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Resumen

Vanilla planifolia es una orquidea considerada un recurso fitogenético cuyo centro de origen
es México; donde sus poblaciones silvestres han disminuido o desaparecido en gran parte de
su area de distribucién, debido a la fragmentacion o desaparicidon de su habitat. Aunado a esto,
diversos problemas meteoroldgicos, asi como bajos rendimientos, irregularidad de la siembra
y altos costos de produccidn, han provocado que su produccion se detuviera casi por completo.
En este estudio, se analizo la variacion gendémica y la distribucion actual y futura de la especie
considerando una colecta de los ejemplares en los estados de San Luis Potosi, Hidalgo,
Oaxaca, Veracruz y Quintana Roo. Para el analisis de la variacion gendmica, se identificaron
252 SNPs mediante el mapeo al borrador del genoma de V. planifola. Para la distribucion actual
se consideraron dos conjuntos de variables climaticas (WorldClim y CONABIO), seleccionando
las variables que mas aportaban al modelo. Para la distribucion futura, se consideraron dos
escenarios contrastantes de cambio climatico, RCP2.6 y RCP8.5, ambos para el 2050 y 2070,
utilizando proyecciones de WorldClim. Se encontré una diversidad genética media (Ho y He
~0.2), bajos niveles de diferenciacion genética (Fst=0.03652) y niveles cercanos a cero de
endogamia (Fis=-0.0326). Ademas, el analisis de agrupamiento Bayesiano (BIC) asi como uno
de validacién cruzada (Admixture) muestran un K=1, lo que significa que la especie no esta
estructurada genéticamente. Los resultados de la distribucidon actual muestran que la especie
presenta una distribucion restringida en parches de habitat remanentes, con alta especificidad
hacia las variables ambientales: Temperatura media del trimestre mas seco, Precipitacion del
mes mas humedo, Régimen de humedad, Vegetaciéon y Precipitacion. Asimismo, las
proyecciones futuras muestran una modificacion en el habitat que probablemente pueda

deberse a las modificaciones en temperatura y precipitacion originadas por el aumento de COo..

Palabras clave: Vanilla planifolia; gendmica de poblaciones; SNPs; distribucién actual y futura;

cambio climatico.
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Abstract

Vanilla planifolia is an orchid considered a fitogenetic resource whose center of origin is Mexico;
where their wild populations have decreased or disappeared for a large part of their distribution
area, due to the fragmentation or disappearance of their habitat. In addition to this, various
weather problems, as well as low yields, irregular planting and high production costs, have
caused its production to stop almost completely. In this study, the genomic variation and the
current and future distribution of the species, were analyzed considering a sampling collection
of the specimens in the states of San Luis Potosi, Hidalgo, Oaxaca, Veracruz and Quintana
Roo. For the analysis of genomic variation, 252 SNPs were identified by mapping them on the
V. planifola draft genome. For the current distribution, two sets of climatic variables (WorldClim
and CONABIO) were considered, selecting the variables that contributed the most to the model.
For future distribution, two contrasting climate change situations, RCP2.6 and RCP8.5, both for
2050 and 2070, were considered using WorldClim projections. An average genetic diversity (Ho
and He ~ 0.2), low levels of genetic differentiation (Fst = 0.03652) and near zero levels of
inbreeding (Fis = -0.0326) were found. In addition, the Bayesian grouping analysis (BIC) as well
as a cross-validation analysis (Admixture) shows a K = 1, meaning that the soecies is has not
a genetic structure. The results of the current distribution suggest that the species presents a
restricted distribution in patches of remaining habitat, with high specificity towards the following
environmental variables: Average temperature of the driest quarter, Precipitation of the wettest
month, Humidity regime, Vegetation and Precipitation. Likewise, future projections show a
modification in the habitat that could probably be due to the changes in temperature and

precipitation caused by the increase in COs2.

Keywords: Vanilla planifolia; population genomics; SNPs; Current and future distribution;

climate change.
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1. Introduccion

Se considera a la vainilla (Vanilla) un género que presenta una distribucion pantropical entre
latitudes aproximadas a 27 °Ny 27 °S (Hu et al., 2019). Algunas especies son cultivadas debido
al prestigio que ha adquirido su aromatico fruto, del cual se genera un extracto utilizado en
multiples industrias, como: la farmacéutica, la cosmética, la refresquera, entre otras; utilizado
principalmente en la elaboracion de alimentos (Zamora et al., 2016). Actualmente, es la
segunda especia mas valiosa en el mercado debido a la creciente demanda mundial (Hu et al.,
2019).

La vainilla tuvo gran importancia en la época prehispanica, siendo un condimento de
diversos productos alimenticios, incluido su uso para mejorar el sabor del chocolate de los
aztecas y mayas, asi como un tributo en la época de la conquista europea, ademas de formar
parte de una larga tradicion cultural de México (Salazar-Rojas, et al., 2011; Rosales, et al.,
2013). Su propagacion a nivel mundial comenz6 desde Mesoamérica a finales de los afios

1500 y su introduccion en tierras europeas en 1739 (Fouche y Jouve, 1998).

El cultivo de vainilla presenta una problematica compleja, derivada principalmente de
factores relacionados con su cultivo, uso y conservacion: 1) Su cultivo formal es reciente
(alrededor de 200 afios), lo que se traduce en un material con pocas generaciones de seleccion
gue no presenta expresion de caracteres asociados a domesticacién (Soto-Arenas, 2006;
Rocha et al., 2018). 2) La sobreexplotacién de poblaciones naturales y subutilizacién de
poblaciones cultivadas (Soto-Arenas, 2006; Lubinsky et al., 2008; Salazar-Rojas, 2011). Y 3)
Problemas que afectan directamente en el cultivo, como caida prematura del fruto, nutricién
deficiente, presencia de plagas y enfermedades, asi como bajos rendimientos, irregularidad de
la siembra y altos costos de produccion. Esto condujo a una drastica disminucién del
porcentaje de contribucion de México en la produccion a nivel mundial, donde actualmente
produce menos del 3% (Castillo y Engleman, 1993; Soto-Arenas, 2006; FAO, 2011).

Vanilla planifolia es la especie principal para la obtencién del saborizante, y debido a su
importancia cultural, agricola, comercial y a su creciente demanda, existe un esfuerzo a nivel
global para caracterizar su diversidad (Bory et al., 2007). Trabajos previos en diferentes paises,
han tratado de evaluar y caracterizar la diversidad genética de vainilla utilizado diversos
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marcadores moleculares, encontrando que la diversidad genética en V. planifolia es limitada
(Nielsen y Siegismund, 1999; Cameron, 2004; Schluter et al., 2007; Soto-Arenas y Dressler,
2010). Esto probablemente se debe a la facilidad de propagacién vegetativa y la distribucion
mundial de algunos clones fundadores (Hu et al., 2019). Estos estudios incluyen diferentes
marcadores moleculares como: isoenzimas, RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA,; por sus siglas en inglés), AFLP (Amplified fragment length polymorphism; por sus siglas
en inglés), microsatélites y secuencias de un solo gen. Las limitaciones que se han encontrado
en estos enfoques incluyen la falta de reproducibilidad, alto costo relativo y baja densidad de
informacion. Con el uso y desarrollo de plataformas orientadas al analisis genémico se podrian
superar estas limitaciones ya que se podria analizar una cantidad de marcadores moleculares
mucho mayor, ademas de conseguir una reduccion del genoma de los organismos (Eguiarte
et al., 2013).

México es el centro de origen de V. planifolia, por lo que explorar y conocer los niveles
de variacion infraespecifica a través de la gendmica de poblaciones, podria ser una gran
herramienta para elaborar programas de fitomejoramiento que brinde beneficios a los cultivos
y también apoye los programas de conservacion de la especie (Eguiarte et al., 2013; Herrera
etal., 2016; Hu et al., 2019). Ademas, mejorar la diversidad genética y el rendimiento horticola

de V. planifolia es cada vez mas importante a medida que aumenta su demanda.
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2. Marco Teorico

2.1 Variacion biolégica

El concepto de variacion biologica se refiere a las diferencias en las caracteristicas de
organismos del mismo tipo o clase, causados por el ambiente o por diferencias en la
constitucién genética del organismo, es decir, la diversidad presente en absolutamente todas
las entidades vivas y en todas las diferencias individuales. La variacion es una caracteristica
de la naturaleza, la cual es inherente a todos los seres vivos, y se identifica mediante la
modificacidon genética, estructural, morfolégica, geografica o fisioldgica de los caracteres que
constituyen a los organismos de una poblacién y especie (Mimura et al., 2017; Lima-Morales,
2017; Noguera y Hernandez, 2009; Gould, 2002).

Las variaciones fenotipicas y genéticas dentro y entre las poblaciones pueden tener
efectos draméticos en los procesos ecoldgicos y evolutivos, incluidas las respuestas al cambio
ambiental, el mantenimiento de la diversidad de especies y la estabilidad y resistencia
ecoldgicas. Al mismo tiempo, los cambios ambientales asociados con muchas actividades
humanas, como el uso de la tierra y el cambio climatico, tienen un impacto dramético y a
menudo negativo en la variacion (Mimura et al., 2017; Hallgrimsson, 2005). Mimura et al.
(2017) sugieren un monitoreo periddico de la variacién biolégica, que debe incluir al menos
dos estrategias principales: 1) monitoreo intensivo de variacion genética y 2) modelado de
especies para predecir cambios en la variacion en funcién de los cambios en el tamafio de la

poblacion y extension del rango.

2.2 Variacion genética

La diversidad genética es la variacion del material genético heredable que ocurre dentro y/o
entre organismos, poblaciones o especies. Esta variabilidad se origina por mutaciones,
recombinaciones y alteraciones en el cariotipo (el nimero, forma, tamafio y ordenacion interna
de los cromosomas). Siendo la seleccion natural y la deriva genética los procesos que dirigen

o eliminan esta variabilidad genética (Pifiero et al., 2008).
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La seleccion natural es el proceso evolutivo que Darwin propone en su libro el origen de
las especies (Futuyma 2013), donde esta fuerza genera una reproduccion y supervivencia
diferencial en los individuos de una poblacién. La formulacion clasica de la seleccion natural
establece que las condiciones de un ambiente favorecen o dificultan la tasa reproductora o la

eficacia biologica en relacion con caracteristicas fenotipicas heredables.

Se han descrito diferentes tipos de seleccidn, que se detectan por los cambios en la
frecuencia de los caracteres heredables entre generaciones (Figura 1). Esencialmente se trata
de tres tipos cuya diferencia depende de la influencia sobre la media y la varianza del caracter
bajo seleccion (Hedrick, 2011), los cuales se describen a continuacion: 1) Seleccion
estabilizadora, en la que se produce cuando individuos con un cierto rasgo han tenido éxito
con respecto a la gran mayoria de los demés individuos que conforman la poblacién donde se
mantiene a la poblacion en un éptimo estable, 2) Seleccidn direccional, que transforma el valor
de un rasgo mediante el incremento de la frecuencia de los individuos cercanos a una distancia
optima. 3) Seleccion disruptiva que incrementa la frecuencia de valores mayores y menores a

costa de valores intermedios.
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Seleccion estabilizadora

Seleccion direccional

Seleccion disruptiva

Distribucian inicial

Distribucion

después de algunas

generaciones

Distribucién

después de mas
generaciones

Figura 1.Tipos de seleccion donde la diferencia depende de la influencia sobre la media. Tomado de Soler, 2002.

Por otro lado, la deriva genética (descrita por Wrigth en 1943) es un efecto estocastico
y se refiere al cambio aleatorio de la frecuencia de los genes. La deriva genética tiene efectos
importantes cuando una poblacién reduce draméticamente su tamafio debido a un desastre
natural (efecto de cuello de botella) o cuando un grupo pequefio se separa de la poblacién

principal para formar una colonia (efecto fundador; Hedrick, 2011).

2.3 Genética y gendmica de poblaciones

La genética de poblaciones tiene como finalidad explorar los niveles de la variacién genética
dentro y entre las poblaciones a través del tiempo y espacio, asimismo, permite entender los
diferentes procesos y fuerzas evolutivas que conducen a esta variacion (Templeton, 2006);

siendo una herramienta util para el estudio de la evolucién.
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Durante el siglo XX, el descubrimiento de la estructura del acido desoxirribonucleico
(ADN) en 1953 trajo consigo el desarrollo posterior de diversas técnicas moleculares (Tabla 1)
para el estudio de la variacion genética en temas referentes a evolucion y domesticacion,
(Hedrick, 2011; Eguiarte et al., 2013).

