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Utilizando isoenzimas se investigo la estructura y variacion genética en
cuatro especies del subgénero Podaechmea, género Aechmea (Bromeliaceae)
en México, dos de amplia distribucion (4. mexicana y A. lueddemanniana) y
dos endémicas extremas (4. macavughii 'y A. tuitensis). Se muestrearon ocho
poblaciones de A. mexicana, siete de A. lueddemanniana, una de A.
macavughii y una A. tuitensis. Todas las especies mostraron niveles
moderadamente bajos de variacion genética. A. mexicana presento los valores
mas bajos en el nimero promedio de alelos por locus polimérfico (2.4),
porcentaje de loci polimorficos (49%) y heterocigosis observada (0.054). Las
dos especies endémicas extremas tuvieron mayores valores de alelos por
locus polimérfico que el promedio de los valores de A. lueddemanniana (2.5
y 2.6 en A. macavughii y A. tuitensis, respectivamente). La distribucion
geografica no resulté ser un buen predictor de la variacion genética en estas
especies. En la mayoria de las poblaciones estudiadas se observo un exceso
de homocigotos. Esto indica que la autofertilizacion ha sido importante en la
cvolucion del grupo. Los valores de Fg; en las especies de amplia distribucion
reflejan una gran heterogenidad entre las poblaciones, los valores promedio
fueron de 0.569 en A. mexicanay 0.311 en A. lueddemanniana.

Las relaciones filogenéticas entre las especies fue examinada utilizando
datos electroforéticos. Algunas poblaciones de especies diferentes estuvieron
mas cerca filogenéticamente que algunas que pertenecian a la misma especie.
Los resultados indican que A. macavughii es la especie filogenéticamente
mas alejada dentro del grupo. Cada poblacion pareciera tener una
composicion genética diferente.

Se analiz6 la estructura y variacion genética intrapoblacional en nueve
subpoblaciones de A. tuitensis, una especie clonal. Los niveles de
polimorfismo genético encontrados fueron relativamente altos para ser una
especie endémica extrema. La mayoria de las subpoblaciones estuvieron en
equilibrio de Hardy-Weinberg y presentaron poca diferenciacion (Fg= 0.196).
También,se investigé la diversidad genética clonal en esta especie. Se
detectaron 33 genotipos multilocus (genets) y una alta diversidad genética
clonal (DG= 0.878). El genet mas abundante tuvo una frecuencia igual a
32.11%, los genets tinicos, en conjunto presentaron una frecuencia igual a
17.43%. Los resultados sugieren que en esta especie se presentan eventos de
reproduccion sexual.



ABSTRACT

The genetic variation and structure of four species of Podaechmea
subgenus, 4echmea genus that have contrasting geographic distributions was
examined by electrophoretic analysis. Aech mea mexicana and A4.
lueddemanniana are widely spread and A. macavughii and A. tuitensis hava a
restricted distribution. Eight populations of A. mexicana were collected,
seven of A. lueddemanniana and one of each of the remaining two. All
species had moderatelly low levels of genetic variation. 4. mexicana showed
the lowest mean number of alleles per polymorphic locus (2.4), percent of
polymorpkhic loci (49%) and observed heterozigosity (0.054). The two
geographically restricted species had higher mean number of alleles per
polymorphic locus than A. lueddemanniana (2.5 for A. macavughii and 2.6
for A. tuitensis). Geographic distribution was a poor predictor of genetic
diversity in these species. Most of the populations studied showed an
homozygotes excess. This indicates that selfing has been an important factor
in the evolution of the group. The Fy values found in the widespread species
reflects a high differentiation between populations, mean values were 0.615 in
A. mexicana and 0.321 in A. lueddemanniana.

The filogenetic relationships between these species was examined
using electrophoretic data. Some populations belonging to different species
are genetically closer than other from the same species. Each population
seems to have a specific genetic composition.

The genetic diversity within nine subpopulations of A. tuitensis, a
clonal herb, was analyzed. The subpopulations had high genetic
polymorphism levels considering that it is.an extreme endemic. Most of the
subpopulations were in Hardy-Weinberg equilibrium and showed low
differentiation. Clonal diversity was also examined in A. tuitensis Thirty three
multilocus genotypes (genets) and a high clonal diversity (DG= 0.878) were
found. The most common genet had a frecuency equal to 32.11% and the
unique ones, all together, had 17.43% . These results suggest that in this
species occurs sexual reproduction.



Esta tesis se propone estudiar la diversidad, estructura y relaciones
filogenéticas en cuatro especies del género Aechmea (Bromeliaceae), A.
mexicana, A. lueddemanniana, A. macvaughii y A. tuitensis, que tienen
distribuciones geograficas contrastantes. Con base en estos aspectos se
analizaran las fuerzas evolutivas que pueden estar detras de los patrones

observados y se sugeriran las estrategias de conservacion mas adecuadas.

La tesis se divide en siete capitulos. El capitulo uno corresponde a la
introduccion general y al contexto teorico del trabajo. El capitulo dos
menciona las caracteristicas de las especies estudiadas y localidades
muestreadas. El capitulo tres versa sobre los niveles de diversidad genética en
estas especies que presentan distribuciones geograficas contrastantes. En el
capitulo cuatro se analiza la estructura genética de todas las especies. Las
relaciones filogenéticas entre estas especies se tratan en el capitulo cinco. En
el capitulo seis se hace un analisis intrapoblacional de la distribucion de la |
variacion genética y de la diversidad genética clonal de A. tuitensis.

Finalmente, en el capitulo siete se dan las consideraciones finales.



CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

1. 1 GENETICA DE POBLACIONES

La genética de poblaciones es la disciplina que describe y analiza la
variacion genética dentro y entre poblaciones a partir de las frecuencias
alélicas y genotipicas. La interpretacion de esta variacion en los organismos
diploides se fundamenta en la ley de Hardy-Weinberg, la cual establece que
en poblaciones panmiticas y en ausencia de fuerzas evolutivas como
migracion, seleccion, deriva y mutacion, las frecuencias alélicas permanecen
constantes de generacion en generacion, lo que permite predecir las
frecuencias genotipicas a partir de las alélicas (Richardson et al., 1986; Burns
y Bottino, 1989; Hartl y Clark, 1989). Si los genotipos observados no
guardan la relacion que se esperaria por azar, entonces alguna de las fuerzas

evolutivas esta influyendo determinantemente en el patron observado.

En este trabajo nos interesan la endogamia y las fuerzas evolutivas,
deriva génica y flujo génico. La deriva génica es una fuerza que cambia las
frecuencias alélicas simplemente por azar (errores de muestreo) durante la
transmision de genes de una generacion a otra. La deriva puede ser
importante en poblaciones pequeiias. Simulaciones del comportamiento de las
frecuencias alélicas durante varias generaciones en poblaciones con menos de
20 individuos han demostrado, por un lado, que estas presentan fuertes
fluctuaciones y, por otro, que en cada locus uno de los alelos tiende a fijarse

(Lacy, 1987; Hartl y Clark, 1989; Eguiarte, 1990; Ellstrand y Elam, 1993).



