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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las fuerzas que gobiernan la evolucién del sistema de cruza en
el frijol “ayocote" Phaseolus coccineus L. para dos subespecies P.c.ssp formosus y P.c.ssp
griseus en dos poblaciones naturales Bosque de Tlalpan, DF y en la Sierra de Manantlan,
Jalisco, respectivamente. Para tener una vision mas completa de la evolucion del sistema
reproductivo se midié la fuerza de la seleccion natural sobre la tasa de entrecruzamiento y su
efecto en la produccién de semillas.

Se estim6 la tasa de entrecruzamiento usando dos algoritmos Ritland y Jain (1981) y Shaw,
et al. (1981). Los genotipos de las plantas progenitoras asi como de la progenie se estimaron
para siete enzimas usando electroforesis en gel de almidon (fosfatasa acida [AcPh], malato
deshidrogenasa [MDH], fosfoglucomutasa [PGM-1, PGM-3], glutamato oxalacetato
transaminasa [GOT], diaforasa [DIA] y fosfoglucoisomerasa [PGI]). Los resultados obtenidos
nos muestran que el frijol ayocote mantiene un sistema de cruza mixto (0.73 a 0.993) sin
diferencias significativas entre afios, salvo para la poblacién de Tlalpan en 1992 que tuvo una
tasa de entrecruzamiento estadisticamente mayor a los afios de 1990 y 1991. Se estim6 también,
la tasa de entrecruzamiento por familia genética para 27 plantas individuales en Tlalpan y 20 en
Manantlan. No se encontraron diferencias significativas en las tasas de entrecruzamiento para
distintas familias genéticas en ninguna de las dos poblaciones. En Manantlan la repetibilidad de
la tasa de entrecruzamiento fue significativa (r=0.64, p<0.05).

En cuanto a la depresion endogémica se refiere, no se detectaron diferencias significativas en
la sobrevivencia de semillas crecidas en el invernadero para dos grupos de plantas que tenian
tasas de entrecruzamiento (t) contrastantes (t<1 y t=1). La producci6én de frutos y semillas no
fue estadisticamente diferente entre plantas con diferentes niveles de endogamia. Tampoco se
encontraron niveles altos de depresion endogamica estimandola indirectamente a través de la
tasa de autofecundacion y el coeficiente de endogamia.

La seleccion natural sobre la tasa de entrecruzamiento se midi6 con el analisis de ruta
(Wright, 1934), lo que permiti6 conocer los efectos directos e indirectos de t sobre la
adecuacion (medida como la produccion de semillas). Los resultados mostraron que la tasa de
entrecruzamiento no tiene un efecto directo importante, aunque indirectamente si afecta la
produccion de semillas en la poblacion de Manantlan. Sin embargo, la correlacién con otras
variables como el tamafio de la planta y la densidad de flores causa una sobrestimacién de este
efecto.

Con los datos aqui presentados se puede concluir que no hay evidencia de que haya seleccién
natural sobre la tasa de entrecruzamiento en la actualidad, lo cual no implica que no haya
actuado en el pasado. Asi, en estas dos poblaciones no se puede decir que exista un proceso de
evolucion hacia la entrecruza o a la autofecundacion.



ABSTRACT

In this work I studied the evolutionary forces that govern the breeding system evolution in
the scarlet runner bean Phaseolus coccineus L. for two subspecies P.c.ssp formosus and P.c.ssp
griseus in two wild populations: Bosque de Tlalpan, D.F. and Sierra de Manantlan, Jalisco,
respectively. In order to gain a better understanding about evolution of the breeding system, I
measured the effect of natural selection on the outcrossing rate and its effect on the seed
production.

I estimated the multilocus outcrossing rate using the maximum-likelihood method of Ritland
and Jain (1981), and the moments method of Shaw, et al. (1981). The genotypes of seedling and
adult plants were estimated using starch gel electrophoresis for seven allozymes (acid
phosphatase [AcPh], malate dehydrogenase [MDH], phosphoglucomutase [PGM-1, PGM-3],
glutamate oxalacetate transaminase [GOT], diaphorase [DIA] and phospho glucoisomerase
[PGI]). The multilocus outcrossing rate in the populations ranged from 0.73 to 0.993, with little
difference among years, except for Tlalpan in 1992 that had an outcrossing rate higher than
1990 and 1991. I estimated the family outcrossing rate for 27 plants in Tlalpan and 20 in
Manantlan. No differences were found in the outcrossing rates, for each year, for different
families in these populations. In the Manantlan population, the repeatability of this trait from
year to year was significant (r=0.64, p<0.05).

Regarding inbreeding depression, no significative differences were found in the survival of
seedlings grown in the greenhouse, from two plant groups with t<1 and t=1. Among plants with
different inbreeding levels, the fruit and seed production was not statistically different. The levels
of inbreeding depression (which were indirectly estimated through the self-fertilization rate and
inbreeding coefficient) were not high in these two populations, either.

I estimated natural selection through path analysis (Wright, 1934), which allowed me to
estimate the direct and indirect effects of the outcrossing rate on seed production. The
outcrossing rate did not have an important direct effect on seed production, although it
indirectly affected the seed production of the Manantlin population. However, the positive
correlation of outcrossing rate and seed production with variables, such as plant size and density
of flowers, causes an overestimation of this effect.

From my data I can conclude that there is not evidence that natural selection is acting, in the
present time, on the outcrossing rate, which dose not mean that natural selection did not act in
the past. For this reason, I can not say that in these two populations the evolution of the mating
system is changing towards self or outcrossing.
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PRESENTACION

Desde hace mas de un siglo se han estudiado los aspectos de la reproduccién en
plantas, con hipétesis como la de Darwin-Knaight que suponen que es desfavorable
perpetuar la autopolinizacién y por ellos todas las plantas la evitan, hasta posiciones como
lIa de Ronald Fisher que plantea la seleccién a favor de los genes que codifican para la
autocruza. Al hablar de la evolucién del sistemas reproductivos, se ha visto que existe un
doble componente, ya que no solamente se debe de pensar en el efecto que los sistemas
reproductivos tienen en la estructura genética de una poblacién, sino que ademds es
necesario considerar si el surgimiento, cambio y mantenimiento del sistema de cruza es el
producto de la seleccién natural u otras fuerzas como la deriva génica, el ligamiento
genético, el desarrollo ontogenético, etc. Por ejemplo en la enredadera Ipomoea purpurea
la cual tiene un polimorfismo en el color de la flor, el sistema de cruza es mixto y se ha
mantenido por un proceso de seleccién que depende de las frecuencias de los genotipos
que codifican para el color de las flores (pigmentadas y blancas) y no solamente por el
efecto de producir hijos por autofecundacién o entrecruza.

En esta tesis se pretende conocer algunos de los procesos que gobiernan la
microevolucién del sistema reproductivo (seleccién natural, endogamia biparental y
asociacién de caracteres morfol6gicos con el sistema de cruza) de Phaseolus coccineus,
dado que el frijol ayocote presenta un sistema mixto de entrecruza (Escalante et al, 1994)
por lo que es posible que una planta produzca hijos tanto con polen de autofecundacion
como por polen de entrecruza. Con esto se tiene un sistema de trabajo donde pueden ser
exploradas las diferencias al producir descendencia endogdmica y no endogdmica para
una planta individual, como para distintos individuos en una misma poblacién y las
consecuencias de esto.

Este trabajo se dividir en 6 capitulos que contienen lo siguiente:

En el capitulo I se presenta de forma resumida cinco modelos sobre la evolucién de la

autofecundacion y la entrecruza en plantas, mostrando los pardmetros y supuestos en que
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se basan los modelos, para tener un marco tedrico qﬁe explique como ocurre la evolucién
del sistema de cruza. En el capitulos II se describe la especie de estudio (P. coccineus),
asf como las localidades muestreadas (Bosque de Tlalpan, D.F. y Sierra de Manantl4n,
Jal). El objetivo del capitulo III es mostrar la variabilidad del sistema reproductivo en una
poblacién, el componente de heredabilidad en la tasa de entrecruzamiento y la relacién
que guardan los niveles de endogamia encontrados (F) con la tasa de entrecruzamiento.
El capitulo IV muestra cuatro estimaciones indirectas de la depresién endogdmica. Estas
estimaciones se realizaron 1) con datos de la estructura genética (niveles de
heterocigosidad), 2) con el coeficiente de endogamia y la tasa de entrecruzamiento, 3)
con datos del crecimiento de semilla en el invernadero provenientes de dos estrategias de
cruza (sin autofecundacién y plantas que permiten en algin grado la autogamia) y 4) se
muestran datos del efecto de la endogamia por familia genética sobre la produccién de
frutos y semillas.

Para tener un andlisis de seleccién natural fenotipica en caracteres correlacionados es
necesario conocer la estructura de covariacién que tienen un grupo de variables y su
relacién directo e indirecto sobre las variables que tienen un efecto demografico. Por esta
razén en el capitulo V se usé el andlisis de rutas para ver el efecto de la tasa de
entrecruzamiento en la produccién de semillas, considerando que tiene una estructura de
covariacién con un grupo de variables (como la densidad, el tamaifio de la planta madre,
el porcentaje de loci heterdeigos, etc) que afectan el mimero de semillas maduras de una
planta,

Finalmente en el capitulo VI se da una discusién general sobre la evolucién del
sistema de cruza en el frijol ayocote y las conclusiones que se tuvieron en esta

investigacién.

RECONOCIMIENTOS

Quisiera agradecer a todas las personas que han colaborado para que este trabajo



Presentacion 3

pudiera realizarse. En primer lugar a todos los miembros de mi familia y especialmente a
mi padre y madre. Igualmente el apoyo y carifio de Sachiko en todos estos afos ha sido
muy importante para mi.

Quisiera agradecer también, a mi director de tesis Daniel Pifiero, a los sinodales Ken
Oyama, Glenn Furnier, Juan Nuiiez-Farfan, Alberto Abreu, Elena Alvarez-Buylla, Luis
Eguiarte y Daniel Pifiero y a las personas que desinteresadamente leyeron mi trabajo y
cuyas observaciones fueron muy valiosas, tal es el caso de Cesar Dominguez, Francisco
Molina, y Miguel Franco.

En el trabajo de campo quisiera agradecer a los miembros del Laboratorio Natural
"Las Joyas" en Manantldn (U de G) por los permisos de colecta y estancia en la estacién.
A las personas que me ayudaron en el trabajo de campo: Sachiko Chiriguchi, Javier
Herndndez, Victor Parra, Eduardo Morales y Pedro Dfaz Maeda. A Nidia Pérez y
Adriana Garay por ensefiarme la técnica de electroforesis. A Gerardo y Ana por su
asesoria con las isoenziams del frijol. Asf como a todos los miembros del laboratorio de
Genética del Centro de Ecologfa de la UNAM. A Glenn y Ella Vizquez por la ayuda en
la traducci6n del resumen.

A los cuates Sachi, El Compa, El Cheneque (y El Ahijado), La miss Laura, El
Mango, Ponci, El Fresa, Rubén, Tere (Julia), Ruth y Ben (y todos los que se me olvidan
ahorita) a ellos gracias también.

Esta tesis fue apoyada con una beca de postgrado por el CONACyT (1988-1993) y
por el Centro de Ecologia. Asi mismo recibo un apoyo del Sistema Nacional de
Investigadores desde 1994. La ayuda econémica para las colectas y reactivos provino del
CONACYT (proyecto 0656-N9109), de la DGAPA a través del Postgrado del Centro de
Ecologfa y con el presupuesto operativo del Laboratorio de Genética y Evolucién donde

se lleva acabo un proyecto con el frijol "ayocote" desde hace 10 afios.



CAPITULO1

INTRODUCCION GENERAL

I.1. Modelos de la evolucion de los sistemas reproductivos..................ccccccvvvenenn 4

L1 Seleccion SUOMBLICE oo onsivmss s e 5
1.1.2. Seleccion disSruptiva...........cccccveieviieiiiniiie s eee s 5
L L3, AcCION a8 MUBBAE .. ....covicivssessesssumesssnmssitnssssess s orsssvesnansss sssaeiie 7
1.1.4. Ligamiento enétiCO ..........cccoovrirreiveeiorrensiiieeesesisseseesenissseneneens 8
I.1.5. Atraccién de polinizadores...............c.cocoeeieeeriininrieei s 11
1.2. Trabajos sobre la evolucion de los sistemas reproductivos............................... 13

Eiterattrs Clada....covuiimammissmimmmns i e s s 16



Introduccion General 4

INTRODUCCION GENERAL

El sistema reproductivo de una planta se define como el esquema o tipo de apareamientos
que tiene un organismo que se reproduce sexualmente (Hedrick, 1987), es decir, la estrategia que
tiene una planta para dejar descendencia en las generaciones siguientes. En las plantas existe todo
un continuo de sistemas de cruza, desde aquellas en que sus apareamientos son principalmente
por autofecundacién hasta las que se entrecruzan totalmente, pasando por un continuo de
posibilidades intermedias (Jain, 1976; Jarne y Charlesworth, 1993). Brown (1990) propuso una
clasificacion de los sistemas de cruza con base en la proporcién de hijos que una planta madre
produce en eventos de autofecundacién (s) o de una entrecruza (t), estos sistemas son:
predominantemente de autocruza (t<0.10), predominantemente de entrecruza (t > 0.95), sistema
mixto (0.10 > t < 0.95), apomixis obligada o facultativa y autofecundacién haploide o

intragametofitica.

I.1. Modelos de la evolucién de los sistemas reproductivos.

Dado que el sistema de cruza esta definido en la estrategia de vida de un organismo, es
razonable pensar que tenga una proporcién importante de varianza genética aditiva y esté sujeto a
la accion de la seleccion natural. Por esta razén se han desarrollado una serie de modelos que
explican la evolucién y el mantenimiento de estos sistemas de cruza en las poblaciones. En este
trabajo se revisaran algunos modelos que tratan la evolucion de la autofecundacién en
poblaciones donde la entrecruza es la condicion inicial, dicha revision comprende dos trabajos
que pueden ser considerados como clésicos dentro de la literatura de la evolucion de los sistemas
reproductivos (Fisher, 1941, Lande y Schemske, 1985), dos trabajos mas que presentan una
version critica a la importancia de la depresion endogamica en la evolucion de los sistema
reproductivos (Holsinger, 1991; Uyenoyama y Waller, 1991) y por altimo un trabajo ain no
publicado, sobre la importancia de los recursos asignados a la atraccién de polen en la evolucion

del sistema de cruza (Yahara y Sakai, manuscrito) (Tabla I.1).
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Tabla 1.1 Algunos modelos sobre la evolucién de los sistemas de cruza.

Sistema de cruza Modelo Autores
Autofecundacion Seleccién Automética Fisher (1941)
t*<0.1 Seleccidon Disruptiva Lande y Schemske (1985)
Entrecruza Seleccién Disruptiva Lande y Schemske (1985)
t>0.95
Mixto Accién de Masas Holsinger (1991)
0.1>1<0.95 Ligamiento Genético Uyenoyama y Waller (1991)

Asignacién de Recursos Yahara y Sakai (manuscrito)
* t ¢s la tasa de entrecruzamiento poblacional

I.1.1 Modelo de la seleccion automitica (Fisher, 1941).

El primer modelo sobre la evolucion de los sistemas reproductivos fue el de Fisher (1941), en
el establece que si aparece un mutante que permita la autofecundacion en una poblacion que se
entrecruza y se cumple que no haya descuento de polen (disminucion de la cantidad de polen en
las flores que se autofecundan o no abren) y no haya depresion endogamica, el mutante tiene un
ventaja automatica ya que aporta dos genes en la autofecundacién, uno como hembra (en su
propio 6vulo) y otro como macho (en su polen), ademas de uno extra que manda en el polen que
fecunda otra planta. En comparacién con los residentes que solo aportan en el polen de
entrecruza y como ovulo al recibir polen externo. El resultado es que se fija el gen de la
autocruza.

Este modelo tiene un papel historico importante ya que demuestra que la autofecundacion
tiene una ventaja sobre la entrecruza (costo de la meiosis) y que por lo tanto, no deberia ser tan

rara en la naturaleza.

I.1.2. Modelo de la seleccion disruptiva (Lande y Schemske, 1985).

En este modelo se considera a la depresion endogamica como una fuerza importante que
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contrarresta la seleccién automatica propuesta por Fisher (1941). Esto es, que los hijos de un
evento de autofecundacion pueden ser poco viables o menos competitivos que los hijos de
entrecruza, por la aparicién de genes deletéreos en los homocigos (dominancia parcial) o
porque el genotipo con mayor adecuacion es el heterocigo (sobredominancia).

Lande y Schemske (1985) definen que si la adecuacion promedio (W) de un individuo que se
autofecunda con una tasa o , en una poblacién que se autofecunda a una tasa promedio 1 y
donde la adecuacion promedio de los hijos de autocruza es w, y de los de entrecruza wg ,

tendremos que:
1 1
W=owat+—(1- et—(1- .
owat=(1-a)we+(1-n)w

En esta ecuacion, los primeros dos términos son la ganancia de adecuacion que obtiene una
planta por la funcién femenina (el primer termino cuando se autofecunda y el segundo cuando
recibe polen de entrecruza). El tercer término es la ganancia en adecuacion obtenida en la funcion
masculina, es decir, por el polen que se exporta para entrecruzarse.

Si se desea saber el incremento de la adecuacion promedio cuando aumenta la tasa de
autofecundacion o, la ecuacion anterior se deriva con respecto a este parametro

liud 1
— =Wa——We

do 2
El analisis de esta ecuacion se muestra en la Tabla 1.2 y la depresion endogamica & se calculd

haciendo una resta del cociente de las adecuaciones.

Tabla 1.2 Evolucién del sistema reproductivo segin el modelo de Lande y Schemske(1985). En esta tabla se
muestran los puntos de equilibrio que se obtienen a partir de los valores de depresién endogdmica (3) y la derivada
parcial de W (W/do).

Cociente adecuaciones Derivada de W Depr. Endogdmica Estado final
WalWe > 1/2 dWlco >0 5 <1 Fijacién de Autocruza
Walwe = 1/2 dW/éa=0 & =112 Sistema Mixto

Walwe < 1/2 dW/oo <0 5> 11 Fijacion de Entrecruza




Introduccion General 7

Esta tabla nos indica que cuando 6>1/2, el costo de la endogamia es muy alto y por lo tanto
la seleccion natural favorecera la entrecruza. Por el contrario, si §<1/2 la autofecundacion tiene
ventaja y debe fijarse en la poblacién. En esta ecuacion hay solo un tipo de equilibrio (inestable)
cuando 6=1/2 donde el sistema mixto seria el preponderante en la poblacién, pero con cualquier
cambio se tenderia a alguno de los otros dos resultados.

Es importante este modelo ya que relajando el supuesto de que los hijos de autocruza son
igualmente viables que los hijos de entrecruzamiento del modelo de Fisher (1941), se obtienen
dos puntos de equilibrio estable en t=0 6 t=1.

L.1.3. Modelo de accién de masas (Holsinger 1991)

Holsinger (1988, 1991) consider6 la competencia del polen en los estigmas para desarrollar
un modelo de la evolucion de los sistemas reproductivos donde la posibilidad de
entrecruzamiento depende de la produccion de polen y de la habilidad de obtener este polen para
la entrecruza y autofecundacion.

Este modelo contempla la interaccion detallada entre el estigma y los granos de polen.
Holsinger (1991) le llam6 modelo de accion de masas y en el siguiente esquema se muestra como

funciona (Figura 1.1)

N
Granos de polen producidos
Polen depositado
i b. prwm / \ n posibles plantas de entrecruza
- [N(l T N(1-5) l

Sl
Efectividad

P| Caspuna

NuE N(1-u)n P
granos de polen de entrecruza

granos de polen de autofecundacién
Figura I.1. Modelo de accién de masas de Holsinger (1991), en donde se tienen dos pardmetros (E) la efectividad
de los granos de polen que autofecundan un évulo y (P) la efectividad de capturar polen de entrecruza. El cociente
E/P nos da la velocidad en que la autofecundacion se podria fijar en la poblacién.
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La expresion algebraica para la tasa de autofecundacion es:

Nyt H

S ME N -ap) [ﬂ"'(l "")"(%D

La tasa de autofecundacion (S) se estima como el nimero de granos de autofecundacion

entre todos los granos de polen capturados (de entre y autocruza) y el cociente E/P (la eficiencia
del polen de autofecundacién comparado con el de entrecruzamiento) es una suposicion de
accion de masas dado que la tasa de autofecundacién depende de la proporcién o frecuencia de
sus componentes (Holsinger 1991).

