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RESUMEN

Colombia es el pais con mayor riqueza de orquideas en el mundo, se registran mas de 4600 especies, las
cuales enfrentan graves impactos antropogénicos, entre los cuales estin: transformacién del habitat,
cambio climético y la continua extraccion ilegal de plantas de su habitat natural. Los cddigos de barras
de ADN permiten la identificaciéon de especies a partir de datos de secuencias de ADN, con aplicaciéon
en estudios ecologicos, floristicos y forenses. Este estudio tuvo el objetivo de desarrollar el codigo de
barras de ADN para Cattleya quadricolor, una especie endémica del bosque seco tropical de la cuenca
alta del valle del rio Cauca y categorizada en Peligro de Extincion (EN), para permitir su identificaciéon
molecular. Se registraron en la base de datos en linea, BOLD Systems, las secuencias de tres loci del
genoma del cloroplasto e imagenes en la forma de laminas fotograficas compuestas de tres especimenes
muestreados de poblaciones nativas distintas. Se analiz6 la diferenciaciéon genética intra- e interespe-
cifica, comparando esta especie con otras especies del género Cattleya. E1 Codigo de Barras de ADN
de Cattleya quadricolor no muestra variacion intraespecifica y proporciona una herramienta para la
identificacion de esta especie en estudios floristicos y ecolégicos. Por los bajos niveles de variaciéon
genética interespecifica encontrados entre Cattleya quadricolor y otras especies congenéricas nativas
de Colombia, se recomienda evaluar la diversidad a través del plastoma para esclarecer las identidades
genéticas interespecificas de las especies de Cattleya nativas a Colombia.
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ABSTRACT

Colombia has the greatest orchid richness, with more than 4 600 species. Orchids face grave threats
from habitat transformation, climate change and ongoing illegal extraction of plants from their natural
habitat. DNA Barcode offers a means to identify species from DNA sequences, with application in eco-
logical, floristic and forensic studies. In this study we aimed to develop the DNA Barcode for Cattleya
quadricolor an endemic, Endangered (EN) species, to the tropical dry forest of the upper valley of the
Cauca River, to facilitate molecular identification. DNA sequence data for three loci from the chloro-
plast genome and images in the form of composite photographic plates for three specimens collected
from different populations were registered in the BOLD Systems platform. Intra- and inter-specific
levels of genetic differentiation were evaluated, with comparison to other species in the genus Cat-
tleya. The DNA barcode for this species shows no genetic intraspecific variation and provides a tool for
species identification in floristic and ecological studies in its threatened native ecosystem. Due to low
levels of interspecific variation found between Cattleya quadricolor and congeneric species native to
Colombia, we recommend an evaluation using plastome-wide genetic markers to elucidate interspecific

Dry Forest

] INTRODUCCION

La familia Orchidaceae comprende aproximadamente
28 000 especies (Plants of the World Online (POWO),
2026), distribuidas en una gran diversidad de ecosistemas
a nivel global. La complejidad en las historias de vida de
las orquideas las hace sensibles a cambios ambientales
directos e indirectos, a través de sus interacciones bioti-
cas. La transformacion y fragmentacion del habitat y el
cambio climético son las principales amenazas para las
poblaciones silvestres (Fay, 2018). Sumado a estas ame-
nazas, la naturaleza carismatica de las orquideas, con una
diversidad extraordinaria de formas de flores, las hacen
muy codiciadas en el comercio de plantas ornamentales.
La gran mayoria del comercio de orquideas a nivel global
se desarrolla a partir de plantas cultivadas, sin embargo,
en paralelo existe un comercio ilegal de plantas silvestres
extraidas de su habitat natural (Hinsley et al., 2018).

A nivel mundial todas las especies de orquideas estan re-
gistradas en la Convencién sobre el Comercio Internacio-
nal de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres
(CITES, 2024), Apéndices I y I, las orquideas representan
mas de 70 % de las especies incluidas en la lista CITES
(Fay, 2018). Este tratado busca asegurar que el comercio
internacional de especimenes de la flora y fauna silvestre
no constituya una amenaza para la supervivencia de las

genetic relationships between the species of Cattleya native to Colombia.

Keywords: BOLD Systems, Molecular identification, Orchidaceae, Tropical Andes, Tropical

especies. Sin embargo, CITES no tiene injerencia sobre el
comercio a nivel nacional. Las plantas silvestres de orqui-
deas son extraidas de su habitat natural y comercializadas
en mercados locales para diversos fines, como alimento,
productos medicinales, y uso ornamental (p.ej., Flores-
Palacios y Valencia-Diaz, 2007; Cruz-Garcia et al., 2015).
Frecuentemente, esta extraccién va en contra de la norma-
tiva nacional, y se encuentra asociada a practicas no sos-
tenibles que resultan en el declive y posible extinciéon de
poblaciones silvestres lo que amenaza la supervivencia de
estas especies (Ticktin et al., 2023).