Una de las consecuencias mas importantes de la accion de la deriva génica es

la pérdida de variacion genética a nivel de la subpoblacion.

La endogamia es un término que se refiere al apareamiento entre
parientes y, al igual que la deriva génica, aleja a las poblaciones del equilibrio
de Hardy-Weinberg e incrementa significativamente la proporcion de
homocigos. Existe una relacion entre la endogamia, bajos niveles de
heterocigosis y alta subdivision entre poblaciones. Mucho se ha dicho acerca
de los efectos negativos que causa la autofertilizacion, que no es mas que una
endogamia extrema. El ejemplo clasico es la depresion por endogamia,
fenomeno que disminuye la adecuacion relativa del individuo a consecuencia
de la expresion de alelos letales y deletéreos (Franklin, 1980; Hartl y Clark,
1989, Eguiarte, 1990; Barrett y Kohn, 1991; Primack, 1993). Sin embargo,
estos efectos pueden ser contrarrestados por la accion de la seleccion natural

(Lynch, 1977).

El flujo génico es una fuerza evolutiva cuyo efecto sobre las
poblaciones naturales depende de interacciones complejas entre las otras
fuerzas evolutivas (Hamrick, 1987). En general, el movimiento de genes entre
poblaciones homogeniza la variacion genética contenida en estas (Slatkin,

1987).

1.2. BIOLOGIA DE LA CONSERVACION
En este siglo, a consecuencia de los procesos de desarrollo y

crecimiento poblacional, la destruccion de habitats y especies esta ocurriendo



a una tasa muy alta. Ello ha generado en los tltimos aiios una preocupacion
activa en torno a la conservacion de la diversidad biologica, tanto in situ
como ex situ (Lande, 1988; Simberloff, 1988; Eguiarte et al., 1992; Meffe y
Carrol, 1994).

En el disefio de estrategias de conservacion de especies se han
utilizado datos demograficos y muy recientemente genéticos (Eguiarte y
Pifiero, 1990; Nunney y Campell, 1993). Estos ultimos, se han convertido en
informacion importante para establecer estrategias de conservacion, debido al
gran desarrollo que han tenido las diferentes técnicas moleculares en estas
tres ultimas décadas. Sin embargo, como es dificil conservar todo, es

necesario jerarquizar, establecer prioridades.

Las especies con distribuciones geograficas restringidas, bajas
densidades y que crecen en habitats muy especificos, aislados, son mas
propensas a experimentar los efectos de la deriva génica y a presentar altos
niveles de divergencia poblacional en comparacion a aquellas que son mas
grandes y se encuentran menos aisladas (Godt y Hamrick, 1993). Sin
embargo, este patrén puede modificarse dependiendo de los niveles de flujo
génico que ocurran dentro y entre las poblaciones y del sistema de
cruzamiento predominante en la especie. Las especies que estén dentro de
esta categoria son las que potencialmente estan en peligro de desaparecer y

en consecuencia, son las mas urgentes a estudiar y conservar.



1.3. EPIFITAS

Las epifitas vasculares son plantas de vida libre, que pasan total o
parcialmente su ciclo de vida unidas a otra planta y presentan una variedad de
adaptaciones morfologicas y fisiologicas que facilitan su sobrevivencia en
ambientes muy desfavorables. El epifitismo ha evolucionado de manera
independiente en numerosas familias de plantas (Benzing, 1987, Liittge,
1989). Los sustratos donde crecen las epifitas presentan severas restricciones
al desarrollo de las poblaciones ya que, en general son habitats discontinuos e
inestables. En definitiva son hébitats extremos que seguramente han ejercido
una presion particular en la evolucion de plantas con esta forma de vida
(Benzing, 1990).

En las Bromeliaceae, segunda familia con mayor nimero de especies
epifitas, los aspectos fisiologicos y ecologicos determinantes en su evolucion
han sido extensivamente estudiados (Medina et al., 1977, Smith et al., 1986,
Liittge, 1989; Benzing, 1990). Sin embargo, en el contexto genético la
informacién es bastante escasa. Qué tanta diversidad genética contienen estas
poblaciones, como se distribuye esa variacion, qué fuerzas evolutivas son |
mas importantes. Qué tipo de estrategias reproductivas tienen para garantizar
la produccion de semillas en ambientes tan inestables, son preguntas por

responder.



CAPITULO 2
SISTEMAS Y SITIOS DE ESTUDIO

2.1 EPIFITISMO

Tres de las especies seleccionadas para este trabajo se encuentran
predominantemente como epifitas, que son plantas de vida libre y pasan total
o parcialmente su ciclo de vida unidas a otra planta. Presentan un crecimiento

lento y alta longevidad (Benzing, 1987).

El origen del epifitismo aun no esta del todo claro. Se cree que
evoluciond de manera independientemente en cada una de las familias de
plantas vasculares y helechos que lo presentan. Hay dos hipétesis para
explicar su aparicion, una propone que los habitats ancestrales fueron
humedos y oscuros y que las especies se acercaron progresivamente al dosel
desde el sotobosque (Schimper, 1888). La segunda hipoétesis plantea que
estos ambientes primarios, en el caso de las bromelias, eran secos y
expuestos (Pittendrigh, 1948). Hoy en dia hay evidencias de que ambas
propuestas son ciertas, pero, para diferentes linajes y que los mecanismos de
fijacion de carbono han sido importantes en la conquista del espacio aéreo
(Griffiths, 1989). Los primeros registros geologicos que se tienen de epifitas
datan de finales del Eoceno. Sin embargo, la radiacién masiva parece haber

ocurrido a partir del Plioceno-Pleistoceno (Benzing, 1989).



La flora epifita vascular es poco diversa en climas templados. Son
plantas asociadas al tropico y subtrépico, aunque su diversidad y abundancia
es muy variable dentro de estas comunidades. En general, los bosques
nublados o mesofilos, de elevacion intermedia son los que exhiben mayor
cantidad de epifitas. En el interior de un bosque la distribucion vertical de
estas plantas responde a condiciones microclimaticas y mecanicas (Gentry y
Dodson, 1987; Benzing, 1990).