Asi, en las plantas con sistema de cruza mixto, la tasa de entrecruza depende de la proporcion
de polen de autocruza y entrecruza que hay en los estigmas, por esto, el éxito reproductivo esta
en funcion tanto de la frecuencia y viabilidad de los genotipos (de auto y entrecruza) como de la
densidad de estos, ya que en poblaciones mas densas donde la probabilidad de remover polen es
mayor sera mas alta la probabilidad de entrecruzase. Este modelo lleva entonces a predecir que la
evolucion de los sistemas reproductivos depende de las frecuencias de los genotipos, de su
viabilidad (depresién endogamica) y de la densidad de individuos reproductivos.

Este modelo es importante ya que incluye la competencia del polen en los estigmas, que no
consideraron Fisher(1941) y Lande y Schemske (1985). Con este nuevo supuesto la densidad de
individuos reproductivos es un factor a tomar en cuenta para predecir la evolucion de los

sistemas reproductivos.

I.1.4. Modelo del ligamiento genético (Uyenoyama y Waller, 1991 ).
Uyenoyama y Waller (1991) consideran que la depresion endogamica sola no determina
cuando puede evolucionar la autocruza. Ellos mencionan que la adecuacion relativa de los

genotipos y el ligamiento con los genes que codifican para el sistema de cruza afecta la evolucion
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de los sistemas reproductivos. Asi, tenemos un gen que codifica para el sistema de cruza de la

siguiente forma:

Sistema de cruza Genotipo
Entrecruzamiento AA o Aa
Autofecundacion aa

En loci neutrales (de poblaciones endogamicas) se presentan mas dobles homadcigos o dobles
heter6cigos que lo esperado para genes no ligados (Hartl y Clark, 1989). El genotipo homocigo
en este locus se asocia con el homécigo en el locus del sistema reproductivo que promueve la
autocruza. Si un mutante modificador que promueve la autocruza se asocia con genotipos de baja
adecuacién (Figura 1.2), esta asociacion puede ser suficiente para evitar que se incremente su

frecuencia en poblacion naturales (Uyenoyama y Waller, 1991).

Adecuaciones en el gen B con
sobredominancia

WBB='0.04 WBb=O.92 wbb=0' 04
Autofecundacion BB
Al haber asociacion entre dobles homocigos
" los genes de autofecundacion bajan su adecuacion

bb

Entrecruza

B
AA< Los genes de entrecruza se asocian tanto con
b los homécigos de baja adecuacion como con
los heterocigos de alta adecuacion
Aa____ Bb
Figura 1.2. Asociacion de los genes de autofecundacion con genes de baja viabilidad.

Consideremos una poblacién donde han existido por varias generaciones plantas de autocruza

y entrecruza, las plantas de autofecundacion seran mas homocigas por el efecto de la endogamia
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acumulada que las de entrecruza y a su vez las plantas que se entrecruzan seran mas heterocigas.
Ahora bien, cuando comparamos la adecuacion de los hijos de entrecruza y autocruza, si hay
ventaja del heterocigo los hijos de entrecruza van a tener mas loci heterocigos y mayor
adecuacion que los hijos de autocruza. Los genotipos que se autofecundan produciran hijos
menos adecuados.

Por otro lado, si hay mutacién recurrente de alelos deletéreos, el genotipo que se entrecruza
puede llevar varios recesivos que el genotipo que se autofecunda no tiene, entonces, en este caso
los hijos de entrecruza tienen menor adecuacion que los hijos de autofecundacion, que
probablemente ya hayan "purgado" dichos alelos. Nuevamente tenemos una asociacion de loci de

autofecundacion con los de alta viabilidad (Charlesworth y Charlesworth, 1987; Figura 1.3).

Adecuaciones con dominancia

Wpp=0.04 Wgp=0.04  W,=092
Autofecundacion BB
Al haber asociacion con el genotipo bb
" los genes de autofecundacion tiene adecuacion alta
bb
Entrecruza

B
AA< Los genes de entrecruza se asocian tanto con
b el homécigo b de alta adecuaciéon como con
el hetertcigo y el homdcigo BB de baja adecuacion

Aa____ Bb

Figura 1.3. Asociacion de los genes de autofecundacién con genes de alta viabilidad.

En este caso pueden coexistir la autofecundacion y la entrecruza en una poblacion (sistema de

cruza mixto en una poblacién) ya que los genotipos AA y aa se asociaron a bb de alta
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adecuacion.

Usualmente se define a la depresion endogémica sin considerar el genotipo en loci que causan
diferencias entre individuos en su tasa de entrecruza. Esta depende tinicamente de la produccion
relativa de hijos de endogamia y no endogamia. Pero la asociacion se desarrolla inmediatamente
entre los loci de viabilidad y los que causan las diferencias en el sistema de cruza. El efecto de
esta asociacion puede ser tan importante como la depresién endogémica misma y por lo tanto
este no es el unico factor que debe ser considerado para la evolucion de los sistemas
reproductivos.

Las predicciones de este modelo son importantes, aunque no resulta facil medir el ligamiento
genético entre los loci de adecuacion y del sistema de cruza. Sin embargo, la mayor contribucion
a mi parecer, es que el ligamiento genético puede contrarrestar la fuerza de la seleccion natural
(expresada en la depresion endogimica), dado que los genes del sistema de cruza no solamente
estin sujetos a seleccion por ellos mismos, sino que (por el ligamiento) se pueden favorecer
sistemas reproductivos que se heredan juntos en una planta ain sin considerar la adecuacion de

los hijos de entre y autocruza.

L1.5. Modelo de la atraccién de polinizadores ( Yahara y Sakai )

Yahara y Sakai (manuscrito) desarrollaron un modelo que muestra los compromisos en la
asignacion de recursos a las funciones femenina y masculina, a la atraccién de polinizadores y
captura de polen (produccién de évulos y polen, forma y color de los pétalos, produccion de
néctar y estigmas) para conocer como la tasa de entrecruzamiento cambia, al cambiar dichas
asignaciones. Esto es que hay F ovulos que son fertilizados por una proporcion b de granos de
polen j acarreados por un polinizador que fue atraido por una planta que asigndé V(A) recursos a

¥ -
la atraccion de los polinizadores (si la asignacion a la atraccion es cero la t también, SQ@ cero).
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bjv(4)
F

=

En las plantas polinizadas por viento la tasa de entrecruzamiento (t) se expresa como la
fraccion F de ovulos que es fertilizado por una porcién b de granos de polen M, que se

capturaron dado que la planta con funciones femeninas asignd E(S) recursos al estigma.

" bE(S)M:
- F

Cuando el polen de los residentes casi no es removido la estrategia evolutivamente estable

(EEE) para la inversion en pétalos y néctar (A*), polen M* y 6vulos F* es:

. [gh[begd - cak(1-a)] . by . .
A _V (1-4) = B _26.(1—;;!/(14') F _c;(R—A'— WM*)

donde g es una medida de la habilidad del polinizador, h la funcion de ganancia del polinizador, b
la proporcién de évulos fecundados, cf el costo de producir un 6vulo, j los granos de polen
acarreados por un polinizador, d es la depresion endogamica y ¢y, €l costo de producir un grano
de polen.

Yahara y Sakai (manuscrito) presentan graficamente la evolucion del sistema para diferentes
niveles de inversion de recursos y la depresion endogamica en plantas polinizadas por animales

(Figura 1.4).
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Figura 1.4 Yahara y Sakai muestran las tasa de entrecruzamiento que son evolutivamente estables con varios
niveles de deprésion endogdmica. De los datos en el recuadro A es la asignacion a la atraccién de polinizadores, F
es la asignaci6n a la funcién femenina y M a la masculina, los valores son factores de escala para la grifica. En el
caso de (1), el eje "Y™ no es la asignacidn, sino la tasa de entrecruzamiento estable.

Aqui, se ve que existen muchos valores de t evolutivamente estables entre el rango de 0.3 a
0.9 con diferentes niveles de depresion endogémica. También se ve que la inversién a néctar y
pétalos es mayor al aumentar la depresion endogamica y por el contrario la inversion a la funcién
materna disminuye.

En el caso de las plantas polinizadas por viento se tiene que si la depresion endogamica es
mayor a 0.5 el resultado final en el sistema reproductivo es la entrecruza. Si por el contrario la
depresién endogénﬁca% grande (d < 1/2) entonces la inversion a estigmas es nula y la
autofecundacion evoluciona.

En los modelos de Yahara y Sakai (manuscrito) se tiene entonces que en las plantas
polinizadas por viento la autofecundacion evoluciona cuando la depresion endogamica es menor
a 0.5. En el caso de las plantas polinizadas por animales, los modelos predicen que los sistemas
mixtos son evolutivamente estables dependiendo de las asignaciones a las funciones femeninas y

masculinas.

L2. Trabajos sobre la evolucion de los sistemas reproductivos.

Existen pocos trabajos donde se haya tratado de probar el modelo descrito por Fisher (1941)
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y en donde se muestre la importancia del descuento de polen en la evolucion de la
autofecundacion. Ritland (1991) midi6 en una zona de formacién de hibridos el descuento de
polen para tres especies del género Mimulus con tasas de entrecruza contrastantes, sus resultados
muestran que el descuento de polen en todos los casos es muy alto, ya que en estas especies
existen plantas con flores cleistogamicas, por lo que las flores que se autofecundan alcanzan a
polinizarse con poco polen. En otro caso, Rausher et al., (1993) mostraron que en Jpomoea
purpurea no hay descuento de polen para las flores que se autocruzan y por lo tanto, pueden
aumentar en frecuencia.

Uno de los trabajos mas interesantes que midieron la depresion endogamica es el de Dudash
(1990) con Sabatia angularis. Este estudio se realizo en tres ambientes distintos y en cada uno
de estos se polinizaron manualmente midiendo a la progenie resultante de cada tratamiento su
adecuacion promedio. Los resultados encontrados muestran que entre la autopolinizacion y la
entrecruza lejana (con individuos a mas de 85 m de distancia) siempre hubo diferencias
significativas en la adecuacion para todos los ambientes. Sin embargo, con la entrecruza cercana
(con individuos donadores de polen a menos de 5 m de distancia) no hubo diferencias (Dudash
1990). Este resultado es importante, ya que la entrecruza a poca distancia ocurre seguramente
con individuos emparentados y la depresion endogamica surge no por la autofecundacion de una
planta sino por la endogamia biparental. Finalmente en el contexto de la evolucion de los sistemas
de cruza, Dudash (1990) concluye que la protandria exhibida en esta especie es suficiente para
mantener la carga genética que ha mantenido el entrecruzamiento en estas poblaciones.

Holsinger (1991) estim6 el parametro de accién de masas en dos poblaciones naturales de
Senecio vulgaris, donde hay un dimorfismo en las flores de una cabezuela, dichas flores tienen
una tasa de entrecruzamiento distinta (el morfo radiado se autopoliniza mas que el no radiado).
Holsinger (1991) estimé el numero de granos de polen que una planta adquiere de entrecruza
comparado con los de autofecundacién (morfo radiado y no radiado). El resultado obtenido fue

que en las dos poblaciones el morfo de entrecruza se debe de fijar, debido a que en general hay
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una densidad alta y por lo tanto hay mas individuos potenciales para la entrecruza. En otro
estudio con Scabiosa columbaria (van Treuren et al., 1993), se obtuvo que la densidad de
individuos reproductivos alteraba la tasa de entrecruzamiento, siendo mayor la t a mayor
densidad, ésta es una especie polinizada por animales (abejorros) lo cual hace posible suponer
que la densidad modifique la probabilidad de entrecruzarse como propone Holsinger (1991).

Este es el sustento tedrico sobre la forma en la que operan los agentes evolutivos en los
sistemas de cruza. En este trabajo se tomo al modelo de Lande y Schemske como el modelo que
predeciria la evolucion del sistema reproductivo del frijol ayocote, ya que segun lo reportado por
Escalante et al., (1994) esta especie presenta una tasa de entrecruzamiento mixta y con gran
variabilidad en la t para cada familia (siendo mas representados los valores entre 0.8 a 1), de tal
forma que tomando medidas de la depresion endogamica se podria conocer los cambios del
sistema mixto hacia la entrecruza. Sin embargo, se tomaron otras medidas que puede variar los
resultados predichos por este modelo como la densidad, la heterosis, la forma de la flores etc.,

que alteran la conocida relacion de la depresion endogamica y la evolucion de la entrecruza.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es el conocer las fuerzas que gobiernan la

evolucién del sistema de cruza en el frijol "ayocote" Phaseolus coccineus L. en dos
poblaciones silvestres. Se tomo como base la siguiente hipétesis de trabajo:

Si existe una gran variabilidad genética en la tasa de entrecruzamiento dentro
de una poblacién que hagan tener diferente éxito en la fecundidad entre
individuos, entonces en esta especie debe de operar la seleccién natural
modificando la tasa de entrecruzamiento hacia la entrecruza o autofecundaci6n
dependiendo de la fuerza de la depresién endogédmica.

2. Objetivos particulares

En este trabajo se plantearon los siguientes objetivos particulares:

La descripcién de las fluctuaciones de la tasa de entrecruzamiento en dos afios en
Manantldn y tres afios en Tlalpan.

La descripcién de la variabilidad de la tasa de entrecruzamiento por familia, por
poblacidn para cada afio.

La estimacién de la repetibilidad de la tasa de entrecruzamiento para cada
poblacidn.

La descripcién de las presiones de seleccién que actian sobre la tasa de
entrecruzamiento y la produccién de semillas maduras.

La estimacién de la depresi6én endogdmica con cuatro métodos indirectos.

La estimacién de diferentes factores causales, como el largo de la flor y de la
quilla, el tamafio y la heterocigosidad de la planta madre, la densidad de individuos
reproductivos, el nimero de flores y botones, asf como la tasa de entrecruzamiento
sobre la produccidn de frutos y semillas en una estructura compleja de covariacion
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ESPECIE Y SITIO DE ESTUDIO

IL.1 Descripci6n de la especie de estudio.

El frijol ayocote Phaseolus coccineus es una enredadera perenne de la familia de las
leguminosas y de la subfamilia papilionoidea. La planta tiene un buen sistema radicular que sirve
como estructura de perenacion donde se encuentran las yemas de crecimiento para los tallos y
hojas de las siguientes temporadas. La raiz puede variar de tamafio dependiendo de las
condiciones ambientales y de la edad de la planta (Fernandez, 1979). El tallo es en general
cilindrico y en épocas frias se seca para volver a crecer en verano. Se ha visto que el tamafio de la
parte aerea tiene una buena correlacion con el tamafio de la raiz (Fernandez, 1979). Las hojas son
compuestas, ovadas y de tamafio variable dependiendo de la posicion en el tallo, asi como de la
disponibilidad de agua (Delgado, 1988).

Las flores miden aproximadamente 2.5 c¢cm y se agrupan en fasciculos biflorales en
pseudoaquenios elongados de unos 20 cm de largo. Las bracteolas son variables en forma,
pubescencia y longitud pero siempre estan presentes. La corola presenta un polimorfismo en el
color tanto en cultivares como en poblaciones silvestres y el estigma puede ser introrso, apical o
extrorso, caracteristica que se encuentra codificada genéticamente (Manshardt y Basset, 1984;
Delgado, 1988). Los frutos son legumbres lineal-oblongadas a oblongadas con unas 4 a 9
semillas por fruto. Segun lo reportado por Burquez y Sarukhan (1980) existen diferencias en el
numero de granos de polen y 6vulos que presenta un planta en funcion de la altura sobrg el nivel

del mar.
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IL.2 Biologia floral
Los visitantes de las flores de Phaseolus coccineus reportados en Burquez y Sarukhéan (1980)

son los siguientes (Tabla IL.1):

Tabla I1.1 Visitantes florales de Phaseolus coccineus L. segiin lo reportado por Biirquez y Sarukhan (1980)
Familia Especie
INSECTA Thripidae Thrips (nombre comiin)
Lepidoptera  Phoebis sennae
Dione moneta poeyi
Coleoptera Lytta sp.
Diptera Bombylus sp.
Mochlosoma sp.
Hymenoptera Bombus spp.
Apis mellifera

AVES Trochilidae  Hylocharis leucotis
Atthis heloisa
Heliomaster constanti
Heliomaster longirostris
Archilocus alexandri
Calothorax lucifer

La concentracién de néctar por flor en Phaseolus coccineus varia de 24.8 al 34.8%, el
volumen de néctar por flor va de 4.5 a 12.5 pl y los miligramos de azicar de 0.011 a 0.044 mg
(Burquez y Sarukhan, 1980). De este mismo trabajo resalta el hecho de que la altitud afecta las
caracteristicas del néctar, siendo mas cercano al sindrome de polinizacién por aves (ornitofilia) en
las poblaciones mas altas y mas cercano al sindrome de polinizacién por abejas (melitofilia) en las

poblaciones mas bajas.

IL3 Variabilidad genética.
La variabilidad genética refleja la historia de los eventos de seleccion, deriva génica, flujo
génico y endogamia de una poblacion. Por esto es muy importante tener esta medida en un

trabajo de sistemas reproductivos (Tabla I1.2).

1
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Tabla I1.2 Diversidad Genética y niimero de alelos promedio reportados para Phaseolus coccineus. y para plantas

herbéceas con apareamiento mixto.
Numerode Nuamero de Alelos Diversidad Fuente
Poblaciones  Enzimas Genética

Diferentes poblaciones de Phaseolus coccineus

15 1 3.0 0.319 Wall y Wall , 1975
6 56 29 0.364 Coello y Escalante, 1989
12 9 - 0.247 Pifiero, 1989
Plantas herbdceas con apareamiento mixto y polinizadas por animales
172 17.7 1.99 0.167 Hamrick y Godt, 1989

Esto nos indica que el frijol ayocote tiene una diversidad genética alta. Estos valores del 30%
muestran que el sistema de apareamientos no es muy endogimico, es preferentemente de
entrecruza y/o es comun que haya entrada de genes nuevos en la poblacion a través del flujo

génico o tasa de mutacion altas.

I1.4. Sistema reproductivo

De los datos de las polinizaciones controladas (Burquez y Sarukhan, 1984; Coello y Escalante,
1989) se aprecia que P. coccineus puede autofecundarse y que no hay barreras genéticas de
incompatibilidad. El cociente polen 6vulo reportado cae en el rango de la xenogamia facultativa,
lo que refuerza la idea de que no hay barreras de incompatibilidad (Cruden,1976; Birquez y
Sarukhén, 1984). Esto es importante mencionarlo, ya que se ha sugerido que la posicion del
estigma evita la autofecundacién, sin embargo, si es posible la autocruza, aunque con la presencia

del polinizador para que contacte las anteras y el estigma (Delgado, 1988).
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I1.4.1. Tasa de entrecruzamiento
El frijol ayocote tiene un sistema de cruza mixto y presenta un coeficiente de endogamia

cercano al equilibrio (Tabla I1.3)

Tabla I1.3. Tasas de Entrecruzamiento multilocus y coeficiente de endogamia estimados para poblaciones
silvestres y cultivadas de Phaseolus coccineus.

Numero de Enzimas Numero de Tasa de Coeficiente de Fuente
Poblaciones Entrecruzamiento Endogamia
7 6 0.649 0.250 Escalante, et al. 1994
9 12 0.647* 0.228 Piiiero, 1989

* la tasa de entrecruzamiento es en el equilibrio de endogamia (t = 1-F / 1+F).

Este resultado sirvi6 como fundamento para la realizacion de este trabajo y explorar con mas
detalle dentro de una poblacion y durante varios afios la tasa de entrecruzamiento, tanto

individual como poblacionalmente.
IL.5. Clasificacién taxonémica.

En esta tesis se muestrearon dos de las cinco subespecies reportadas por Delgado (1988) para

Phaseolus coccineus.

Phaseolus coccineus subespecie formosus (Kunth).Mare, Masch. y Stain: se estudio en el
bosque de Tlalpan, México D.F. Esta subespecie se encuentra distribuida en un amplio rango en
Meéxico (desde Chihuahua a Chiapas) y fuera de México llega hasta Panamé (Figura I1.2). Se le
encuentra tanto silvestre como en cultivares aunque esto Gltimo no es frecuente. La altitud va

desde los 1000 a 3000 msnm en bosques de encino y pino-encino (Delgado, 1988).
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Phaseolus coccineus subespecie griseus (Piper) A. Delgado: se estudi6 en el Laboratorio
Natural "Las Joyas" en la Sierra de Manantlin, Jalisco. Esta subespecie se encuentre en
esporadicas poblaciones a lo largo de la Sierra Madre Occidental, en el este del Eje
Transvolcanico y en la Sierra Madre del Sur (ver Figura I1.2). Esta variedad puede crecer en
bosques de pino-encino, bosque tropical deciduo y matorral xerdfilo, siendo una variedad mas de

clima seco y calido (Delgado, 1988).