Colombia es el pais con mayor riqueza de orquideas del
mundo, con mas de 4 600 especies registradas (ColPlanta,
2026), de las cuales aproximadamente el 37 % son endé-
micas (MADS y UNAL, 2015). A pesar de que la normativa
vigente prohibe el uso, transporte y comercializaciéon de
las orquideas epifitas (Inderena, 1977), la gran diversidad
de este grupo taxonémico se encuentra en riesgo de extin-
cion debido principalmente a la pérdida y transformacién
del habitat (Parra-Sanchez et al., 2016, 2024), al impacto
del cambio climéatico (Reina-Rodriguez et al., 2017) y a la
extraccion ilegal de plantas del medio silvestre, especial-
mente de las especies mas carismaticas, para su comercia-
lizaci6n (p. €j., MADS, 2012; CVC, 2015; Policia Nacional
de Colombia, 2016; Fig. 1). Estos factores han generado
tendencias demogréaficas negativas en varias poblaciones
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(Ospina-Calderoén et al., 2023; Torres-Torres et al. 2026).
A la fecha, muchas especies carecen de una evaluaciéon de
su estado de conservacion y tan solo el 10 % (441 spp.) de
las orquideas del pais han sido evaluadas (Ospina-Calde-
ron et al. 2021). De éstas, el 54 % se encuentran clasifi-
cadas en alguna categoria de amenaza (En Peligro Critico
(CR), En Peligro (EN) o Vulnerable (VU)) e incluidas en la
Resolucion 0126 de 2024 (MADS, 2024).

El género Cattleya Lindl. (subfamilia Epidendroideae,
subtribu Laeliinae) es un grupo de gran importancia eco-
némica en la horticultura (Chadwick y Chadwick, 2020).
Actualmente cuenta con 237 especies distribuidas desde
Costa Rica hasta el norte de Argentina (POWO, 2026);
ocho de las cuales son nativas de Colombia. Cattleya do-
wiana Bateman & Rchb.f. se distribuye desde Costa Rica
hasta el noroccidente de Colombia. Cattleya percivaliana
(Rchb.f.) O"Brien se registra en la region de los llanos de
Venezuela y Colombia, y C. violacea (Kunth) Lindl. tiene
amplia distribucion en las cuencas de los rios Amazonas y
Orinoco. Las demas especies, Cattleya mendelii Dombra-
in, C. quadricolor B.S.Williams, C. schroederae (Rchb.f.)
Sander, C. trianae Linder & Rchb.f. y C. warscewiczii
Rchb.f. son endémicas de la regiéon andina de Colombia
(MADS y UNAL, 2015; POWO, 2024).

Con excepcion de C. violacea (subgénero Intermediae),
las especies nativas de Cattleya de Colombia pertenecen al
subgénero Cattleya seccién Cattleya (van den Berg, 2014).
Esta seccion presenta especies generalmente distribuidas
en los Andes tropicales y en el este de Brasil (van den Berg,
2014), y se caracterizan por ser plantas epifitas o lit6fitas,
unifoliadas, con pseudobulbos clavados o fusiformes, el
apice de la columna con antera sin proyecciones uncifor-
mes y con 4 polinios (van den Berg, 2014). En el comercio
de las orquideas ornamentales, estas son las especies de
Cattleya de mayor valor, consideradas como las “especies
de flores grandes” (Chadwick y Chadwick, 2020). Hasta la
fecha, seis especies de Cattleya nativas de Colombia han
sido evaluadas para su estado de conservacion: Cattleya
mendelii, C. quadricolor, C. schroederae y C. trianae es-
tan categorizadas en peligro de extincion; otras dos espe-
cies, C. dowiana y C. warscewiczii, estan categorizadas en
Vulnerable (Calderén-Saenz, 2007; Aguirre et al., 2022;
MADS, 2024).

Cattleya quadricolor B.S.Williams 1862 es el nombre
aceptado de la especie la cual tiene algunos sinénimos

como Cattleya candida (Kunth) F.Lehm., C. caucaensis
Ballif, C. chocoensis Linden, C. ruckeri Linden y Cymbid-
ium candidum Kunth (POWO, 2026). Esta especie tiene
una distribucién geografica limitada, crece en el bosque
seco tropical (BST) entre los 900 y 1500 m.s.n.m., en la
cuenca alta del rio Cauca, en los departamentos del Valle
del Cauca, Quindio y Risaralda (CVC y FUNAGUA, 2011;
Torres-Torres et al., 2021). En Colombia, el BST es uno
de los ecosistemas mas amenazados, con menos del 10 %
de la cobertura original restante a nivel nacional (Pizano
y Garcia, 2014). En la cuenca alta del valle del rio Cauca
esta cifra es més critica, con so6lo 4 % de la cobertura origi-
nal restante, limitada a fragmentos pequefios con tamafo
promedio de 6 ha (Arcila-Cardona et al., 2012). Debido
a la pérdida historica de su hébitat y la continua extrac-
cion de plantas de las poblaciones naturales remanentes
(Fig. 1), Cattleya quadricolor se considera En Peligro (EN)
(Calderdn-Saenz, 2007) y se incluye en el listado de las es-
pecies silvestres amenazadas de la diversidad bioldgica co-
lombiana (MADS, 2024). Esta especie ha sido priorizada
para acciones de manejo para la conservacién de las pobla-
ciones restantes en el departamento del Valle del Cauca y
Quindio (CVC y FUNAGUA, 2011; Ospina-Caldero6n et al.,
2021; Flanagan et al., 2022; Torres-Torres et al., 2026).

