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RESUMEN

Se estudio la distribucion de Lycaste cochleata, L. cruenta, L. suaveolens y sus

posibles hibridos (dentro de la subseccion Xanthanthae) en Zacapa, Chiquimula,
Huehuetenango, Jutiapa (poblaciones simpatricas), Suchitepéquez e Izabal (poblaciones
alopatricas). Las épocas de floracion se traslapan entre estas especies de flores amarillas,
lo que facilita la hibridacion natural y ocasiona problemas de identificacion en zonas de

contacto interespecifico.

En el jardin botanico de la Universidad del Valle de Guatemala se condujeron
experimentos de polinizacion para confirmar barreras precigdticas entre las especies y sus
hibridos naturales. Se polinizaron 247 flores, obteniendo un porcentaje de fecundacion total
de 33%. Los hibridos produjeron mas capsulas (47%), y L. cochleata y L. suaveolens

produjeron menos (29%).

Se analizaron 50 caracteres morfométricos de 283 flores de Lycaste. Las especies

de L. cochleata, L. suaveolens, L. cruenta, L. sulfurea, L. consobrina, L. aromatica y L.

bradeorum (sect. Deciduosae, subsect. Xanthanthae), forman un grupo en el cladograma.

L. dowiana y L. macrophylla subs. xanthocheila, (sect. Macrophyllae) forman un segundo

grupo. Las especies L. lasioglossa, L. deppei (sect. Deciduosae), y L. skinneri (sect.

Macrophyllae) son las especies con mayor diferencia morfologica dentro de las Lycaste de
Guatemala. Los caracteres mas utiles para identificar entre especies de lycastes con flores
amarillas son la proporcion de largo y ancho de la columna, y el ancho de la indentacion
del menton del labelo. El analisis de factores principales agrupa caracteres relacionados
con el aterrizaje de abejas polinizadoras. El andlisis discriminante, ayuda a separar grupos
de datos muy parecidos, apoya la presencia de caracteres similares a los de L. suaveolens
en los hibridos haciéndola uno de los posibles padres. Las especies con caracteristicas mas

parecidas, y por lo mismo mas dificiles de identificar, son L. suaveolens, L. cochleata, L.
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bradeorum, L. consobrina y los posibles hibridos entre las mismas. Los hibridos naturales

encontrados presentan caracteristicas nuevas, intermedias con las de los posibles padres.
En Zacapa, fue confirmada la presencia de hibridos entre L. suaveolens y L. cruenta. En
las otras poblaciones muestreadas no fue posible confirmar las posibles especies padres de
los hibridos por falta de material floral. Basados en los resultados morfologicos obtenidos
se expone una clave dicotdmica para la identificacion de flores de plantas del género

Lycaste de la sect. Deciduosae, subsect. Xanthanthae.

Se encontraron dos posibles haplotipos para el gen ndhF de los cloroplastos. L.
cochleata presenta un haplotipo de 1,700 pares de bases (pb) y L. cruenta de 1,500pb. En
poblaciones simpatricas se encontraron ambos tamafios del fragmento. L. suaveolens puede
presentar cualquiera de los dos haplotipos. L. sulfurea solo presenta el haplotipo de

1,700pb.

L. sulfurea es una especie diferente de L. cruenta, esto es apoyado por el analisis
discriminante y el cladograma obtenido para todas las especies. Se necesita nuevo material
floral y foliar de poblaciones simpatricas y con hibridos de L. cochleata y L. cruenta para

continuar con los analisis iniciados en esta investigacion.

Basados en los caracteres morfoldgicos en Guatemala, separamos una comunidad
en la costa sur y Huehuetenango, y otra que agrupa las poblaciones del norte y de las sierras
orientales. Las poblaciones mas variables fueron las del oriente del pais donde se pueden
encontrar habitats ambas vertientes, Pacifico y Atlantico. Las poblaciones que requieren

mayor proteccion por su diversidad son las de Huehuetenango, Jutiapa y Chiquimula.
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ABSTRACT

The distribution of Lycaste cochleata, L. cruenta, L. suaveolens and their possible

hybrids (within the subsection Xanthanthae) in sympatric populations from Zacapa,
Chiquimula, Huehuetenango, Jutiapa, and in allopatric populations from Suchitepéquez
and Izabal, was studied. Flowering seasons overlap between these yellow flowered species,
which facilitates natural hybridization and causes identification problems in areas of

interspecific contact.

Pollination experiments were conducted at the botanical garden of the Universidad
del Valle de Guatemala, to confirm pre-zygotic barriers between the species and their
natural hybrids. 247 flowers were pollinated, obtaining a total fertilization percentage of
33%. Hybrids produced more capsules (47%), and L. cochleata and L. suaveolens produced

fewer (29%).

50 morphometric characters from 283 Lycaste flowers were analyzed. The species

of L. cochleata, L. suaveolens, L. cruenta, L. sulfurea, L. consobrina, L. aromatica and L.

bradeorum (sect. Deciduosae, subsect. Xanthanthae), form a group in the cladogram. L.
dowiana and L. macrophylla subs. xanthocheila, (sect. Macrophyllae) form a second group.

The species L. lasioglossa, L. deppei (sect. Deciduosae), and L. skinneri (sect.

Macrophyllae) are the species with the greatest morphological difference within the
Lycaste of Guatemala. The most useful characters to identify between species with yellow
flower lycastes are the proportion of length and width of the column, and the width of the
indentation at the mentum of the labellum. The principal component analysis factors groups
characters related to the landing site of pollinating bees. Discriminant analysis, which helps
to separate very similar data sets, supports the presence of characters kin to those of L.

suaveolens in hybrids, making it one of the possible parents. The species with the most
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similar characteristics, and therefore more difficult to identify, are L. suaveolens, L.

cochleata, L. bradeorum, L. consobrina and their possible hybrids. The natural hybrids

found, show new characteristics, intermediate with those of the possible parents. In Zacapa,
the presence of hybrids between L. suaveolens and L. cruenta was confirmed. In the other
sampled populations, it was not possible to confirm the possible parent species of the
hybrids due to lack of floral material. Based on the morphological results obtained, a
dichotomous key for the identification of floral specimens of the genus Lycaste of the sect

Deciduosae, subsect. Xanthanthae is presented.

Two haplotypes were found for the ndhF chloroplast gene. L. cochleata has a
haplotype of 1,700 base pairs (bp) and L. cruenta of 1,500bp. In sympatric populations,
both sizes of the fragment were found. L. suaveolens can have either haplotype. L. sulfurea

only has the haplotype of 1,700bp.

L. sulfurea is a distinct species from L. cruenta, supported by the discriminant
analysis and cladogram obtained for all species. New floral and foliar material from
sympatric populations and hybrids of L. cochleata and L. cruenta is needed to continue

with the analyses initiated in this research.

Based on morphological characters, in Guatemala, we separate a community on the
south coast and Huehuetenango, and another that groups the populations of the north and
the eastern mountains. The most variable populations were those in the east of the country,
where habitats from both, Pacific and Atlantic slopes, can be found. The populations that
require greater protection due to their diversity are those of Huehuetenango, Jutiapa, and

Chiquimula.

XVvi



I. INTRODUCCION

A. Orquideas del género Lycaste, seccion Deciduosae, subseccion

Xanthanthae

Las plantas poco comunes en la naturaleza estan pobremente representadas en la
literatura cientifica. Consecuentemente, los bidlogos en conservacion tienen que hacer
inferencias y extrapolaciones si estdn interesados en trabajar con estos grupos. Estas
inferencias se basan en caracteristicas generales del desarrollo de grupos de plantas
cultivadas relacionadas evolutivamente, pero que muestran variacion genética

estadisticamente significativa (Center for Plant Conservation 1991).

Guatemala tiene mas de 700 especies de orquideas (Dix y Dix 2000). La
temperatura y humedad son factores esenciales que controlan la distribucion y
supervivencia de orquideas en zonas tropicales y templadas, como las de Guatemala. La
mayoria de las especies son epifitas o litofitas en laderas moderadamente frias. Son mas
abundantes entre elevaciones que van desde los 800 hasta los 1,600 metros sobre el nivel
del mar (m s.n.m.) en bosques himedos (Ames y Correll 1953; Dix ef al. 1998; Dix y Dix
2001).

Entre los géneros mas vistosos y apreciados, por los horticultores y orquidedlogos,

estd el género Lycaste Lindl., en el cual se encuentra la Monja Blanca (Lycaste skinneri

var. alba Dombrain), la Flor Nacional de Guatemala. El género Lycaste estd conformado
por unas 25 especies que se encuentran desde México hasta Sudamérica (Oakeley 1993).
Estas especies son facilmente cultivables y por su variedad de colores estan representadas

en hibridos en la horticultura desde inicios de los 1800’s (Jameson 1826; Hooker 1827;



Lindley 1836; Paxton 1836; Morel 1855; Donnell-Smith 1889, 1903, 1905; Rolfe y Hurst
1909; Schlechter 1918; Ames y Correll 1953; Oakeley 1991c y 1993). Este interés
horticultural hace que las poblaciones naturales estén en grave riesgo de desaparecer por
la colecta desmedida. Ademas, la pérdida de habitat por incendios y cambio del uso de la
tierra por ganaderia y agricultura son otras de sus amenazas. Aunque son plantas perennes,
las plantas productoras de semilla, tardan entre 8 y 10 afos desde la siembra hasta la
floracion (Larson 1992, Zotz 1995, Winkler y Hietz 2001), mientras que los individuos
jovenes toleran estos cambios por pocos afios y pone a las poblaciones en peligro (Oakeley

1991a).

Este género es representado por al menos 11 especies en Guatemala. Mesoamérica
es el centro de radiacion evolutiva de las especies con flores amarillas de la seccion (sect.)
Deciduosae, subseccion (subsect.) Xanthanthae, Fowlie 1970 (Behar y Tinschert 1998; Dix
y Dix 1992; Oakeley 1993). Los hibridos naturales son frecuentes en esta subsect. y los

enjambres de hibridos putativos entre Lycaste cruenta Lindl., L. cochleata Lindl. y L.

suaveolens Summerh. son encontrados en zonas montafiosas a elevaciones entre 800 y
1,800 m s.n.m. Las Lycaste amarillas pueden ser terrestres, litofitas o epifitas, y se
encuentran en hébitats con zonas de traslape interespecifico de rapido cambio ecoldgico y
altitudinal en distancias relativamente cortas (Dix y Dix 1992). Por ejemplo, en la Reserva
de la Biosfera Sierra de las Minas, Zacapa, se pueden subir 1,500 m s.n.m., desde 320 m
s.n.m., recorriendo tan solo 14 km, atravesando al menos 5 zonas de vida y 3 asociaciones
vegetales (Dix ef al. 1998), encontrando una comunidad continua de lycastes en el intervalo
antes mencionado. Este traslape de habitats y la proximidad entre especies, facilita la
hibridacion, ya que este grupo comparte polinizadores y periodos de floracion (Tinschert

1983; Dix y Dix 1992, 2000; Oakeley 1993).

En localidades de poblaciones simpatricas de L. cochleata, L. cruenta y L.

suaveolens, existen individuos que presentan mezclas de las caracteristicas encontradas en
las especies puras. Se cree que L. suaveolens se origind como un hibrido en una zona de
traslape entre otras especies, que divergen en términos de requerimientos ecoldgicos y

climaticos. Las especies padre més probables son L. cochleata y L. cruenta. Observaciones




preliminares (Dix y Dix 1992) sugieren que L. suaveolens esté restringida a un intervalo
altitudinal entre 1,300 y 1,800 m s.n.m. en bosques de pino-encino, sujetos a alta humedad

y neblina al medio dia (Dix y Dix 2000).

Es dificil interpretar la descripcion original de las especies de Lycaste amarillas
(Ames y Correll 1953, Dix y Dix 1992 y 2000, Donnell-Smith 1903 y 1905, Fowlie 1970;
Hamer 1974, 1981, 1983 y 1988; Oakeley 1991b y 1993; Reichenbach f. 1882, Richard
1847, Summerhayes 1931; Anexo A.), al igual que identificar el material seco encontrado
en herbarios (Ames y Correll 1953; Fowlie 1970; Dix y Dix 1992 y 2000; Oakeley 1991b
y 1993; Summerhayes 1931). Por lo mismo, se han desarrollado varias revisiones,
desiguales y enredadas, de las especies presentes en este grupo (Ames y Correll 1953;
Fowlie 1970; Dix y Dix 1992 y 2000; Oakeley 1991b y 1993). Las especies
mesoamericanas de este género estan siendo revisadas para publicacion en la Flora
Mesoamericana (M. A. Dix en preparacion) y el andlisis de este grupo servird como insumo

para el mismo.

B. Fenologia

La definicion de especie se ha visto complicada en afios recientes por dos avances
en la sistematica filogenética. El primero es el uso de genética molecular para la
reconstruccion filogenética y revisiones taxonomicas. Estudios de la variacion a nivel
molecular han revelado discontinuidades genéticas dentro de los taxones que han hecho

que se reconsidere si son una o varias especies (Brown et al. 1996).

La segunda complicacion ha aparecido desde la introduccion de los nuevos
conceptos de especie, evolutiva y filogenética. La especie evolutiva se ha definido como
una especie a cualquier poblacion que haya permanecido aislada lo suficiente de otras
poblaciones como para convertirse en una unidad evolutiva independiente. La especie
filogenética considera como especie a cualquier poblacién con un caracter derivado o

apomorfia (Brown et al. 1996).



Las aplicaciones de estos conceptos de especie han resultado en la separacion de
nuevas especies basadas en sus caracteristicas genéticas distintivas. Estos cambios en la
sistematica tienen el mérito de hacer la definicion de especie consistente con la teoria y
practica de la reconstruccion de las relaciones filogenéticas basadas en datos moleculares,
pero crean problemas practicos a los taxdnomos y cualquier otra persona que se enfrente a
la tarea de tratar de identificar organismos vivos en el campo o sus restos preservados en
fosiles o colecciones de museos. También, hay problemas a niveles mas altos de
clasificacion, porque los sistematicos moleculares estdn usando el concepto de clado,
definido como el grupo de todos los descendientes de un antecesor comun, para redefinir

los grupos taxondmicos tradicionales (Brown et al. 1996).

Los ultimos avances han ayudado a entender mejor la historia de la distribucion de
plantas y animales. Sin embargo, se necesita enfatizar en la necesidad de definiciones de
especie estandarizadas, para que los biogedgrafos y otros cientificos puedan identificar sus
organismos y puedan aplicar los avances en reconstrucciones filogenéticas en sus propios
estudios. Para mientras, los estudios cuantitativos de los intervalos geograficos tendran que

basarse en las clasificaciones taxonémicas y estudios publicados (Brown et al. 1996).

Los cambios en todos los niveles de organizacion ecoldgica en las décadas recientes
son obvios: cambios poblacionales y fenologicos, sesgos en el rango geografico, cambios
en la composicion de especies en comunidades y cambios en la estructura y funcionamiento
de ecosistemas. Aunque no se puede atribuir estas diferencias solamente a los cambios
climaticos, se deben tomar en cuenta tanto para esfuerzos de conservacion in situ como de

reintroduccion (McCarty 2001).

Cambios en la concentracion de CO» atmosférico pueden hacer que se desarrollen
cambios fenoldgicos en plantas, en periodos que van desde dias a semanas. Al correr
simulaciones de incremento de este gas y cambios climaticos asociados hay aumento en la
biomasa vegetal, esto se debe al aparecimiento de nuevos nichos que pueden ser
aprovechados por las plantas (Cramer ef al. 2001). Se han reportado migraciones rapidas

ante el cambio climatico que van de 150 a 500 m/afio en periodos entre 10 y 100 afios.



Cada especie tiene distinta velocidad de adaptacion y presenta diferentes tolerancias a las
variables ambientales. Estos cambios han sido documentados a partir de los datos de polen

de arboles después de la tltima glaciacion (Clark et al. 1998).

Para poder hacer predicciones sobre los posibles cambios fenoldgicos ante el
cambio climatico antropoldgico, se han hecho anélisis de como cambi0 la flora después de
la ultima glaciacion. Los cambios de distribucion, respuesta de especies forestales al clima
del cuaternario, son conspicuos y las extensiones de estas distribuciones son llamadas
migraciones. Estas migraciones, en las plantas, son pasivas y ocurren por la dispersion de
semillas y establecimiento de plantulas en sitios donde antes no se los permitian las
condiciones ambientales. En regiones en las que no hubo glaciaciones severas muchas
especies se mantuvieron en las mismas latitudes, pero cambiaron su intervalo de
distribucion altitudinal, expandiendo o contrayendo el tamafo de su poblacion. La
respuesta dominante fue el cambio de distribucion altitudinal al unirse distintos refugios
sin una direccion Unica, esto es, no solo subieron, sino que también bajaron en elevacion

al cambiar los regimenes de lluvias y humedad (Davis y Shaw 2001).

Las semillas, al dispersarse largas distancias, hacen que poblaciones disjuntas
puedan intercambiar material genético, a este grupo de poblaciones le llamamos
metapoblacion. En términos espaciales, se puede decir que una poblacion esta separada de
otra por varios cientos de metros y la mayoria de las semillas germinara dentro de un radio
de menos de 100m de su progenitora. Por lo que el alcance de una poblacion dentro de una
metapoblacion dependera enteramente de que ocurra una dispersion de larga distancia

(Cain et al. 2000).

Las semillas de orquideas pueden diseminarse por distancias largas por el viento,
durante tormentas o por dispersion secundaria sobre un sustrato. Esto tltimo puede pasar
cuando las semillas se adhieren a las patas, pelo o plumas de los vertebrados. Las distancias
maximas reportadas para semillas son de 1 a 20 km. Y, aunque sabemos que pueden
desplazarse distancias considerables, son pocos los datos que pueden caracterizar esas

distancias de manera precisa (Cain et al. 2000). En estudios de simulacién se ha encontrado



que aun con una proporcion de 0.1% de las semillas que se aleje de su planta madre una
distancia larga (entre 1 y 10 km) puede hacer que la tasa de dispersion se eleve en un orden

de magnitud (Higgins y Richardson 1999).

Esta dispersion puede ser importante para hacer predicciones precisas en la tasa de
invasion bioldgica, asi como su importancia en contexto del cambio climatico. Incrementa
la riqueza de especies en paisajes fragmentados. E influye en la diferenciacion entre
poblaciones, dejando una firma que puede persistir por periodos largos de tiempo (Le Corre
et al. 1997). Al realizar estudios genéticos en varias poblaciones se puede reflejar el
movimiento y el éxito de establecimiento de las semillas, pero no refleja la dispersion total
de las semillas. A pesar de eso al hacer estudios genéticos de herencia extracromosomica,
heredada por la madre en este caso, podemos determinar la poblacién de origen de las

plantas (Cain ef al. 2000).

C. Polinizacion

Para conocer los patrones de entrecruzamiento de estos enjambres de hibridos se
debe conocer el comportamiento de sus polinizadores. Este grupo de especies del género
Lycaste comparte polinizadores, al menos dos especies de abejas del género Euglossa
(Hymenoptera: Apidae: Euglossini), y periodos de floracion (Tinschert 1983; Williams y
Whitten 1983; Dix y Dix 1992, 2000; Oakeley 1993). Este género de abejas puede ser
encontrado en toda Ameérica tropical, en bosques humedos, sabanas y bosques de galeria
localizados entre los 0y los 1,600 m s.n.m., aunque en lugares mas calidos se han reportado

hasta los 2,000m de elevacion.

Sin tratar especificamente de colectar polen, estas abejas de la tribu Euglossini, son
responsables de la polinizacion de especies de las familias Caesalpinaceae, Maranthaceae,
Euphorbiaceae, Araceae, Gesneriaceae, Bignoniaceae, y otras (Armbruster y Webster
1979, Williams y Whitten 1983, de Brito y Régo 2001). En las Orchidaceae, los machos
son polinizadores exclusivos de la tribu Gongoreae, subtribu Stanhopeinae y subtribu

Catasetinae, asi como también muchas de las Zygopetalinae, Lycastinae y Bifrenariae,



incluidos los géneros Dichaea, Lockhartia, Macradenia, Notylia, Trichocentrum,

Trichopilia y Warmingia (Allen 1950, 1954, Ackerman 1981, Dressler 1982). Estas los

atraen con esencias producidas por las flores. Las abejas colectan esos olores por medio de
las almohadillas de olor en los tarsi de sus patas frontales y los almacenan en los bolsillos

de las tibias del tercer par de patas (Bennet 1972, de Brito y Régo 2001)

Entre las observaciones de comportamiento de estas abejas, se ha determinado que
hay dos patrones entre los machos que polinizan orquideas, unos tienen un recorrido
establecido y otros vuelan mas. La mayoria de las abejas macho tienen un recorrido
establecido para visitar plantas en su territorio y en algunos casos se han encontrado abejas
revoloteando en el area donde se han removido especimenes de interés para ellas. El resto
de los individuos tiene patrones de movimiento mas amplios, llegando a recorrer hasta 23
kilémetros (por ejemplo, especies medianas a grande, del género Eufriesea) y hasta 2.5 km
sobre cuerpos de agua para llegar a trampas de olores (Dressler 1968a y b, 1982, Janzen
1971, Williams y Dodson 1972). El periodo de floracion entre especies que son polinizadas

por las abejas euglosinas puede extenderse desde dias hasta meses (Gentry 1974).

El hecho de visitar varias especies indica que estas abejas no discriminan entre
especies parecidas visual y olfativamente (Dafni e Ivri 1979, Dafni 1983, Ackerman 1983,
Williams y Whitten 1983, Armbruster y McCormick 1990). Las plantas que dependen de
este grupo de abejas para su reproduccion tienen estructuras florales que han evolucionado
para colocar su polen en 4reas del cuerpo de las abejas donde no pueden acicalarse

(Dressler 1982).

En orquideas la sefial primaria de la polinizacién es el resultado del contacto fisico
entre el polen y el estigma, que desencadena una evolucion rapida del etileno en el estigma
que precede al desarrollo del tubo polinico. Este mecanismo conlleva a cerrar el estigma.
Al probar falsas polinizaciones, con cuentas de latex en lugar de polinias, no se logro
detonar esta produccion de etileno, ni ninguna de las otras respuestas quimicas y fisicas de

la polinizacion (O’Neill 1997).



Desde hace mucho tiempo, los especialistas en hibridacion de plantas reconocieron
que existen diferencias notables entre los grupos vegetales con respecto a la facilidad para
cruzar especies y a la fertilidad de los hibridos resultantes. En algunos géneros las especies
emparentadas se cruzan con dificultad y, en caso de lograrlo, los hibridos resultantes por
lo general son estériles. Al otro extremo se encuentran grupos vegetales en los cudles el
cruzamiento lejano es posible entre especies, secciones y hasta géneros morfologicamente
diferentes, y los hibridos derivados de tales cruzamientos alejados son fértiles (Grant

1989).

Las orquideas son una familia en la que es posible lograr cruzamientos entre taxones
muy alejados evolutivamente, por ejemplo, Vanda se ha cruzado con éxito con miembros
de otros nueve géneros. El género Ophrys de la region del Mediterraneo contiene varias
especies que pueden cruzarse artificialmente para producir hibridos fértiles. En la
naturaleza, estas especies se encuentran en varias combinaciones simpatricas formando
hibridos. Su aislamiento en la naturaleza se fundamenta principalmente en diferencias
florales que actiian como barreras etoldgicas y mecanicas a la polinizacion interespecifica

por abejas (Stebbins y Ferlan 1956, Dodson y Frymire 1961, Grant 1989).

D. Importancia de la hibridacion natural

La hibridacion natural entre individuos de lineas evolutivas divergentes ha sido
documentada en plantas y animales (Arnold 1994), y este proceso depende de la viabilidad
relativa de los hibridos, comparada con la de las especies padres (Cruzan et al. 1993). La
existencia de un amplio rango de condiciones ambientales y gradientes marcados en la
disponibilidad de agua produce nichos potenciales que no han sido explotados, un

fendmeno tipificado en las sierras guatemaltecas.

Podemos encontrar varias consecuencias de la hibridacion: (1) la hibridacion
introgresiva, movimiento de material genético entre taxones hibridados a través de
retrocruces entre las especies padres y sus hibridos, que promueve una poblacion

fenotipicamente muy variable, pero genéticamente constante; (2) fortalecimiento de las



barreras genéticas interespecificas; (3) los hibridos pueden ser mas viables que las especies
padres, logrando que la descendencia ocupe nuevos habitats o desplace a otras especies
presentes; (4) reduccion del potencial reproductivo de las especies, y/o (5) aparicion de
nuevas especies (Grant 1989; Funk y Brooks 1990; Rieseberg 1991; Arnold 1994; Whitham
et al. 1999).

Los resultados de la hibridacion, benéficos o desfavorables para las comunidades
bioldgicas, tienen un impacto directo en la taxonomia y sistemdtica. Aunque estas
disciplinas han sido consideradas de menor importancia o dificiles, son criticas para la
biologia de la conservacion porque proveen bases fundamentales para las decisiones de
manejo. Desafortunadamente, las metodologias de la taxonomia clésica son, la mayoria de
las veces, inadecuadas para la identificacion precisa de hibridos de primera generacion,
razas introgresivas y especies que provienen de hibridos, asi como para la diferenciacion
entre los mismos. Es mds, atin no esta claro como estas categorias deben ser protegidas
bajo las leyes vigentes (Rieseberg 1991; Endangered Species Act 1995; Whitham et al.
1999).

Aunque no ha sido probado, parece que la diversidad de orquideas epifitas en los
tropicos puede ser resultado de introgresion y a pesar de que parezca una especie pura,
puede tener un acervo genético de bloques de genes de otras especies (Lenz y Wimber
1959). Aun asi, los cambios evolutivos ocurren en poblaciones, no en individuos. El
individuo es efimero, solo la poblacion es continua (Ayala 1976). Por esto, para poder
describir especies se deben analizar las poblaciones, no solo individuos y se deben incluir

analisis morfologicos y moleculares.

1. Analisis morfologico

La mayoria de las caracteristicas morfoldgicas de los hibridos son intermedias entre

las de las especies padres, y pocas son combinaciones de caracteristicas entre los mismos.

Estas caracteristicas intermedias hacen mas dificil distinguir entre los hibridos que estan



en medio de los extremos del grupo y los taxones padres (MacDade 1990). Esto se debe a
que los hibridos, y los individuos resultantes de la introgresion, no son mezclas de igual
proporcion de cada padre. Son un mosaico de los atributos de los padres y pueden tener
también caracteres que no son evidentes en los taxones originales (Rieseberg 1995; Wilson

1992).

El reconocimiento de los hibridos putativos en la naturaleza o en herbarios, el
desarrollo de hipdtesis sobre cudles de los individuos en las poblaciones estudiadas son
padres o hibridos putativos, y las decisiones sobre cudles individuos deben procesarse para
futuros andlisis es necesario para poder realizar estudios adecuados de las evaluaciones y
analisis de la variacién morfologica. Estas hipotesis proveeran una base firme para estudios
posteriores y también crean un punto de partida para comparaciones entre datos
morfologicos y moleculares. Aun asi, el error mas comun en los estudios de hibridacion es
el iniciar los andlisis, sin confirmar antes, que efectivamente hay procesos de hibridacion

actuales y no solo el reflejo de la divergencia historica de las especies (Wilson 1992).

En los primeros analisis de caracteristicas morfologicas para demostrar hibridacion
e introgresion se utilizaron representaciones visuales de datos comparativos y diagramas.
Ejemplo de estos son los diagramas de distancia hibrida de Wells y diagramas pictograficos
esparcidos (pictorial scatter diagrams). Estas técnicas de ordenamiento incluian simbolos
para mostrar la importancia de los caracteres usados (Adams 1982, Wilson 1992). Las
limitaciones de estos procedimientos son la complejidad del manejo de datos para hacer

estudios extensivos y/o de muchos caracteres, porque hacen estos diagramas indescifrables.

Otras metodologias, que sirven para demostrar divergencia y/o hibridacion, son los
indices de hibridos (Goodman 1967), andlisis de componentes principales (Moore y
Buchanan 1985), andlisis canonico (Smouse 1972) y el analisis de conteo de caracteres
(Wilson 1992). Se demuestra la divergencia analizando si un organismo intermediario es
casi igual a uno de los padres putativos para algunas mediciones y casi igual al otro posible
padre en otras. En este caso, hay mas probabilidad de que sea un ancestro intermedio entre

sus descendientes, y no un hibrido intermedio (Goodman 1967; Wilson 1992; Zar 1999).
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El analisis de conteo de caracteres se utilizd en el presente trabajo para confirmar la

hibridacion natural en las poblaciones simpatricas actuales de las Lycaste amarillas.

Con los avances de los programas de analisis estadistico multivariados, en
computadoras personales, se ha facilitado el uso de funciones discriminantes; analisis de
componentes principales, PCA; analisis de coordenadas principales, PCO; y analisis de
variables canonicas, CVA (Adams 1982; Anderson 1949; Dufréne, Gathoye y Tyteca,
1991; Estabrook, Gil-ad y Reznicek 1996; Freudestein y Doyle 1994; Hedrén, Fay y Chase
2001; Kores, Molvray y Darwin 1993; Moore y Buchanan 1985; Smouse 1972; Tyteca y
Dufréne 1993; Wilson 1992). Estos métodos son utiles al analizar introgresion y estructura
de conglomerados de hibridos, pero solo si se ha demostrado que existe hibridacion entre
los grupos en estudio (Albert, D'Antonio y Schierenbeck 1997; Freudestein y Doyle 1994;
Kores, Molvray y Darwin 1993; Theriot y Stormer 1984; Wilson 1992). El PCA es la

metodologia utilizada para este proyecto.

Aun asi, como ha pasado en otros grupos de plantas estudiadas, por ejemplo, los
Iris, lo impredecible de la expresion de caracteres disminuye la utilidad de la morfologia
para identificar procesos de hibridacion por si misma (Rieseberg y Ellstrand 1993). Por eso
los analisis morfologicos deben ser complementados con estudios genéticos (Cox et al.

1998; Peakall ef al. 1997).

2. Analisis genético

Por su importancia en los procesos de especiacion y evolucion, siempre se ha tenido
a la hibridacién como un componente de la investigacion de la sistematica vegetal. Los
avances recientes en la sistemdtica molecular han provisto técnicas poderosas para
discernir la hibridacion. Estas técnicas siguen siendo mejoradas y refinadas, dando acceso
a un namero mayor de marcadores (Aceto et al. 1999a; 1999b; 2000; Arduino et al. 1996,
Case 1994; Cox et al. 1998; Griinanger et al. 1998; Hedrén, Fay y Chase 2001; Olmstead
y Palmer 1994; Palmer 1987). Estos marcadores nos permiten la determinacion de hibridos

primarios y derivados, evaluaciones de los niveles de flujo genético entre especies,
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biogeografia y reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre los taxones hibridados
y sus parientes cercanos (Pellegrino et al. 2001; Rieseberg y Ellstrand 1993; Schlegel et al.
1989).