2.2 BROMELIAS

Dentro de las epifitas las Bromeliaceae ocupan el segundo lugar en
numero de especies con este habito. De un total de 2,500 especies reportadas,
1,144 (45.76%) son epifitas (Benzing, 1990). La familia presenta una
distribucion esencialmente neotropical, aunque se encuentran desde la parte
oriental de Virginia en los Estados Unidos (alrededor de los 38°N) hasta la
region central de Argentina y Chile (alrededor de los 44°S). Se postulan tres
centros de dispersion para el grupo: Los Andes, las tierras altas de Guayana y
la regién oriental de Brasil. La familia se divide en tres subfamilias:
Pitcairnioidae, Bromelioidae y Tillandsioidae (Smith y Downs, 1974, 1977 y
1979).

Las especies consideradas en este trabajo pertenecen al subgénero
Podaechmea, género Aechmea y subfamilia Bromelioideae. El género incluye

unas 250 especies agrupadas en ocho subgéneros (Smith yDowns, 1979).
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Fig. 2.1. Esquema de una planta de Podaechmea con su inflorescencia y yemas en
la base de los ejes foliares (tomado de Benzing, 1897).

2.2.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Las especies de Podaechmea son plantas monocotiledoneas,
herbaceas, perennes, epifitas, saxicolas (que crecen sobre rocas) y raramente
terrestres. Presentan una alta produccion vegetativa a través de yemas que
aparecen en los ejes foliares de plantas adultas con orientaciones tipo
simpodial-dicasica (Fig. 2.1). Sus hojas, arrosetadas y espinosas forman en
muchos casos una especie de recipiente donde se acumula agua que se utiliza

en periodos de déficit hidrico y permite la asociacion de una flora y fauna



particular a ese microhabitat (Pittendrigh, 1948; Benzing, 1987). El largo y el
ancho de las hojas va de 30 a 120 y de 5 a 7 cm, respectivamente. La
inflorescencia es terminal, con una tinica floracion por eje y presenta varias
partes que constituyen un eje central en forma de un racimo sostenido por un
escapo alargado, recto o péndulo, segun la especie, seguido por bracteas muy
rojas. Las flores son tipicas de monocotiledoneas, trimeras, bisexuales, con
tres sépalos muy coloridos y compactos, tres pétalos. Los estambres se
disponen en dos circulos de tres. El ovario es infero y resulta de la fusion de
tres carpelos. Un niimero considerable de especies son autocompatibles y
pueden producir frutos sin ser fertilizadas, pero también hay evidencias de
polinizacién por colibries, murciélagos y abejas (Ackerman, 1986;
Bernardello et al., 1991). En general, producen un néctar rico en azicares
pero bajo en aminoécidos (Bernardello ef al., 1991). El fruto es una baya con
semillas pequeiias (2-3 mm) y sin apéndices. Son dispersadas por animales,

especialmente aves, y por viento (Smith y Downs, 1974).

2.2.2 DISTRIBUCION

Las especies de Podaechmea se distribuyen de manera discreta desde
la parte meridional de México hasta Perii (Fig. 2.2). El grupo esta
conformado por seis especies (Smith y Downs, 1979); Aechmea mexicana
(Baker), A. lueddemanniana (K. Koch) Brongn. ex Mez in Engl., Pflanzenr.
IV, A. ferruginea L. B. Smith, Contr., 4. macvaughii, L. B. Smith, A.
galeottei (Baker) y A. tuitensis (P. Magaiia y E. Lott). De estas, A. mexicana
y A. lueddemanniana tienen varias poblaciones a lo largo de México y

América Central, mientras que A. macvaughii solo tiene reportadas dos
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poblaciones en México. Cada una de las especies restantes solo tienen

reportada una poblacion en el mundo, A. ferruginea, endémica para Peru y

A. tuitensis y A. galeottei endémicas a México. Es interesante sefalar que

s6lo existe un registro de 4. ferruginea que data del siglo pasado en el

Herbario Nacional de Lima. Es posible que esta especie haya desaparecido.

Tabla 2.1. Localidades de todas las poblaciones colectadas en México de las
especies: Aechmea mexicana, A. lueddemanniana, A. macvaughii'y A. tuitensis.

Localidad

Especie No pobl. Nombre Estado
A. mexicana 1 VAL Jalisco
2 SAG Oaxaca
3 NEC Puebla
4 COR Veracruz
5 SAT Oaxaca
6 HID Veracruz
7 XIL S.L. Potosi
8 COF Chiapas

21.5 Km al sur del camino Pto.
Vallarta a Barra de Navidad

San Agustin, Jacatepec, camino
Tuxtepec a Matias Romero
Tlaxcalantongo, camino Nuevo
Necaxa a Xicotepec de Juarez
Santa Ana, Amatlan de los Reyes.
San Antonio, Jacatepec

Laguna, Hidalgotitlan

Las Pozas-La Conchita, Xilitla
cerca de Crucero Corozal, camino
Palenque-Bonampak

A. lueddemanniana 1 HID Veracruz Laguna, Hidalgotitlan
2 MAR Veracruz camino Coyame-Tebanca, Sierra
de Santa Marta
3 TUX Veracruz Est. Biol. Los Tuxtlas
4 PER \Veracruz alrededores de Dos Amates,
camino Catemaco-Sontecomapan
5 OCO Chiapas Laguna Ocotalito
6 HUA Oaxaca a 15 Km de la bifurcacion
Huautla-Usila, via Huautla
7  BER Chiapas camino Berriozabal-Rancho El
Suspiro
A. macvaughii 1 MACYV Colima 12 Km al SO de Pihuamo
A. tuitensis 1 TUIT Jalisco terraceria hacia la mina, El Tuito




s

Aechmea galeotti nunca se encontr6 en la localidad reportada (Paso del

Macho, Veracruz), ni en los sitios aledafios visitados. La ubicacion

geografica de las poblaciones muestreadas en este trabajo se presentan en la

tabla 2.1. y en la Fig. 2.3. Aechmea mexicana y A. lueddemanniana

presentan una distribucion muy disyunta y como consecuencia de la

alteracion de sus habitats el nimero de poblaciones de estas especies ha

disminuido considerablemente. En la tabla 2.2 se presentan algunas

Tabla 2.2. Caracteristicas climaticas de las localidades muestreadas para las
especies: Aechmea mexicana, A. lueddemanniana, A. macvaughii y A. tuitensis
en México*. La precipitacion, pp, se da en mm y la altitud en msnm.

