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RESUMEN

El efecto del sistema reproductivo y de apareamiento y los vectores de dispersion
de polen y semillas sobre la diversidad y estructura genética ha sido poco estudiado en
especies de angiospermas epifitas a pesar de tener una gran diversidad de estrategias
reproductivas (monocarpismo y policarpismo), sistemas de apareamiento (especies
autocompatibles y autoincompatibles), de expresién sexual (especies hermafroditas,
monoicas, dioicas), modos de polinizacion y dispersion de semillas. En este estudio se
determind como los rasgos reproductivos de dos especies de plantas epifitas Aechmea
mariae-reginae una especie dioica, con entrecruzamiento obligado, polinizada por
colibries y dispersada por aves y Werauhia ampla una especie hermafrodita,
autocompatible, polinizada por murciélagos y dispersada por viento (Bromeliaceae),
afectan la diversidad y la estructura genética a escala fina en un bosque montano de Costa
Rica. El andlisis de diversidad genética utilizando 8 loci polimorficos de microsatélites
para cada especie, muestra que la diversidad genética es mayor en A. mariae-reginae Ne
(ndmero efectivo de alelos) = 2.497, He (heterocigosidad esperada) = 0.577, Fis
(coeficiente de endogamia) = 0.11; en comparacién con W. ampla (Ne= 1.730, He= 0.401,
Fis= 0.175*, *p<0.05). Los analisis de autocorrelacion espacial mostraron que la
estructura genética fina es mayor en A. mariae-reginae (Gst=0.099, G'st = 0.225,
Sp=0.0242) en comparacion con W. ampla (Gst =0.0748, G'st = 0.1254, Sp=0.0084). En
ambas especies de estudio se encontraron clones (18 clones en A. mariae-reginae y 2
clones en W. ampla), sin embargo, no afectaron la diversidad ni estructura genética
espacial. Aechmea mariae-reginae presenta altos valores de diversidad genética y pueden
ser explicados por ser una especie dioica y por la capacidad de dispersion del polen
mediada por colibries, la baja diversidad genética en W. ampla probablemente se deba al

alto potencial de autofecundacion. La dispersion limitada de semillas de A. mariae-



reginae por aves sociales genera una alta estructura genética en la poblacion, mientras

que la dispersion anemaocora de semillas de W. ampla no genera estructura genética.

ABSTRACT

The effect of reproductive and mating systems and pollen and seed dispersal
vectors on genetic diversity and structure has been little studied in epiphytic angiosperm
species despite their great diversity of reproductive strategies (monocarpism and
polycarpism), mating systems (self-compatible and self-incompatible species), sexual
expression (hermaphroditic, monoecious, dioecious species), pollination modes and seed
dispersal. In this study we determine how reproductive traits of two epiphytic plant
species Aechmea mariae-reginae dioecious, obligately outbreeding, hummingbird-
pollinated and bird-dispersed and Werauhia ampla hermaphrodite, self-compatible, bat-
pollinated and wind-dispersed (Bromeliaceae), affect genetic diversity and fine-scale
genetic structure in a Costa Rican montane forest. Genetic diversity analysis using 8
polymorphic microsatellite loci for each species shows that genetic diversity is higher in
A. mariae-reginae Ne (effective number of alleles) = 2.497, He (expected heterozygosity)
= 0.577, Fis (inbreeding coefficient) = 0.11 compared to W. ampla (Ne= 1.730, He=
0.401, Fis= 0.175*, *p<0.05). Spatial autocorrelation analyses showed that fine genetic
structure is higher in A. mariae-reginae (Gst=0.099, G'st = 0.225, Sp=0.0242) compared
to W. ampla (Gst =0.0748, G'st = 0.1254, Sp=0.0084). In both study species we found
clones (18 clones in A. mariae-reginae and 2 clones in W. ampla), however, they did not
affect genetic diversity and spatial genetic structure. Aechmea mariae-reginae presents
high values of genetic diversity that can be explained because it is a dioecious species and
the ability of hummingbird-mediated pollen dispersal, the low genetic diversity in W.

ampla is probably due to the high potential for self-fertilization. Limited seed dispersal



of A. mariae-reginae by social birds generates high genetic structure in the population,

while anemochorous seed dispersal of W. ampla does not generate genetic structure.

INTRODUCCION

Los bosques montanos tropicales son ecosistemas (Richter, 2008) que presentan
una alta diversidad de especies y endemismos (Haber y Stevenson, 2004; Richter y Kluge,
2008; Willig y Presley, 2016; Cascante-Marin et al., 2019). Estos bosques se distribuyen
en regiones de altitud media y con altos niveles de precipitacion anual (~ 1700 mm)
(Bruijnzeel y Veneklaas, 1998). En Costa Rica, los bosques montanos se distribuyen
principalmente en las cordilleras de Guanacaste, Tilaran, Volcanica Central y de
Talamanca, entre los 1200 y los 2500 msnm. La composicidn arbdrea consiste en especies
perennifolias de tamafio mediano (~ 20 m de altura), dominada por arboles del género
Quercus y un alto numero de especies epifitas vasculares, principalmente orquideas,
bromelias y helechos (Camacho y Orozco, 1998; Zotz, 2016), que representan hasta el
30% de la diversidad de especies en estos ecosistemas (SINAC, 2012; Cascante Marin,
2020). En los bosques montanos de Costa Rica, la familia Bromeliaceae es uno de los
grupos de plantas con mayor riqueza taxondmica, presenta una alta diversidad de rasgos
reproductivos con muchos sindromes de polinizacién, formas de dispersion de semillas,
estrategias reproductivas (e.g., monocarpismo y policarpismo), sistemas de apareamiento
(e.g., especies autocompatibles y autoincompatibles) y de expresion sexual (e.g., especies
hermafroditas, monoicas, dioicas) (Benzing et al., 2000; Givnish et al., 2014; Zotz, 2016;
Cascante-Marin y Nufez-Hidalgo, 2023). A pesar de esta alta diversidad de rasgos
reproductivos se conoce poco sobre su biologia, y su relacion con la diversidad y
estructura genética de las poblaciones (Gonzalez-Astorga et al., 2004; Cascante-Marin et

al., 2014, 2020; Loh et al., 2015, 2020).