Cattleya quadricolor tiene distribucién parapétrica en el
occidente del pais con C. dowiana y C. warscewiczii con
distribucién en los departamentos de Risaralda, Caldas,
Antioquia, Choco y Cérdoba. Cattleya mendelii, C. schro-
ederaey C. trianae tienen distribuciones naturales entre el
valle del rio Magdalena y la cordillera oriental de los Andes
Colombianos (MADS y UNAL, 2015; Bernal et al., 2015).

Al nivel morfoldgico, C. quadricolor comparte mayor se-
mejanza con C. trianae, la cual se distribuye entre 1000
y 1800 m.s.n.m. en la cuenca alta del rio Magdalena en
los departamentos de Cundinamarca, Tolima y Huila. Se
ha sugerido que estas dos especies podrian ser conespeci-
ficas (Calderon-Saenz, 2007), ya que sus diferencias son
muy discretas. Ademés de sus distribuciones alopatricas,
C. quadricolor se distingue de C. trianae en la forma de
campana de la flor, labelo parcialmente cerrado sobre
la columna y un aroma maés pronunciado (Chadwick y
Chadwick, 2020).

Con la disminucion del héabitat natural, y con ello, el ta-
mafo de las poblaciones naturales, la extraccion ilegal de
plantas de C. quadricolor tiene cada vez mayor impacto



sobre la viabilidad de las poblaciones naturales (Torres-
Torres, 2018; Torres-Torres et al., 2021; Torres-Torres et
al., 2026). Aunque los decomisos de trafico ilegal de or-
quideas a nivel nacional vienen en aumento, es comdin que
las plantas decomisadas sean mantenidas en colecciones
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fuera de su hébitat natural en vez de ser reintroducidas a
sus poblaciones de origen (p.ej., DAGMA, 2021). A pesar
de que se ha demostrado que la restauracion de orquideas
epifitas tiene buen pronodstico de sobrevivencia al ser rein-
troducidas en su habitat natural (Benavides et al., 2023).

Figura 1. Comercio ilegal de orquideas extraidas de su habitat natural en el Valle del Cauca. A. y B. Muestran cuatro especies de orquideas, principal-
mente Cattleya quadricolor, comercializadas de formairregular. C. La unidad de venta, con las raices envueltas en estopa de coco. D. Las raices de la planta
evidenciando claramente que ha sido desprendida recientemente de su drbol hospedero. Fotografias por: Nicola S. Flanagan.
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Las autoridades ambientales podrian considerar como
una prioridad la reintroduccién de plantas de orquideas
decomisadas en areas protegidas dentro de su distribucion
natural como accién importante para la conservacion in
situ de estas especies. Aunque las plantas del género Cat-
tleya se encuentran entre las especies de flora silvestre
mayormente decomisadas, su reintroduccién a las regio-
nes de origen puede ser compleja debido a que, las plantas
sin flores, son muy dificiles identificar dentro de la seccion
Cattleya, a qué especie pertenece cada planta, y, por ende,
no se puede identificar la regién geografica del pais en que
se puede hacer la reintroduccion.

Los codigos de barras de ADN (DNA barcodes en inglés;
denominado CB-ADN de aqui en adelante) han sido pro-
puestos como una herramienta rapida, confiable y econd-
mica para la identificacion de especies a partir de secuen-
cias de ADN de regiones estandarizadas del genoma. Son
generadas utilizando primers universales mediante ampli-
ficacion por PCR y secuenciacion Sanger (Paz et al., 2011).
Sus aplicaciones potenciales incluyen la identificacion
especifica de individuos juveniles o infértiles en estudios
ecologicos o forenses, incluyendo porciones de individuos
(por ejemplo, las polinias de orquideas), y ademés en in-
ventarios rapidos de la biodiversidad a partir de eADN y
estudios de interacciones ecoldgicas (Kress et al., 2015;
Fahner et al., 2016; Banerjee et al., 2022).

Para la aplicacion de los CB-ADN es necesario desarro-
llar la base de datos de referencia para la diversidad de
especies en consideracion. La plataforma virtual, Barcode
of Life Data Systems (BOLD Systems), proporciona la in-
terfaz para el ensamblaje de los registros de CB (Ratna-
singham y Hebert, 2007, Ratnasingham et al. 2024). Las
secuencias de ADN de referencia depositadas en BOLD
Systems son respaldadas por una imagen del espécimen
cuya identificacion taxonémica es confiable, y que se en-
cuentra depositado en una coleccion biologica registrada.
Hasta la fecha, esta base de datos no cuenta con codigo
de barras para especies del género Cattleya de Colombia
desarrollados a partir de las poblaciones naturales.

Este es un paso esencial para luego hacer consultas que
permitan identificar a cuél especie pertenece un espécimen
desconocido (Centre for Biodiversity Genomics, 2021).
Para plantas se han recomendado dos combinaciones de
dos loci del genoma del cloroplasto para el CB en plantas:
1) el locus codificante rbcL con el locus no-codificante del

espaciador trnH-psbA (Kress & Erickson, 2008), y 2) el lo-
cus rbcL con otro gen codificante del genoma cloroplasto,
matK (CBOL Plant Working Group, 2009).

Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) Generar las
secuencias para C. quadricolor de los loci de CB-ADN;
y 2) Evaluar la efectividad de estos loci para distinguir
C. quadricolor de sus parientes cercanos en el género
Cattleya y en particular la secciéon Cattleya. Con el de-
sarrollo del registro de referencia de CB-ADN en BOLD
Systems para C. quadricolor, se espera fomentar su futura
aplicacibén en estudios ecolbgicos, ademas de la identifica-
cién y reintroduccién de plantas decomisadas de esta es-
pecie de orquidea endémica y en peligro de extincion.

l MATERIALES Y METODOS

Se recolect6 material fértil de Cattleya quadricolor de tres
poblaciones en remanentes del BST en los municipios de
Bolivar, Caicedonia y Zarzal en el departamento del Valle
del Cauca (Fig. 2). Para minimizar el impacto sobre la po-
blacion se muestrearon plantas con el mayor namero de
pseudobulbos posible, recolectando solo uno o dos pseu-
dobulbos que presentaran flores.

Para cada colecta se tom6 una serie de fotografias de la
planta y de disecciones de la flor. Se elaboraron las lami-
nas fotograficas compuestas utilizando GIMP (2026). Los
exsicados junto con una copia de la lamina fotografica
compuesta se depositaron en el Herbario Universidad del
Valle Cali (CUVC).

Para el trabajo molecular se cort6 del mismo individuo re-
gistrado como exsicata, un fragmento de tejido vegetal de
1 cm2 de una hoja joven. Estos fragmentos se recortaron
en tiras de aprox. 2 mm de ancho y se guardaron en sobres
de papel con silica gel para el secado del tejido y asi evitar
la degradacion del ADN.

Para la extraccion de ADN se utilizaron altas concentracio-
nes de sales con dos lavados previos con Beta-mercaptoe-
tanol (Masoomi-Aladizgeh et al., 2023). La calidad y cuan-
tificacion del ADN gendmico extraido fueron evaluados
realizando una electroforesis en un gel de agarosa de 1 %
utilizando el tinte EZ Vision One (Avantor, Radnor, PA) y
2 ul de Lambda DNA/HindIII marker (dilucién 1/10) (Bio-
tools B&M Labs. S.A.) como marcador de peso molecular.
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Figura 2. Mapa de distribucion de Cattleya quadricolor en Colombia mostrando A. los departamentos del Valle del Cauca, Quindio y Risaralda donde
se distribuye y B. los municipios de Bolivar, Caicedoniay Zarzal en el Valle del Cauca donde se muestrearon para el presente estudio. No se presentan
las localidades exactas para proteger las poblaciones de actividades de extraccion ilegal. La region sombreada en gris indica dreas con altitud mayor a
1500 m.s.n.m. Realizado en el software QGIS version 3.32.3-Lima. Desarrollado por Andres Navia-Samboni.

A través de una evaluaciéon amplia se seleccionaron los
primers para cada locus que mejor funcionaron para or-
quideas (Navia-Samboni, 2021). Ademas, fueron opti-
mizadas las condiciones para la PCR para cada locus en
C. quadricolor con respecto a la temperatura de anilla-
miento de los primers y a la concentracion de Magnesio
[Mg] (Tabla 1).

Las reacciones de PCR se desarrollaron con concentraciéon
de 1X del Buffer de PCR, 0,2 mM de dNTPs, 2 uM de cada
uno de los primers, 0,75 U del enzima Taq DNA Polyme-
rase (Fermentas), con 5 pl de la extracciéon de ADN y H O
para complementar el volumen final de 50 pl. En cada gru-
po de reacciones de PCR como control positivo se incluyd
el ADN de la orquidea Kefersteinia tolimensis Schltr., de-
bido a su buen desempeno en el proceso de amplificacion,
también se incluyé un control negativo. Las condiciones
de la PCR comprendian un paso inicial de desnaturaliza-
ci6n a 94°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 30 s a

94 °C, 40 s a la temperatura de anillamiento, T, , indicado
en Tabla 2 y 40 s a 72 °C. Se concluy6 con 5 minutos a 72 °C.

Los productos PCR fueron purificados en precipitaciéon con
isopropanol y resuspendidos en 20 uL de agua libre de nu-
cleasas (Navia-Samboni, 2021). Se generaron las secuen-
cias de ADN en ambas direcciones sobre la cadena molde
de ADN, utilizando los mismos primers con los que fueron
amplificados los fragmentos en la PCR.

La calidad de las secuencias se reviso con el software Ge-
neious, v.9.1.8 (Kearse et al., 2012). Para la secuencia de
consenso se eliminaron los extremos, incluidas las secuen-
cias de los primers. Las secuencias de los dos loci codifican-
tes (rbcL y matK) fueron traducidas a secuencias proteicas
en la plataforma en linea ‘Sequence Manipulation Suite’
(http://bioinformatics.org). para verificar la ausencia de
codones de terminacion y de eventos INDEL (insercion o
delecion), los cuales podrian indicar errores en la secuen-
ciacion o la amplificacion de pseudogenes nucleares.
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Tabla 1. Primers usados para amplificar cada locus y la concentracién de Magnesio [Mg] y temperatura T_ (°C) de anillamiento empleados para
amplificar el ADN de optimizados Cattleya quadricolor. - Lledo et al. (1998); 2- Cuénoud et al. (2002); 3- Shaw et al. (2005).