Estudios recientes, con datos no morfoldgicos, que son de ayuda en la
determinacion de hibridos son: a) el anélisis de metabolitos secundarios, por el uso de los
patrones aditivos en la expresion quimica (Borba, Trigo y Semir 2001; Christenson y
Whitten 1995; Williams y Whitten 1983), y b) perfiles de proteinas y alozimas, que
permiten la determinacion de la distribucion de los productos de loci individuales, sin la
complicacion de los productos intermedios o aditivos (Aceto et al. 2000; Arduino et al.

1996; Hedrén 1996; Rossi et al. 1995; Schlegel et al. 1989; Sun y Wong 2001)

Los patrones aditivos de estas caracteristicas fenotipicas tienden a prevalecer en el
ADN nuclear. Para poder hacer inferencias evolutivas hay que tomar en cuenta tanto
herencia nuclear, de ambos padres (Cox et al. 1997; Pellegrino et al. 2001), como la
herencia que sufre menos recombinacion a través del tiempo (herencia extracromosdmica).
El ADN de los cloroplastos (ADNcp, ver Figura 1), nos muestra herencia de un solo padre
la mayoria de las veces. En el caso de las orquideas esta herencia es materna (Chase y
Palmer 1989; Corriveau y Coleman 1988; MacDade 1990; Palmer et al. 1988; Catalan et
al. 1997; Petit et al. 1997; Schall, Leverich y Rogstad 1991; Wilson 1992).

Ademas, el ADNcp es abundante en las células foliares y es relativamente facil de
extraer (Palmer 1987). Por esto, se han utilizado los segmentos de cloroplasto de los genes
rbeL (“unidad larga de la enzima fotosintética ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa / oxidasa”,
RuBisCO; Cameron et al. 1999; Judd et al. 1999; Kores et al. 1997), matK (“gen de
maturasa K”, antes conocido como “Open Reading Frame K, ORF K”, Judd et al. 1999;
Kores et al. 2001; Ryan et al. 2000; Ryan 2001), ndhF (“subunidad F de la NADP
deshidrogenasa”, Judd et al. 1999; Neyland y Urbastch 1995; 1996a; 1996b), obteniendo
mejor resolucion en orden ascendente y mejorandolos al hacer estos analisis, y uniendo
todos los caracteres obtenidos (Cox et al. 1998; Cozzolino et al. 1998; Kores et al. 2001,
Peakall et al. 1997; Rossi et al. 1992).
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Oncldiim axcaratom

Figura 1. Localizacion de genes en el ADN cloroplasmico de Oncidium excavatum Lindl.
SSC copia tnica y pequefia (Small Single Copy); IR repeticion inversa (Inverted Repeats) y LSC copia Ginica
y larga (Large Single Copy). Los genes en el interior del circulo se transcriben en el sentido de las agujas del
reloj; los del exterior, en contra sentido. La flecha y el sombreado resaltan al gen ndhF en la SSC.
Fuente: modificado de Palmer et al. (1988) para incluir la localizacion del gen ndhF en la SSC.

Paralelamente a la presente investigacion, se efectud una evaluacion filogenética

para los géneros Lycaste y Anguloa, incluyendo andlisis morfoldgico, filogenético
molecular, histologico para determinar la presencia de osmoéforos (células asociadas a la
produccion de olores) en flores, y perfiles de fragancias por especies (Ryan ef al. 2000 y
Ryan 2001). Para el andlisis filogenético se analizaron las secuencias del gen matK
(cloroplastos) y de los I7S1 y 2 (espaciador interno transcrito del ADN de los ribosomas
nucleares), con un nimero total de 55 taxones incluidos. Este andlisis solo incluy6 un
individuo por taxon, normalmente se utilizan pocos individuos ya que son mas importantes
las mutaciones encontradas (Poe 1998). Los cladogramas parciales, para las Lycaste sect.
Xanthanthae, se muestran en la Figura 2 (Ryan et a/. 2000 y Ryan 2001). Sin embargo, no
incluyeron todas las especies presentes en este enjambre y no obtuvieron una buena

resolucion para separar las plantas de Lycaste de flores amarillas.
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A. ITS | B. matK 3 1 Anguloa clowesii
Lycaste aromatica  * 2[96L1 Anguloa ebumea
‘—*Q"“—"1 Lycaste bradeorum * 82] ; 5__ Anguloa clifionii
I Lycaste cruenta  * 4 ———— Lycaste cinnabarina
| 6 —— Lycaste edinensis 5 |
. ‘ 62| 1 [— Lycaste fragrans
- .— Lycaste dowiana * 62 L2 Lycaste dyeriana
‘ 1 Lycaste suaveolens * 6] | S Lycaste locusta
1 [ Lycaste cochleata * 99 1 1 Lycaste campb ellii
58 L6 i
] Lycaste consobrina « 1]65L3_ [ycaste deppei *
- Lycaste cobani  * 6?} 55 2 Lycaste schilleriana
{ 4 Lycaste aromatica *

Figura 2. Detalle de los cladogramas de similitud de Lycaste spp., donde se incluyen especies con flores
amarillas.

A. Cladograma obtenido a partir de los genes /7S de los ribosomas nucleares (n=46 taxones),
B. Cladograma obtenido a partir del gen matK de los cloroplastos (n=22 taxones). Las flechas muestran nodos
que colapsan al usar consenso estricto. Los nimeros superiores es el nimero de sitios informativos en los
fragmentos amplificados. Los ntimeros inferiores muestran el porcentaje de los nodos conservados durante
el andlisis de Bootstrap.
* Denota las especies compartidas con este trabajo.
Fuente: Ryan et al. (2000).

En la Figura 2A encontramos que dentro del grupo de las Lycaste amarillas hay
maximo 18 sitios informativos en los genes /751 y 2 (minimo 18 sustituciones en 660pb).
La base del nodo no presenta una buena resolucion y no se pueden establecer dicotomias
que separen bien a las especies. Puede deberse a que al haber hibridacion dentro del grupo
no se logran separar totalmente. Aun asi, la resolucion puede mejorar al incluir mas
caracteres genéticos al realizar el arbol, esto no se pudo confirmar en el estudio de Ryan et
al. (2000) porque no se logro suficiente diversidad entre los taxones al hacer el analisis de

matK (ver Figura 2B).

Sin embargo, encontramos que L. cochleata difiere por 7 sitios informativos de L.
consobrina Rchb.f, formando un grupo bien resuelto, con un 58% de agrupacion de las
1,000 veces que se realizo el andlisis de Bootstrap. Otro grupo bien resuelto en este

cladograma es el formado por L. cruenta con L. edinensis Hort., otra especie que no ha sido
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encontrada en Guatemala y no fue incluida en el andlisis morfologico (65% de agrupacion
en Bootstrap). Se suponia que L. edinensis era un hibrido natural entre L. aromatica
(Graham ex Hooker) Lindl. x L. macrophylla (Poep. & Endl.) Lindl., pero al agruparla
genéticamente con L. cruenta hace dudar de la fidelidad de la identificacion de los padres
de hibridos naturales a partir de la morfologia unicamente, y le da relevancia al uso

combinado de ambos tipos de analisis.

Segun las secuencias genéticas L. aromatica es una especie con mas diferencias del
grupo de las amarillas. En /7S (Figura 2A), la encontramos basalmente entre las amarillas
y en las secuencias obtenidas de matK (Figura 2B) la encontramos como basal de un grupo,
aunque su posicion no estd confirmada por el andlisis de Bootstrap. Esta es una de las
especies mas faciles de identificar por la forma de su callo y no presenta dificultad para su
descripcion. Esta posicion se debe al tamano de las otras estructuras florales, que es

intermedio.

Al incluir a L. x cobani Oakeley (hibrido descrito, Figura 2A) se esperaba que

presentara la misma conformacion de /7S que uno de sus padres, L. cruenta o L. cochleata.

Estas dos especies estan bien separadas y cada una se encuentra en uno de los dos nodos
bien definidos para este cladograma, esto sugiere que el origen de este hibrido natural no
es ninguna de estas especies, ya que por introgresion presenta la secuencia de otra especie,
posiblemente L. suaveolens. Se necesita trabajar mas con este grupo y los hibridos
naturales descritos. Durante su estudio, Ryan et al. (2000), encontraron que L. macrophylla
subs. xanthocheila Fowlie estd mas alejada de otras subespecies de L. macrophylla, por lo
que sugiere elevarla a nivel se especie. También encontré que L. lasioglossa estd mas
relacionada con L. deppei (Lodd.) Lindl. que con el grupo de las Lycaste amarillas. Es
necesario realiza un analisis detallado para poder compararlas, tanto con las secuencias de

al menos un gen de mayor tasa de evolucion, como con los genes matK y ndhF.

El gen ndhF reside en la region pequeia y unica (Small Single Copy, SSC, ver
localizacion en Figura 1) del genoma cloroplasmico (Hiratsuka ef al. 1989; Kim y Jansen

1995; Neyland y Urbastch 1995, 1996a; 1996b; Palmer et al. 1988). Codifica un péptido
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clororespiratorio (subunidad 5 de la NADPH deshidrogenasa de cloroplastos o NADPH
plastoquinona oxidorreductasa). Este gen en tabaco tiene un largo de 2,133pb (codificando
una proteina de 740 aminodcidos) y en arroz tiene 2,205pb de largo (Catala, Sabater y
Guéra 1997; Clark, Zhang y Wendel 1995; Kim y Jansen 1995; Smith y Atkinson 1998;
Terry et al. 1997). Permite separar grupos taxondmicos cercanos mas facilmente que otras
regiones del ADNcp porque presenta aproximadamente el doble de variabilidad y es 50%
mas largo que el gen rbcL, que ha sido ampliamente utilizado en analisis filogenéticos
(Cameron et al. 1999; Clark, Zhang y Wendel 1995; Hiratsuka et al. 1989; Judd et al. 1999;
Kim y Jansen 1995; Kores ef al. 1997; Olmstead y Reeves 1995; Smith y Atkinson 1998;
Terry, Brown y Olmstead 1997).

En 1996, se realiz6 un muestreo preliminar de material vegetal, y el Dr. Michael L.
Arnold, de la Universidad de Georgia (Athens) hizo un andlisis preliminar utilizando 60
individuos de poblaciones simpatricas de Zacapa y un grupo control de 20 especimenes en
cultivo de Lycaste amarillas, de varias localidades (Cuadro 1). Al analizar estos
especimenes encontr6 diferencias entre los fragmentos amplificados de la region del gen
cloroplasmico ndhF. Este fragmento (haplotipo) en L. cruenta migra en la gel de agarosa
hasta la marca de 1,500 pares de bases (pb) aproximadamente, en L. cochleata migra el

equivalente a un fragmento de entre 200 a 300 pb mas.

Al analizar los organismos de Zacapa, solo se encontrd presente el haplotipo mas
grande, atn en hibridos. Esto sugiere posible introgresion del haplotipo de 1,700pb sobre
el de 1,500pb, este proceso consiste en el traspaso de material genético entre diferentes
especies por medio de hibridacion y retrocruces repetidos, reemplazando asi, al menos
parte del material genético de una de las especies padres. Estos fragmentos fueron
analizados después por el procedimiento de Alu-PCR para detectar diferencias e hibridos
(Benham y Rowe 1992; Dowling et al. 1996), donde la enzima de restriccion Alu I corta
fragmentos dentro de la secuencia del gen ndhF amplificada (Olmstead, Sweere y Wolfe
1993). No se encontraron diferencias entre los fragmentos de ADNcp digeridos, por lo que
no se extendieron dichos analisis (Arnold com. pers. 1997). Aun asi, las diferencias

encontradas en los productos de la PCR sirven para hacer inferencias sobre los procesos de
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hibridacion e introgresion en estas poblaciones. En el presente trabajo se analizaran los

haplotipos del gen ndhF en el género Lycaste sect. Xanthanthae.

Cuadro 1. Posible haplotipo del gen ndhF para Lycastes amarillas y su distribucion por localidad en el
estudio preliminar.

Haplotipo gen ndhF (pb)

Especie Localidad 1500 17700 Total

L. cochleata Chiquimula (Cq) + 6
Izabal (1z) + 1

L. cruenta Baja Verapaz (BV) + 2
Cq + 2

Zacapa (Za) + 3

L. suaveolens BV + 1
Cq + 1

Za + 8

L. sulfurea BV + 1
Hibrido Za + 1
Especie desconocida’ Za + 47
TOTAL 7 66 73

' Plantas que no han producido flores, a la fecha, para poder identificarlas, pero se utilizo material foliar

para el analisis.
Fuente: Michael L. Arnold (1996)

E. Biogeografia

El intervalo de distribucion de una especie es la unidad bésica de la biogeografia y
esta depende de como se caracterizan a estos intervalos y a la misma especie. Los esfuerzos
para hacer biogeografia comparativa, y en especial cuantitativa, se complican por los
problemas en definir y mapear intervalos geograficos de distribucion. Al igual que los
esfuerzos por distinguir y clasificar especies, los esfuerzos para caracterizar los intervalos
geograficos de especies necesariamente involucran reducir un fenémeno complejo a una
abstraccion muy simplista. Las unidades reales de los intervalos de distribucion son los
patrones espaciales y temporales en los que los individuos se dispersan sobre la tierra.
Cualquier mapa u otra caracterizacion de los intervalos de distribucion de especies es una

simplificacion de esas distribuciones complejas (Brown et al. 1996).
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Desde la ultima glaciacion (Figuras 3 y 4) los bosques montanos mantienen su
misma distribucion (Piperno y Pearsall 1998), pero los bosques aledafios, al menos en
Centroamérica, presentan temperaturas mas bajas que permitieron a especies como las

Lycaste amarillas ampliar su area de dispersion hasta los 1850 m s.n.m.

Lake
Chichancanab
Lakes
Quexil |
+ Salpeten

20 l, 2

Gatun
Basin

EL Valle”

10°

Monte |
Oscuro

0 1900 km
L L L L I

- S -
Figura 3. Reconstruccion de la distribucion de bosques y nivel del mar en Centroamérica durante la Gltima
glaciacion, entre 20,000 y cerca de 10.500 afios antes del presente.
1. Bosques hiimedos continuos; con arboles bajos.
2. Bosques maés secos que en la actualidad; 4. Sabana;
3. Bosques espinosos, matorrales y sabanas 5. Bosque montano.
Fuente: modificado de Piperno y Pearsall 1998

Figura 4. Bosques montanos actuales.

4. Bosques de pino encino y sabana;
5. Bosque espinoso, praderas, desierto;
6. Matorrales con cactus y desiertos;

1. Bosques siempre verdes tropicales;

2. Bosques semi siempre verdes;

3. Bosques tropicales deciduos;

El color negro denota los bosques montanos.
Fuente: modificado de Piperno y Pearsall 1998

18



En Standley y Steyermark (1945) y Steyermark (1950), encontramos una definicion
mas fina de las asociaciones vegetales en Guatemala (Figura 5). Donde encontramos que
en el intervalo altitudinal en el que encontramos las lycastes amarillas (200 y 1850 m s. n.
m.) hay poblaciones en las planicies boscosas (del Pacifico y de Petén), la bocacosta del
Pacifico, bosques de coniferas, bosques lluviosos del Atlantico, y bosques himedos de Alta

Verapaz.

7] rusricies e petén -
Pantanos de mangle 90730 YUCATAN
Bosgues Iuviosos del Atlantico | i | i
Sabanss bapss LS t

]
o |
L | Bosques de las planicies del Pacifico
[RLS |
|
i

BELICE

Boszgues de coniferas

"a"s" Elosoues de templados v frios de tierras altas

[ X 10
[ — = ]
Kilometros

Figura 5. Distribucion actual de la vegetacion en Guatemala.
Fuente: modificado de Standley y Steyermark 1945 y Steyermark 1950.
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Se ha trabajado en una definicibon comin para los bosques de paises
centroamericanos desarrollando el mapa de ecorregiones (Dinerstein et al. 1995). La Figura
6 denota que las areas de interés para las lycastes amarillas son los bosques secos, de
coniferas y humedos de latifoliadas. Esta definicion de bosques, aunque resuelve el
problema de definiciones en comun entre paises, es menos especifico para diferencias a

nivel local.

México

“Mar de’las
Antillas

Honduras

Océano Pacifico

El Salvador
0 50 100km g s Leyenda
UQEJ [ Limites departamentales
Tipos de habitats s B Lagos
Il Bosques hiimedos de latifoliadas tropicales v subtropicales Desiertos y matorrales xéricas
I Bosques secos tropicales y subtropicales I Manglares

Il Bosques de coniferas tropicales y subtropicales

Figura 6. Ecorregiones en Guatemala
Fuente: Dinerstein et al. 1995.
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F. Justificacion

Este trabajo representa el primer estudio detallado en Guatemala sobre hibridacion
en poblaciones naturales de orquideas del género Lycaste. Las técnicas utilizadas son ttiles
para averiguar el flujo genético y relaciones entre las especies, asi como la diversidad

intraespecifica.

Las mediciones morfoldgicas permitirdn comparar informacion historica con la que
se ha obtenido recientemente. Ademas, estos datos seran de utilidad para personas, no

cientificas, que estan interesadas en la identificacion correcta de plantas en cultivo.

Las técnicas moleculares propuestas no son destructivas y no implican la colecta de
las plantas encontradas en el campo. Es importante recopilar esta informacion para usarla
en estudios filogenéticos y de andlisis de germoplasma. Este estudio ademés de ser
novedoso en Guatemala es una oportunidad para desarrollar capacidad local para futura

investigacion en esta area.

Esta investigacion contribuye a clarificar los problemas de identificacion que

conlleva la presencia de conglomerados de hibridos en poblaciones de Lycaste cruenta, L.

suaveolens y L. cochleata. Los resultados ayudaran a planear un proyecto intensivo sobre

la evolucion del género Lycaste en Mesoamérica y a localizar zonas de bosques, entre 800

y 1,800 m s.n.m., con alta diversidad genética de L. cochleata, L. cruenta y L. suaveolens,

que necesiten ser protegidas. Ademas, contribuira a entender las interacciones genéticas y
procesos evolutivos en poblaciones naturales de especies del género Lycaste, que justifican

la proteccion de bosques altamente amenazados por uso humano.
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G. Objetivos

1. Objetivo general

Evaluar la variacion morfolégica y genética de Lycaste cochleata, L. cruenta, L.

suaveolens y sus hibridos naturales en Guatemala.

2. Objetivos especificos

a. Muestreo
Determinar el estado actual de poblaciones de L. cochleata, L. cruenta y L.

suaveolens reportadas en la literatura y localidades potenciales.

b. Polinizacion

Determinar el traslape entre periodos de floracion para L. cochleata, L. cruentay L.

suaveolens y sus posibles hibridos naturales, para establecer posibles barreras precigoticas.

c. Analisis morfolégico
Identificar los caracteres mds importantes para la diferenciacion de L. cochleata, L.
cruenta y L. suaveolens y que puedan ayudar a determinar los posibles padres de hibridos

naturales.

d. Analisis genético
Determinar los haplotipos presentes en cada localidad, para fragmentos del gen

cloroplasmico ndhF en Lycaste.

e. Analisis biogeografico
Determinar las zonas de mayor diversidad genética y morfologica para L. cochleata,

L. cruenta, L. suaveolens y sus hibridos.
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II. METODOLOGIA

A. Muestreo

Las localidades reportadas en la literatura pueden ser poco informativas, ej. Lycaste

cruenta, como Maxillaria cruenta, en Guatemala (Lindley 1842), por lo que se buscaron las

localidades historicas, georreferenciables, reportadas en la literatura para aumentar la
posibilidad de encontrar poblaciones de interés (Ames y Correll 1953; Fowlie 1970;
Tinschert 1983; Dix y Dix 1992, 2000).

Se buscaron poblaciones de Lycaste en los departamentos de Chiquimula [L.C.
Castellanos, M.L. Maldonado (MLM) y L. Quevedo en 1997, y otra por M.W. Dix (MWD)
y MLM en 1998], Huehuetenango [N. Cabrera (NC), MWD. y MLM en 1998], dos
localidades en Izabal (MWD en 1996, y MWD y MLM en 1998), Jutiapa (MWD, R. Dix
y MLM en 1997), Suchitepéquez [E. Castellanos, A.M. Dix, M.A. Dix (MAD), MWD, J.
Hazard y MLM en 1999] y dos localidades en Zacapa (M.L. Arnold, MAD., MWD y
MLM en 1996; MWD, MLM, M.E. Méndez, M. Palmieri en 1997 y otra por R. Blanco,
NC y MWD en 1998). Ver el Anexo D. para mas informacion de las localidades. Las
poblaciones se visitaron a lo largo de todo el afo y se les dio mayor importancia a las
plantas en flor. Las fechas de floracion para las plantas en el campo fueron determinadas
para corroborar las observaciones sobre barreras para la fecundacion interespecifica en Dix

y Dix (1992).

Se utilizaron plantas encontradas desde el suelo hasta 4 m sobre el tronco de los
arboles, porque no era posible llegar mas alto sin equipo de escalada. En cada poblacion se
marcé la mayor cantidad de individuos encontrados, para poder localizarlos nuevamente,

ya que no todos florecen al mismo tiempo y se necesita la flor para identificarlos
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tentativamente. Las etiquetas fueron lacradas en plastico (Dymo©) color negro, y se
amarraron a las plantas con alambre de cobre con cubierta de plastico obscuro (negro o
café), para no llamar la atencion sobre la planta o la etiqueta. El codigo utilizado consistia
en “G”, por ser trabajo en conjunto de la Universidad del Valle de Guatemala con la
Universidad de Georgia en Athens, y un nimero correlativo a partir de uno (GI1 en

adelante).

Se rescataron algunas plantas de zonas de pastoreo intensivo y lugares donde el
bosque habia sido talado para cambio de uso de la tierra o para extraccion de madera. Estas
plantas estaban en malas condiciones y podian ser comidas por el ganado o desecadas por
el sol. Las plantas recolectadas fueron depositadas en el invernadero del Departamento de

Biologia de la Universidad del Valle de Guatemala.

B. Polinizacion

Se realizaron cruces intra- e interespecificos (ver Cuadro 2) para confirmar si
existian barreras precigoticas entre las especies mds encontradas, en individuos

depositados en los invernaderos de UVG: L. cruenta, L. suaveolens y L. cochleata. Se

utilizaron al menos 15 flores para cada uno de los cruces. Ademas, se realizaron dos formas
de autopolinizacidn, con polinias provenientes de la misma flor y con polinias de otra flor
de la misma planta. Primero se retir6 la cubierta de la antera y se tomaron las cuatro (4)
polinias que produce cada flor. Para polinizarlas, se colocaron dos (2) polinias, con un
palillo de madera, de punta redonda, nuevo, en el estigma de la columna. Para evitar posible
contagio de virus, cada palillo fue utilizado solamente una vez y solo se usaron las polinias

de plantas que no presentaban sintomas de enfermedades.
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Cuadro 2. Cruces realizados entre las flores de Lycaste de la sect. Deciduosae, subsect. Xanthanthae, en
invernaderos de la UVG.

Madre (Columna) Padre (Polinias) Madre (Columna)  Padre (Polinias)

L. cruenta L. cruenta
L. cochleata L. cochleata

L. cruenta L. suaveolens
L. suaveolens L. suaveolens
Hibrido Hibrido
L. cruenta L. cruenta

L. cochleata L. cochleata Hibrido L. cochleata

= L. suaveolens L. suaveolens

Hibrido Hibrido

Fuente: Elaboracion propia.

Los datos consignados son nombres de ambos padres, fecha de floracion de la flor
donante de polinios (padre) y de la que formara la capsula (madre), fecha de polinizacion
(Rolfe y Hurst 1909) y largo y ancho de la columna antes de recolectar la capsula (9 meses
después de la fecundacion). Se tomaron los largos de las columnas de las flores utilizadas
durante los experimentos de polinizacion y se compararon entre madres y padres por medio

de pruebas de t pareada.

Se cubrieron las flores con gasa, amarrada con hilo alrededor del segmento del
escapo mas cercano al ovario, para evitar que posibles polinizadores (e.g. Euglossa spp.,
Dix y Dix 1992) colocaran otras polinias en el estigma antes de que se formara una
callosidad en la entrada a éste (ver Figura 7). La gasa era retirada méaximo tres dias después
de la polinizacion para evitar que la flor se pudriera, pero dandole suficiente tiempo para

cerrar el estigma.

Para marcar las flores polinizadas se coloc6 al menos un pedazo de alambre de color
y se usaron hasta dos alambres, dependiendo del estado desarrollo de las flores y cépsulas
de la temporada de floracion anterior (flores de hasta un afio atras). Se dejaron desarrollar
maximo cinco capsulas por planta por afio, para evitar debilitar y/o matar a la planta. Al
iniciar a polinizar un nuevo grupo de flores se retiraron los alambres de las polinizaciones
anteriores que no produjeron capsula, teniendo en cuenta no repetir patrones de colores en

las plantas.
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Figura 7. Callosidad que cierra el estigma en Lycaste después de su polinizacion.
A. Dos flores de L. cochleata, una con columna polinizada y una que no ha sido polinizada, ambas sin cubierta
de la antera ni polinias; B. Columna polinizada en L. cochleata, iniciando a ensancharse C. Flor de L.
suaveolens polinizada naturalmente, con la cobertura de la antera en su sitio. Las flechas sefialan el estigma
cerrado y la columna ensanchada. D. Capsulas de polinizacion artificial en L. suaveolens., la flecha sefiala la
codificacion de alambre, en el recuadro se nota la etiqueta G197.
Fuente: Elaboracion propia.

Una polinizacién fue catalogada como exitosa, si la flor polinizada, después de uno
a tres dias, habia cerrado su estigma con un cuerpo calloso (Figuras 7A y B) y empezaba a
engrosar el ovario y se formaba una capsula. Las capsulas se retiraron 9 meses después de
la polinizacion para poder medir su ancho y largo antes de que se abrieran. Estos datos se
correlacionaron y se compar6 el nimero de las fecundaciones exitosas con el de las que no

produjeron capsula por medio de y>.
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Los grados de libertad para esta prueba se calculan a partir del nimero de categorias
evaluadas y el nlimero de restricciones impuestas sobre la comparacion dada (Daniel 1992).
En este caso se estan haciendo tres restricciones; al forzar que la suma de las frecuencias
esperadas sea igual a la de las frecuencias observadas y al no incluir los valores de la media

y desviacion estandar en la Ho. Se evaltan las siguientes hipotesis:

Ho: El porcentaje de éxito de la polinizacion no depende de la especie receptora de polen
(P<0.05).
Ha: El porcentaje de éxito de la polinizacion depende de la especie receptora de polen

(P>0.05).

C. Analisis morfoldgico

Se usaron 283 flores de 206 plantas. Estas incluyen flores de plantas de las
poblaciones estudiadas, plantas en cultivo y las almacenadas en liquido (75% Etanol, 20%
agua destilada y 5% glicerina, o FAAG), desde 1975 a la fecha. Todas estas flores estan
depositadas en la coleccion de Orquideas, del Departamento de Biologia de UVG (Anexo
C.). No se utilizaron flores prensadas en herbario porque, atin después de volverlas a
hidratar, la mayoria de las caracteristicas del labelo no llegaban a su tamafio original. Se
midieron 33 caracteristicas continuas (ver Cuadro 3 y Figura 8), con una regla milimétrica
flexible, y 17 discontinuas (ver Cuadro 4, Figuras 9 a la 15), todas con la ayuda de un
estereomicroscopio. Antes de medirlas todas con una regla, se confirm6 que no habia

diferencia con la medicion realizada con un “pie de rey” (vernier).

Las especies analizadas son: L. cochleata, L. cruenta, L. suaveolens, L. sulfurea

(sensu Hamer 1988, non Rchb.f.) y sus hibridos putativos. Como grupo de especies
hermanas se usaron al menos 2 flores de L. aromatica (Graham ex Hooker) Lindl
(México), L. consobrina Rchb.f. (México), L. bradeorum Schltr. (Costa Rica), L. deppei
(Lodd.) Lindl. y L. lasioglossa Rchb.f.; todas de la sect. Deciduosae, subsect. Xanthanthae.

También se examinaron flores de otras especies de la sect. Macrophyllae, que estan en
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Guatemala: L. dowiana Endres & Rchb.f., L. macrophylla subs. xanthocheila Fowlie y L.

skinneri (Bateman ex Lindl.) Lindl.

Cuadro 3. Datos continuos medidos (en mm) en flores de varias especies de Lycaste.
Ver lugar y forma de las mediciones en la Fig. 3.

Caracteres

Largo y ancho de:
Base de la flor
Labelo
Columna
Callo del labelo
Lébulos laterales del labelo
Lébulo medio del labelo
Sépalos laterales
Sépalo dorsal
Pétalo
Largo de:
Ovario
Bractea floral
Primer segmento del escapo a partir del ovario
Ancho del istmo del 16bulo medio del labelo
Proporciones entre datos continuos
Ancho con respecto a largo de:
Base de la flor
Labelo
Columna
Callo del labelo
Lébulos laterales del labelo
Loébulo medio del labelo
Sépalos laterales
Sépalo dorsal
Pétalo
Largo del ovario en proporcion al largo de la bractea floral

Ancho del callo con respecto al ancho del istmo del 16bulo medio del labelo

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8. Partes de la flor y posicion de los lugares de medicion de caracteres en Lycaste cochleata.
A. vista frontal de la flor, desarmada y aplanada fresca; B. vista lateral de la columna sin cubierta de la antera;
C. vista frontal de la columna. SD sépalo dorsal, SL sépalos laterales, P pétalos, L labelo, LL 16bulos laterales
del labelo, Is istmo del 16bulo medio del labelo, Ca callo del labelo, C columna, O ovario, BF bractea floral,
E Primer segmento del escapo a partir del ovario. Para todas las caracteristicas: 1 y lineas continuas se refieren
al largo, a y lineas punteadas al ancho.
Fuente: Elaboracion propia.

No se consider6 ninguin ordenamiento para los caracteres discontinuos multiestado,
excepto para la forma de los 16bulos laterales que se tomaron en orden creciente en relacion
con el largo de estos a partir del nacimiento del 16bulo medio (ver Figuras 10 y 14). Para
la clasificacion de largo y densidad de tricomas en las partes florales se utilizd la

descripcion encontrada en el caracter 5 en Cuadro 4 (ver también Figura 12). Se tomaron
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como tricomas cortos los de 1 mm de largo o menos, y como largos los de mas de 1 mm

de largo. Los términos se definen en el glosario (ver Anexo E.).