En las plantas vasculares epifitas, se ha propuesto que la estructura genética puede
ser mayor que en plantas terrestres, ya que al depender de un arbol hospedero o forofito
(planta sobre la cuél crece y vive una planta vascular epifita) la agregacion entre
individuos es mayor, sin embargo, existen pocos datos que lo confirmen (Trapnell et al.,
2004). Debido al arreglo espacial de las poblaciones naturales de epifitas, se requiere de
un disefio a menor escala para analizar su estructuracion genética por medio de un analisis
de estructura genetica a escala fina (EGF) para detectar la distribucion espacial de los
genotipos dentro y entre poblaciones asociados a los respectivos forofitos (Wright, 1943,;
McCauley, 1997). Debido a que las plantas son organismos sésiles, la EGF es afectada
por factores que incluyen el sistema reproductivo y de apareamiento, la capacidad de
dispersion de polinizadores y dispersores de semillas, la densidad poblacional, la
proporcion sexual de las poblaciones (en el caso de plantas dioicas) y las condiciones
microambientales (Loveless y Hamrick, 1984; Vekemans y Hardy, 2004; Hardy et al.,
2006; Dick, 2008; Nazareno et al., 2013). Por ejemplo, en plantas donde el exo-
cruzamiento es obligado (i.e., plantas dioicas y hermafroditas autoincompatibles), se
espera que tengan una menor EGF, en comparacion con aquellas que se autopolinizan
(e.g., hermafroditas autocompatibles) o que se propagan vegetativamente (Loveless y
Hamrick, 1984). Ademas, los sindromes de polinizacion también pueden tener un efecto
sobre la EGF, en especies polinizadas por insectos se espera una mayor EGF en
comparacion con especies polinizadas por vertebrados o viento, debido al restringido
movimiento y comportamiento de forrajeo de los primeros (Loveless y Hamrick, 1984;
Luna et al., 2005). En términos de dispersidon de semillas, se espera una distribucion
espacial aleatoria en los genotipos dispersados por viento (i.e., baja EGF), mientras que
en las especies dispersadas por animales o por gravedad se espera una alta EGF y

distribuciones no-aleatorias (Howe y Smallwood, 1982; Loveless y Hamrick, 1984). La



EGF se ha estudiado en algunas especies de plantas lefiosas tropicales (Vekemans y
Hardy, 2004; Hardy et al., 2006; Dick, 2008, 2010; Fuchs y Hamrick, 2010; Cristébal-
Pérez et al., 2020), sin embargo, su estudio en las plantas vasculares epifitas es escaso
(Trapnell et al., 2004; Cascante-Marin et al., 2014, 2020; Gigant et al., 2016; Torres et

al., 2019).

En este estudio se caracterizd y comparo6 la diversidad y estructura genética fina
de dos especies de bromelias Aechmea mariae-reginae H. Wendl y Werauhia ampla (L.B.
Sm.) J.R. Grant (Bromeliaceae), con rasgos reproductivos contrastantes. Aechmea
mariae-reginae una especie dioica, con exocruzamiento obligado, polinizada por
colibries y dispersada por aves principalmente (Cascante-Marin et al., 2020), y W. ampla
una especie hermafrodita, autocompatible, polinizada por murciélagos y dispersada por

viento (NUfiez-Hidalgo, 2021).

OBJETIVO GENERAL

Comparar la diversidad genética y la estructura genética fina de las especies de
plantas epifitas Aechmea mariae-reginae y Werauhia ampla (Bromeliaceae) con sus

rasgos reproductivos contrastantes en un bosque montano de Costa Rica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar y comparar la diversidad genética de dos especies de bromelias epifitas con

rasgos reproductivos contrastantes: A. mariae-reginae y W. ampla.

2. Determinar y comparar la estructura genética fina de A. mariae-reginae y W. ampla.
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HIPOTESIS Y PREDICCIONES

La expresion sexual y el sistema de autocompatibilidad afectan directamente la
tasa de entrecruzamiento y por lo tanto la diversidad genética de poblaciones de plantas.
Se espera que la diversidad genética sea mayor en la especie dioica (A. mariae-reginae)
con exo-cruzamiento obligado, en comparacion con la especie hermafrodita

autocompatible (W. ampla).