Inicialmente la genética de poblaciones contemplaba a un gen para su estudio,
explorando el comportamiento de dos alelos que segregan de acuerdo con las leyes de
Mendel, utilizando el equilibrio de Hardy-Weinberg como modelo nulo de lo que sucede si no
opera ningun proceso evolutivo. La técnica inicial para medir la variabilidad genética fue la
electroforesis de isoenzimas que permitia evaluar loci (genes) polimorficos mediante la
separacion eléctrica por carga y tamafio. Posteriormente se analizaron algunas decenas de
genes, y a pesar de ser un modelo predictor seguian sin ser comparables con un posible
andlisis brindado por el genoma completo (Eguiarte et al., 2013).

Los enfoques que han sido utilizados para conocer la variacion genética incluyen
isoenzimas, polimorfismos de fragmentos de restriccion (RFLP), polimorfismos de ADN
amplificados aleatoriamente (RAPD), repetidos de secuencias internas (ISSR), microsatélites
y secuencias de ADN (Tabla 1). La eleccién del marcador mas adecuado varia dependiendo
el tipo de pregunta y algunas de las caracteristicas del marcador como tipo de herencia v,

ademas, de la facilidad en su uso y costo (Pifiero et al., 2008).

Con los avances recientes en los métodos moleculares y estadisticos es posible
reconstruir la historia evolutiva de las poblaciones con un mayor niumero de marcadores
encontrados a lo largo del genoma, potenciando investigaciones ecoldgicas y de conservacion
(Equiarte et al., 2013; Pifero et al., 2008).

Tabla 1. Descripcion de los principales marcadores moleculares utilizados en genética de poblaciones. Tomado
y modificado de Eguiarte, et al. 2013.

Marcador Caracteristicas Ventajas Desventajas

-Se puede observar en las -No representan la variacion

Variacion _ B poblaciones _ genética _ N

Fenotipica Variables observables y cuantificables -En muc_:has ocasiones son -Pueden reflejar plasticidad
adaptativos -Muchas veces son
-Comparable con fésiles poligénicos

N . o . -Muchos loci son polimorficos -Poca variacion
Aloenzimas Variacion en I"’.‘ migracion qle las enzimas plurante -Codominantes (identifica homdécigos -No detecta mutaciones
la electroforesis, por cambios de aminoacidos. d . ; :
e heterdcigos) silenciosas
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-Pocos marcadores alo
largo del genoma
-Dificiles de montar

Variacion en los fragmentos generados pon

-Informacion limitada

adaptadores

-Oligonucledtidos universales
-Alta representacion del genoma

RFLP’s enzimas de restriccion, debido a cambios -Complicados de montar
mutacionales en los sitios de reconocimiento -Dominantes
-Dominantes
Variacién en la ampliacién de fragmentos -Muchos sitios polimérficos a lo largo  -Cada sitio poco informativo
, aleatorios, que depende de la presencia diferencial del genoma -Se desconocen sitios
RAPD’s o . - - L e
de sitios de unién (mutaciones y cambios -Alta variacion amplificados
estructurales) -Oligonucledtidos universales -Muchos artefactos
-Dificiles de leer
- - -Dominantes
. , . . -Muchos sitios polimérficos alo largo -Cada sitio poco informativo
Similar a los RAPD’s pero los oligonucleétidos son  del genoma -
, ; . ) L2 -Se desconocen sitios
ISSR’s secuencias mas complejas y largas en tandem -Alta variacion amolificados
(microsatélites) -Oligonucledtidos universales ol
A ; , -Dificiles de montar
-Mas reproducibles que los RAPD’s e
-Dificiles de leer
-Genera muchos fragmentos -Muy complicados de montar
Variacion en la amplificacion de fragmentos -Alta variacion -Dominantes
AFLP’s cortados con enzimas de restricciéon y ligados con  -Muy reproducibles -Cada sitio es poco

informativo
-Dificiles de leer

Microsatélite
s

Variacion en el nimero de secuencias repetidas en
tandem de ADN por insercion o perdida de motivos

-Muy polimérficos

-Codominantes

-Se conoce la region donde se
encuentran

-En muchos casos se conoce la tasa
de mutacion

-Dificiles de montar
-Modelo de mutacion
complicado

-Error en la estimacién de
tasas de

Mutacién conduce a
resultados erroneos

-Alta homoplastia

SNP’s

-Alelos nulos
-Existen miles en el genoma
-Permite entender la evolucion a
Polimorfismos de un solo nucledétido. nivel genémico -Caros

Mutaciones puntuales en secuencias de ADN. Se
obtienen por medio de secuenciacion, RAD-req,
GBS o micro-arreglos

-Nuevas herramientas de
secuenciacion

Permite la obtencion de miles de
SNP's

-En sitios neutrales y codificantes

-Cada sitio por si solo es
poco informativo
-Dificil de analizar

2.4 Secuenciacion de nueva generacién

El desarrollo de nuevas tecnologias ha aumentado de manera exponencial. Un claro ejemplo
son las denominadas tecnologias de Secuenciacion de Nueva Generacion (SNG; también
llamada secuenciacion masiva) que actualmente permite obtener millones de secuencias de

ADN a una velocidad y a un costo cada vez mas reducido. Estas tecnologias permiten logros

pag. 9



cientificos trascendentales, como la identificacion de nuevos genesy la resolucion de las bases

genéticas de diferentes enfermedades (Rodriguez y Armengol, 2012).

En las ultimas dos décadas, se ha incrementado considerablemente la disponibilidad de
recursos genomicos de secuenciacion de nueva generacién en temas como, analisis de la
expresion de genes, numero de marcadores moleculares, analisis de transcriptomas, estudios
de asociacion gendmica, entre otros. Especificamente, en los Ultimos cinco afos, se han
desarrollado métodos y técnicas, que permiten el andlisis de una cantidad de marcadores
moleculares mucho mayor. La secuenciacion masiva puede ser aplicada para conseguir una
reduccion del genoma de los organismos y obtener un nimero elevado de variantes gendmicas
en multiples individuos. La reduccion del genoma se consigue mediante el empleo de enzimas
de restriccidn, que reconocen un patrén especifico de bases en las secuencias de ADN y
fragmentan en sitios especificos. Tal es el caso de la Genotipificacion por Secuenciacion (GBS
por sus siglas en inglés) o RAD-Seq (derivado de Restriction site Associated DNA), técnicas
con base en la SNG, que permite la identificacion de cientos a miles de marcadores
moleculares del tipo “polimorfismos de un solo nucleétido” (SNP, por sus siglas en inglés).
Estas permiten rastrear el genoma completo en la busqueda de polimorfismos, es decir, tanto
regiones neutrales como regiones que se expresan, lo cual permite un estudio integral de las
variaciones propias de una especie, asi como la capacidad de adaptacion a diferentes

condiciones bidticas y abiéticas (Elshire et al., 2011; Glaubitz et al., 2014).

El método GBS (Genotipificacion por Secuenciacion) o SBG (Genotipificacion Basada
en Secuenciacion) genera pequefios fragmentos de ADN adyacentes a cada sitio de
restriccién, lo cual es util y mas costeable para el estudio de organismos eucariotas con

tamafios de genoma de muchas megabases o gigabases (Patel et al., 2015).

2.5 Domesticacion y recursos fitogenéticos

Uno de los casos mas evidentes de variacién genética son las especies domesticadas en
donde se utiliza la variabilidad para crear razas y variedades a partir de un manejo agricola
gue incluye mecanismos de manipulacion de los genotipos de las plantas por el hombre, siendo

dicha manipulacion la actividad cultural que permite al hombre adecuar la diversidad biol6gica
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a las necesidades de la sociedad humana, y, por lo tanto, a las condiciones artificiales de
manejo (Diaz, 2010).

México es un importante centro de diversidad y de domesticacion de numerosos
cultivos, algunos de gran importancia global. Se han reportado cerca de 120 especies de
plantas utiles en la agricultura, textiles o como colorantes (Mapes y Basurto, 2016). Esta
diversidad esta determinada no solamente como resultado de eventos bioldgicos, si no por la
interaccion entre poblaciones humanas y estos organismos a travées de cientos de
generaciones. Estas poblaciones humanas, a raiz de sus necesidades, intereses, practicas y
conocimientos han ido conformando y manteniendo esta diversidad. Estos organismos
vegetales que contienen unidades funcionales de la herencia, y que tiene valor real o potencial

para la alimentacion y la agricultura son llamados recursos fitogenéticos (FAO, 2011).

La vainilla es un recurso fitogenético que presenta una problematica compleja derivada
principalmente de factores relacionados con el uso y conservacion de sus poblaciones
naturales y cultivadas (Lubinsky, 2008; Soto-Arenas, 2006; Salazar-Rojas, 2011). Por lo que
se requiere un analisis integral que resulte en una mejor comprension de la variacion intra e
interpoblacional y asi poder evaluar la amenaza genética para la especie (Diaz, 2010; Eguiarte
et al., 2013).

2.6 Vanilla planifolia

El género Vanilla abarca un grupo de orquideas hemi-epifitas con origen en el continente
americano, el cual se conforma aproximadamente de 110 spp. Las condiciones para el
crecimiento de estos organismos son bastante restringidas, ya que requiere temperaturas entre
20 y 30°C, 50% de sombra, alta humedad, una distribucion altitudinal no mayor de 600-800
msnm y un tutor para su crecimiento (Zotz y Schmidt, 2006; Rosales et al., 2013).

Las raices son delgadas y alcanzan poca profundidad en el material organico que se
encuentra en el suelo, ademas de contar con raices aéreas que les permiten adherirse y
absorber nutrientes desde la corteza del tutor donde se apoya. El tallo principal es delgado y
flexible el cual puede alcanzar diez metros de longitud. Las hojas, generalmente, son de color
verde oscuro, planas y en algunas especies presentan cierta suculencia. Las inflorescencias

crecen a manera de ramillete de forma sucesiva, estas son efimeras (solo abren un par de
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horas), grandes y atractivas con coloraciones blancas, verdes, amarillas o color crema y de
corola infundibuliforme. Los frutos consisten en una capsula alargada (12-30 cm de longitud;
comunmente llamada “vaina”) carnosa, las cuales contienen miles de pequefias semillas. A
medida que va madurando, el fruto se vuelve color negro y desprende un fuerte y atractivo

aroma (Rosales et al., 2013).
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Figura 2. Esquema de las estructuras de Vanilla planifolia. Modificada de Kohler, 1890
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Dentro de este género podemos encontrar algunas especies representativas como V.
pompona, V. insignis, V. odorata y V. planifolia. De estas, V. pomponay V. planifolia producen
un alto contenido de vainillina, compuesto utilizado en diferentes industrias debido a su aroma

agradable.

V. planifolia (Fig. 2) es la especie principal para la obtencion del saborizante. Es una
orquidea herbacea, perenne, hemiepifita y enredadera que trepa sobre arboles hasta una
altura aproximada de 10 m (Soto-Arenas y Dressler, 2010). A pesar de su importancia, se
considera que es una especie no domesticada y que se encuentra en este proceso debido a
gue los organismos cultivados son similares a sus parientes silvestres, donde solo existe una

seleccion empirica por parte de los productores (Flores et al., 2017)

En México, se han localizado individuos silvestres de V. planifolia en Oaxaca, Yucatan,
Quintana Roo, Tabasco y zonas limitrofes de Veracruz, Chiapas y San Luis Potosi (Fig. 3; Soto
y Dressler, 2010). De la produccion nacional de vainilla, el 90% se obtiene en la region de
Totonacapan, el resto se produce en Hidalgo, Oaxaca, Tabasco y Quintana Roo (Morales et
al., 2001).
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Figura 3. Distribucion conocida de Vanilla planifolia en México (www.conabio.gob.mx)

La vainilla tiene una importancia econémica, social-cultural y ecolégica. Dentro de los
ambitos economicos, la vainilla es la segunda especia mas cara del mundo después del
azafran y es considerada la sustancia aromatizante y saborizante mas importante (Osorio,
2012; Hu et al., 2019). Ecolégicamente, esta especie tiene la posibilidad de ser establecida en
bosques y zonas de reserva forestal, contribuyendo asi a la conservacion y valorizacion de
éstos y otros recursos naturales (Osorio, 2012). Culturalmente, la vainilla tuvo gran importancia
en la época prehispanica, siendo un condimento de diversos productos alimenticios, asi como
un tributo en la época de la conquista europea, ademas de formar parte de una larga tradicién
cultural de México. Actualmente, su cultivo es una alternativa de agricultura sustentable que
beneficia a pequefios productores ya que las plantaciones pueden ser establecidas en

sistemas de traspatio (Azofeifa et al., 2014).

