se evidencio ademas mediante el numero de migrantes entre pares de localidades
(Tabla 5) segun lo indicado por Whitlock y McCauley (1999); el cual fue relativamente alto
entre: Paloblanco-Umpala (Nm = 48,87), K6+700-Umpala La Torre (Nm = 21,23), Jordanl-

Jordan 2 (Nwm = 20,48), Jordan2—Jordan 3 (Nm = 15,19) y Jordan2—Los Santos (Nm = 16,37).

Tabla 5. Valores de Nwm (por encima de la diagonal) y Fsr (por debajo de la diagonal), para cada
pareja de poblaciones calculados usando el software Arlequin. Los valores en negrilla destacan
los valores mas altos en cada caso. Los valores sombreados en la diagonal indican el promedio
de diferenciacion genética (Fsr) de una localidad respecto a las demas.

Los Umpala
La Mina -La Umpald Paloblanco K6+700 Jordanl Jordan2 Jordan3
Santos Laguna
Torre
Los Santos 0,060 9,61 6,81 7,33 10,36 4,81 7,25 984 16,37 6,33
LaMina 0,049 0,080 8,24 5,19 4,10 3,10 7,36 6,99 10,16 4,62
Lalaguna 0,068 0,057 0,047 INF 7,55 4,41 INF 8,60 6,39 7,57

Umpald-La 0,064 0,088 -0,048 0,053 11,36 4,10 21,23 8,78 5,98 7,05
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Los a Umpala
La Mina -La Umpala Paloblanco K6+700 Jordanl Jordan2 Jordan3
Santos Laguna Torre

Torre
Umpala 0,046 0,109 0,062 0,042 0,051 48,87 12,55 INF 8,98 3,34
Paloblanco 0,094 0,140 0,102 0,109 0,010 0,093 3,79 12,56 6,91 2,66
K6+700 0,064 0,064 -0,009 0,023 0,038 0,117 0,045 INF 9,80 6,58
Jordanl 0,048 0,067 0,055 0,064 -0,030 0,038 -0,011 0,037 20,48 4,93
Jordan2 0,030 0,047 0,073 0,077 0,053 0,068 0,049 0,024 0,050 15,19
Jordan3 0,073 0,098 0,062 0,066 0,130 0,158 0,072 0,092 0,032 0,087

Al menos cuatro estimados del Nwm dieron valores con tendencia a infinito (Tabla 5). Dichos
estimados no fueron considerados en el analisis dado que estos se interpretaron como una
sobreestimacion por diferentes factores como: la alta tasa de mutacién de los microsatélites
(Hedrick, 1999), la existencia de loci sujetos a seleccion (Whitlock y McCauley, 1999) y por las
diferencias en el nimero de individuos de cada localidad.

Por su parte, el indice de diferenciacion genética (Fst) mostro diferencias en su magnitud para
diferentes pares de localidades. Los resultados muestran que la localidad Paloblanco resulto la
mas diferenciada respecto a las restantes localidades (0,093). En menor medida, las localidades
Jordan 3 (0,087) y La Mina (0,080), también mostraron clara diferenciacion respecto a las
restantes localidades (Diagonal Tabla 5). En general, los valores de Fst entre pares de
localidades (Tabla 5, jError! No se encuentra el origen de la referencia.) resultaron bajos;
indicando una baja tasa de diferenciacion genética en las localidades de L. origanoides de la
cuenca baja del cafién del Rio Chicamocha. Sin embargo, son excepcion las siguientes: Umpala—
La mina (Fst = 0,109), Paloblanco-La Laguna (Fst = 0,102), Paloblanco-Umpala La Torre (Fst
= 0,109), Paloblanco-K6+700 (Fst = 0,117), Jordan3-Umpald (Fst = 0,130) y Jordan3—
Paloblanco (Fst = 0,158); donde se evidenciaron niveles relativamente mayores de

diferenciacion genética (Tabla 5, jError! No se encuentra el origen de la referencia.). En
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general, los indices de fijacion F de Wright, y especialmente el indice de diferenciacion genética
entre poblaciones o Fsrt, proporcionan una idea de los procesos evolutivos que estan

influenciando la estructura de la variacién genética dentro y entre poblaciones.

Matrix of pairwise Fgt

Los Santos

0.15

La Mina

La Laguna

Umpala - La Torre

Umpala

Fsr

0.05

Paloblanco

K6+700

— 0.00

Jordan1

Jordan2

Jordan3

La Mina
Umpala
Paloblanco
K6+700
Jordan1
Jordan2
Jordan3

123
L
=
o
(2]
@
o
=

La Laguna
Umpala - La Torre

Figura 2. Valores de Fst entre parejas de localidades. Los valores mas altos estan en colores
oscuros, valores negativos se visualizan en tonos cercanos al blanco.