I1.6. Sitios de colecta

IL6.1. Bosque de Tlalpan

Esta poblacion esta dentro de los terrenos del Zoologico del Pedregal en la delegacion de
Tlalpan, México D.F., a una altitud de 2800 msnm en la regién suroeste de la cuenca hidrografica
del Valle de México. Esta zona esta localizada entre los paralelos 199 13' y 199 20' y los
meridianos 99 08' y 999 14' (ver Figura I1.2).

El clima reportado en la estacion meteorolégica de Ciudad Universitaria corresponde al C(W)
(W) b (Garcia, 1989), esto es, templado subhiumedo con lluvias en verano. La temperatura
media anual fluctia entre los 140 y 179 C, con un gradiente térmico que disminuye conforme
aumenta la altura (Hernandez, 1984, en Parra 1988). Las lluvias se presentan de junio a octubre
con un promedio anual de 500 a 700 mm, la época de secas va de noviembre a febrero. El valor
promedio anual de humedad varia entre 61% al 70% _

En lo que respecta a la vegetacion, esta comunidad se encuentra en el ecotono del matorral
xeréfilo del Pedregal de San Angel hacia su parte mas sur y elevada y el bosque de pino-encino
en las faldas del Ajusco. Es un sitio muy perturbado por el centro recreativo que ha instalado la
delegacion en este lugar y por el crecimiento de la zona urbana que en la actualidad rodea las
94.8 ha del Bosque de Tlalpan,

En este sitio se encuentran representados todos los estratos, con pinos, encinos y tepozanes
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en el estrato arboreo. El palo loco (Senecio praecox) como especie dominante en el estrato
arbustivo y existen también una gran cantidad de hierbas. Para mas detalles del tipo de

vegetacion, suelo y clima, ver Rzedowski (1954).

I1.6.2. Sierra de Manantlin

La Sierra de Manantlan es parte de la Sierra Madre del Sur, la cual corre desde las costas de
Jalisco hasta el Eje Neovolcanico Transversal. En este lugar se muestre6 una poblacion silvestre
en el laboratorio natural Las Joyas. Esta estacion se encuentre a una altitud de 2 000 msnm y la
localizacién geografica es entre los 190 26' y 190 42' de latitud norte y 103° 51' y 104© 27" de
longitud oeste (Jardel et al., 1992) (Figura I1.2).

La temperatura promedio anual es de 18°C y la precipitacion pluvial media va de 900 mm en
las zonas mas secas del norte a 1800 mm en las partes altas que son mas himedas. Los grupos
climaticos presentes son (Aw) calido subhimedo, A(C) w o (A) Cw semicéalido y (Cw) templado
subhimedo. El régimen de lluvias es de verano, con una marcada estacionalidad en la época de
secas y lluvias. Normalmente las lluvias se presentan en los meses de mayo a octubre, siguiendo
una temporada de lluvias ocasionales hasta diciembre y febrero. Los meses de marzo, abril y
mayo son los mas secos (Jardel et al., 1992).

Las comunidades vegetales reportadas en la zona son: bosque de pino, bosque de oyamel,
bosque de encino, bosque mesofilo de montafia, bosque tropical caducifolio, matorral subtropical,
bosque tropical subcaducifolio, vegetacion sabanoide de Byrsonima y Curatella y vegetacion de
galeria (Jardel et. al., 1992).
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g P.c. formosus
§ P.c. griseus

Thlpax,DF.

Figura I1.2. Distribucion geografica de las dos subespecies de Phaseolus coccineus y las
localidades muestreadas.
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TASA DE ENTRECRUZAMIENTO

IML1.1. Introduccién

Una de las formas méas comunes y extremas de endogamia que se conoce en las plantas es la
autopolinizacién. Cuando una poblacion se autofecunda completamente, las siguientes
generaciones se vuelven rapidamente homoécigas (Figura II1.1) y se fijan alelos en las poblaciones
expresandose genes deletéreos recesivos que disminuyen la adecuacion promedio. En organismos
donde la autofecundacién es el sistema de cruza mas comun, se ha visto algun grado de
entrecruzamiento que ocurre esporadicamente (Hedrick, 1983), dando paso entonces a un
sistema mixtos de cruza donde se tiene una cierta proporcion de hijos producto de
autofecundacion y un remanente de hijos de una entrecruza. Con este tipo de apareamientos la
frecuencia de heterdcigos no se hace cero como cuando hay solamente autofecundacion, ya que
existen apareamientos de entrecruza al azar que reconstituyen una fraccion de heterécigos cada

generacion evitando la aparicién de alelos deletéreos recesivos (Wright, 1979).

Figura 1.1 Heterocigosidad (H) con endogamia parcial. S es la tasa de autofecundacién poblacional. Cuando
8=0 es una poblacién panmitica y la H se mantiene igual cada generacién. Cuando 0<S<1 hay diferentes grados
de autopolinizacién y la heterocigosidad disminuye, en el caso de S=1 la endogamia es extrema y en pocas
generaciones se pierde la variabilidad genética (Hedrick, 1984).

En el supuesto de que la pérdida de variabilidad genética va en detrimento del vigor y la
capacidad de enfrentar nuevas condiciones ambientales en una poblacién (Dobzhansky, 1970), el

tener un sistema de cruza que permita, por un lado, la existencia de variaciéon genética y ademas
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garantice un nimero de semillas en condiciones adversas hace pensar que la autofecundacion
estricta sea un caso raro y que los sistemas mixtos sea un tipo comin de cruza en las plantas.
Cuando se analiza el sistema de cruza, medido como la tasa de entrecruzamiento, con algunas
caracteristicas de historia de vida (Figura II1.2), tenemos que los grupos taxonémicos (gimno y
angiospermas) estan mas representados en los extremos que en los valores intermedios de t
(Barrett y Eckert, 1990). Al analizar los datos para la forma de vida (Figura I1I.2.b) el patrén
muestra que las plantas lefiosas tienen un sesgo hacia la entrecruza ya que su distribucion no es
uniforme en todo el rango, mientras que las plantas herbaceas perennes y anuales no mostraron
ningtin sesgo hacia los valores extremos, es decir, se distribuyen como una distribucion uniforme.
Esto nos indica que la longevidad de las plantas es un punto muy importante para el tipo de cruza

(Barrett y Eckert, 1990).

a) b)

02 o4 06 08 1

€)

M Pol. viento
@ Pol. animales

02 o4 06 08 1

Figura III.2. Grificas que muestran la relacién de la tasa de. entre cruzamiento de 129 especies con a) grupo
taxondmico, b) ciclo de vida y ) tipo de polinizacién (Barrett y Eckert, 1990)
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En el trabajo de Barrett y Eckert (1990) retomaron también la critica de Aide (1986) de que
el tipo de polinizacién determina en gran medida la tasa de entrecruzamiento. Aqui se reportan
129 especies (74 mas que en el trabajo original de Schemske y Lande, 1985) las cuales mostraron
una clara tendencia bimodal en las plantas polinizadas por viento (Figura II1.2.c). Sin embargo,
Barrett y Eckert (1990) encontraron diferencias significativas de la distribucion uniforme para las
plantas polinizadas por animales.

En general, la tasa de entrecruzamiento esti afectada fuertemente por la forma de vida y el
tipo de polinizacion, aunque el efecto taxondémico puede ser importante (ver también los datos
reportados por Eguiarte, 1990)

Para tener una descripcion detallada de la tasa de entrecruzamiento poblacional durante varias
temporadas reproductivas, asi como la distribucién de la t por familia y alguna medida de la
heredabilidad de este caracter, se propuso en este trabajo hacer un seguimiento de un grupo de
plantas reproductivas durante varios afios y comparar los resultados en los dos sitios de

muestreo.

1.2. Material y métodos

II1.2.1. Colecta en el campo

Se marcaron con etiquetas de plastico y mapearon 60 individuos reproductivos en Manantlan
y 88 en Tlalpan, durante dos afios en la primera poblacion y tres en la segunda. De los individuos
marcados se colecté una muestra de tejido foliar de aproximadamente Scm?, la cual se congelo
en nitrogeno liquido para su transporte y posterior almacenaje en un ultra congelador a -70° C.

Los hijos de estos individuos muestreados fueron colectados, tomando todas las vainas
presentes al momento de la visita y almacenadas en bolsas de papel con naftalina para evitar el

dafio por acaros y hongos.
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II1.2.2. Analisis electroforético.
Las colectas de campo fueron analizadas usando electroforesis horizontales en geles de
almidén al 12% (P/V) en dos sistemas de buffer como reportan Pifiero y Eguiarte, (1987);
Escalante et al, (1989). Las enzimas y los buffer usados se presentan en la Tabla III.1.

Tabla II.1. Sistema electroforético empleado en este estudio para Phaseolus coccineus en donde se presenta
el buffer ensayado para cada isoenzima segin lo reportado por Escalante et al. (1994).

Buffer pH ALOENZIMA Abreviatura
gel/charola
Histidina 7.0/7.0 Fosfatasa 4cida AcPh
Malato deshirogenasa MDH-3
Fosfo glucomutasa PGM-1,PGM-3
Litio 7.6/8.0 Glutamato oxalacetato transaminasa  GOT-1
Diaforasa DIA
Fosfo gluco isomerasa PGI-1

Para el ensayo con las plantas madre no se utilizd6 mas que agua destilada en la extraccion,
pero con los hijos de las colectas de 1991 y 1992 para las dos poblaciones se usé un buffer de
extraccion (Cheliak y Pitel, 1984) ya que en estos casos se ensay6 directamente con las semillas
sin germinarlas, no asi con la colecta de 1990 para Tlalpan que fue germinada y crecida en el
invernadero del Centro de Ecologia, para posteriormente hacer las electroforesis. Las enzimas
encontradas en las semillas fueron las mismas que en el tejido foliar por lo que se unieron en un

mismo analisis.

I11.2.3. Estimacion de la tasa de entrecruzamiento

La estimacion de la tasa de entrecruzamiento multilocus, la tasa de entrecruzamiento promedio
de locus sencillo, el indice de fijacion y las frecuencias alélicas de la poza de polen y la poza de
ovulos se hicieron con el programa MLT de Ritland (1990), que esta basado en las estimaciones

multilocus de Ritland y Jain (1981). También se estimé la tasa de entrecruzamiento usando el
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programa desarrollado por Waller y Mitchell-Olds basado en el método de Shaw et al.,(1981).

a) Ritland y Jain

Ritland y Jain (1981) desarrollaron un método que estima la tasa de entrecruzamiento para loci
no ligados en plantas con sistema mixto. El procedimiento itera una ecuacion que calcula las
frecuencias alélicas y la tasa de entrecruzamiento de la siguiente forma:

ti=1TXot; T/PY 1
donde 1 es un vector columna de unos, X es la matriz observada de las transiciones entre los
padres y la progenie, T son las probabilidades de una entrecruza dado un genotipo materno y P =
(1-t) S+t T (S es la matriz de la probabilidades de autofecundacion).

Esta estimacion parte de los supuestos del modelo mixto, esto es, la tasa de entrecruzamiento
es independiente del genotipo materno, la poza de polen no esta estructurada y por lo tanto las
frecuencias alélicas esperadas son iguales para todas las familias, todos los hijos de una planta
madre son producto de una autofecundacién o de una entrecruza y no hay endogamia biparental,
no hay seleccién gamética y no hay eventos de seleccidn natural entre la fecundacion y cuando se
tomo la muestra. Si cualquiera de estos supuestos no se llegara a cumplir, provocaria un sesgo de
sobre o subestimacién de la t.

Existe un programa de computadora (MLT) basado en este algoritmo para calcular la tasa de
entrecruzamiento (Ritland, 1990) el cual se usd en este estudio para estimar la tasa de
entrecruzamiento multilocus poblacional y por familia.

Este programa también genera los errores estandar de los parametros usando el método de
bootstraps (Efron, 1979), teniendo como la unidad de remuestreo los genotipos de los hijos de
una familia. Ritland (1990) recomienda usar por lo menos 100 bootstraps, (sino es que 500 o
1000) para tener una buena estimacion del error estandar. Sin embargo, aqui se observé el error
estandar generado con diferente nimero de bootstraps, pensando en optimizar el tiempo de

computacién y al mismo tiempo generar una buena estimacion del error estandar. Estos
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resultados se muestran en la Figura II1.3. De la grafica se observa que el parametro mas sensible
fue el coeficiente de endogamia (F), en el cual disminuyo el error estandar al estimar con 500
bootstraps. Sin embargo, la tasa de entrecruzamiento multilocus (tm) y la tasa de
entrecruzamiento promedio para cada locus (ts) no tuvieron un cambio muy drastico. Por esta
razon se decidi6 usar 100 bootstraps, ya que no requiere de un gran tiempo de computacion

(dependiendo de la maquina a utilizar) y no afectan tanto ala tm y ts.

0,09 »
e ‘:“ ——ts
s 0,07 —h—tm
t 0,06
a 0,06
n 0,04
d 0,03
a 9,02
r 0,01

10 50 100 200 500
Nimero de bootstraps
Figura II1.3 Error estandar generado con el programa MLT (Ritland, 1990), para diferentes iteraciones de

bootstraps en los pardmetros: tasa de entrecruzamiento multilocus (tm), tasa de entrecruzamiento promedio para
cada locus (ts) y el coeficiente de endogamia (F).

-0 ==m

b) Shaw, Kahler y Allard
Otra forma de estimar la tasa de entrecruzamiento es la desarrollada por Shaw, Kahler y
Allard (1981) en el cual se usa el genotipo materno y el de la progenie para tener una estimacion
multilocus. En este método, primero se distingue en la progenie de una planta madre cuales hijos
son discernibles de entrecruza y cuéles no son discernibles, debido a que el genotipo de la
progenie es idéntico al de la planta madre (por autofecundacion o por entrecruza con un donador

parecido a la planta madre, ver Tabla I11.2)
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Tabla II1.2. Método de estimaci6n de la tasa de entre cruzamiento por el método de Shaw et al., 1981,
En esta figura se muestra cuales hijos son discernibles y cuales son ambiguos.

Progenie Loci
A B C D E
Genotipo Materno
11 22 12 13 23

Genotipo de la Progenie
1 11 22 12 13 13*
2 11 22 22 11 33
3 11 12* 12 23* 13*

* entrecruza discernible

En el caso de la Tabla II1.2 el hijo 1 s6lo en el locus E muestra que es de entrecruza, el hijo 2
no se puede discernir por lo que se considera un apareamiento ambiguo y el hijo 3 se puede
claramente distinguir de entrecruza en el loci B, D y E. Los apareamientos ambiguos son un
factor de correccion para estimar la tasa de entrecruzamiento. La proporcién (P(A)) mide

- cuantos de los hijos de una cruza son ambiguos, a través de la expresion P(A)=P(O) * o , donde
P(O) es la probabilidad de una entrecruza en la poblacion y a es la probabilidad de no identificar
una entrecruza dado que esta ocurrio.

Existe una porcion 1-a. que define la probabilidad de discernir una entrecruza. En estos casos
1-oc aumenta con el nimero de loci usados y con el nimero de alelos por locus y depende del
genotipo materno, la frecuencia de alelos en la poza de polen y el nimero de hijos ensayados.

Asi la tasa de entrecruzamiento (t) se estima como:
t=n/N*(1-a)

donde n es el nimero de hijos que fueron discernibles dada una muestra poblacional de tamaiio N
y la varianza se estima como Var(t)= t(1-t)[1-a]/ N ( 1-c). Waller y Mitchell-Olds hicieron un
programa en lenguaje pascal para estimar la tasa de entrecruzamiento con este algoritmo (Waller

y Knight, 1989).
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De esta forma se estimé la tasa de entrecruzamiento usando aquellas familias donde no hubo
fallas en la tincion de las enzimas ensayadas, es decir, como se menciono arriba, es necesario
tener todo el genotipo materno y de la progenie para identificar apareamientos ambiguos y no
ambiguos, asi que en aquellos casos donde por alguna razon no se obtuvo el genotipo materno o

de alguna hijo, se elimino este dato del analisis.

IT1.2.4. Estimaciones de la tasa de entrecruzamiento por familia y el modelo nule

Para saber si la variacion de la t por familia en una poblacion es producto de algun patrén o
esta generada por el azar, se debe comparar los datos obtenidos contra alguna distribucion
aleatoria. Una primera posibilidad seria comparar contra una distribucion uniforme, pero al hacer
esta comparacion se supone que es igualmente probable obtener cualquier valor de t en una
poblacion donde la entrecruza es conocida (Ritland y Ganders, 1985). Una mejor aproximacion
es comparar contra una distribucion hecha con base en la tasa de entrecruzamiento poblacional y
las frecuencias de polen y 6vulos, que genera una distribucion aleatoria que muestra los valores
que por azar puede tener la tasa de entrecruzamiento en alguna poblacion especifica. Ritland y
Ganders (1985) mencionan que la mejor forma de comparar es construyendo un modelo "nulo"
(Método de Monte Carlo), generado por azar contra el cual se comparan los datos obtenidos del
muestreo en el campo. )

En este trabajo se construyd el modelo "nulo" con el programa Progenie (Escalante et al,
1994; disponible en el laboratorio de Genética del Centro de Ecologia), el cual generé una
poblacion aleatoriamente con las mismas frecuencias génicas para el polen y 6vulos, con la misma
tasa de entrecruzamiento poblacional y con el mismo nimero de hijos por familia que la
poblacion muestreada. Con estos datos se vuelve a usar el programa MLT y se comparan las
varianzas como en Ritland y Ganders (1985). Posteriormente se hizo la distribucion de la tasa de
entrecruzamiento por familia en la poblaciéon para cada afio y se compar6 con la distribucion

obtenida por el modelo "nulo", para detectar diferencias entre el patrén y el modelo generado al
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azar con una prueba de Kolmogorov-Smirnov.

II1.2.5. Anilisis de varianza.

Otra forma de probar si las tasas de entrecruzamiento son o no significativamente diferentes
entre las plantas madre, es a través de un analisis de varianza, donde se comparan las varianzas
entre familias y dentro de cada familia (Ritland y El-Kassaby, 1985).

Para calcular la suma de cuadrados del ANOVA se hizo lo siguiente: la suma de cuadrados
entre familias (SCen) es la varianza estimada a partir de cada tasa de entrecruzamiento (ti) menos
el promedio 1) multiplicada por el nimero de hijos promedio por familia (; ). La suma de
cuadrados dentro de la familia (SCden) se calculé sumando todas las varianzas para cada planta
madre a partir del error estandar (EEi) generado por el MLT (varianza=(error
estandar”2)*nimero de hijos por familia). La suma de cuadrados total (SCt) es la suma de estas
dos varianzas (SCt=SCen+ SCden).

Los grados de libertad se calcularon de la siguiente forma: entre familias es el nimero de
plantas progenitoras menos uno, dentro de familias es el nimero de hijos promedio menos uno
por el nimero de plantas progenitoras y los grados de libertad totales es el nimero de hijos para

todo el muestreo menos uno (Tabla IT1.3)

Tabla I11.3 Anilisis de varianza para encontrar diferencias en la tasa de entrecruzamiento por familia. EEi y ti es

el error estandar y la tasa de entrecruzamiento por familia; ; es la tasa de entrecruzamiento promedio
(aritmético); N es el nimero de familias y n el niimero de hijos por familia.

Fuente Suma de cuadrados Grados de libertad

Entre familias (en)

Dentro de una familia (den)

Y (EE .*n) (-1)w

i=1

Total entre+dentro (nx N)-1
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I11.2.6. Endogamia biparental

Hay dos formas de conocer si la tasa de entrecruzamiento es la generadora de la endogamia o -
hay otra fuerza que actue sobre las frecuencias genotipicas (endogamia biparental). Una es
comparando el valor del indice de fijacion con el esperado en el equilibrio de endogamia F=(1- t)/
(1 +1), esto es, si la endogamia registrada proviene de los eventos de autofecundacion o parte de
los hijos de entrecruza provienen de apareamientos con plantas emparentadas (Hedrick, 1984).
La otra forma es restando la tasa de entrecruzamiento multilocus (tm), que si puede distinguir
entre una cruza entre parientes y la tasa promedio de loci sencillos (ts), la cual no discierne
facilmente un apareamiento consanguineo, si la diferencia es significativa quiere decir que la ts
tiene una sobre estimacion debida a eventos de apareamientos con plantas emparentadas (Ritland,
1990).