Especie No. Pobl. Vegetacion** PP Altitud
A. mexicana 1 Bosque Tropical Subcaducifolio 1,430 100
2 Bosque Tropical Perennifolio 3,878 350
3 Bosque Mesofilo de Montafia 2,920 550
4 . v 2,148 650
5 Bosque Tropical Perennifolio 3,878 350
6 Bosque Tropical Perennifolio 2,384 130
7 Bosque Meséfilo de Montaiia 2,023 550
8 Bosque Tropical Perennifolio 3,304 160
A. lueddemanniana 1 Bosque Tropical Perennifolio 2,384 130
2 “ “ 4,562 970
3 = “ 4,600 150
4 N 3 4,600 700
5 % * 3,304 1,300
6 i s 2,640 800
7 “ “ 800 1,100
A. macvaughii 1 Bosque Tropical Caducifolio 906 550
A. tuitensis 1 Bosque de Pino-Encino 1,900 1,500

*tomado de Garcia (1987). **Rzedowski (1988).
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caracteristicas ecologicas de las localidades muestreadas. Aechmea mexicana
tiene reportada mas poblaciones y en mayor variedad de tipos de vegetacion
que A. lueddemanniana,la cual s6lo se presenta en bosques tropicales
perennifolios (Smith y Downs, 1979), pero en un intervalo mas amplio de
altitud sobre el nivel del mar (130-1,300).

Aechmea macvaughii es una especie epifita y saxicola (crecimiento
sobre rocas), se presenta en clones o como individuos aislados, es endémica
para México, su tamafio poblacional es de 100-150 individuos
aproximadamente. Ha sido reportada para dos localidades (Smith y Downs,
1979). Sin embargo, sélo se logré muestrear en Pihuamo, Jalisco (bosque
tropical caducifolio), ya que el sitio ubicado en el municipio Ixtlahuacén en el

estado de Colima, ha sido practicamente destruido con fines agropecuarios.

Aechmea tuitensis es también endémica para México y es la tinica
especie del grupo que no es epifita. Forma clones sobre rocas, en un bosque
de pino encino a 1,500 msnm. Sélo esta reportada para una localidad ubicada
en El Tuito, Jalisco (Magaiia y Lott, 1987).



CAPITULO 3

VARIACION GENETICA DENTRO Y ENTRE CUATRO ESPECIES
DE Aechmea CON DISTRIBUCIONES GEOGRAFICAS
CONTRASTANTES.

3.1 INTRODUCCION

Numerosos estudios realizados en las tltimas tres décadas han
demostrado la gran cantidad de variacion genética existente en poblaciones
naturales, tanto dentro, como entre grupos taxonémicos, incluyendo bacterias
(Selander et al., 1987; Souza, 1990; Souza et al., 1992), plantas (Levin,
1978; Hamrick et al., 1979; Eguiarte, 1990, Hamrick y Godt, 1990) y
animales (Lewontin y Hubby, 1966; Nevo, 1978). La variacion genética total
contenida dentro de las especies puede dividirse en regiones, poblaciones ¢
individuos dentro de poblaciones. A través del estudio de la dinamica de la
variacion genética (estructura espacio-temporal) podemos tener una
aproximacion de como han evolucionado las especies. Esta variacion resulta
de la accion conjunta de la mutacion, la migracion, la seleccion y la deriva
génica sobre las caracteristicas ecoldgicas, el tamafio efectivo de la
poblacién, los sistemas de apareamiento y los mecanismos de dispersion de
polen y semillas (Nevo, 1978; Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick, 1987,
Eguiarte, 1990; Hamrick y Godt, 1990; Barrett y Kohn, 1991; Eguiarte et al.,
1993).

Para la biologia de la conservacion el estudio y anlisis de las especies

raras es fundamental por ser estas las més vulnerables y con mayor riesgo
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(potencial) de desaparecer. Ademas, la rareza como fenémeno ha sido motivo
de preocupacion desde Darwin, quien sefiald que la rareza precedia a la
extincion. Watson (1870), acuiio el término en su compendio sobre las
plantas de Gran Bretaiia y lo utiliz6 para referirse a "aquellas plantas sin
ninguna afinidad geografica o habitat especifico claro". Sus ideas
influenciaron mucho a Darwin, Wallace y otros. Para Darwin la definicion de
rareza incluia factores geoldgicos, evolutivos, ecoldgicos, geograficos y
genéticos. Es interesante destacar que, después de muchas controversias
(durante este siglo) en relacion a las causas de la rareza, la idea de Darwin se
ha retomado (Fiedler, 1986). Para Harper (1977) las poblaciones pueden ser
pequeifias porque existen pocos sitios ad hoc muy separados entre si que
limitan la dispersion de la especie, por baja capacidad de carga del sitio o

porque la colonizacién apenas esté ocurriendo.

Las causas que determin la rareza en cada especie pueden ser
diferentes y deberse a factores ecoldgicos, genéticos, de historia de vida,
historia evolutiva, dindmica poblacional, perturbaciones humanas y biologia
reproductiva (Fiedler, 1986; Soltis y Soltis, 1991; Fiedler y Ahouse, 1992).
La rareza es un término relativo. Frecuentemente se piensa que las especies
raras siempre tienen poblaciones pequeiias, pero no siempre es asi. Existen
taxa ampliamente distribuidos, pero poco abundantes o poblaciones
abundantes presentes solo en localidades muy particulares del planeta
(Stebbins, 1982; Fiedler y Ahouse, 1992). Rabinowitz (1980) propuso siete
forinas de rarezas producto de evaluar la distribucion geogréfica, la

especificidad de habitat y el tamaiio poblacional, asignando dos alternativas a



cada aspecto (tabla 3.1). Cada una de las combinaciones representa un tipo
de rareza. Sin embargo, aquellas especies con una distribucion restringida y
que solo crecen en habitats muy especificos son las clasicas especies raras y

son potencialmente las mas vulnerables (Drury, 1980).

Tabla 3.1. Tipos de rareza considerando la distribucion geografica, especificidad
de habitat y tamaiio poblacional (Rabinowitz, 1980).

Distribucién geogrifica grande pequeiia
Especificidad de habitat amplio restringido amplio restringido
tamafio poblacional local COMUN PREDECIBLE | COMUN | ENDEMICA
grande, dominante en | localmente localmente localmente | localmente
todos en todos los abundante en abundante en | abundante | abundante en
lugares muchos lugares | muchos luga | en muchos | muchos hébi-
y habitats res pero en | habitats pe | tats especifi-
habitas o restrin- | cos pero res-

especificos | gida gegra | tringida geo-
ficamente | graficamente

tamafio poblacional local ESCASA PREDECIBLE ENDEMICA
pequeiio, frecuente pero | frecuente y nose |escasay geo-
no dominante escasa en escasa en conocen | graficamente
muchos lugares | muchos restringida a
y habitats lugares pero habitats
en habitats especificos
especificos :

Existen numerosas evidencias que demuestran que las plantas con una
distribucion geografica restringida (especies raras) presentan una menor
diversidad genética en relacion a las especies ampliamente distribuidas (Ledig
y Conkle, 1983; Billington, 1991; van Treuren et al., 1991). A pesar de ¢llo,

no se debe generalizar, ya que son muy pocos los estudios donde se
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comparan especies cercanas filogenéticamente y con distribuciones
geograficas contrastantes. La distribucion geografica puede ser un buen
predictor de la variacion genética en algunos grupos pero no en todos ya que,
como se menciond en parrafos anteriores, la cantidad de variacion genética
presente en las poblaciones naturales es el resultado de la accion de miltiples

fuerzas y procesos evolutivos.