o By Vo [Mg] [Mg] Tan (°C) Tan (°C)
Secuencia Primer (5’ - 3) Recomendada Optimizada Recomendada Optimizada
rbcL -1F * ATGTCACCACAAACAGAAAC
rbcL 1,5mM 3,5mM 46a52°C 52°C
rbcl-7241 TCGCATGTACCTGCAGTAGC
390F 2 CGATCTATTCATTCAATATTTC
matK 3,0mM 3,5mM 48°C 45°C
1326R 2 TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT
trnH psbA3_f3 GTTATGCATGAACGTAATGCTC
-0sbA 1,5mM 2mM 54°C 54°C
ps trnHf3 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

Tabla 2. Accesiones de las especies de Cattleya disponibles en BOLD System (rbcL y matK) y en NCBI-GenBank (trnH-psbA) utilizadas para construir
los alineamientos. N.D. - No disponible. Los nombres cientificos han sido corregidos segiin POWO (2024).

Taxonomia
infra-genérica
(seguin van den Berg, 2014)

# accesion en NCBI-GenBank

# Voucher en BOLD trnH- psbA

Especie

Cattleya dowiana Cattleya seccidon Cattleya ORDNAO00716 MT519033 MT518340

Cattleya gaskelliana Cattleya seccién Cattleya ORDNAO00704 MT519034 MT518341

Cattleya labiata Cattleya seccion Cattleya ORDNAO00702 MT519038 MT518345

Cattleya mendelii Cattleya seccién Cattleya ORDNAO00084 MT519040 MT518347

Cattleya mendelii Cattleya seccién Cattleya ORDNAO00712 MT519041 MT518348

Cattleya mossiae Cattleya seccién Cattleya ORDNAO00708 MT519042 MT518349

Cattleya percivaliana Cattleya seccién Cattleya ORDNAO00715 MT519043 MT518350

Cattleya trianae Cattleya seccion Cattleya ORDNAO00703 MT519044 MT518352

Cattleya warneri Cattleya seccion Cattleya ORDNAO00705 MT519045 MT518353

Cattleya warscewiczii ~ Cattleya seccién Cattleya ORDNAO00086 MT519046 MT518354

Cattleya warscewiczii ~ Cattleya seccién Cattleya ORDNAO00707 MT519047 N.D.

Cattleya tigrina Cattleya subgen. Intermediae ORDNAO00710 N.D. MT518351

S;tetﬁ’;‘s' i Cattleya subgen. Intermediae ORDNA00706 MT519030  MT518337

Cattleya dormaniana Cattleya subgen. Intermediae ORDNAO00711 MT519032 MT518339

Cattleya harrisoniana Cattleya subgen. Intermediae ORDNAO00158 MT519036 MT518343

Cattleya intermedia Cattleya subgen. Intermediae ORDNAO00713 MT519037 MT518344

Cattleya loddigesii. Cattleya subgen. Intermediae ORDNAO00714 MT519039 MT518346

Cattleya grandis Cattleya series Cattleyodes ORDNAO00889 MT519035 MT518342

Cattleya crispata Cattleya series Parviflorae NC026568 NC026568 NC026568
Cattleya liliputana Cattleya series Parviflorae NC032083 NC032083 NC032083
Cattleya dowianat Cattleya seccion Cattleya EU140025
Cattleya quadricolor? Cattleya seccién Cattleya EU140028
Cattleya iricolor Cattleya seccién Cattleya EU140037
Cattleya jenmanii Cattleya seccién Cattleya EU140038
Cattleya labiata Cattleya seccién Cattleya EU140040
Cattleya labiata Cattleya seccién Cattleya EU140041
Cattleya luteola Cattleya seccion Cattleya EU140045
Cattleya mendelii Cattleya seccién Cattleya EU140046

(Contintia)



Taxonomia
infra-genérica
(segun van den Berg, 2014)

Especie

Cattleya percivaliana Cattleya seccién Cattleya

Cattleya rex Cattleya secciéon Cattleya

Cattleya x

schroederiana Cattleya seccién Cattleya

Cattleya trianae Cattleya seccién Cattleya

Cattleya warneri Cattleya seccién Cattleya

Cattleya warscewiczii Cattleya seccion Cattleya

Cattleya lawrenceana Cattleya seccién Lawrenceanae

Cattleya

. Cattleya seccién Lawrenceanae
lueddemanniana

Cattleya wallisii Cattleya seccién Lawrenceanae

Cattleya coccinea Cattleya series Sophronitis
Cattleya nobilior Cattleya subgen. Intermediae
Cattleya violacea Cattleya subgen. Intermediae
Cattleya walkeriana Cattleya subgen. Intermediae