En este trabajo se midi6 con los dos métodos la endogamia biparental. En el primer caso se
tomo la estimacion del coeficiente de endogamia que da el programa BIOSYS-1 por enzima, se
calculd la media y la varianza por afio en cada una de las poblaciones y se grafico contra lo
esperado en el equilibrio de endogamia.

En el caso de la comparacion entre tm-ts, se obtuvo directamente del programa MLT asi

como su error estandar generado con 100 bootstraps.

II1.2.7.Repetibilidad

Debido a que se obtuvieron estimaciones de la tasa de entrecruzamiento para cada planta
madre en varios afios consecutivos, se calculé el coeficiente de correlacion de la tasa de
entrecruzamiento ya que como menciona Falconer (1981) esta es una medida de la repetibilidad
de un caracter. De tal forma que la estimacion de la correlacion se hizo tomando solamente
aquellas plantas a las que se les habia estimado la tasa de entrecruzamiento en 1990, 1991 y

1992,
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I11.3. Resultados
I11.3.1. Tasa de entrecruzamiento por poblacién por aiio
Los valores obtenidos para la tasa de entre cruzamiento multilocus para las dos poblaciones
en 2 y 3 afios se presentan en las Tabla I11.4 y IIL.5.
Tabla I11.4 Tasa de entre cruzamiento multilocus en Phaseolus coccineus para Tlalpan en 1990, 1991, 1992 y

Manantlin en 1991, 1992, usando el programa MLT (Ritland, 1990). En esta tabla se muestra el nimero de
familias usadas en la estimaci6n, asi como el niimero de hijos en la muestra.

Error Nimero de Nimero de

Poblacién Afio (tm) estandar familias individuos
Tlalpan 1990 0.730 0.042 27 116
1991 0.773 0.049 21 154
1992 0.956 0.012 16 196
Manantlin 1991 0.943 0.115 20 134
1992 0.993 0.112 14 134

Se observa de la tabla II1.4 que en la poblacion de Tlalpan la t vario del 73% en 1990 a 95.6%
en 1992. La tasa de entrecruzamiento promedio (aritmético) para los tres afios en Tlalpan es de
81.97% En el caso de Manantlan la variacion fue menor del 94.3% en 1991 a 99.3% en 1992 el
promedio en esta poblacion fue de 96.8% Los intervalos en general se sobrelapan (dentro de una
poblacion para diferentes afios), salvo 1992 en Tlalpan.

En la Tabla IIL5 se presentan los resultados obtenidos con el programa de Waller y Mitchell-

Olds ( abreviado como, WM).

Tabla IIL.5. Estimaciones de la tasa de entrecruzamiento para Phaseolus coccineus hechas con el programa de
Waller y Mitchell-Olds, basado en el algoritmo de Shaw et al., (1981). En este caso o es la probabilidad de no
identificar una entrecruza dado que esta ocurrié. En la tabla se muestra, también el nimero de loci usados en esta
estimacion, asi como las familias y el niamero de hijos (siempre que se tuviera el genotipo para las mismas
enzimas que la planta madre). El error estandar se estimé a partir de la varianza (EE=VVar/n) donde n es el

niimero de progenie.
Poblacién Afio () no ambigua Error o loci familias progen
estandar
Tlalpan 1990 0.4286 0.0118 0.11 5 11 42
1991 0.7185 0.0140 0.29 k] 10 32
1992 0.8571 0.0038 0.21 5 10 91
Manantlan 1991 0.8088 0.0063 0.19 5 12 68
1992 0.6531 0.0048 0.42 5 13 98
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En la tabla ITL.5 se muestra que en la poblacion de Tlalpan la tasa de entrecruzamiento vario
de 42.86% en 1990 a 85.71% en 1992, siendo el promedio de 66.81% Para Manantlan en 1991
la tasa de entrecruza fue de 80.9% y disminuy6 a 65.31% en 1992, el promedio en los dos afios
esde 73.1%

Dado que los resultados numéricamente son diferentes con las dos estimaciones, se
compararon los resultados de las Tablas IIl.4 y IIL5 con una prueba de t-Student para
frecuencias (Tabla II1.6)

Tabla II1.6. Comparacién de la tasa de entrecruzamiento multilocus de Phaseolus coccineus para los dos métodos
empleados en este trabajo. Se presenta en negritas los valores que fueron estadisticamente distintos en cada afio de

estimacion.
Poblaci6n Afio t-Student gl p
Tlalpan 1990 5.16 156 p <0.001
1991 0.65 184 p>0.5
1992 6.42 285 p <0.001
Manantlin 1991 0.96 200 p>0.2
1992 2.79 230  p<0,01

En la Tabla II1.6 se muestra como las estimaciones en la poblacion de Tlalpan dieron valores
estadisticamente distintos en 1990 (0.73 MLT, 0.428 WM) y 1992 (0.956 MLT, 0.857 WM). En
la poblacion de Manantlan en 1992 hubo diferencias significativas (0.993 MLT, 0.653 WM). El
patron que se observa en estas diferencias es que siempre fue mayor la estimaciéon con el
programa MLT de Ritland (1990) que con el de Waller y Mitchell-Olds (basado en Shaw et al.
1981). }

La tasa de entrecruzamiento promedio multiloci para las dos poblaciones es de 0.78. Esto
quiere decir que el 22% de los hijos se producen por autofecundacion y el 78% por entrecruza.

Viendo la tasa de entrecruzamiento entre poblaciones, aunque los valores de la (t) en

Manantlin son mas altos que en Tlalpan, esta diferencia no es significativa estadisticamente
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t-Student=0.63, gl =2, p>0.3

Al revisar la tasa de entrecruzamiento por afio en cada poblacion, se vi6 que solamente en
Tlalpan para el afio 1992 fue mayor a los otros dos afios (con el programa MLT). Sin embargo,
con la estimacion del método de Shaw et al. (1981), todos los afios fueron significativamente
diferentes y fue creciendo los valores de la tasa de entrecruzamiento. En Manantldn no hubo
diferencias entre afios con el método de Ritland y Jain (1981). Con las estimaciones hechas con el

algoritmo de Shaw et al. (1981) si fueron distintas, disminuyendo en 1992 la entrecruza.

I11.3.2. Tasa de entrecruzamiento por familia
Las estimaciones de la tasa de entrecruzamiento multilocus por familia se presentan en el
Anexo I. A continuacion se muestran graficamente estos datos por afio y por poblacién, junto

con su error estandar y la tasa de entrecruzamiento poblacional (Figura IT1.4).
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Figura II1.4. Tasa de entrecruzamiento en Phaseolus coccineus reportado para cada familia (ordenada de mayor a
menor) en cada afio para las poblaciones de Tlalpan y Manantlén. Las rayas indican el error estandar estimado
con el programa MLT
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Figura II1.4. Tasa de entrecruzamiento en Phaseolus coccineus reportado para cada familia (ordenada de mayor a

menor) en cada afio para las poblaciones de Tlalpan y Manantlan. Las rayas indican el error estandar estimado
con el programa MLT
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Figura II1.4. Tasa de entrecruzamiento en Phaseolus coccineus reportado para cada familia en cada afio para las
poblaciones de Tlalpan y Manantldn. Las rayas indican el error estandar estimado con el programa MLT

En la Figura I11.4. se aprecia que los errores de estimacién para cada familia fueron muy
grandes y que dentro de cada poblacion (en cada afio) existen solo algunas familias que tienen

tasas de entrecruza diferentes (ver en Tlalpan 1990,1991, y Manantlan 1991,1992).

- Analisis de varianza

Se realizé un analisis de varianza con las estimaciones de la tasa de entrecruzamiento por
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familia, los resultados estan en la Tabla III.7.

Tabla II1.7 Varianza en los valores de la tasa de entrecruzamiento entre y dentro de cada familia en Phaseolus
coccineus, para Tlalpan (1990, 1991 y 1992) y Manantlan (1991 y 1992). Las sumas de cuadrados se estimaron
como indica la Tabla II1.3.

Fuente de Variacion SC gl CM F p
Tlalpan 1990

Entre Familia 2.1791 15 0.1452 04315 p=0.5
Dentro de Familia 16.1594 48 03365

Tlalpan 1991

Entre Familia 1.5070 18 00837  0.5520 p>0.5
Dentro de Familia 18.6990 123 0.1516

Tlalpan 1992

Entre Familia 0.7895 15 0.0526 0.2479 p>0.5
Dentro de Familia 35.0304 165 02123

Manantlan 1991

Entre Familia 2.1791 19 0.1147 0.8467 p>0.5

Dentro de Familia 11.5140 85 0.1354

Manantlan 1992

Entre Familia 2.6087 13 0.2007 1.719 p>0.1
Dentro de Familia 12.0814 103 0.1173

Por lo que respecta a los ANOVA ninguno fue significativo, lo que quiere decir que la
varianza dentro de una familia es muy grande contra la que se obtiene entre familias, este efecto

se puede deber probablemente al reducido tamafio de la muestra .

IIL.3.3. Modelo nulo y la estimacion de la tasa de entrecruzamiento
Las estimaciones hechas con el programa Progenie y la distribucién de frecuencias de la tasa
de entrecruzamiento por familia se presenta en la Figura II1.5.(a y b), para la poblacion de

Tlalpan y Manantlan.



Tasa de Entrecruzamiento 44

Tialpan 1890 D=0.5 p=0.04
F.
Na6é
om4
Is
I
di?
eat
L}
0204 06 08 1 12 14 16 18 2
Tasa de Entrecruzamiento
Tialpan 1891 D=0.32 p=0.3 Tialpan 1992 D=0.38 p=0.21
F 8 ; | EENEEEN datos " N datos
N a 7| |—@—m nuio N a 12| —@—m nulo
om$ om 10
[ 1
. I4 1 8
Ia 1 8
di 2 dil 4
e a,y ea 2
s g LA ]
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Tasa de Entrecruzamiento Tasa de Entrecruzamiento

Figura II1.5.a. Distribucion de la tasa de entrecruzamiento por familia en Phaseolus coccineus, comparada con la
distribucién generada por un modelo nulo para Tlalpan
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Figura II1.5.b. Distribucion de la tasa de entrecruzamiento por familia en Phaseolus coccineus, comparada con la
distribucién generada por un modelo nulo para Manantlan

Las distribuciones fueron significativamente distintas en la poblacion de Tlalpan para 1990 y
en Manantlan para 1991 y marginalmente en Manantlan en 1992. Esto quiere decir, que la
distribucion de la tasa de entrecruzamiento por familia en Tlalpan (1991 y 1992) tiene mucho
ruido estadistico, al igual que Manantlan (1992), es decir, la estimacion se hizo con una muestra

pequefia y no se tuvo resolucion para encontrar diferencias estadisticamente significativas.
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I11.3.4. Endogamia biparental
En la Figura ITL.6 se presenta graficamente el valor del coeficiente de endogamia contra lo que

se espera cuando el sistema reproductivo es la tnica fuerza que genera la endogamia.
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Figura IIL.6. Coeficiente de endogamia de Phaseolus coccineus comparado con el equilibrio de endogamia (linea
continua) para Tlalpan y Manantldn. Las barras corresponden al intervalo al 95%

Esta gréfica muestra que la F en la poblacién de Tlalpan en 1990 y 1991 estén por arriba del
equilibrio, en 1992 el valor es como lo que predice la formula F=1-t/1+t. La poblacion de
Manantlan esta en el equilibrio para los dos afios.

Con lo que respecta a las estimaciones hechas con las diferencias en las estimaciones de las

tasas de entrecruzamiento tenemos lo siguiente Tabla III.8

Tabla II1.8 Diferencia entre la tasa de entrecruzamiento multilocus y la tasa promedio de loci sencillo, estimada

con el programa MLT g&ﬂand. 1990) para Phaseolus coccineus.

Poblacién tm-ts error estandar
Tlalpan 1990 0.176 0.034
1991 0.124 0.031
1992 0.018 0.034
Manantlin 1991 0.040 0.063
1992 0.084 0.103

En la Tabla III.8 se muestra que la poblacion de Tlalpan las estimaciones van de 0.018 a 0.176
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siendo estadisticamente distintas de cero los dos primeros afios. En Manantlin las dos
estimaciones 0.040 y 0.084 no fueron significativas. Esto quiere decir que no se detectd

endogamia biparental en esta poblacion.

II1.3.5. Repetibilidad de la tasa de entrecruzamiento
En la Figura II1.7 se muestra la correlacion que hay entre dos estimaciones consecutivas de la

tasa de entrecruzamiento para una misma familia genética.
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Figura II1.7 Repetibilidad en la tasa de entrecruzamiento en Phaseolus coccineus para las poblaciones de
Tlalpan y Manantldn
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La Figura II1.7. nos muestra que las correlaciones fueron bajas en la poblacion de Tlalpan
(r=0.28 p>0.1, r=0.09 p>0.5 y r=-0.09 p>0.3), lo que indica que hay poca repetibilidad de la tasa
de entrecruzamiento en este sitio. En cuanto a la poblacion de Manantlan la correlacion si fue
significativa (r=0.64 p<0.05), aunque si bien es cierto el tamafio de la muestra es pequefio, el
hecho de que sea significativa implica que para esas pocas plantas hay una constancia en el
sistema de cruza en por lo menos dos afios y quiz4 sea reflejo de varianza genética aditiva en la t
para la poblacion o de que el ambiente donde se registr6 la tasa de entrecruzamiento fue

constante.

I11.4. Discusién.
I1L.4.1. Tasa de entrecruzamiento poblacional

La tasa de entrecruzamiento poblacional se calcul6 para conocer los eventos reproductivos y
de esta forma saber cual es el sistema de cruza del frijol ayocote. Otra de las razones fue para
medir cuanto cambiaba (si es que lo hacia) el sistema reproductivo en afios consecutivos.

De los resultados obtenidos se puede decir que en Tlalpan el sistema de cruza es mixto,
sesgado hacia valores mayores al 0.5 pero siempre menores a 1. En Manantlan la tasa de
entrecruzamiento es también mixta, pero mucho mas cercana a 1 que en Tlalpan. En lo que
respecta a los cambios registrados de afio a afio, en Manantlan no hubo diferencias en los dos
afios de andlisis. En Tlalpan el ultimo afio fue significativamente mayor (Tabla II1.4). Escalante et
al (1994) reportaron en la poblacion de Tlalpan para el afio de 1987 que la tasa de
entrecruzamiento multilocus era de 0.662 + 0.068 usando el programa MLT. Esto es
estadisticamente menor a los datos de los afios reportados aqui. Esto podria deberse a que hay
una tendencia a aumentar la tasa de entrecruzamiento, pero también a que Escalante et al
(comunicacion personal) muestrearon en sitios diferentes dentro del Bosque de Tlalpan, esto hace
que estrictamente no se puedan comparar los resultados. Sin embargo, si nos da una idea de que

el frijol mantiene un sistema mixto desde 1987.



Tasa de Entrecruzamiento 48

En cuanto a los métodos empleados la Tabla II1.6, nos muestra que en tres de los cinco casos
las estimaciones fueron distintas estadisticamente y siempre con valores inferiores con el
algoritmo de Shaw et al (1981). Algo similar es reportado por Waller y Knight (1989). Una
explicacion probable de este patrén es que el método de Ritland y Jain (1981) es mas sensible
para detectar eventos de entrecruza, ya que en este caso el programa MLT usa tanto las
frecuencias de los genes en el polen y en los 6vulos, el nimero de hijos en cada categoria
aportados por cada familia, no asi el método de Shaw et al (1981) que solamente utiliza los hijos
discernibles de entrecruza y calcula una probabilidad de tener apareamientos ambiguas (a). Un
trabajo que seria necesario explorar es el de generar con el programa Progenie (donde la tasa de
entrecruzamiento poblacional se fija en un valor conocido) y comparar los resultados con ambos

métodos, para saber cual tiene un mejor ajuste.

I11.4.2. Tasa de entrecruzamiento por familia

Uno de los objetivos de este trabajo era el de detectar variabilidad en la tasa de
entrecruzamiento a nivel individual, ya que solamente si existen diferencias en el sistema de
cruza puede entonces estar sujeta a seleccion natural. En los analisis la tasa de entrecruzamiento
multilocus para cada familia mostr6 mucha variacion (desde 0 hasta 2). Para probar
estadisticamente estas diferencias se us6 un ANOVA (Tabla IIL.8.) el cual no detectd
significancia entre familias, es decir, la variacion de la estimacion dentro de una familia fue mayor
que la que se reporta entre plantas. De la Figura II1.4,, se observa que se obtuvieron tasas
mayores que 1, lo cual quiere decir que hubo una sobre representacion de hijos heterocigos para
una madre homociga en una muestra no muy grande. Esto es, si una planta madre con el genotipo
AA tiene 6 hijos con el genotipo Aa el algoritmo del programa da una estimacion de (t) infinita
(la cual es cortada en 2 por razones de programacion, Ritland, comunicacion personal). Las
explicaciones de esta sobre representacion tienen un significado biologico, si algin proceso de

seleccion (a favor del heterocigo) esta actuando en la produccion de las semillas (aborciones
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selectivas de la madre o depresion endogamica), pero también es posible que tal cosa ocurra con
muestras pequeifias y sesgadas. En el caso del frijol como se muestra en el siguiente capitulo la
depresion endogamica no parece ser muy intensa, pero Rocha y Stephenson (1991) demostraron

que en el frijol P. coccineus existen aborciones selectivas por parte de la madre.

I11.4.3. Modelo nulo

Como se mencion6 en la metodologia, Ritland y Ganders (1985) mostraron que no siempre se
puede detectar variacion entre familias genéticas con las herramientas estadisticas
convencionales, por esto era necesario crear un modelo nulo y comparar la variacion que se
genera al azar contra la de los datos obtenidos. Asi las distribuciones generadas por el modelo
nulo y las observadas se ve que hay mayor varianza en los datos (en Tlalpan 1990 y Manantlan
1991) que lo esperado por el azar, pero en el resto de los datos no se detectd diferencia alguna
entre lo que se genera aleatoriamente y los resultados obtenidos. Escalante et al., (1994)
reportaron el mismo patrén, es decir, que no hubo diferencias significativas entre las dos
distribuciones para la poblacién de Tlalpan en 1987. El que en dos ocasiones se haya tenido una
diferencia significativa quiere decir, que las proporciones de plantas con una cierta tasa de
entrecruza aparecen mas de lo que se podria explicar por azar, es decir, que el patron tiene una
tendencia a sobre representar plantas de entrecruza en Tlalpan y a subrepresentarlas en
Manantlan. Pero, en general para todos los afios, podemos decir que se detecté poca variacion

sobre la cual puede actuar la seleccion natural.

I11.4.4. Coeficiente de endogamia y tasa de entrecruzamiento
Para conocer si el exceso de homécigos es producto de los eventos de autofecundacion de las
plantas o se debe a otras causas (apareamientos entre plantas emparentadas o algin proceso de
seleccion), se comparo la F con la esperada en equilibrio de endogamia (F = ( 1 -t ) / (1+t)),

encontrandose que en Tlalpan (1990 y 1991) existe mas endogamia que la esperada unicamente
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en el sistema de cruza, es decir, que se cruzan mas entre parientes que lo esperado por azar.
También se vié, que en esta poblacién para los mismos afios las diferencias entre la tm y ts son
significativamente distintas de cero. Leclerc-Potvin y Ritland (1994) mostraron que en Mimulus
guttatus la quinta parte de la endogamia registrada era debida a eventos de cruzas entre plantas
emparentadas (endogamia biparental) y una tercera parte a autofecundacién de flores distintas en
la misma planta (geitonogamia). Ellos concluyen que la endogamia biparental es una
consecuencia inevitable de la estructuracién de las poblaciones y en el caso de P. coccineus
puede ser este mismo fenomeno (la estructuracién de la poblacion en pequefios nucleos
reproductivos) la causa del exceso de endogamia registrada.

La endogamia es una de las fiuerzas mas comunes en las poblaciones naturales y esta
cominmente se debe a que las plantas de sistema mixto generan una porcién de descendencia
endogédmica por autofecundacion. Pero en este trabajo se detecto que no solamente es este
proceso generador de endogamia el inico que opera para las dos poblaciones en todos los afios.

La diferencia entre la tasa de entrecruzamiento multilocus y el promedio para loci sencillos es
diferente de cero lo cual quiere decir que existe en la poblacién indicios de endogamia biparental,
reforzando el hecho de que la F este fuera del equilibrio y la tasa de entrecruzamiento promedio

para cada locus esta subestimada Ritland (1990).