Cuadro 4. Caracteres (datos discontinuos) analizados, y sus respectivas series de notacion transformada,
utilizados en el analisis morfoldgico de flores de Lycaste spp.

Caracteres

Series de transformacion

1. Abertura del labelo
0 a5 (ver Fig. 7)

Caracteres

Series de transformacion

8. Tricomas en el callo

0 a 6 (ver descripcion en serie 5)

2. Forma del labelo, vista ventral
0 a5 (ver Fig. 8)

9. Lobulos laterales del labelo, vista lateral
0 a 6 (ver Fig. 12)

3. Mentén del labelo (ver Fig. 9)
Ausente
Presente

4. Ancho relativo de la indentacion de la base
del labelo (ver Fig. 9)

10. Lobulos laterales del labelo, vista ventral
0 No sobresalientes
1 Sobresalientes

2 Sobresalientes y se traslapan con el 16bulo
medio

0 Ausente 11. Forma del apice del 16bulo medio del labelo
1 Un Cuarto 0 Indentado
2 Mitad 1 Redondeado
3 Entero 2 Agudo
5. Tricomas en la superficie interna del labelo 12. Forma de la columna
(ver Fig. 10) 0 Recta
0 Glabro 1 Ligeramente curvada
1 Glabrato 2 Curvada

2 Puberulento
3 Tomentoso

4 Piloso

5 Velutinoso

6 Lanado

6. Callo, vista frontal (ver Fig. 11)
0 Plano
1 Ligeramente curvado
2 Forma de "U"
3 Forma de "V"

7. Apice del callo (ver Fig. 11)
0 Bifido
1 Cuadrado
2 Redondeado
3 Puntiagudo
4 Agudo

Fuente: Elaboracion propia.
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13. Tricomas en parte distal de la columna
0 a 6 (ver descripcion en serie 5)

14. Tricomas en parte media de la columna
0 a 6 (ver descripcion en serie 5)

15. Tricomas en la base de la columna
0 a 6 (ver descripcion en serie 5)

16. Posicion de los sépalos en relacion con la
forma de la flor
0 a3 (ver Fig. 13)

17. Traslape de los pétalos atras de la columna
No
Si




Figura 9. Formas de apertura del labelo visto desde el frente de la flor en especies de Lycaste.
A. Abertura del labelo en L. cruenta (caracter 3, el recuadro rodea el caracter observado en las flores de
Lycaste.), B. Posibles formas del caracter de 0 al 5.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 10. Forma de la base del labelo hasta el inicio de los 16bulos medio y laterales en especies de
Lycaste.
A. Base del labelo en vista inferior de flor de L. suaveolens (caracter 2, el recuadro rodea el caracter
observado en las flores de Lycaste.), B. Posibles formas del caracter de 0 al 5.
Fuente: Elaboracion propia.



Figura 11. Formas del menton y de la indentacion del labelo en especies de Lycaste.
A sin menton L. macrophylla subs. xanthocheila, B a 1a E con ment6n; B sin indentacion, L. consobrina; C

con indentacion en una cuarta parte, L. cochleata; D con indentacion que cubre la mitad, L. sulfurea, y E con
indentacion a todo lo ancho de la base, L. cruenta. Las lineas blancas equivalen a 2mm.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 12. Posibles formas de los tricomas en las partes florales de Lycaste spp.
A a D en la Columna. E a G en el Labelo y el callo. A Base glabra y partes proximal y distal lanadas en L.
cruenta; B Base glabra, parte proximal puberulenta y parte distal tomentosa en L. cochleata; C Parte distal
puberulenta en L. bradeorum; D Parte distal glabrata en L. cochleata; E Superficie glabrata en labelo de L.
cruenta; F superficie velutinosa en el labelo y glabra en el callo, L. bradeorum; G superficie pilosa en el
labelo y glabra en el callo, L. cruenta. Las lineas blancas equivalen a 2mm.
Fuente: Elaboracion propia.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 13. Forma de la vista frontal y apice del

callo en Lycaste spp.
A vista frontal (VF) forma 1 y apice (Ap) redondo

en L. macrophylla;

B VF 0y Ap cuadrado, L. cruenta;

C VF 2 y Ap redondo, L. cochleata;

D VF 3 y Ap bifido, L. suaveolens;

E VF 4 y Ap puntiagudo, L. consobrina;
F VF 3 y Ap acusado, L. cochleata, y

G VF 1 y Ap bifido, L. sulfurea.

Las lineas blancas equivalen a 2 mm.



Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14. Posibles formas de los 16bulos
laterales del labelo en vista lateral de flores de
Lycaste spp.
A (0) en L. cruenta;
B (1) en L. macrophylla;
C (2) en L. sulfurea;
D (3) en L. suaveolens;
E (4) en L. aromatica,
F (5) en L. cochleata y
G (6) en un hibrido.
Las lineas blancas equivalen a 2 mm.



2 z ; z 3 ; i
Figura 15. Posible posicion de los sépalos en relacion con el resto de la flor en Lycaste spp.

A. Posicion de los sépalos en Lycaste suaveolens (caracter 0); B. Posibles estados de caracter, van de 0 a 3.
Fuente: Elaboracion propia.

Para el diagnostico estadistico de la morfologia se ingresaron los datos observados
en una matriz rectangular en Microsoft Office Excel© 97, el cual es compatible con el resto
de los programas a utilizar. La interpretacion de todos los datos combinados se basa en
analisis multivariado (Molina Cano 1977). Con SYSTAT 8.0 (SPSS 1998) se realizaron
los andlisis discriminante y de componentes principales para sefalar diferencias
morfoldgicas intra- e interespecificas del grupo interno. Se inicid el andlisis entre los
supuestos individuos puros para confirmar si habia traslape entre sus caracteristicas y
confirmar su identificacion. Después se agregaron los hibridos naturales para que sus

caracteristicas intermedias no interfirieran con la identificacion de las especies.

El analisis discriminante es particularmente informativo porque los individuos mal
identificados a priori, pueden ser reconocidos y asignados a la especie a la que pertenecen
(Rojas, Barriga y Figueroa 2000). Después de confirmar la identidad de los individuos

medidos se procedid a reportar y comparar las medias y respectivas desviaciones estandar,
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de cada caracter continuo, medido por medio de la t de Student para parejas de especies,

evaluando:

Ho: Las medias para cada caréacter son iguales entre especies.

Ha.: Existe diferencia entre las medias de cada caracter para las parejas de especies.

Para las caracteristicas discontinuas se report6 la moda de cada carécter para cada
especie, utilizandola descriptivamente para determinar los mas utiles para identificacion de
las especies y crear una clave de identificacion funcional para cientificos y publico en

general.

El analisis de componentes principales agrupa varios caracteres relacionandolos en
factores, y muestra graficamente como cada uno de los factores encontrados, contribuye a
separar grupos (Rojas, Barriga y Figueroa 2000). Estos métodos son utiles al analizar
introgresion y estructura de conglomerados de hibridos, solo si se ha demostrado que existe
hibridacién entre los grupos en estudio (Albert, D'Antonio y Schierenbeck 1997;
Freudestein y Doyle 1994; Theriot y Stormer 1984; Wilson 1992).

Se determind la presencia de hibridos en las comunidades de Lycaste spp.,
basandose en el procedimiento de conteo de caracteres (Wilson 1992). Este procedimiento
se realizo, para cada poblacion simpatrica en la que se realizaron colectas, de la manera

siguiente:

Los individuos se colocaron en grupos, dos taxones parentales putativos y otro
como posible hibrido, todos de la misma comunidad. En este caso, para facilitar la
comparacion, solo se tomaron en cuenta los datos cuantitativos cuyas medias eran
estadisticamente diferentes entre ambas especies padres (t de Student pareada, P < 0.001).
Estos datos se presentaron como medias y su respectiva desviacion estandar para cada

comunidad.
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Se determino si la media de cada caracter de los hibridos es intermedia o no entre
las medias de los posibles parentales. Se contaron los caracteres intermedios y también los
que no. Se juzga con una Prueba de Signos (Sign Test, en inglés) de una cola, de caracteres
intermedios vs. no intermedios (Wilson 1992; Zar 1999). Las hipoétesis estadisticas por

evaluar son:

Ho: No existe divergencia entre las especies evaluadas (P < 0.05). Esto quiere decir que
hay un grupo intermedio o hibrido.
Ha: Existe divergencia entre las especies evaluadas (P > 0.05). Esto quiere decir, que son

especies separadas y no hay hibridos entre ellas.

D.  Analisis genético

Este andlisis fue realizado para 100 plantas en total, que incluye individuos de L.

cochleata, L. cruenta, L. suaveolens, L. sulfurea y sus hibridos. Para el analisis del ADN

cloroplasmico (ADNcp) se cortaron dos pedazos de aproximadamente 9cm? (= 3cm x 3cm)
de hojas, jovenes y sanas, por planta, con una hoja de afeitar de un solo filo. Para evitar
contagio de virus se esterilizaron las hojas de afeitar calentandolas al rojo vivo en un
mechero de alcohol antes de usarlas en cada planta. Las muestras se empacaron en papel
tist (Kimwipes™) y papel aluminio, dentro de cajas plasticas con silica gel con indicador

de humedad y se almacenaron a -20°C.

Los procedimientos detallados de extraccion, cuantificacion y amplificacion de
ADN estan en el Anexo B. Se extrajo ADN del material vegetal con la metodologia de
Edwards, Johnstone y Thompson (1991) y también con una modificacion de Doyle y Doyle
(1990). Se compararon las concentraciones de ADN total (nug/ml) obtenido por métodos de

fluorimetria.

Luego se amplificé una porcion del gen ndhF por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando los cebadores +607 reverso (Reverse), y 1201 anverso

(Forward), de la Universidad de Georgia en Athens (P7 y P4 respectivamente, segun
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Neyland y Urbastch 1995, secuencias completas estan en el Anexo B.). Estos cebadores
estan disefiados para iniciar la amplificacion de la hebra de ADNcp a partir del par de bases
1201 del gen ndhF hasta aproximadamente el par de bases 607 del gen colindante (Open
Reading Frame, ORF 350), mostrados en la Figura 16.

ndhF 1201> ORF350

5 3 <+607

400pb

Figura 16. Localizacion aproximada de los cebadores usados para la caracterizacion del gen ndhF,
utilizado para el analisis de especies de Lycaste.
Fuente: Neyland y Urbatsch (1995).

Los fragmentos de ADNcp amplificado (haplotipos) se separaron por electroforesis
en gel de agarosa al 1%, tefiidos posteriormente con bromuro de etidio. Se visualizaron las
bandas con luz ultravioleta en un transiluminador, fotografiando el gel para su

interpretacion posterior.

Se tomaron los haplotipos identificados y se relacionaron con los individuos
identificados morfoldgicamente y sus localidades de origen. Se busc6 una correlacion entre
caracteres morfologicos y los diferentes haplotipos para encontrar la posible especie que
dio origen a las poblaciones simpatricas visitadas y poder identificar la especie madre de

los individuos de identificacion problematica.

E. Cladograma

Se realizd un cladograma, el cual incluye datos morfologicos continuos y
discontinuos, para poder hacer inferencias filogenéticas con ayuda de los datos genotipicos
(Molina Cano 1977; Dominguez et al. 1998). El cladograma analiza las caracteristicas

medidas de Lycaste cochleata, L. cruenta, L. suaveolens y L. sulfurea (grupo interno de

fenotipos encontrados mas abundantemente en las poblaciones analizadas), ademas de L.

aromatica (México), L. bradeorum (de Guatemala y Costa Rica), L. consobrina (de
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Guatemala y México), L. deppei, L. lasioglossa (sect. Deciduosae, subsect. Xanthanthae)

como especies hermanas, y L. dowiana, L. macrophylla subs. xanthocheila y L. skinneri

(sect. Macrophyllae, encontradas en Guatemala) como grupo externo.

F.  Analisis geografico de distribucion de las especies

Se referenciaron en un mapa los sitios de muestreo y los haplotipos conocidos del
gen ndhF de las especies de Lycaste amarillas y se asociaron las caracteristicas
morfoldgicas agrupadas segin localidad de origen. Esto sirvid para correlacionar estos
caracteres con su identificacion taxondmica y posible lugar de origen, o dispersion en el

pais.
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III. RESULTADOS

A. Muestreo

Las especies mas abundantes encontradas durante los muestreos, en orden

decreciente son: L. suaveolens, hibridos naturales, L. cruenta y L. cochleata. Las menos

abundantes son L. consobrina y L. bradeorum y L. skinneri. Las especies encontradas en

una sola localidad en este estudio son L. bradeorum, L. consobrina, L. deppei y L. sulfurea

(Cuadro 95).

No todas las plantas en cultivo de las poblaciones visitadas durante este estudio
produjeron flores y hojas en este periodo, asi que se incluyeron flores de plantas en cultivo
de poblaciones de Escuintla, Santa Rosa, Solola (las tres poblaciones alopatricas para L.
cruenta), [zabal (poblacion alopatrica para L. cochleata), Petén, Zacapa, y las Verapaces
(poblaciones simpatricas), ademas de plantas compradas en la ciudad, cuya localidad de

origen es desconocida, asi como material vegetal para andlisis genético de las mismas.

Se encontraron poblaciones alopatricas de L. cochleata (Izabal, 1996 por M. W.
Dix) y de L. cruenta (Suchitepéquez, 1999, e Izabal, 1998), todas las demas poblaciones
son simpatricas con otras especies de Lycaste. En Izabal se encontraron solo 8 individuos
de L. cochleata (1996) y 13 de L. cruenta (1998) en poblaciones alopatricas. En la

poblacion de Suchitepéquez encontramos 40 individuos de L. cruenta.

Las demés poblaciones visitadas de Lycaste amarillas son simpatricas con otras
especies de lycastes. Las poblaciones de Zacapa (130 individuos numerados, pero solo 63
identificados por flores entre 1997 y 2001) incluyen las tres especies en estudio y sus

posibles hibridos. La comunidad de Huehuetenango (20 individuos numerados, solo 15
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florearon), tiene individuos de L. deppei y L. cruenta. En Jutiapa (52 individuos

numerados, 16 identificados) se encuentran L. cruenta, L. sulfurea, L. suaveolens e hibridos

naturales; en anteriores viajes de campo a la misma localidad solo se habia reportado la
presencia de L. cruenta (cuadernos de colecta D&D en la coleccion de orquideas,
Departamento de Biologia, UVG). La poblacion de Chiquimula (11 individuos encontrados

e identificados) incluye a L. cochleata, L. suaveolens, e hibridos. Los datos de las plantas

identificadas, provenientes de poblaciones simpatricas se resumen en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Distribucion de especies en poblaciones simpatricas de Lycaste.

Departamentos !

) Individuos encontrados (% de la poblacion) i:(fitf?:lﬂf)s
Especie Muestreos entre 1997 y 1999 Muestreos anteriores (% de
Za Ju Cq 122 Hu | Pe AV Bv  individuos)

Hibridos 15(24) 10(63) 4(36) - - 1(17) 632 739 43 (28)
L. cochleata 1(2) - 327  4(67) - 3(50) 42D 1 (6) 16 (10)
L. cruenta 2(3) - - - 7 (47) - 3(6) 3(17) 15 (10)
L. sulfurea - 5@31) - - - 2 (33) - 1 (6) 8(5)
L. bradeorum 2(3) - - - - - 1(5) - 312
L. consobrina 1(Q2) - - - - - - - 1(1)
L. suaveolens 42 (67) 1(6) 4 (36) - - - - 5(28) 52 (34)
L. deppei - - - - 8 (53) - - - 8(5)
L. dowiana - - - - - - 4(21) - 403
L. lasioglossa - - - 2 (33) - - - - 2(1)
L. skinneri . . . - - -1 1) 2(1)
Total, individuos 63 16 11 6 15 6 19 18 154
por localidad
Total, especies
amarillas por 5 2 2 1 1 2 3 4 6
localidad
Presencia de + + + - - + + + 6de8
hibridos naturales

! Za, Zacapa; Ju, Jutiapa; Cq, Chiquimula; Iz, Izabal; Hu, Huehuetenango; Pe, Petén; AV, Alta Verapaz;

BV, Baja Verapaz.

2 comunidad a elevaciones de hasta de 900m s. n. m.

Fuente: Elaboracion propia.
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Las poblaciones que presentan hibridos naturales se encuentran en elevaciones
entre 1,100 y 1,740 m s.n.m. Las poblaciones alopatricas de L. cochleata se encuentran
hasta una altura méxima de 900 m s.n.m. y L. cruenta hasta 1,750 m s.n.m. (ver Anexo D.).
En Jutiapa tenemos reporte de otra poblacion alopatrica de L. cruenta, a 1600 m s.n.m.
(Bailey y Monzén en 1998), pero son necesarias visitas subsecuentes al area para poder
confirmar la presencia de una sola especie. Se tratd de localizar otra poblacion en
Chiquimula, cercana a Esquipulas reportada a finales de la década de los 70, pero el area
donde se encontraba es actualmente un balneario y casi no hay arboles con orquideas en
las cercanias. Una tercera parte de la poblacion del muestreo preliminar, de 1996 en
Zacapa, desaparecio en los incendios forestales de 1997. Los problemas encontrados para
el mantenimiento de las poblaciones son la colecta indiscriminada de especimenes para

venta, avance de la frontera agricola y ganadera, tala inmoderada y los incendios forestales.

Las plantas rescatadas durante estos viajes de campo fueron depositadas en el jardin
botanico del Departamento de Biologia de la UVG. Estos individuos fueron colectados en
areas de pastoreo intensivo y lugares donde el bosque fue talado, para extraccion de madera
o para abrir espacio a plantaciones y/o construcciones. Estas plantas estaban en malas

condiciones y estaban en riesgo de ser comidas por el ganado o desecadas por el sol.

Los periodos de floracion de 1998 a 1999 mostrados en la Figura 17B, se atrasaron
por tres meses en relacion con los reportados por Dix y Dix (Figura 17A, 1992), pero siguen

el mismo patron para L. cochleata, L. cruenta y L. suaveolens. Al comparar los patrones

de lluvia de los afios preliminares a la toma de datos de floracion notamos que hay mayor
cantidad de precipitacion pluvial en los primeros meses del periodo 1998-1999. Los
patrones de humedad relativa, porcentaje de evaporacion y temperaturas, maxima y

minima, presentan el mismo patron en los periodos comparados (Figura 17).
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Figura 17. Periodo de floracion de Lycaste spp. y datos climaticos de los afios de toma de datos.
A. Floraciones reportadas por Dix y Dix (1992) y datos climaticos para 1991; B. Floracion observada entre
1998 y 1999 en invernaderos UVG (1,502 m s.n.m.) y datos climaticos del periodo 1998-1999.

Fuente: Floracion 1991: Dix y Dix (1992); floracion 1998-1999 elaboracion propia; datos climaticos
INSIVUMEH 2001.
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B. Polinizacion

Se polinizaron, se puso polinias en el estigma a 287 flores (ver Cuadro 6 y Cuadro

7). El estigma se cerrd en el 69% de las flores polinizadas y 35% desarrollaron capsula

(fecundadas). Se encontré diferencia significativa, %2 (1= 1, N=287)= 2.73; 0.05 > p > 0.10,

entre el éxito obtenido de la polinizacidon cruzada y de la autopolinizacion de las especies,

donde a pesar de que un mayor nimero de flores con polinizacion cruzada cerraron el

estigma (72% cruzada vs. 54% autopolinizadas), las flores autopolinizadas tuvieron mayor

éxito al desarrollar capsula (33% cruzada vs. 43% autopolinizadas).

Cuadro 6. Resultados de la polinizacion cruzada entre Lycaste cochleata, L. cruenta, L. suaveolens y sus

hibridos putativos.

Especie de las flores polinizadas Estigma cerrado Formoé capsula
Columna (madre)  Polinias (pad Polinizadas %! %! xl
padre) Total ) Total )
Hibrido L. cochleata 11 8 72.7% 6 54.5%
Hibrido L. cruenta 13 12 92.3% 8 61.5%
Hibrido L. suaveolens 13 11 84.6% 6 46.2%
Hibrido Hibrido 18 15 83.3% 6 33.3%
L. cochleata Hibrido 11 9 81.8% 2 18.2%
L. cruenta Hibrido 15 12 80.0% 5 33.3%
L. suaveolens Hibrido 15 10 66.7% 6 40.0%
Total, éxito para hibridos 96 77 80.2% 39 40.6% 4.533 -
L. cochleata L. cochleata 26 17 65.4% 8 30.8%
L. cochleata L. cruenta 11 7 63.6% 1 9.1%
L. cochleata L. suaveolens 14 12 85.7% 7 50.0%
L. cochleata Hibrido 11 9 81.8% 2 18.2%
Hibrido L. cochleata 11 8 72.7% 6 54.5%
L. cruenta L. cochleata 15 10 66.7% 5 33.3%
L. suaveolens L. cochleata 15 9 60.0% 4 26.7%
Total, éxito para L. cochleata 103 72 69.9% 33 32.0% 5.128 -
L. cruenta L. cochleata 15 10 66.7% 5 33.3%
L. cruenta L. cruenta 15 12 80.0% 6 40.0%
L. cruenta L. suaveolens 15 8 53.3% 2 13.3%
L. cruenta Hibrido 15 12 80.0% 5 33.3%
Hibrido L. cruenta 13 12 92.3% 8 61.5%
L. cochleata L. cruenta 11 7 63.6% 1 9.1%
L. suaveolens L. cruenta 16 7 43.8% 2 12.5%
Total, éxito para L. cruenta 100 68 68.0% 29 29.0%  13.499 F**
L. suaveolens L. cochleata 15 9 60.0% 4 26.7%
L. suaveolens L. cruenta 16 7 43.8% 2 12.5%
L. suaveolens L. suaveolens 24 19 79.2% 8 33.3%
L. suaveolens Hibrido 15 10 66.7% 6 40.0%
Hibrido L. suaveolens 13 11 84.6% 6 46.2%
L. cochleata L. suaveolens 14 12 85.7% 7 50.0%
L. cruenta L. suaveolens 15 8 53.3% 2 13.3%
Total, éxito para L. suaveolens 112 76 67.9% 35 31.3% 9.966 *
Total 247 178 72.1% 82 33.2% 5.890 *

! Los porcentajes se calcularon segiin el total de flores polinizadas para cada pareja.

kxR P>0.01; *** P>0.05; ** P>0.10; * P> 0.15; - No existe diferencia significativa entre ninguno.

Fuente: Elaboracion propia.
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Del total de las polinizaciones cruzadas encontramos diferencia significativa
¥ (e1=3,N=247) = 5.890; 0.10 > p > 0.15 (Cuadro 6); al volver a analizar los datos comparando
los hibridos contra el resto esa diferencia se vuelve mayor, %2 (e1=1, N=247) = 5.536; 0.01 > p
> (.05, explicando que los hibridos presentan un mayor nimero de columnas cerradas
(80%) y mayor formacion de cépsulas (41%). Los cruces entre especies distintas solo
desarrollaron capsulas el 29% de las veces, y*(g.1=s,N=151) = 10.953; p << 0.15, sin diferencia

significativa entre ellas.

Al comparar el éxito en la formacion de capsulas de cada especie ante las otras y
los hibridos naturales (Cuadro 6), L. cochleata, 316, N-103) = 5.128, p << 0.15; y los
hibridos, y*@1-6, N=96) = 4.533, p << 0.15; no presentan diferencia significativa. Con L.
cruenta, y%(e1=6, N=100) = 13.499, 0.01 > p > 0.05; encontramos que al cruzarse con hibridos
naturales como madres tiene mayor éxito en la formaciéon de hibridos (62%). Con L.
suaveolens, y%(e1=6, N=112) = 9.966; 0.10 > p > 0.15; encontramos que cuando se cruza con
L. cruenta, como madre o como padre, presenta menor éxito en la formacion de capsulas

(13%) y con L. cochleata como madre es mayor (50%).

Al analizar el éxito en la produccion de capsulas de los cruces con otras especies,
los tres presentan diferencias estadisticamente significativas: L. cochleata, y(1-4, N=31) =
10.796; 0.01 > p > 0.05, L. cruenta, y*1=4, n=72) = 8.399; 0.05 > p > 0.10, y con L.
suaveolens, y*(g.1-4, N=34) = 10.953; 0.05 > p > 0.10. Donde, los cruces entre L. cochleata x
L. suaveolens presentan la mayor cantidad de columnas cerradas y produccion de capsulas,
86% y 50%, respectivamente. Los cruces entre L. cruenta X L. cruenta tienen mas éxito en

la produccion de capsulas (40%); y L. suaveolens x L. cruenta tienen la menor produccion

de capsulas (13%). No hubo diferencia significativa entre el éxito de formacion de capsula
entre los cruces entre L. cochleata x L. cruenta, y’@i-1, N26) = 1.625; p << 0.15, L.

cochleata x L. suaveolens, y’@i-1, N=29) = 1.701; p < 0.15, o L. cruenta x L. suaveolens,

Xz(g.l.:l,sz =0.151; p <<0.15.
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De las 40 flores autopolinizadas (Cuadro 7), 53% cerraron el estigma, y solamente
el 43% desarrollaron céapsula, y21-3, N~40) = 2.437; p << 0.15. (Cuadro 7). Cuando se
utilizaron hibridos como plantas madre se alcanz6 un porcentaje de polinizacioén y
fecundacion del 84% para cruces interespecificos y del 54% para autopolinizacion,
mientras que cuando son los donadores de polinias (padres) son 76% y 32%,
respectivamente, y*g1-1,N=78) = 2.459; 0.10 > p > 0.15. En la autofecundacion con polinias
de la misma planta se encontré que los hibridos tenian un éxito de fecundacion del 60%,
para L. suaveolens del 43%, y*gi=1, N=28) = 0.167; p << 0.15, para L. cruenta del 40%,
Y e1=1,8=28) = 0.611; p << 0.15, y para L. cochleata del 22%, ¥*(g1-1,8=22) = 2.059; p <0.15.
(Cuadro 7). También se polinizaron flores con sus propias polinias (Cuadro 7), obteniendo
un €xito en la polinizacion de 100% en L. cochleata, 75% en L. cruenta, 50% en los hibridos

y 20% para L. suaveolens, y*g1-3,N=14) = 4.113; p << 0.15.

Cuadro 7. Resultados de autopolinizacion de flores de Lycaste spp.

. Fuente de  Polinizada Estigma cerrado Form6 capsula ,
Especie L. - ; gl X
las polinias N n % N %
Hibrido 5 3 60 3 60
L. cochleata misma 9 4 44 2 22
L. cruenta planta 5 4 80 2 40
L. suaveolens 7 3 43 3 43
Total, misma planta 26 14 54 10 39 3 2.233
Hibrido misma flor 4 2 50 2 50
L. cochleata 2 2 100 2 100
L. cruenta 3 2 67 2 67
L. suaveolens 5 1 20 1 20
Total, misma flor 14 7 50 7 50 3 4.133
Total, autopolinizacion 40 21 53 17 43 3 2.437

! Los porcentajes se calcularon segun el total de flores polinizadas. No existe diferencia significativa entre
ninguno.
Fuente: Elaboracion propia.
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Los hibridos naturales presentan mayor €xito en la fecundacion cruzada, pero al
autopolinizarse tienen un éxito entre 50 y 60% no aceptan su propio polen, por lo que las
barreras para la fecundacion mas importante se encuentran en el estigma y la menor esta
en la fertilizacion cruzada (Cuadro 8). L. cochleata presenta mdas barreras para la
fertilizacion cruzada y la menor para la autofecundacioén con polinias de la misma flor. L.
cruenta parece ser la facilmente polinizada con polinias de hibridos y otras especies,
ademas la autofecundacion presenta la barrera méas importante. L. suaveolens desarrolla
pocas capsulas después de aceptar las polinias y cerrar el estigma, pero tiene una buena

tasa de fecundacion con los hibridos.

Cuadro 8. Posible ordenacion de las barreras para la fecundacion por especie de Lycaste y en hibridos
naturales.

Ordenamiento de la importancia de las barreras por especie madre

Posible barrera hibridos
L.suaveolens L.cruenta L. cochleata En general
naturales
En el estigma 4 4 4 2 4

Fertilizacion cruzada
(diferentes plantas, misma

especie)

Autofecundacion misma 3 2 2 3 2
planta

Autofecundacion misma flor 2 1 3 4 3

1 a4 en orden decreciente.
Fuente: Elaboracion propia.

Las correlaciones entre largo de las columnas de ambos padres no difieren entre los
cruces que desarrollaron capsula y los que no (R>=0.9836 y R>=0.9775, cuando se fuerza
la interseccion de la linea de tendencia en el 0 para ambas, (ver Figura 18), siendo la

relacién casi de uno a uno.
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Largo dela columna del padre (num)

Figura 18. Comparacion y regresion lineal entre el largo de las columnas de ambos padres, en fertilizacion

Se incluyen datos de las flores que produjeron céapsula (+, n=35) y las que cerraron el estigma, pero no
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artificial de Lycaste spp.

produjeron capsula (®, n=90).
Fuente: Elaboracion propia.

correlacion positiva (R?=0.9549, cuando se fuerza la interseccion de la linea de tendencia

L. cruenta produce las capsulas mas largas y los hibridos las mas anchas. Hay una

[}

en el 0), donde el ancho es poco mayor de la mitad del largo de la capsula (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion y regresion lineal, por especie madre, entre el largo y el ancho de las capsulas

formadas (n=90), después de la polinizacion artificial de Lycaste spp.

Fuente: Elaboracion propia.
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El largo alcanzado por la capsula guarda relacion de poco mas de dos veces (2.25)
el largo del ovario antes de ser fecundado (R?>=0.9445, cuando se fuerza la interseccion de

la linea de tendencia en el 0, Figura 20).
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Largo alcanzado porla capsula
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Largo del ovario de la madre {mm)

Figura 20. Comparacion y regresion lineal entre el largo del ovario de la flor madre y el largo que alcanzo
la capsula, en fertilizacion artificial de Lycaste spp. (n=53).
Fuente: Elaboracion propia.