La distancia de dispersion de los vectores de polinizacion y dispersion de semillas
influyen sobre la estructura genética de las poblaciones. Se espera que A. mariae-reginae,
polinizada y dispersada por aves, presente menor estructura genética que W. ampla que

es polinizada por murciélagos y dispersada por viento.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de Estudio

El estudio se realizd en los Cerros de La Carpintera, un area natural protegida de
2400 ha ubicada en el Valle Central de Costa Rica en la provincia de Cartago (Fig. 1)
(09°53'20" N - 83°58' 10" 0O), entre los 1500 y 1800 msnm. La vegetacion predominante
es bosque tropical montano. La temperatura media anual es de 16.1°C y la precipitacién
media anual es de 1764 mm. El sitio presenta una marcada estacionalidad, con una
estacion lluviosa de mayo a diciembre y una estacién seca de diciembre a mayo. La
humedad relativa se mantiene en un 96% durante todo el afio. Un elemento caracteristico
de este ecosistema es que las plantas vasculares epifitas representan un tercio de la riqueza

local de especies (SINAC, 2012).
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Figura 1. Distribucion espacial de los arboles fordéfitos utilizados por Aechmea mariae-
reginae (puntos en color rojo) y Werauhia ampla (puntos de color azul) en el area natural
protegida Cerros de La Carpintera (recuadro rojo), en la Cordillera Central de Costa Rica.
Este mapa fue elaborado con iméagenes satelitales de Google Earth y ESRI. No se
encontraron arboles forofitos que albergaran simultdneamente a ambas especies de
estudio.

Especies de estudio

Aechmea mariae-reginae H. Wendl. (Bromeliaceae) es una especie epifita tipo
tanque, con una roseta de hasta 170 cm de diametro, de la subfamilia Bromelioideae
(Smith y Downs, 1979), que se distribuye en bosques humedos de Centroamérica (0-1800
msnm) desde el sur de Nicaragua hasta el noroeste de Panaméa (Morales, 2003). Es una
especie dioica, de flores unisexuales de color rosa a azul dispuestas en inflorescencias
compactas de 9.5-21 cm de largo, con bracteas foliaceas de color rosa, polinizada
principalmente por colibries (Cascante-Marin et al., 2020). Los individuos femeninos

producen frutos carnosos, dispersados por aves (Cascante-Marin et al., 2020).
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Werauhia ampla (L.B. Sm.) J.R. Grant (Bromeliaceae) es una especie epifita de
la subfamilia Tillandsioideae, endémica de los bosques humedos de zonas montafiosas de
Costa Rica (Céaceres Gonzalez et al., 2013). Es una especie hermafrodita autocompatible
de flores blancas, de antesis nocturna, dispuestas en inflorescencias de 20-30 cm de largo
polinizada por murciélagos (Nufiez-Hidalgo, 2021), que produce frutos secos capsulares
y semillas con apéndices plumosos, dispersados por viento (Morales, 2003; Nufiez-

Hidalgo, 2021).

Seleccion de individuos.

Se ubicaron, georreferenciaron y colecto tejido foliar de individuos adultos de las
dos especies de estudio (de aqui en adelante “bromelias”) dentro de sus arboles forofitos.
Para caracterizar la distribucion espacial de las bromelias, se georreferenciaron los
forofitos (Fig. 1) y de cada bromelia se obtuvieron tres puntos espaciales: 1) la altura
respecto a la base del forofito (Y), 2) la distancia horizontal entre el individuo y el eje
principal del forofito (X) y 3) el azimut con respecto al norte (Z) (Fig. 2). Se recolectd
tejido foliar de un total de 93 individuos de A. mariae-reginae y 91 de W. amplaen 15y
23 arboles forofitos, respectivamente (no se encontr6 ningun forofito que albergara
simultaneamente a ambas especies de estudio) (Fig. 1). Las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta la extraccion de ADN, la cual fue realizada el mismo dia de

la colecta.
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Figura 2. Representacion grafica de la ubicacion espacial de las bromelias epifitas en un
arbol forofito. Cada linea representa la direccién de tres puntos para obtener la ubicacién
del individuo. El eje Y, es la altura respecto la base del forofito; el eje X, es la distancia
horizontal entre el individuo y el eje principal del forofito; el eje Z, es el azimut con
respecto al norte.

Extraccion de ADN y amplificacion por PCR

La extraccién de ADN total se realiz6 mediante una modificacion del protocolo
Bromuro cetil trimetil amonio (CTAB) (Doyle y Doyle, 1987). En A. mariae-reginae se
amplificaron 8 loci polimoérficos de microsatélites: Ac01, Acll, Ac25y Acb5 (Goetze et
al., 2013); Acom_71.3, Acom_78.4, Acom_82.8 y Acom_109.6 (W6hrmann y Weising,
2011). En W. ampla se amplificaron 8 loci polimorficos de microsatélites Acll y Ac25
(Goetze et al., 2013); Acom_78.4, Acom_12.12 y Acom_101.1 (Wohrmann y Weising,
2011); Dd10 (Zanella et al., 2012); VgC01 y VgA04 (Palma-Silva et al., 2007). Las
amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador Veriti96-Well (Applied
Biosystems) utilizando las condiciones descritas por Palma-Silva et al., (2007) (Anexo
1). Los fragmentos obtenidos se analizaron en un secuenciador ABI 3500 (Applied
Biosystems) de la Escuela de Biologia de la Universidad de Costa Rica, usando GS500
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LIZ para determinar el tamafio molecular de los fragmentos (Applied Biosystems). Los
alelos se registraron utilizando el software GeneMarker version 2.4.2 (SoftGenetics LLC,

State College, PA, USA).