II1.4.5. Repetibilidad
Para medir la heredabilidad de la tasa de entrecruzamiento se necesita tener una estimacion de
la varianza genética aditiva en esta caracteristica (Falconer, 1981) y hasta la fecha no hay ninguna
publicacién que haya estimado esta varianza en la t para alguna poblacion natural (Barrett y
Eckert, 1990). Una forma alternativa de tener algin parametro relacionado con la heredabilidad
de un caracter es midiendo la repetibilidad. Esta mide la proporcion de la varianza fenotipica que
es producto de alguna diferencia genética o ambiental entre individuos y se considera como la

cota maxima de la heredabilidad.
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La repetibilidad medida para la tasa de entrecruzamiento en este trabajo es baja para la
poblacién de Tlalpan. Podemos decir que la (t) para esta poblacion no tiene un fuerte
componente genético, sino estd afectada por cuestiones ambientales (Herrera, 19. Schemske y
Horvitz (1988) y Herrera (1990) mostraron que la comunidad de polinizadores puede variar
mucho de afio en aiio y con ello la produccién de semillas, pero también se pude suponer que la
tasa de entrecruzamiento puede ser muy distinta entre afios. En la poblacion de Manantlan la
situacion parece diferente, ya que la repetibilidad si fue alta, esto se puede deber (como se vera
mas adelante) a que los caracteres morfologicos tienen una correlacion fuerte con la tasa de
entrecruzamiento.

Otra explicacion dada a los bajos niveles de heredabilidad es que estas caracteristicas estan
mas relacionadas con la adecuacion del individuo y que por lo tanto la seleccion natural ha bajado
los niveles de la varianza genética aditiva (Falconer, 1981). Esto nos dice que la tasa de
entrecruzamiento tiene una fuerte relacion con la adecuacion de la planta y por lo tanto un alto
nivel adaptativo. Sin embargo, es necesario considerar que esta caracteristica depende
fuertemente de factores ambientales (atraccion de polinizadores, y conductas de forrajeo como se
mencioné en la introduccion general) y por eso mismo no es raro que su repetibilidad no sea
significativa.

Consideraciones finales.

Como se menciond en la introduccion de este capitulo, el objetivo perseguido aqui era
describir la tasa de entrecruzamiento poblacional, para conocer la estrategia reproductiva. Junto
con esto se intentaba medir la variabilidad de la tasa de entrecruzamiento y si esta era heredable o
por lo menos constante en dos afios de analisis. Los resultados aqui descritos nos mostraron que:
el frijol si tiene un sistema de cruza mixto que no varia grandemente de afio a afio pero la
variacion en la tasa de entrecruzamiento tiene fuertes componentes ambientales. Esto hace que en
si misma la tasa de entrecruzamiento sea un caracter poco ductil para qﬁe la seleccion natural lo

molde.



Tasa de Entrecruzamiento 52

Literatura citada

- Aide, T.M. 1986. The influence of wind and animal pollination on variation in outcrossing rates.
Evolution 40:434-435.

-Barrett, S.C.H. y C.G.Eckert. 1990, Vanatu)n and evolutlon of manng systems in seed plants.
En S. Kawano (ed). Biological A aches a ationary Tr in Plants. Academic Press.

- Blrquez, A. y J. Sarukhan. 1980. Biologia de poblaciones silvestres y cultivadas de Phaseolus
coccineus. Bol.Soc Bot México 39:5-24.

- Cheliak, WM. y J.APitel. 1984. Techniques for h rophoresi from

forest tree species. Information report PI-X-42. Petawawa National Forestry Institute Canadian
Forestry Service.

- Dobzhansky, T. 1970. Genética del proceso evolutivo. Textos Extemporaneos. 462 p.

- Eguiarte, L.E. 1990. Genética de Poblaciones de Astrocaryum mexicanum Liebm. en los
Tuxtlas. Veracruz . Tesis Doctoral Centro de Ecologia/UACPyP, UNAM.

- Escalante, A M., G. Coello, L. Eguiarte y D Pifiero. 1994. Genetic structure and mating system
in wild and cultivated populations of Phaseolus coccineus and P. vulgaris (Fabaceae). Amer.
J.Botany 81:1096-1103.

- Efron, B. 1979. Bootstraps methods: another look at the Jackknife.. Annals of stat 7:1-26.

- Falconer, D.S. 1981. Introduction to Quantitative Genetics. London Longman. 340 p.
- Hedrick, P.W. 1984. Genetics of Populations. Science Books Int.. Boston. 390 p.

- Herrera, C.M. 1990, The adaptedness of the floral phenotype in a relict endemic, hawkmoth-
pollinated violet. Biol.Jour.Linnean Soc. 40:263-274.

- Leclearc-Potvin, C. y K. Ritland. 1994. Modes of self-fertilization in Mimulus guttatus
(Scrophulariaceae): a field experiment. Amer. J. Botany 81:199-205.

- Levin, D.A. y HW. Kerster. 1969. Density-dependent gene dispersal in Liafris. Amer Nat.
103:65-95.

- Pifiero, D. 1989. Genética del frijol Phaseolus coccineus. Reporte Técnico a la AID/USA No.2
correspondiente a enero-junio. 6-9.

- Pifiero, D. y L. Eguiarte. 1987. The origin and biosystematic status of Phaseolus coccineus:
electroforetic evidence. Euphytica 37: 199-203.



Tasa de Entrecruzamiento 53

- Ritland, K. 1990. A series of FORTRAN computer programs for estimating plant mating
system. J, Hered.81:235-236.

- Ritland, K. y SK. Jain. 198]1. A model of the estimation of ’outcrossing rate and gene
frecuencies using in independent loci. Heredity 47:35-52.

- Ritland, K. y Y.A. El-Kasaby. 1985. The nature of inbreeding in a seed orchard of Douglas fir
as shown by an efficient multilocus model. Theor. Appl.Genet 71:375-384.

- Ritland, K. y F.R.Ganders. 1985. Variation in the mating system of Bidens menziesii
(Asteraceae) in relation to population substructure. Heredity 47:35-52

- Rocha, O.J.y A.G. Stephenson. 1991. Effects of nonrandom seed abortion on progeny
performance in Phaseolus coccinues L.. Evolution 45:1198-1208.

- Schemske, D.W. y C.CHorvitz. 1988, Plant-animal interactions and fruit production in a
neotropical herb: A path analysis. Ecology 69:1128-1137

- Schemske, D.W. y R. Lande. 1985 . The evolution of self- fertilization and inbreeding deprssion
in plants. II. Empirical observations. Evolution 39: 41-51.

- Shaw, D.V,, AL. Kahler y RW. Allard. 1981. A multilocus estimator of mating system
parameters in plant populations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1298-1302.

- Waller, DM. y S.E. Knight. 1989. Genetic consequences of outcrossing in the cleistogamous
annual. Impatiens capensis I1. Outcrossing rates and genotypic correlations. Evolution 43:860-
869.

- Wright, S. 1979. Evolution and the Genetics of Populations Vol.4. Univ. Chicago Press.



CAPITULO IV

DEPRESION ENDOGAMICA

IVEL: Titrodugein..c.nvasmmmanmiamnn s 54
IV.1.2. Polinizaciones controladas en el frijol P. coccineus ................. 55
IV.2. Material y métodos
IV.2.1. Diversidad genética..................cccoorieriiieiiirricirieccecreeeecereneenes 55
IV.2.2. Estimacion indirecta cont y F..........ocoooviiiiiiiiiiieicce i, 56
IV.2:3: Invernadero: ... ioiomissmrimrmsinsinstnissismrinsrsss s shnssssamssnd 56
IV.2.4. Endogamia y produccion de frutos y semillas......................... 57
IV.3. Resultados
IV.3.1. Diversidad genética.................ccoreviiiieiieiiiiniciees e 58
IV.3.2. Estimacion indirectacont y F........c.cooooviviiiniiniiiicnec i 59
Y0 R J VT T T A O 61
IV.3.4. Endogamia y produccion de frutos y semillas........................... 62
IV.4. Discusion
IV.4.1. Diversidad genétiCa...............cccovisivrismsarisressrssssvessvssssssassessesens 64
IV.4.2. Estimacion indirecta cont yF.......ccccooiiiiiiiiiiiccicicne, 65
IVA.3 TRVRTHATETO iy cosvsivssvasuisos soos sumvaninsssiss s as sy e 66
IV.4.4. Endogamia y produccion de frutos y semillas.......................... 66
Consideraciones finales.................cccovviivniiiiiniisie e 68
EfterabiraCitada: i meass i s e e s 69



Depresi6n Endogdmica 54

DEPRESION ENDOGAMICA.

IV.1.1. Introduccién

La depresion endogamica (8) se define como la pérdida de capacidad reproductiva o de
sobrevivencia (adecuacion) de un organismo que se originé a partir de una cruza endogamica
(King y Stansfield, 1990). Esta pérdida de adecuacion se suponia como la causa de que la mayor
parte de las plantas eviten las cruzas endogamicas (Stebbins, 1957) principalmente la
autofecundacién. Ain asi, no se introdujo a la depresion endogamica en los modelos de la /?
evolucion de los sistemas reproductivos hasta los trabajos de Maynard-Smith (1978), Lloyd
(1979) y Lande y Schemske (1985).

Como se mencioné en la introduccion general, para Lande y Schemske (1985) el estado
reproductivamente estable de una planta va a depender anicamente del valor de la depresion
endogémica. Asi, un mutante que promueva la autofecundacion puede invadir una poblacion de
individuos de entrecruza si §<1/2, siendo el caso contrario (6>1/2) también una condicion para
que evolucione la entrecruza. A partir de entonces se busco probar en condiciones naturales y de
invernadero el efecto de la depresion endogamica y con ello hacer predicciones de la evolucion
del sistema reproductivo (Jarne y Charlesworth, 1993). Charlesworth y Charlesworth (1987),
publicaron una revision sobre la depresion endogamica, en este articulo se presenta evidencia de
la presencia de depresion endogamica en alguna parte del ciclo de vida, en general muestran que
hay pocos datos que traten de seguir el efecto de la autocruza en todo el ciclo de vida o durante
varios afios para un grupo de plantas.

En la actualidad, sin embargo, ha aumentado el nimero de trabajos que miden la depresion
endogamica en plantas y ya hay evidencia suficiente que muestra a la depresion endogamica
como un factor importante, pero no el unico, en la evolucion de los sistemas reproductivos

(Holsinger, 1988; Uyenoyama y Waller, 1991).
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En los trabajos previos realizados con esta especie se vié que el efecto de la endogamia en el
namero de abortos era significativo en una correlacién entre la tasa de entrecruzamiento y la
aborcién (Escalante et. al., 1994), esto muestra que es necesario conocer el efecto de las cruzas
endogémica en el frijol "ayocote".

De tal forma se observé la necesidad de medir directa o indirectamente (ver mas adelante) la

depresion endogamica de P. coccineus.

1V.1.2. Polinizaciones controladas en el frijol Phaseolus coccineus.

Para poder medir la depresion endogamica se necesita controlar experimentalmente el grado
de endogamia de los gmpés a comparar (auto y entrecruza), en este caso con polinizaciones
manuales, excluyendo los eventos de polinizacion natural.

Para el caso de P. coccineus, este tipo de experimentos son dificiles, ya que las plantas
presentan altas tasas de aborcion de flores y frutos. En 1992 se intent6 hacer este trabajo con un
grupo de 52 individuos donde se polinizaron manualmente un total de 156 flores obteniendo al
final tan s6lo 4 frutos para 12 semillas. Con estos resultados se sesga un anilisis estadistico.
Considerando estas tasas de aborcion se necesitarian 1365 flores tratadas en cuatro o cinco
semanas para obtener al final alrededor de 100 semiilas para hacer una comparacion.

Por esta razén en este trabajo solo se pudieron tener medidas indirectas que nos dan una idea

aproximada del efecto de la endogamia en la evolucion del sistema reproductivo de esta especie.

IV.2. Material y métodos.

IV.2.1. Diversidad genética.

En primer término se analizaron los indices de diversidad genética, ya que esta es una medida
indirecta del vigor genético de la poblacién (Tabla IV.1). Asi mismo se comparé la heterocigosis
observada por conteo directo con la que se espera en Hardy-Weinberg (Tabla IV.2.). Se uso el

programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1981) para obtener los indices de diversidad
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genética, y los valores esperados en Hardy-Weinberg.

IV.2.2. Estimacion indirecta cont y F.

Posteriormente se analizé el coeficiente de endogamia por alozima contra la tasa de
entrecruzamiento y con estos datos se calculd la adecuacién de los hijos de autocruza con
respecto a la de los de entrecruzamiento . Cada valor individual (por enzima) se promedi6 y con
base en ese promedio se calculé un error estandar para probar la significancia de cada estimacion.
Al cociente obtenido se resto de uno, para tener una medida de la depresion endogamica (DE=1-
Wa/We).

Para medir la depresion endogamica de manera indirecta segun (Ritland, 1989) hay que estimar
el coeficiente de endogamia F y la tasa de autofecundacion (s) para utilizar la siguiente formula

(cuando hay equilibrio de endogamia):

w. 2(1-s)F

We s(1-F)

donde Wa es la adecuacion de los hijos de autofecundacion y We de los hijos de entrecruza (esta
formula puede tomar valores de -a a a). Esta ecuacion fue empleada aqui para darnos una idea
de si era posible estimar los efectos de la endogamia via estos dos estimadores. Se uso el
programa MLT para estimar la tasa de entrecruzamiento para un locus y el coeficiente de

endogamia (Ritland, 1990).

IV.2.3. Invernadero.
Se tomaron 258 semillas de la colecta en el Bosque de Tlalpan en 1990 y se crecieron durante
26 semanas en el invernadero del Centro de Ecologia. Se usaron 86 macetas con tres individuos
por maceta puestas al azar dentro del area asignada. Las plantas fueron crecidas en tierra de hoja

con 10% del volumen con fertilizante organico y 5% con arena. El riego se realizd
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autométicamente con un sensor de humedad. Se censaron las plantas cada 3 o 4 semanas para
registrar las plantas sobrevivientes. '

Los datos de campo se agruparon para dos "estrategias" de apareamiento, es decir, se
formaron dos grupos de plantas dependiendo de su tasa de entrecruzamiento (t<1 un grupo y t=1
otro grupo). Con el supuesto de las dos estrategias reproductivas se procedi6 a analizar la
sobrevivencia de los hijos colectados en 1990, en el invernadero durante 26 semanas, es decir
desde semillas hasta la etapa reproductiva, para la poblacion de Tlalpan. Las curvas de
sobrevivencia fueron analizadas con la prueba de Peto y Peto sugerida por Pike y Thomson
(1986).

IV.2.4. Endogamia y produccién de frutos y semillas.

Dado que los tratamientos del inciso anterior abarcan dos grupos en una escala muy gruesa
(t>1 y t=1), se pensdé que midiendo el efecto de la endogamia en una escala continua seria mas
facil detectar algiin evento de depresion endogamica. De tal forma se hizo una analisis de
correlacion entre el nimero de frutos y semillas contra diferentes niveles de endogamia
calculados a partir del equilibrio, usando las estimaciones de la t por familia (F = 1-t/1+t). El
nimero de frutos y semillas se midi6 de la siguiente forma:

- nimero de frutos por planta: con un contador manual se censd el nimero de vainas ya
maduras para cada planta madre en el campo.

- numero de semillas maduras por plantas: de las vainas colectadas se contd el nimero de
semillas maduras que habia para cada familia genética.

Las correlaciones se estimaron con el programa STATGRAPHICS en el modulo de regresion

lineal simple.
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IV.3. Resultados
IV.3.1. Diversidad genética

La diversidad genética por enzima para cada poblacion se presenta en las Tablas IV.1

Tabla IV.1 Indices de heterocigosis para Phaseolus coccineus tomando el conteo directo de los datos. En esta
tabla se presentan los valores de Tlalpan (1990, 1991 y 1992) y Manantldn (1991 y 1992).

Poblacién Afio Heterocigosis por enzima (conteo directo)

Acech MDH PGM-1 PGM-3  DIA GOT

Tlalpan 1990  0.386 0.057 0.000 0.333 0.320 0.773
1991  0.568 0.3%0 0.246 0.263 0.316 0.509

1992 0.540 03528 0.465 0.598 0.586 0.573
Manantlan 1991 0.411 0.434 0.300 0.438 0.619 0.434
1992  0.406 0.706 0.412 0.000 0.504 0.645

De la Tabla IV.1. se puede observar que la heterocigosis en general se incrementa en cada afio
de analisis, aunque no es completamente igual para todas las enzimas en todos los afios, ya que
en 1990 en la poblacion de Tlalpan no se detecté heterocigosidad para la enzimas PGM-1, al
igual que en Manantlan (1992) en PGM-3.

También, se presentan los valores de heterocigosidad observada promedio para todas las
enzimas, la esperada en Hardy-Weinberg, los intervalos de confianza al 95% con una distribucion
normal y los coeficientes de endogamia, para la progenie y las plantas madre en las dos

subespecies(Tabla I'V.2)
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TablaIV.2 fndice de heterocigosis observada por conteo directo comparada contra lo esperado en Hardy-
Weinberg (H-W) en Phaseolus coccineus. Se muestran los intervalos de confianza al 95%y el coeficiente de

endogamia gﬂ-}h’l-lez%mdaﬂlaciégmmdamdﬂosaﬁosdcmum.
Ho intervalo He intervalo F

Poblacién  Afio
observada 95% H-W 95%

Tlalpan  Madre 0.478 0.172 0.484 0.112 0.012
1990 0312 0222 0.49 0.155 0371
1991 0.382 0.106 0.548 0.061 0.303
1992 0.548 0.039 0.543 0.071 -0.009

Manantlén  Madre 0.481 0.073 0.399 0.070 £0.204
1991 0.439 0.082 0.552 0.049 0.205
1992 0.446 0.200 0.530 0.061 0.158

De la Tabla IV.2 se ve que los intervalos de confianza calculados al 95% se sobrelapan para lo
observado y lo que se esperaria en Hardy-Weinberg. Se presenta también, los indices de fijacién
promediando para todas las enzimas en cada afio de cada poblacion. En Tlalpan las plantas
madres tienen una F que no es distinta de cero, para la descendencia en 1990 y 1991 el
coeficiente de endogamia es positivo y distinto de cero, esto quiere decir que, hay un exceso de
homécigos en las semillas colectadas en estos afios. En 1992 el valor registrado no es distinto de
cero.

En la poblacion de Manantlan las plantas madres son estadisticamente distintas de cero y con
signo negativo, lo cual quiere decir que hay un exceso de heterécigos. Por el contrario en los dos

afios de datos para las semillas se tienen valores de F positivos y estadisticamente distintos de

cero.

IV.3.2. Estimacién indirecta con t y F.
Usando el método indirecto propuesto por Ritland (1989) para medir la depresion

endogamica se obtuvo lo siguiente (Tablas IV.3 y IV.4), para las dos poblaciones durante los

afios del muestreo.
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Tabla I'V.3 Estimacion de la depresién endogdmica a través de los indices de fijacién y la tasa de entrecruzamiento
(Ritland 1989) en Phaseolus coccineus. Para la poblacion de Tlalpan. Las abreviaturas son: t es la tasa de
entrecruzamiento multilocus calculada con el programa MLT, F es el coeficiente de endogamia calculado con el

programa BIOSYS-1 y § es la depresién endogdmica calculada como en Ritland, (1989).

Isoenzimas (Tlalpan)
AcPh MDH PGM-1 PGM-3 GOT DIA PGI Promedio Intervalo

al 95%
t 0634 0001 — —— 0999 0.703 —
F o382 0595 — —- -0.300 0.118 i
81990 -1.142 0.997 — — 0.0765 0.367 —- 0.0747 0.120

t 0958 0.701 0620 0389 0.736 0322 0205
F 0337 0607 0292 0435 -0300 0016 -0.300
61991 -22 -620 -0.345 0.0197 2.287 0985 1.111 -3.481* 3.143

t 0884 1.000 0984 0901 1000 0.773 0979
F 0278 09500 0467 0167 -0.300 -0.014 0261
51992 -486 266 -007 -260 -030 1.09 -22  -0.897 5.09

Isoenzimas (Manantlan)
AcPh MDH PGM-1 PGM-3 GOT DIA PGI Promedio Intervalo
al 95%

t 0.613 1264 0.629 0.788 0001 1547 0.582
F 0649 -0300 -0.218 0247 -0.300 -0.300 -0.300
81991 -4.858 -1.210 1.607 -1.438 1.000 -0.305 1.643 -0.509 0.732

t 0464 1216 0920 ---- 0260 1.114 1.251
F 0.124 -0300 -0.290 --- -0.300 -0.199 0.800
51992 0755 -1.598 6.300 - 1.162 -3.51 4,99 1.350 1.582
* distinto de cero

Los resultados de la Tabla IV.3 y IV.4 muestran un rango de variacion muy alto, pero se
puede tener una idea del efecto de la endogamia en el sistema reproductivo. Para la poblacion de

Tlalpan en dos afios consecutivos la depresion endogamica fue distinto de cero y negativa lo que
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nos muestra una mayor adecuacion para los hijos de autofecundacion. En todos los demas

resultados no hubo diferencias con valores de 0.