El largo de los tubos polinicos determina si los 6vulos pueden ser alcanzados para
su polinizacion, se supone una correlacion entre el largo de la columna del padre con el
largo minimo de los tubos polinicos. El largo alcanzado por la capsula es poco mas de tres
veces con el largo de la columna del padre (y=3.3482x, R?=0.9678, cuando se fuerza la
interseccion de la linea de tendencia a pasar por 0, Figura 21) y poco mas de dos veces el
ancho que llegue a tener la capsula (y=2.1862x, R?=0.9407, cuando se fuerza la

interseccion de la linea de tendencia a pasar por 0, Figura 22).
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Figura 21. Comparacion y regresion lineal entre el largo de la columna de la flor padre y el largo
alcanzado por la capsula, en fertilizacion artificial de Lycaste spp. (n=35).
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 22. Comparacion y regresion lineal entre el largo de la columna de la flor padre y el ancho
alcanzado por la capsula, en fertilizacion artificial de Lycaste spp. (n=35).
Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 23 se muestra el largo, minimo, maximo y promedio de la columna del
padre que fecundd efectivamente flores de las especies en estudio. L. suaveolens fue
fecundada por las polinias de flores con columnas mas largas y los hibridos naturales con

las polinias provenientes de flores con columnas mas cortas, L. cochleata y L. cruenta no

presentan ninguna tendencia.
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Figura 23. Largo promedio, maximo y minimo de las columnas de flores donadoras de polinias que
formaron capsula en Lycaste cochleata, L. cruenta, L. suaveolens e hibridos naturales.
Las letras sobre los maximos denotan diferencia significativa entre el largo de las columnas de los padres.
Fuente: Elaboracion propia.

C.  Analisis morfologico

Las especies mayoritarias en las poblaciones estudiadas son: L. cochleata, L.

cruenta, L. suaveolens, L. sulfurea y sus posibles hibridos. Para el grupo de especies

hermanas se midieron flores de L. aromatica, L. bradeorum, L. consobrina, L. deppei, L.

lasioglossa (sect. Deciduosae, subsect. Xanthanthae). Como grupo externo se utilizaron

flores de L. dowiana, L. macrophylla subs. xanthocheila y L. skinneri (sect. Macrophyllae).

No se midieron flores de plantas de la sect. Deciduosae subsect. Paradeciduosae (e.g. L.
tricolor o L. luminosa) por no estar presentes en el pais. El valor de los intervalos, media y
desviacion estandar, para cada caracteristica cuantitativa se encuentra en el Cuadro 9, y la
diferencia de cada caracteristica entre diferentes pares de especies estd en Cuadro 10, y la

moda mayor del 55%, para las caracteristicas discontinuas se encuentra en el Cuadro 11.
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Cuadro 9. Media y desviacion estandar (DE) e intervalo de los valores (todos en mm) para los caracteres continuos medidos en Lycaste cruenta, L. cochleata,
L. suaveolens, L. sulfurea e hibridos.
El ntimero total de individuos es de 252, n indica el nimero de flores medidas para cada especie. Los valores en negrillas separan esa especie del resto. No se
marca ninguno entre los hibridos por tener caracteristicas de varias especies.

c L. cruenta (n=32) L. cochleata (n=54) L. suaveolens (n=90) L. sulfurea (n=9) Hibridos (n=67)

aracteres Media + DE Intervalo Media + DE Intervalo Media + DE Intervalo Media + DE Intervalo Media + DE Intervalo
Ancho de la flor 579 13.0 120800 387 143 150-71.0 390 142 120950 408 190 260600 424 150 18.0-75.0
Largo de la base de la flor 141 23 110210 121 29  80-190 127 21 100200 168 15 150200 14 29  9.0-200
Largo del labelo 244 37 190320 234 42 160310 266 3.0 210350 287 24  240-320 2701 55  20.0-40.0
Ancho del labelo 220 62 100-320 179 3.1 100240 195 3.5 100300 240 44 190320 206 48  11.0-42.0
Largo de la columna 150 24 100200 168 24 120220 174 23 100230 179 14 150200 179 25  9.0-24.0
Ancho de la columna 6.0 16 3090 32 04 3040 38 08 3070 56 09 4070 41 09  3.0-70
Largo del callo 2.5 08 0540 47 19  20-100 42 13 1080 31 L1 2050 47 21 10-110
Ancho del callo 34 1.1 2060 61 17 20110 62 18 30110 40 07 3050 58 17  20-100
Largl‘; S:kl)‘)s I6bulos laterales del 11 07 0550 58 09 4080 58 20 10150 11 03 1020 44 22 1080
Anc?;’b‘i‘folos I6bulos laterales del 7.1 16 50-120 51 10 3090 55 1.0 2080 68 10 5080 62 13  40-100
Ancho del Istmo del 16bulo medio 6.8 24 10110 57 12 30-100 64 17 40120 66 16 4090 69 18  40-13.0
Largo del 16bulo medio 107 22 70-150 118 34  80-170 139 24 80200 113 19  90-150 136 40  10.0-25.0
Ancho del 16bulo medio 9.8 22 50-140 104 34 80-160 115 25 70160 93 26  60-130 117 25  80-160
Largo del sépalo lateral 368 9.0 220520 289 34 210360 316 45 220480 393 27 370430 352 69  22.0-52.0
Ancho del sépalo lateral 174 50 80270 120 24 60200 128 23 80240 160 26 110200 139 24  9.0-190
Largo del sépalo dorsal 355 84 210580 264 47 180-320 277 85  21.0-400 390 32  33.0430 327 63  21.0-47.0
Ancho del sépalo dorsal 163 45 60260 116 20  70-180 129 24  80-180 157 17  13.0-180 138 22  8.0-220
Largo del pétalo 309 65 180440 233 27 120270 252 32 190330 322 15 300350 278 46  20.0-380
Ancho del pétalo 169 58  60-340 114 16  80-150 125 22 7.0-160 153 25  11.0-190 145 25  8.0-20.0
Largo del ovario 235 58  13.0-39.0 222 69 100360 215 88  7.0400 276 59  180-37.0 250 6.5  12.0-38.0
Largo de la bractea floral 207 44 13.0300 172 40 110290 187 39 100280 245 75 180370 203 44  12.0-40.0
Largo del 1 segmento del escapo 372 82 17.0-550 359 88  20.0-550 408 102  17.0-63.0 460 111  33.0-650 416 114  24.0-70.0
Proporcién entre (Prop.) largo (L) - - 16 0450 08 06 0435 13 13 0160 L1 08 0529 09 08 0345

ancho (A) de base de la flor

Prop. L-A del labelo 12 04 0825 14 03 0921 14 03 0.8-2.3 12 02 10-1.6 14 04 0830
Prop. L-A de la columna 26 0.7 1343 53 08 3873 48 1.0 2077 35 09 2153 46 12 1867
Prop. L-A del callo 0.8 03 0315 09 07 0340 08 04 0327 08 02 0513 09 05 0327
Prop. L-A del 16bulo lateral 1.1 02 0818 11 02 0820 12 02 07-19 13 05 0925 08 04 0116
Prop. L-A del 16bulo medio 02 0.1 0108 12 03 0718 1l 0.4 0130 01 0.1 0.1-0.3 12 04 0728
Prop. L-A del sépalo lateral 22 04 1234 25 06 1149 25 05 0938 24 07 1038 26 05  14-40
Prop. L-A del sépalo dorsal 23 06 1345 24 04 1636 23 04 1335 25 03 2230 24 05 1338
Prop. L-A del pétalo 2.0 06 0937 21 04 1233 2l 0.4 1333 21 03 1727 20 04 1132
Prop. L'L. ento ovaro  bricte 1102 0716 14 04 0724 13 03 0621 12 04 0817 13 03 0719
Prop. L-L entre callo ¢ istmo 0.6 06 0340 1.1 04 0320 10 04 0325 07 04 0315 09 04 0120

Fuente: Elaboracion propia.



1. t de Student pareada

El Cuadro 10 muestra los posibles valores de los caracteres continuos para L.

cochleata, L. cruenta, L. suaveolens, L. sulfurea y sus posibles hibridos. La proporcion

entre largo y ancho de la columna es el cardcter cuya media es significativamente diferente
entre todas las especies (P<0.05), aun asi, los intervalos de los valores encontrados se
traslapan entre las diferentes especies. Los caracteres que no presentan ninguna diferencia
significativa y no sirven para diferenciar entre especies son el ancho de la flor y las
proporciones entre largo y ancho del callo, del 16bulo medio del labelo, del sépalo dorsal y

de los pétalos.

En el Cuadro 10 podemos ver las caracteristicas que son significativamente

diferentes entre las parejas de especies. L. suaveolens y L. cochleata son muy parecidas,

pero se diferencian entre ellas por 14 caracteres y del resto de las especies por 20 caracteres

en total.

L. cruenta difiere del resto de las especies por el largo de la base de la flor, el largo
de la columna y la proporcion entre largo y ancho de la columna (P<0.05). A L. sulfurea,
la separan del resto de especies el largo de la base de la flor, el largo del labelo y la

proporcion entre largo y ancho de la columna (P<0.05). Ademas, L. cruenta y L. sulfurea

son separadas entre si, pero no del resto de especies, por el largo del 1°" segmento del
escapo (P<0.10). Esto hace que unicamente sean 5 caracteres cuantitativos, en total, las que

las diferencian a ambas de las otras especies.
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Cuadro 10. Prueba de t de Student pareada para las especies de Lycastes amarillas presentes en el pais.

Parejas de especies!

Caracteres
cru—coc cru—sua cru—sul coc—sua coc—sul  sua—sul
Ancho de la flor - - - - - -
Largo de la base de la flor otk *k Hokok - w3k % ok ok
Largo del labelo - sokok H Hesksk Hesksk %k
Ancho del labelo ok ok *k - *% *% ok
Largo de la columna otk otk Hokok - * -
Ancho de la columna ook sokok - Hkk Aotk ok
Largo del callo *okk ok - - ok ok
Ancho del callo oAk ok - - Hk ok ks
Largo de los lobulos laterales del labio Hokok Hokok - - Hokok AHokok
Ancho de los 16bulos laterales del labio Hokk kK - - Hokeok ok
Ancho del istmo del 16bulo medio wok - - ok - -
Largo del 16bulo medio - Hokok - w3k - ok
Ancho del l6bulo medio - Hokk - *% - ok
Largo de los sépalos laterales ok ok *k - otk kK koK
Ancho de los sépalos laterales ok ok okok - - otk *%
Largo del sépalo dorsal *okk ok - - ok o
Ancho del sépalo dorsal okok ok ok - ok kK ok
Largo de los pétalos ok stk - ook Aotk ok
Ancho de los pétalos orok *okk - Hokok ok ok
Largo del ovario - - - - ok *%
Largo de la bractea floral wok wok - - ok *%
Largo del 1¢" segmento del escapo - - * * ok -
Proporcion entre el (Prop.) Largo (L) — o ] ] o ) ]
Ancho (A) de base de la flor

Prop. L-A del labelo ok ok - - * *
Prop. L-A de la columna * ek ok *% Heokok ok sk
Prop. L-A del callo 2 - - - - - -
Prop. L-A del lobulos laterales *kk Hokok - - Hokeok Hokok
Prop. L-A del 16bulo medio 2 - - - - - }
Prop. L-A del sépalos laterales ok ok - - ok ok
Prop. L-A del sépalo dorsal 2 - - - - - .
Prop. L-A de los pétalos 2 - - - - - -
Prop. L-L entre ovario y bractea floral ook - - *% - -
Prop. L-L entre callo e istmo Hokok okok - - - -
Car:scgzzei:essdlferentes por parejas de 2 2 5 14 )1 ”
! Abreviaturas para las especies: cru L. cruenta; coc L. cochleata;

sua L. suaveolens; sul L. sulfurea.
*#% P <0.001; ** P <0.05; *P<0.10; - No existe diferencia significativa.
2 No hay diferencia significativa entre ninguna de las especies
3 Hay diferencia significativa entre todas las especies
Fuente: Elaboracion propia.
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2. Moda de los caracteres discontinuos

En el Cuadro 11, los caracteres: abertura del labelo; 16bulos laterales de labelo en
vista ventral y lateral; forma de la columna; tricomas en las partes distal y media de la
columna, y el traslape de los pétalos atras de la columna, separan dos grupos. Al igual que

los caracteres continuos, agrupan a L. cruenta y L. sulfurea y las separan de L. suaveolens

y L. cochleata. El ancho relativo de la indentacion en la base del labelo separa a L. sulfurea

de L. cruenta, pero la forma de la base del labelo no separa a L. cochleata de L. suaveolens.

Los caracteres que son polimodales en cada especie no ayudan a diferenciar entre
las mismas. Entre esas encontramos los siguientes caracteres: presencia de menton,
tricomas en el callo, forma del apice del l6bulo medio del labelo, forma de la columna,

tricomas en la base de la columna y posicion de los sépalos.

Los caracteres discontinuos que son muy variables y no muestran diferencia entre
las especies de la subsect. Xanthanthae son la presencia de mentdn, tricomas en el callo,
forma del &pice del 16bulo medio del labelo, forma de la columna, tricomas de la base de

la columna y la posicion relativa de los sépalos con el resto de la flor.

Los caracteres discontinuos que no muestran variacion entre las especies de lycastes
amarillas son: la forma del labelo en vista ventral, los tricomas de la cara interna del labelo,
la vista frontal y el apice del callo. El resto de los andlisis se realizaron tinicamente con 50
caracteres de los medidos a las flores, porque la cubierta de la antera de la columna se cae

facilmente y estaba ausente en 217 de 283 las flores analizadas.
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Cuadro 11. Caracteristicas discontinuas mas representativas (moda mayor o igual al 55%) de especies de
Lycastes amarillas (n= 252).
En el paréntesis, a la par del estado de caracter, aparece el porcentaje de individuos con estos caracteres que
suman 55% o mas.

L. cochleata L. suaveolens L.cruenta L.sulfurea  hibridos

Caracteristica

(n=54) (n=90) (n=32) (n=9) (n=67)
Labelo  Abertura 0, 1 (80) 0,1 (75) 34,5(80)  4(75) 0,1,2 (75)
Forma ' 1,2 (80) 1,2 (85) 0,1(75)  3,4(65) 1,2 (65)
Mentén? 1 (100) 1 (98) 1 (100) 1 (80) 1(80)
Ancho de la indentacion 0(98) 0(55) 3(85) 2 (90) 0,1,2 (98)
Tricomasenlacarainterna 'y o) 13,5(60)  3.4,5(68) 0,1,6(80)  3.4,5(67)
Callo Vista frontal ! 1,3 (88) 3 (80) 1,3 (80) 0,1 (75) 1,3 (80)
Apice ! 2,3,4 (80) 0,3 (75) 1,2 (75) 0 (75) 0,2 (60)
Tricomas 2 1 (60) 1(58) 1(78) 1(78) 0,1 (90)
lLébullOS Vista lateral 4(75) 4,5 (78) 0,2 (85) 2(68) 3,4,6 (65)
aterales
del labelo  Vista ventral 1,2 (95) 1 (70) 0 (100) 0 (90) 0,1 (78)
Apice del 16bulo medio del labelo? 2 (55) 0,2 (78) 2 (68) 1,2 (100) 1,2 (80)
Columna Forma 1,2 (90) 1,2 (100) 0 (68) 0 (55) 1,2 (90)
Posicion de la cubierta de
la antera® 2 (60) 2 (70) 0,2 (80) 1 (100) 2 (65)
Tricomas parte distal 3,5 (75) 3,5(75) 4,5 (65) 3,4,6 (80) 3,5 (70)
Tricomas parte media 2,4 (75) 2,4 (70) 5,6 (70) 3,5 (65) 1,2,4,5 (80)
Tricomas base? 1(70) 1(75) 1(70) 1 (68) 1(70)
Posicion de los sépalos en relacion con
la forma de la flor? 0,1 (62) 0(55) 0 (65) 0 (60) 0,1 (80)
Traslape de los pétalos atrds de la 0(78) 0(70) 1 (95) 1 (68) 0.1 (100)

columna

! Estado de cardcter muy variable entre especies, puede utilizarse para clasificacion.

2 No hay diferencia entre las distintas especies

3 Fue excluida del resto del andlisis porque muy pocos especimenes presentaban esta caracteristica
Fuente: Elaboracion propia.

3. Analisis discriminante

En el Cuadro 12 estan las proporciones correctas de identificacion basadas en la
funcion discriminante obtenida para las especies utilizadas. L. cochleata es la que presenta
menor porcentaje de identificaciones, a priori, correctas. Este analisis predice que hay
individuos de L. suaveolens mal identificados, ingresados a la coleccion como L. cochleata.
Al agregar los hibridos (Cuadro 12B) se encuentran menos individuos de especies puras
identificados correctamente y en poblaciones simpatricas se pueden confundir los hibridos

con L. suaveolens o con L. cochleata. L. cruenta tiene 3 individuos que posiblemente sean

hibridos, aunque esta especie es facilmente reconocida (100% de identificaciones correctas

segun la funcion discriminante para especies puras).
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Cuadro 12. Clasificacion a priori y predicciones de la funcion discriminante para flores de Lycaste sect.
Deciduosae, subsect. Xanthanthae en Guatemala.
A. individuos de especies puras; B. individuos de especies puras e hibridos. Las filas presentan las

identificaciones a priori y las columnas, las categorias predichas por la funcion discriminante.

A. Individuos de especies puras

Especies L. cochleata  L.cruenta L.suaveolens L.sulfurea Total % correcto

L. cochleata 28 0 8 0 36 78

L. cruenta 0 26 0 0 26 100

L. suaveolens 8 0 50 0 58 86

L. sulfurea 0 1 0 8 9 89

Total 36 27 58 6 129 88

B. Individuos de especies puras e hibridos

Especies hibrido L. cochleata L.cruenta L.suaveolens L.sulfurea Total % correcto
hibrido 33 5 0 13 0 51 65
L. cochleata 3 26 0 7 0 36 72
L. cruenta 3 0 21 0 0 24 88
L. suaveolens 6 12 0 40 0 58 69
L. sulfurea 0 0 1 0 8 9 89
Total 45 43 22 60 8 178 72

Fuente: Elaboracion propia.

El andlisis discriminante de la Figura 24 (A y C) muestra un traslape muy marcado

entre L. suaveolens y L. cochleata, mayor que entre L. cruenta y L. sulfurea (Figuras 24B

y D). Esto sugiere que L. sulfurea es una especie separada de L. cruenta. Aun asi, el analisis

discriminante no logra separar otros tipos o subespecies dentro de L. cruenta con las

caracteristicas medidas en este estudio.

El analisis discriminante de la Figura 25 muestra que los hibridos tienen una

distribucién de varianza de los caracteres mas cercana a L. cochleata y L. suaveolens (A).

L. sulfurea (C) estd apartada de los hibridos, pero se traslapa con algunos en E y F,

quedando intermedia entre los hibridos y L. cruenta. Esto sugiere que L. sulfurea y L.

suaveolens provienen de un complejo de especies. L. cruenta se separa facilmente de los

hibridos (Figuras 25B, D y E).
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Figura 24. Analisis discriminante de 50 caracteres morfométricos en flores de Lycaste cruenta, L. cochleata, L. suaveolens y L. sulfurea.
Las elipses representan el 95% de confianza en la distribucion de varianzas combinadas para todos los caracteres de cada especie. La comparacion se realiza entre
las especies A. L. cochleata, L. cruenta y L. suaveolens; B. L. cochleata, L. cruenta y L. sulfurea; C. L. cochleata, L. suaveolens y L. sulfurea; D. L. cruenta, L.

suaveolens y L. sulfurea. Trabajado en SYSTAT 8.0.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 25. Analisis discriminante de 50 caracteres morfométricos en flores de Lycaste cruenta, L. cochleata, L. suaveolens, L. sulfurea y los hibridos putativos.
Las elipses representan el 95% de confianza en la distribucion de varianzas combinadas para todos los caracteres de cada especie. La comparacion se realiza entre
las especies A. Hibridos, L. cochleata, y L. suaveolens; B. Hibridos, L. cochleata y L. cruenta C. Hibridos, L. cochleata y L. sulfurea; D. Hibridos, L. cruenta y L.
suaveolens; E. Hibridos, L. cruenta y L. sulfurea; F. Hibridos, L. suaveolens y L. sulfurea. Trabajado en SYSTAT 8.0.

Fuente: Elaboracion propia.




Se encontraron unos pocos especimenes parecidos a L. bradeorum y a L.
consobrina. En la Figura 26 se comparan estos individuos con especimenes puros de
localidades de Costa Rica y México, respectivamente, con las flores de L. cochleata y L.

suaveolens que son las especies guatemaltecas mas parecidas morfoldgicamente.
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Figura 26. Analisis discriminante entre individuos de Lycaste bradeorum y L. consobrina encontrados en
Guatemala y especimenes de otros paises y L. cochleata y L. suaveolens de poblaciones guatemaltecas.
Las flechas resaltan el origen de las plantas A. L. bradeorum de Guatemala comparada con especimenes de
Costa Rica. La flecha rosada sefiala una planta costarricense, la verde las guatemaltecas. B. L. consobrina de
Guatemala comparada con las flores de la misma planta proveniente de México. La flecha rosada mas
extrema sefiala la flor de la planta recién traida de México y la flecha rosada intermedia la flor de la misma
planta aclimatada en Guatemala.

Fuente: Elaboracion propia.

Las flores de L. bradeorum de Costa Rica son mas grandes que las de Guatemala.
Las de L. consobrina sugieren una plasticidad morfolégica mayor, porque dos flores de la
misma planta, una flor que venia de México y otra cuando la planta florecio, cultivada en
Guatemala, salen muy separadas, disminuyendo el tamafio de sus caracteristicas en el
nuevo habitat. La planta de L. consobrina, originaria de Guatemala produce flores mas

pequenas.
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4. Conteo de caracteres

El valor critico de la prueba de signos cuando se tienen 23 caracteres, a comparar
con un nivel de confianza del 95% es de 7, o sea al menos 16 caracteristicas intermedias
(Co.05 (1),23 =7). Al analizar las poblaciones de Zacapa (Cuadro 13) encontramos un total de

18 caracteristicas intermedias de los hibridos entre L. cruenta y L. suaveolens, lo que nos

indica que estos hibridos se originaron a partir de estas dos especies con un 99% de
confianza (Co.o1 (1), 23=5), teniendo caracteres mas parecidos a L. cruenta (10 de 23) que a

L. suaveolens (4 de 23). Se rechaza la hipotesis nula (Ho).

Cuadro 13. Conteo de caracteres intermedios (en mm) para flores de Lycaste cruenta, L. suaveolens y los
hibridos de la localidad de Zacapa (n=72).
Los caracteres intermedios estan resaltados en negrillas.

L. cruenta (1)* Hibridos L. suaveolens (2)*

Caract =3 n=17 n=52 Hibridos
aracteres Media DE Media DE Media DE Diferentes Intermedios
(mm) (mm) (mm) de:

Largo de la base de la flor 14.0 1.7 12.6 2.7 12.5 1.6 - +
Largo del labelo 233 1.5 25.4 7.4 26.8 2.7 - +
Ancho del labelo 21.3 23 20.7 39 19.0 2.6 - +
Largo de la columna 15.3 23 16.8 1.6 17.8 22 2 +
Ancho de la columna 6.0 1.0 3.7 0.5 38 0.8 1 Menor
Largo del callo 2.0 0.0 4.6 1.4 4.2 1.1 1 Mayor
Ancho del callo 4.0 1.0 6.0 1.5 6.2 1.7 1 +
Largo fie los 16bulos laterales 1.0 0.0 5 1.8 6.1 21 1.2 +
del labio
Ancho‘de los 16bulos laterales 57 06 55 10 54 0.9 ) +
del labio
Largo del 16bulo medio 12.7 0.6 12.9 5.2 14.4 2.4 - +
Ancho del 16bulo medio 11.0 1.0 114 33 11.7 2.5 - +
Largo del sépalo lateral 35.7 1.2 32.6 4.5 31.7 43 - +
Ancho del sépalo lateral 17.7 0.6 13.3 2.4 13.1 2.6 1 +
Largo del sépalo dorsal 32.7 2.1 30.1 4.7 27.6 9.1 - +
Ancho del sépalo dorsal 17.3 1.2 14.2 2.0 12.8 2.6 1,2 +
Largo del pétalo 29.0 4.6 25.4 4.0 25.1 32 - +
Ancho del pétalo 22.0 6.1 14.1 1.7 12.7 2.3 1,2 +
Largo de la bractea floral 24.3 3.1 18.6 39 18.9 44 1 menor
Proporcién entre el (Prop.)

largo (L) — ancho (A) del 1.1 0.2 1.4 0.3 1.4 0.2 - +

labelo
Prop. L-A de la columna 2.6 0.8 4.6 0.6 4.8 0.9 1 +
Prop. L-A del 16bulo lateral 1.2 0.1 1.2 0.2 1.2 0.2 - igual
Prop. L-A del sépalo lateral 1.0 0.2 1.3 0.4 1.2 0.2 - mayor
Prop. L-L del callo y el istmo 0.4 0.1 0.9 0.3 1.0 0.4 1 +

Total 12 83 18/23

2] o 2 se refieren a uno de los posibles padres, “?”” a las que tienen una DE =0 y no se pueden comparar y
“-” a ninguno de los dos. Mayor y menor se refieren a la comparacion de las medias entre los hibridos y
ambas especies, “+” indica que son intermedios.

Fuente: Elaboracion propia.
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En la poblacion de Chiquimula (Cuadro 14), solo se encontraron especimenes de
L. suaveolens e hibridos con otra especie. Se realizé la prueba de conteo de caracteres con
L. cochleata, especie reportada en el area en 1975 y 1976 (refiérase al Anexo C.). Pero
unicamente 4 de los 14 caracteres son intermedios (Co.os (1),14=2) por lo que los hibridos
han de haberse formado a partir del cruce de L. suaveolens con otra especie, no encontrada
en ninguno de los viajes realizados al area. Se acepta Ho.
Cuadro 14. Conteo de caracteres intermedios (en mm) para flores de Lycaste cochleata, L. suaveolens e

hibridos de la localidad de Chiquimula (n=25).
Los caracteres intermedios estan resaltados en negrillas.

L. cochleata (1) Hibridos L. suaveolens (2) o
Hibridos *
n=15 n=4 n=5
Caracteres - - - - -
Media  DE Media DE Media DE Diferentes  Intermedios
(mm) (mm) (mm) de:
Largo del labelo 25.1 24 26.0 2.7 252 2.0 - mayor
Ancho del labelo 18.9 2.3 21.0 2.6 18.2 2.5 - mayor
Ancho de la columna 35 0.5 4.0 0.0 34 0.5 ? mayor
Ancho del istmo del l6bulo medio 6.1 1.1 6.5 1.3 6.4 0.9 - mayor
Largo del 16bulo medio 139 22 14.5 33 13.6 22 - mayor
Ancho del l6bulo medio 12.1 2.1 14.5 1.7 10.8 2.6 1,2 mayor
Largo del sépalo lateral 31.6 2.3 33.0 7.7 314 2.3 - mayor
Ancho del sépalo dorsal 12.3 22 14.3 42 12.0 1.6 - mayor
Largo del pétalo 28.5 1.1 28.0 43 26.4 1.9 1 +
Ancho del pétalo 11.8 1.8 16.0 5.4 11.4 0.9 1,2 mayor
Largo del 1er. segmento del escapo 42.0 5.8 30.0 0.0 46.8 6.1 ? menor
Proporcién entre el (Prop.) largo (L) — 0.5 0.1 0.5 0.1 1.4 1.0 1 +
ancho (A) de base de la flor
Prop. L-A de la columna 5.5 0.8 5.1 0.5 5.0 0.7 -
Prop. L-L del ovario y bractea floral 1.2 0.2 1.2 0.0 1.6 0.3 ?
4()
Total 4/14
2(2)

2] o 2 se refieren a uno de los posibles padres, “?” a las que tienen una DE =0 y no se pueden comparar y

[73R2)

ambas especies, “+” indica que son intermedios.

Fuente: Elaboracion propia.

a ninguno de los dos. Mayor y menor se refieren a la comparacion de las medias entre los hibridos y

La poblacion de Jutiapa (Cuadro 15) presentd individuos de L. suaveolens, L.

sulfurea e hibridos. Al realizar el conteo de caracteres con estos especimenes encontramos

divergencia entre los grupos (Co.0s (1), 22=7), se rechaza H,, ya que solo 4 caracteres son

intermedios. Los hibridos no se originaron entre estas dos especies.
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Cuadro 15. Conteo de caracteres intermedios (en mm) para flores de Lycaste sulfurea, L. suaveolens e
hibridos de la localidad de Jutiapa (n=18).
Los caracteres intermedios estan resaltados en negrillas.

L. sulfurea (1) Hibridos L. suaveolens (2) . a
Hibridos
Caracteres " 3 "

Media  DE Media DE Media DE Diferentes intermedios

(mm) (mm) (mm) de:
Largo de la base de la flor 16.0 1.0 14.1 2.5 12.5 0.7 -
Largo del labelo 28.0 1.7 27.4 3.8 24.0 2.8 -
Ancho del labelo 233 1.2 19.2 4.5 16.5 2.1 - +
Ancho de la columna 5.7 0.6 49 1.1 5.0 0.0 ?,- menor
Largo del callo 33 0.6 2.9 1.3 1.5 0.7 - +
Ancho del callo 4.7 0.6 5.7 1.8 4.0 0.0 1 mayor
Largo de los lobulos laterales del labio 1.0 0.0 24 1.1 1.0 0.0 1,2 mayor
Ancho del istmo del l6bulo medio 5.0 1.0 6.8 2.5 4.5 0.7 - mayor
Largo del 16bulo medio 113 32 12.5 1.6 11.5 2.1 - mayor
Ancho del 16bulo medio 7.3 1.5 10.5 1.9 9.5 0.7 2 mayor
Largo del sépalo lateral 40.7 32 36.2 6.6 30.0 1.4 - +
Ancho del sépalo lateral 14.3 29 13.5 2.3 11.0 1.4 - +
Largo del sépalo dorsal 39.3 2.1 325 6.1 25.0 42 2 +
Ancho del sépalo dorsal 16.7 1.5 13.0 1.2 11.0 1.4 1,2 +
Largo del pétalo 31.3 1.5 28.7 42 26.0 0.0 1 +
Ancho del pétalo 14.3 3.1 14.2 2.8 11.0 1.4 - +
Largo del ovario 21.7 32 24.8 6.3 25.0 0.0 - +
Largo de la bractea floral 21.5 0.7 21.7 7.1 18.0 0.0 1 mayor
Proporcion entre el (Prop.) largo (L) — s ol s 05 s 04 i .

ancho (A) del labelo
Prop. L-A de la columna 4.0 1.2 3.6 1.0 2.6 0.8 - +
Prop. L-A del lébulo lateral 0.1 0.1 0.4 0.2 0.2 0.0 1,2 mayor
Total S 13/22
5(2)

2] o 2 se refieren a uno de los posibles padres, “?”” a las que tienen una DE =0 y no se pueden comparar y
“-” a ninguno de los dos. Mayor y menor se refieren a la comparacion de las medias entre los hibridos y
ambas especies, “+” indica que son intermedios.

Fuente: Elaboracion propia.

S. Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales combina las caracteristicas continuas en 10
factores (Cuadro 16) y las discontinuas en 6 factores (Cuadro 17) diferentes que agrupan
mas del 60% de la varianza de todas las caracteristicas medidas (78.2% y 69.7%,
respectivamente). Para las caracteristicas continuas (Cuadro 16) encontramos un primer

factor que agrupa el ancho de la columna, largo y ancho de los sépalos laterales, sépalo
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dorsal y pétalos (25.4% de varianza total); por eso podriamos decir que este factor esta
compuesto por el caliz, los pétalos de las flores y el ancho de la columna. El segundo factor
estd formado por el largo del labelo, columna y del l6bulo medio, que podria relacionarse
con las estructuras de aterrizaje de las abejas (13.7% de varianza). El tercero tan solo
agrupa el ancho del istmo del 16bulo medio y el ancho del 16bulo medio (7.6% de la

varianza total).

Cuadro 16. Analisis de componentes principales de los caracteres discretos de las flores de Lycaste spp.
medidas.
Los valores en negrillas son los mas importantes para cada factor. Los caracteres de importancia para alguno
de los factores estan resaltados en negrillas.

Factores principales

Caracteres 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ancho de la flor 2 0234 -0.025 0.019 0.022 -0.099 0.050 -0.181 0.404 -0.089  0.224
Largo de la base de la flor 0.544  0.140 0289 -0.243 0.157 0286 0.043 0245 0.066 0.036
Largo del labelo 0434  0.668 0.172  0.061 0.251 0219  0.061 -0.060 0.110  0.095
Ancho del labelo 0.535 0235 0.067 -0.190 -0.151 -0.648 0.085 -0.420 -0.108  0.021
Largo de la columna -0.011 0.619 0220 0.004 0.105 -0.026 -0.005 0.391 -0.200 -0.168
Ancho de la columna 0.820 -0.278 -0.002 -0.038  0.000 -0.011 0.092 -0.074  0.026 0.126
Largo del callo -0.152 0577 0246 0493 -0.220 0.000 0.058 0225 0.088  0.081
Ancho del callo -0.367  0.471 0.039 -0.553 0248 -0.173 -0.185 -0.053  0.075 -0.051
Largo de los 16bulos laterales del labio -0.618  0.523 0208 0.065 0257 -0.034 0.037 -0.189 -0.150 -0.008
Ancho de los lobulos laterales del labio 0.644  0.067 -0.181 -0.083  0.057 -0.090 0.012 0249 0.126 -0.130
Ancho del istmo del 16bulo medio 0288  0.054 0.624 -0.128 -0.373  0.123 -0.159 -0.235 0.192  0.013
Largo del 16bulo medio 0.08 0770  0.026 0274 0.206 -0.043  0.132 -0.305 0.072 0.114
Ancho del 16bulo medio -0.047 0407 0.689 -0.186  0.006 0.180 -0.211 -0.013 -0.144  0.247
Largo de los sépalos laterales 0.832 0.344 -0.100 0.001 0.015 0.064 -0.070  0.005 -0.093 -0.127
Ancho de los sépalos laterales 0.777 -0.170  0.186  0.031 0356 -0.052  0.066  0.000 -0.119  0.246
Largo del sépalo dorsal 0.863 0317 -0.111 0.012  0.012 -0.015 -0.006 0.026 -0.082  0.075
Ancho del sépalo dorsal 0.781 -0.104 0206 0.138 0384 -0.040 0.055 0.022 -0.136 -0.111
Largo de los pétalos 0.837 0217 -0.075 0.041 -0.019 0.051 0.009  0.028 -0.220  0.078
Ancho de los pétalos 0.771 -0.046 0350 0.052 0206 -0.015 0.009 0.049 0204 -0.174
Largo del ovario 0380 0346 0.190 -0398 -0320 0277 0420 -0.093  0.004 -0.094
Largo de la bractea floral 0.633 0251 0.017 -0.036 -0.170  0.085 -0.382 -0.258  0.028 -0.060
Largo del ler segmento del escapo 0.435 0.473 0.039 -0.116 -0.123 0.074 -0.057 -0.076  -0.132  -0.182
Proporcion entre el (Prop.) largo (L) — 0.115 -0.325 -0.035 0.262 0.021 0.197 0.035 -0.095 -0.596 -0.399
ancho (A) de base de la flor
Prop. L-A del labelo -0.198  0.117 -0.168 0223 0348  0.802 -0.045 0.037 0.187 0.103
Prop. L-A de la columna * -0.643  0.185  0.129  0.035 0.078  0.028 -0.099 0.295 -0.114 -0.190
Prop. L-A del callo 0.069 0.148 0229 0770 -0.317 -0.039  0.149 0254 0.055 0.161
Prop. L-A del 16bulos laterales -0.698  0.380  0.221 0.091 0222 0.003 0.037 -0.231 -0.174  0.051
Prop. L-A del 16bulo medio 0.133 0383 -0.525 0400 0.164 -0.226 0296 -0.265 0.183 -0.115
Prop. L-A del sépalos laterales -0.135 0472 -0.312  0.030 -0.406 0.112 -0.178 0.060 0.114 -0.452
Prop. L-A del sépalo dorsal 0.033 0451 -0.386 -0.137 -0.495 0.037 -0.083 -0.012 0.070  0.237
Prop. L-A de los pétalos -0.164  0.167 -0.548 -0.048 -0.273  0.088 -0.019 -0.094 -0.492  0.359
Prop. L-L del ovario y bractea floral -0.225  0.087  0.163 -0.431 -0.151 0.199  0.787 0.148 -0.026  -0.005
Prop. L-L del callo y el istmo -0.292 0300 -0.306 -0.371 0425 -0.284 -0.045 0.227  0.032  0.097
Varianza explicada por componente 8.385 4510 2.524 2.211 1.947 1.664 1.302 1.143 1.080 1.028
% de la varianza total explicada 25411 13.668 7.648  6.698 5901 5.043 3.945 3465 3.273 3.118

Fuente: Elaboracion propia.
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El cuarto factor estd compuesto inicamente por la proporcion de largo a ancho del
callo (6.7% de varianza) que no fue una caracteristica Util en la separacion de especies. El
quinto se basa en la proporcion entre ancho del istmo y del callo, con un 5.9% de la varianza
y los dos valores mas altos que se relacionan negativamente con este son las proporciones
entre largo y ancho de los sépalos laterales y dorsal. La proporcion entre largo y ancho del
labelo también es una caracteristica muy variable, contribuye con un 5.0% a la varianza

total entre las flores de Lycaste y constituye el sexto factor.

El cuarto, sexto y séptimo factor muestran la alta variabilidad de la proporcion de
largo contra el ancho del callo (6.7% de varianza), la proporcion entre largo y ancho del
labelo (5.0% de varianza) y la proporcion entre el largo del ovario y el largo de la bractea
floral (3.9% de varianza). Estos caracteres no fueron utiles en la separacion de especies por

ser muy variables.

El séptimo factor se incluye la proporcion del largo del ovario el de 1a bractea floral,
contribuyendo con un 3.9% de la varianza total. El ancho de la flor y el largo de la columna
se agrupan para formar el octavo factor (3.5% de varianza) y se ven inversamente
relacionados con el largo del 16bulo medio. El ancho de los pétalos y la proporcion largo-
ancho de los lobulos laterales (3.3% de varianza) se relacionan inversamente con la
proporcion largo-ancho del pétalo. El décimo factor (3.1% de varianza total) se compone
de la proporcion largo-ancho del pétalo y éste se relaciona inversamente con el ancho de

los pétalos y la proporcion largo-ancho de los sépalos laterales.

En las caracteristicas discontinuas (Cuadro 17) el primer factor agrupa las
caracteristicas del labelo (abertura desde el frente, forma de la base, ancho de la indentacion
del mentdn y los forma de los lobulos laterales) con la forma de la columna y la forma de
los tricomas en la mitad proximal de la columna. Al igual que en los caracteres continuos,
el primer factor agrupa caracteres relacionados a la posible entrada de polinizadores a la
flor, con un 25.2% de varianza. El segundo factor agrupa los tricomas, en el interior del
labelo y el callo, con el 4pice del callo. Estos caracteres también pueden estar relacionados

con el aterrizaje del polinizador (13.4% de varianza).
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La posicion de los sépalos en relacion con el resto de la flor y la densidad y forma
de los tricomas en la mitad distal de la columna son muy variables y forman por si solos el
tercer (10.0% de varianza) y cuarto (8.2% de varianza) factor, respectivamente. El menton
del labelo y el corte transversal del callo se agrupan en el quinto factor con un 6.6% de
varianza. El sexto factor agrupa la abertura y la forma de la base del labelo (6.2% de

varianza), lo cual indica que estan muy relacionados.

Cuadro 17. Analisis de componentes principales de los caracteres discontinuos de las flores de Lycaste
spp. medidas.
Los valores en negrillas muestran las caracteristicas que forman cada factor.

Factores principales

Caracteres
1 2 3 4 5 6
Abertura del labelo -0.607 -0.234  0.122  -0.387 0.094 0.504
Forma del labelo 0.623 0.090 -0.076  -0.121 0.306 0.495
Mentén -0.088 0.486  0.543 0.094  -0.440 0.198
Ancho de la indentacion del labelo -0.844 0.159 0.136  -0.241 0.064 0.099
Tricomas en la cara interna del labelo 0.030 0.633 -0.329 0.360 -0.010 0.205
Corte transversal del callo 0.489 0.308 -0.040 -0.097 0.474 0.248
Apice del callo 0242 -0.646 0201 -0.113 0325 -0.346
Tricomas del callo 0.181 0.665  -0.005 0.039 0.177  -0.288
Vista Lateral de l6bulos laterales 0.728  -0.021 0.044 0312 -0.268  -0.067
Vista ventral de 16bulos laterales 0.790 0.019 0.030 0.145  -0.198 0.067
Apice del 16bulo medio -0.165 0254  0.524 0.149 0393  -0.073
Forma de la columna 0.737 0.030 0.205  -0.165 0.017 0.239
Posicion de la cubierta de la antera 0.366 0.296 0.386  -0.052 0.245  -0.088
Tricomas %; distal de la columna -0.325  -0.239 0.181 0.713 0.228 0.173
Tricomas %2 proximal de la columna -0.710  -0.057 0.119 0.542 0.093 0.143
Tricomas base de la columna 0223  -0461 -0.474 0.179  -0.074 0.318
Posicion de los sépalos en relacion con la forma de la flor 0.198  -0.266  0.716 -0.097 -0.315 0.179
Traslape de los pétalos atras de la columna -0.425 0484 -0.262 -0.287 -0.169 0.004
Varianza explicada por componente 4.544 2411 1.805 1.481 1.183 1.116
% de la Varianza total explicada 25.25 13.40 10.03 8.23 6.57 6.20

Fuente: Elaboracion propia.

Cuando se combinan ambos grupos de datos (Cuadro 18) los caracteres se dividen
en 14 factores, con un porcentaje de varianza total del 75.0%. Los factores obtenidos en

este analisis coinciden con los obtenidos en el andlisis por separado.
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Cuadro 18. Analisis de componentes principales de todos los caracteres medidos de las flores de Lycaste spp. medidas.
Los caracteres agrupados en cada factor estan en negrillas.

Factores principales

Caracteres 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Continuos

Ancho de la flor 0260  0.027 -0.037 -0.121  -0.041  0.045  0.016 0.157 0.106 -0.026  0.103  0.262 0.130 0.280
Largo de la base de la flor 0.471 0331  -0.140 0304  0.343 0.241 0.141 0.160 0.015 -0.093 -0.186  0.014 0.254 0.023
Largo del Iabelo 0224 0785 -0.032 0286  0.095 0.116  -0.126 0.163 0.116 -0.006 -0.052  -0.003  0.067 -0.072
Ancho del labelo 0.471 0348 0081  -0275  0.126 -0.308 -0.075  -0.358 0.182  -0249  -0.175 -0.263  0.223 -0.004
Largo de la columna 0.152 0554 0121  -0.165  -0.065  -0.104  0.291 0.083 0.179 0050 0233 0212 0.200 0.213
Ancho de Ia columna 0.868  -0.051  0.051 0012 0026 -0.119  0.012 -0.035 0.050  0.056  0.005 -0.032  -0.145 0.127
Largo del callo 0270 0487 0031  -0371 -0.531  0.010  -0.020 0.106 -0.193  -0.121  -0.086  0.110 0.038 0215
Ancho del callo 0483 0334 0191  -0.092 0538 -0237 0033 0.020 0.134 0072 -0.118  0.161  -0.028  -0.059
Largo de los I6bulos laterales del labio  -0.770 0365 0212 0099  -0.048  -0.130  0.007 0.016 0.002 0075  0.087 -0.139  -0.004 0.058
Ancho de los 16bulos laterales del labio 0.629 0273 -0.194 0039  0.148  -0.074  0.104 0.084 -0.107  -0.063  0.034  0.092  -0.026  -0.138
Ancho del istmo del 16bulo medio 0285 0079 0521 -0376 -0.070 0308  -0.021 0.060 0.147 0053  -0.188  -0241  0.000 -0.329
Largo del l6bulo medio 0.137 0768 0112 0069  -0.148  -0.124  -0.294 0.025 -0.181 0028  0.090 0019  -0.147  -0.045
Ancho del 16bulo medio -0.141 0305  0.680  -0.244  0.057  0.156  0.031 0.222 0.084  0.037 0218  -0.096  0.165 0.019
Largo de los sépalos laterales 0.696  0.581  -0.024  0.061 0012 0010  0.020 -0.029 0.135 0056  0.058  -0.013  -0.024 0.013
Ancho de los sépalos laterales 0760 0084 0237 0238  -0.041 -0264  0.158 0.089 0.031 -0.019 0.123  -0.111  0.060 0.143
Largo del sépalo dorsal 0730  0.553  -0.030  0.050 0023  -0.041  0.003 -0.026 0.071  -0.036  0.051  -0.047  0.051 0.188
Ancho del sépalo dorsal 0734  0.163 0285 0300 -0.148 -0259  0.113 0.041 0.074  0.103 0039  -0.015  -0.036 0.010
Largo de los pétalos 0.745 0443  -0.043  0.005  -0.022  -0.043  0.013 0.029 0.058  0.175  0.08  -0.113  0.095 0.134
Ancho de los pétalos 0711 0202 0362 0115 -0.133  -0.127  0.186 0.093 0.075 -0.084 -0.189  0.060  -0.141 0.001
Largo del ovario 0277 0399 0222  -0279 0305 0377  0.178 -0.222 0.110 0.157 0081  -0.016  -0.360 0.086
Largo de la brictea floral 0538 0393  0.096 -0.094 0006  0.127  -0.141 0.116 0358  -0.104  0.184  0.078 0.025 -0.165
Largo del ler segmento del escapo 0275 0549  0.163  -0.128  0.082  0.111 0.016 -0.097 0.113  -0.013  0.113  0.105  -0.033 0.095
Proporcién entre el (Prop.) largo (L) - 1 » 9195 0029 0335  -0272 0100  0.125 0.443 0.223 0403  -0.021 0179  0.205 0.219

ancho (A) de base de la flor

Prop. L-A del labelo 0236 0086  -0.098 0489  -0.072 0372  0.000 0.515 0.102 0234  0.169 0252  -0.192  -0.006
Prop. L-A de Ia columna -0.750 0286 0025  -0.068 -0.070  0.27  0.180 0.144 -0.083 -0.015 0.117  0.110 0.194 -0.188
Prop. L-A del callo 0.043  0.157 -0.043 -0229 -0.800  0.166  -0.049 0.131 0231 -0.065 -0.030  -0.047  0.049 0.268
Prop. L-A del I6bulos laterales -0.808 0.192 0232 0096  -0.08  -0.091  -0.019 0.001 0.040 0071 0055 -0.166  0.013 0.127
Prop. L-A del 16bulo medio 0.005 0466 -0453 0228  -0.196 -0262  -0.273 0.180  -0248  -0.009 -0.104 0.085 -0262  -0.105
Prop. L-A del sépalos laterales 0224 039  -0323 -0.235  0.000 0315 -0.167  -0.054 0.181  0.046  -0.077  0.148  -0.144  -0.145
Prop. L-A del sépalo dorsal 0.063 0394 0407 -0.344  0.188 0279  -0.134  -0.104 0.193  -0.138  0.031  -0.031  0.097 0.199
Prop. L-A de los pétalos 0.155 0080 -0.525 -0.121  0.182 0116 -0270  -0.111 0.035 0330 0351 0234 0277 0.100
Prop. L-L del ovario y bréctea floral 0240  0.006 0.136  -0.164  0.383 0277 0321 0.130  -0439 0223  -0.072 -0.133  -0.363 0.275

Prop. L-L del callo y el istmo -0.357 0.190 -0.131 0.066 0.480 -0.437 -0.011 0.115 -0.023  -0.200 0.071 0.266 -0.041 0.314
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(Cuadro 18. Continuacion)

Factores principales

Caracteres 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Discontinuos

Abertura del labelo 0631  -0208 -0.038 -0.073 -0.152 0075  0.200 0.087 0010 -0.104 -0.023 0164  -0.169 0.024
Forma del labelo 0210 0360 0008 0077 0036 0133  0.184 0282  -0.068 0.120 -0.365 0376  0.308 -0.080
Mentén 0.118 -0476 0459  -0202  0.149  -0.087  -0.151 0.018 0.066  -0.017  0.146 0247  0.034 0.177
Ancho de 1a indentacién del labelo 0780  -0.196 -0.110  0.103 0092  0.09  -0.152  -0.058 0.120 0026 0049 0001  -0.016  -0.010
Tricomas en la cara interna del labelo  -0.019  -0.162 0326  0.070  0.199  0.199  -0.553 0215 -0.155  -0.030 -0217 -0.019  0.164 0.239
Corte transversal del callo 0333 0320 0164 0167 -0.113 0155 0256  -0.234 0280 0057 -0.365 0086  -0.122 0.169
Apice del callo 0203 0311 -0.420 -0.189  -0.038  -0.141 0208 0.198 0230 0011 0013  -0.170  -0.199 0.049
Tricomas del callo 0.142 0073 0361 0102  -0.022  -0.022  -0.509 0.071 0.166  -0246  -0.026 0078  -0.167  -0.018
Vista Lateral de Lobulos laterales 0.664 0365 0130  0.173  0.003  -0.179  0.084 -0.008 0.126 0088 0010  -0.146  0.010 0.108
Vista ventral de l6bulos laterales 0705 0311 0056 0034  0.104  -0.132  0.076 0.123 0.076  0.155  -0.047  -0.060  -0.007 0.027
Apice del 16bulo medio 0.161 0000 0010 -0.487 -0.011 -0.189  -0.167  -0.109  -0.293  0.198  -0.010 0386  -0.040  -0.080
Forma de la columna 0460 0018 0261 0395  -0.038 0002  0.162 0257 0056 0.160 -0.162  -0.059  0.035 0.028
Tricomas Y% distal de la columna 0.180 0153  -0.125 -0287 0012  -0.307  -0.073 0.374 0.150  0.581  -0.317 -0.093  -0.004  -0.061
Tricomas % proximal de la columna 0479  -0262 -0.067 -0268  0.140  -0228  -0.184 0.321 20015 0335 -0306 0017  0.093 0.035
Tricomas base de la columna 0.052 0047 -0.186 0061 0109 0337  0.323 0.325 0.193  -0288  -0311  -0.055  0.134 0.106
P ey delossépalosenrelacioncon 134 430 0014  -0391 -0.133 -0.180  0.406  -59.000  0.417  -0.024  -0.050  0.133  -0.027 0.123

a forma de la flor
Traslape de los pétalos atrés de la 0475  -0.151 0269 0031 0144 0118  -0.118  -0.032  -0331 0233 0197  0.58 0069  -0.059

columna

Varianza explicada por
componente

% de la Varianza total explicada 21.74 11.47 6.00 4.98 4.63 3.92 3.76 3.30 3.04 2.84 2.54 2.36 2.23 2.11

10.868 5.737 3.002 2.491 2.317 1.962 1.882 1.649 1.519 1.420 1.268 1.181 1.113 1.054

Fuente: Elaboracion propia.



6. Clave dicotomica

Se realizo la siguiente clave dicotomica para la identificacion de las especies
presentes en Guatemala, se tomaron solo las caracteristicas de las especies puras para no
hacerla complicada. Todas las especies aqui incluidas pueden tener manchas rojizas,
pequeiias, desde la base del labelo hasta llegar al istmo y algunas veces en los sépalos y
pétalos. Todas pueden reproducirse entre si y sus hibridos pueden presentar caracteristicas
de las especies padres o nuevas que aparentan ser intermedias. Esta clave es muy simple
como para tomar en cuenta todas las variantes, que hay en flores de plantas de origen
hibrido, estas caracteristicas deben ser tomadas en cuenta por quien esté tratando de

identificarlas.

Clave dicotomica entre las especies de Lycaste (seccion Deciduosae, subseccion
Xanthanthae) presentes en Guatemala:

1. Columna ancha, gruesa y erecta, l6bulos laterales del labelo poco visibles o ausentes (Figura 14A y
C); callo corto y casi plano, poco notable (Figura 12E y G).
2. La indentacion en la base del labelo ocupa todo el ancho de este. Puede presentar o no
una mancha roja bien definida en la cara interna de la base del labelo (Figura 11E, 27 y
28B).
vvvveeenn. Lo_cruenta
2'. La indentacion en la base del labelo ocupa de 1/4 a 1/2 del ancho total del mismo. No

presenta una mancha roja en la cara interna de la base del labelo, pero si manchitas rojas
en todo el labelo (Figura 11D y 27).
................................................... L. sulfurea
1 Columna delgada y arqueada, tiene lobulos laterales bien definidos (Figuras 14D-G); callo largo y
no se ve plano, facilmente observable.

3. En vista lateral el callo se observa sobrepasar los 16bulos laterales.
4. El callo es cuneado y la punta es mas ancha que el istmo del 16bulo medio; los

l6bulos laterales del labelo tienen apices agudos que se proyectan hacia el frente
(Figura 14E).

...................... L. aromatica (al momento solo ha sido

encontrada en México)
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4. El callo es en forma de “V” (ligulado, Figura 13E) y su punta no es mas ancha que
el istmo del 16bulo medio; los 16bulos laterales tienen apices redondeados y se
doblan rodeando la columna.

........................ L. consobrina (las flores de las plantas
encontradas mas al norte, en México, huelen a manzana verde (M.
A. Soto Arenas, com. pers.), pero podemos encontrar flores con
esta forma de callo entre las L. cochleata de las Verapaces e
hibridos de Chiquimula).

3. En vista lateral el callo no sobrepasa los lobulos laterales.
5. En vista frontal, callo doblado en forma de "V", carnoso, Figuras 13D y 28C.
............................................................. L. suaveolens
5. En vista frontal, callo poco doblado o doblado en forma de "U", es poco carnoso.
6. El callo ocupa el mismo ancho del istmo del 16bulo medio, los l6bulos

laterales no se traslapan con el 16bulo medio del labelo si se aplana la
flor (Figura 12F).
weeeee... L. bradeorum
6. El callo es mas angosto que el 16bulo medio, 16bulos laterales se
traslapan con el 16bulo medio del labelo si se aplana la flor (Figura 13 y
28A).
<eee.... L. cochleata
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 27. Comparacion entre flores de Lycaste sulfurea y L. cruenta.

L. sulfurea siempre estd a la izquierda. A. Flor completa de L. sulfurea, B. Flor completa de L. cruenta,
C. vista frontal de los labelos, D. vista inferior de los labelos.
Fuente: Elaboracion propia.

71



Figura 28. Vistas frontal y lateral de flores tipicas de Lycaste.
A. L. cochleata; B. L. cruenta; C. L. suaveolens y D. hibrido L. suaveolens x cruenta.

Fuente: Elaboracion propia.
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D.  Analisis genético

Se compararon las extracciones de los métodos de Edwards, Johnstone y Thompson
(1991) y una modificacion de Doyle y Doyle (1990), donde se extrajeron aproximadamente
0.037 £ 0.028 ng/ul y 0.070 = 0.057 ng/ul de ADN total, respectivamente. Se escogio el
método de Doyle y Doyle (1990) para la extraccion de ADN de las muestras, por la mayor
cantidad de ADN extraido. La concentracion recomendada de ADN para una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) sin problemas por falta de ADN esta entre 0.05 a 2.00 ng/pl
(Hoy 1994).

Los artefactos mas comunes durante la obtencion de los fragmentos del gen ndhF
del ADNcp fueron la poca cantidad de ADN total obtenida al final de la extraccion. El
color pardo de las extracciones se debe la existencia de interferentes, como polisacaridos y
polifenoles. Por esta razon se aumento la cantidad de solucion tampon de CTAB (Olmstead
y Palmer 1994) a 700ul en lugar de 600ul como el procedimiento original, ademas se
agregd polivinil pirrolidona (PVP- 40T) al 1% para evitar que los polifenoles se unan al

ADN (Torres, Weeden y Martin 1993).

Los dos distintos haplotipos encontrados pueden observarse en
Kb la Figura 29. Asumiendo que los individuos de poblaciones
alopatricas no han sufrido introgresion, ni otra forma de

recombinacion genética, los haplotipos para el gen ndhF del ADNcp
3.0

20 son: L. cochleata (Izabal) 1,700pb y L. cruenta (Santa Rosa)
. 1,500pb. En Zacapa el haplotipo mas abundante es el de 1,700pb.

1.5

& 1.0
Figura 29. Posibles haplotipos en el gen ndhF de Lycaste spp.
El carril 1 muestra el haplotipo de 1500pb, el carril 2 muestra el haplotipo de
~1700pb, el tercer carril muestra el marcador de pesos moleculares 1Kb de

Sigma®©. Los nimeros muestran el tamario de los fragmentos de ADN de doble
hebra del marcador de pesos moleculares en miles de pares de bases (Kb).

Fuente: Elaboracion propia.
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Hasta el momento, se han analizado 27 plantas de especies de flores amarillas, los
datos por especie y localidad analizada estan en el Cuadro 19. Se han analizado plantas de
L. deppei (2 de Baja Verapaz, Cuadro 19), que presenta el haplotipo de 1700pb y una de
L. lasioglossa (Izabal) que presenta el haplotipo de 1500pb.

Los haplotipos encontrados por departamento pueden observarse en el Cuadro 19.
En poblaciones simpatricas encontramos los dos haplotipos (Izabal, Chiquimula, Jutiapa y
Zacapa), en poblaciones alopatricas encontramos solo uno de los dos (Escuintla, Izabal y
Santa Rosa). En Izabal solo encontramos el haplotipo grande para L. cochleata, pero L.
lasioglossa tiene el haplotipo pequeio. L. deppei en Baja Verapaz tiene el haplotipo grande
al igual que las otras especies de Lycaste de la zona. La presencia de ambos haplotipos en

L. suaveolens y L. cruenta apoya la teoria de que la mayoria de los hibridos se origina con

estas dos especies como uno de los parentales.

Cuadro 19. Posible haplotipo del gen ndhF para Lycastes amarillas y su distribucion por localidad.
Haplotipo gen ndhF (pb)

Especie Localidad 1500 1700 Total
L. cochleata Escuintla (Es) +(2) 2
Cq + 1
Iz +@3) 3
L. cruenta Jutiapa (Ju) +(1) +(2) 3
Santa Rosa (SR) + 1
L. suaveolens Za +(1) +(7) 8
Cq +(1) +(1) 2
Localidad desconocida +(3) 3
L. sulfurea Cq +(3) 3
L. deppei BV +(2) 2
L. lasioglossa 1z + 1
Especie desconocida' Za + 1
TOTAL 4 26 30

! Plantas que no tienen material floral con el cual identificarlas.
Fuente: Elaboracion propia.
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E. Cladograma

El cladograma de la Figura 30 fue realizado basandose en 50 caracteres florales de
las especies de Lycaste presentes en el pais y se incluyen los haplotipos encontrados en
cada especie. Hay dos grupos, uno entre Lycaste amarillas, las mas cercanas son L.

suaveolens, L. bradeorum, L. cochleata y L. aromatica (ordenadas de mas similares a

diferentes). También, se puede observar que L. cruenta y L. sulfurea estdn cercanamente

relacionadas, pero estdn mas separadas que el resto de las especies con flores amarillas. L.

consobrina es la especie menos relacionada dentro del grupo de especies amarillas.

El otro grupo estd formado por L. dowiana y L. macrophylla subs. xanthocheila,
que estan muy relacionadas entre ellas. Las menos relacionadas morfolégicamente con las

demas especies presentes en Guatemala son L. deppei, L. skinneri y L. lasioglossa.

L. lasioglossa *
L. sulfurea
L. cruenta

L. aromatica

L. cochleata

i)

L. bradeorum Largo en pb de
haplotipos del gen
L. suaveolens ndhF
1,700 @

L. consobrina

1,500 *

L. dowiana

L. macrophylla subs.
xanthocheila

L. deppei @

L. skinneri

[ [ [ |
2 3 4 5
Distancias euclideas

(=)
—_

Figura 30. Cladograma de disimilitud entre especies de Lycaste.
Se utilizaron 50 caracteres morfoldgicos en 283 flores; unido por el método de uniéon simple (UPGM), con
distancias euclideas y que muestra los haplotipos del gen ndhF para cada especie

Fuente: Elaboracion propia. .
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F.

Analisis geografico de distribucion de las especies

La Figura 31 muestra la distribucion de caracteres morfométricos y de los

haplotipos en Guatemala. Morfologicamente hay dos zonas, una formada por Alta y Baja

Verapaz, Chiquimula, El Progreso, Izabal, Petén y Zacapa. La otra region incluye

poblaciones de tierras volcanicas de la costa sur (Suchitepéquez, Solola y Jutiapa) y

Huehuetenango. Para este analisis no se incluyeron las flores provenientes de México,

Honduras y Costa Rica. La region geografica mas variable, tanto en caracteristicas

morfoldgicas, como genéticas es el nororiente del pais, donde convergen ambas zonas de

distribucion de caracteres morfologicos y podemos encontrar ambos haplotipos del gen

ndhF.
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0 50
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Figura 31. Mapa de Guatemala que presenta la distribucion geografica de los haplotipos del gen ndhF'y las
posibles regiones a encontrar, basadas en los caracteres morfoldgicos para especies de Lycaste amarillas.

Estos especimenes representan especies amenazadas.

Las

georreferenciadas para protegerlas de la colecta desmedida.