Aunado a la problematica del cultivo de V. planifolia, sus poblaciones silvestres han
disminuido o incluso desaparecido en gran parte de su area de distribucion debido a la
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fragmentacion o desaparicion de su habitat, lo que provoca que el acervo genético se vea
gravemente amenazado o incluso extinto para algunos autores (Soto-Arenas, 1999; Lubinsky
et al., 2008). Los especimenes silvestres y los cultivares de V. planifolia conforman este acervo
genético (Soto-Arenas, 1999). Por lo que, al ser las plantaciones comerciales de vainilla
establecidas mediante una propagacion vegetativa (Ecott, 2004; Bory et al., 2007), la variacion
genética de la especie ha sido sometida a factores de erosion (Minoo et al., 2006), lo que ha
provocado que V. planifolia sea catalogada en la NOM-059-SEMARNAT-2010 como una
especie bajo proteccion especial, en peligro por la JIUCN (International Union for Conservation
of Nature) y que se encuentre en el Apéndice Il (especies potencialmente amenazadas) de la

Convencidn Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES).

2.6.1 Diversidad en V. planifolia (Antecedentes)

Cibran (2000), analiz6 la diversidad mediante el uso de isoenzimas en poblaciones cultivadas
y silvestres. Encontré dos grupos, las plantas del sur y las del norte de México, asi como
diferencias entre los organismos silvestres y los cultivados. Posteriormente, Schluter et al.
(2007), analizaron la variacion genética de las poblaciones de V. planifolia mediante el uso de
marcadores tipo RAPDs, donde un andlisis multivariado reveld tres grupos geograficos: a) un
grupo costarricense b) un grupo mexicano al norte del eje volcanico Transmexicano y c) grupo
mexicano al sur del eje volcanico Transmexicano, apoyando la separacion mencionada por
Cibran.

Un caso particular es el descrito por Salazar-Rojas et al. (2011), quienes revelaron la
existencia de variacion quimiotipica entre los especimenes cultivados de V. planifolia.
Encontraron que los organismos analizados se agruparon en seis quimiotipos (Fig. 4A), que
indirectamente sugieren la existencia de polimorfismo genético en la regién de Totonacapan.
Posterior a esto, Herrera-Cabrera et al., (2012) mediante el uso de microsatélites identificaron
variacion a nivel infraespecifico en V. planifolia, donde 13 loci resultaron polimorficos para los
guimiotipos de V. planifolia definiendo cinco genotipos cultivados en la region Totonacapan
(Fig. 4B).
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Figura 4. A) Dendrograma de 25 accesiones de Vanilla planifolia en la region de Totonacapan Puebla-Veracruz,
México, basado en promedios de 10 variables y agrupacion por distancias de similitud. Quimiotipos CH I-CH VI
B) Dendograma de colectas de V. planifolia en la region Totonacapan Puebla-Veracruz, con base en el promedio
de 13 loci microsatélites y agrupamiento por distancias de similitud donde G (I-VI) son los genotipos. Tomado de
Salazar-Rojas 2011 y Herrera-Cabrera et al. 2012.

En un trabajo reciente, Villanueva-Viramontes et al. (2017), se platearon la posibilidad
de discriminar a los individuos silvestres de V. planifolia de otras especies simpatricas del
género. Analizaron 88 individuos silvestres de varias especies de vainilla mediante 84 loci ISSR
utilizando tres métodos de agrupamiento. Encontraron que los marcadores ISSR discriminan
claramente la V. planifolia silvestre, encontrando una estructura genética definida dentro de la
especie. Se encontraron cinco grupos que correspondieron con las especies estudiadas (Fig.
5).
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Figura 5. Dendrograma Neighbor-Joining basado en el indice de similitud de Jaccard de 88 individuos silvestres

de la peninsula de Yucatan en México y 11 muestras estandar de vainilla, utilizando marcadores ISSR. Tomado
de Villanueva-Viramontes (2017)

Mas recientemente, Hu et al. (2019), analizaron la diversidad entre diferentes individuos
del género Vanilla. Con la finalidad de proporcionar un recurso para analizar otras colecciones
de vainilla, ensamblaron un borrador del genoma de V. planifolia que fue utilizado para
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identificar marcadores tipo SNPs usando SBG, el analisis de componentes principales de sus
resultados, agrup6 los individuos dentro de distintos grupos que representan las especies V.
pompona, V. planifolia, V. imperialis, V. odorata, V. palmarum, V. barbellata, V. dilloniana, V.
phaeantha y V. mexicana, validando la eficiencia de las herramientas basadas en la gendmica

para caracterizar e identificar la diversidad genética en el género Vanilla.

En estudios basados en caracteres morfologicos de la flor (labelo), Castillo y Engleman
(1993), analizaron dos variedades de V. planifolia, encontrando caracteristicas morfoldgicas y
fenologicas que permiten separar claramente en dos tipos diferentes. Asimismo, Lima-Morales
(2017) analiz6 el tamafio de las estructuras vegetativas y reproductivas de V. planifolia. Esta
especie presentd cinco morfotipos, con formas redondeadas, globulares y alargadas, que se
diferenciaron por los I6bulos basales, apicales y angulos internos del labelo. Se encontré
variacion morfoldgica, y tanto los gradientes ambientales como la intensidad de manejo no

influyeron en esta, por lo que es posible que su variacion sea genética.

Poblacion
Grupo | - O TocuAvUCA2
Parte basal ] 6B s 82. B5, B7, B10, L
e [ | g : Grupo Il -{ O waquionz
o / /!
e 7l o /
: 48.47% > —
<0 TAMPACAN

o |
| |

| g° |

_1 . ’

| i

_‘i n OVLAXCUAYO 1

‘SR " LA PROVIDENCIA Y
L S ¢ «‘0 O oTLaxcuAY0 2
o Q} A 3 = EL PLATANITO
2 Q Q.'\ &€ ,;‘) CUICHAPA 1

v va

ALAQUICH 1
Grupo Ill | Oauquicns
L CHAPULHUACANITD

O santiaco
EL NARANIO
© TENEXAPA

£ AXHUMOL
" © BARRIO SAN YOS TLAJUMPAL
Parte proximal TEPETZINTLA

JOMTE
O TAMALA L
TIXCUA
O ramaia2

TAMALA 3
Grupo IV LACEIBA
LAPROVIDENCIA |
LAPROVIDENCIA 2

LAHERRADURA

TUACOHUAQUE 1
Stuoommz 2

PRIN 1

|
|
|
|
|
|
|
|
i
|
i
|
i
|
)
|
i
A
/

™
Parte media o MONTE ALEGRE

) LI_‘MF_“_—T—_’TT‘“‘*I~ i
Parte distal 2 ' -20 & UIOUPA2
PRIN3 & gemseey

K e
9.31% % GrupoV o Qmuwas
aB, aDE22, aDgs 3 BARRZO SAN AN TLAXIPAL
& 5 aE © PERA BLANCA CONUNIDAD

Componerte Principal 1

B Componente Principal 2
TAMALA 4
L EJIDO AJUATITLA

I Componerte Principal 3

Figura 6. Dispersion de los 679 especimenes pertenecientes a 40 poblaciones de Vanilla planifola en la Huasteca
Potosina, con base en los tres primeros componentes principales del analisis de 76 variables basadas en la
morfologia del labelo. Tomado de Lima-Morales 2017.

En un trabajo reciente (Martinez et al., 2016), se determiné que existe variacién
anatomica en la epidermis foliar y caulinar de dos genotipos de V. planifolia y qué caracteres
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apoyan al reconocimiento de estos o cuales estan genéticamente establecidos y son propios
de la especie. A través de preparaciones de lamina y tallo, se determin6 que existen diferencias
significativas entre genotipos y que existe una correlacion positiva entre el tamafio de ciertos

parametros epidérmicos y la altitud del origen geografico de los genotipos.

2.7 Variacion geografica

Ademas de los estudios genéticos, otro acercamiento para la conservacion ha sido mediante
el uso de modelos de distribucion de especies (SDM). Estos, cuantifican la correlacion entre
los factores ambientales y la distribucién de especies. El perfil ambiental puede ser usado para
describir y medir la importancia de factores especificos y predecir la distribucion de especies
a través de areas no muestreadas (Miller, 2010). Existen diferentes algoritmos de modelacion
de la distribucion geografica y potencial, uno de ellos es maxima entropia (maximum entropy;
MaxEnt) el cual ha resultado efectivo en la proyeccidn espacial de la distribucién,
especialmente cuando se cuenta con pocos datos presenciales (Steven et al,
http://biodiversityinformatics.amnh.org/open_source/maxent/; Miller, 2010; Pliscoff y Fuentes-
Castillo, 2011). Un analisis indirecto de la diversidad en diferentes organismos ha sido
mediante las caracteristicas geograficas y ambientales que determinan la distribucién de las

especies (Miller, 2010).

La produccion de vainilla presenté un aumento considerable en el mundo, durante la
década de 1990 (Lubinsky et al., 2008), lo cual generé una extensa recoleccion de plantas
para lograr el establecimiento de cultivos. Ademas, la destruccion de su habitat afectd
fuertemente a la especie en su entorno natural (Herrera et al., 2016). Por lo que, un
conocimiento detallado de la distribucién actual y del impacto potencial del cambio climético
sobre los nichos de distribucién geografica de la especie es un requisito previo para utilizar y

conservar el recurso genético dentro de un ecosistema (Wan et al., 2014).

Ejemplo de esto es el trabajo realizado por Hernandez et al. (2016), quienes describen
al régimen de humedad y precipitacion como las variables que presentan mayor contribucion
al modelo de distribucion potencial de V. planifolia. Ademas, Flores et al. (2017) analizan el
perfil bioclimatico de las especies del género Vanilla en México.
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2.8 Unidades Evolutivas Significativas

Una de las grandes problematicas para el desarrollo de trabajos en el &mbito de la
conservacion es el definir los limites de una especie o de una poblacién (Fazekas, et al., 2009).
De hecho, las clasificaciones erréneas pueden llevar a posibles resultados negativos para las
estrategias de conservacion, asi como, repercusiones financieras, legales y biologicas (Hey et
al., 2003). Esto se complica aun mas cuando la morfologia esté influenciada por la plasticidad
fenotipica, la hibridacion o la variacién infraespecifica (Fazekas et al., 2009). Una propuesta
para la solucién a estos problemas es el establecimiento de unidades de conservacion, como
lo son las unidades evolutivamente significativas (UES), lo que puede ayudarnos a tomar
mejores decisiones para la conservacion, incorporando la diversidad genética, ademas de la

informacion biolégica y morfologica (Ahrens et al., 2017).

El uso de UES proporciona una clasificacion alternativa de entidades bioldgicas (p.e.,
ecotipos, morfotipos, subespecies o poblaciones) y puede ser adecuado para ayudar a la
conservacion de los procesos ecoldgicos y evolutivos de una especie (Moritz, 1994; Ahrens et
al., 2017).
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3. Justificacion

Dado que V. planifolia es un recurso fitogenético que tiene a México como centro de origen,
resulta importante estudiar los niveles de variacion biolégica para contribuir a una mejor toma

de decisiones para la conservacion.

Esto puede lograrse mediante el estudio de la variacion gendémica, basandose en un
mayor numero de loci que permita aportar mas informacion acerca del nivel de variacion y tipo
de estructura genética de sus poblaciones. Ademas, el estudio de la distribucién actual y futura
de la especie y el conocimiento de las variables ambientales que influyen en su distribucion
resultarian en una gran herramienta para la posterior elaboraciéon de un programa de
mejoramiento que brinde beneficios a los cultivos y también poder definir regiones prioritarias
qgue apoyen los programas de conservacion de la especie y de la diversidad del acervo

genético.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Analizar la variacion genémica y caracterizar la distribucion actual y futura de Vanilla

planifolia.