Diversidad genética

La diversidad genética se cuantificd estimando el nimero promedio de alelos por
locus (Na), la heterocigosidad observada (Ho) y la esperada (He), y el coeficiente de
endogamia (F), utilizando el software GenAlEXx version 6.5 (Peakall y Smouse, 2006).
Debido a que ambas especies de estudio tienen la capacidad de reproducirse
vegetativamente, se estimd la probabilidad de identidad (P1), que calcula la probabilidad
de encontrar aleatoriamente genotipos multilocus idénticos. Los genotipos multilocus
idénticos se consideraron ramets del mismo individuo cuando se encontraban dentro del
mismo arbol. La probabilidad de identidad utilizando los 8 loci fue de PI=0.00001 y Pl=
0.001 para A. mariae-reginae y W. ampla, respectivamente. Para determinar la diversidad
clonal, se identificaron todos los genotipos multilocus Unicos con el software GenoDive
v.3.06. (Meirmans, 2020) y se calcularon los indices de diversidad de Simpson (S) y el
indice de equitatividad (E). El indice de Simpson calcula la probabilidad de que dos
genotipos aleatorios sean distintos y toma valores de 0 a 1, donde 0 indica que todos los
genotipos son iguales y 1 indica que todos los genotipos son diferentes (Legendre y
Legendre, 2012). El indice de equitatividad calcula la abundancia relativa de los
genotipos en la poblacion y toma valores de 0 a 1, donde los valores cercanos a 0 indican
gue un genotipo domina la poblacién y valores cercanos a 1 indican alta equitatividad
(i.e., no hay genotipos dominantes y estan todos igualmente distribuidos en la poblacién)

(Legendre y Legendre, 2012). Para determinar el efecto de los ramets sobre la diversidad
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genética, todos los parametros de diversidad genética se calcularon incluyendo a todos

los individuos y excluyendo a los clones.

Estructura genética

Para determinar las diferencias en las frecuencias alélicas entre arboles forofitos,
se calculo el indice de fijacion Gst de Nei (Nei, 1986) y el indice estandarizado G’st
(Hedrick, 2005), considerando a todas las bromelias dentro de un arbol forofito como una
poblacion en el anélisis. El indice Gst de Nei es un estadistico para marcadores multi-
alélicos que se utiliza para medir la diferenciacion genética entre poblaciones en relacién
a la diversidad genética total (Nei, 1986), mientras que ¢l G’st de Hedrick es una
correccion del Gst de Nei que permite comparar los valores de estructura genética entre
especies ya que divide el estimativo de Nei entre el valor maximo tedrico basado en la
heterocigosidad del marcador molecular (Hedrick, 2005). E1 G’st indica la estructura
genética como un porcentaje de la estructura maxima posible (Hedrick, 2005). De manera
similar en el analisis de diversidad genética, los valores de Gsty G’st fueron calculados
utilizando todos los individuos y excluyendo los clones. Todas las estimaciones se
realizaron usando las librerias mmod (Winter, 2012) y poppr (Kamvar et al., 2014) del

software R version 4.1 (R Core Team, 2021).

Estructura genética fina

La relacion entre el parentesco genético de los individuos y su distribucion
espacial se calculé mediante una autocorrelacion espacial entre las bromelias. En el
analisis se incluyeron las siguientes clases de distancias: 1, 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50, 200, 350,
400, 550 y 680 m para A. mariae-reginae y 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50, 200, 350, 400, 550 y
655 m para W. ampla. En W. ampla, la clase inicial difiere (de 0 a 2 m) debido a que la

distancia de 0 a 1 m no cumplia con el nimero minimo de comparaciones pareadas
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necesarias (n > 30) (Epperson, 2000, 2005; Vekemans y Hardy, 2004). El parentesco
genético entre todos los pares de bromelias dentro de todas las clases de distancia se
calculd utilizando el coeficiente de coancestria (Fij) propuesto por Loiselle et al. (1995),
el cual mide la correlacion entre la frecuencia de los alelos homologos, pi y pj en un locus
en pares de los individuos (Loiselle et al., 1995). Este coeficiente es una medida de
correlacion genética, por lo que valores cercanos a 0 indican poco parentesco, valores de
0.125 indica la relacion entre medios hermanos y 0.25 hermanos completos o padres e
hijos (Loiselle et al., 1995). Para determinar si el coeficiente de parentesco en cada clase
de distancia difiere de lo esperado por el azar, los valores estimados de Fij se compararon
con los intervalos de confianza del 95% generados por 10 000 permutaciones aleatorias
de individuos en el espacio. Para comparar la magnitud de la estructura genética fina
utilizando todos los individuos y excluyendo los clones para cada especie y entre especies,
se calculd el estadistico Sp propuesto por Vekemans y Hardy (2004):
Sp= -biog / (1- Fij))

donde Fijes el valor promedio del coeficiente de coancestria g;jj entre todos los individuos
en la primera clase de distancia y biog €s la pendiente de la regresion gij de la distancia
espacial logaritmica entre todos los individuos. Todos los analisis de estructura genética

fina se realizaron utilizando el software SPAGeDi 1.5 (Hardy y Vekemans, 2002).