Cattleya walkeriana Cattleya subgen. Intermediae

# Voucher en BOLD
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# accesion en NCBI-GenBank

trnH- psbA

EU140048
EU140050

EU140052

EU140055
EU140061
EU140060
EU140043

EU140044

EU140059
MN331615
EU140047
EU140057
KR908826
EU140058

Existen diferentes metodologias para lograr la identifica-
cion de la especie a la que pertenece la secuencia de CB,
incluyendo métodos basados en: 1) semejanzas entre las
secuencias; 2) distancias genéticas, con o sin la construc-
cion de cladogramas; y 3) caracteres diagnoésticos para
cada especie en la secuencia de ADN (van Velzen et al.,
2012). Para explorar la efectividad de la identificacion
basada en el grado de semejanza entre especies se de-
sarrolld una consulta de la base de datos de NCBI-Gen-
Bank (NCBI, 2004), utilizando el algoritmo MegaBLAST
(Morgulis et al., 2008). GenBank incluye las secuencias
depositadas en BOLD Systems. BLAST compara la secuen-
cia en cuestion con la base de datos, sin alineamientos, y
da como resultado hasta 100 secuencias mas similares con
al menos 80 % de identidad. Se considera que las especies
asociadas con la mayor identidad representan la identifi-
cacion de la muestra de consulta. Sin embargo, la identi-
ficacion puede ser cuestionable si la base de datos es in-
completa, falta un registro de la especie correcta o si mas
de una especie presenta los mismos valores de identidad.

Para la identificacion utilizando distancias genéticas y
caracteres diagnosticos, se generaron alineamientos para
cada locus con las secuencias disponibles en NCBI-Gen-
Bank para especies de Cattleya, representando su diver-
sidad a través de la clasificacion infra genérica (Tabla 2)

utilizando el software MEGA11 (Tamura et al., 2021). Se
eliminaron los extremos incompletos de los alineamien-
tos, consecuencia de secuencias con diferente longitud. Se
calcularon las distancias genéticas intra- e interespecifica
por pares para cada alineamiento utilizando el método Ki-
mura 2-parameter (K2P) (Kimura, 1980). Se desarrollf el
analisis de ‘Neighbor-joining’ (NJ) sin raiz para evaluar
el agrupamiento de secuencias en un cladograma y el po-
tencial diagnoéstico de cada locus con MEGA11 (Tamura et
al., 2021). Ademas, en los alineamientos se evaluaron los
caracteres polimoérficos potencialmente diagnodsticos para
diferentes especies.

La informacion de colector, localidad y depdsito de los espe-
cimenes, las laminas fotograficas compuestas, y los electrofe-
rogramas de las secuencias generadas para los tres loci fueron
incluidas en la plataforma BOLD Systems. Las secuencias se
compartieron con GenBank desde BOLD Systems.

l RESULTADOS

Las plantas recolectadas llevaban entre una y tres flores,
con pseudobulbos y pedinculos delgados, y flores péndu-
las, campanuladas. Se evidenciaron variaciones en la colo-
racion del labelo entre las plantas (Figs. 3-5).
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Se generaron secuencias de alta calidad para las tres mues-
tras de Cattleya quadricolor para los loci rbcL (702 pares
de bases), matK (897 pb), y psbA-trnH (871 pb) (Tabla 3).
Entre los tres ejemplares de C. quadricolor analizados no
se encontré variacion intraespecifica (100 % de identidad)
en ninguno de los tres loci del genoma cloroplasto.

El uso de BLAST para identificar las secuencias mas simi-
lares en NCBI-GenBank demostr6 diferentes grados de
éxito en los tres loci. Para rbcL, de los 100 registros mas
similares todos tuvieron una identidad por encima del
99 %, e incluian registros de diferentes géneros de orqui-
deas de la subtribu de Laeliinae, entre otros. Del género
Cattleya sblo se encontraron los registros de dos genomas
del cloroplasto (NC026568 y NC032083) (Tabla 2). Para
matK, los 100 registros tuvieron una identidad minima de
98.77 % e incluian varias accesiones del género Cattleya,
con tres de identidad de 100 %: C. labiata (MT518345),
C. gaskelliana (MT518341) y C. mendelii (MT518438).
Para el locus trnH-psbA, los primeros 10 registros corres-
pondian a especies de Cattleya con identidad minima de
98,34 %. Cattleya lueddemanniana Rchb.f. (EU140044)
mostré el mayor grado de identidad con 100 %. Un re-
gistro para C. quadricolor (con nombre sinénimo de
C. candida: EU140028) tuvo un porcentaje de identidad
de 99,88 %. Entre las secuencias de especies de Cattleya
para los tres loci se evidenciaron distancias genéticas K2P
interespecificas muy bajas, menos del 1 % y con casos de se-

cuencias idénticas entre especies en todos los tres loci (Ta-
bla 4). En el locus rbcL se encontraron distancias genéticas
nulas (0,00) entre las secuencias de Cattleya quadricolor
y otras 11 especies; es decir, las secuencias de ADN fue-
ron idénticas. Considerando sélo las especies colombianas
nativas de Cattleya subgen. Cattleya seccion Cattleya,
se evidenci6 solo una posicion variable, la cual agrupé a
Cattleya dowiana, C. warscewiczii y una de las dos acce-
siones de C. mendelii, y como distintos con respecto a los
demas registros. C. quadricolor no se diferenci6 en este
locus de C. trianae, ni de C. percivaliana (Fig. 6a).

Las secuencias de matK permitieron diferenciar los miem-
bros de Cattleya subgen. Cattleya seccién Cattleya como
grupo monofilético distinto del resto del género. Sin em-
bargo, solo C. dowiana entre las diez especies de la sec-
cion representadas present6 diferencias (en una posiciéon
de nucledtido) con respecto a las demés especies de la sec-
cion (Fig. 6b).