Un AMOVA basado en los indices de fijacion F de Wright (Wright, 1949): Fst, Fis y Fir,
mostré los componentes de varianza y porcentajes de variacion en cada caso; resultando

significativo solo el coeficiente de diferenciacion genética entre localidades (Tabla 6).
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Tabla 6. Andlisis jerarquico de Varianza Molecular (AMOVA) de la variacion genética de L.
origanoides.

Fuente de variacion gl Suma de Componentes de  Porcentaje de  Indice de
cuadrados varianza variacion Fijacion
Entre localidades 9 58,59 0,18764 6,39 Fst:
0,06390*
Dentro de localidades 93 253,96 -0,01811 -0,62 Fis:
-0,00659
Poblacion total 103 285,00 2,76699 94,23 Fir:
0,058
Total 205 597,55 2,93652

gl: grados de libertad. Fst: coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones; Fis:
coeficiente de endogamia dentro de poblaciones; Fir: coeficiente de endogamia total.
*p<0.05

La mayor parte de la varianza se concentro en la poblacion total (94,23%, Fir = 0,058) y muy
poca entre localidades (6,39%, Fst = 0,064, p < 0,05). La varianza dentro de las localidades dio
valores negativos (-0,62%, Fis = -0,006). Los valores negativos del coeficiente de endogamia o
Fis se deben, posiblemente, al alto nimero de individuos heterocigotos dentro de las localidades
(Tabla 4).

Con el fin de definir los grupos genéticos o poblaciones ancestrales contribuyendo a la
diversidad de L. origanoides en la cuenca baja del cafién del Rio Chicamocha, se desarroll6 un
andlisis bayesiano basado en la informacion del polimorfismo microsatélite en 103 especimenes
usando el programa STRUCTURE 2.3.4. Considerando el valor de K que mostr6 mayor
probabilidad a posteriori (p = 0,625), se definieron 5 grupos genéticos o poblaciones ancestrales
para la poblacion total (Tabla 7, Figura 3a). Dicho resultado (K = 5), fue corroborado mediante
el valor modal de la distribucion AK (valor maximo en la distribucion de la Figura 4). Dicho
valor se basa en el método propuesto por Evanno et al. (2005) y fue computado usando el

programa Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2012).



ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA | 28

Tabla 7. Probabilidades a priori y a posteriori del mejor K.

K LnP(D) P valor
K=1 -2496,44 2,44E1%
K=2 -2384,28 1,254E™!
K=3 -2347,61 1,057E®
K=4 -2303,205 2,036E'°
K=5 -2269,545 0,6248063
K=6 -2270,055 0,0751601
K=7 -2284,03 4,329
K=8 -2295,025 7,267E®
K=9 -2301,865 7,776E'®
K=10 -2310,21 1,847E%®

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

Figura 3. Estructura de la diversidad Genetica estimada mediante el software Structure. a) Cada
individuo esta representado por una Unica linea vertical dividida en K (K=5) segmentos de
colores, con tamafios proporcionales a su contribucion al individuo. b) Estructura poblacional
para 103 muestras de Lippia origanoides. Los numeros 1-10 representan las 10 localidades
denominadas Los Santos, La Mina, La Laguna, Umpala-La Torre, Umpala, Paloblanco, K6+700,
Jordanl, Jordan2 y Jordan3, respectivamente.
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

14f
12

10}

Delta K

Figura 4. AK calculado como AK = m|L"(K)|/ s[L(K)]. El valor modal de esta distribucion
corresponde al verdadero K (*) o el nivel mas alto de estructura.

Cada localidad, contienen informacion ancestral de los cinco grupos genéticos; por tanto, no
se evidencid correspondencia directa entre grupos genéticos ancestrales y localidad (Figura 3b)
Sin embargo, algunas localidades tienen alta representacion de poblaciones ancestrales
especificas (Tabla 8). Por ejemplo, las localidades Los Santos y La Mina tienen alta
representacion de las bases ancestrales 3 y 4; mientas que, Jordanl tiene alta contribucién de las
bases ancestrales 1 y 4. Por el contrario, las restantes localidades tienen contribuciones de tres
(3) o més bases genéticas ancestrales distintas. La localidad Umpal&- La Torre fue la mejor
representada por todas las bases genéticas ancestrales; conteniendo contribuciones mas o menos
equilibradas de los 5 grupos genéticos o poblaciones ancestrales. En general, podemos decir que
la variacion genética esté representada a lo largo de todas las localidades estudiadas de la cuenca

baja del cafion del Rio Chicamocha (Figura 3b).
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Tabla 8. Contribucion de los diferentes grupos ancestrales a las bases genéticas de las
poblaciones de L. origanoides en cada localidad estudiada Los valores en negrilla destacan
aquellos valores mayores a 0,100.