IV.3.3. Invernadero.
Los resultados del invernadero se presentan en la Tabla IV.4, durante 26 semanas, las
categorias de edad son nimeros arbitrarios que se asignaron en la tabla.
Tabla IV.4. Sobrevivencia de los hijos de madres con dos estrategias de cruzamiento en Phaseolus coccineus. En
este caso (t<1) son las semillas producidas por una planta madre que tiene algin grado de autofecundacién y t=1

son aquellas semillas que provienen de una madre que exclusivamente se entrecruza. El tiempo en que se registro
el censo fue desde semillas (categoria 1) hasta la produccién de flores (categoria 7) después de 6 meses.

Categoria de Tiempo Sobrevivencia Sobrevivencia
Edad (semanas) t<l t=1
1 0 82 93
2 3 71 82
3 6 59 71
4 11 39 41
5 17 34 37
6 23 26 21
T 26 22 13

Con esto se observa, que no existen diferencias en la sobrevivencia en el invernadero para los
hijos producidos de madres que no se autofecundan y las que si los hacen (X2= 1.1 gl=1 p>0.1).
Asi es posible pensar que no hay evidencia de que los hijos de madres con tm<l sean menos

viables que los de madres de tm=1.
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IV.3.4. Endogamia y produccién de frutos y semillas.
En las siguientes figuras se muestra la correlacion de coeficiente de endogamia estimado para
cada familia a partir de la tm (suponiendo equilibrio de endogamia), contra dos variables; nimero

de frutos, y el seed set, que nos muestran la contribucién familiar a las siguientes generaciones.

Frutos=4.233.2"F S Set=0.58+0.2°F
=0.39 p=0.8 r=0.44 p<0.06
&8 1A A
: : * s 08
] s A R
. u A e J
P L i1 IaEAM
do & A h d t 0.2
L 2 8
0.5 0 0,58 1 0.6 N 0 058 1
Coeficiente de Endogamia (F) Coeficiente de Endogamia (F)

Figura IV.1. Produccion de Frutos y Semillas con diferentes niveles de endogamia en Phaseolus coccineus para la

poblacién de Manantlan (1991)
Frutos=19+20.1'F S Set=0.A45-0.1°F
r=0.31 p=0.28 =0,17p=0.57
50 0,
N F & A “ L
or Sg AY® A
: :l A 30 : a —"—-—-—“—‘—*—A__.
do M d t ‘ ﬁ ‘
es ol A .
04 0,2 L] 02 04 04 0.2 0 0,2 04
Coeficiente de Endogamia (F) Coeficiente de Endogamia (F)

Figura IV.2. Produccién de Frutos y Semillas con diferentes niveles de endogamia en Phaseolus coccineus para la
poblacién de Manantlén (1992)
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Figura IV.3. Produccién de Frutos y Semillas con diferentes niveles de endogamia en Phaseolus coccineus para la
poblacién de Tlalpan (1990)

S Set=0.50.18°F
r=0.42 p=0.07

Figura I'V.4. Produccién de Frutos y Semillas con diferentes niveles de endogamia en Phaseolus coccineus para la
poblacién de Tlalpan (1991)
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Figura IV.5. Produccién de Frutos y Semillas con diferentes niveles de endogamia en Phaseolus coccineus para la
poblacién de Tlalpan (1992)

De las figuras (IV.1. a la IV.5.) se ve que solamente en Manantlan (1991) hay un efecto
positivo de la endogamia en la produccién de semillas (seed set). En el resto de los casos no se

encontré efecto alguno del coeficiente de endogamia con estas dos variables.

IV.4 Discusion.

IV.4.1. Diversidad genética

Los valores de la heterocigosis tanto por enzima como los promedios son altos, mucho
mayores en GOT, DIA y AcPh que en MDH, PGM-1 y PGM-3. Al comparar con otras especies
de angiospermas dicotiledoneas Hamrick y Godt (1989) reportan un promedio de H=0.096t
0.0005, lo cual pone al frijol por arriba de este promedio. Con lo que respecta a otras
caracteristicas del ciclo de vida, las plantas herbiceas perennes como el frijol también estan muy
por debajo de lo reportado aqui (H=0.084+0.028). Esto hace pensar que en el frijol el sistema
reproductivo y la seleccion natural (si es que hay sobredominancia) estin manteniendo niveles
altos de variacion. Otra posibilidad es que en estas isoenzimas exista un proceso de mutacion y

deriva que mantenga altos niveles de variacion, dado que es muy probable que sean loci neutrales
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(Kimura, 1983; Hedrick, 1984; Futuyma, 1987). Sin embargo, la tasa de entrada de nuevos alelos
a la poblacién debe ser alto (via flujo génico o mutaciones), pero no existen trabajos que lo
reporten en P. coccineus.

En lo que respecta a las diferencias del coeficiente de endogamia de las plantas madre y las
semillas, se puede interpretar estas diferencias como signos de depresion endogdmica como en
Astrocaryum mexicanum (Eguiarte et al, 1992). En el siguiente apartado se va a tratar con mas
detalle la relacion de F y t con la depresion endogamica, aqui podemos decir que este resultado es
la unica evidencia indirecta de que en esta especie se presenta depresion endogdmica en alguna
parte del ciclo de vida. No es sencillo dar una interpretacion alternativa ya que como menciona
Ritland (1990) los cambios para disminuir el coeficiente de endogamia en distintas generaciones
es un reflejo de un proceso de seleccion contra la descendencia de una cruza endogamica (uni o

biparental).

IV.4.2. Estimacion indirecta con ty F.

Las medidas de depresion endogamica de forma indirecta a través del coeficiente de
endogamia y la tasa de autofecundacion, muestran una gran variabilidad por enzima. Dole y
Ritland (1993) mostraron que para tener estimaciones no sesgadas se necesitan tamafios de
muestra muy grandes (alrededor de 1,000 hijos por cada poblacion). En el caso del frijol los
tamafios de muestra estuvieron alrededor de 150 hijos, por lo que es muy probable que las
estimaciones estén sesgadas. Esto puede ser el caso en los valores registrados en la enzima GOT,
donde existe una heterocigosis grande y los valores de depresion endogamica son también muy
altos. Aunque en el promedio con todas las enzimas no se encontré evidencia de depresion
endogémica por los errores estandar tan grandes.

Aunque el método de estimacion usando t y F haya sido usado con poca fortuna en el frijol
ayocote, es un método que debiese ser seguido con mas interés, ya que a la fecha no ha habido

muchos intentos por usarlo (Dole y Ritland, 1993). Una de las ventajas que este método tiene
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sobre la mayoria de las formas de probar depresion endogimica es que se puede estimar
directamente en el campo en poblaciones naturales, en condiciones donde la seleccion contra la
descendencia de autocruza se esta efectuando y no bajo condiciones de control en invernaderos o

parcelas experimentales.

IV.4.3. Invernadero

En el invernadero se hizo un analisis para conocer la sobrevivencia de dos grupos de plantas
que tienen tasas de entrecruzamiento contrastantes (Tabla IV.5). El resultado obtenido es que las
madres que permiten la autofecundacion en algin grado (t<1) tuvieron hijos igualmente viables
que las madres que solo tuvieron hijos de entrecruza (t=1). El hecho de no haber encontrado
diferencias entre estos dos grupos puede deberse a varios factores, uno de ellos es que en el
invernadero el ambiente es menos drastico que en las poblaciones naturales por lo que la fuerza
de la seleccion natural puede verse atenuada. Dudash (1990) mostré que las condiciones
controladas en los invernaderos varian mucho de las que hay en el campo, por lo que es necesario
buscar estimar la depresion endogamica en las poblaciones directamente. Otro posible factor, de
la ausencia de depresion endogdmica es que el evento de seleccion en contra de los hijos de
autofecundacion haya ocurrido antes de la germinacion (aborcion selectiva; Rocha y Stephenson,
1992) y por lo tanto al crecer las semillas en el invernadero ya no se detecto el evento de
seleccion. Finalmente, no se puede descartar tampoco, que no exista depresion endogamica en

estas poblaciones y aun usando métodos directos o mas finos no se podréi detectar.

IV.4.4. Endogamia y produccién de frutos y semillas.
Para medir la depresion endogamica es necesario conocer las diferencias en todas las partes de
ciclo de vida de los individuos endogamicos con los no endogamicos (Charlesworth y

Charlesworth, 1987). Una parte importante es la etapa reproductiva en donde se pueden evaluar
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las diferencias en fecundidad para dos estrategias reproductivas (Maki, 1990; Motten y
Antonovics, 1992; Willis, 1993).

Lo que se hizo para P. coccineus fue correlacionar dos medidas del éxito reproductivo de una
planta (nimero de frutos y seed set, Schemske y Horvitz, 1988; Louda, 1982 citado por
Dominguez, 1990) con el coeficiente de endogamia por familia (generado por una planta madre).
El tener una medida de la endogamia en un intervalo continuo donde existen familias genéticas
con altos grados de endogamia y otras sin ella, permite tener una mejor aproximacion que la
hecha a partir con las dos estrategias de entrecruza (t<1, t=1) como en el an4lisis del invernadero.

Las gréficas (Figura V.1 a la V.5) muestran que no hay un efecto en la produccion de frutos y
semillas al aumentar la endogamia, salvo para la poblacion de Manantlan en 1991 vy
marginalmente en Tlalpan para el mismo afio. Ambas regresiones sobre el seed set muestran
tendencias opuestas, mientras que en Tlalpan se tiene un efecto negativo de la produccion de
semillas al aumentar la endogamia en Manantlan es al revés, seria importante tener mas
experimentos de germinacién con estas semillas para tener datos de la existencia de depresion
endogémica.

En Mimulus guttatus Willis (1993) compar6 los porcentajes de germinacion, floracion,
produccion de frutos y viabilidad del polen en cuatro lineas provenientes de cruzas con diferentes
grados de endogamia (F=0, F=0.25, F=0.5 y F=0.75), encontrando un efecto de la endogamia en
todas las medidas excepto en el porcentaje de germinacion. En el caso del frijol ayocote, las
correlaciones no fueron tan significativas debido quizd, a que las lineas endogamicas no son
producto de un programa de cruzas y aunque el rango de variacion es igualmente amplio (F=0
hasta F=1) el efecto acumulativo de la endogamia en otras generaciones no necesariamente es el
mismo que el de las lineas controladas.

Dole y Ritland (1993) midieron la adecuacion de los hijos de autofecundacion en dos especies
de Mimulus durante tres generaciones con tasas de entrecruzamiento contrastantes. Sus

resultados mostraron que en la poblacion mas endogamica hubo menos depresion endogamica, lo
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cual apoya la idea de la dominancia parcial, donde las cruzas endogamicas "purgan” genes letales
(Charlesworth y Charlesworth, 1987). Existe también, evidencia que es contrario a los resultados
de Dole y Ritland (1993), en Begonia Agren y Schemske (1993) reportan altas tasas de
autofecundacion con altos niveles de depresién endogamica, lo que apoyaria la hipétesis de que
la depresion endogamica se debe a la ventaja del heterdcigo. En P. coccineus, la depresion
endogéamica probablemente actie de forma débil ya que plantas con altas tasa de endogamia no
producen necesariamente descendencia menso vigorosa. Esto puede significar que se ha purgado
el lastre genético en generaciones previas y que como en Mimulus la dominancia parcial de genes

letales tenga un efecto en la adecuacion de las plantas.

Consideraciones finales.

El objetivo de este capitulo fue conocer la magnitud de la depresion endogamica y para ello se
usaron cuatro formas de probarla de manera indirecta. De los resultados no se pudo detectar
algin efecto de la endogamia en la viabilidad, sobrevivencia y fecundidad de las plantas en P.
coccineus. Por esta razon, se puede concluir que si bien es necesario probar con experimentos de
cruzas controladas y en condiciones de campo las diferencias entre los hijos de entre y
autocruzas, la depresion endogamica no es tan fuerte en estas poblaciones, de forma que se

pueda detectar de manera indirecta.
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ANALISIS DE SELECCION

V.1. Introduccién

V.1.1. Seleccién natural y andlisis de ruta

Para conocer el efecto de la seleccion natural sobre un caracter fenotipico se ha
propuesto una serie de anlisis, como la regresion lineal multiple y al anlisis de rutas
(Wright, 1934; Lande y Amold, 1983; Amold y Wade, 1984), Para trabajar con la
regresion lineal se deben de hacer dos supuestos fundamentales: 1) que la relacién de un
grupo de caracteres con la adecuacion sea completa (que no haya caracteres faltantes) y
2) que el grupo de variables predictoras interactuan independientemente en su efecto con
la adecuacion (Crespi, 1990). Sin embargo, es muy dificil cumplir con estos supuestos en
poblaciones naturales. Para salvar estos problemas se pueden transformar los datos
(Mitchell-Olds y Shaw, 1987) o cambiar el analisis (Wright, 1934).

Cuando se transforman los datos para lograr la independencia entre las variables se
hace un analisis de componentes principales en donde las variables originales se
transforman en un nuevo grupo de variables ortogonales (independientes) que son una
combinacion lineal de nuestras antiguas medidas (Mitchell-Olds y Shaw, 1987). Sin
embargo, no siempre se puede dar un sentido biolégico a cada uno de los componentes
principales, perdiendo capacidad explicativa este andlisis (Crespi, 1990). Por otro lado el
analisis de ruta ("path analysis") cambia los supuestos del modelo, haciendo valida la
posibilidad de tener variables que no son independientes e inclusive variables no
analizadas inicialmente en el modelo que posteriormente se pueden incorporar y el sentido
biologico no solamente no se pierde, sino que es fundamental en la estructura del analisis
(Crespi y Bookstein, 1989).

El andlisis de ruta lo podemos definir como un conjunto de regresiones lineales
(simples o multiples) estructuradas en una red llamada diagrama de rutas, el cual hacer
grafica la relacion causal que hay entre las variables de estudio (Li, 1981; Pedhazur,
1982). Con este analisis nosotros podemos explicar una matriz de varianzas y covarianzas

a partir de un grupo de variables que no son independientes necesariamente y que pueden



Andlisis de Seleccién 73

tener caracteres no medidos o faltantes que sirven como nuevas variables a medir e
incorporar en posteriores hipotesis de causalidad (Crespi y Bookstein, 1989; Crespi,
1990). De esta forma, para tener un modelo general de seleccion natural usando el analisis
de ruta se debe de analizar primero la covarianza entre las variables predictoras (vaﬁables
independientes) y las variables no analizadas. Después la covarianza con las variables de
adecuacion y los componentes de estas variables en todo el ciclo de vida del organismo y
finalmente evaluar el modelo de rutas propuesto como una hipétesis de causalidad entre
variables (Crespi, 1990).

El analisis de ruta es, entonces, una herramienta que puede servir para conocer el
efecto de diversas variables sobre medidas de la adecuacion, como en Calathea ovadensis
donde Schemske y Horvitz (1988) midieron el efecto de las hormigas guardianes, cinco
tipos de polinizadores y un herbivoro sobre la produccion de frutos y semillas. En este
tipo de analisis se puede conocer el efecto en la adecuacién por interacciones directas e
indirectas de los herbivoros y las hormigas guardianas y, si existiera alguna presion de
seleccion, como se afecta o cambia el sistema completo. En este analisis estadistico se
tiene la ventaja de poder conocer el ajuste del modelo con respecto a nuestros datos y
comparar si es que otro modelo es una mejor aproximacién a través de una %2 (Mitchell,
1992)

De esta forma si a uno le interesa realizar un estudio de seleccion natural fenotipica
debe tener una herramienta estadistica como el analisis de ruta para poder conocer las
relaciones complejas entre las variables de seleccion, (Crespi y Bookstein, 1989; Crespi,

1990).

V.1.2. Selecciéon natural sobre caracteres complejos.

La seleccién natural modifica las frecuencias alélicas de los genes involucrados en la
expresion de los caracteres sujetos a seleccion. Esta modificacion puede afectar la media y
la varianza en el caracter seleccionado de las generaciones subsecuentes a la seleccion,
tanto como en otros caracteres asociados por el ligamiento genético.

Por estos mecanismos un par de caracteres (X y W) pueden ser el producto de la
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expresion de un gen, lo cual resulta en una asociacién de caracteres en el fenotipo. En
consecuencia, cuando en el proceso de la seleccion se modifica la expresion de una de
estas caracteristicas (X) también se modifica por lo menos en parte la expresion de la
segunda caracteristica (W).

Cuando se examinan caracteres como la tasa de entrecruzamiento, que generalmente
tienen una baja heredabilidad, puede ocurrir algin tipo de seleccion indirecta con otros
componentes fenotipicos con los cuales estd correlacionada. Muchas veces dichos

componentes se encuentra interrelacionados entre si de forma diversa (Figura V.1).

Figura V.1 Formas en las cuales se pueden relacionar caracteres complejos. En este caso "C" es la
variable de interés y "A" , "B" las variables correlacionadas (Marioti, 1986).

Enla figura V.1 se presentan formas tipicas de la interaccion que puede ocurrir entre
caracteres correlacionados (Marioti, 1986). En estos diagramas "C" es el caracter de
interés y "A", "B" son los caracteres que lo determinan. En el caso definido como
complementacion A y B estan asociados positivamente entre si y con C. La seleccion
sobre cualquiera de estas tres caracteristicas acciona todo el sistema y acelera un rapido
aumento del caracter C. El caso de compensacion establece un sistema en que el progreso

de C se ve dificultado por la seleccién de A y/o B. Asi, la seleccion al aumentar A que
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determina un afecto directo sobre C se puede compensar por la correlacion negativa entre
Ay B esta ultima afectando directa y positivamente a C. El caso de equilibrio es similar a
la compensacién ya que al aumentar B se aumenta C pero también aumenta A que hace
disminuir a C, por lo que el resultado final anula y dificulta el incremento en C. Por ultimo
la incompatibilidad hace que C siempre disminuya al aumentar cualquiera de los dos
componentes A y/o B.
En este trabajo se pretenden conocer por un lado, los factores que afectan la tasa de

entrecruzamiento a nivel familia y poblacion, y por otra parte, los factores que gobiernan
la produccién de semillas maduras y el papel que juega la tasa de entrecruzamiento en la

produccion de estas semillas.

V.2. Material y métodos.

V.2.1. Variables medidas en el campo

A continuacion se menciona la forma en que se tomaron las medidas de las variables
usadas para el analisis de ruta, el diagrama propuesto como una primera aproximacion de
los datos y por ultimo la justificacién del modelo.
1) Color de los pétalos (CLR): con una tabla cromatica para disefio grafico (Guia TyT,
1990) se determiné el color de cada flor de la siguiente manera. Primero con la tabla de
gama del naranja (combinaciones de amarillo, magenta y negro) se compararon a ojo de
dos a cinco flores por planta (dependiendo del nimero de flores disponibles). Si no se
encontraba el tono, entonces se procedio a usar la tabla tricromica de combinaciones de
azul, magenta y amarillo. Una vez encontrado el color se registr6 el porcentaje de
magenta (rojo) de dicho color.
2) Longitud de los pétalos (LP): con un vernier se midieron entre dos y cinco flores por
planta tomando la longitud de los pétalos desde el cliz hasta la punta del estandarte. Las
flores medidas fueron tomadas en dos dias consecutivos, a la mitad de la época de
floracion (agosto en Tlalpan y noviembre en Manantlan).
3) Longitud de la quilla (LQ): se usaron las mismas flores que en los casos anteriores para

medir el largo de la quilla. Esta medida se realizo6 tomando desde la base de los pétalos
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que forman la quilla hasta la punta .

4) Densidad de individuos reproductivos (DEN): se contd el nimero de individuos
reproductivos en un cuadro de 21 X 21m, ubicando al individuo focal al centro del
cuadro. El tamafio del cuadro se decidi en base al area de la vecindad genética reportada
para plantas polinizadas por colibries (Eguiarte et al., 1994).

5) Porcentaje de heterocigosidad (HET): a partir de los loci analizados se cont6 el nimero
de enzimas heterécigas que habia mostrado un individuo y se dividié entre el total de
enzimas ensayadas para ese individuo. Este indice nos da una idea de la heterocigosidad
individual, considerando un grupo de aloenzimas que son polimérficas en la poblacion.