4.2 Objetivos particulares

e Estimar la variacion gendmica de V. planifolia, por medio de la identificacién de

polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) obtenidos por SBG.
e Analizar los niveles de variacion y estructura dentro y entre los sitios de muestreo.

e Modelar la distribucion actual y la proyeccion futura de V. planifolia, bajo dos escenarios

contrastantes de cambio climatico para los afios 2050 y 2070.
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5. Material y método

5.1 Colecta de Material Biologico

El material biolégico utilizado en este trabajo fue colectado en los estados de San Luis Potosi,
Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Veracruz y Quintana Roo, cuyas caracteristicas se han descrito en
trabajos previos dirigidos por el Dr. Herrera-Cabrera B. Edgar con la participacion de sus
alumnos Hernandez-Silva, 2014; Hernandez-Ruiz, 2015; Maceda-Rodriguez, 2015; Lima-
Morales, 2017. La colecta se realiz6 tanto en cultivares, como en poblaciones silvestres. El
namero de ejemplares colectados dependié del nimero de plantas disponibles. Se recabd
informacion geografica del origen de las plantas. El tejido colectado fue etiquetado y
almacenado en nitrégeno liquido y transportados al Laboratorio de Bioquimica Molecular (LBM)
que pertenece a la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) en la Facultad de Estudios

Superiores Iztacala, U.N.A.M.

5.2 Analisis Molecular

Las extracciones de ADN de las hojas colectadas se llevaron a cabo siguiendo el protocolo del
kit Plant DNeasy (Qiagen™). Se estimé la concentracion de ADN en las extracciones por
fluorometria mediante el uso de un analizador Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies™),
la calidad mediante espectrofotometria Nanodrop™ vy la integridad se visualizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% el cual se corrié a 80 volts durante 40 minutos, se le
anadid 1pl de Midori green como fluoréforo intercalante  ADN. Con el fin de aumentar la
concentracion de ADN de las muestras, estas fueron liofilizadas y posteriormente
resuspendidas en un volumen de 35ul. Las muestras con mayor concentracion a 20ng/ul se
seleccionaron y se enviaron al laboratorio especializado Genomics Center en la Universidad
de Minnesota (EUA) para realizar pruebas de digestion con la enzima de restriccidbn que
permita la generacion de una representacion reducida del genoma. La preparacion de las
bibliotecas para su secuenciacion fue realizada por medio de la plataforma Illlumina
NexSeq550® (Elshire et al., 2011).
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Ocho muestras diferentes con una concentracién de al menos 20ng/ul en 100ul fueron
enviadas al laboratorio especializado para la seleccion de las enzimas de restriccion optimas
gue permitieron obtener mejores lecturas de ADN y por lo tanto una mayor cobertura del
genoma. Se determind que las enzimas de restriccion BamHI-Nsil, fueron la mejor opcion para

usar en la construccion de librerias.

La seleccion de los individuos para el genotipado se baso en la calidad, concentracion
e integridad del ADN. Se enviaron un total de 58 muestras de la siguiente manera: 5 individuos
del estado de Veracruz (VER), 21 de Hidalgo (HID), 21 de San Luis Potosi (SLP), 9 de Oaxaca
(OAX) y 2 individuos pertenecientes al estado de Quintana Roo (INS).

5.3 Anadlisis bioinformatico (genoma)

5.3.1 Filtrado e identificacion de SNPs

Los datos sin procesar de la secuenciacion (formato fastq), fueron filtrados mediante el
software Fastx-tools, con base en su calidad utilizando solo aquellos con un valor phred
superior a 30 (99.9% de confianza) y con un filtrado para que las secuencias tengan la misma
longitud (120 pb). Posterior a esto, se realizé6 un ensamble de novo con las secuencias
mediante el software Stacks 2.0b, (Rochette y Catchen, 2017; Catchen et al., 2013). Se
optimizaron los pardmetros (Tabla 2) del ensamblaje en Stacks para minimizar el error y
maximizar la recuperacion de los SNPs (Mastretta-Yanes, et al., 2014; Paris, et al., 2017). Se
realizaron ensambles con diferentes modificaciones de algunos parametros con las muestras
secuenciadas, posteriormente se evaluaron los efectos en el modelo de llamado de SNPs
sobre las tasas de error, el nUmero de datos perdidos (missing data) y el nimero de SNPs
recuperados. Para el ensamblaje los siguientes parametros clave fueron corridos con los
valores especificados en los paréntesis: -m (3, 4, 5, 6), -M (1, 2, 3,4,5),-n (1, 2,3,4) y -N (1,
2, 3, 4). Modificar los diferentes parametros nos permite maximizar el nimero de SNPs
recuperados minimizando el error. El parametro mas importante a modificar es el minimo de
cobertura para un cluster (-m) ya que afecta directamente el lamado de los marcadores (Paris
et al., 2017). Entre mas laxo sea este parametro es mas probable que errores los de

secuenciacion sean tomados como variaciéon alélica, incrementando errébneamente la
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estimacion de heterocigdsis (Reyes-Galindo, 2016). Por lo que, al aumentar este parametro,

el numero de SNPs recuperados disminuira, pero se evitaran llamadas ambiguas de SNPs.

Con los cuatro parametros optimizados (-m5, -M2, -n1, -N2) se genero6 el ensamble de

novo filtrado de los datos arrojados por la secuenciacion.

Tabla 2. Parametros principales que controlan la formacién de locus y el polimorfismo en STACKS, los valores
predeterminados, el programa componente STACKS que usa el parametro y una descripcion de qué parte de los
procesos controla cada parametro. Tomado y modificado de Paris, et al., 2017.

Parametro | Valor default | STACKS Descripciéon del parametro

Numero minimo de lecturas sin procesar requeridas para formar un
M 3 ustacks : :

agrupamiento (un alelo putativo)

Numero de desajustes (mismatches) permitidos entre agrupamientos
M 2 ustacks . . .

(alelos putativos) para fusionarlos en un lugar putativo
N 1 cstacks Numero de desajustes permitidos entre los agrupamientos (loci

putativo) durante la construccién del catalogo

Numero de desajustes permitidos para alinear lecturas secundarias
N M+ 2 ustacks | (lecturas que no formaron agrupamientos) con los loci putativos
ensamblados para aumentar la profundidad del locus

Se realiz6 un mapeo al borrador del genoma de V. planifolia, disponible en la base de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Para el mapeo se utiliz6 el
programa Bowtie 2, y Samtools y Bcftools para el llamado de los SNPs. La identificacion de
SNPs a lo largo del genoma, sé determino mediante el software Tassel V 5.2.43 (Elshire et al.,
2011; Glaubitz et al., 2014).

El filtrado de calidad de los SNPs se realiz6 principalmente mediante funciones
integradas en VCFtools, el filtro de frecuencia de alelos menores (MAF) se estableci6é en 0.01
y la cobertura de locus minima se establecid para retener los SNP que estan cubiertos en al
menos el 80% de los individuos. Los SNPs con un valor menor 0.01 del equilibrio H-W fueron
descartados. Las inserciones y deleciones fueron removidas del analisis. La tasa de datos
perdidos (missing data) maxima se establecié en 0%, para tener una mayor certeza en cuanto
a la identificacidon de las variantes y asi evitar el riesgo de identificar falsos positivos. Ademas,

se utilizaron solo SNPs bialélicos. Los marcadores obtenidos para cada analisis se colocaron
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en un formato VCF para continuar con los andlisis de diversidad y estructura genética
(D’Agostino et al., 2018).

Para poder determinar el numero de grupos genéticos se realizdé un analisis bicluster
mediante el software JMP (JMP®, 2019) para asignar la pertenencia de los individuos a estos
grupos. El bicluster es una técnica que permite simultaneamente la agrupacion de filas y
columnas de una matriz (Pefa, 2014), en este caso las filas representan a los individuos y las
columnas a los SNPs. Esta herramienta de andlisis de datos exploratorios se utiliza para

analizar agrupaciones de rasgos y de muestras simultdneamente de forma sintética.

Al visualizar la calidad de las matrices de SNPs, se consider6 que la matriz generada
con Stacks no fue lo suficientemente robusta para los analisis posteriores debido a que el
numero de marcadores obtenidos en el ensamble de novo era muy bajo (11 SNPs). Por lo que
se decidio solo abordar el analisis utilizando el mapeo con el borrador del genoma de V.

planifolia.

5.3.2 Diversidad y diferenciacion genética

Los andlisis descriptivos de diversidad constaron de una prueba de neutralidad (TajimaD) entre
los grupos genéticos analizados utilizando Tassel 5.0. Las frecuencias alélicas
(heterocigocidad observadas, Ho), la diversidad nucleotidica T, y la diversidad nucleotidica
poblacional 8 (se relacionan directamente con las frecuencias alélicas) asi como el coeficiente
de consanguineidad Fis. Estos andlisis se estimaron usando la funcion populations de Stacks
(Catchen et al., 2013).

Para determinar el nivel de diferenciacion entre los grupos se utilizé el coeficiente de
coancestria Fst, que compara el nivel de variacion genética que existe entre poblaciones o
subpoblaciones (Wright, 1943). Los pares de Fst se calcularon con la herramienta populations
de Stacks (Catchen et al., 2013). Los datos obtenidos fueron graficados mediante la paqueteria
ggplot2 en R 3.4.3 (R Core Team, 2008).
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5.3.3 Anaélisis de Componentes Principales

El Analisis de Componentes Principales (PCA; por sus siglas en inglés) es un método
estadistico de analisis multivariado. Esta herramienta se utiliza para el tratamiento de datos
compuestos por numerosas variables, con el objetivo de sintetizar la informacion en términos
de nuevas variables no correlacionadas entre si (que no tenga repeticién o redundancia en la

informacion), llamado conjunto de componentes principales (PCs; Serrano, 2003).

Los resultados obtenidos son utilizados para explorar las similitudes o diferencias
significativas entre los individuos, lo que permite visualizar patrones de ordenamiento entre el
conjunto de datos (Ringnér, 2008). El paquete SNPRelate (Zheng et al., 2012) del programa R
se utilizé para realizar un andlisis de componentes principales graficando los primeros

componentes principales.

5.3.4 Anaélisis Discriminante de Componentes Principales

El Andlisis Discriminante de Componentes principales (DAPC; por sus siglas en inglés), es una
técnica estadistica de andlisis multivariado cuya finalidad es analizar si existen diferencias
significativas entre grupos de objetos (individuos), respecto a un conjunto de variables (PCs)
sobre los mismos para explicar en qué sentido se dan estas diferencias y facilitar

procedimientos de clasificacion sistematica.

Para identificar si los loci presentes en este conjunto de SNPs lograba clasificar las
muestras segun su origen (sitio de muestreo), se llevé a cabo un DAPC (Caldu-Primo et al.,
2017), mediante el paquete adegenet del programa R (Jombart y Ahmed, 2011; Hu et al.,
2019). Se utilizé el procedimiento de optimizacion propuesto por el paquete adegenet para
evaluar el numero 6ptimo de PCs a retener, con 1,000 repeticiones utilizando un 90% de los

datos como un conjunto de datos de entrenamiento.
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5.3.5 Estructura genética

Para la estructura genética se utilizaron dos enfoques evolutivos de agrupamiento. Para el
primer enfoque se realizé un andlisis bayesiano de agrupamiento para identificar el numero
optimo de grupos segun el Criterio de Informacidén Bayesiano (BIC; por sus siglas en inglés)
mediante el paquete adegenet de R. El segundo enfoque se realizé infiriendo la ancestria
mediante el software Admixture 1.3.0 por medio de una validacion cruzada (Pritchard et al.,
2000; Alexander et al., 2009; Zhou et al., 2009).

En ambos modelos se analizé la matriz de SNPs, para cada valor de K, de 1 a 15. Para
visualizar y comparar los resultados de agrupacion, se utilizaron los paquetes ggplot2, en el
programa R V. 3.5.3.

5.4 Modelos de distribucién de especies

Se realiz6 una base de datos de las coordenadas geograficas (solo con los organismos
silvestres), para realizar los modelos de distribucion con los puntos muestreados, basado en
la colecta de trabajos previos (ver colecta de material). Para evitar sobrerrepresentacion en el
modelo, se eliminaron las coordenadas repetidas e individuos que estuvieran a menos de 1km

de distancia, quedando 32 individuos en la base de datos.

5.4.1 Modelos de distribucion actual

Primero se determind un area de accesibilidad de la especie utilizando la capa de
ecorregiones terrestres de México (INEGI et al., 2008), el cual contempla como base la
vegetacion primaria del INEGI, complementandose con los mapas de climas, edafologia,
geologia y topografia. Esta capa nos proporciona una historia geoldgica y evolutiva de los sitios

donde se ha encontrado la especie.
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Figura 7. Mapa de las ecorregiones terrestres de México (www.conabio.gob.mx)

Se descargaron las 19 capas de Worldclim con resolucion espacial de 0.5 min (1 km?
aproximadamente) en formato Raster (Busby, 1991; www.worldclim.com; Tabla. 3), las cuales
son utilizadas en la mayor parte de los trabajos biogeograficos, para modelado de nicho y de
distribucion potencial (Hernandez et al., 2016; Hijmans et al., 2005; Varela et al., 2015).
Posteriormente, estas capas se transformaron en formato Ascii mediante el software Qgis para
estimar la distribucion actual y el grado de influencia de estas variables sobre la distribucion

de V. planifolia con ayuda del algoritmo MaxEnt.