Localidad Grupo Genético
I I 1 v \%
Los Santos 0,084 0,073 0,311 0,490 0,042
La Mina 0,085 0,049 0,476 0,319 0,071
La Laguna 0,281 0,331 0,082 0,021 0,285
Umpala - La Torre 0,315 0,194 0,169 0,140 0,183
Umpala 0,241 0,235 0,123 0,393 0,008
Paloblanco 0,021 0,433 0,225 0,313 0,008
K6+700 0,583 0,015 0,046 0,214 0,141
Jordanl 0,559 0,024 0,028 0,381 0,008
Jordan2 0,090 0,151 0,281 0,351 0,128
Jordan3 0,071 0,013 0,376 0,186 0,355

2.3 Transferibilidad de loci microsatélites entre especies del género Lippia.

En el presente estudio, se evalud la utilidad de los cuarenta (40) cebadores desarrollados para el
estudio de loci microsatélites en las especies L. alba (8), L. canescens (9) y L. origanoides (23),
en especies del género presentes en Colombia (Figura 5). De los ocho cebadores microsatélites
de la especie L. alba, solo tres (La02, La03 y La04) amplificaron en la muestra de L. alba, dos

(La02 y La04) en L. micromeray uno (La02) en L. americana, L. origanoides y L. graveolens.
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L.micromera

L.canescens

L.graveolens

L.americana

Figura 5. Transferibilidad de cebadores entre especies de Lippia. Los nodos representan las
especies de Lippia y su tamafio es proporcional al numero de cebadores especificos que
amplificaron. Las flechas indican la direccion de la transferibilidad de los cebadores

De los nueve cebadores correspondientes a los loci microsatélites de L. canescens, solo uno
(Phc17) fue atil para amplificar loci homdlogos en las muestras de L. alba, L. americana, L.
canescens, L. micromera y L. origanoides. Como muestran estos resultados, la utilidad de los
cebadores microsatélites desarrollados previamente en L. alba y L. canescens, para el estudio de
especimenes colombianos de estas especies fue limitada. Al menos bajo las condiciones de
amplificacion aqui usadas, no se logré una amplificacion efectiva de los loci indicados en el
iError! No se encuentra el origen de la referencia., en estas especies. Adicionalmente, la
transferibilidad de los cebadores microsatélites desarrollados en L. alba y L. canescens hacia
otras especies de Lippia, fue consistentemente baja; limitando su uso como marcadores
heterélogos dentro del género.

Por el contrario, de los veintitrés (23) cebadores microsatélites de L. origanoides, solo dos

(Lo8 y Lo10) no amplificaron en los especimenes de L. origanoides por lo que veintiuno (21)
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amplificaron adecuadamente, veinte (20) amplificaron en L. graveolens, once (11) en L. alba,
once (11) en L. micromera, nueve (9) en L. americana y cuatro (4) en L. canescens. Estos
resultados muestran la utilidad de los cebadores microsatélites desarrollados para estudios
genéticos de la especie L. origanoides en Colombia. La alta transferibilidad de estos cebadores
microsatélites a la especie L. graveolens (20 cebadores), confirma el alto grado de parentesco
genético observado entre las especies L. origanoides y L. graveolens usando marcadores SMR
(ver iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Adicionalmente, la transferibilidad
de los cebadores microsatélites desarrollados para L. origanoides hacia las especies L. alba, L.
micromera y L. americana estuvo entre el 39 y 48% (ver jError! No se encuentra el origen de
la referencia.); sugiriendo que estos cebadores podrian ser Gtiles para complementar estudios

taxondmicos del género Lippia.

2.4 Capacidad de las secuencias microsatélites para distinguir diferentes especies del

genero Lippia.

Las relaciones filogenéticas dentro de clado Lantana/Lippia ha sido poco estudiado usando
informacién molecular. Su taxonomia no ha sido resuelta aun, debido a que sus especies
muestran caracteres morfoldgicos muy similares. Con el fin de evaluar la utilidad de las
secuencias microsatélites de L. origanoides para estudios taxondmicos de Lippia, aqui
comparamos las semejanzas genéticas de las especies de Lippia usando secuencias SMR (ver
iError! No se encuentra el origen de la referencia.) y datos microsatélites (presente estudio).
Los arboles de agrupamiento basados en secuencias SMR y microsatélites mostraron

diferentes topologias para los agrupamientos de las especies de Lippia; lo cual fue soportado por



ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA | 33

un analisis de correlacion (test de Mantel) aplicado a las matrices co-fenéticas correspondientes a
cada arbol (R = 0.2567; p < 0.001). El agrupamiento basado en secuencias SMR, mostr6 a L.
americana como la especie mas diferente, genéticamente hablando, con respecto a las otras
especies analizadas, un grupo que contiene las especies L. canescens y L. micromera y un
segundo grupo con politomia que contiene las especies L. alba, L. graveolens y todos los
haplotipos de L. origanoides definidos por especimenes que muestran 100% de homologia en su
secuencia SMR. Contrariamente, el agrupamiento basado en microsatélites mostr6 dos grupos
genéticamente diferentes: Un primer grupo que contiene las especies L. alba, L. americana, L.
micromera y dos haplotipos raros (D y E) de L. origanoides; y un segundo grupo que contiene
las especies L. canescens, L. graveolens y los restantes haplotipos (A-C, F) de L. origanoides
(Figura 6). Es posible que la presencia de L. canescens en este grupo se deba al sesgo por el bajo
namero de cebadores que amplificaron y aportaron informacion. En general, y a juzgar por la
discriminacion de especies lograda dentro de estos grupos, los marcadores microsatélites
permitieron detectar mas eficazmente diferencias genéticas entre las especies estudiadas que el

marcador SMR.