Fuente: Elaboracion propia.
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IV. DISCUSION

A. Muestreo

Cuatro de las siete poblaciones analizadas, entre 1997 y 1999, presentan mas de una
especie de Lycaste. Las especies mas abundantes en la naturaleza son L. suaveolens,
hibridos naturales y L. cruenta (Cuadro 5). Durante estos viajes de campo no se encontraron
poblaciones alopatricas de L. suaveolens, ni de L. sulfurea. Este hecho sugiere que estas
especies se han desarrollado a partir de conglomerados de hibridos. Los periodos de
floracion se traslapan entre todas las especies (Figura 17), ademés comparten polinizadores
(Euglossa spp., Dix y Dix 1992). Esto facilita la hibridacion interespecifica en zonas

simpatricas.

Los factores que mas influyen en la desaparicion de individuos de estas especies en
el campo, en orden de importancia, son los incendios forestales, el cambio de uso de la
tierra para usos agricolas y ganaderos o centros poblados, y la colecta indiscriminada de
individuos para la venta. Pero no solo estas especies se ven afectadas por estas actividades.
Se ha reportado que la amenaza mas grande para la comunidad de epifitas es la
deforestacion. El numero de orquideas nativas exportadas es minimo en comparacioén con
la pérdida por operaciones madereras. Las litofitas también son destruidas por la
magquinaria y equipo de tala, y porque al quedar sin cubierta boscosa son desecadas por el
sol. Al desaparecer el bosque también lo hacen miles de helechos y epifitas (Koopowitz y

Kaye 1990).

El impacto producido por los coleccionistas expertos en cultivo (aficionados a las
orquideas, que tienen cultivos ex situ) es pequefio (Koopowitz y Kaye 1990), pero también

se han reportado casos en los que los coleccionistas novatos han limpiado las ramas de
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arboles en pie, sacando plantas que no sobreviven el impacto del viaje y el trasplante. Otro
grupo que representa presion sobre las poblaciones en el campo son los “colectores
profesionales”, que extraen plantas ilegalmente para la venta. Los “colectores expertos en
cultivo” han reportado que, al regresar a areas ricas en orquideas, han encontrado que los
“colectores profesionales” han extraido plantas, llevando poblaciones a niveles cercanos a

la extincion (Dix y Dix, com. pers).

En los departamentos de Zacapa, Izabal, Chiquimula y Jutiapa fueron reportadas,
por varios autores, las localidades donde obtuvieron las flores para hacer las descripciones
posteriores a la descripcion original de la especie (Ames y Correll 1953; Fowlie 1970;
Tinschert 1983; Dix y Dix 1992). Estas localidades son cercanas o estin en dareas
protegidas, aun asi, las poblaciones han mermado (Zacapa, Izabal, Chiquimula) o
desaparecido (Esquipulas en Chiquimula). Se deben implementar medidas de proteccion
mas efectivas en los lugares que ain quedan relictos de las poblaciones naturales, como los
bosques de pino y encino en la Reserva de Biosfera Sierra de las Minas y la Zona de Veda

Definitiva de los Volcanes Chingo e Ipala.

Las distribuciones altitudinales, teoricas, de L. cochleata y L. cruenta se traslapan

entre los 1,000 y los 1,800 m s.n.m. (Cuadro 21 en el Anexo A.). En las poblaciones
estudiadas encontramos estas dos especies entre 800 y 1,750 m s.n.m. Los hibridos de
Lycaste amarillas se encuentran entre 1,100 y 1,740 m s.n.m. Esta forma de distribucion
de hibridos ha sido ampliamente documentada (Arnold 1997; Fagri y van der Pijl 1971),
ya que especies que normalmente no se hibridan, lo hacen en zonas de contacto

interespecifico.

L. suaveolens se ha encontrado en intervalos altitudinales y localidades reducidas

en comparacion con L. cochleata y L. cruenta. Segun la relacién que existe con poblaciones

de L. cruenta se cree que se origind como un hibrido, pero actualmente sus densidades son

mayores. Esto sugiere que presenta vigor hibrido.
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Se ha demostrado que algunos hibridos presentan caracteristicas con una
adecuacion biologica (fitness) mayor que la de sus padres y pueden contribuir
genéticamente a las futuras generaciones (Cruzan y Arnold 1994, Grant y Grant 1996,
Emms y Arnold 1997; Carney et al. 2000; Burke y Arnold 2001). Especies relacionadas
cercanamente pueden tener requerimientos de germinacion muy diferentes (Harper et
al.1965) que pueden diferenciar especies que son muy parecidas cuando adultas (Grubb

1977).

Las consecuencias de especiacion simpatrica dependen de un polimorfismo estable,
el cual involucra la evolucidon de una asociacion entre este polimorfismo y alelos en loci
que afecten su reproduccion (casi siempre por la seleccion de hébitat o recursos). Si ocurre
especiacion simpatrica en una solo localidad dentro del intervalo de distribucién de un
ancestro ampliamente distribuido, la especie hija, que ha cambiado a un nuevo habitat o
recurso puede diseminarse. El resultado, en términos de patrones de variacion genética
molecular, puede no ser distinguible de los producidos por un efecto fundador, i.e. una
especie tendrd un subgrupo de la variacidon encontrada en la especie hermana, el patron

especifico depende de la estructura poblacional del ancestro.

Alternativamente, en casos de especies hermanas simpatricas en un area amplia, las
distribuciones actuales pueden reflejar eventos de especiacion multiples. En casos de
especiacion por hibridacion se pueden encontrar bajos niveles de variacion en las
secuencias, sugiriendo que estas son de origen cercano, que al ser perennes hacen que estas

diferencias se mantengan por periodos mas prolongados (Harrison 1991).

B. Polinizacion

Se cerr6 el estigma del 69% de las flores polinizadas. Esto implica que las barreras
para la fecundacion se incrementan después de esta estructura (Cuadro 6 y Cuadro 7), ya
que solo se formaron cépsulas en un 35%. Esto sugiere un proceso de heterostilia (esto es
que el largo de la columna varia entre flores de la misma especie) en el grupo, ya que se

desarrollan tubos polinicos, pero no llegan a fecundar los 6vulos (Fagri y van der Pijl
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1971). En general, el porcentaje de éxito en la polinizacion cruzada entre estas especies es
bajo, 33%, y presenta diferencia significativa con las flores polinizadas por su misma

especie, 43%, %2 (1= 1,N=287)= 2.73; 0.05 > p > 0.10.

Las barreras para la autopolinizacion en estas especies pueden ser bajas porque los
machos de las abejas del género Euglossa spp. marcan las flores con trazos de olor de corta
duracion para poder regresar a recoger olores (“trap-lining behavior”). Estos polinizadores
no estan interesados en obtener alimento de las flores (Dodson ef al. 1969; Simpson 1966).
Esto asegura que la abeja regresara en corto tiempo a la misma flor, después de pasar por
otras, promoviendo la fertilizacion cruzada y que baje la probabilidad de la
autopolinizacioén. Esta asociacion con abejas de la tribu Euglossini, que son voladoras
fuertes y de distancias largas, asegura la fertilizacion cruzada en poblaciones con bajas

densidades de individuos y/o pocas flores producidas (Janzen 1971).

Durante los experimentos de polinizacién se encontraron machos de Euglossa cf.
viridissima visitando y polinizando flores de Lycaste amarillas, hasta ese momento no se
habia reportado la presencia de estas abejas a esta elevacion (1,502 m s.n.m.), ya que su
intervalo de distribucion en el 4rea de la meseta central estaba reportado hasta 1,200 m
s.n.m. (M. A. Dix, pers. com.). Este dato apoya los registros de ampliacion de rango de
distribucién de especies de insectos debido al calentamiento climatico en las pasadas
décadas (Thomas et al. 2001). La presencia de polinizadores naturales interfiere con los

experimentos de polinizacion ya que disminuye la disponibilidad de flores para los mismos.

Los hibridos presentan un mayor nimero de columnas cerradas (80%) y mayor
formacion de capsulas (41%) en los experimentos de polinizacion cruzada, ¥ @11, N=247) =
5.536; 0.01 > p > 0.05. Al cruzar L. cruenta con hibridos naturales como madres hubo
mayor éxito en la formacion de hibridos (62%), ¥ 1=6,N=100) = 13.499, 0.01 > p > 0.05, lo
que la hace una buena candidata para posible parental en los enjambres de hibridos en
poblaciones simpatricas que presentan introgresion. Esto es apoyado también por el éxito
que tiene al cruzarse con L. cochleata como madre (50%). En contraste, al hacer cruces

usando a L. suaveolens, como madre o como padre, hay menor éxito en la formacion de
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capsulas (13%), x2(1=6,N=112) = 9.966; 0.10 > p > 0.15; ambas especies se encuentran en

simpatria, lo que hace poco probable la formacion de hibridos naturales entre ellas.

En poblaciones muy diversas como las de Zacapa, con 6 especies de lycastes
amarillas (Cuadro 5), y en la que L. suaveolens es mayoria (66%) y L. cruenta minoria
(3%), encontramos un alta cantidad de hibridos naturales (24%). Las plantas hibridas que
fueron polinizadas, con polinias de otros hibridos o especies, presentan un porcentaje de
fecundacion mayor que el resto 41% (Cuadro 6). Esto implica que sus barreras para la
polinizacion cruzada son menores. También presentan una alta tasa de produccion de
capsulas por autopolinizacion (5 de 9 flores polinizadas, 56%). En este estudio, los hibridos
producen semillas mas facilmente que las especies bien establecidas, lo que puede dar lugar
a que la proporcion de individuos hibridos en las poblaciones se incremente (ver Cuadro
5), pero no implica que las semillas se establezcan mas facilmente, ni que los individuos

nuevos sean fértiles entre si o por retrocruzamiento.

En las poblaciones donde se encontraron hibridos naturales (Zacapa, Jutiapa y
Chiquimula) estos presentan mas barreras para fertilizacion por retrocruzamiento, por lo
que se debe analizar mas material de estas localidades y hacer analisis de polinizadores y

fragancias en las mismas.

Los cruces entre L. cochleata X L. suaveolens presentan la mayor cantidad de
columnas cerradas y produccion de capsulas, 86% y 50%, respectivamente (Cuadro 6),

Y (e1=4,N=s1) = 10.796; 0.01 > p > 0.05. Los cruces entre L. cruenta x L. cruenta tienen mas

éxito en la produccién de capsulas (40%), ¥*(el1=4, N=72) = 8.399; 0.05 > p > 0.10. L.
suaveolens x L. cruenta tienen la menor produccion de capsulas (13%), %*(e1=4, N=s4) =

10.953; 0.05 > p > 0.10.

En experimentos de autopolinizacion de las 40 flores autopolinizadas solamente
53% cerraron el estigma, pero el 43% desarrollaron capsula, ligeramente mayor que en la
polinizacién cruzada, y%(g.1=3, N=40) = 2.437; p << 0.15 (Cuadro 7). Al polinizar las columnas

de hibridos se alcanzd un porcentaje de polinizacién y fecundacion del 84% para cruces
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interespecificos y del 54% para autopolinizacion, mientras que cuando son los donadores
de polinias son 76% y 32%, respectivamente, y2(g1-1, N=75) = 2.459; 0.10 > p > 0.15. L.
cochleata presenta mas barreras para la autofecundacion con polinias de otra flor en la
misma planta (22% con capsulas desarrolladas), que para L. cruenta del 40%, para L.
suaveolens del 43%, y los hibridos tenian un éxito de fecundacion del 60%. Es interesante
que, aunque la tasa de aceptacion de polen (cerrado de estigma) de las flores polinizadas
con sus propias polinias es ligeramente mas baja (50%), todas produjeron capsula,
haciendo que tenga el éxito de polinizacion mayor (Cuadro 7). Al polinizar flores con sus
propias polinias, el éxito en la polinizacion es de 100% en L. cochleata, 67% en L. cruenta,

50% en los hibridos y 20% para L. suaveolens, %*g1=3, N=14) = 4.113; p << 0.15.
y X (g )

Durante los muestreos preliminares y andlisis de plantas, se tuvo acercamiento con
socios de las asociaciones de orquideologia (ej. O. Mittlesteadt, M. Behar y O. Tinschert),
todos hicieron énfasis en que antes de hacer polinizaciones entre diferentes especies de
orquideas, se mida el largo de la columna de ambos padres para confirmar si el largo de la
del padre es al menos del mismo largo que la de la madre, esto aumenta las probabilidades
de que la polinizacién sea exitosa (Dressler 1981). La correlacion entre los largos de las
columnas de las flores polinizadas artificialmente es alta, R?=0.9836 cuando son
polinizadas y ligeramente menor, R?=0.9411, cuando solo se cierra el estigma (Figura 18),
sin diferencia estadisticamente significativa, por lo que no puede utilizarse como indicativo
para el éxito de la polinizacion artificial. El ancho de las cépsulas es poco mas de la mitad
del largo (y= 0.5561x, forzando la interseccion en 0, con R?>=0.9549, Figura 19), donde los
hibridos tienen las capsulas mas anchas y L. suaveolens las mas delgadas y cortas, las méas

largas son de L. cruenta.

El tubo polinico debe ser de largo mayor al largo de la columna de la madre, para
alcanzar a los 6vulos en el ovario. Al llegar a la madurez la cépsula alcanza 2.2 veces el
largo original del ovario de la flor fecundada- (y=2.2454x, cuando se fuerza la interseccion

de la linea de tendencia a pasar por 0, R?=0.9445, Figura 20).
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El largo de la capsula madura es mas de 3 veces el largo de la columna del padre
(y=3.3482x, cuando se fuerza la interseccion de la linea de tendencia a pasar por O,
R2=0.9678, Figura 21) y poco mas de dos veces el ancho final de la capsula (y=2.1862x,
cuando se fuerza la interseccion de la linea de tendencia a pasar por 0, R>=0.9407, Figura
22), se puede determinar, por el largo de la columna del padre, si se produciran mayor o

menor cantidad de semillas.

En la Figura 23 se muestra el largo de la columna del padre que fecundd
efectivamente flores de las especies en estudio. L. suaveolens fue fecundada por las
polinias de flores con columnas més largas, por lo que sugiere que, al ser més dificil de
polinizar con polinias de flores de columnas mas cortas, formara menos hibridos naturales,
ya que restringe las posibles especies a ser padres efectivos. Los hibridos naturales fueron
polinizados con las polinias provenientes de flores con columnas mas cortas, lo que sugiere
mayor susceptibilidad a ser polinizadas por L. cruenta y otras especies con columnas mas

cortas.

C. Analisis morfoldgico

1. Caracteristicas florales importantes para descripcion de especies

La caracteristica floral mas importante para la separacion de todas las especies de
la subsect. Xanthanthae presentes en Guatemala, son la proporcion entre largo y ancho de
la columna, y la forma del callo del labelo. Las caracteristicas mas variables dentro de las
especies son el ancho de la flor y las proporciones entre largo y ancho del callo, del 16bulo
medio del labelo, del sépalo dorsal y de los pétalos. Los intervalos de valores para cada

caracteristica son tan amplios que se traslapan entre ellos (Cuadro 9).

L. suaveolens y L. cochleata presentan 14 caracteres continuos con diferencia
significativa (Cuadro 10, P < 0.05). A pesar de esto, al hacer el analisis discriminante
(Figuras 24 y 25), parecen estar mas relacionadas en tamafio y forma que L. cruenta y L.

sulfurea que solo tienen 5 caracteres continuos que las diferencian estadisticamente
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(Cuadro 10, P £0.10). Los hibridos no se ven tan relacionados a L. cruenta como a otras
especies, por lo que se necesita mas andlisis para poder dilucidar mejor el origen de estos
(Figura 25). Los caracteres discontinuos en su mayoria separan las dos parejas de especies
antes mencionadas (Cuadro 11), pero el ancho de la indentaciéon del labelo separa
nuevamente L. sulfurea de L. cruenta. Los analisis discriminantes también nos hacen notar

la “plasticidad fenotipica de L. bradeorum de Costa Rica (Figura 26)

Las caracteristicas que presentan las flores polinizadas por abejas son estructuras
para aterrizaje, y entradas estrechas hacia la fuente del atrayente (Faegri y van der Pijl
1971). El andlisis de componentes principales agrupa las caracteristicas continuas en 10
factores (78.2% de varianza, Cuadro 16), de estos 7 agrupan estructuras por las cudles
puede aterrizar y entrar la abeja. Los tres primeros factores de las caracteristicas continuas
agrupan el caliz y los pétalos de las flores; largo del labelo, columna y del 16bulo medio, y
el ancho del istmo del 16bulo medio y el ancho del lobulo medio. Estos factores pueden
estar relacionados con las caracteristicas que atraen de las abejas por la forma de las
estructuras de aterrizaje, agrupando un 46.7% de la varianza total. La tincion de flores para

mostrar los osmoéforos de L. cochleata apoya esta suposicion (Ryan 2001).

Las caracteristicas discontinuas se agrupan en 6 factores diferentes (Cuadro 17) que
agrupan el 69.7% de la varianza de todas las caracteristicas medidas. Los factores sirven
para agrupar caracteristicas con las mismas tendencias, si la varianza se debe solo a una
caracteristica en un factor, es despreciable para este andlisis. En el primer y segundo factor
se agrupan al igual que en los continuos, caracteres relacionados a la posible entrada de

polinizadores a la flor, con un 38.6% de varianza total.

El menton del labelo y el vista frontal del callo se agrupan en el quinto factor con
un 6.6% de varianza, estos caracteres se pueden tomar como los lugares donde se pueden
parar o resbalar las abejas al visitar la flor. El sexto factor agrupa la abertura y la forma de
la base del labelo (6.2% de varianza), lo cual indica que estan directamente relacionados,

mientras mas abierto esté el labelo mas ancha es su base.
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La posicion de los sépalos en relacion con el resto de la flor y los tricomas en la
parte distal de la columna son muy variables y forman por si solos el tercer (10.0% de
varianza) y cuarto (8.2% de varianza) factor, respectivamente siendo poco utiles en la
separacion de las especies. Cuando se combinan ambos grupos de datos, los caracteres se
dividen en 14 factores (Cuadro 18), con un porcentaje de varianza total del 75.0% y

confirman las observaciones tomadas en los grupos de caracteres separados.

2. Posible origen de los hibridos

Segun la funcidn discriminante para todas las especies de la subsect. Xanthanthae
los especimenes que crean mas confusion (o que son mal identificados, Cuadro 12) son los
hibridos naturales (65% de identificaciones correctas), L. suaveolens (69%) y L. cochleata

(72%). En este andlisis se incluyeron todas las flores de L. suaveolens, L. cruenta, L.

cochleata e hibridos naturales. Los hibridos por tener caracteristicas intermedias
desequilibran las proporciones de L. suaveolens (86%) y L. cochleata (78%), obtenidas a
partir del andlisis de las especies originales. L. sulfurea diverge a partir de los hibridos y
de L. cruenta (Figura 25E), teniendo poca relacion con L. cochleata y L. suaveolens

(Figuras 25C y F, respectivamente).

Se encontraron pocos individuos de L. bradeorum y de L. consobrina. En
localidades simpatricas se encontraron caracteristicas parecidas a estas especies, en los
hibridos. Esto sugiere que en alguna época L. bradeorum y L. consobrina estuvieron
presentes en mayor proporcion en poblaciones simpatricas. Aun asi, las flores de los
individuos encontrados de estas dos especies son de menor tamaio que aquellas flores
obtenidas de especimenes de Costa Rica y México (Figura 26, ver Anexo C.). Se ha
encontrado que a veces las plantas que estan en nuevos ambientes tienden a presentar
cambios en su expresion fenotipica, muchas veces disminuyendo su tamafio ya que no esta
en un ambiente optimo. La plasticidad puede tener una ventaja en su adecuacion bioldgica
(Baker 1965, Thébaud y Simberloff 2001). En este caso se puede deber a que la cantidad

de lluvia y humedad relativa son menores que en las poblaciones originales.
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El conteo de caracteres intermedios para especies puras con posibles hibridos de
localidades de Zacapa, Jutiapa y Chiquimula (Cuadro 13, Cuadro 14 y Cuadro 15) muestra
que las especies mas probables como padres para los hibridos son L. suaveolens y L.
cruenta. El conteo de caracteres intermedios entre especies de Zacapa apoya la idea de que

los hibridos naturales se han desarrollado a partir de L. suaveolens y L. cruenta, en esta

localidad. Como no se encontraron suficientes individuos de L. cochleata en compafiia de
L. cruenta e hibridos naturales no puede asegurarse que ambas formen hibridos naturales
al encontrarse simpatricamente. Se necesita mas material floral de poblaciones en las que

se encuentre a L. cochleata y L. cruenta simpatricamente con hibridos naturales para poder

confirmar o no la posible hibridacién entre ambas.

Si la especie L. suaveolens proviene de hibridos entre L. cochleata y L. cruenta,

como se ha sugerido, se debe buscar una comunidad en la que se encuentren estas tres
especies simpatricamente con mas de un individuo de L. cochleata, al momento no
podemos hacer inferencias sobre el origen de L. suaveolens. El conteo de caracteres

intermedios realizado para la poblacién de Chiquimula entre L. suaveolens y L. cochleata

demostro6 divergencia entre estas especies y los hibridos encontrados en la localidad. Esto
sugiere que los hibridos naturales encontrados en Chiquimula se han desarrollado entre L.
suaveolens, porque tienen mas caracteristicas en comun, y al menos una especie no

encontrada en esta localidad durante este estudio.

El encontrar divergencia entre L. suaveolens, L. sulfurea y los hibridos naturales en

la poblacion de Jutiapa, confirma la identificacion a priori de que la segunda es una especie
nueva que ha surgido del cruce de hibridos entre L. suaveolens y L. cruenta por
retrocruzamiento. Esto es apoyado por el andlisis discriminante (Figuras 25E y F) y el
cladograma de la Figura 30. La presencia de L. cruenta en el area se confirma con una
poblacion cercana, asi como también L. skinneri (A. C. Bailey y J. Monzon Sierra com.

pers., viaje de campo en 1998).
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3. Clave dicotomica

Las claves dicotomicas para especies de la Sect. Deciduosae Subsect. Xanthanthae,
encontradas en la literatura (Fowlie 1970; Ames y Correll 1953, quitando las especies que
no estan en la Sect. Deciduosae) hacen mucho énfasis en el color y distribucion de las
posibles manchas en el labelo. Ambas usan el tamafo y forma del callo y la forma de los
l6bulos laterales del labelo, pero en general le dan mucho énfasis a la coloracion del labelo

y las caracteristicas usadas son confusas.

Las plantas almacenadas en herbarios son aplanadas y han perdido los colores
originales, por estas razones es dificil identificar las flores de este grupo con las claves

existentes, en especial diferenciar entre L. cruenta y L. sulfurea. Ademas, la columna y el

callo de todas las especies cambian de forma al ser deshidratados. Al ser rehidratados
recuperan parcialmente la forma y ancho original, y algunas veces no se recupera la forma
de la indentacion del labelo. Esto hace que las identificaciones basadas en este material

sean poco confiables.

La clave que se presento en este trabajo hace énfasis en flores frescas o almacenadas
en liquido, que son las dos opciones mas faciles para identificar individuos que estdn en
este enjambre de hibridos. Se usan caracteristicas que puedan ser usadas por orquidedlogos

aficionados, respetando la terminologia cientifica.

Para futuros organismos que sean ingresados a la coleccion de Orquideas UVG, se
sugiere hacer una ficha de fotografias digitales de las distintas caracteristicas
representativas de cada individuo que vaya a ser herborizado y sea adjuntada a su hoja de
herbario, ya que el espacio necesario para almacenar especimenes en liquido y el

mantenimiento que estos requieren pueden ser prohibitivos en los herbarios establecidos.
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4. Hibridos naturales descritos

Los hibridos naturales descritos y registrados, en donde ambos padres pertenecen a

la Sect. Deciduosae, Subsect. Xanthanthae (Cuadro 20), son: L. x cobani (L. cruenta x L.

cochleata) Oakeley, L. x longibractea (L. cruenta x L. cochleata) Oakeley, L. x michelii

(L. lasioglossa x L. cochleata) Oakeley, L. % cookii (L. aromatica x L. cochleata) Oakeley

y L. x hartleyi (L. aromatica x L. suaveolens) Oakeley. En el andlisis morfoldgico se

incluyeron individuos de L. x cobani, L. x longibractea y L. X michelii, donde uno de los

supuestos padres es L. cochleata, pero no sobresalieron dentro del grupo de hibridos.

En el Cuadro 20 se incluyen caracteristicas continuas, descritas para estos tres
hibridos y L. cruenta encontrados en Oakeley (1993), también las medias de esos caracteres

obtenidas para L. sulfurea y L. cruenta.

Cuadro 20. Comparacion entre caracteristicas (medidas en mm) de hibridos naturales, descritos para
Guatemala, y las obtenidas para L. sulfurea y L. cruenta en el presente estudio.

Promedio de la caracteristica medida

Especie largo del  largo del flor sépalo dorsal sépalo lateral
escapo ovario ancho largodebase largo ancho largo ancho
L. x longibractea' 190 25 90 50a70 60 21 60 21
L. x cobani! 100 45 85 35 40 16 45 16
L. x michelii' 100 24 100 27 40 18 45 18
L. cruenta 80 27 65 14 40 20 40 20
L. cruenta’ NC? 24 58 21 36 16 37 17
L. sulfurea’ NC? 28 41 24 39 16 39 16

Promedio de la caracteristica medida

Especie Pétalo Labelo Loébulo medio del labelo  Callo del labelo  Fuente de datos
largo Ancho largo ancho largo ancho largo ancho

L. x longibractea! 40 21 30 - 16 10 - -

L. x cobani! 35 17 25 - 12 12 3 3

L. x michelii' 33 17 30 - 15 10 7 3 Oakeley 1993

L. cruenta 32 19 27 13 13 12 2 3

L. cruenta? 31 17 24 22 11 10 2 3 Mediciones

L. sulfurea’ 32 15 29 24 11 9 3 4 actuales

NC, No son comparables, Oakeley 1993 mide el largo del escapo desde la base del pseudobulbo, en este
estudio se midid solamente el segmento mas cercano al ovario por ser el que estaba presente en la mayoria
de las flores almacenadas.

Fuente: hibridos naturales y L. cruenta' descritos para Guatemala por Oakeley (1993), otras® elaboracion

propia.
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El largo del escapo no es comparable porque la mayoria de las flores encontradas
en liquido en el herbario presentan tan solo el primer fragmento del escapo a partir del
ovario de la flor. El Dr. Oakeley utiliza material fresco para sus descripciones, midiendo

todo el largo del escapo hasta la base del pseudobulbo.

En general las flores de L. cruenta medidas en este estudio son mas pequefias que
las de Oakeley (1993). Al comparar a L. sulfurea con estas mediciones, se encontrd que el
ancho de la flor, sépalos, pétalos y el largo y ancho del 16bulo lateral son mas pequefos
que los del resto. El ancho del callo del labelo es mayor en L. sulfurea. El largo del ovario,
el largo de la base de la flor, el ancho del sépalo dorsal y el largo del labelo de L. sulfurea
es intermedio entre los hibridos y L. cruenta. Los caracteres de L. sulfurea que se
encuentran dentro del intervalo de valores encontrado para las dos descripciones de L.

cruenta son el largo de los sépalos y de los pétalos

5. Identificacion de especimenes nuevos

Con la funcion discriminante se pueden ingresar nuevos organismos y averiguar a
cudl especie pertenecen. SYSTAT puede comparar todas las especies a la vez, pero al
hacerlo los graficos obtenidos se vuelven confusos, y es dificil observar un organismo en
particular. Para poder analizar mas facilmente estos datos se colocan tres especies por

corrida del analisis con el programa.

Para especimenes nuevos se debe asignar otro codigo y compararlos con pares de
especies conocidas. Esto se puede hacer para confirmar la identificacién obtenida con la
clave dicotomica. Al tratar de identificar hibridos naturales se debe tener en cuenta que la
distribucion de sus caracteres tiende a acercarse a alguna de las especies padre y puede dar

lugar a identificaciones erroneas.
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D.  Analisis genético

L. cochleata presenta el haplotipo de 1,700pb y L. cruenta el haplotipo de 1,500pb

en poblaciones alopatricas (Cuadro 19). En poblaciones simpatricas encontramos ambos

haplotipos.

El haplotipo mas comun fue el de 1,700pb (entre 90 y 85% por muestreo respectivo,
Cuadro 1, Cuadro 19 y Figura 29), lo cual indica que la planta madre que tuvo mas
descendencia en las poblaciones simpatricas presentaba este haplotipo. L. cochleata y L.
cruenta presentan ambos haplotipos lo que apoya que estas especies son las posibles
especies que dieron lugar a los hibridos naturales. L. suaveolens también presenta ambos
haplotipos, pero al no haber sido encontrada en poblaciones alopatricas sugiere que es una

nueva especie que viene de un hibrido entre las anteriores.

L. sulfurea presenta unicamente el haplotipo de 1,700pb, esto, aunado a sus
caracteristicas similares a L. cruenta sugiere que esta especie surgido de un complejo de

especies y fue aislada de plantas con el haplotipo pequetio.

En L. deppei, se encontré el haplotipo de 1,700pb y en L. lasioglossa el de 1,500pb.
Esto sugiere que el antecesor comun de este género no estd muy aislado genéticamente, ya
que en ADN haploide las mutaciones mas encontradas son debidas a cambios en el largo
de la secuencia por inserciones o deleciones que incluyen desde 1 a 10 pares de bases de

largo (Palmer 1987).

E. Cladograma

El cladograma (Figura 30) muestra dos grupos definidos: el de las plantas con flores

amarillas: L. consobrina, L. sulfurea, L. cruenta, L. aromatica, L. cochleata, L. bradeorum

y L. suaveolens, listadas de mayor a menor diferencia, y otro conformado por L. dowiana
y L. macrophylla subs. xanthocheila. Las especies mas alejadas morfologicamente entre

ellas y de las otras especies del género son L. skinneri, L. lasioglossa y L. deppei. Al
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contrastar con los resultados de los cladogramas basados en caracteres morfologicos de
Ryan (2001), encontramos que hay mayor resolucion al utilizar caracteristicas florales
comparables entre todas las Lycaste. Ademas, con los cladogramas basados en secuencias
del gen /TS de ribosomas nucleares. encontramos agrupadas a las lycastes amarillas, dentro
de un grupo mas grande que incluye a las Lycaste de Mesoamérica, que es comparable con

los resultados aqui presentados.

Las secuencias del gen cloroplasmico matK (Ryan 2001), al igual que las del gen
ndhF, no presentan suficiente variacion para poder explicar la complejidad de este joven
género, en términos de tiempo evolutivo, pero pueden darnos nociones del origen de las
mismas. Esta falta de variabilidad puede deberse a que varias especies divergieron en un
corto tiempo de un ancestro polimorfico, y que este proceso fue tan rapido que todavia no
hay diferencias en estas secciones de los cloroplastos; o las pocas mutaciones que existen
nos presentan ideas conflictivas debido a paralelismos y regresiones por hibridacion
(Neyland y Urbatsch 1996a). Ante estos resultados, se sugiere incluir las mismas especies
e hibridos naturales en todos los analisis, haciéndolos totalmente comparables, ya que
Graybeal (1998) ha demostrado que se puede mejorar significativamente la resolucion de

los cladogramas al incluir més taxones, que cuando se incluyen mas caracteristicas.