El subgénero Podaechmea en México ofrece una excelente
oportunidad para evaluar, por un lado, la relacion entre la variacion genética y
la distribucion geografica y, por el otro, generar informacién basica que
permita plantear algunas estrategias de conservacion de plantas epifitas y
raras. Este grupo comprende cuatro especies con distribuciones geograficas
contrastantes, Aechmea mexicana, A. lueddemanniana, A. macvaughii y A.
tuitensis. Las dos primeras presentan una distribucion geografica
relativamente amplia, pero difieren en la especificidad de habitat. 4.
mexicana se presenta en diferentes tipos de comunidades vegetales, mientras
que A. lueddemanniana sélo se encuentra en el bosque tropical perennifolio.
A. macvaughii y A. tuitensis constituyen especies endémicas para México y

con una unica poblacién en el pais (endémismo extremo).

3.2 OBJETIVO
Estimar y comparar, utilizando técnicas electroforéticas, los niveles de
variacion genética intra e inter especificos en cuatro especies pertenecientes

ai subgénero Podaechmea (Bromeliaceae), con distribuciones geograficas
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contrastantes, Aechmea mexicana 'y A. lueddemanniana de amplia
distribucion, A. macvaughii y A. tuitensis, endémicas extremas.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Electroforesis

Para realizar estudios de genética de poblaciones se colectaron, entre
enero de 1993 y mayo de 1994, ocho poblaciones de Aechmea mexicana,
siete de A. lueddemanniana, una de A. macvaughii y una de A. tuitensis
ubicadas en los estados de Chiapas, Jalisco, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi
y Veracruz de la Republica Mexicana. Excepto A. tuitensis (especie con
crecimiento extensivamente clonal), todas las especies estudiadas se
presentaron en algunas localidades como individuos aislados o en grupo,
formando un clon. Dentro de un clon siempre se tom6 una sola muestra. Se
cortaron entre dos y cuatro hojas por individuo que fueron marcadas,
empaquetadas y refrigeradas. Posteriormente, se almacenaron en nitrogeno
liquido y se trasladaron al laboratorio, donde se congelaron a -70° C. Se
macerd en un mortero aproximadamente 1.5 cm? de tejido foliar hasta
obtener una pasta uniforme, con 1 ml de un buffer compuesto de: acido citrif:o .
0.02 M, L-histidina 0.065 M, sacarosa 0.09 M y 5% (V/V) de dimetil
sulféxido. El homogenado resultante fue absorbido en papeles de filtro de 0.7
x0.3x0.1 cm y colocados verticalmente en geles de almidén (10-12%). Las
soluciones para los buffers utilizados, los voltajes, amperajes, tiempos
aplicados (sistemas de corrida) y recetas de tincion se describen en el
apéndice 1. Después de la corrida, los geles fueron cortados horizontalmente

en cinco rebanadas (desechando la primera), aplicando a cada una, una receta
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de tincion particular (Soltis et al., 1983). En total se revelaron siete enzimas:
peroxidasa catodica y anddica (APX-CPX), malato deshidrogenasa malica
(MDH), diaforasa (DIA), aspartato amino transferasa (GOT), fosfogluco
isomerasa (PGI), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGD) y leucin amino
peptidasa (LAP). Los genotipos se infirieron directamente de los patrones de
bandeo que presentaron las enzimas. La designacion de los loci y alelos, en
todos lo casos, se hizo con base en la movilidad relativa de las proteinas. El
locus mas alejado del origen para cada enzima se etiquetd con el numero uno,
el siguiente con el numero dos, y asi sucesivamente. Se siguié el mismo

criterio para los alelos.

3.3.2. Analisis de los datos
Se realizaron los siguientes calculos:
- frecuencias alélicas: en el caso de dos alelos se utilizd la formula de Hedrick

(1983):

p= (an+12 au)/N q= (172 ap2 +azz)/N

donde, a;}, aj; y a,; son las frecuencias absolutas de los tres genotipos y N el

tamafio de la muestra. Se realizé una prueba de G (Sokal y Rohlf, 1981) para

evaluar la homogeneidad de las frecuencias alélicas entre las poblaciones.

- numero promedio de alelos por locus y por locus polimérfico, calculado, en

ambos casos como el nimero total de alelos dividido entre el numero total de

loci analizados.

- numero efectivo de alelos por locus, Ap, este indice considera la abundancia

de cada alelo y le da mas peso a los comunes (Hedrick, 1983),
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Ap= 1/ (Zp?)
donde: p; es la frecuencia del iésimo alelo en ese locus.
- porcentaje de loci polimérficos, P. Un locus se considera polimorfico si la
frecuencia del alelo mas comin es menor o igual a 0.95 (Nei, 1973).
P = (No. loci polimérficos/No loci analizados) x 100
- heterocigosis promedio esperada, He: es la heterocigosis esperada en
equilibrio de Hardy-Weinberg para un locus con n alelos (Hedrick, 1983),
He = 1- épiz
donde, p; es la frecuencia del alelo iésimo en ese locus
Las estimaciones anteriores se realizaron a nivel de poblaciones y

luego se obtuvieron los promedios a nivel de especie.

3.4 RESULTADOS
Se ensayaron 35 loci en total, pero sélo se resolvieron exitosamente
diez loci para A. mexicana, siete para A. lueddemanniana, cinco para 4.

macvaughii y nueve para A. tuitensis (apéndice I).

Los patrones de bandeo de las enzimas que presentaron los individuos
homocigotos y heterocigotos (considerando a las cuatro especies) se muestran
en la Fig. 3.1. La APX present6 un sélo locus, con un total de cuatro alelos en
todas las poblaciones, excepto en las SAT (Oaxaca) y HID (Veracruz) de A.
mexicana, donde se observaron cuatro loci, de los cuales sélo uno fue
polimoérfico. La CPX present6 dos loci y cinco alelos, pero sélo se analizé

uno, ya que el otro fue inconsistente. La PGI mostr6 dos loci y tres alelos en
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Fig. 3.1. Patrones de bandeo de los todos genotipos homocigotos y
heterocigotos observados en las especies: Adechmea mexicana, A.
lueddemanniana, A. macvaughii 'y A. tuitensis en México.
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cada una, no siempre con la misma resolucion entre las especies. Por esta
razon se ley6 PGI-1 en algunas especies y PGI-2 en otras.La DIA tifi6 en tres
de las especies, A. lueddemanniana, A. mexicana y A. tuitensis, exhibiendo
dos loci, uno con tres alelos y el otro con cuatro. Sélo pudo resolverse LAP
para A. mexicanay A. tuitensis, mostrando dos loci, con tres y dos alelos. La
GOT se resolvié para todas las especies y siempre presento un locus y dos
alelos. La MDH exhibio casi siempre cuatro loci. Sin embargo, soélo se leyo el
nimero 4, que invariablemente tifi¢ y present6 variacion (tres alelos). La 6-
PGD fue exitosa en A. mexicana, A. lueddemanniana y A. tuitensis y mostro

un unico locus con tres alelos.