Lippia americana COL578970
Lippia canescens COL578969
Lippia micromera COL516924
Lippia origanoides Haplotype F
— Lippia origanoides Haplotype E
— Lippia origanoides Haplotype D
— Lippia alba COL512272
Lippia graveolens COL555839
—— Lippia origanoides Haplotype A
I— Lippia origanoides Haplotype C

— Lippia origanoides Haplotype B

Lippia origanoides Haplotype E
Lippia micromera COL516924

Lippia americana COL578970
Lippia origanoides Haplotype D
Lippia alba COL512272
Lippia origanoides Haplotype A
Lippia origanoides Haplotype C
Lippia origanoides Haplotype B
Lippia graveolens COL555839
Lippia canescens COL578969

Lippia origanoides Haplotype F

Figura 6. Arboles de Agrupamiento basados en datos de marcadores SMR (izquierda) y
microsatélites (derecha). Ambos arboles fueron construidos usando el método de vecino méas
proximo segun se indica en materiales y métodos.
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3. Discusion

3.1 Evaluacion y caracterizacion de loci microsatélites de Lippia origanoides

Al momento de evaluar los 23 juegos de cebadores funcionales en 103 muestras colectadas en el
cafion del Chicamocha, se obtuvo que aproximadamente el 78% de las muestras amplificaban. Al
eliminar del estudio aquellos marcadores monomorficos, se detectaron 58 alelos con un nimero
promedio de alelos por locus de 3,87. A partir de estos amplificados, se exhibié un alto
porcentaje de loci polimorficos (81,33%; Tabla 2), dicho valor es menor al reportado por otros
autores con marcadores de tipo dominante en la misma zona de muestreo (Suarez et al., 2008;
Vega-Vela y Chacon Sanchez, 2012) pero mayor al reportado por Meléndez et al. (2010) en el
desierto de Chihuahua, México y por Martinez-Natarén et al. (2013) también en México (L.
graveolens y L. berlandieri son considerados como L. origanoides de acuerdo con el Missouri
Botanical Garden, 2017). EI PIC de los 15 loci que mostraron polimorfismo estuvo entre el rango
de 15-75%. Solo un locus mostré un PIC menor al 5% (Lo5b), que al mismo tiempo fue un locus

que mostro cuatro alelos totales de los cuales tres fueron alelos raros.
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3.2 Analisis de la diversidad y estructura genética de las localidades de Lippia origanoides

en la Cuenca baja del cafion del rio Chicamocha.

Con base en los indices de diversidad génica para una poblacion subdividida (Nei, 1973) y los
indices de fijacion F de Wright (Wright, 1949), las poblaciones de L. origanoides de la cuenca
baja del cafion de rio Chicamocha se puede tipificar como sigue: Poblaciones con moderada
diversidad genética (Hr = 0,45) dentro de sus localidades, donde existe flujo genético (Gst =
0,03) y una baja pero significativa diferenciacion genética (Fst= 0,063; p < 0,05) entre ellas. La
existencia de flujo genético se pudo constatar ademas mediante los valores del nimero de
migrantes entre pares de localidades. Adicionalmente, el anlisis bayesiano utilizando el
programa STRUCTURE 2.3.4, indicé cinco grupos o poblaciones ancestrales contribuyendo a la
base genética de la poblacién total; donde, en general, no existe relacion entre base genética o
poblacion ancestral y localidad. Por el contrario, estas poblaciones ancestrales estan
representadas en los especimenes a lo largo de todas las localidades (Figura 3b; Tabla 8); en
correspondencia con el hallazgo de flujo genético entre localidades. En tal sentido, nuestros
resultados sugieren que la poblacion total muestra una pobre estructuracion en correspondencia
con lo observado por Suérez et al. (2008).