Se realiz6 un andlisis de componentes principales para ver el grado de ordenacion de
las variables y poder discriminar las que no aportaban algun porcentaje de contribucion.
Ademas, se llevo a cabo una correlacion de las variables analizando el factor de inflacion de
la varianza (VIF) mediante el software R, esto para conocer la multicolinealidad de las variables
y asi descartar las que tuvieran una mayor correlacion, evitando se enmascarara la informacién
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(Jiménez-Valverde, et al., 2008). Las variables con mayor contribucion (Tabla 3) se tomaron
para realizar la modelacion que consto de 50 réplicas teniendo 1000 iteraciones cada una, con
una secuencia de arranque (Bootstrap) como método de remuestreo. El 20% de los registros
se utilizo para la validacion y el 80% restante para generar el modelo (Plasencia-Vazquez et
al., 2014).

Los modelos generados fueron sometidos a las pruebas de la curva de respuesta con
el andlisis de omision o comision, de sensibilidad ROC (Receiver Operating Characteristic), el
area bajo la curva (AUC por sus siglas en ingles) y la prueba de Jackknife para verificar la
confiabilidad y el efecto de cada variable dentro del modelo (Zuur et al., 2009; Scheldeman y
van Zonneveld, 2010).

Con fines comparativos, mediante sistemas de informacién geografica, se afiadieron
capas vectoriales obtenidas de CONABIO (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Biodiversidad; http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis), estas fueron seleccionadas a
través de una revision bibliografica investigando las variables que tienen mayor influencia en
la distribucion de V. planifolia. Las capas que se anexaron fueron: 1) uso de suelo y vegetacion,
2) régimen de humedad, 3) clima, 4) temperatura anual, 5) precipitacion anual y 6) elevacion;
las cuales fueron rasterizadas y posteriormente transformadas a formato Asccii (requisito de

MaxEnt) para ejecutar el algoritmo de maxima entropia.

5.4.2 Modelo de distribucion futura

Se descargaron las proyecciones biocliméaticas del modelo de circulacion general (GCM)
MIROC-ESM para el afio 2050 y 2070 bajo 2 escenarios de emision de las denominadas
Trayectorias de Concentraciéon Representativas (RCP, por sus siglas en inglés). Un escenario
con un nivel bajo de emisiones (RCP2.6) y un escenario con un nivel muy alto de emisiones
(RCP8.5).

El escenario RCP2.6 plantea un escenario de declinacion. Asume una reduccidn
sustancial de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEIl), a lo largo del tiempo, con
un aumento en la temperatura de 0.4 a 1.6°C para el periodo del 2046 al 2065,y de 0.3a 1.7°C
para el 2081 al 2100. Por otro lado, el escenario RCP8.5 plantea un incremento de las
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emisiones de GEIl a lo largo del tiempo con un aumento en la temperatura de 1.4 a 2.6°C para
el 2046 al 2065, y de 2.6 a 4.8°C para el 2081 al 2100.

Cambio de temperatura en superficie
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Figura 8. Cambios estimados en las temperaturas medias globales para los distintos escenarios de emision en
azul se observa el escenario RCP2.6 y en rojo escenario RCP8.5. (Tomado de Cambio Climéatico: Bases Fisicas,
https.//fundacion-biodiversidad.es/sites/default/files/informacion-

institucional/ipccbinformeevaluacionresumen .pdf)

Las variables con mayor contribucion (Tabla 3) se tomaron para realizar la modelacion
gue consto de 50 réplicas teniendo 1000 iteraciones cada una, con una secuencia de arranque

(Bootstrap) como método de remuestreo.

Los resultados obtenidos de MaxEnt (capas GradientFile de distribucion potencial),
basado en ambos modelos (Worldclim y CONABIO), se exportaron al programa Qgis y se
convirtieron a formato vectorial para estimar el tamafio de las areas potenciales y describir sus

atributos (Hernandez et al., 2016).

5.5 Relacion genémica-geografica-ambiental

Para analizar las relaciones entre la variacion gendmica y los factores geograficos y
ambientales, se realizé una prueba parcial de Mantel, la cual, mediante un analisis de

correlacion entre dos matrices simétricas, se obtiene el coeficiente de correlacién de Pearson.
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La matriz geografica y la matriz genética fueron generadas a partir de distancias
Euclidianas. La matriz ambiental, se realizé con las coordenadas de los individuos
secuenciados y las capas climaticas de Worldclim y CONABIO utilizadas para los modelos de

distribucion.

La prueba parcial de Mantel se realizdé «con el paquete ncf

(https://www.rdocumentation.org/ packages/ ncf).

Tabla 3. Descripcion de las 19 variables bioclimaticas descritas por Busby (1991). Las variables sombreadas son
las mas predictivas y se seleccionaron para realizar el segundo modelo.

Variable Descripcion
Bio1 Temperatura media anual
Bio2 Intervalo de temperaturas diurnas
Bio3 Isotermalidad (Bio2/Bio7) (*100)
Bio4 Temperatura estacional (Desviacion Standard*100)
Bio5 Temperatura maxima del mes mas calido
Bio6 Temperatura minima del mes mas frio
Bio7 Rango anual de temperatura (P5-P6)
Bio8 Temperatura media del trimestre més lluvioso
Bio9 Temperatura media del trimestre mas seco
Bio10 Temperatura media del trimestre més calido
Bio11 Temperatura media del trimestre mas frio
Bio12 ‘ Precipitacién anual
Bio13 ‘ Precipitacion del mes més humedo
Bio14 ‘ Precipitacién del mes mas seco
Bio15 Estacionalidad de la precipitacion (coeficiente de variacion)
Bio16 Precipitacion del trimestre mas lluvioso
Bio17 Precipitacion del trimestre mas seco
Bio18 Precipitacion del trimestre mas calido
Bio19 Precipitacion del trimestre mas frio
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6. Resultados

Se secuenciaron 58 individuos de V. planifolia por medio de SGB para obtener marcadores
tipo SNP. En general se muestra una distribucién aleatoria en el numero de lecturas por
muestra. Al examinar el numero de lecturas por muestra (min. 643,166, max. 1,045,000,
promedio 870,838), no se observa alguna variacién en el numero de lecturas asociada al sitio

de colecta (Anexo ).

6.1 Variacion genoémica

Los resultados obtenidos después del filtrado indicaron un total de 252 SNPs para el mapeo

en el borrador del genoma de V. planifolia.

Se identificaron 6 grupos genéticos dentro de la base de 252 SNPs mediante el analisis
bicluster (Fig. 9). Los individuos pertenecientes a cada grupo, asi como el numero de sitios

polimorficos y alelos privados se muestran en la Tabla 4.

Los analisis de diversidad genética que se realizaron con el conjunto de 252 SNPs
pertenecientes a 58 individuos asignado a 6 grupos genéticos, describié una heterocigosidad
observada (Ho) = 0.2365, una heterocigosidad esperada (He) = 0.2199, una diversidad
nucleotidica (11) = 0.2219 y poblacional (8) = 0.2160, un D de Tajima = 0.0947 y un coeficiente
de consanguineidad (Fis) = -0.0354.

La descripcion genética de los seis grupos genéticos indicé que la heterocigosidad
observada (Ho) oscild entre los grupos teniendo una minima de 0.2090 y una maxima de
0.2619, y fue mayor a la heterocigosidad esperada (He; min. 0.1764 — max. 0.2211), lo cual
sugiere un leve exceso de heterdcigos (Tabla 5). Se observd una diversidad nucleotidica
parecida entre los grupos (~0.2), siendo el grupo 5 aquel con el valor mas bajo (0.1925), y el
grupo 6 el del valor mas alto (0.2359). Los valores observados de la prueba D de Tajima para
todos los grupos fueron negativos, la mayoria cercanos a -1, con valores que oscilan entre -
0.9884 (grupo 2) y -1.9765 (grupo 5).
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Figura 9. Analisis bicluster de los 252 SNPs resultantes del mapeo al genoma de V. planifolia. En la parte izquierda
se encuentran los individuos, y en la inferior los SNPs. Los datos fueron normalizados mediante el método de

Ward.
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Tabla 4. Lista del grupo genético al cual se asignaron las muestras de V. planifolia incluidas en este estudio. Cada
individuo recibié un identificador tGnico dependiendo del punto de muestreo. Veracruz (VER), Hidalgo (HID), San
Luis Potosi (SLP), Oaxaca (OAX) y Quintana Roo (INS). Se muestran 1) las asignaciones de grupo basadas en
la prueba bicluster de los datos de GBS correspondientes al mapeo al genoma y 2) Individuos agrupados por sitio
de muestreo.

1) Genoma grupos genéticos

Grupo No. de Alelos Sitios
o Muestras h S
genético muestras privados polimérficos
1 HID_01, HID_03, HID_07, HID_16, HID_20, HID_21, SLP_01 7 0 184
B HID_02, HID_08, HID_11, HID_12, OAX_03, OAX_08, OAX_11, 13 4 212
SLP_03, SLP_09, SLP_12, SLP_17, SLP_19, SLP_21
3 HID_06, HID_13, HID_14, INS_04, INS_08, SLP_02, SLP_06, SLP_15, 1 2 201
SLP_16, SLP_20, VER_19
4 HID_04, HID_09, HID_10, HID_15, HID_18, HID_19, OAX_13, OAX_20, 13 1 e
OAX_21, SLP_08, SLP_18, VER_09, VER_18
5 OAX_09, OAX_12, OAX_14, SLP_07, SLP_13, SLP_14 6 0 158
6 HID_05, HID_17, SLP_04, SLP_05, SLP_10, SLP_11, VER_15, 8 : 200
VER_17
2) Sitio de Colecta
Grupo No. de Alelos Sitios
o Muestras . A
genético muestras privados polimorficos

HID_01, HID_02, HID_03, HID_04, HID_05, HID_06, HID_07, HID_08,
HID HID_09, HID_10, HID_11, HID_12, HID_13, HID_14, HID_15, HID_16, 21 6 235
HID_17, HID_18, HID_19, HID_20, HID_21

SLP_01, SLP_02, SLP_03, SLP_04, SLP_05, SLP_06, SLP_07,
SLP SLP_08, SLP_09, SLP_10, SLP_11, SLP_12, SLP_13, SLP_14, 21 1 232
SLP_15, SLP_16, SLP_17, SLP_18, SLP_19, SLP_20, SLP_21

OAX_03, OAX_08, OAX_09, OAX_11, OAX_12, OAX_13, OAX_14,
OAX OAX_20, OAX_21 ° L 194
INS INS_04, INS_08 2 0 111
VER VER_09, VER_15, VER_17, VER_18, VER_19 5 2 167
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Tabla 5. Descripcion de la diversidad genética de los seis grupos genéticos asignados por los 14 SNP’s obtenidos
del ensamble de novo. Ho = heterocigosidad observada, He = heterocigocidad esperada, Fis = coeficiente de
consanguineidad, m = diversidad nucleotidica, D= test estadistico de Tajima y 6 = diversidad nucleotidica

poblacional.
Genoma, grupos genéticos
# Pop ID Ho He Fis L D 0
1 0.2619 0.2096 -0.0805 0.2258 -1.4813 0.298
2 0.2332 0.2053 -0.0379 0.2136 -0.9884 0.2711
3 0.2363 0.2071 -0.0497 0.2170 -0.9982 0.2723
4 0.2241 0.2011 -0.0431 0.2092 -1.0918 0.2736
5 0.2090 0.1764 -0.0326 0.1925 -1.9769 0.2745
6 0.2609 0.2211 -0.0608 0.2359 -1.2869 0.306

6.1.1 Estructura genética poblacional

Los valores de Fst oscilaron entre 0.0285 y 0.0638, lo que indica valores bajos de

diferenciacion genética entre los grupos (Tabla 6).

Tabla 6. Estadisticos de divergencia genética (Fsr) de los grupos genéticos pareados con 252 SNPs obtenidos

del mapeo al genoma de V. planifolia.