RESULTADOS

Diversidad genética

Los resultados indican que la poblacion de A. mariae-reginae presenta una mayor
diversidad genética en términos de numero de alelos efectivos y heterocigosidad en
comparacion con los individuos de W. ampla (Tabla 1). En A. mariae-reginae, se detecto

la presencia de 18 individuos con genotipos multilocus idénticos, distribuidos en 8
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genotipos distintos (2.25 individuos promedio por genet), todos los individuos con
genotipos idénticos se encontraron dentro del mismo arbol, por lo que se consideraron
clones. En W. ampla se identificaron 5 individuos con el mismo genotipo; sin embargo,
solo dos de ellos se encontraron dentro del mismo arbol por lo que sélo se considero la
presencia de un clon y la diversidad clonal solo fue calculada en la poblacion de A.
mariae-reginae (Tabla 2). El andlisis de diversidad clonal demostré que en A. mariae-
reginae la diversidad genotipica es alta (Tabla 2) y que los genotipos idénticos estan
igualmente representados en la poblacién (Tabla 2). Los parametros de diversidad
genética no difirieron cuando los clones se excluyeron del analisis (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros de diversidad genética de 8 loci polimorficos de individuos de
Aechmea mariae-reginae y Werauhia ampla en el Area Natural Protegida Los Cerros de
la Carpintera, Costa Rica. N: numero de individuos; Na:nimero de alelos promedio por
locus (£DS desviacion estdndar); Ne: numero de alelos efectivos (xDS); Ho:

heterocigosidad observada (xDS); He: heterocigosidad esperada (xDS); F: coeficiente de
endogamia (xDS). * p<0.05.

Especie Individuos N Na Ne Ho He F
analizados

Aechmea Todos los 93 4.125 2.497 0.511 0.577 0.11

mariae-reginae individuos (0.895) |(0.232) | (0.041) | (0.036) | (0.081)
Excluyendo 78 4.125 2.544 0.510 0.581 0.138
clones (0.895) | (0.260) | (0.040) | (0.037) |(0.081)

Werauhia ampla | Todos los 94 2.750 1.730 0.334 0.401 0.175*
individuos (0.164) | (0.120) | (0.039) | (0.045) | (0.077)
Excluyendo 89 2.750 1.732 0.332 0.401 0.181*
clones (0.164) | (0.122) | (0.038) | (0.045) | (0.076)

Tabla 2. Parametros de diversidad clonal de individuos de Aechmea mariae-reginae en el
Area Natural Protegida Los Cerros de la Carpintera, Costa Rica. N: nimero de individuos;
G: numero de genotipos unicos; Ge: numero de genotipos efectivos; S: indice de
diversidad de Simpson; E: indice de equitatividad.

Especie N G Ge S E

Aechmea mariae-reginae 93 81 71.479 0.997 0.882
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Estructura genética

Los andlisis de estructura genética entre las poblaciones de bromelias entre arboles
forofitos muestran que las diferencias en las frecuencias alélicas entre poblaciones de A.
mariae-reginae incluyendo todos los genotipos multilocus y excluyendo los clones fueron
mayores que en las poblaciones de W. ampla (Tabla 3).
Tabla 3. Valores de estructura genética entre poblaciones de Aechmea mariae-reginae y

Werauhia ampla entre arboles forofitos en dos niveles incluyendo todos los genotipos
multilécus y excluyendo los clones de un bosque montano de Costa Rica. * P <0.05

Especie Individuos analizados |  Gst de Nei G’st de Hedrick
. Todos los individuos 0.099* 0.225*
Aechmea mariae-
reginae Excluyendo clones 0.082* 0.194*
Todos los individuos 0.074* 0.125*
Werauhia ampla
Excluyendo clones 0.073* 0.125*

Estructura genética fina

La distribucion espacial de A. mariae-reginae consiste en promedio de 6 (£ DS
4.33) bromelias por forofito en un rango de distancia entre 0.2 y 9.43 m dentro del arbol,
mientras que en W. ampla se encontré un promedio de 4 bromelias (DS + 1.74) por
forofito en un rango de distancia de entre 0.3 y 9.91 m dentro del arbol. Debido a que el
96% de las bromelias se encontraron a menos de 10 m entre si en un mismo forofito, se
consider6 que el rango de distancia de entre 0 a 10 m como comparaciones dentro del
mismo arbol, mientras que comparaciones entre 10 y 680 m fueron consideradas como

comparaciones entre arboles forofitos (Fig. 1).

El analisis de autocorrelacidn genética espacial indica que en A. mariae-reginae
los niveles de parentesco varian en funcién de la distancia. Los valores de coancestria

entre los individuos de A. mariae-reginae dentro de los primeros 3 m de distancia fueron
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altos y significativos (Fij= 0.100-0.163) (Fig. 3a), entre los 4 a 25 m continuaron siendo
significativos pero bajos (Fij=0.05-0.07) (Fig. 3a) y a partir de los 50 m de distancia los
valores de coancestria no difirieron de los esperado segun una distribucion aleatoria de
los genotipos en el espacio (Fig. 3a). Cuando se excluyeron los clones de A. mariae-
reginae del andlisis de autocorrelacion espacial los valores de parentesco disminuyeron
en las primeras clases de distancia (1 a 25 m); sin embargo, fueron significativos y al
igual que en el andlisis que incluye a los clones a partir de los 50 m de distancia los valores
de coancestria no difirieron de lo esperado por azar (Fig. 3c). En W. ampla no se identificd
una estructura genetica fina los valores de coancestria (Fij) del anlisis de autocorrelacion
genética no difirieron de lo esperado segun una distribucion aleatoria de los genotipos en
el espacio en ninguna de las clases de distancia analizadas (incluyendo y excluyendo
clones) (Figs. 3b, 3d). Consecuentemente, los valores de Sp en A. mariae-reginae
(Spincluyendo ~ clones=0.0242;  Spexcluyendo  clones=0.0211)  son  superiores 'y difieren
significativamente de los encontrados en W. ampla (Spincluyendo clones=0.0084; Spexcluyendo