Los valores de heterocigosidad esperada promedio para las localidades de L. origanoides, fue
consistentemente alta (H = 0,45). Este hallazgo, estuvo en correspondencia con lo encontrado en
estudios previos con esta especie (Suarez et al., 2008; Vega-Vela y Chacon Sanchez, 2012),
donde se mostraron valores altos de heterocigosidad independientemente del tipo de marcador
usado como sigue: ISSR (H = 0,48) y AFLP (H = 0,32). Por el contrario, la diversidad alélica de

L. graveolens (H = 0,17 en Yucatan y H = 0,22 en Chihuahua), una especie estrechamente
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relacionada a L. origanoides (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.) fue
consistentemente menor (Meléndez Renteria et al., 2010; Martinez-Natarén et al., 2014).
Asumiendo que L. gravelolens y L. origanoides son la misma especie (ver acapite 0), la
diversidad de esta especie en Colombia es mayor a la encontrada en México; soportando la
hipotesis que plantea que la especie mexicana L. graveolens es una introduccion de L.
origanoides en este pais. El nivel de variacion alélica de las secuencias microsatélites en L.
origanoides fue mayor al encontrado en la especie Phyla scaberrima (H = 0,33); pero
ligeramente inferior al encontrado en otras especies relacionadas como L. canescens (H = 0,65),
Lantana camara (H = 0,61) and L. alba (H = 0,53) (Fatemi y Gross, 2008; Ray et al., 2012;
Santos et al., 2012; Chaves et al., 2014).

Un andlisis poblacional previo de esta especie en el Cafidn del Chicamocha usando
marcadores tipo ISSR (Suérez et al., 2008), mostré que la diversidad genética se concentro
dentro de las localidades y no entre localidades. Adicionalmente, ellos indicaron un bajo nivel de
diferenciacion genética entre localidades (6 = 0,032 + 0,021); sugiriendo que en la region
estudiada (localidades Cepita y Pescadero) existe una Unica poblacién donde ni el rio ni la
actividad antropogénica acttan como barrera para el flujo genico. Vega-Vela y Chacon Sanchez
(2012), usando marcadores AFLP, ademas indicaron que la diversidad genética de L.
origanoides dentro de la poblacion fue relativamente alta (Ht = 0,32) y mostraron estructura
poblacional (Fst= 0,18, p < 0,0000) asociada con el gradiente altitudinal de la cuenca del cafion
del rio Chicamocha: dos poblaciones en la cuenca baja, una poblacion en la cuenca media y una
poblacion en la cuenca alta; con bajo nivel de mezclas entre ellas.

En este trabajo, nosotros extendimos el estudio a un numero mayor de localidades de la

cuenca baja del cafion del rio Chicamocha; por lo que los resultados obtenidos complementan los
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estudios previos y aportan nueva informacion sobre la diversidad de esta especie y su estructura
poblacional. Aqui se confirma que la especie L. origanoides en la cuenca baja del cafion del rio
Chicamocha, presenta un alto nivel de diversidad genética caracterizado por un bajo, pero
significativo nivel de diferenciacion genética entre localidades. Los nuevos hallazgos son los
siguientes: Primero, existen cinco poblaciones ancestrales aportando a la diversidad de la
metapoblacion de la especie L. origanoides en la cuenca baja del cafion del rio Chicamocha. Esta
metapoblacion no muestra relacion con la geografia de la cuenca baja del cafién del rio
Chicamocha. En este sentido, no encontramos asociacion entre poblaciones ancestrales y
localidades. Segundo, aunque limitado a unas pocas localidades, existe flujo genético entre las
localidades de la cuenca baja y un bajo, pero significativo, nivel de diferenciacion genética.

Dado por la alta representacion de las poblaciones ancestrales en las localidades Umpalé-
Latorre, Umpald y Jordan 2, estas localidades pueden ser de utilidad para ensamblar una
coleccion de especimenes representativos de la diversidad genética de la especie en la cuenca
baja del cafion del Chicamocha; esto, pensando en futuros trabajos de conservacion, propagacion

y mejoramiento genético de la especie.

3.3 Evaluacion de cebadores microsatélites y su transferibilidad entre especies del género

Lippia.

En el presente trabajo se evalud la utilidad de diferentes pares de cebadores microsatélites para
estudios genéticos de poblaciones naturales de L. origanoides y de especies relacionadas del
género (L. alba, L. americana, L. canescens, L. graveolens y L. micromera). Los nuevos

cebadores, comparando con cebadores desarrollados previamente para las especies L. alba y L.
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canescens (Fatemi y Gross, 2008; Santos et al., 2012), mostraron un mayor potencial para el
estudio de especies relacionadas con porcentajes de transferibilidad consistentemente mayores
(Figura 5, jError! No se encuentra el origen de la referencia.). En nuestro estudio, estos
valores de porcentaje de transferibilidad fueron como promedio del 48%; valor superior al
encontrado por Chaves et al. (2014), estudiando la transferibilidad de marcadores microsatélites
de Phyla scaberrima a especies de Lippia relacionadas. Estos hallazgos indican que los loci
microsatélites aqui identificados para la especie L. origanoides, tienen una alta representacion en
especies genéticamente relacionadas. Esto contrasto con lo observado en otros estudios que han
desarrollado secuencias microsatélites para especies de la tribu Lantaneae; las cuales resultaron
especie-especificos (Fatemi y Gross, 2008; Ray et al., 2012; Santos et al., 2012; Rocha et al.,
2015).