Los caracteres morfologicos de las flores de L. macrophylla subs. xanthocheila

encontradas en Guatemala sugieren que es mas diferente de otras subespecies de L.
macrophylla. Esto puede ser sugerido también por la posicion de esta subespecie en los
resultados de Ryan (2001). En ambos trabajos se puede encontrar similitudes de esta
subespecies con L. dowiana. Por lo que sera importante seguir tratando de entender la

distribucion geografica y relaciones genéticas de estas especies.

F.  Analisis geografico de distribucion de las especies

Al analizar los datos morfoldgicos por localidad se encontré que hay dos grupos
definidos (Figura 31). El primero conformado por las poblaciones de la cordillera central

que desemboca en el Atlantico (Verapaces, Chiquimula, El Progreso, Izabal, Petén y
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Zacapa). El otro por la cordillera volcéanica de la costa sur (Suchitepéquez, Solola y Jutiapa)
y Huehuetenango. Al asociar estas localidades con regiones delimitadas por caracteristicas
vegetales las encontramos en algunos bosques de las planicies del Petén, bosques lluviosos
del Atlantico, bosques humedos de Alta Verapaz, bosques de coniferas, bocacosta y
planicies del Pacifico. Siendo las tres areas de distribucion de la vegetacion, segin Standley
y Steyermark (1945) y Steyermark (1950), en las que no las encontramos las sabanas,
desiertos y chaparrales, asi como los bosques templados y frios de tierras altas, donde la

disponibilidad de agua es menor y sirvieron como barreras geograficas (Figura 5).

La distribucion de las especies de escarabajos pasalidos endémicos muestra al
menos 8 regiones en Guatemala (Schuster ef al. 2000), estas especies tienen intervalos de
distribuciéon mas restringidos que las orquideas, pero para escarabajos que no tienen
distribuciones restringidas se ha notado que la distribucion puede agregarse como
“superarea norte”, que incluye que incluye a la Sierra de los Cuchumatanes, Sierra Norte
de Chiapas, Sierra de Santa Cruz y Sierra de las Minas (regiones 3 y 5). Al traslapar la
distribucién de las poblaciones analizadas y revisar el agrupamiento segin los caracteres
morfologicos las orquideas hacen dos grandes grupos, uno formado por las regiones 3, 4,
7c, posiblemente 2 y 1, y otro agrupando 5, 6, 7a, 7b y 8. Esta diferencia puede enfatizar

la necesidad de estas plantas a un periodo diario de rocio.

Un grupo mas parecido a las orquideas en sus requerimientos de agua pueden ser
los anfibios, en especial las ranas, ya que son susceptibles a desecacion. En general las
distribuciones de comunidades de organismos de areas montanas son muy parecidas
(Figuras 3 a 5, Savage 1982), pero al estudiar grupos mas reducidos encontramos otras
especies que se comportan como las orquideas Lycaste amarillas, por ejemplo, la rana

Ptychohyla euthysanota (Duellman 1963). Esta rana se distribuye en la cordillera volcanica

del Pacifico, Huehuetenango y las montafas de Chiapas (México y Guatemala), solamente.
Esta distribucion sugiere que, aunque su capacidad de dispersion es mayor, no alcanzé a
pasar las barreras de las montafias de los Cuchumatanes y tampoco los valles mas secos al
norte de la cordillera volcénica, que se notan en la Figura 5, al igual que las Lycaste

amarillas, aislando esas poblaciones de las otras de areas de mayor diversidad como lo son
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las de bosques humedos de Alta Verapaz, Sierra de las Minas y Sierra del Merendén. Sus

dos subespecies presentan la misma agrupaciéon que las lycastes, Ptychohyla euthysanota

euthysanota esta en la cordillera volcénica y las montafas cercanas a las fronteras de El

Salvador y Honduras y P. e. macrotympanum se distribuye entre Huehuetenango y los altos

de Chiapas (Duellman 1963), por lo que esta distribucion sugiere que, aunque su capacidad
de movilidad es mayor, no pudo pasar las barreras de las montafias de los Cuchumatanes y
tampoco los valles mas secos al norte de la cordillera volcanica, que se notan en la Figura

5.

Al sobreponer los haplotipos encontrados en cada poblacion (Figura 31) se
encuentra una mayor diversidad genética en el oriente de Guatemala donde se encuentran
habitats de ambas vertientes, Pacifico y Atlantico. Esta red de poblaciones distribuidas a
través de distintos ambientes forma una metapoblacion. El encontrar ambos haplotipos en
una poblacidn nos confirma que los polinizadores estan promoviendo la polinizacion entre

especies distintas.

La localidad con mas plantas analizadas es Zacapa y encontramos que de los 63
individuos analizados solo uno presenta el haplotipo de 1,500pb. En esta localidad
encontramos una distribucion de especies identificadas y utilizadas para el andlisis
morfologico del 66% para L. suaveolens (1 con haplotipo de 1,500pb; las otras 41 con
haplotipo de 1,700pb), 24% para hibridos naturales, 3% para L. cruenta, 3% L. bradeorum,
2% L. consobrina y 2% L. cochleata. Lo que la hace la comunidad con mayor diversidad
morfologica de lycastes amarillas (5 especies, Cuadro 5) y su enjambre de hibridos

naturales.

Por la diversidad de especies también se deben tomar en cuenta los bosques de Baja
Verapaz (4 especies e hibridos) y Alta Verapaz (4 especies e hibridos) y por su
especificidad los bosques de Jutiapa, Petén (2 especies e hibridos, ambos) y
Huehuetenango (1 especie, pero area de unién con bosques amenazados de México), las
cuales necesitan estrategias de proteccion conjunta, mds eficaces. Las poblaciones

alopatricas que necesitan proteccion son las tierras bajas y altas de Izabal, donde también
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se encontr6 un individuo de L. macrophylla subs. xanthocheila, y la franja de bosques de

pino encino de Suchitepéquez.

Entender este aspecto de la estructura de las poblaciones es importante para la
proteccion de las especies en estudio, porque cada una de las poblaciones que nos importa
proteger depende a largo plazo del cruzamiento ocasional con otras poblaciones con las
cuales forma una metapoblacion (Endangered Species Act 1995). En los departamentos
que tenemos la mayor diversidad genotipica y morfologica de Lycaste amarillas,
encontramos que tienen menos del 1% de su area total protegida (Jutiapa, Chiquimula y

Huehuetenango, Dix y Dix 2001).

La distribucion y sobrevivencia de orquideas epifitas en bosques perturbados estan
influenciadas por la densidad de sus soportes (forofitos) y el microclima del bosque (Hietz
1999). La mayoria de las Lycaste encontradas eran epifitas y las plantas rescatadas
provienen de arboles talados. En lugares muy perturbados como las localidades de
Chiquimula solo encontramos plantas litofitas, porque las piedras las protegieron de la

quema y el uso intensivo de la tierra para agricultura y pastoreo.

Durante los incendios de 1997-98 se perdid cobertura forestal y habitats para
orquideas, desde México hasta los macizos montaifiosos de Honduras y El Salvador (Pasos
et al. 1998), que es el posible corredor para el intercambio genético de las Lycaste de
Guatemala y el resto de la region. Estos incendios fueron de gran importancia, porque en
el area protegida de las Lagunas de Montebello en Chiapas, se perdio la tnica localidad de
L. dowiana conocida para México (Soto Arenas 2001, Soto Arenas et al. 2001),

confirmando asi el alto grado de amenaza de las poblaciones naturales de estas especies.

Estos datos pueden utilizarse como indicadores o guias de manejo en los bosques
de usos multiples, para minimizar el impacto de las practicas de aprovechamiento, sobre la
biodiversidad. Hay que buscar incentivos para la preservacion de orquideas in situ; como

parques, areas de reserva, restauracion de habitats, paseos turisticos y fotograficos, asi
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como disefiar material didactico que pueda ser usado para varios niveles culturales y

educativos (Beckner 1998).

Ademas de los alrededores de la Laguna de Yalambojoch y cenotes de
Huehuetenango, areas como el volcan Chingo, las cadenas montafiosas del Trififio y Sierra
Caral son lugares donde se debe aumentar la proteccion de los bosques naturales, para

proteccion de estas especies y la biodiversidad asociada.
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V. CONCLUSIONES

Las amenazas que tienen las poblaciones estudiadas son los incendios forestales, el
cambio del uso de la tierra, ganaderia y la extraccion selectiva. Las comunidades de Lycaste
han estado sujetas a extinciones y depredacion: la poblacion reportada para las cercanias
de Esquipulas en los 70’s desaparecid por cambio de uso de la tierra, un tercio de la
poblacion experimental de Zacapa fue quemada en los incendios de 1997 y en menor escala

fue sujeta a extraccion selectiva.

Los periodos de floracion se traslapan entre todas las especies de Lycaste estudiadas
y difieren ligeramente entre anos. L. sulfurea es la que tiene un periodo de floracion entre

noviembre y diciembre, atipico para el resto.

Cerraron el estigma 71% de las flores polinizadas. El porcentaje de fecundacion
cruzada total fue del 33%, difiere significativamente del total de las flores que produjeron
capsulas al ser autopolinizadas (44%), x> (g.1.= 1, N=301) = 4.24, 0.01 > p > 0.05. Las
barreras precigoticas son mayores después del cierre del estigma y ensanchamiento de la

columna.

Los hibridos naturales tienen un éxito ligeramente mayor en la fecundacion con
otras Lycaste (47%), x° (g.1.= 2, N=37) = 8.09, 0.01 > p > 0.05, lo que facilita el
establecimiento de enjambres de hibridos en las poblaciones simpatricas. L. cochleata, x*
(g.1.=3,N=62)=4.87,0.15> p > 0.20, y L. suaveolens, x* (g.1.= 3, N=70) = 4.27, 0.20 >
p > 0.25, produjeron menos (29%).

Los caracteres que mejor separan las especies de Lycaste con flores amarillas son:

la proporcion largo contra ancho de la columna y el ancho de la indentacion del labelo.
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De las especies de la subsect. Xanthanthae los especimenes que crean mas
confusion al ser identificados junto con los hibridos naturales son L. suaveolens (68% bien
identificadas) y L. cochleata (72% bien identificadas). Hay muy pocos especimenes
disponibles de L. bradeorum y L. consobrina como para mejorar su descripcion

significativamente.

El conteo de caracteres intermedios entre especimenes de Zacapa apoya la teoria de
que los hibridos naturales de esta region se han desarrollado a partir de L. suaveolens y L.

cruenta.
Se necesita mas material floral de poblaciones en las que se encuentre a L. cochleata
y L. cruenta simpatricamente para poder confirmar o no la posible hibridacion entre ambas

y si L. suaveolens proviene de hibridos entre las mismas.

El conteo de caracteres intermedios entre L. suaveolens y L. cochleata y los hibridos

encontrados en Chiquimula, muestra divergencia entre las dos especies y los hibridos, hay

otra especie involucrada, no detectada en los muestreos actuales.

La divergencia encontrada entre L. suaveolens y L. sulfurea (poblacion de Jutiapa)

sugiere que la segunda es una especie nueva que pudo haber surgido del cruce de la primera

y otra especie, posiblemente L. cruenta.

Para determinar los caracteres utiles para identificar a los padres de hibridos en una
poblacion se necesita comparar las medias de las caracteristicas observadas de individuos
puros y hacer un conteo de caracteres con los hibridos. Estas caracteristicas varian entre

poblaciones.

El andlisis de factores principales agrupa con la mayor varianza a estructuras
asociadas con el aterrizaje o entrada de polinizadores a la flor y separa a los caracteres poco

informativos, por alta o ninguna variabilidad.
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En poblaciones alopatricas de L. cruenta (Izabal y Santa Rosa), se encontro el
haplotipo de 1,500pb para el gen ndhF. En las poblaciones de L. cochleata (Izabal) el
haplotipo mide 1,700pb. En poblaciones simpéatricas encontramos ambos fragmentos. L.

suaveolens presenta ambos haplotipos.

L. sulfurea solo presenta el haplotipo de 1,700pb por posible introgresion, también
presenta divergencia de L. cruenta en caracteristicas morfoldgicas y época de floracion,

por lo que se debera hacer la descripcion taxondmica pertinente.

En Baja Verapaz y Escuintla solo se encontré el haplotipo de 1,700pb, lo que
sugiere procesos de introgresion. En Izabal, Zacapa, Chiquimula y Jutiapa se encontraron

ambos. Estas son las localidades con mayor variabilidad genética.

Las localidades en donde las flores de las especies estudiadas estan mas
relacionadas morfoldgicamente son las Verapaces, Chiquimula, El Progreso, Izabal, Petén
y Zacapa. Existe otro grupo de localidades formado por Huehuetenango, Jutiapa, Solola y

Suchitepéquez.

Hay mas diversidad entre las especies de Lycaste amarillas del oriente de

Guatemala que incluye habitats de la vertiente del Pacifico y el Atlantico.

Las areas prioritarias para proteccion de germoplasma de Lycaste de flores

amarillas estan en Huehuetenango, Chiquimula, Jutiapa e Izabal.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar viajes de campo para localizar y analizar otras localidades de las especies
de interés (e.g. Volcanes Chingo e Ipala en Jutiapa; bosques del Trifinio; Volcan Atitlan;
Escuintla; Las Vegas y Santa Rosalia del Marmol en Zacapa; bosques de la Sierra de Santa
Cruz), completando con estos datos los analisis de hibridacion por conteo de caracteres
intermedios. Por ejemplo, localidades donde se encuentren L. cochleata y L. cruenta
simpatricamente. Ademads, se completaria la distribucion de las especies en otros
departamentos de Guatemala para poder confirmar la distribucion de morfologias y de

haplotipos del gen ndhF.

Muchas poblaciones de Lycaste han desaparecido de los bosques naturales. Se
necesita crear bancos de germoplasma donde se almacenen semillas de las distintas
comunidades que todavia existen. Ademads, se debe fortalecer la conservacion ex situ en
colecciones privadas, ya que al ser atractivas para los horticultores y cultivadores de
orquideas se pueden encontrar especimenes poco comunes en cultivo. Seguir reportando
los periodos de floracién para confirmar los cambios que hay entre los periodos de las
plantas en el campo y las de los invernaderos de la UVG. Al combinarlos de los jardines
con los datos climaticos de la institucion pueden servir para andlisis fenoldgicos

relacionados con el cambio climatico.

Describir y especificar otros estados de caracter que diferencien las especies como
podrian ser las proyecciones del estigma, la forma del disco viscoso de la base de las
polinias. También se pueden asociar el ancho de las hojas y el largo de las espinas en varios

afios para asociarlo con los datos climaticos.
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Para poder medir las curvas de dispersion de semillas se pueden utilizar trampas de
semillas y hacer analisis genético para poder determinar su alcance y realizar areas de
dispersion potencial para estas especies. Al hacer andlisis con marcadores moleculares
nucleares también podemos obtener los patrones genéticos del polen y se puede completar
el analisis de dispersion con los patrones de migracion de polen y sus polinizadores (Cain
et al. 2000). Asi como experimentos de germinacion de semillas de las capsulas

desarrolladas y confirmar si presentan barreras para el retrocruce.

Los datos poblacionales pueden servir para nuevos proyectos que incluyan la
modelacion de caracteristicas geograficas y climaticas, prediciendo asi la localizacion de
poblaciones poco conocidas o relictuales. A este tipo de modelacion se le llama
distribucion estatica y depende en el disefio y la seleccion apropiada de variables. La
calificacion del modelo depende primariamente en las metas del estudio que definen los
criterios y potencial uso del modelo, mas que en las estadisticas asociadas (Guisan y
Zimmermann 2000). Estos modelos requieren la integracién de datos de germinacion,
reproduccion, dispersion y mortalidad en el contexto de perturbacion, interacciones con

otras plantas, pérdida y fragmentacion de habitat (Higgins y Richardson 1999, Davis 1987).

Medir mas flores para confirmar la utilidad del analisis discriminante y la clave
dicotdmica para la identificacion de las especies. Y en estos analisis incluir flores de L. x
cookii, L. x hartleyi y L. x groganii, hibridos descritos que no fueron incluidos en este
analisis por no tener material disponible para las mediciones morfométricas y genéticas.

Hay que mejorar también los descriptores de L. bradeorum y L. consobrina utilizando mas

especimenes de localidades en Costa Rica y México, respectivamente. Y debe confirmarse
el largo del fragmento del gen ndhF amplificado en otras especies del género Lycaste, para
poder incluirlas en el cladograma. Se deben buscar diferencias dentro de los fragmentos
obtenidos del gen ndhF en geles de poliacrilamida, por analisis de conformacion de banda
simple (SSCP) o por secuenciacion de estos. Se deben realizar comparaciones entre otros
genes, tanto de cromosomas de organelos, como nucleares. Para comparar con los
resultados de Ryan et al. (2000) deben amplificarse fragmentos del gen cloroplasmico

matK y/o nucleares de I7S.
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Fuentes: Ames y Correll 1953!, Dix y Dix 1992¢ y 20007, Donnell-Smith 1903'° y 1905'!, Fowlie 1970?;

Hamer 19742, 19813, 19838 y 19883; Oakeley 1991b*y 1993°; Reichenbach f. 1882'4, Summerhayes 1931°.
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Anexo B.
Métodos de analisis de ADN.

Antes de empezar coloque en la autoclave todos los materiales (puntas de pipetas,
frascos, etc.), agua destilada y los tampones de extraccion, no las enzimas, por lo menos
15 min. a 120°C.

A.  Extraccion de ADN total
1. Método de Edwards, Johnstone y Thompson (1991)

Las muestras para PCR (usualmente tejido foliar) son colectadas usando la tapadera
de un tubo Eppendorf de 1.5ml para sacar un disco de material para el tubo. Esto asegura
el tamano uniforme de la muestra y reduce también la posibilidad de contaminacion por el
manejo del tejido.

Congele la muestra con nitrégeno liquido. Si lo guarda en hielo, coloque en
nitrégeno liquido rapidamente y luego a -70°C o empiece el proceso de aislamiento tan
pronto como las muestras lleguen al laboratorio. También puede utilizar material seco.

Macere la muestra de hoja en 25ul de Tampon de Extraccion (200mM Tris HCI,
pH 7.5, 250mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5 % SDS, y ddH>O hasta completar el volumen)
por 15 a 30 segundos, con un macerador desechable que se acople a un tubo de 1.5ml.
Agregue 375ul mas del tampon de extraccion al tubo.

Coloquelo en el mezclador vortex por 5 segundos. Esta mezcla puede mantenerse
a temperatura ambiente hasta que se termine con las otras muestras (Parada,1 hora
maximo).

Centrifugue por un minuto, a 13,000 revoluciones por minuto, en microcentrifuga
a temperatura ambiente. Transfiera 300ul del sobrenadante a un nuevo tubo.

Agregue 300 ul de isopropanol a temperatura ambiente y deje reposar por dos
minutos a temperatura ambiente.

Coloquelo en una microcentrifuga, a 13,000 r.p.m., por cinco minutos a temperatura
ambiente. Saque el sobrenadante y seque al vacio déjelo secar durante la noche. En este
momento puede parar el procedimiento por tiempo prolongado de hasta 12 horas (aqui
puede hacer una parada larga, sin afectar sus resultados).
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Suspenda en 100ul (puede variar) de agua destilada estéril o 1 X TE (1.0ml TrisHCI
1.0M, pH 8.0; 100ul de EDTA 0.1M, pH 8.0, ajustando a 100.0ml con agua destilada,
esterilice antes de usar). Este ADN es estable a 4°C por mas de un afio, pero es mejor
guardarlo a -20°C o0 -70°C. Para una PCR de 50ul es suficiente 2.5 pl de la mezcla anterior.
Si el tejido utilizado es viejo se puede incrementar esta cantidad hasta 25ul sin ningin
efecto deletéreo en la PCR.

2. Método de Doyle y Doyle (1990)

Colecte el material vegetal usando la tapadera de un tubo Eppendorf de 1.5ml. Si
el material estd seco pese entre 0.004 a 0.005g; si esta fresco entre 0.5 a 0.1g. Etiquete.

Agregue 700ul de solucion tampoén de CTAB (50ml TrisHCL, 1.0M, pH 8.0; 20ml
de EDTA 0.5M; 140ml NaCl 5M; 10g CTAB, 5g de polivinilpirrolidona — 40T; 0.5g de
bisulfito sodico, lleve a volumen de 500ml con agua destilada, mezcle bien y esterilice, a
temperatura ambiente agregue 4% de -mercaptoetanol) a 65°C y homogenice.

Agitelo en un vortex e incubelo por 50 min a 65°C en el horno en agitacion
constante. Puede estar hasta 1 hora si es material fresco y 1 hora %% si es material muy viejo.

Agregue un 500 pl de cloroformo y agite por inversion, suavemente al menos 20
veces en la campana de extraccion.

Centrifugue por 5 min entre 6,000 a 8,000 rpm.
Extraiga la fase acuosa, no la interfase, y pase a un nuevo tubo etiquetado.

Agregue 2/3 del volumen de Isopropanol a -20°C y mezcle suavemente para
precipitar el ADN, con cuidado para evitar romper las cadenas largas de ADN.

Centrifugue de 8 a 10 min. a 12,000 rpm y decante el sobrenadante, después lave
el precipitado con 100ul de etanol 70%.

Seque durante la noche o al vacio (aqui puede hacer una parada larga, sin afectar
sus resultados).

Suspenda en 30 a 50 ul de TE o agua destilada estéril y deje reconstituir a 4°C.
Guarde para uso rapido a 4°C o maximo un ano a -20°C.

B. Medicion por fluorimetria de la concentracion de ADN total

Se utilizé el minifluorimetro TKO 100 (revisar el manual el procedimiento de uso
antes de empezar).

Encender el aparato 15 min antes de empezar las mediciones.

122



Usar celdas plasticas desechables, marcadas para poner siempre el mismo lado

hacia el haz de luz, para la muestra, blanco y soluciéon estdndar de ADN (100pg/ml). Usar
hasta que se noten marcas en el plastico, o maximo 10 veces cada una.

Para reconstituir el ADN de timo de ternera se hacen los célculos estequiométricos
y hay que dejarlo reconstituir en solucion de TE por una noche, se confirma la
concentracion con el espectrofotometro y se hacen alicuotas de 200ng/ml.

Calibrar 0 y 100pg/ml, al inicio y al cambiar muestras. Calibrar de nuevo el Opg/ml:
Al iniciar la lectura de las muestras.

A cada muestra se mide la concentracién por cuadruplicado y se toma la media.
Calibrar entre cada dos mediciones.

C. Amplificacion por PCR

En un tubo Eppendorf de 0.5ml nuevo agregue de 2 a 3ul de la mezcla de ADN
total extraido.

Agregue 1ul de mezcla de deoxinucleotidos 10 mM (dNTPs: dATP, dCTP, dGTP
y dTTP).

Utilice 1l de cada cebador (concentracion inicial de 10uM) para cada reaccion.
Los cebadores, de la UGA (Neyland y Urbastch 1995), utilizados en este protocolo son:

+607 (P14) — 5’ - ACCAAGTTCAATGTTAGCGAGATTAGTC -3’
1201 (P7) — 5" - AGGTACACTTTCTCTTTGCGGTATTCC -3’

Agregue cerca de 2.5 unidades de Taq polimerasa (0.3ul), 3ul de solucién tampdn
Promega 10X y 3ul de cloruro de magnesio 1.5mM; para un volumen final de 30pl,

asegurese de que la enzima sea agregada al final de la mezcla y antes de empezar con la
desnaturalizacion.

Las amplificaciones se corren en el termociclador (PTC-100 de MJ Research, Inc.)

asl.
Paso Actividad Temperatura (°C) Tiempo(min.)
1 Temperatura de Inicio 94 1
2 Desnaturalizacion 94 1
3 Alineacion 55 2
4 Extension 72 2
5 Repeticion de ciclos 2 a 4 30 veces
6 Extension final 72 10
7 Remojo 4 24 horas

Fuente: Arnold (1996).

Este procedimiento solo sirve para cebadores adecuados que tengan un maximo de
3 errores por cada 20 bases. Todos los reactivos de la amplificacion deben guardarse al
menos a -20°C (Palumbi 1996).
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D. Visualizacion de fragmentos obtenidos

1. Electroforesis en gel de agarosa
(Depto. de Biologia Vegetal, 1996)

Prepare las siguientes soluciones:

EDTA 0.5 M (pH 8): EDTA 186.1 g, NaOH (hojuelas) 20 g, ddH»O hasta 1000 ml.

1 litro de tampon 10X TBE (108.0 g Tris Base, 55.0 g 4cido bdrico, 40.0 ml EDTA,
0.5M (pH 8.0); ajustar a 100ml con agua destilada.

Mezcle las cantidades necesarias para una concentracion del 1% (p/v), y caliente
hasta que se vea transparente la solucion.

Elaboracion de Gel de Agarosa al 1.0% (P/V).

Ingredientes Cantidades
Pequena Grande
Solucion tampon 1X TBE 45.0 ml 90 ml
Agarosa en polvo 045¢g 09¢g

Fuente: Depto. de Biologia Vegetal (1996)

Agite hasta enfriar a 60°C y vierta en un molde; no espere mucho tiempo pues
empieza a gelificarse en el erlenmeyer, pero si estd muy caliente se puede agrietar el molde.
Gelifica en menos de 30 min.

Llene la camara con una solucidén 1X de TBE, si es una cdmara grande necesitara
aproximadamente un litro de solucion.

Dependiendo del ancho de los dientes del peine colocados en la gel sera la cantidad
de mezcla de ADN vy solucion madre de colorante [(full strength) 50mM EDTA, 30%
glicerol, 0.25% azul de bromofenol, 0.25% xilene cianole], usada como frente de corrida,
necesaria para correr en el gel, revise las especificaciones.

Cantidad de ADN y colorante a mezclar, para colocar en los pozos de una gel de
agarosa, dependiendo del ancho de los dientes del peine utilizado.

Diametro de los Dientes Volumen de ADN extraido Solucion madre de
(mm) (ul) colorante (ul)
1 7 1.4
1.5 10 2

Fuente: Depto. de Biologia Vegetal (1996).
Se llenan los pozos del gel con las muestras dentro de la camara electroforética. En

uno o varios pozos se pone un marcador de kilobases de peso conocido. De tal manera que,
por comparacion con las bandas de marcador que aparezcan en el gel, después de la
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electroforesis, podamos saber el tamafo aproximado de los fragmentos de ADN
amplificados de las muestras.

Se enchufan los electrodos a una fuente eléctrica, de tal manera que las muestras
migren desde los pocitos al &nodo (borde negro al rojo). Se le aplica una corriente de 4 v

por cada cm de distancia entre los bordes. La electroforesis dura unas dos horas y media.

2. Revelado
(Depto. de Biologia Vegetal, 1996)

Tenir con bromuro de etidio.

Para esto, poner el gel, después de la electroforesis, en un bafio de 0.5ug/ml de
bromuro de etidio y agitar por 20 min.

Después colocar otros 10 min. en agua del grifo, para eliminar el exceso de
colorante.

Visualice los resultados bajo luz UV y fotografie.
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Anexo C.
Flores en liquido usadas para determinar caracteristicas morfoldgicas,
encontradas en Herbario de Orquideas, Departamento de Biologia,
UVG.

Todas las plantas incluidas en el estudio estan guardadas en liquido (FAAG, o las
mas recientes en una solucion de 75% etanol, 20% agua y 5% glicerina). Se coloco el pais
de origen si no eran de un departamento en Guatemala. Las plantas extranjeras incluidas
pueden ser de México (MEX), Belice (BEL), Honduras (HON) y Costa Rica (CR). Los
habitos de las plantas pueden ser epifitas (E) o litofitas (L). Los espacios en blanco son
datos que no pudieron ser encontrados. En total fueron medidas 283 flores de 206 plantas.