clones=0.0079 ) (Tabla 4) .
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Coeficiente de coancestria (Fij)
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Figura 3. Autocorrelograma espacial del coeficiente de coancestria de Loiselle (Fij) entre
pares de individuos de Aechmea mariae-reginae incluyendo todos los individuos (A) y
excluyendo los clones (C) y de Werauhia ampla incluyendo todos los individuos (B) y
excluyendo los clones (D). Las lineas punteadas representan el intervalo de confianza al
95% bajo la hipotesis nula de no estructura genética. Los puntos naranjas representan los
individuos que se encuentran dentro de un mismo forofito (de 0 a 10 m) y los puntos
azules son las comparaciones entre individuos de forofitos distintos (de 25 a 680 m). Los
nameros en el eje superior son el nimero de comparaciones entre individuos para cada
clase de distancia.
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Tabla 4. Valores de estructura genética en dos niveles incluyendo todos los genotipos
multilocus y excluyendo los clones de Aechmea mariae-reginae y Werauhia ampla de un
bosque montano de Costa Rica. El coeficiente de coancestria de Loiselle en la primera
clase de distancia (Fij 1), el coeficiente de la regresion lineal de los coeficientes de
parentesco sobre la distancia logaritmica (blog) y el estadistico Sp. * P <0.01, ** P <0.001

Especie Individuos Fij (1) Diog Sp
analizados
Aechmea Todos los individuos 0.163** -0.020** 0.024
mariae-reginae (0.037) (0.008)
Excluyendo clones 0.125** -0.018** 0.021
(0.051) (0.008)
Werauhia Todos los individuos 0.057 -0.007* 0.008
ampla (0.029) (0.002)
Excluyendo clones 0.052 -0.007* 0.007
(0.026) (0.002)
DISCUSION

Los resultados muestran que la diversidad y estructura genética son afectadas por
el sistema reproductivo, de apareamiento y los vectores de dispersion de polen y semillas
de las especies de epifitas analizadas. La diversidad y estructura genética fue mayor en la
especie dioica polinizada por colibries y con dispersion de semillas por aves (A. mariae-
reginae), en comparacion con la especie hermafrodita autocompatible polinizada por
murciélagos y con dispersion de semillas por viento (W. ampla). En ambas especies de
estudio se encontrd propagacion clonal, sin embargo, la presencia de clones no afect6 a
la diversidad y estructura genética. El sistema de apareamiento, el sistema reproductivo y
los modos de dispersion de polen son los principales factores que afectan la diversidad
genética de las poblaciones de plantas (Hamrick y Godt, 1997), siendo las especies con
exocruzamiento obligado, las de mayor diversidad genética (Hamrick y Godt, 1997). A
su vez, los principales factores que afectan la estructura genética son el sistema de

apareamiento y la dispersion de semillas (Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick y Godt,
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1997; Vekemans y Hardy, 2004). Se espera que las poblaciones de especies con
autofertilizacion y dispersadas por gravedad o animales, presenten mayor estructuracion
genética. Sin embargo, los resultados difieren al ser la especie dioica exo-cruzada y
dispersada por aves (A. mariae-reginae) la que presenta mayor estructuracion genética en
comparacion con la hermafrodita autocompatible (W. ampla) polinizada por murciélagos
y con dispersion por viento. Este es uno de los primeros trabajos que comparan el efecto
de los rasgos reproductivos sobre la diversidad y estructura genética en especies de
bromelias epifitas simpatricas (Amici et al., 2019).

Los andlisis de diversidad genética revelaron que A. mariae-reginae presento altos
valores de diversidad genética como se espera para una especie dioica con
exocruzamiento obligado (Barrett, 2010; Cibrian-Jaramillo et al., 2009; Cristobal-Pérez
etal., 2022; Fuchs et al., 2023). La dioecia aumenta la probabilidad de apareamientos y
recombinacion genética entre individuos distintos a diferencia de las especies
hermafroditas autocompatibles, lo que promueve la introduccién de alelos a la poblacion,
aumentan los individuos heterocigotos y disminuye la probabilidad de depresion por
endogamia (expresiones deletéreas por alelos recesivos en los individuos homocigotos de
la poblacion) (Barrett y Harder, 2017). Aechmea mariae-reginae es una especie
polinizada por colibries, principalmente de la especie Lampornis calolaemus (Cascante-
Marin et al., 2020). En plantas con sindrome de polinizacién ornitofilico los colibries
pueden asegurar el flujo génico a largas distancias por su alta capacidad de movimiento
(Rosas-Guerrero et al., 2014; Kessler et al., 2020; Gamba y Muchhala, 2023).

Los valores de diversidad genética en W. ampla fueron menores en comparacion
con A. mariae-reginae. Nufiez-Hidalgo (2021) demostr6 que la tasa de visitacion de
murciélagos polinizadores en W. ampla es baja (0.07 visitas/noche), sin embargo, los