En la tabla 3.2 se muestran los estimadores de diversidad: nimero
promedio de alelos por locus y locus polimérfico, porcentaje de loci
polimoérficos para cada poblacién y la heterocigosis observada y esperada por
poblacion y por especie (promedio). El nimero promedio de alelos/poblacion
por locus y por locus polimérfico fue mayor en las especies endémicas A.
macvaughii 'y A. tuitensis. Sin embargo, el nimero efectivo de alelos por
locus mostré otro patrén. El maximo valor lo present6 A. lueddemanniana |
(1.32), luego sigui6é A. mexicana con 1.19. Mientras que, las dos especies
endémicas presentaron el mismo valor (1.18). El porcentaje de loci
polimorficos vari6 entre 48.75 % (4. mexicana) y 80% (A. macvaughii). En
relacion a la heterocigosis observada las dos especies endémicas mostraron

valores por encima de A. mexicana y por debajo de A. lueddemanniana.

Dentro de A. mexicana las poblaciones SAG (Oaxaca) y HID

(Veracruz) fueron las que presentaron mayor nimero de alelos/locus. Sin
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Tabla 3.2. Valores de varios estimadores de diversidad genética en diez loci para ocho
poblaciones de Aechmea mexicana, siete loci y siete poblaciones de A4./lueddemanniana,
cinco y nueve loci de A. macvaughii y A. tuitensis, respectivamente, en México (los
errores estandar se muestran entre paréntesis).

No. Cod.* No.ind. No. alelos

No. alelos

% loci

Especie Pobl. Pobl. prom. prom.  prom/locus polimorficos Heterocigosis
por locus por locus polimorfico observ. esper.
A. mexicana 1 VAL 30.0 14 2 40.0 .063 .095
(.0) 2) () (042)  (.041)
2 SAG 269 20 3 50.0 .081 A7
(1.3) (.3) ) (.043)  (.066)
3 NEC 295 1.8 24 50.0 081 146
(3) (3) (3) (.034)  (.056)
4 COR 151 1.8 24 50.0 .039 212
(3) (2) (2) (027)  (.069)
5 SAT 205 1.6 23 30.0 .029 125
(3 (.2) (.3) (.019) (.059)
6 HID 23.1 20 23 70.0 072 .264
(1.0) (.2) (2 (.033) (.067)
7 XIL 295 1.5 24 40.0 .023 077
(3) (:2) (.3) (.013) (.039)
8 COF 292 1.7 2 60.0 .045 164
(.5 (:2) (0) (.018) (.052)
promedio 1.73 24 48.75 054 157
(.20) (.11) (11.7) (.02) (.057)
A. lueddemanniana 1 HID 279 1.7 2 57.1 039 211
(2.0) (2) 0) (026)  (.080)
2 MAR 197 1.9 22 57.1 114 189
3) 3) (2) (083)  (.083)
3 TUX 203 21 25 286 .068 156
(12) (4) (5 (033)  (078)
4 PER 194 20 22 85.7 136 223
(1.0) (2) (.2) (061)  (.054)
5 0CO 1269 24 26 57.1 048 212
(1.1) (.5 (4) (.027) (.085)
6 HUA 290 26 27 714 13 264
(.0) (4) (4) (.064) (.068)
7 BER  26.7 24 2.6 100.0 .062 443
(1.4) (.3) (.3) (.042) (.026)
promedio 2.16 2.4 6529 083 243
(.30) (.10) (21.40) (.035) (.087)
A. macvaughii 1 MACV 30 22 25 80.00 .067 .148
(4) (.29) (.028) (.051)
A. tuitensis 1 TUIT 112 2.2 26 55.00 .062 155
(4) (25) (026)  (044)

* nombres de las poblaciones (su ubicacion geografica se da en el capitulo dos,

tabla 2.1.
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embargo, considerando solo los loci polimérficos los valores mas altos
correspondieron a las poblaciones NEC (Puebla), COR (Veracruz) y XIL (San Luis
Potosi). El porcentaje de loci polimérficos vario entre 30 (SAT, Oaxaca) y 70%
(HID, Veracruz). Finalmente, la mayor heterocigosis observada correspondi6 a las

poblaciones SAG (Oaxaca) y NEC (Puebla).

Para A. lueddemanniana los valores fueron ligeramente mayores, presentando
en promedio, 2.16 y 2.4 alelos/poblacién por locus y por locus polimérfico,
respectivamente. En ambos casos el valor mas alto lo exhibi6 la poblacion HUA
(Oaxaca). En relacion al porcentaje de loci polimérficos, los valores estuvieron
entre 28.6% y 100%. Este ultimo lo presenté la poblacion BER (Chiapas). Los
valores de heterocigosis fueron relativamente bajos, pero en general, mayores a los
de A. mexicana. Estos valores relativamente altos reflejan que existe diversidad
alélica aunque desproporcionada. Es decir, un alelo con alta frecuencia y otro o

varios con una frecuencia bastante baja.

3.5 DISCUSION

Los niveles de variacién genética presentes en A. mexicana, una especie
monocotiledonea, herbacea, de vida larga, con una distribucion amplia y con
autofertilizacion como sistema de apareamiento predominante, son moderadamente
bajos y estan alrededor a los encontrados en especies con este mismo tipo de
caracteristicas (Hamrick, 1989). Sin embargo, hay discrepancias entre los diferentes
estimadores en relacion a la literatura. En particular, el porcentaje de loci

polimoérficos (49%) es mas alto que el reportado por Hamrick y Godt (1990), a nivel
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de especie, para monocotiledoneas, hierbas perennes y con distribucion tropical (40,
39 y 33%, respectivamente). Los valores reportados por estos autores deben

tomarse (con cuidado) sélo como un marco de referencia ya que representan valores
promedios, con varianzas considerables, de muchos estudios. El nimero efectivo de
alelos promedio, Ae, fue igual a 1.19 y esta dentro de los promedios reportados para

especies herbaceas de larga vida.

Aechmea lueddemanniana, con caracteristicas muy similares a A. mexicana,
presenta la misma tendencia en los estimadores de diversidad genética, pero con

valores un poco mas altos (P= 65%, Ae=1.3).