6) Tamafio de la planta (TAM): debido a que el frijol es una planta que renueva la parte
aérea cada afio, se considerd que la estructura de perenacion daba una buena medida del
tamaiio de la planta ya que en la raiz se encuentran las reservas con las que va a construir
tallos, hojas y flores en cada temporada (Fernandez, 1979). Para medir el tamafio de la
raiz se tomo el didmetro mayor y el menor del area ocupada por la parte mas superficial
aproximando a la superficie de un elipse.

7) Nuimero de botones florales (BOT): con un contador de mano se cens6 el nimero de
botones florales para cada una de las plantas marcadas en un dia del pico de floracién de
cada poblacion.

8) Numero de flores (FLO): al igual que en el caso del nimero de botones por planta, con
un contador manual se censd el nimero de flores ya abiertas por planta. Aunque con esta
medida no se tiene una estimacion de todo el esfuerzo reproductivo de un individuo (en
cuanto a flores y botones se refiere) si nos indica el éxito probable de entrecruzar polen en
la época en que mayor actividad existe, es decir, hay .mayor numero de flores posibles
para entrecruzarse.

9) Densidad de flores (DF): se estimé la densidad de flores en el mismo cuadro
mencionado antes de 21 m?, sumando el nimero de flores censadas por planta para todos
los individuos reproductivos registrados en el cuadro.

10) Tasa de entrecruzamiento multilocus (TM): con el programa MLT de Ritland (1990),

se estimoé la tasa de entrecruzamiento multilocus por familia genética, es decir, para cada
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planta progenitora usando entre 4 y 15 semillas por familia (ver metodologia capitulo III).
11) Niumero de frutos (VA): al final de la temporada reproductiva se censé el nimero de
vainas ya maduras para cada planta madre en el campo usando un contador de mano.

12) Nimero de semillas maduras (SEM): de las vainas colectadas se conté el nimero de
semillas maduras por planta

13) Numero de semillas abortadas (AB): de las vainas colectadas se conto las semillas
que no terminaron su desarrollo como el nimero de abortos por planta madre

14) Semillas dafiadas (COM): se contd también, el nimero de semillas dafiadas por

hongo, insectos, etc. para cada vaina en la planta madre.

El diagrama de rutas propuesto inicialmente es el siguiente:

Figura V.2. Diagrama de Rutas que relaciona 14 variables medidas en Phaseolus coccineus con 23
coeficientes directos estimados. Donde Pij corresponde al coeficiente de ruta de la variable j sobre la
variable i

Las relaciones propuestas son las siguientes:

La densidad de individuos reproductivos afecta al tamafio de la planta debido a que se
puede presentar competencia que determinen el tamafio de un individuo (Donald, 1951;
Watkinson, 1984). También, la densidad de individuos reproductivos afecta la densidad de
flores, asi como la cantidad de semillas dafiadas por insectos, hongos, etc. debido esto a
que es posible que el dafio se presente por efecto de contagio (Way y Cammell, 1970).

El porcentaje de loci heterdcigos afecta el tamaiio del individuo, el nimero de botones
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florales y el nimero de frutos esto debido a que el vigor de la planta este determinado por
su genotipo (Schwartz y Laughner, 1969; Eguiarte et al., 1992).

La tasa de entrecruzamiento esté afectada pdr cinco variables tres de ellas son el color
de los pétalos, longitud de la quilla y largo de los pétalos, que son caracteres florales que
se han relacionado con la actividad de los polinizadores (Mitchell, 1992). y las otras dos
son la densidad de flores (que también afecta la actividad de los polinizadores) y el tamafio
del individuo que puede ser un reflejo del vigor de la planta afectando el sistema
reproductivo (Morgan y Barrett, 1989).

La relacion del nimero de flores y botones es directa (Schemske y Horvitz, 1988) y se
espera que el nimero de botones se afecte por el tamafio y el genotipo de la planta
(Morgan y Barrett, 1989).

Por otro lado el nimero de frutos (v.ainas) producidas por una planta segun este
modelo se ve afectado por la tasa de entrecruzamiento, con lo cual se intenta probar si hay
relacién del sistema reproductivo y la produccion de vainas (Morgan y Barrett, 1989).
También es afectada por el tamafio de la planta, lo que pretende probar esta ruta es el
efecto del vigor y la limitacién por recursos en la produccion de frutos (Begon et al.,
1986). La heterocigosidad también afecta la produccion de frutos por efectos del genotipo
materno (mientras mas heterdciga una planta mayor produccion de vainas). Por ultimo el
nimero y la densidad de flores afectan la produccion de vainas debido a que la inversion
que hace una planta en flores restringe la produccién de frutos y la densidad de flores que
abren en un dia que afecta la probabilidad de polinizar una flor (Mitchell, 1992).

La produccion de semillas maduras y el nimero de semillas abortadas en este modelo
estan afectadas por el numero de frutos (Begon et al., 1986), es decir que la cantidad de
frutos restringe el nimero de semillas maduras y abortadas. Ademas de que, para esta
especie se ha reportado una relacion inversa de la tasa de entrecruzamiento con la

aborcion de semillas (Escalante et al., 1994).

V.2.2. Andlisis estadistico.

Como ya se menciono, el primer paso es hacer un diagrama que refleje una relacion
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causal entre las variables que se prueba como hipotesis causal. En este trabajo se presenta
un diagrama que asocia las 14 variables. Los coeficientes de ruta se obtuvieron del
programa SYSTAT y los coeficientes de efecto, directos e indirectos se midieron con el
método matricial descrito en Pedhazur (1982)

El sjuste de cada ecuacioén se midi6 a través de la R? y el ajuste total con una ji-
cuadrada (Pedhazur, 1982; Mitchell, 1992), de la siguiente forma:

X2=-(d-N) In (S'M)

donde d= el nimero de rutas eliminadas a partir de un modelo saturado, N es el tamaiio
de muestra, S la multiplicacién de los errores de cada ecuacion en un modelo saturado y

M, la del modelo considerado aqui (Pedhazur, 1982).

V.3. Resultados

V.3.1. Diagramas de rutas
El diagrama que se propone para las 14 variables referidas se muestra a continuacion
en la Figura V.3 y la matriz de correlaciones en la Tabla V.1 donde se puede observar cual

es la estructura de variacion conjunta de las variables medidas.

Tabla V.1, Matriz de correlaciones de Pearson estimada con el programa SYSTAT en Phaseolus
coccineus, Arriba de la diagonal wnesponde a la poblacién de Tlalpan y abajo de la diagonal para
Manamlén Los nlimeros en negritas son significativos al 95%. Las abreviaturas se describen en el texto.

clrlplqdmhetlambotﬂodftmvasemaboom

1 027 |-0.15 |0.47 |-0.50 |-0.04 |02 |-0.11 |0.09 |-0.10 J0.27 |0.32 |0.39 |-0.4

030 |1 0.06 |-0.12 |-0.10 |0.01 ]0.18 ]0.28 |-0.06 |0.30 |0.43 040 |040 |0.48

0.02 j0.79 |1 0.15 }-0.57 ]0.03 |-0.1 |-0.01 |-0.14 }-0.11 035 |0.25 |0.60 |-0.2

0.19 J0.02 |-007 |1 0.44 |0.39 ]0.10 |0.37 jo.61 |-0.03 |-0.15]-0.18 | 0.07 |-0.4

025 j0.21 |0.02 J0.73 |1 0.1 Jo.01 |-0.15 J0.18 }-0.08 |-0.22 }-0.09 |-0.36 | 0.02

024 10.02 |-0.24 032 |0.01 |1 082 |0.80 J0.68 |-0.30 |0.07 |-0.08 |0.05 ]0.40

0.04 |-0.38 |-0.25 |0.05 |-0.04 |-027 |1 0.91 |0.62 J0.021 |0.51 |0.40 J0.38 |0.74

-0.28 | -0.59 |-0.43 |0.05 |-0.21 |-0.27 |o.88 |1 0.71 ]0.097 ]0.43 ]0.30 ]0.34 |0.63

022 |02 |-0.22 |0.81 |0.57 |-0.09 |[0.46 J0.32 |!I -0.22 ]0.12 ]0.09 |0.08 }0.05

0.02 |-0.29 |-0.26 |-0.19 |-0.15 |-0.1 |-0.23 |-0.05 |-0.14 |1 031 ]0.38 J0.15 |0.31

0.16 |-0.14 |-0.18 |-0.25 |-0.03 |-0.14 |-0.08 |-0.1 |02 [020 |1 097 |0.95 |0.51

0.09 J0.05 0.11 |-0.41 |-0.18 }-0.22 |-0.11 |-0.19 |-0.36 ]0.14 091 |1 0.90 |0.40

029 |-0.05 |-0.37 |0.21 ]0.37 J0.16 |-0.18 J]-0.1 ]0.12 J045 070 |0.47 |1 0.34

gsgaﬁﬁﬁggisffg

0.06 |-0.31 |-0.25 }-0.31 |-0.1 |-0.25 {0.01 J0.02 |-0.18 J0.12 |0.94 |0.83 |0.52 |!




Andlisis de Seleccién 80

Esta matriz, muestra por encima de la diagonal las correlaciones en Tlalpan, para el
afio 1991 y por debajo para Manantlan en el mismo afio. A partir de estas correlaciones se

obtuvieron los siguientes diagramas:

Figura V.3. Diagramas de Rutas para Phaseolus coccineus en la poblacion de Tlalpan en 1991. El ancho
de la linea indica el valor de la interaccion. La linea continua muestra un efecto positivo mientras que la
punteada un efecto negativo. Las abreviaturas se describen en el texto.

-7
-
[_E-%-]

Manantlén 1991 . ~03

Figura V.3. Diagramas de Rutas para Phaseolus coccineus en la poblacion de Manantlin en 1991. El
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ancho de la linea indica el valor de la interaccién. La linea continua muestra un efecto positivo mientras
que la punteada un efecto negativo. Las abreviaturas se describen en el texto.
A continuacion se describe el efecto sobre las cuatro variables endogenas (tm, va, sem

y ab) mas importantes en ambas poblaciones:

a) Poblacion de Tlalpan (1991)

- Tasa de entrecruzamiento: la proporcion de la varianza explicada para la tasa de
entrecruzamiento en el modelo es no significativa (R2=0.228, p=0.90), siendo el factor
mas importante la longitud de los pétalos y el tamaiio de la planta, este tltimo afecta de
manera negativa. También es importante notar que la densidad de flores tuvo un efecto
directo positivo, aunque muy pequefio.

- Numero de frutos: la varianza explicada en este analisis para el nimero de vainas por
planta es R2=0.227 (p=0.70) lo cual no es significativo. Siendo el nimero de flores por
planta el factor que directamente mas afecta la produccion de vainas. En lo que a la tasa
de entrecruzamiento se refiere, esta actud de forma débil y con signo negativo.

- Namero de semilla maduras: la RZ obtenida en este anilisis fue significativa 0.969
(p<0.001). Es claro de la Figura V.3.a que el nimero de vainas por planta limita el
numero de semillas producidas finalmente por un organismo. En lo que respecta a la tasa
de entrecruzamiento el efecto de esta fue muy pequefio y de signo positivo.

- Numero de semillas abortada: la varianza explicada en este analisis para las semillas
abortadas fue alta R2=0.888 y significativa (p<0.001). Nuevamente aqui vemos que el
nimero de frutos determina cuantas semillas se abortan. En lo que respecta a la tasa de
entrecruzamiento existe una relacion débil pero positiva, lo que nos diria que las plantas
de entrecruza abortan mas semillas que las de autofecundacion y este resultado es
contrario a lo reportado por Coello y Escalante (1989) para la poblacién de Tlalpan en

1987.

b) Manantlan 1991

- Tasa de entrecruzamiento: la varianza explicada aqui para la tasa de entrecruzamiento es
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baja R2=0.193 (p=0.8). De la Figura V.3.b es notorio que la relacion de (t) con las
variables independientes es de signo negativo (excepto el color de los pétalos). Esto nos
indicaria que las flores mas pequefias son las que tienen mayor tasa de entrecruza
probablemente por estar mas expuestas (en una observacion de campo se vié que las
flores que estan mas arriba en la inflorescencia son mas pequefias).
- Numero de frutos: la varianza explicada para el nimero de vainas producidas por planta
fue del 10.8 % (p=0.9) lo cual no es significativo. La diferencia en las dos poblaciones es
que aqui la relacién entre la tasa de entrecruzamiento y el nimero de vainas fue positiva.
- Numero de semillas maduras: en este caso la varianza explicada fue alta R2=0.839
(p<0.001), debido a que el efecto del nimero de vainas es significativo (Figura V.3.b). Al
analizar el efecto que tiene la tasa de entrecruzamiento vemos que es muy débil y que
afecta de forma negativa el nimero de semillas maduras. Sin embargo, el efecto indirecto
de la (t) si es importante como lo muestra la Tabla V.7.
- Niimero de semillas abortadas: la fue de R2=0.582 y la significancia de p=0.005. La
relacion con la tasa de entrecruzamiento es de signo negativo lo que refleja al igual que en
Tlalpan una relacion no esperada, de mayor probabilidad de aborcion cuando hay mas
polen de entrecruza.

Los ajustes para todo el modelo en Tlalpan X2= 1034 gl=57 p<0.0001 y para
Manantlan X2=678 gl=57 p<0.001. Esto quiere decir que se rechaza la hipétesis nula de

que este modelo es el mejor ajuste para la matriz de correlaciones de los datos.

V.3.2. Coeficientes de efecto, directos e indirectos

En este apartado se presentan los coeficientes directo e indirectos sobre las variables
numero de semillas maduras y tasa de entrecruzamiento. De aqui se consideré como los
coeficientes de seleccion direccional a la suma de los efectos directo e indirectos

(coeficientes de efecto) de cada variable sobre las semillas maduras (Tabla V.2).
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Tabla V.2. Coeficientes de seleccion sobre las variables nimero de semillas y tasa de entrecruzamiento
en Phaseolus coccineus para Tlalpan (a) y Manantlan (b) en 1991.

a)Tlalpan

V. dependiente | V. independiente | C. efecto | C. indirecto | C. directo

™ CLR -0.218 0 -0.218
LP 0.408 0 0.408
LQ -0.077 0 -0.077
DEN -0.084 -0.084 0
HET -0.019 -0.019 0
TAM -0.334 0.004 -0.338
BOT 0.0097 |0.0097 0
FLO 0.0109 |0.0109 0
DF 0.025 0 0.025

SEM CLR 0.0108 0.0108 0
LP <0.004 -0.004 0
LQ -0.002 -0.002 0
DEN 0.0231 0.0231 0
HET 0.0062 | 0.0062 0
TAM 0.4549 0.4549 0
BOT -0.112 0.112 0
FLO -0.126 -0.126 0
DF -0.041 0.041 0
™ -0.063 -0.006 -0.057
VA 0.715 0 0.715

b)Manantlan

V. V. C. efecto |C. indirecto |C. directo

dependiente | independiente

™ CLR 0.23 0 0.23
LP -0.301 0 -0.301
LQ -0.147 0 0.147
DEN -0.376 -0.376 0
HET 0.092 0.092 0
TAM -0.180 0.026 -0.206
BOT -0.100 0.100 0
FLO -0.110 -0.110 0
DF -0.310 0 -0.310

SEM CLR 0.025 0.025 0
LP -0.03 -0.03 0
LQ -0.02 -0.02 0
DEN 0.33 -0.33 0
HET 0.211 0.211 0
TAM -0.13 -0.13 0
BOT 0.1 -0.1 0
FLO 0.29 .29 0
DF -0.11 -0.11 0
™ 0.108 0.161 -0.053
VA 0.925 0 0.925

Las variable mas importantes en la produccién de semillas en la poblacion de Tlalpan
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son: el niimero de frutos, el tamafio de la planta y el nimero de flores (de forma negativa);
en la poblacion de Manantlan son: el nimero de frutos, la densidad y el nimero de flores
(de forma negativa). A la tasa de entrecruzamiento la afectan principalmente en la
poblacion de Tlalpan la longitud de los pétalos y el tamafio de la planta, mientras que en

Manantl4n son la densidad de individuos y de flores las variables mas importantes.

V.3.3. Andlisis de la correlacién entre las semillas maduras y la tasa de

entrecruzamiento

Esta correlacion se descompone en un efecto directo de la tasa de entrecruzamiento
sobre la produccion de semillas, un efecto indirecto via el namero de frutos, dos efectos
espurios (por el tamafio y la densidad de flores que tienen efecto sobre las dos variables) y
cuatro no analizados. A continuacion se presentan los efectos de cada ruta en la
correlacion (Tabla V.3).

Tabla V.3. Anilisis de la correlacién entre el nimero de semillas maduras (SEM) y la tasa de

entrecruzamiento (TM) en Phaseolus coccineus, para Tlalpan (T1991) y Manantldn (M1991) en
1991. La S son los efectos espurios y NA los no analizados.

Correlacién T1991 M1991
Directo -0.057 0.053
Indirecto -0.006 0.161
S1 0.097 0.0278
82 0.006 0.0781
NAl 0.062 0.021
NA2 0.0129 0.0172
NA3 -0.018 <0.0097
NA4 -0.0015 0.0395
TOTAL -0.0288 0.2399

En estas correlaciones el efecto mas importante para la poblacion de Tlalpan es el S1,
esto es, el efecto espurio que surge por que el tamafio de la planta afecta a ambas
variables. Para la poblacién de Manantlan, el efecto mas importante es el indirecto via las
vainas producidas. En las dos poblaciones la correlacion tiene muy bajo impacto del

efecto directo que tiene la tasa de entrecruzamiento sobre el nimero de semillas maduras.
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V.3.4. Nuevo modelo de rutas para Tlalpan y Manantlin

Se elabord un nuevo diagrama de ruta en el que se muestra el efecto directo del
tamafio de la planta, la densidad, la heterocigosidad y el nimero de flores abiertas por
planta, en la produccion de semillas. También, se anul6 el color de los pétalos porque no
fue registrada en un rango continuo, lo cual viola un de los supuestos del anélisis de ruta.
Asi como el nimero de semillas abortadas y dafiadas, para tener un modelo menos

complejo y conocer sélo el efecto sobre la produccion de semillas. Los resultados para

cada una de las poblaciones se muestra en la figura V.4.

Figura V.4, Resultado del diagrama de rutas de P. coccineus para la poblacién de Manantlan (1991).
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A continuacién se describe el ajuste sobre la tasa de entrecruzamiento, el nimero de
frutos y semillas maduras por planta.
a) Tlalpan 1991
- Tasa de entrecruzamiento: aqui el ajuste fue R2 = 0.134 y no fue significativo (p>0.9),
siendo el efecto més importante la longitud de la quilla en las flores de manera negativa.
- Nimero de vainas: en este caso R2 = 0.370, lo cual no dié significativo (p=0.59) y los
factores que mas afectaron fueron el namero de flores positivamente y la densidad de
individuos reproductivos negativamente.
- Semillas maduras: el porcentaje de varianza explicada en este caso fié
significativamente distinta de cero, con un valor de 98.1% (R2 = 0.981 y p<0.001) y
mostré nuevamente que el nimero de frutos es el factor mas importante.
b) Manantlan 1991
- Tasa de entrecruzamiento: aqui el ajuste fue R2 = 0.175 y no fue significativo (p>0.85),
siendo el efecto mas importante la densidad de flores de forma negativa.
- Niimero de vainas: en este caso R2? = 0.263, lo cual no dié significativo (p=0.69) y los
factores que mas afectaron fueron la densidad de individuos reproductivos de manera
negativa, el porcentaje de loci heterocigos de forma positivamente y la tasa de
entrecruzamiento positivamente también, lo cual es importante en este analisis.
- Semillas maduras: el porcentaje de varianza explicada en este caso fié
significativamente distinta de cero, con un valor de 64% (R? = 0.641 y p=0.042) y
mostro nuevamente que el nimero de frutos es el factor mas importante.