El locus trnH-psbA evidenci6 un leve aumento en polimor-
fismo comparado con los dos loci codificantes (Tabla 4) in-
cluyendo la presencia de inserciones /deleciones (INDELS).
Sin embargo, entre las especies de Cattleya subgen. Cattleya
seccion Cattleya nativas de Colombia, los polimorfismos sélo
permitieron diferenciar C. dowiana, C. mendelii y C. warsce-
wiczii de las demas especies. C. quadricolor no se diferencié
en este locus de C. trianae, ni de C. percivaliana (Fig. 6¢).

Tabla 3. Colectas de Cattleya quadricolor en tres poblaciones naturales de tres localidades diferentes a través de su distribucion natural, y los nime-

ros de acceso en NCBI-GenBank.

Municipio del
Valle del Cauca,
Colombia

Field ID
(No. Colecta)

Cadigo de
catalogo CUVC

# Voucher en
BOLD

# acceso en Genbank para secuencias de cada locus

trnH- psbA

NHOC1442 91374 Bolivar COORQ001-24 PQ100152 PQ100155 PQ100158
NHOC1443 91375 Caicedonia COORQ002-24 PQ100153 PQ100156 PQ100159
NHOC1451 91372/3 Zarzal COORQ003-24 PQ100154 PQ100157 PQ100160
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Figura 3. Lamina fotografica compuesta de individuos silvestres de Cattleya quadricolor del municipio de Bolivar (NHOC1442) en el departamento del
Valle del Cauca, Colombia. I. Habito. Il. Perianto. Ill. Labelo y ovario pedicelado, vista lateral. IV. Columna, vista ventral y lateral. V. Antera. VI. Polinios.
Fotografiay edicion por: Cristian Delgado Mazuera.
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Figura 4. Lamina fotografica compuesta de individuos silvestres de Cattleya quadricolor del municipio de Caicedonia (NHOC1443) en el departamento
del Valle del Cauca, Colombia. I. Habito. Il. Perianto. lll. Labelo y ovario pedicelado, vista lateral. IV. Columna, vista ventral y lateral. V. Antera. VI. Polinios.
Fotografiay edicion por: Cristian Delgado Mazuera.
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Figura 5. Lamina fotografica compuesta de individuos silvestres de Cattleya quadricolor del municipio de Zarzal (NHOC1451) en el departamento del Va-
lle del Cauca, Colombia. I. Habito. Il. Perianto. lll. Labelo y ovario pedicelado, vista lateral. IV. Columna, vista ventral y lateral. Vy VII. Antera. V1. Polinios.
Fotografiay edicion por: Cristian Delgado Mazuera.
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Tabla 4. Caracteristicas de los alineamientos de las secuencias de ADN de Cattleya quadricolor (este estudio) y especies del género Cattleya disponi-

bles en BOLD System y NCBI-GenBank para los loci rbcL, matK'y trnH-psbA.

23 22 27

No. secuencias

No. especies 18 19 22
Longitud del alineamiento (pb) 516 794 845
No. sitios variables 4 16 15 (mas 7 INDELS)

No. sitios variables en Cattleya subgénero Cattleya seccion Cattleya 1 1 5 (mas 4 INDELS)
No. sitios informativos con parsimonia (I.P.) 2 10 13

No. sitios I.P. en Cattleya subgénero Cattleya seccién Cattleya 1 0 3
Promedio de distancia interespecifica K2P, % (rango) © 0898 19) © 0898 89) © 0893 93)
Promedio de distancia interespecifica K2P, % (rango) en Cattleya 0,00 0,00 0,00
subgénero Cattleya seccion Cattleya (0,00-0,19) (0,00-0,13) (0,00-0,76)

Figura 6. Arboles mostrando el agrupamiento de secuencias para los loci: A. rbcL; B. matK; C. trnH- psbA. Los niimeros sobre las ramas indican valores
de Bootstrap (1000 iteraciones). Las especies de Cattleya nativas de Colombia estan resaltadas en violeta. Imagenes desarrollados por Andres Navia-

Samboni.

l DISCUSION

El CB-ADN proporciona una herramienta molecular para
la identificacién de forma rapida y precisa al nivel de es-
pecie (CBOL Plant Working Group, 2009), con utilidad
demostrada en estudios ecoldgicos, inventarios floristi-
cos (Kress et al., 2015; Fahner et al., 2016; Banerjee et al.,
2022) y en aplicaciones forenses para el monitoreo y con-
trol de trafico ilegal de especies de plantas protegidas, in-

cluyendo orquideas (p. €j., Veldman et al., 2014; Tsaballa
et al., 2023). El desarrollo de los CB-ADN para las especies
de Cattleya en Colombia representa un apoyo a las estrate-
gias de conservacion de estas especies prioritarias.

En este estudio se desarroll6 el primer CB-ADN para la es-
pecie amenazada y endémica de Colombia, C. quadricolor,
generando las secuencias de ADN para tres loci del geno-
ma del cloroplasto — rbcL, matK y trnH-psbA - para tres



individuos de diferentes poblaciones naturales a lo largo
de su distribucién natural. Esto complementa los registros
disponibles en BOLD Systems para el género, incluyendo
otras cinco especies nativas de Colombia - C. dowiana,
C. mendelii, C. percivaliana, C. trianae y C. warscewiczii,
y que permite la identificacién de la especie en estudios
floristicos en sus habitats nativos.