Numero Especic No. de Depto. o Haébito Altitud (m Fecha Flores
Dix y Dix colecta pais (E/L) s.n.m.) (dd/mm/aa)  medidas
503 L. cochleata Ly41 BV 1,400 31-oct-76 2
506 L. cochleata Ly56 Cq 25-abr-76 4
507 Hibrido Ly42 2
2096 L. suaveolens R513 Za 26-abr-81 1
4095 L. cruenta Lys8 Za 1-jun-78 1
4215 L. cochleata Ly51 Cq 26-abr-76 6
4226 Hibrido Ly88 AV 12-abr-79 1
4227 Hibrido Za 26-abr-81 1
4237 Hibrido Ly65 Pe 17-ago-76 1
4238 Hibrido Gu --oct-73 1
4645 L. suaveolens BV 31-oct-76 2
4649 L. suaveolens Ly49 BV 1-jun-75 2
4650 Hibrido Ly91A Cq 15-abr-76 1
4652 L. cochleata G71 Iz 2-jul-78 1
4653 L. suaveolens R518 BV 31-oct-76 1
4658 L. suaveolens Za E 7-may-90 1
4667 L. suaveolens Ly67 31-oct-76 1
4668 Hibrido Ly62 BV E --dic-75 2
4669 Hibrido 7 16-sep-77 2
4670 L. cochleata 1
4824 Hibrido R509 BV 7-feb-83 1
4836 L. cochleata R503 BV 18-feb-83 1
4890 L. sulfurea 1
4901 L. cruenta R506 Za E 1,740 2
4903 Hibrido R517 2
5079 L. cochleata AV --ene-80 1

5106 L. macrophylla subs.

xanthocheila Iz 2
5141 L. bradeorum CR 2-mar-86 1
5878 L. suaveolens R514 1
6150 L. cochleata Ly48 Cq 1-jun-75 3
6200 L. dowiana 1
6267 L. sulfurea G73 BV --sep-84 1
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Numero Especie No. de Depto. o Habito  Altitud (m Fecha Flores
Dix y Dix colecta pais (E/L) s.n.m.) (dd/mm/aa)  medidas
6390 L. aromatica MEX 6-may-90 2
6421 Hibrido Za 1,740 --jun-86 2
6422 Hibrido Za 1,740 --jun-86 1
6423 Hibrido Za 1,740 --jun-86 1
6424 L. consobrina MEX --ago-88 2
6425 L. bradeorum --mar-86 3
6426 L. sulfurea Gu ----73 1
6435 L. cochleata Za 1,300 15-sep-81 1
6645 L. suaveolens BV E 8-jun-85 3
6647 L. cochleata Pe E 3-jul-89 1
6652 Hibrido BV 1
6656 L. cruenta BV E 2
6756 L. cochleata Pe E 2
6774 L. suaveolens Za 25-ago-91 1
6775 L. suaveolens Za 25-ago-91 1
6776 L. suaveolens Za 1,400 25-ago-91 1
6823 L. cochleata AV --feb-89 1
6837 L. cruenta BV 12-dic-91 1
6838 L. cochleata AV 9-dic-91 1
6935 L. suaveolens Za 1,450 3-may-92 3
7097 L. cochleata 2
7223 L. dowiana AV 3-ene-93 1
7270 Hibrido BV 14-abr-84 1
7395 L. cochleata --mar-84 4
7431 L. consobrina 2
7454 L. suaveolens Za E 1,500 11-sep-94 3
7455 L. suaveolens Za E 11-sep-94 1
7522 L. suaveolens Za E 1,300 10-sep-94 1
7709 L. skinneri AV 10-sep-94 2
7766 L. cruenta AV --sep-94 1
7784 L. skinneri JA-69 BV --nov-94 1
7859 Hibrido GS8_ --feb-95 1
7912 Hibrido AV 24-may-95 2
7990 L. suaveolens Za 1,725 12-ago-95 1
8214 Hibrido HON E 23-0ct-96 1
8215 Hibrido HON E 23-0ct-96 1
8223 L. cochleata 1z E 200 3-nov-96 2
8240 L. lasioglossa Iz 1
8250 L. lasioglossa Iz 2
8545 L. suaveolens G2 Za L 1,100 13-jun-96 1
8546 L. suaveolens G13 Za L 1,100 13-jun-96 1
8547 Hibrido G17 Za L 1,100 13-jun-96 1
8548 L. suaveolens GY Za E 1,100 13-jun-96 1
8549 L. bradeorum GZ Za L 1,100 13-jun-96 1
8550 Hibrido G42 Za E 1,500 13-jun-96 1
8551 Hibrido G54 Za E 1,500 13-jun-96 1
8552 Hibrido Go6l Za E 1,500 13-jun-96 2
8589 Hibrido G147 Ju E 1,550 21-dic-97 1
8590 Hibrido G148 Ju E 1,550 21-dic-97 2
8591 Hibrido G163 Ju E 1,610 21-dic-97 1
8592 L. suaveolens G166 Ju E 1,650 21-dic-97 2
8601 L. cruenta AV 25-feb-98 1
8602 L. bradeorum AV 25-feb-98 1
8609 L. sulfurea G158 Ju E 1,550 21-dic-97 3
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Numero No. de Depto. o Habito  Altitud (m Fecha Flores

Dix y Dix Especie colecta pais (E/L) s.n.m.) (dd/mm/aa)  medidas
8610 L. suaveolens Za E 1,720 12-abr-97 1
8668 L. skinneri Gu 25-mar-97 1
8670 Hibrido 25-mar-97 1
8697 L. cochleata G205 Iz E 950 --nov-97 1
8698 L. cochleata G204 Iz E 950 --nov-97 2
8699 L. cochleata G203 Iz E 950 --nov-97 1
8700 L. suaveolens Za E 1,740 4-jul-98 1
8701 L. suaveolens G217 Za E 1,740 4-jul-98 1
8702 L. suaveolens G215 Za E 1,740 4-jul-98 2
8712 L. suaveolens G49 Za E 1,500 13-jun-96 1
8715 Hibrido G155 Ju E 1,550 21-dic-97 2
8726 L. suaveolens G62 Za E 1,500 13-jun-96 1
8755 L. cruenta So 4-jul-98 1
8756 L. suaveolens G36 Za E 1,700 13-jun-96 1
8757 L. suaveolens Za E 1,700 4-jul-98 1
8758 L. suaveolens Za E 1,700 4-jul-98 1
8759 L. suaveolens G194 Za E 1,200 24-jun-98 2
8934 L. suaveolens 17-abr-77 1
8975 L. cochleata HFO G12 AV --nov-98 1
8976 L. cochleata HFO D33 MEX --nov-98 2
8977 L. cochleata HFO D27 MEX --nov-98 1
8978 Hibrido HFO 126 AV --nov-98 1
8979 L. sulfurea HFO J24 BEL --nov-98 2
8980 L. cruenta HFO J29 AV --nov-98 1
8981 Hibrido HFO J27 AV --nov-98 2
8982 Hibrido HFO J25 AV --nov-98 2
8983 L. suaveolens HFO D56 Za --nov-98 1
8985 Hibrido Za E --abr-88 1
8986 L. suaveolens 15-oct-77 1
8987 Hibrido AV --sep-87 1
8988 L. suaveolens Ly61 MEX 14-abr-75 2
8989 L. cochleata 96-11 1z E 950 --oct-91 2
8990 L. cruenta 16-jun-90 1
8991 L. cruenta 16-jun-90 1
8992 L. sulfurea 16-jun-90 1
8993 L. cochleata Ly503 Qc 2-mar-98 1
8994 L. cruenta R545 BV 1-dic-96 1
8995 L. cochleata Iz E 1-dic-96 1
8996 L. cochleata 96-12 Iz E 950 --nov-96 2
8997 L. suaveolens -1 Za E 1,475 12-abr-98 1
8998 L. suaveolens -2 Za E 1,475 12-abr-98 1
8999 L. cochleata virus/VS Iz 900 1-nov-96 1
9000 L. cochleata G2 1z E 500 --feb-81 2
9001 L. suaveolens G224 Cq E 1,300 23-may-98 2
9003 L. suaveolens G56 Za E 1,500 13-jun-96 1
9004 L. bradeorum G68 Cq 1,650 14-jun-96 1
9005 Hibrido G132 Ju E 1,400 21-dic-97 1
9006 Hibrido G136 Ju E 1,400 21-dic-97 1
9007 L. cruenta G261 1-ene-99 1
9008 L. suaveolens R505 BV 11-dic-84 1
9011 L. suaveolens R510 Za --oct-84 1
9012 L. suaveolens R515 Za 1
9013 L. suaveolens G222 Cq E 1,150 23-may-98 1
9022 Hibrido G196 Za E 900 16-0ct-98 1
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Numero Especie No. de Depto. o Habito  Altitud (m Fecha Flores
Dix y Dix colecta pais (E/L) s.n.m.) (dd/mm/aa)  medidas
9023 L. suaveolens G41 Za E 1,500 13-jun-96 1
9048 Hibrido G165 Ju E 1,650 21-dic-97 1
9049 Hibrido G174 Ju E 1,650 21-dic-97 1
9050 Hibrido G176 Ju E 1,650 21-dic-97 2
9051 L. suaveolens G195 Za E 900 16-0ct-98 3
9052 L. suaveolens G197 Za E 900 16-0ct-98 2
9053 L. cruenta G233 Hu E 1,100 20-sep-98 1
9054 L. cruenta G234 Hu E 1,100 20-sep-98 1
9055 L. cruenta G238 Hu E 1,100 20-sep-98 2
9056 L. cruenta G239 Hu E 1,100 20-sep-98 1
9057 L. cruenta G240 Hu E 1,100 20-sep-98 1
9092 L. dowiana AV L 1,000 --sep-76 1
9093 L. dowiana AV L 1,000 --sep-76 1
9114 L. suaveolens G101 Za E 1,750 ----97 1
9126 L. suaveolens G89 Za E 1,750 ----97 1
9129 Hibrido G126 Za E 1,750 ----97 1
9130 Hibrido G102 Za E 1,750 ----97 1
9138 L. suaveolens G107 Za E 1,750 ----97 1
9139 L. bradeorum 1
9140 L. suaveolens G87 Za E 1,750 ----97 1
9151 Hibrido G198 Za E 1,750 ----97 1
9183 L. cruenta G281 Su E 1,300 17-jun-99 1
9207 L. suaveolens 7 Za 1,050 13-jun-96 2
9208 L. suaveolens 10 Za 1,740 21-jun-96 1
9209 L. suaveolens 9 Za 1,050 13-jun-96 1
9210 L. bradeorum 6 11-jun-96 1
9233 L. cruenta G297 Su E 1,300 17-jun-99 1
9234 L. cruenta G310 Su E 1,300 17-jun-99 1
9237 L. cruenta G298 Su E 1,300 17-jun-99 1
9238 Hibrido G138 Ju E 1,450 21-dic-97 1
9239 L. suaveolens G193 Za E 900 16-0ct-98 1
9240 L. suaveolens G199 Za E 900 16-0ct-98 1
9241 L. suaveolens G225 Cq E 1,200 23-may-98 1
9242 L. suaveolens G228 Za E 1,740 1-jul-98 1
9243 L. cruenta G241 Hu E 1,100 20-sep-98 2
9244 L. cruenta G242 Hu E 1,100 20-sep-98 2
9245 L. suaveolens G254 Gu --jul-98 2
9247 L. aromatica G264 MEX --0ct-93 2
9248 L. suaveolens G265 1
9249 L. suaveolens OTRO DIX ----84 1
9250 L. cruenta 2
9251 L. bradeorum Za 1
9252 L. deppei uv98-479JH 6-sep-99 1
9253 L. dowiana VS-int AV L 1,000 --sep-76 1
9254 L. dowiana 1
9255 L. macrophylla CR 10-sep-99 1
Ly33 Hibrido Ly33 BV 13-abr-75 1
Ly34 Hibrido Ly34 BV E 19-ene-74 1
Ly47 L. suaveolens Ly47 Hu L 7-dic-73 1
Ly54 Hibrido Ly54 Cq 28-abr-76 3
Ly55 L. cochleata Ly55 Pe 17-jul-76 1
Ly57 L. cochleata Ly57 Cq 26-abr-76 2
ME1 L. aromatica ME1 2
R100 Hibrido R100 Za 26-abr-81 1
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Numero No. de Depto. o Habito  Altitud (m Fecha Flores

Dix y Dix Especie colecta pais (E/L) s.n.m.) (dd/mm/aa)  medidas
R502 Hibrido R502 BV 1,100 6-abr-79 1
R507 Hibrido R507 --dic-96 1
R511 Hibrido R511 Za 12-abr-79 1
R512 Hibrido R512 --dic-96 1
R516 L. cruenta R516 1
R519 L. bradeorum R519 Cq 13-abr-83 1

L. cruenta 1 11-jun-96 1
L. suaveolens 2 11-jun-96 1
L. suaveolens 3 11-jun-96 1
Hibrido 4 11-jun-96 1
L. suaveolens 5 11-jun-96 1
Hibrido 3

Fuente: Datos de colecta consignados en los especimenes en liquido, elaboracion propia.
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Anexo D.

Plantas codigo “G”, de las que se obtuvo material foliar, incluye localidades
de origen y las localidades visitadas durante los viajes de campo,

entre 1996 y 1999

Codigo G Especie Localidad (rﬁgﬁu{i) (d dl;frfrl;?aa) Colectores
1a63 L. suaveolens, L. Za, Rio Hondo 1,100 12-jun-96 MADix, MWDix,
cruenta e MArnold, MLMaldonado
hibridos
64 L. cruenta En cultivo, km 14 15, 1,250 14-abr-83 MADix, MWDix
Cq, Esquipulas
65 a 66 L. cochleata En cultivo, km 14 15, 1,250 14-abr-83 MADix, MWDix
Cq, Esquipulas
67 L. sulfurea En cultivo, km 14 15, 1,250 14-abr-86 MADix, MWDix
Cq, Esquipulas
68 L. bradeorum En cultivo, km 14 V5, 1,650 14-abr-86 MADix, MWDix
Cq, Esquipulas
69 L. cruenta En cultivo, km 14 V5, 1,740 MADix, MWDix
Za, Rio Hondo
70 L. cochleata En cultivo, km 14 15, 1,650 14-abr-83 MADix, MWDix
Cq, Esquipulas
71 L. bradeorum En cultivo, km 14 %, 1z 02-jul-78 MADix, MWDix
72 L. cruenta En cultivo, km 14 %, Ju, 12-oct-91 MADix, MWDix
Volcan Moyuta
73 L. cruenta En cultivo, km 14 15, 15-sep-84 MADix, MWDix
BV
74 L. cochleata En cultivo, km 14 01-jun-75 MADix, MWDix
75 L. cochleata En cultivo, km 14 15, 24-abr-76 MADix, MWDix
Cq, Esquipulas
76 L. cruenta En cultivo, km 14 15, 1,750 14-sep-81 MADix, MWDix
Za, Rio Hondo
77 L. cochleata En cultivo, km 14 15, 18-ago-74 MADix, MWDix
Volcéan de Pacaya
78 L. cruenta En cultivo, km 14 15, MADix, MWDix
BV
79 L. cruenta En cultivo, km 14 15, ----74 MADix, MWDix
BV
80 L. cruenta En cultivo, km 14 Y, 1,750 14-sep-81 MADix, MWDix
Za, Rio Hondo
81 L. cochleata En cultivo, km 14 Y, 01-jun-75 MADix, MWDix
BV
82 L. cochleata En cultivo, km 14 Y, 1z, --feb-81 MADix, MWDix
Rio Dulce
83 L. cruenta En cultivo, km 14 Y4, --may-76 MADix, MWDix
SR
86a131 L. suaveolens, L. Za, Rio Hondo 1,750 a --may-97 MWDix, MPalmieri,
cruenta e 1,800 MMéndez, MLMaldonado
hibridos
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Codigo G Especie Localidad (rﬁgﬁu{i) (d dl;frfrl;?aa) Colectores
132 a 183 L. suaveolens, L. Ju, Volcan Chingo 1,400 a 21-dic-97 MWDix, RDix,
sulfurea e 1,700 MILMaldonado
hibridos
184 a191 L. cruenta Iz, Morales 1,100 a 01-may-98 MWDix, MLMaldonado
1,300
1922202 L. suaveolens, L. Za, Rio Hondo 900 16-0ct-98 MWDix, RBlanco,
cruenta e NCabrera
hibridos
203 a205 L. cochleata 1z, Puerto Barrios 950 01-nov-96 MWDix
2062209 L. suaveolens, L. Za, Rio Hondo 1,740 05-jul-98 MWDix, MMéndez
cruenta e
hibridos
210a212 L. cruenta Ju, Trifinio 1,600 ----98 JMonzén, ACBailey
213 L. cochleata Iz, Puerto Barrios 950 01-nov-96 MWDix
214a219 L. suaveolens, L. Za, Rio Hondo 1,740 05-jul-98 MWDix, MMéndez
cruenta e
hibridos
2202226 L. suaveolens, Cq, Olopa 1,150 23-may-98 MWDix, MLMaldonado
hibridos
227a230 L. suaveolens, L. Za, Rio Hondo 1,740 05-jul-98 MWDix, MMéndez
cruenta e
hibridos
231 L. cruenta, L. Hu, Nenton 1,100 a 20-sep-98 MWDix, NCabrera,
dowiana 1,200 MMaldonado
251 a254 L. suaveolens Cultivo UVG --jul-98
255 Cultivo UVG MWDix, MADix
256 Cultivo UVG MWDix, MADix
257 Cultivo UVG MWDix, MADix
258 Cultivo UVG MWDix, MADix
259 Cultivo UVG MWDix, MADix
260 Cultivo UVG MWDix, MADix
261 L. cruenta Cultivo UVG, BV MWDix, MADix
262 Cultivo UVG MWDix, MADix
263 Cultivo UVG MWDix, MADix
264 L. aromatica Cultivo UVG, México, --0ct-93 MWDix, MADix
Veracruz, Xalapa
265 L. suaveolens Cultivo UVAL MWDix, MADix
266 a269 L. cruenta Su, Santa Barbara 1,300 a 26-mar-99 MADix, MWDix, JHazard,
1,750 ECastellanos,
MLMaldonado
270 a275 L. cruenta 1z, Morales 1,100 a 01-abr-99 MADix, MWDix, RDix,
1,300 AMDix, KMDix
276 L. cruenta Su, Santa Barbara 1,300 a 17-jun-99 MWDix
1,750
311a317 L. suaveolens, L. Za, Rio Hondo 1,500 13-jun-96 MADix, MWDix,

cruenta €
hibridos

MArnold, MLMaldonado

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo E.
Glosario

Agarosa: Polimero lineal extraido de un alga marina y se compone de D-galactosa y 3,6 anhidro
L-galactosa que al calentarse forman una malla que permite separar moléculas en un
intervalo de 0.2 a 50 Kb (CIAT 1999).

Agudo: Extremo afilado y penetrante, con los lados del 4pice rectos o ligeramente convexos
(Lawrence 1951). Aqui es usado como descriptor de extremos de partes florales.

Alopatrico: Suceso que ocurre en areas separadas geograficamente (Grant 1989).

Alu I: Endonucleasa de restriccion, enzima capaz de encontrar trozos cortos de ADN y volverlos
mas pequefios para inutilizarlos. En general, los sitios de restriccion son de 4 o 6 pares
de bases que son palindromos. En A/u [ la secuencia inicial (secuencia diana) es AGCT,
esto quiere decir que corta en AG+CT, dejando un borde no pegajoso (“blunt end”,
Casey 1992). Las secuencias palindromas que corta son:

5'AGCT 3'
3'TCGA 5'

Alu-PCR: Procedimiento basado en la amplificacion simultanea de secuencias de AND
flanqueadas entre elementos A/u, que consisten en elementos cortos, entremezclados,
repetitivos, dispersos a lo largo del genoma. Es una técnica para deteccion de
polimorfismos (Nelson et al. 1989).

Analisis de componentes principales (PCA): Método por el cual se trata de resumir un grupo
de datos multivariados en pocos grupos relacionados (Theriot y Stoermer 1984).

Analisis de factores principales: Método por el cual se pueden descomponer grupos de datos
multivariados por una matriz de covarianzas y son relacionados entre si (Molina Cano
1977).

Apomorfia: Caracteristica novedosa, derivada de otra caracteristica ancestral, cercano
filogenéticamente (Brown ef al. 1996).

Bifido: Extremo que termina en dos puntas (Lawrence 1956). Aqui es usado como descriptor de
extremos de partes florales.

Bootstrap: Método estadistico usado para estimar confianza en intervalos de ramas de un arbol
filogenético, basado en tomar repetitivamente muestras de datos (SPSS 1998).
Bractea: Hoja reducida, regularmente asociada con las flores; morfologicamente un 6rgano

foliar (Lawrence 1951).

Callo: Prominencia o protuberancia dura, en este caso en el labelo; pero también puede referirse
a lastimaduras cubiertas por tejido nuevo (Lawrence 1951).

Caracter, estado de: Aspecto especifico de una caracteristica, el cual esta presente en un grupo
taxonémico (Molina Cano 1977).

Caracter: Caracteristica heredable y variable (morfolégica o molecularmente) presente en un
grupo de taxones el cual puede ser usado para inferir relaciones, al ser hipotetizada
como homologa (Molina Cano 1977).

Cebador (primer): Oligonucleétido, fragmento corto de ADN de cadena tnica (usualmente
entre 10 a 30 bases) al cual pueden unirse nuevos desoxirribonucleétidos con ayuda de

una ADN polimerasa; frecuentemente usado como iniciador para secuenciacion de
ADN o PCR (CIAT 1999).
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Clado: Grupo de organismos de todos los descendientes de un antecesor comun (Brown ef al.
1996).

Cladograma: Arbol que muestra las relaciones historicas o evolutivas entre taxones; la longitud
de cada rama es arbitraria, solamente muestra relaciones filogenéticas (Molina Cano
1977).

Cloroplasto, genoma del: Hebra de ADN doble, circular; no se encuentra encerrada por
membranas, ni asociada con histonas (Puertas Gallego 1999).

Cloroplastos: Organelos que contienen las enzimas para la fotosintesis y son caracteristicos
unicamente de las células vegetales, son heredados maternalmente en dos tercios de las
especies vegetales (Puertas Gallego 1999).

Columna: Cuerpo formado de la uniéon de estambres, estilo y estigmas en las orquideas
(Lawrence 1951).

Comunidad: Son ensambles de especies de plantas y animales viviendo juntos (Gauch, Jr. 1982).

Cromosoma: Estructura filamentosa donde se ubica la cromatina condensada (Puertas Gallego
1999, Standsfield 1992).

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio, detergente cationico que solubiliza polisacaridos
(Casey 1992, CIAT 1999).

Cuadrado: Extremo recto de cualquier extremidad de la planta, sin protuberancias o curvas
(Lawrence 1951). Aqui es usado como descriptor de extremos de partes florales.

Diploide: Organelo u organismo con 2 juegos haploides y homologos, de cromosomas (Puertas
Gallego 1999, Standsfield 1992).

Electroforesis: Método de separacion de moléculas grandes presentes en una mezcla por
diferencias en carga y tamafio en un medio con un campo eléctrico (CIAT 1999).

Epifita: Epi sobre, phytos planta; planta que crece sobre otra planta (Lawrence 1951).

Escapo: Tallo sin hojas y con flores, que se eleva sobre el suelo, algunas veces con pequefias
hojas en forma de escama (Lawrence 1951).

Especie bioldgica: Unidad de organismos que consiste en la suma de individuos que se aparean
entre si, siendo la mas inclusiva de la reproduccién biparental (Grant 1989).

Evolucién: Cambio en la frecuencia de los genes (Puertas Gallego 1999, Standsfield 1992).

FAAG: Solucion de almacenamiento de material organico compuesta por 85% etanol, 4%
formalina (formaldehido 37%), 5% acido acético y 1% glutaraldehido.

Fenograma: Arbol que muestra el grado de similitud entre los taxones (Molina Cano 1977).

Fenotipo: Caracteristica medible o rasgo distintivo que posee un organismo (Puertas Gallego
1999, Standsfield 1992).

Filogenia: Ciencia que trata de inferir las relaciones evolutivas de y entre taxones (Molina Cano
1977).

Filograma: Arbol que muestra las relaciones historicas entre los taxones, y la longitud de las
ramas refleja la cantidad de cambio de los caracteres (Molina Cano 1977).

Fluorimetria: Método de cuantificacion de ADN por fluorescencia. El fluorimetro calcula la
fluorescencia del ADN en analisis comparandola con la de una cantidad especifica de
ADN en solucion estandar (CIAT 1999).

Gen: Unidad fisica y funcional de la herencia. Es un secuencia ordenada de deoxinucleotidos
localizados en una posicion particular de un cromosoma y codifica para un producto
especifico, que puede ser proteina o molécula de ARN (Puertas Gallego 1999,
Standsfield 1992).

Genotipo: Un tipo (individuo o poblacion) determinado por caracteres genéticos (Puertas
Gallego 1999, Standsfield 1992).
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Glabrato: Casi sin vellosidades, o en algunos casos llega a perderlas al madurar (Lawrence
1951). Aqui es usado como descriptor de superficies de partes florales.

Glabro: Sin pelos, papiloso, a menudo usado incorrectamente en el sentido de liso (Lawrence
1951). Aqui es usado como descriptor de superficies de partes florales.

Grupo externo (Outgroup): Uno o mas grupos que se supone estd afuera, filogenéticamente,
de los taxones de interés (CIAT 1999).

Grupo interno (Ingroup): Grupo presuntamente monofilético que contiene los taxones de
interés (CIAT 1999).

Haploide: Organelo u organismo con un juego Unico de cromosomas (Puertas Gallego 1999,
Standsfield 1992).

Haplotipo: Combinaciéon de alelos en loci cercanamente relacionados que son heredados
usualmente como unidad y son utilizados como marcadores para una region
cromosoOmica (Puertas Gallego 1999, Standsfield 1992).

Herencia extracromosémica: Material que constituye el plasma que es heredado la mayoria de
las veces de un solo progenitor. Pueden ser heredados de esta forma las mitocondrias,
cloroplastos y plasmagenes. En dos tercios de las especies mundiales de plantas, los
cloroplastos, son heredados estrictamente por la madre (Grant 1989, Puertas Gallego
1999, Standsfield 1992).

Heterostilia: Con estilos de diferentes largos en flores de la misma especie (Harris y Harris
2000).

Hibrido, conglomerado o complejo: Proceso de especiacion por hibridacion que se repite
independientemente en diferentes linajes, de modo que se originan dos 0 mas especies
nuevas, de tres o mas especies originales (Grant 1989).

Hibrido: Planta resultante de un cruce entre padres que no son iguales genéticamente; en
taxonomia descriptiva son los hijos de dos especies diferentes o unidades
infraespecificas (Grant 1989).

Introgresion: Retrocruce repetido de un hibrido natural con una o ambas poblaciones
progenitoras, dando como resultado la transferencia de genes de una especie o
semiespecie a otra a través de una barrera reproductiva (Grant 1989, Lenz y Wimber
1959).

Isoenzimas: Proteinas con propiedades enzimaticas iguales, pero diferentes en su estructura
primaria (Puertas Gallego 1999, Standsfield 1992).

Kilobases (Kb): Término utilizado para describir el tamaiio de fragmentos de ADN igual a mil
nucleotidos (CIAT 1999).

Labelo: Labio, parte del perianto, particularmente se le llama asi al pétalo basal, que es diferente
en las orquideas (Lawrence 1951).

Lanado: Lanoso, con pelos largos, entremezclados y curvos (Lawrence 1951). Aqui es usado
como descriptor de superficies de partes florales.

Litofita: Planta que crece sobre piedras (Lawrence 1951).

Menton: Prominencia, en este caso de la base del labelo (Lawrence 1951).

Mesoamérica: Region geografica que tiene una extension total de 768.990 km?, que abarcan los
cinco estados del sur de México (Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco y
Chiapas) y los siete paises centroamericanos, Guatemala, Belice, El Salvador,
Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama (Miller ez al. 2001).

Metapoblacién: Poblaciones disjuntas que pueden intercambiar material genético (Cain et al.
2000).

Migracion: Es cualquier cambio en la distribucion especial de una especie o taxon a través del
tiempo. En el caso de las orquideas y demas plantas con semillas, el embrion diploide
es movil, mientras que los juveniles y adultos son sedentarios (Sauder 1988)
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Monomorfismo: Elemento genético o locus con una frecuencia de aparicion igual o mayor a
0.99 (Puertas Gallego 1999, Standsfield 1992).

Morfologia: Estudio de la forma y estructura de los individuos (Puertas Gallego 1999,
Standsfield 1992).

ndhF: Gen del ADN circular, encontrado en los cloroplastos. Localizado en la region tinica y no
repetida, subunidad F de la NADP deshidrogenasa (Judd ef al. 1999; Neyland y
Urbastch 1995; 1996a; 1996b).

OTU: Unidad taxonémica operacional, es cada uno de los individuos utilizados para hacer el
analisis (Molina Cano, 1977).

Par de bases (bp): Par de bases nitrogenadas (adenina y timina o guanina citosina) unidas juntas
por enlaces débiles (CIAT 1999).

Parsimonia: Convencion por la cual se busca el menor nimero de pasos para producir un
cambio, haciéndolo el mas probable de aparicion (CIAT 1999).

Pétalo: Unidad de la envoltura floral interna o corola en flores polipétalas, usualmente coloreado
y vistoso (Lawrence 1951). Aqui es usado como descriptor de superficies de partes
florales.

Piloso: Superficie con pelos suaves y abundantes (Lawrence 1951). Aqui es usado como
descriptor de superficies de partes florales.

Poblacion: Grupo de organismos, diferenciables de todos los otros organismos por carias
caracteristicas morfoldgicas o moleculares, y aisladas reproductivamente de todos los
otros grupos de organismos (Davis 1999)

Polimerasa, ADN: Enzima encargada de abrir el ADN en dos hebras para su replicacion (CIAT
1999).

Polimorfismo: Dos 0 mas elementos genéticos contrastante en una poblacion, con frecuencias
mayores a las que pueden ser debidas a mutaciones recurrentes. Puede darse a escala
cromosoOmica, génica o en la longitud de fragmentos de restriccion (Puertas Gallego
1999, Standsfield 1992).

Puberulento: Superficie cubierta con pelos diminutos, suaves, rectos, erectos, casi invisibles
para el ojo desnudo (Lawrence 1951). Aqui es usado como descriptor de superficies de
partes florales.

Puntiagudo: Terminacion con una punta tiesa y aguda (Lawrence 1951). Aqui es usado como
descriptor de extremos de partes florales.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Método utilizado para amplificacion de ADN in
vitro, en pocas horas, a partir de ciclos repetidos de temperaturas, con cebadores
dirigidos para la sintesis de una secuencia blanco, usando una ADN polimerasa estable
al calor, se obtienen miles de copias de un segmento especifico (CIAT 1999).

Redondeado: Terminacion con forma semicircular (Lawrence 1951). Aqui es usado como
descriptor de extremos de partes florales.

SDS: Dodecil sulfato de sodio, detergente anionico que solubiliza proteinas, tejidos y membranas
(Casey 1992, CIAT 1999).

Sépalo: Cada una de las partes del caliz, usualmente verdes y con forma de hojas (Lawrence
1951).

Simpatrico: Grupo de casos que ocurren en la misma area geografica (Grant 1989).

Sistematica: Ciencia dedicada a descubrir, organizar, e interpretar la diversidad bioldgica
(Puertas Gallego 1999, Standsfield 1992).

Taq polimerasa: ADN polimerasa termoestable proveniente de la arqueobacteria Thermus
aquaticus (Casey 1992, CIAT 1999).
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Taxoén: (Pl. taxones) Término general aplicado a cualquier elemento taxondémico, poblacion o
grupo, sin relacion con su nivel de clasificacion (Grant 1989).

Taxonomia: Ciencia dedicada a la descripcion y clasificacion de organismos bioldgicos en el
sistema jerarquico de Linnaeus (Standsfield 1992).

Tipo: Organismo en el cual se basan las descripciones de una especie y que se registra para su
estudio. Es un elemento al que el nombre del taxon estara permanentemente unido, asi
sea correcto o un sinénimo. No necesariamente es la forma mas tipica o representative
de un taxon. (Lawrence 1951, IAPT (Saint Louis Code) 2000).

Tomentoso: Densamente lanudo o pubescente, con pelos suaves y enmarafiados (Lawrence
1951). Aqui es usado como descriptor de superficies de partes florales.

Tricomas: Pelo o bigote (Lawrence 1951). Son apéndices epiteliales uni- o multicelulares y
pueden ser de distintas formas, como pelos, escamas o papilas. Todos los estados de
transicion que se dan durante el crecimiento de la pared epidérmica son llamadas células
papilosas y son comunes en pétalos y muchas hojas (Flores Vindes 1989; Benzing
1976).

UPGMA: Método de medias aritméticas entre pares no ordenados para realizar agrupaciones de
individuos; unweighted, paired, grouped media analysis en inglés (Molina Cano 1977).

Velutinoso: Superficie velluda con pelos erectos, rectos y moderadamente firmes (Lawrence
1951). Aqui es usado como descriptor de superficies de partes florales.
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