Al menos una razén podria explicar los contrastes observados en nuestro estudio respecto a
los publicados previamente. Todos los trabajos mencionados usaron métodos convencionales
para generar librerias gendmicas que contenian las secuencias microsatélites; que finalmente
identificaron y evaluaron. Estos involucran los siguientes pasos: i) enriquecer las secuencias de
ADN gendmico que contienen microsatélites; ii) clonar el ADN enriquecido de microsatélites;
iii) extraer los plasmidos; iv) secuenciar los insertos por medio de la secuenciacion de Sanger; V)
disefiar los cebadores; vi) y evaluar los loci individuales (Dutech et al., 2007; Zalapa et al.,
2012). El presente estudio, por el contrario, se realiz6 con marcadores generados a partir de
tecnologia de secuenciacion gendmica de alta cobertura (e.i.: lllumina technologies, San Diego,
CA), para generar las nuevas secuencias microsatélites (ver Mardis, 2008; Shendure y Ji, 2008;
Shokralla et al., 2012; Sims et al., 2014). Esta tecnologia puede producir millones de secuencias

con un alto rendimiento y un simultaneo ensamblaje de genoma (Egan et al., 2012; Lee et al.,
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2012). El uso de estrategias in silico para la identificacion de secuencias microsatélites,
definitivamente simplifica el proceso de identificacion a priori de loci polimoérficos entre las
lineas secuenciadas y, por ende, garantiza el éxito a posteriori durante la fase de evaluacion al
nivel de laboratorio. En este sentido, nuestros resultados fueron consistentes con los obtenidos
por otros autores usando similares procedimientos para la identificacion de secuencias
microsatélites en otras especies de plantas (Wang et al., 2010; Jun et al., 2011; Wei et al., 2011;

Zalapa et al., 2012; Wang et al., 2013).

3.4 Utilidad de secuencias microsatélites de L. origanoides para el estudio de relaciones

genéticas de especies del género Lippia.

La alta transferibilidad de los marcadores microsatélites desarrollado en este estudio, abre la
posibilidad de aplicacién de estos marcadores para estudiar las relaciones genéticas de especies
estrechamente relacionadas del género Lippia.

Perteneciente a la familia Verbenaceae, el género Lippia esta constituido por cerca de 200
especies (Atkins, 2004); las cuales muestran un escenario taxonoémico complejo. Entre los
principales problemas taxondémicos que se identifican para el género se encuentra los sindbnimos
y la similitud fenotipica entre especies; en algunos casos, distinguibles solamente por caracteres
del fruto (Rotman y Mulgura, 2010; O’Leary y Mdlgura, 2012; O’Leary et al., 2012a; Lu-Irving
y Olmstead, 2013). Una clasificacién filogenética basada en marcadores de DNA plastidico
agrupa el género Lippia con los géneros Lantana, Phyla, Nashia, and Burroughsia dentro del
clado Lantana/Lippia; soportando las similitudes morfoldgicas de estos géneros (Marx et al.,

2010). Sin embargo, las relaciones al nivel de especies dentro del clado permanecen ain sin
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resolverse (Lu-Irving y Olmstead, 2013). En este sentido, los loci microsatélites aqui descritos
podrian resultar de utilidad en el estudio de las relaciones genéticas entre especies como se
indica en la Figura 6.

Notese, que los marcadores microsatélites, incluso los SMR, permitieron discriminar especies
genéticamente relacionadas como es el caso de L. alba, L. americana, L. canescens, L.
graveolens, L. micromera y L. origanoides. Se requerird ampliar estos estudios con un mayor
numero de especies de la tribu Lantanae y de secuencias microsatélites con el fin de establecer
agrupamientos genéticos confiables dentro de este género. Adicionalmente, el uso combinado de
diferentes tipos de descriptores moleculares podria ser una mejor aproximacion al estudio de las
relaciones entre especies con fines taxondmicos. Por ejemplo, de Sena Filho et al. (2012) han
indicado la utilidad de descriptores quimicos para el analisis de relaciones taxondmicas;
especificamente en la identificacion/separacion de las especies Lippia y Lantana que no son
facilmente separables. Otros autores (Viccini et al., 2004), han indicado la utilidad de los
marcadores tipo RAPD con el fin de establecer relaciones genéticas entre especies del género
Lippia.

Uno de los hallazgos de la presente tesis es la demostracion con datos moleculares de una
estrecha relacion genética entre las especies L. origanoides y L. graveolens. Otros autores
(O’Leary et al., 2012b; Hammel et al., 2015), han planteado que L. origanoides y L. graveolens
son la misma especie. Estas dos especies muestran composicion quimica muy similar en sus
aceites esenciales (Stashenko et al., 2010; Martinez-Natarén et al., 2014). Segin O’Leary et al.
(2012b), L. graveolens es el nombre frecuentemente usado para los especimenes
mesoamericanos de la especie L. origanoides, presente en Suramérica. Una revision reciente

(Rueda, 2015), sugiere que L. graveolens y L. origanoides son sindbnimos. Los resultados aqui
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presentados, soportan la hipétesis que plantea que L. origanoides y L. graveolens son la misma

especie.