Las especies endémicas, A. macvaughii y A. tuitensis presentaron mayor
diversidad genética, considerando todos los estimadores, que todas las poblaciones
A. mexicana, una especie ampliamente distribuida en el neotrépico y que otras
especies raras (Billington, 1991; Baskauf e al., 1994). Sin embargo, sélo los
valores de alelos/locus estuvieron ligeramente por encima que el promedio para A.
lueddemanniana, aunque algunas poblaciones de esta especie mostraron una menor

diversidad genética que las especies endémicas extremas.

En la tabla 3.3 se muestran diferentes estimadores de diversidad genética para
algunas especies de la familia Bromeliaceae que han sido estudiadas. Aechmea
lueddemanniana y A. mexicana exhiben los valores mas altos en el niimero
promedio y efectivo de alelos por locus, porcentaje de loci polimérficos y
heterocigosis esperada, mientras que los valores de Ho presentan otra dinamica, el

mas bajo es para Tillandsia recurvata (cero) seguido por A. mexicana (0.054) y el



mas alto lo presenta A. magdalenae (0.099). Tillandsia ionantha, una epifita con
fertilizacion cruzada, exhibe valores de Ho menores a A. lueddemanniana. Esta
evidencia apoya la idea de que A. lueddemanniana tiene un sistema de
apareamiento mixto mas alejado de la autofertilizacion que A. mexicana. Al
comparar la diversidad genética de las especies de Podaechmea, con otras -
Bromeliaceae se observa que en esta familia prevalecen (en general) niveles
moderados de variacién genética. Probablemente este patron esté relacionado con la
forma de vida (herbaceas, de vida larga), abundancia (en general, presentan
poblaciones con pocos individuos) y con el tipo de ambiente donde se establecen

(limitados en recursos y con una distribucion discreta).

Tabla 3.3. Estimadores de diversidad genética en los unicos estudios que se han hecho en
especies de la familia Bromeliaceae.

Especie Habito Sist. apareamiento N L P A A, H H F

Tillandsia ionatha' e  cruzado 3 16 2085 14 1.09 0.064 0.088 0.273
T. recurvata e autofertilizacion 7 19 3.77 1.1 1.18 0.000 0.151 1.000
T. friessii® s desconocido 10 14 3384 14 114 0.090 0.078 -0.154
T. muhraée* " 11 14 2692 13 1.09 0.059 0.083 0.289
T. alberi® " 10 14 3461 14 128 0.101 0160 0.369
T. guayasayensis® . 10 14 4615 15 1.14 0128 0.159 0.195

Aechmea magdalenae® t  autofertilizacion 9 18 2410 1.3 1.16 0.099 0.084 0.179
A. mexicana® et " 8 10 4875 1.7 1.19 0.054 0.157 0.656
A. lueddemanniana® e, t desconocido 7 7 6529 22 132 0.083 0243 0.658
A. macvaughii® €8 ¥ I 5 8000 22 1.18 0067 0.148 0547
1

A. tuitensis® s . 9 5560 22 1.18 0062 0.155 0.600

e: epifita; t: terrestre; s: saxicola.N: namero de poblaciones. L: nimero de loci. A;: niimero de
alelos/locus. A.,: nimero efectivo de alelo.s. H,: heterocigosis observada y H.: heterocigosis esperada.
F: indice de fijacion.

1 Palaci, 1991

2 Soltis er al., 1987

3 Murawski y Hamrick, 1990

4 este estudio
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Los resultados de este estudio indican que no existe una relacion clara entre
la distribucién geografica de una especie y su variacion genética. Si bien se han
encontrado niveles moderados de variacion genética en algunas especies con
distribucion geografica restringida (Warwick y Gotlieb ef al., 1985; Karron et al.,
1988). También, hay evidencias de una correlacion significativa entre el tamafio
poblacional y el nivel de variabilidad genética. Al respecto, van Treuren ef al.,
(1991) encontraron que el porcentaje de loci polimoérficos y el nimero promedio de
alelos por locus, en 14 poblaciones de Salvia pratensis y en 12 de Scabiosa
columbaria incrementaba con el tamafio de la poblacién. La misma tendencia ha
sido reportada por Billington (1991). Sin embargo, la distribucion geografica resulté
un mal predictor de la variacion genética en Pinus resinosa, una especie de amplia
distribucion (Fowler y Morris, 1977) y también en un estudio comparativo entre
cuatro especies del género Astragalus (Fabaceae), dos de amplia distribucion y dos
raras. Las dos especies raras presentaron mayor polimorfismo que una de las de
amplia distribucién (Karron et al., 1988; Karron, 1989 y 1991). En este estudio la
distribucion geografica no result6 un buen predictor de la variacion genética

contenida en las especies de Podaechmea.

Las especies A. macvaughii y A. tuitensis constituyen endémicos extremos
segun los criterios planteados por Rabinowitz (1980), hecho que las hace
potencialmente mas vulnerables en el contexto de la biologia de la conservacién. Sin
embargo, la diversidad genética encontrada en estas especies no refleja que las
mismas esten depauperadas. La tinica estrategia posible de conservacién in situ de
su diversidad genética es la proteccion de los pocos habitats donde crecen. La unica

poblacion existente de A. macvaughii crece en una zona rodeada de pastizales.



Probablemente el nimero de individuos de esta especie ha disminuido notablemente
a consecuencia de la extension de las zonas agricolas. Los individuos muestreados
se encontraron en un cerro con pendientes muy fuertes. Este hecho ha impedido la
desaparicion del habitat de A. macvaughii. En relacion a A. tuitensis, la situacion es
un poco diferente. Esta especie se desarrolla en un bosque de pino-encino que
constituye una isla dentro de la zona. Ademas, esta rodeado de zonas poco

alteradas. Es probable que existan alli otras especies endemicas.

En relacion a las especies de amplia distribucion, A. mexicana y A.
luteddemanniana las estrategias de conservacion a plantear dependeran de la

estructura genética que presenten (Capitulo cuatro).
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CAPITULO 4
ESTRUCTURA GENETICA EN CUATRO ESPECIES DE Aechmea

4.1 INTRODUCCION

La manera como se distribuye la variacion genética dentro y entre
poblaciones constituye su estructura genética e involucra el estudio, tanto
espacial como temporal, de las proporciones genotipicas. Describir la
estructura genética de las poblaciones es el paso previo para entender que
fuerzas evolutivas han prevalecido en la evolucion de las poblaciones

organismos (Allendorf, 1983; Loveless y Hamrick, 1984).