niveles de hercogamia (distancia en entre el estigma y las anteras) se reducen al final de
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la vida de flor promoviendo la autofertilizacion tardia (indice de autocompatibilidad
SCI=0.92; indice de autofertilizacion AFI=0.53), no obstante, este mecanismo de
aseguramiento reproductivo puede reducir la diversidad genética como lo sugieren
nuestros resultados. En otras especies de bromelias autocompatibles, predominantemente
autdgamas, se han reportado bajos valores de diversidad genética similares a W. ampla
(Barbara et al., 2009; Cascante-Marin et al., 2014; Rogalski et al., 2017). En ambas
especies de estudio se identificaron genotipos multilocus idénticos; en el caso de A.
mariae-reginae se encontraron distribuidos dentro del mismo forofito, lo cual sugiere la
propagacion clonal de esta especie (Cascante-Marin et al., 2020). En el caso de W. ampla
algunos genotipos multilcus idénticos se encontraron distribuidos en distintos forofitos,
los cuales no se consideraron clones, ya que el alto porcentaje de homocigotos en la
poblacién y la fuerte endogamia pueden producir genotipos idénticos cuando las tasas de
autogamia son muy altas (Charlesworth y Charlesworth, 1995; Volis et al., 2010; Hughes
y Simons, 2015; Nufiez-Hidalgo, 2021). No obstante, la presencia de clones no afectd las
estimativas de diversidad genética (Cavallari et al., 2006; Barbara et al., 2009; Hmeljevski
et al., 2015; Loh et al., 2015), posiblemente debido a la baja frecuencia de clones
observados en ambas especies y que los genotipos de los clones fueron equitativamente
distribuidos en la poblacion (Tabla 2). En otras especies autoincompatibles del género
Aechmea, se ha reportado alto grado de clonalidad debido a la forma de crecimiento de
los ramets (Sampaio et al., 2002; Loh et al., 2015)

Los resultados muestran diferencias en los niveles de estructura génica entre las
dos especies de estudio. Las frecuencias alélicas de poblaciones de A. mariae-reginae
ubicadas entre foréfitos presentaron el doble de la estructuracion genética en comparacion
con las poblaciones de W. ampla (A. mariae-reginae: Gst= 0.099 y G’st= 0.21 y W.

ampla: Gst=0.0748 y G’st= 0.1254). En A. mariae-reginae, se observaron altos niveles
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de estructura genética fina a distancias entre 0 y 3 m que sugieren la presencia de medios
hermanos, mientras que en W. ampla los valores de estructura no difieren de lo esperado
por una distribucion aleatoria de los genotipos en el espacio. En ambos casos, los niveles
de EGF se mantienen de manera similar al excluir los clones del analisis. En A. mariae-
reginae el coeficiente de coancestria (Fij) en la primera clase de distancia (1 m) se redujo
cuando se excluyeron los clones (de 0.163 a 0.125) probablemente porque los individuos
genéticamente idénticos se distribuyen a distancias muy cortas entre ellos. De manera
similar a lo registrado para la estructura genética entre arboles, la magnitud de la EGF es
mayor en A. mariae-reginae en comparacion con W. ampla (Sp= 0.0242, Sp= 0.0084,
respectivamente). Estos resultados pueden estar asociados a diferencias en el modo de
polinizacién y de dispersidn de semillas entre las especies de estudio. Aechmea mariae-
reginae al ser polinizada por L. calolaemus una especie territorial, no migratoria con
rangos hogarefios cortos (<3 ha) (Peters, 2011; Maglianesi et al., 2015; Cascante-Marin
et al., 2020) la dispersion de genes via polen puede ser limitada y ocurrir en distancias
cortas (Krauss et al., 2017). Asi mismo, la dispersién de semillas de A. mariae-reginae
puede afectar la EGF y es similar a lo reportado en otras especies con frutos carnosos,
multiovulados dispersados por aves (Sp= 0.02) (Torimaru et al., 2007; Gelmi-Candusso
et al., 2017). Los individuos de A. mariae-reginae encontrados a 1 m de distancia entre
ellos son medios hermanos (Fij=0.125) (Fig. 3c), lo que sugiere que las semillas de un
mismo fruto o varios frutos de la misma planta madre son depositados de forma agregada
por su dispersor (Gelmi-Candusso et al., 2017). Ademas, los altos valores de coancestria
(Fij= 0.06-0.163) a distancias cortas (0 a 25 m), son un indicio de altos niveles de
parentesco dentro de los arboles (Loiselle et al., 1995), posiblemente relacionado con el
comportamiento de forrajeo de los dispersores de semillas. Psilorhinus morio, un ave

social de la familia Corvidae (Howe, 2017), es el principal dispersor de A. mariae-reginae
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(Cascante-Marin et al., 2020). Esta especie forma grupos familiares de aproximadamente
10 individuos que protegen territorios pequefios de 10 a 20 ha (Morrison y Slack, 1977;
Lawton y Guindon, 1981; Williams et al., 1994) en los grupos familiares generalmente
existe una hembra reproductiva que defiende el sitio de anidamiento y los otros miembros
del grupo perchan y duermen en el mismo arbol o en arboles cercanos al nido (Williams
et al., 1994; Hale et al., 2003; Williams y Rabenold, 2005). La temporada de anidacion
de P. morio inicia en abril-mayo (Lawton y Guindon, 1981) y el desarrollo inicial de los
polluelos coindice con el periodo de fructificacion de A. mariae-reginae (de junio a
diciembre) (Cascante-Marin et al., 2020), este traslape fenologico y el comportamiento
de defensa y estructura social puede explicar la estructuracion genética entre forofitos
cercanos (<25 m). De manera similar a lo que ocurre en algunos mamiferos dispersores,
se ha observado que los sitios de percha de las aves son lugares donde la lluvia y la
agrupacion de semillas es alta (Guidetti et al., 2022). La ausencia de estructura genética
en W. ampla es similar a lo encontrado en otras especies de bromelias epifitas con semillas
dispersadas por viento (e.g., Vriesea incurvatay V. minarum) (Lavor et al., 2014; Aguiar-
Melo et al., 2019). Werauhia ampla presenta semillas secas con apéndices plumosos, para
especies con este tipo de semillas se han reportado valores muy bajos de estructura
genética (Gst=0.079) (Loveless y Hamrick, 1984). Esta morfologia es comun dentro de
la subfamilia Tillandsioideae, principalmente en los géneros Tillandsia, Vriesea y
Werauhia y se ha propuesto como un mecanismo para dispersarse largas distancias por
viento y lograr establecerse en los forofitos adhiriéndose a la corteza (Wester y Zotz,
2011; Magalhdes y Mariath, 2012).