4. Conclusiones

Primero, la diversidad genética de las poblaciones de L. origanoides de la cuenca baja del cafidn
del rio Chicamocha es moderada y existe flujo genético y una baja diferenciacion genética entre
ellas. La metapoblacién muestra una baja estructura poblacional y a su base genética tributan 5
poblaciones ancestrales; pero no se encontrd relacion entre base genética o poblacion ancestral y
localidad. Por el contrario, estas poblaciones ancestrales estan representadas en los especimenes
a lo largo de todas las localidades en correspondencia con el hallazgo de flujo genético entre
localidades.

Segundo, los loci microsatélites identificados en la especie L. origanoides muestran altos
niveles de transferibilidad; indicando que estos loci microsatélites tienen una alta representacion
en especies del género Lippia genéticamente relacionadas. En este sentido, los loci microsatélites
aqui descritos muestran potencial para estudiar las relaciones genéticas entre especies de este

género.
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5. Recomendaciones.

Evaluar la utilidad de las secuencias microsatélites aqui estudiada para estimar relaciones de
parentesco dentro de la tribu Lantanae.
Hacer extensivo el actual estudio de diversidad genética de la Lippia origanoides a otras zonas

del pais, e incluso de América.
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Apéndices

Apéndice A. Informacidon sobre las secuencias cebadores para loci microsatélites usadas en

el presente estudio.

Especie Locus MOU.V 0 Secuencia del cebador 5'-3' Tamano

repetido (pb)
F: TCCGAGGATGCAAGAGTTGA

L. canescens  Phc07 (GT)s R: CCAA TGCAATTCCCAATC 162
F: CGGGGTTATCCTTGTTGATG

SCEllEReID A (TG)r R: GCTTCCCCTCAGAATCCAAT 208

F:
L. canescens  Phcl3 (AT)s AAGAACTTTAC; _CTGGCGTACCA 244

CCACCTACAGGTGAAGAATTGG
F: TTTAATGCGGCTTCCTTCTG
L. canescens Phcl5 (TO)12 R: TTGCACGGCCAAATTACAG 241
F: GGAGGCCGTTTCTTTGTTTT
L. canescens  Phcl7 (TC)1a R: 245
CAAAGAATATGCTGATCAAAGAG
F: TGGTCCTTGATGGCATTTTT
L. canescens Phcl8 (ATG)s R: CCCAGAGCGAGCTTAATCAG 227

F: TTGTCCTTTTCCTGCTCCTG

- canescens - BRez0 - (AC) R: GGCGACTTTTTCCATCGTTA | =
F:
AATTTGTAA AGAAGAT
L. canescens  Phc21 (GT)s C G GFSC GAAGATGC i

GCAGAATCACCAAACTCTCTCC

F: AAAAATGGCTCCTTCCCTTC
L. canescens Phc22 (GA)22 R: GGGTCCCCAAAATACCAAAT 296
F: CAGATTAGGGGGTGGACAAA  140-156
R: TGACTCTAGGGATGTCTGGAA

L. alba La02 (TTAAT):2 F: TGTTCGTGTGCTAGTGTGTGA  222-227

L. alba La0l (CT)s
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Especie Locus MO“.VO Secuencia del cebador 5'-3' Tamaro
repetido (pb)
R. CCAATTTACCCGATTTTTGG
F 154-175
L. alba La03 (GT)7 GTCAGAACCTAGAGTCAGTGTG
R: AATCCCGGGTAAAAATCC
F: GCTTATGTTGCCAGTCATGG  200-224
L elloe = (AC)s R: TCGTGTGAGATCGCGTAGAT
F: ACACACTCACGCACACAACA  230-260
L &llo LS (AC)s R: CTCAAAGCTGCAAACCCTTT
F: ACACAAAGGGTTTGCAGCTT  164-184
b &l S (TC)e R: CCCTGCTTCTAGTTGTTGTGG
L alba La07 e F: AGGCGCTCTCTCCCAAAT  128-150
: TTT(TG)s R: AAGAAAAGGCGTGGGTGT
F: TCCTGTTCATGGCTTTGATG  160-210
L elloe La08  (TAlSC(CNw . 1 16GGGCAAACTAACCTTC
L. F: AGTCGTGTGAGTGGATAGCC
origanoides  —° 22 (AG)re o TCCTTTCCTGATGCATTTGAGA | 22222t
L. F: CTGCTGTTGGTTTCTACACGAG
e R (AG)zs R: TGATCTTTTCCTTTCCTGATGC | —ro0-9%4
F:
o a';]'oi o Lo (AG)7-s GGATGATTTAGTGGAAGCAAGG  268-274
g R: TGATCTTTTCCTTTCCTGATGC
F:
o a';]'oi fes 020 (TAN(GAh  TGTTGAACAGACAGTGACCTTG  123-218
g R: CACCCTTCTTTTGTCGCCTC
L. F: GTGACCTTGATTTGTCATCACC
origanoides 022 (MAn(GAh o caceaTeaTTTACACCCTTCT | 125218
) F: GGCTCCGTATACAGCTACAGT
ori an.oi des Lo 3a (CT)13-16 R: 229-235
g AGCAACAAATGATGGGGATTGA
) F: GGCCTTTTCACCAGCTAA
Cicanoiges 03 (CThss R: 274-280
g CATAAAGCAACAAATGATGGGG
) F: TGGGGCCAAATACGCAATAAG
icaroides 052 (GAA21s R: 255-305
g CAATTGAGGTGGATTCTGAAGGC
F:
L Lo5b  (GAA)iz1s GGAAAGTTAGGGTGTTAAAGTGC 284-334
origanoides