Fst

1

1

3

0.0317

0.0410
0.0326

0.0386
0.0285
0.0358

0.0638
0.0390
0.0510
0.0361

0.0442
0.0359
0.0419
0.0354
0.0505

Los dendrogramas construidos por NJ (Fig. 10), recuperan un agrupamiento distinto al

construido por el analisis bicluster. Dentro de V. planifolia, el analisis NJ distingue tres clados,

donde se agrupan individuos pertenecientes a diferentes grupos y a diferentes sitios de

muestreo.
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Figura 10. Dendograma por el método Neighbor-joining de los SNPs encontrados en el mapeo al genoma de V.
planifolia basado en distancias genéticas. El color de los individuos indica el grupo asignado mediante el analisis
bicluster.

A través del analisis de componentes principales (PCA), se graficaron los dos primeros
componentes que explican el 12% de la variacion genética (PC1 7% y PC2 5%; Anexo Il). No

se observa un patron que ordene a los individuos por grupo genético (Fig. 11).
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Figura 11. Resultado del anéalisis de componentes principales. Los 2 ejes corresponden a los dos primeros
componentes que explican un 12% de la variacion. Los colores corresponden a la asignacion de grupos de los
analisis anteriores.

La evaluacidén de asignacién de grupos entre los 58 individuos se realiz6 mediante dos
enfoques evolutivos de agrupamiento considerados para el analisis de la estructura
poblacional, mediante la inferencia aproximada del modelo bayesiano (BIC) y las estimaciones
de maxima probabilidad. El analisis BIC indicé que los individuos tienden a comportarse como

un solo grupo (Fig. 12A).

Por otro lado, el software ADMIXTURE mostrd un error de validacion por cruzamiento
para K=1 como valor mas bajo (Fig. 12B). Ademas, utilizando la funcion compoplot del paquete
adegenet, se represento la probabilidad de asignacidn de grupo de los individuos. Se observa
que la mayoria de los individuos presentan altas probabilidades de pertenencia a un segundo

o tercer agrupamiento (Fig. 12C).
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Figura 12. Anélisis de agrupamiento con el conjunto de SNPs del mapeo al borrador del genoma de V. planifolia.
A) El valor BIC mas cercano a cero indica un agrupamiento optimo (k=1). B) Analisis de validacion cruzada
obtenido mediante el software Admixture. El valor mas cercano a cero indica el numero de grupos optimo. C)
Maxima probabilidad de pertenencia de los individuos de V. planifolia a los grupos asignados. Cada individuo
analizado (n=58), esta representado por una barra vertical;, cada grupo esta representado por un color diferente.

6.1.2 SNPs asociados a los sitios de colecta
Se utilizd el conjunto de SNP previamente definidos para examinar si podrian ser utiles para
distinguir los sitios de colecta en un andlisis de componentes principales (PCA) y analisis

discriminante de componentes principales (DPCA).

En el analisis de componentes principales (PCA), se graficaron los dos primeros
componentes que explican aproximadamente el 12% de la variacion genética (PC1 7% y PC2
5%). No se observa una tendencia de ordenamiento entre los individuos de acuerdo al sitio de
muestreo, ni latitud como se reporté en estudios previos. Ademas, en el analisis de probabilidad
de asignacion de grupo, se observa que la mayoria de los individuos presentan altas
probabilidades de pertenencia a un segundo o tercer agrupamiento (Anexo V).
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Debido a que la varianza acumulada por los eigenvalores en el PCA no mostré un
comportamiento de parabola, lo cual es necesario para seleccionar el numero 6ptimo de PCs
a utilizar, se llevo a cabo un analisis de validacion por cruzamiento (Anexo lll), previo al Analisis

Discriminante de Componentes Principales (DAPC).

El modelo de clasificacion del analisis DAPC utilizé los primeros siete componentes
principales del conjunto de 252 SNPs. Sin embargo, no fue posible clasificar las muestras de

acuerdo al sitio de muestreo utilizando dos funciones discriminantes (Fig. 13).

En este analisis se observa un alto grado de mezcla, el cual esta presente entre la
mayoria de muestras (Fig. 13). Los individuos de Hidalgo, San Luis Potosi, Oaxaca y Veracruz
son los que tienen mas mezcla entre ellas y, en consecuencia, aquellos en los que el modelo
es menos discriminante. Las muestras de Quintana Roo muestran cierto grado de mezcla, pero

el modelo pudo reasignar a los individuos con cierta precision.
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Figura13. Diagrama de clasificaciéon: DAPC por sitio de colecta. Se representan graficamente los primeros siete
componentes principales de la funcién discriminante del DAPC para cada muestra.

De acuerdo con el conjunto de 252 SNPs determinados en los 58 individuos agrupados
por sitio de colecta, la diversidad genética en V. planifolia describi6 una heterocigosidad
observada (Ho) que oscil6 entre grupos (0.2134-0.2444), lo cual fue mayor a la heterocigosidad
esperada (He), sugiriendo un leve exceso de heterdcigos. Se observd una diversidad
nucleotidica parecida entre los grupos (~0.2), siendo los individuos de Oaxaca donde se
observo el valor mas bajo (0.2088) y el valor mas alto en los de Quintana Roo (0.2388). Los
valores observados de la prueba de TajimaD para todos los grupos fueron negativos, la
mayoria cercanos a -1, con valores que oscilan entre -0.5840 (SLP) y —2.4159 (VER). El valor
D de Tajima para las muestras de Quinta Roo no se logré obtener debido a que solo cuenta
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con dos individuos (Tabla 7). Por su parte, los valores de Fst oscilaron entre 0.0139 y 0.0949,

lo que indica valores bajos de diferenciacion genética entre los grupos (Tabla 8).

Tabla 7. Descripcion de la diversidad genética de los sitios de colecta. Ho = heterocigosidad observada, He =
heterocigosidad esperada, Fs = coeficiente de consanguineidad, 1 = diversidad nucleotidica, D= test estadistico
de Tajima y 0 = diversidad nucleotidica poblacional.

Sitios de colecta

Sitios de colecta Ho He Fis L D 0
HID 0.2443 0.2164 -0.0666 0.2218 -0.6038 0.2592
SLP 0.2360 0.2147 -0.0437 0.2200 -0.5840 0.2558
OAX 0.2134 0.1972 -0.0080 0.2088 -1.3700 0.2832
VER 0.2444 0.1984 -0.0500 0.2203 -2.4159 0.3181
INS 0.2441 0.1790 -0.0079 0.2388 - 0.4404

Tabla 8. Estadisticos de divergencia genética (Fst) pareados entre los sitios de muestreo, con 252 SNPs obtenidos

del mapeo al genoma.

Fst HID SLP OAX VER
HID 0.0139 0.0213 0.0240
SLP 0.0177 0.0245
OAX 0.0464
VER

0.0330
0.0295
0.0722
0.0949
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6.2 Modelos de distribucion de V. planifolia

Se obtuvieron un total de 30 registros de presencia de V. planifolia. La mayor parte de los
registros estuvieron localizados en los estados de Hidalgo, Querétaro y San Luis Potosi, asi

como algunos registros en el estado de Oaxaca.

6.2.1 Modelos de distribucion actual

Después del andlisis de contribucion y de multicolinealidad, fueron las seleccionadas para
realizar los modelos de distribucion las siguientes variables (Tabla 12A; Fig. 14A): Intervalo de
temperaturas diurnas (Bio 2), Isotermalidad (Bio 3), Temperatura media del trimestre mas seco
(Bio 9), Precipitacion del mes mas humedo (Bio 13), Estacionalidad de la precipitacion (Bio
15), Precipitacion del trimestre més calido (Bio 18). A pesar de que las variables Precipitacion
anual (Bio 12) y Precipitacion del mes mas seco (Bio 14) no eran consideradas para el modelo,
después de realizar los analisis se decidié conservarlas ya que se conoce que la precipitacion
en una variable importante en la distribucion de las orquideas (Herndndez et al. 2016). Para
los modelos de distribucion con las variables obtenidas de CONABIO, a pesar de haber
realizado los analisis de contribucion y multicolinealidad, se decididé conservar las 6 variables

debido a su importancia en la distribucién del modelo de estudio (Tabla 12B; Fig. 14B).

Tabla 9. Valores del Factor de Inflacion de la Varianza (VIF), de las variables climéaticas y porcentaje de
contribucién de la variable dentro del modelo de MaxEnt, utilizadas en el modelo de las capas de Worldclim y en
el modelo con las capas de CONABIO.

Worldclim CONABIO
% de % de
Variables VIF contribucion Variables VIF contribucion

Bio 13 4.004 11 Vegetacidn 2.973 36

Bio 15 5.666 18 Reg. humedad 5.858 6

Bio 18 6.716 o4 Clima 3.393 7

Bio 2 3438 9.4 Precipitacidn 9.774 103

Bio 3 4484 176 Temperatura 2.237 102

Bio_8 4.550 29.9 Elevacidn 2.642 3

Bio 12 - 48

Bio 14 - 20.4
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Figura 14. Analisis de Componentes principales de A) variables climaticas Worldclim y B) variables climaticas de
CONABIO. Se observa el porcentaje de contribucion al ordenamiento de los datos de cada variable.

El valor promedio de AUC para los modelos de distribucién fue 0.968 (+ 0.022; Fig. 15A)
para el modelo obtenido de las capas de Worldclim y un AUC de 0.986 (+ 0.006; Fig. 15B) para
las variables de CONABIO.
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Figura 15. Sensibilidad y especificidad para los modelos de V. planifolia. La linea roja muestra el ajuste del modelo
a los datos de informacion de la especie. A) Capas de Worldclim B) Capas de CONABIO.

En la Figura 16 se muestra el analisis Jackniffe de las variables de Worldclim vy
CONABIO. Las barras color turquesa representan la entropia que se obtiene al quitar la
variable, las barras color azul representan la entropia resultante solo con esa variable, teniendo

como la maxima entropia la barra en color rojo.
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A partir de los valores de entropia obtenidos del analisis Jackniffe se determiné que, la
Temperatura media del trimestre mas seco (Bio 9) de Worldclim aporté la mayor ganancia al
modelo cuando se considerar6 de forma aislada. Las otras tres variables que mas
contribuyeron al modelo fueron: la isotermalidad (Bio 03); la precipitacion del cuatrimestre mas

calido (Bio 18) y Precipitacion del mes mas seco (Bio 14; Fig. 16A).

Por parte del modelo del conjunto de variables de CONABIO, las variables que
contribuyen como predictores para el modelo de distribucién con las capas de CONABIO son:
uso de suelo y vegetacion, régimen de humedad y clima (Fig. 16B). El modelo de CONABIO,
a pesar de incluir la elevacion no la considera como una variable importante. Sin embargo, el
analisis delimitd la zona de distribucién en un intervalo principal de 200 a 500 msnm, lo cual
concuerda con estudios previos que ubicaban a la especie en un intervalo de 250 a 750 msnm
(Soto-Arenas, 1999). Aunque otro intervalo importante donde existe una alta probabilidad de
presencia en 2,000 a 2,500 msnm, donde por lo general estan al pie de sistemas montanosos
medios de 1,300 a 2,500 msnm, haciendo su distribucion mas amplia (Hernandez-Santana, et
al., 2009).

La vegetaciéon mas influyente en la distribucién fue la agricultura temporal, selva alta
perennifolia y en menor cantidad bosque de pino-encino, siendo selva alta perennifolia donde
mas se situan los puntos de colecta en herbarios (Soto-Arenas y Dressler, 2010). Ya que las
muestras hacen referencia a poblaciones silvestres, se cree que, debido al grosor en la escala

de las capas descargadas, el uso de suelo de agricultura tuvo mayor probabilidad de presencia.

El régimen de humedad resulté udico con 270 a 365 dias de humedad y el clima
Semicalido humedo, con temperatura media anual mayor de 18°C, temperatura del mes mas
frio menor de 18°C, temperatura del mes mas caliente mayor a 22°C. Precipitacion anual mayor
a 500 mm y precipitaciéon del mes mas seco mayor de 40 mm; lluvias de verano y porcentaje
de lluvia invernal mayor al 10.2% del total anual como la mayor probabilidad de presencia.
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Figura 16. Prueba de Jackknife que muestra la contribucién al modelo de cada variable (azul), sin la variable
(turquesa) y con todas las variables (rojo): A) WorldClim. B) CONABIO. Los valores mostrados son promedio de
las 100 réplicas ejecutadas.