Se ha propuesto que los diferentes mecanismos de dispersion de semillas son
estrategias de las plantas para: (1) evitar la competencia entre plantulas y los enemigos

naturales de la planta madre (efecto Janzen-Connell) (Janzen, 1970; Connell, 1971); (2)
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colonizar nuevos sitios; y (3) para ser dispersadas a sitios particulares con condiciones
microambientales favorables (Howe y Smallwood, 1982). Sin embargo, en las plantas
angiospermas epifitas la competencia interespecifica y la cercania de la planta madre
(efecto Janzen-Connell) no se considera como un factor de riesgo tan importante en
comparacion con otros factores como las condiciones microclimaticas y la disponibilidad
de forofitos (Mondragon Chaparro et al., 2015). La distribucién espacial en tres
dimensiones de las plantas epifitas dentro de los forofitos permite que los individuos se
agrupen y estén rodeados de més individuos a diferencia de las plantas terrestres, debido
a la cercania de los individuos se ha propuesto que la estructura genética en las
poblaciones de plantas epifitas podria ser mayor que en las plantas terrestres (Trapnell et
al., 2004). En este estudio se observé que las bromelias de ambas especies presentan una
distribucion agrupada, sin embargo, los mecanismos de dispersion de semillas son el

factor principal que determina la estructura genética de las poblaciones.

CONCLUSIONES

Este estudio revela que la diversidad y la estructura genética es afectada por el
sistema de apareamiento y la dispersién de semillas. La diversidad genética fue mayor en
la especie dioica con exocruzamiento obligado A. mariae-reginae en comparacion con la
hermafrodita autocompatible predominantemente autogama W. ampla. Mientras que la
estructura genética a escala fina se explica por la via de polinizacion y de dispersion de
semillas. La EGF en A. mariae-reginae, a pesar de tener altos valores de diversidad
geneética, fue fuerte ya que es polinizada por colibries territoriales y presenta frutos
multiovulados que promueven la dispersion de varias semillas emparentadas juntas que
son dispersados por aves sociales altamente territoriales que forrajean y defienden

distancias muy cortas. De manera contraria en W. ampla a pesar de presentar baja
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diversidad genética con altos indices de endogamia y ser predominantemente autdgama,
los individuos de la poblacion no presentan estructuracion génica debido a que sus
semillas secas y plumosas son dispersadas mas eficientemente lejos de la planta materna

por viento.
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ANEXO

Tabla S1. Condiciones de amplificacion por PCR de loci.

[Especie Locus Ciclos Temperatura |Referencia
alineamiento |alineamiento
Ac01
ACES 50 Goetze et al. , 2013
Acom_71.3 56 \Wohrmann & Weising, 2011
Aechmea Acom_78.4
mariae-reginae |Acll 30
ACOS Goetze et al. , 2013
57
Acom_82.8
= Woh Weising, 2011
Acom 1096 6hrmann & Weising, 20
Acll 57 Goetze et al. , 2013
\/gCO01 25 Palma-Silva et al., 2007
\VgAO04 60 Palma-Silva et al., 2007
\Werauhia AC25 50 Goetze et al. , 2013
ampla Acom 101.1 55 \Wohrmann & Weising, 2011
Dd10 30 Zanella et al., 2012
Acom 78.4 56 ) .
Acom 12.12 50 Wohrmann & Weising, 2011

Tabla S2. Pardmetros de diversidad genética de por locus de individuos de Aechmea
mariae-reginae en Costa Rica. N: numero de individuos; Na:nimero de alelos promedio
por locus; Ne: nimero de alelos efectivos; Ho: heterocigosidad observada; He:
heterocigosidad esperada; F: coeficiente de endogamia.

Locus N Na Ne Ho He F

Ac01 92 4.000 2.668 0.500 0.625 0.200
Acll 93 3.000 2.216 0.516 0.549 0.059
Ac25 93 3.000 2.094 0.462 0.522 0.115
Ac55 92 10.000 2.863 0.337 0.651 0.482
Acom 109.6 (89 3.000 2.789 0.719 0.641 -0.121
Acom 82.8 |92 5.000 3.743 0.565 0.733 0.229
Acom71.3 |93 3.000 1.785 0.409 0.440 0.071
Acom_78.4 |93 2.000 1.823 0.581 0.451 -0.286
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Tabla S3. Parametros de diversidad genética de por locus de individuos de Werauhia
ampla en Costa Rica. N: numero de individuos; Na:namero de alelos promedio por locus;
Ne: numero de alelos efectivos; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad
esperada; F: coeficiente de endogamia.

Locus N Na Ne Ho He F

Acll 01 3.000 2.000 0.374 0.500 0.253
Acom 12.12 [90 3.000 1.380 0.278 0.275 -0.010
\VgCO01 01 3.000 1.210 0.187 0.173 -0.078
\VgA04 01 3.000 1.815 0.527 0.449 -0.175
Acom 101.1 [91 3.000 2.239 0.341 0.553 0.384
Acom 78.4 |91 2.000 1.729 0.385 0.422 0.088
AC25 01 2.000 1.933 0.374 0.483 0.226
Dd10 01 3.000 1.537 0.209 0.349 0.402
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