R:
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Especie Locus MO“.VO Secuencia del cebador 5'-3' Tamaro
repetido (pb)
TCGTTCACCAGAATTAGGGATT
L. F: TGCATGAATGGAATGGTTGT
origanoides Lo8 (AG)7 (N)r R: CATATGTATTCATGTTTCTTGA 223-259
L. F: GGTTCGACCGGTGTGATGTA
origanoides 00 (TABT(Nn o roacacaacTTCGAGTTCTGT | 10020t
) F: GTTCTTCATTGGAGCGGGAC
ricanoides 010 (TAA)ss R: 150-153
g CCGGCCACTATAACTCCATAAG
) F: TGTCTTCCTGCATATTTGGACA
oricanoides 0118 (AG)uis R: 212-222
J CGCACACCCACAGATAGATAAA
) F: CGTGCGTAAGTCTCCCTCTATC
oricanoides  LO1ID (TA)S (N)n R: 349-363
g TCTTGACATTCACAACCAAACC
) F: TCAACCAAGTACGATTTCATGC
orivanoides O 11C  (TO)s (N): R: 386-303
g AAGGAACTTTCACATAGCGAGG
F:
o a';]'oi e 013  (TAThio  GGAAACGGCATAAATATAGCGA  178-184
g R: GCAAGCGGAGGAAATAGTACA
F:
or at'oi jos 016 (CAATAG)7 AGCAATAGTAACAGCAGCACCA  318-342
g R: ACTCAATTCCAGATCAGCTTCC
) F: TGTGCGAGATATGTGCCATT
oricanoides L0109 (TA)ss(N)n R: 270-276
g TAAACAAACACACCCCAAGACA
L. F: TGGTCACACAATCCCTTATTTG
origancides 0 2 (I R: CGATCTCATCATAAAACCCC | 18920
L. F: TGTGGCATTTACTCGTTTGA
origanoides 02> (TABT(Nn o GAAGAGGCAAATCTGTGGAG | o200
L. F: ATTGAGTGGATGTGTGTGTCT
origanoides 020 ATITA)ss o T TGATGAGGATCGCGTGTG | 2r2 ot
L. F: TGGGAAATGGAAAAGGATGCC
origancides 0> (GCCTTC)s o cccaacTTTTACCCTTCTACCE | 101274
) F: TCTTCAGTGGATTGGCAATGG
oricanoides 037 (AG)ss(N): R: 172-174
g ATCCGTTTACCCAAATCACATTT
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Apéndice B. Variantes alélicas de los loci estudiados en Lippia origanoides.

Lo2a Lo2b Lo2c Lo3a Lo3b lo9 Lo 11b Lotic — LodB Lo25 Lo26Llo37

Lo 11a
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Apéndice C. Haplotipos de Lippia definidos al 100% de identidad a partir de secuencias del

gen RNAr 18S

] | |1l | Il
ooy B g3 EpiRs 88 & %8
Lippia alba COL512272 Jlll§—&— - ¢—GllcER l—C el
Lippia americana COL578970 -—l—i—l—l’- SE— -
Lippia graveolens COL555839 -—I—I—I—I-_ o &E—
Lippia micromera COL516924 -—l—l—l—l_ e .-
Lippia cannesens COL578969 -—I—I—H- T T—— - AA—
Lippia origanoides COL519799 (haplotype F) S8 & & & IN0EH m e -
Lippia origanoides (haplotype A) -—I—l—l—l- e e
Lippia origanoides (haplotype B) llleé— @& & IOGH e e
Lippia origanoides (haplotype C) -—I—Fl—l_ e BE—
Lippia origanoides (haplotype D) -—I—I—I—I-_ e BE—
Lippia origanoides (haplotype E) -—I—I—I—_ e GG
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Apéndice D. Transferibilidad (%) de loci microsatélites entre especies del género Lippia.

Cebadores
L. origanoides L.alba L. canescens
L. origanoides 91.3 12,5 11.1
L. graveolens 87.0 0.0 0.0
L. alba 48.0 37.5 11.1
L. americana 39.1 12.5 11.1
L. micromera 48.0 25.0 11.1
L. canescens 17.4 0.0 11.1