Los mapas de la distribucion actual a partir de los dos conjuntos de variables (Fig. 17 y
18), presentaron un patrén similar, indicando una distribucién restringida a la zona montafiosa
de la sierra madre oriental, que se desplaza a través de las ecorregiones selvas calido-

humedas y sierras templadas.
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Figura 17. Mapa de la distribucion actual de V. planifolia utilizando las variables de Worldclim.
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Figura 18. Mapa de la distribucion actual de V. planifolia utilizando las variables de CONABIO.
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6.2.2 Modelos de distribucion futura

Los resultados muestran que las modificaciones en las variables climaticas propuestas por los
modelos de circulacién general y escenarios utilizados en este estudio, tienen efectos en la
distribucion de V. planifolia. Es decir, si se descarta la distribucion por debajo de ~0.68 de
probabilidad de ocurrencia, la distribucion actual generada con base en las capas lowerci
(capas generadas con un 95% de confiabilidad) de Worldclim cuenta con un area de 3,651
km?. Esta area se encuentra fraccionada en varias areas de distribucion (Fig. 17). Por parte de
las proyecciones para el afio 2050 la distribucion potencial suma un area de 2,484 km? para un
escenario con un nivel bajo de emisiones (RCP2.6) y 2,129 km? para un escenario con un nivel
muy alto de emisiones (RCP8.5). Y de 1,123 km? (RCP2.6) y 2,063 km? (RCP8.5) para el 2070.
Esto representa una disminucion del 31.9% en RCP2.6 y 41.6% del RCP8.5 para el 2050
respecto a la distribucion actual. Para el 2070, representa una disminucion del 69.2% y 43.5%
respectivamente (Fig. 19). Estas proyecciones se basaron en las variables seleccionadas de
WorldClim (Tabla 3).
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Figura 19. Areas de distribucién en km2. Actual, con el modelo de WorldClim. Proyeccién futura, con los modelos
de WorldClim bajo los escenarios de cambio climatico RCP2.6 y RCP8.5, para los afios 2050 y 2070.
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Distribucion potencial de Vanilla planifolia
bajo un escenario de RCP2.6 al 2050
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Figura 20. Mapa de distribucion potencial proyectado al futuro en un escenario con un nivel bajo de emisiones
RCP 2.6 para el afio 2050 de acuerdo al modelo de circulacion general MIROC-ESM.
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Figura 21. Mapa de distribucion potencial proyectado al futuro en un escenario con un nivel muy alto de
emisiones RCP 8.5 para el afio 2050 de acuerdo al modelo de circulacién general MIROC-ESM.
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Figura 22. Mapa de distribucion potencial proyectado al futuro en un escenario con un nivel bajo de emisiones

RCP 2.6 para el afio 2070 de acuerdo al modelo de circulacion general MIROC-ESM.
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Figura 23. Mapa de distribucion potencial proyectado al futuro en un escenario con un nivel muy alto de
emisiones RCP 8.5 para el afio 2070 de acuerdo al modelo de circulacién general MIROC-ESM.
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6.3 Relacion genémica-geografica-ambiental

Con la prueba parcial de Mantel (Tabla 10), se observa una baja correlacion entre el
flujo génico y las distancias geograficas (0.3069, p-valor ~0.0004). Se observa un patron similar
entre las matrices de distancias geograficas y las ambientales. Por otro lado, al analizar las
matrices de variables ambientales relacionadas con la matriz de distancias genéticas, se

observaron valores muy bajos de correlacion para todos los casos (~0.05, p-valor >0.15).

La ultima fila de la tabla 10, nos indica la correlacion entre las matrices genética y
geografica, controlada por el efecto de la matriz de distancias ambientales. Los valores
positivos (~0.3, p-valor ~0.0003) indica que existe una correlacién que puede relacionarse a la

distancia geogréfica.

Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre las matrices, obtenidos por medio de la prueba parcial de Mantel.
Gen=matriz de flujo génico, Geo=matriz de distancias geograficas, Amb=matriz de distancias euclidianas entre
las variables ambientales: CONABIO (6 variables), WorldClim (8 variables) y sumando las variables de ambos
modelos.

CONABIO WorldClim WorldClim + CONABIO
Parcial de Parcial de Parcial de
Mantel (r) p-valor | \rantel (r) p-valor | \pantel (r p-valor
Gen-Geo 0.3069 | 0.0002 0.3069 0.0004 0.3069 0.0004
Gen-Amb 0.0457 | 0.1549 0.0551 0.2241 0.0552 0.2283
Geo-Amb 0.1823 | 0.0039 0.3883 0.0049 0.3882 0.0044
(Gen-Geo). Amb | 0.3040 | 0.0002 0.3103 0.0003 0.3102 0.0004
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7. Discusion

V. planifolia es la especie principal para la obtencion del prestigioso y aromatico saborizante
de vainilla, centrdndose en esta especie, el 95% de la produccion mundial (Lubisnsky, et al.,
2008). Se ha observado a nivel mundial que la diversidad genética al interior de las
plantaciones de V. planifolia es limitada o practicamente nula (Nielsen y Siegismund, 1999;
Cameron, 2004; Schllter et al., 2007; Soto-Arenas y Dressler, 2010), lo que es acorde con la
facilidad de propagacién vegetativa y con la distribucién mundial de algunos clones fundadores
(Hu et al., 2019).

En este estudio, se presenta un analisis de variacidn genética infraespecifica a nivel
gendmico de V. planifolia; en conjunto con un analisis de distribucion potencial actual y futura.
Se espera que este estudio, contribuya al conocimiento de este recurso y a la elaboracion de

programas de manejo y de conservacion de la especie.

7.1 Ensamble de novo

Modificar los diferentes parametros nos permite maximizar el numero de SNPs recuperados
minimizando el error. El parametro mas importante a modificar es el minimo de cobertura para
un cluster (-m) ya que afecta directamente el llamado de los marcadores (Paris et al., 2017).
Entre mas laxo sea este parametro es mas probable que errores de secuenciacion sean
tomados como variacion alélica, incrementando erroneamente la estimacion de heterocigosis
(Reyes-Galindo, 2016). Por lo que, al aumentar este parametro, el numero de SNPs

recuperados disminuira, pero se evitaran llamadas ambiguas de SNPs.

Si bien, se decidi6 descartar la matriz generada por Stacks, ya que no era
suficientemente robusta, debido a que el numero de marcadores obtenidos en el ensamble de
novo era muy bajo (11 SNPs), esto no es sorprendente teniendo en cuenta el consenso de que
la diversidad genética en V. planifolia es limitada (Hu et al., 2019).
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7.2 Variacion genémica

Los valores de la heterocigosidad observada (Ho), para cada grupo y para cada sitio,
estuvieron cercanos a ~0.23, los cuales fueron siempre mayores a los de la heterocigosidad
esperada (He). Si bien existen algunas diferencias entre los individuos que conforman cada
agrupacion (bicluster o sitio de colecta), los valores de variacion gendmica (1 y 8) fueron
similares (~0.2). Estos valores se asemejan a los reportados por Villanueva-Viramontes en el
2017 (Ho= 0.295), aunque son mas bajos que los reportados por Salazar-Rojas en 2011 (Ho=
0.641) y Hernandez-Ruiz en 2015 (Ho=0. 78) pero son mas altos que los reportados por Cibrian
en 2000 (Ho= 0 a 0.078).

Cabe resaltar y dado que la variabilidad genética en esta especie se ha descrito a traveés
de diferentes protocolos, no es posible la comparacion directa de los resultados. Sin embargo,
los estudios previos utilizaron los mismos marcadores por lo que haciendo (a groso modo) una
comparacion, se observa que la region del Totonacapan (Salazar-Rojas, 2011) y Oaxaca
(Hernandez-Ruiz, 2015) tiene mayor variacion genética a lo observado en la peninsula de

Yucatan (Villanueva-Viramontes et al., 2017).

En el presente estudio, se analizaron 262 marcadores moleculares tipo SNP con un
valor de heterocigocidad promedio de 0.236. Es importante sefialar que estos marcadores, al
ser bialélicos, establecen un maximo valor tedrico de heterocigosidad de 0.5 (Singh et al.,
2013; Pacheco-Cruz, 2019). Debido a que los SNPs presentan una alta cobertura a lo largo de
todo el genoma tanto en regiones neutrales como en regiones codificantes, este tipo de
marcador nos permite estimar una diversidad genética mas real en la especie (Eguiarte et al.,
2013). Por lo que, los resultados sugieren que V. planifolia presenta una diversidad genética

media.

Por otro lado, en todos los casos, las poblaciones o grupos asignados tienen valores de
D < 0 lo que indica, que las poblaciones han sufrido un cuello de botella. Esto podria ser el
reflejo de efectos de flujo genético y/o eventos de deriva genética recientes, promovidos por
condiciones ecoldgicas o antropogénicas. Sin embargo, el conjunto total de los 58 individuos
muestra un valor D de 0.0947, un valor muy cercano a cero lo cual nos sugiere que la especie

se encuentra bajo un modelo de neutralidad.
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7.2.1 Estructura genética

Los datos genéticos evidencian niveles bajos de diferenciacion genética entre los grupos
genéticos y entre los sitios de muestreo (Fst= min. 0.0317 - max. 0.0638 y min. 0.0177 - max.
0.0949 respectivamente); asi como bajos niveles de coeficiente de consanguineidad (Fis= max.
-0.0326 y min. -0.0805), sugiriendo la inexistencia de una estructura poblacional. Estos
resultados fueron apoyados al determinarse un patron similar en los analisis de estructura
genética obtenidos con los modelos evolutivos (ADMIXTURE y BIC) que también sefalan que

la especie se comporta como una sola poblacién.

El valor promedio del coeficiente de diferenciacion genética Fst en el presente trabajo
fue de 0.03652. Este valor fue menor y difiere a lo reportado por Cibrian (2000), quien reporto
altos niveles de endogamia y una fuerte diferenciacion (Fst= 0.826) entre las localidades,
ademas de la existencia de dos grupos: 1) la regidén de Veracruz: Puntilla Aldama y Papantla;
y 2) la region de Oaxaca: Oaxaca y Tabasco. Asimismo, Schliter et al. (2007), sugieren la
existencia de dos grupos genéticos de V. planifolia en México y uno en Centroamérica: 1) Sur
de México (Oaxaca, Chiapas y Tabasco), 2) Sureste de México (Quintana Roo) y 3) Costa
Rica. Por otro lado, Villanueva-Viramontes et al. (2017), reportan un valor medio de
diferenciacion genética Rst = 0.28 y una alta estructura genética entre los niveles de
organizacion observados en la peninsula de Yucatan. Sin embargo, nuestros hallazgos no
confirmaron los grupos descritos previamente a nivel de especie, ni correspondieron a la

estructura de la poblacion.

Por otra parte, tanto en el analisis de agrupacion de PCA como en el DPCA se muestra
que, a través de los SNPs analizados, no se observa una tendencia de ordenamiento entre los
individuos de acuerdo al sitio de muestreo o al grupo genético asignado, lo que indica que
estos loci no estan diferenciados. En otras palabras, desde una perspectiva de genoma
completo, los sitios de muestreo no son distinguibles entre ellos.

La estructura genética actual, los valores bajos de diferenciacién poblacional observada
y la diversidad genética encontrada, sugieren que el flujo genético no se ha visto limitado

significativamente por la existencia de algun aislamiento reproductivo, geografico o ambiental,
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lo cual, de acuerdo a Ahrens y colaboradores (2017) es indicativo de una meta-poblacién bien

conectada.

Por ultimo, si bien el objetivo del presente estudio no era evaluar el proceso de
domesticacion, a groso modo, al comparar las poblaciones cultivadas y silvestres, se observa

gue a nivel gendmico no existen evidencias de este proceso.

7.3 Modelos de distribucion

7.3.1 Modelos de distribucion actual de V. planifolia

El habitat potencial de la especie se distribuyd en dos ecorregiones: 1) Selvas calido-humedas,
que incluye a la Planicie costera y lomerios del Golfo de México, Planicie y lomerios de la
Peninsula de Yucatan, Sierra de los Tuxtlas, Planicie y lomerios del occidente, y Planicie
costera y lomerios de Soconusco. 2) Sierras templadas. Esta ecorregién incluye a la Sierra
Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Sistema Neovolcanico Transversal, Sierra Madre del
Sur, Sierra Madre Centroamericana y Altos de Chiapas (www.conabio.gob.mx). Siendo la

Sierra Madre Occidental donde se tuvieron la mayor cantidad de registros.

Esta especie en condiciones naturales puede ubicarse no solo en selva alta perennifolia,
como mayoritariamente nos mostré el modelo de CONABIO, si no que ha sido reportada en
bosque mesdfilo de montafia, bosque tropical perennifolio y bosque de pino-encino
(Hernandez-Ruiz, 2015). Esto es similar a lo reportado por Villanueva-Viramontes (2017)
donde encontraron poblaciones silvestres de V. planifolia asociadas a vegetacion primaria de
selva alta perennifolia y selva mediana subperennifolia en el oeste y sur de la Peninsula de

Yucatan.