Los coeficientes directos, indirectos y de efecto se muestran sobre las variables

namero de semillas maduras y la tasa de entrecruzamiento (Tabla V.4).
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Tabla V.4. Coeficientes de efecto, directos e indirectos sobre la tasa de entrecruzamiento y la
produccién de semillas en Phaseolus coccineus para Tlalpan (a) y Manantlin (b) en 1991.

a)
V. dependiente | V. independiente | C. efecto | C. indirecto | C. directo
™ LP 0.151 0 0.151
LQ 0322 |0 -0.322
DEN -0.030 -0.013 -0.043
HET -0.005 -0.005 0
TAM -0.228 | 0.036 0.264
BOT 0.0873  |0.0873 0
FLO 0.0979 0.0979 0
DF 0.225 0 0.225
SEM LP -0.008 <0.008 0
LQ 0.0171 [0.0171 0
DEN -0.456 -0.439 -0.017
HET -0.221 -0.279 0.058
TAM -0.001 0.0495 -0.051
BOT 06121 06121 0
FLO 0.6862 ]0.7012 -0.015
DF 0.2024 0.2024 0
™ -0.058  |-0.092 0.034
VA 0.997 0 0.997
b)
V. dependiente | V. independiente | C. efecto | C. indirecto | C. directo
™ LP -0.153 0 -0.153
LQ 0328 |0 -0.328
DEN -0.074 -0.450 -0.328
HET 0.0367 0.0367 0
TAM -0.323 0.0202 -0.343
BOT -0.137 0.137 0
FLO -0.173 0.173 0
DF -0.579 0 -0.579
SEM LP -0.009 -0.009 0
LQ -0.019 -0.019 0
DEN -0.385 -0.349 -0.036
HET 0.0349 [0.2619 -0.227
TAM -0.107 0.0765 -0.183
BOT -0.223 -0.223 0
FLO -0.282 -0.134 -0.148
DF 0.0639  [0.0639 0
™ 0.0588 0.2098 -0.151
VA 0.731 0 0.731

En este caso (aunque no es posible obtener la significancia para el coeficiente de
efecto, Pedhazur, 1982), la produccion de semillas en Tlalpan esta afectada mayor

mente por el nimero de frutos, flores y botones de cada planta. En Manantlan el nimero
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de frutos, la densidad y el nimero de flores (estas dos ultimas de maneras negativas)
afectan la produccién de semillas. En cuanto a la tasa de entrecruzamiento en Tlalpan la
longitud de la quilla y el tamafio de la planta fue los mas importante y en Manantlan la

densidad de individuos y la longitud de la quilla tuvieron el efecto mas importante.
V.4. Discusién

V.4.1 Modelos
’

El primer modelo propuesto tuvo un bajo ajuste como se vio en el apartado V.3.1.
Posteriormente se analizé6 un nuevo modelo que cambio6 las interacciones poniendo con
efecto directo a las variables que habian tenido un efecto indirecto alto sobre la
produccion de semillas. Con lo que respecta a la tasa de entrecruzamiento se incorpord
la densidad como un efecto directo ya que este puede afectar como menciona Holsinger
(1991). Los resultados de este nuevo modelo en el ajuste es el siguiente: Tlalpan y
2=72.49 p>0.25 y Manantlan x2=108.91 p<0.001, lo cual quiere decir que los dos
modelos ajustaron igualmente en Tlalpan, pero en Manantlan el segundo modelo es una
mejor aproximacion.

Aunque en el analisis de ruta no se puede tener la significancia del coeficiente de
efecto (Pedhazur, 1982), se puede hacer un analisis cualitativo del efecto positivo y
negativo de cada una de las variables y saber en promedio si las correlaciones del modelo
tienden a aumentar o disminuir alguna de las variables, en este caso la tasa de
entrecruzamiento. En la poblacion de Tlalpan (1991) con ambos modelos vemos que en
promedio se tiene un efecto negativo sobre la t, (cinco variables negativas y cuatro
positivas), lo cual sugiere que tiende a disminuir, es decir, que se esperaria mas
autofecundacion al siguiente afio (Figura V.5). En la poblacion de Manantlan (1991) el
efecto también es negativo (siete variables negativas y dos positivas) y se tenderia a
disminuir mas rapidamente la tasa de entrecruzamiento (Figura V.5.).

Si comparamos estos resultados con las estimaciones hechas en el afio de 1992 para

estas dos poblaciones, vemos que la tasa de entrecruzamiento no disminuy¢ (Tabla
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1I1.4). Este resultado se puede deber a que hay variables que no fueron consideradas en
el modelo que tienen un efecto importante sobre la tasa de entrecruzamiento (los
residuales de las ecuaciones tiene un efecto muy alto (el0 Figura V.3. y €9 Figura V.5)),
como podrian ser los cambios temporales de la comunidad de polinizadores, en una

época o entre afios (Burquez y Sarukhan, 1984; Schemske y Horvitz, 1988; Herrera,

1990).
Tasa de Entrecruzamiento Tasa de Entrecruzamiento
= s - +
— » 4 »
¢ ~-ml CLR L7 A CLR [ L3
LP  — -y LP
d1Q -d 1Q
<4 DEN ==l DEN
<« HET HET D
il Efecto WL Efecto
BOT b < BOT
Lo » 4 1o
DF » = De
- Promedio i
Tlalpan 1991 Manantlin 1991

Figura V.5. Andlisis cualitativo donde se ve el efecto de cada variable y el efecto promedio sobre la tasa
de entrecruzamiento de Phaseolus coccineus en cada poblacion. En la figura las flechas a la izquierda
son negativas y a la derecha positivas. Las abreviaturas corresponden a las descritas en el texto.

V.4.2. Correlaciones

La correlacion de la morfologia floral y la tasa de entrecruzamiento en la poblacion de
Tlalpan se muestra similar a lo que Marioti (1986) llama equilibrio (Figura V.1). Es
decir, el efecto negativo que pueden tener el color de los pétalos y el largo de la quilla se
ve atenuado por la relacion positiva que tiene el largo de los pétalos con la (t) (Figura
V.6) de forma tal que aunque hubiera alguna presion en disminuir la tasa de
entrecruzamiento al aumentar la pigmentacion roja y la longitud de la quilla, la longitud
de los pétalos compensaria este efecto llegando finalmente a un estado de equilibrio

donde la tasa de entrecruza no cambiaria aunque hubiera cambios en la flor.
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Figura V.6. Correlacion entre la Tasa de Entrecruzamiento y la Morfologia Floral como lo presentado en
la Figura V.1. (Marioti, 1986).

En la poblacion de Manantlan la tasa de entrecruzamiento esta afectada por la
longitud de los pétalos (modelo 1, Figura V.3) y el largo de la quilla (modelo 2, Figura
V.4). Estas variables estan correlacionadas positivamente entre ellas y tienen un
coeficiente directo negativo sobre la (t). Como se mencion6 en la introduccién este caso
seria parecido al de incompatibilidad de la Figura V.1 (Marioti, 1986). Asi, si el largo de
los pétalos o el largo de la quilla aumentaran por alguna fuerza evolutiva esto disminuiria
la tasa de entrecruzamiento de forma rapida (Figura V.7). En otros trabajos, la relacion
reportada de la forma de la flor y la tasa de entrecruzamiento es de signo positivo como
en Lycopersicon pimpinellifolium (Rick et al. 1978, en Barret y Eckert, 1990). Esto nos
muestra que la relacion de la t y la morfologia de las flores en plantas polinizadas por
animales no necesariamente tiene un patron determinado ya que depende en buena
medida de que es lo que ven los polinizadores y cual es la recompensa que buscan
(Schemske y Horvitz, 1988; Morgan y Barrett, 1989; Mitchell, 1992). En el frijol las
fiores mas grandes son mas dificiles de manipular por las abejas que las flores mas
pequefias (Delgado, 1988). Aunque no se presentan datos de la importancia de cada uno
de los polinizadores, en el supuesto de que las abejas fueran un grupo importante, seria
una posibilidad que en flores mas pequefias se puede tener mas éxito en la polinizacion

cruzada que en las mas grandes.
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Figura V.7. Correlacion de incompatibilidad como lo presentado en la Figura V.1. (Marioti, 1986) entre
variables morfolégicas (longitud de quilla y pétalos) y la tasa de entrecruzamiento

El efecto directo de la densidad de flores sobre la tasa de entrecruzamiento tiene un
componente espurio que se produce por la densidad de individuos reproductivos. La
correlacion es fuertemente negativa y es similar a lo que reportan Ellstrand et al 1978
en Helianthus annus. Este tipo de fenomenos se pueden observar cuando los
polinizadores encuentran un "parche" grande con flores y no se desplazan mayores
distancias para polinizar, aumentando las posibilidades de autofecundar una flor. Como
los principales polinizadores son abejas y colibries en P. coccineus es factible esperar que

exista una respuesta negativa con la densidad (Burquez y Sarukhan, 1984)

V.4.3. Seleccion Natural

La medida considerada aqui como de adecuacion fue la produccion de semillas ya
que si hay una contribucion diferencial y significativa en este caracter es posible esperar
un efecto demografico en la poblacion (Crespi, 1990).

Cuando se analizan los coeficientes de efecto sobre la produccion de semillas
notamos que el tamafio del individuo tuvo un efecto importante (ademas del produccion
de vainas) en la poblacion de Tlalpan. La tasa de entrecruzamiento tuvo una correlacion
débil y esta fuertemente afectada por el componente espurio debido al tamafio.

En el caso de la poblacion de Manantlan el efecto indirecto via el nimero de vainas es
muy importante y de signo positivo. Esto nos indica que si debe de tener alguna
influencia en la contribucion de semillas a la poblacion el tener diferentes tasas de

entrecruza y con esto que exista un componente de seleccion natural actuando
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indirectamente sobre la tasa de entrecruzamiento.

Consideraciones finales

El objetivo de este capitulo fue medir la relacién de la tasa de entrecruzamiento con la
produccion de semillas para cada planta adulta y el efecto de una serie de variables sobre
la t y la produccién de semillas. Con los resultados mostrados por el anilisis de ruta se
vid que el sistema de cruza tiene un efecto directo no significativo sobre la produccién de
semillas. Por otro lado, en las tablas de coeficientes de efecto se ve que, las 9 variables
que afectan la tasa de entrecruzamiento lo hacen en su mayoria de forma negativa, para
las dos poblaciones en los dos modelos. Asi, se tendria que bajo este esquema la t
disminuiria en las siguientes generaciones, por un efecto de correlacién con otras

variables pero no por su efecto directo en la produccion de semillas.
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DISCUSION GENERAL

El objetivo central de estd tesis, como se describié anteriormente, es el de conocer la
evolucién del sistema reproductivo del frijol P. coccineus una planta polinizada por animales que
posee un polimorfismo en el sistema de cruza (Burquez y Sarukhan, 1980; Escalante et al.,
1994). Para cumplir este objetivo era necesario conocer bajo un esquema evolutivo, las tres
condiciones necesarios para que la seleccion natural actue, ésto es, que haya variabilidad en el
caracter, que esta variabilidad sea heredable y que los individuos con diferencias en esta
caracteristica contribuyan diferencialmente con un efecto demografico a las siguientes
generaciones (Endler, 1986). Los dos primero puntos se midieron en el capitulo III, con los
analisis de la t por familia y la repetibilidad en dos afios consecutivos de estimacion y el tercer
punto en el capitulo IV y V con las estimaciones de la depresion endogamica y los analisis de
ruta,

Los resultados que se obtuvieron muestran que la variacion fenotipica intrapoblacional en la t
es pequefia y la repetibilidad en Tlalpan no es distinta de cero, aunque en Manantlan si es
significativa. Con lo que respecta al hecho de que no se haya podido encontrar diferencias en la
tasa de entrecruza por familia con el anilisis de varianza, puede ser producto de dos cosas: 1)
que la estimacion generé errores estandares muy altos o 2) que no haya variacion entre las
plantas en el entrecruzamiento. El segundo punto tiene implicaciones bilogicas importantes ya
que esto significa que la seleccién natural no puede actuar sobre la tasa de entrecruzamiento. La
baja repetibilidad en la poblacion de Tlalpan, es decir, la baja heredabilidad de la tasa de
entrecruzamiento, puede deberse a que en los caracteres que son importantes para la adecuacion,
la varianza genética aditiva suele ser baja (Falconer, 1986). Asi, en el caso de Datura
stramonium no se encontro heredabilidades distintas de cero para caracteres como la masa de la
semilla, el tamafio de la planta, la resistencia a la herbivoria, entre otras variables (Nufiez Farfan,
1991). Una explicacion a este hecho es que si la seleccion natural ha actuado sobre este caracter

la varianza genética aditiva se ha agotado por respuestas a selecciones en generaciones pasadas
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(Mitchel-Olds, 1986; Venable y Burquez, 1989) de forma tal que ya no se presenta variacion en
la tasa de entrecruzamiento.

En la poblacién de Manantlén se encontrd que la repetibilidad si fue significativa, esto nos
llevar a pensar que la heredabilidad aqui puede ser distinta de cero, por lo que si se podria dar
una respuesta a la seleccién en Manantlan de encontrar diferencias en la adecuacién para
diferentes tasas de entrecruzamiento (Falconer, 1986).

Los resultados del analisis de ruta nos mostré la correlacion entre caracteristicas como el
habito de la planta, el tamafio del individuo, el nimero de flores en la época reproductiva, la
morfologia de la flor, la heterocigosidad promedio y la tasa de entrecruzmaiento (Morgan y
Barrett, 1989, Waser y Price, 1989; Barrett y Eckert, 1990; von Treuren et al., 1993) el cual se
resume en la Tabla VI.1.

Tabla VI.1. Factores que con mayor peso afectaron en el andlisis de seleccién natural en Phaseolus coccineus
para los dos modelos (H1=primera hipétesis, H2=segunda hipétesis), a la tasa de entrecruzamiento (TM) y la
produccion de semillas maduras (SEM). En la tabla se muestra el signo de la interaccién (con un menos en caso
de ser negativa) y la nomenclatura es la siguiente (CLR = porcentaje de color rojo en los pétalos de la flor; LP =
largo de los pétalos; LQ = largo de la quilla; TAM = tamafio de la raiz de la planta; DF = densidad de flores;
BOT = nuimero de botones; FLO = flores y VA = niimero de frutos.

Poblacion Var. dependiente hipétesis
Hl H2
Tlalpan 1991 ™ LP LQ
-TAM -TAM
-CLR DF
SEM VA VA
TAM FLO
FLO BOT
Manantlan 1991 ™ -DEN -DF
-DF -LQ
-LP -TAM
SEM VA VA
-DEN -DEN
-FLO -FLO

En la poblacion de Tlalpan la produccion de semillas maduras esté afectada por el nimero de

frutos, flores, el tamafio de la planta y la densidad de individuos reproductivos. Asi, mientras
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mas grane sea una planta se tendra un mayor nimero de flores, un mayor nimero de frutos y
finalmente de semillas. Esto indica que las limitaciones en la produccion de semillas maduras
para una planta estin en funcion de cuantas flores puede producir una planta (limitaciéon por
recursos; Sutherland, 1986) y no en funci6n del tipo de polen que recibe (Charlesworth, 1989).
Por otro lado, la densidad en la produccién de frutos fue importante y negativa (Tabla V.4) lo
que apoyaria la hipétesis de la limitacién por recursos (sitios muy densos producen menos frutos
por efecto de la competencia; Watkinson, 1984).

Se ha visto que la fecundidad de Phaseolus coccineus esta relacionada con la raiz (estructura
de perenacion) ya que esta determina el esfuerzo reproductivo que puede tener una planta cada
afio (Fernindez, 1979). Si se observa este hecho en el contexto de la biologia de la especie,
resulta importante mencionar la asociacion micorritica del frijol con Rhizobium leguminosarum
(Richards, 1987). Se ha mostrado que existe mucha variacion de sepas o electro-tipos asociadas
inclusive a una sola planta de frijol. De forma que, el aprovechamiento de recursos en lugares
con poco suelo (como en la poblacion de Tlalpan) depende en gran medida de la sepa asociada
en las raices de P. coccineus (Souza, 1990).

En lo que respecta a la tasa de entrecruzamiento en la poblacién de Tlalpan la forma de la
flor (LP y LQ) fueron importantes, al igual que el tamafio de la planta pero de manera negativa.
Con este resultado se tiene que si el tamafio de la planta aumenta, el nimero de semillas
aumentara también, pero la tasa de entrecruzamiento disminuira, segtn lo muestra el analisis de
ruta. Si se hace un andlisis cualitativo de las 9 variables que afectan la t y su coeficiente de
efecto, se ve que en Tlalpan hay un tendencia negativo. Esto hace esperar una disminucion de la
tasa de entrecruza para esta poblacion.

El sistema de cruza, en la poblacion de Manantlan es muy alto, casi entra en el tipo de
exlusivamente entrecruzamiento de Brown (1989) y no parece ser importante la limitacion por
recursos para la produccién de semillas segiin lo mostré el anilisis de ruta. Otros datos que

muestran las diferencias de las dos poblaciones es que en Manantlan la t puede ser repetible ya
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sea porque el ambiente es constante o porque existe todavia un componente de varianza
genética aditiva distinta de cero, donde puede actuar la seleccion natural. Sin embargo, no se
detectaron diferencias para diferentes plantas, aunque la distribucién de la t por familia no ajusta
a un modelo totalmente aleatorio, es decir, existe un proceso que distribuye mas
homogeneamente en el rango que lo esperado al azar.

Con lo que respecta a las caracteristicas florales no se vio tanta variacion en el color de las
flores como en Tlalpan aunque la longitud de pétalos y quilla pueden cambiar la tasa de
entrecruzamiento no como una respuesta a un presion directa al sistema reproductivo, sino por
un arrastre de caracteres correlacionados que de forma indirecta la alteran. En general las
correlaciones de las variables examinadas con la t mostraron una tendencia fuertemente
negativo.

En resumen, podemos decir que las plantas en Tlalpan, donde el suelo es precario, el tamafio
de la raiz determina el nimero de semillas maduras y la produccion de hijos de entre y autocruza
juega un papel secundario. Es decir, que puede haber limitacién por recursos y no existe una
presion para cambiar en el sistema de cruza. Es probable que haya seleccion sexual como
reportd Rocha y Stephenson (1991).

Las plantas en Manantlan, donde no parece haber condiciones edaficas precarias, el sistema
de cruza tiene mayor probabilidad de tener una respuesta genética a la seleccién. Sin embargo,
aqui no se tuvo evidencia de que exista seleccion natural direccional para aumentar o disminuir
la entrecruza.

Perspectivas

Con base en los resultados de este trabajo se podrian realizar una serie de estudios que
pudieran contesta las siguientes preguntas
:Qué sucede con flores individuales con morfologias distintas? es necesario tener estimaciones
que puedan poner a prueba hipotesis de la inversion realizada por plantas con tasas de

entrecruza contrastantes a la funcion femenina, masculina y a la atraccion de polinizadores.
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(Qué tan importante es la depresion endogamica en condiciones naturales? Crecer semillas de
plantas madre muy endogémicas y de entrecruza en condiciones de campo para evaluar el efecto
de la depresion endogamica en las poblaciones naturales.

¢ Qué tan importante es la limitacién de recursos y polen en la evolucién del sistema de cruza de
esta especie? Realizar experimentos de adicion de nutrientes y agua en diferentes condiciones y
comparar el efecto para diferentes niveles de entrecruza

¢ Qué tan importante es la seleccién sexual en la evolucion del sistema de cruza?

Finalmente, comparar con otras especies y conocer la importancia del sistema de cruza en los
proceso de especiacion. Seria igualmente interesante realizar un estudio con el método
comparativo entre las diferentes especies del género Phaseolus y entre diferentes géneros del
grupo de las leguminosas papilionoidea, para conocer cuanto de las caracteristicas del sistema
reproductivo es producto de la filogenia y cuanto es producto de la seleccién en el nivel de la

especie
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CONCLUSIONES GENERALES
1) La tasa de entrecruzamiento promedio de todos los afios y en las dos poblaciones es del 78%

2) No hubo diferencias en la tasa de entrecruzamiento poblacional entre afios, salvo para Tlalpan
en 1992, estimado con el programa MLT.

3) No existe variacién en la tasa de entrecruzamiento por familia en ninguna de las dos
poblaciones.

4) En la poblacion de Manantlan se encontré que la repetibilidad es estadisticamente diferente de
CEro.

5) El programa MLT da valores de tasa de entrecruzamiento mas altos que el de Waller y
Mitchell-Olds por ser este un programa mas sensible a los eventos de entrecruzamiento.

6) En estas dos poblaciones no se demostro la presencia de depresion endogamica y si esta
existe puede ser anterior a la germinacién o de manera muy débil en los demés estadios del ciclo
de vida, tal que no pude ser observada en el invernadero.

7) La tasa de entrecruzamiento no tuvo un efecto importante sobre la produccioén de semillas

8) La variacion de las caracteristicas florales tiene una repercusion significativo en la variacion
de la tasa de entrecruzamiento.

9) No hay evidencia de que haya seleccion natural sobre la tasa de entrecruzamiento en la
actualidad, lo cual no implica que no haya habido seleccién natural actuado en el pasado.

10) En estas poblaciones no se puede decir que se este en un proceso de evolucion hacia la
entrecruza o autofecundacion.
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