Es importante mencionar que los CB-ADN generados
hasta la fecha para las especies de Cattleya nativas de
Colombia han sido desarrollados a partir de plantas en
colecciones de conservacidon ex situ (Atlanta Botanical
Gardens y Columbus State University, USA) y provenien-
tes de viveros comerciales (Freudenstein & Chase 2001;
Eserman et al. 2020). En la horticultura de orquideas, las
actividades de hibridacién interespecifica son comunes
con potencial impacto sobre la naturaleza genética de los
individuos (Chadwick & Chadwick 2020). Es por esto por
lo que, para continuar consolidando la posibilidad de iden-
tificacion molecular de las especies de Cattleya nativas de
Colombia, se recomienda el desarrollo de CB-ADN a partir
de muestreos de poblaciones naturales in situ. Resaltando
la necesidad de generar varios registros de cada especie
para evaluar la diversidad genética presente dentro de las
poblaciones naturales.

Los loci rbcL, matKy el espaciador trnH-psbA fueron pro-
puestos como CB-ADN por su amplia aplicabilidad a tra-
vés de plantas terrestres (Kress & Erickson 2008; CBOL
Plant Working Group 2009). Sin embargo, su poder de
identificar especies dentro de ciertos grupos taxonémicos
puede ser bajo (Fazekas et al., 2008), particularmente en-
tre especies cercanamente emparentadas (van Velzen et
al., 2012).

Los bajos niveles de variacion interespecifica entre las
especies de Cattleya subgen. Cattleya seccion Cattleya
(Tabla 4), impiden su identificacién taxonémica a partir
de los datos moleculares evaluados. Aunque, trnH-psbA
mostr6 niveles mayores de diversidad interespecifica, lo-
grando identificar algunas especies de la seccién Cattleya,
no distingue a Cattleya quadricolor de C. schroederae, C.
trianae, C. percivaliana. Cattleya mendelii y C. dowiana
se pueden diferenciar de las demas especies con base en
trnH-psbA, aunque entre si mismas presentan secuencias
idénticas. Cattleya warscewiczii es la Gnica especie que se
distingue molecularmente de todas las demas. La baja re-
solucion entre especies de Cattleya en los loci rbcL y matK
hallado en este estudio coincide con lo encontrado en un
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estudio anterior sobre plantas cultivadas y de viveros en
Cundinamarca (Pinedo-Castro et al., 2018).

Se han observado bajos niveles de diversidad genética en
otros géneros de orquideas, donde el poder del locus matK
para la identificacion especifica esta entre el 66 % para es-
pecies de Holcoglossum (Xiang et al., 2011) y 80,6 % en
Dendrobium (Singh et al., 2012).

En la subtribu Laeliinae, en general, se han encontrado
bajos niveles de variacion genética en loci del genoma del
cloroplasto (van den Berg, 2009). En el género Encyclia
Hook., se ha visto que los rasgos florales, frecuentemen-
te determinantes de especies, presentan baja correlaciéon
con patrones filogenéticos (Lipinska et al., 2023), lo cual
sugiere que ha ocurrido el proceso de especiacién sin di-
ferenciacion ni coalescencia en los loci del genoma cloro-
plasto (Lipinska et al., 2023). Este escenario podria expli-
car la baja diversidad genética encontrada en este estudio
en el género Cattleya, aunque no se puede rechazar la po-
sibilidad de la falta de barreras especificas reproductivas
entre los taxones estudiados. Se ha sugerido que las dos
especies, Cattleya quadricolor y C. trianae, podrian ser
conespecificas (Calderén-Saenz, 2007), ya que, a pesar de
tener distribuciones alopatricas, las diferencias morfologi-
cas que muestran son muy discretas.

A pesar de los bajos niveles de diversidad genética interes-
pecifica, el CB-ADN generado para Cattleya quadricolor en
este estudio tiene aplicacién en estudios ecoldgicos e in-
ventarios floristicos en su hébitat natural del bosque seco
tropical del valle del rio Cauca, donde no ocurre en sim-
patria con especies congenéricas. En estas aplicaciones es
importante el uso de primers universales como los utiliza-
dos en este estudio, los cuales tienen aplicabilidad a través
de la diversidad de plantas.

Para lograr la diferenciacion genética entre las especies de
Cattleya subgen. Cattleya secciéon Cattleya, nativas de Co-
lombia y entender las relaciones evolutivas entre las espe-
cies, se sugiere estudiar los patrones de diversidad a través
del genoma nuclear o del plastoma que permita esclarecer
mejor las relaciones interespecificas (p.ej., Pérez-Escobar et
al., 2020). Para desarrollar un sistema facil para la discri-
minacién entre especies de Cattleya nativas a Colombia en
aplicaciones forenses, serd necesario explorar la utilidad de
otros loci Ginicos, potencialmente més variables, incluyendo
el locus ycf1 del genoma cloroplasto (Dong et al., 2015) y el
ITS-rRNA del genoma nuclear (Cheng et al., 2015).
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