Si bien, los modelos consideran diferentes variables, ambos muestran una distribucién
similar a lo largo del area de accesibilidad planteada con las ecorregiones. Sin embargo, es
importante mencionar que la calidad (precision, sesgo, incertidumbre) entre ambos modelos
es contrastante. Por parte del modelo de Worldclim, sus variables son comunmente utilizadas
para el modelado de nicho por su facil accesibilidad y sin alguna justificacion bioldgica, y ya
que estas son obtenidas a partir de mediciones meteoroldgicas interpoladas mundialmente,
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por lo que de acuerdo a Busby (1991) y Escobar (2016) es recomendable el uso de otras
variables, con mejor ajuste a los datos y al area de estudio. Por otro lado, las variables de
CONABIO, provienen del portal de geoinformacién de la mejor fuente de datos nacionales
(datos topogréaficos, climaticos y satelitales), sin embargo, la resolucién de sus capas es mucho
menor a la presentada en las capas de Worldclim por lo que su uso no resulta del todo
adecuado cuando se pretende conocer la distribucion de alguna especie con distribucion

restringida.

Las variables con mayor porcentaje de contribucion (para ambos modelos) fueron:
Temperatura media del trimestre mas seco (Bio 9), Precipitacion del mes mas humedo (Bio
13), Régimen de humedad, Vegetacién y Precipitacién. Esto coincide con lo reportado por
Hernandez-Ruiz (2015) y Lima-Morales (2017) quienes, mencionan que las variables que
contribuyeron con mayor valor porcentual para determinar la estimacion del modelo de
distribucion potencial en vainilla, en el estado de Oaxaca y San Luis Potosi (respectivamente)
son: precipitacion, régimen de humedad del suelo y precipitacion del cuatrimestre mas lluvioso.
Las variables de precipitacion, humedad y temperatura son aspectos fundamentales que
controlan la distribucidn de las plantas y son sumamente importantes en la determinacién de
la abundancia de poblaciones y presencia de orquideas (Reese, et al., 2005; Zotz y Schmidt,
2006).

Los mapas de distribucion del habitat ayudan a encontrar poblaciones no exploradas,
por lo que visitar los lugares con la mayor idoneidad ambiental (entropia maxima) podria
resultar en la identificacién de nuevas poblaciones. Asi mismo, lugares con una alta idoneidad
ambiental podrian resultar en sitios Optimos para la conservacion in situ, ex situ o el

establecimiento de nuevas plantaciones.

7.3.2 Distribucion futura de V. planifolia

Las modificaciones en el area de distribucién de V. planifolia, probablemente puedan deberse
a las modificaciones en temperatura y precipitacion originadas por el aumento de COz2, lo cual
provocara la aparicion de nuevas areas con estas caracteristicas ambientales (Parmesan,
2006).
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Sin embargo, estos cambios a pesar de que resulten neutros o favorables para V.
planifolia, pueden no ser asi para especies con las que tiene una estrecha relacion, debido a
que las tolerancias entre las especies son distintas y esto hace que algunas sean mas
vulnerables al cambio climatico (Thuiller et al., 2011). Esta situacion altera la sustentabilidad
de una region debido a la modificacién en la composicion de especies en el ecosistema
(Parmesan, 2006). Si bien las especies tienen capacidad de cambiar y adaptarse, la presencia
de las poblaciones en ciertas condiciones, son un indicador de sus preferencias y
requerimientos, por lo que en el caso de la especie de interés se sugiere un analisis con las

especies que se relaciona en su ambiente silvestre y los tutores utilizados para su cultivo.

En el futuro, para los modelos de distribucion de especies y modelos dinamicos globales
de vegetacion, sera importante incorporar diferentes variables que permitan conocer la
capacidad de respuesta de las especies del ecosistema al cambio climatico, como la dispersion
de las semillas, dinamica poblacional, aspectos eco-fisiologicos, biologia y la diversidad
genética de las especies (Dawson et al., 2011). De esta manera, identificar aquellas zonas que
se veran favorecidas o afectadas sera imprescindible para comenzar a implementar las

estrategias necesarias para asegurar la conservacion de la especie como recurso fitogenético.

7.4 Relaciéon genémica-geografica-ambiental

En las pruebas “parcial de Mantel”, se identific6 una correlacion significativa entre las
distancias genéticas y geograficas (P-valor ~0.0003). Sin embargo, el coeficiente de
correlacion para ambos modelos (0.3) a pesar de dar indicios sobre una estructura espacial
que puede relacionarse a la distancia geografica, al ser cercano a cero, permite suponer que
la estructura genética en V. planifolia, no se ajusta a un modelo de aislamiento por distancia.
Esto concuerda con lo mostrado en el andlisis de Fst pareadas (Tabla 6 y 10) y en la estructura
identificada K = 1 (Fig. 12). Ademas, es interesante sefialar que no se observé una correlacion
entre la distancia genética y ambiental. Esto indica que la estructura espacial de las variables
ambientales no explica la estructura espacial de nuestros datos genéticos (Guillot et al., 2009;
Garrido-Garduno y Vazquez-Dominguez, 2013).
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El bajo gradiente de diferenciacion genética mas que estar relacionado con un patrén
de aislamiento por distancias geograficas o por las diferencias ambientales, podria estar mas
relacionado con el movimiento histérico del germoplasma en V. planifolia. Es decir, este
movimiento se ha llevado mediante intercambio de fragmentos de plantas (p.ej. esquejes) y/o
plantulas entre productores de diferentes regiones del pais, por la migracién del polen
mediante abejas del género Euglossa, quienes visitan las flores transportando el polen, y/o por
la dispersion de las semillas de la vaina por murciélagos, aves o algun otro animal atraido por

el aroma (Soto-Arenas, 2009; Villanueva-Viramontes et al., 2017).

7.5 Unidades Evolutivamente Significativas (UES) y el estado de conservacion de V.

planifolia

Los beneficios de conocer la diversidad dentro de V. planifolia, apoyarian los programas y
futuras investigaciones de fitomejoramiento y la creacion de cultivares de vainilla mejorados,
necesarios para enfrentar sus desafios (alta demanda, irregularidad en la siembra,
enfermedades en cultivos) y preparar a la vainilla para entrar en una era moderna de desarrollo
de cultivares (Hu et al., 2019). Ademas, el mantener la diversidad alélica en el grupo V.
planifolia, facilita los procesos evolutivos que podrian amortiguar los impactos negativos del

cambio ambiental facilitando las respuestas genéticas a un futuro incierto (Ahrens et al., 2017).

V. planifolia es una de las orquideas mexicanas enlistadas en la NOM-059-SEMARNAT-
2010, en la lista roja de IUCN y el apéndice Il del CITES, catalogada como una especie en
proteccion especial y potencialmente amenazada. Esto se debe a la transformacion de areas
naturales por diversas actividades antropogénicas lo que ha alterado de gran manera los
ecosistemas. Las consecuencias inmediatas de este proceso incluyen la pérdida de habitat, la
formacion de parches de habitat remanentes y la reducciéon del tamafio de las poblaciones.
Las poblaciones silvestres de V. planifolia han disminuido o incluso desaparecido en gran parte
de su area de distribucion debido a esta fragmentacion, desaparicion de su habitat y/o a la
extraccion ilicita de algunos ejemplares (Soto-Arenas, 1999; Lubinsky et al., 2008; Villanueva-
Viramontes, 2017), encontrando un escaso numero de individuos a lo largo del territorio

mexicano, lo que ha llevado a contemplar la necesidad de mover a V. planifolia a la categoria
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de “en Peligro de extincion” considerando los factores reales y potenciales que producen la
disminucién de los tamafos poblacionales, del numero de poblaciones viables y de las areas
de distribucion, asi como también el estado genético, los factores que causan el deterioro y la

modificacién del habitat (Villanueva-Viramontes, 2017).

Por otra parte, las unidades evolutivamente significativas (UES), son tomadas en cuenta
como unidades de conservacion y estas pueden llegar a comprender poblaciones, morfotipos,
ecotipos, subespecies, etc. y puede ser adecuado para ayudar a la conservacion de los

procesos ecoldgicos y evolutivos de una especie (Moritz, 1994).

El establecimiento de UES puede ayudar a tomar mejores decisiones para la
conservacion de la diversidad genética de la especie. Y de acuerdo con los resultados en el
presente trabajo, los bajos valores de diferenciacion y de diversidad genética encontrada,
sugieren que el flujo genético no se ha visto limitado, lo cual es indicativo de una meta-
poblacién bien conectada, y dado el rapido declive demografico y la falta de linajes genéticos
distintos en las poblaciones de V. planifolia, proponemos que tratar al grupo como una UES es
una estrategia menos riesgosa que usar los sitios de colecta (estados) como unidades de

conservacion.

Sin embargo, debe tomarse en cuenta que la diversidad morfoldgica y aromatica, que
ha sido descrita en V. planifolia (Lima-Morales, 2017; Salazar-Rojas, 2011), es dependiente de
la diversidad genética y el ambiente. Por ello, en el futuro, un analisis que integre la diversidad
morfolégica, aromatica, genética y ambiental, sera de suma importancia para identificar el
surgimiento incipiente de un mayor numero de unidades de conservacion que tengan base en
morfotipos, quimiotipos, etc. Asimismo, la proteccion conjunta de ambiente y diversidad
genética, sera la base para la conservacion de la especie. Ademas, en las comunidades sera

necesaria la capacitacion para el manejo y conservacion de esta especie.
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8. Conclusiones

e Se observan niveles medios de diversidad genética para V. planifolia.
e La especie se comporta como una sola meta-poblacion bien conectada.

e La especie presenta una distribucidn restringida en parches de habitat remanentes, con
alta especificidad hacia las variables ambientales: como la temperatura media del
trimestre mas seco, la precipitacién del mes mas humedo, el régimen de humedad, la

vegetacion y la precipitacion.

e Las proyecciones al futuro bajo escenarios del cambio climatico, sugieren una reduccion

en el area de idoneidad ambiental para su permanencia.

e Los resultados sugieren que los niveles de diferenciacién genética observados no se
ajustan a un modelo de aislamiento por distancias geograficas ni por diferencias
ambientales. No obstante, es necesario realizar un estudio mas detallado de las
asociaciones entre el ambiente, la variacion observada y la diversidad morfolégica y

aromatica.

e Se sugiere priorizar la conservacion y monitoreo de la especie en todo su rango de

distribucion.
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9. Perspectivas
Los datos gendmicos obtenidos en este estudio pueden dar paso a sugerir los siguientes

analisis futuros:

e Analisis de la variacion genomica entre individuos silvestres y cultivados de V. planifolia

con la finalidad de encontrar evidencias de un proceso de seleccion.

¢ Anadlisis de gendmica funcional, por ejemplo, caracterizando genes funcionales que son

criticos para la sanidad y productividad de los cultivos.

e Un estudio acerca de las relaciones filogenéticas con otros individuos del género Vanilla,

lo cual podria brindar mas informacion acerca del pasado evolutivo del género.
e Anadlisis que integre la diversidad morfolégica, aromatica, genética y ambiental.

e Andlisis de los SNPs atipicos (SNPs de alto Fst) asociados a altitud, quimiotipos,
morfotipos y/o ecotipos.

Ademas, es necesario continuar con el estudio de la distribucidn de V. planifolia anadiendo

puntos de presencia en la zona de la Peninsula de Yucatan. Todo esto con el fin de seguir

conociendo el estado de conservacion de esta especie en México. Asimismo, es necesario

realizar un estudio de la distribucion de la especie en todo el continente americano.
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Anexo 1

Numero de lecturas obtenidas por cada individuo secuenciado de Vanilla planifolia.
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Anexo Il

Figura con el porcentaje de varianza explicada para los componentes generados por el analisis

de los 252 SNPs obtenidos del mapeo al genoma de V. planifolia.
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Anexo Il

Grafico del numero 6ptimo de Componentes Principales (PCs) a utilizar en el Analisis

Discriminante de Componentes Principales (DAPC).
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Anexo IV

Resultado del analisis de componentes principales y probabilidad de pertenencia de los
individuos al sitio de muestreo. Los 2 ejes corresponden a los dos primeros componentes que
explican un 12% de la variacién. Los colores corresponden al sitio de muestreo.
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