En las plantas existe una gran diversidad de sistemas de apareamiento.
Las posibilidades de cruza forman un continuo dentro del cual la
autofertilizacion y la fertilizacion cruzada estrictas constituyen las alternativas
extremas. Las plantas que predominantemente se autofertilizan presentan, en
general, bajo niveles de heterocigosis y alta diferenciacion entre poblaciones
(Brown, 1978; Hamrick et al., 1979;). Este hecho se relaciona estrechamente
con el limitado movimiento de polen que ocurre en este tipo de plantas
(Knigth y Waller, 1987). Sin embargo, Brown (1979) sefiala que los niveles
de heterocigosis encontrados en plantas que se autofertilizan frecuentemente
son mayores a los esperados, mientras que, en plantas con fertilizacion
cruzada son menores. Esta paradoja puede deberse a variaciones espacio-
temporales en los sistemas de apareamientos. Segin Brown, en plantas que
predominantemente se entrecruzan una menor heterocigosis tiene que ver con

el flujo génico, efecto Wahlund y con las asociaciones entre loci, mientras
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que en plantas que se autofertilizan un exceso de heterocigotos puede estar

relacionado con eventos esporadicos de fertilizacion cruzada.

Barrett y Eckert (1990) sefialan que el establecimiento de una u otra
forma de fertilizacion dependera de la interaccion compleja de factores
genéticos (variacion en los caracteres florales, niveles de endogamia,
depresion endogamica), demograficos (estructura poblacional, abundancia),
fisicos (altitud, humedad, habitat) y ecologicos (polinizadores). Para Lande y
Schemske (1985) el factor clave sera el valor de la depresion por endogamia.

Arroyo y Squeo (1990) hacen énfasis en la la forma de vida (hierba, arbol).

La estructura poblacional de una especie influye en la dinamica de
intercambio de genes. Es dificil estimar los niveles reales de flujo génico
dentro de una especie. Se han desarrollado las aproximaciones directas e
indirectas. Las estimaciones directas involucran observaciones relacionadas
con el movimiento de gametos o individuos. Sin embargo, estas no siempre
son confiables ya que la capacidad de dispersion de una especie no siempre
refleja que tanto flujo génico existe entre sus poblaciones (Slatkin, 1987). Los
métodos indirectos utilizan datos de frecuencias alélicas, polimorfismos en
los sitios de restriccion o secuencias de ADN y a partir de estos generan
estimadores del nimero de gametos o individuos que se mueven. Tienen la
ventaja de que incorporan los efectos temporales de todas las formas de
dispersion. Sin embargo, dependen de las premisas relacionadas con los
procesos que afectan a las frecuencias alélicas y ello constituye una

desventaja (Slatkin, 1987; Slatkin y Barton, 1989).
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Las estimaciones indirectas de flujo génico se han incorporado a dos
modelos de flujo génico. Uno de estos modelos es el de aislamiento por
distancia, el cual supone que las poblaciones se distribuyen como un continuo
y el intercambio de genes entre estas disminuye con la distancia (Hartl y
Clark, 1989; Slatkin, 1993). El otro es el "stepping stone", que se aplica a
aquellas especies cuyas poblaciones se organizan en colonias discretas y
~ asume que la migracion sélo ocurre entre los demos mas cercanos (Hedrick,
1983; Hartl y Clark, 1989).

En las revisiones que se han hecho sobre la cantidad y organizacion de
la variacion genética en plantas las epifitas como grupo han estado ausentes
(Hamrick, 1983; 1987 y 1989). Esto a pesar de que constituyen una fraccion
importante en la composicion floristica de los bosques tropicales (Benzing,
1990). La informacién que se tiene sobre la evolucion y ecologia de estas
plantas involucra solamente los aspectos morfologicos y fisiologicos

asociados a las partes vegetativas (Liittge, 1989).

Las especies de Podaechmea son predominantemente epifitas. Las
plantas con este habito han desarrollado una serie de estrategias de historia de
vida relacionadas con la forma de crecimiento y la reproduccion (entre otras)
que les ha permitido ocupar este habitat cuyos sustratos tienen una
distribucion agregada y presentan severas restricciones en el sumistro de agua
y nutrientes (Benzing, 1990). En este proceso es probable que algunas fuerzas
evolutivas hayan sido mas importantes que otras en la distribucion de la

variacion genética dentro y entre sus poblaciones.
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4.2 OBIETIVOS

- Conocer y comparar la estructura genética en cuatro especies del subgénero
Podaechmea, género Aechmea (Bromeliaceae): A. mexicana, A.

lueddemanniana, A. macvaughii y A. tuitensis.

- Establecer si la distribucion geografica que presentan las poblaciones de las
especies de amplia distribucion, Aechmea mexicana y A. lueddemanniana se

ajustan al modelo de aislamiento por distancia.

4.3 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Analisis de los datos

A partir de las frecuencias alélicas se calcularon:
- las frecuencias genotipicas para cada locus y se evaluo si estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg a través de una prueba de x?, aplicandoles
previamente la correccion de Levene (1949) y la de Yates (Sokal y Rohlf,
1981).
- el indice de fijacién, F, que es una medida del equilibrio de Hardy-
Weinberg y se define, para el caso de un locus con dos alelos, como (Hartl y
Clark, 1989):

F= 1 - proporcion de heterocigos observados/2pq

Este indice toma valores de -1 a +1 donde el valor cero quiere decir que la
poblacion esta en equilibrio, cuando se aleja de este valor hay exceso de

heterocigotos (< 0) o de homocigotos (> 0). Para evaluar si los valores eran
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distintos de 0 se hizo una prueba de ¥ igual a F> N(k-1), con k(k-1)/2 grados
de libertad, donde N es el tamafio de la muestra y k el nimero de alelos
(Workman y Niswander, 1970).

- los estadisticos F de Wright (Hedrick, 1983; Hartl y Clark, 1989) por el
programa Biosys ( Swofford y Selander, 1989) que permiten analizar las
proporciones de heterocigotos a tres niveles de complejidad, dentro de cada
subpoblacion (F;s), entre subpoblaciones (Fy) y en la poblacion completa (F)
*la Fs (F individuo-subpoblacion): refleja la diferenciacion a nivel de
subpoblacion, toma valores entre -1 y +1, y se calcula de la siguiente manera
(Nei y Chakravarti, 1977):

Fi, = (Hs - Ho)/Hs

donde Ho y Hs son las proporciones de heterocigos promedio observada y
esperada, respectivamente, dentro de las subpoblaciones. Si Fj; es mayor que
cero indica que hay diferenciacion entre las subpoblaciones a consecuencia
de la endogamia local, mientras que si es negativo refleja algun tipo de
seleccion que favorece a los heterocigotos (Eguiarte, 1990).

*la Fg (F subpoblacion-total): corresponde a la diferenciacion entre las
poblaciones, toma valores entre 0 y 1 y se calcula como:

Fy = (Ht - Hs)/ Ht

donde Hs y Ht representan las proporciones promedios de heterocigotos
esperadas a nivel de subpoblacion y a nivel global, respectivamente. Si Fy; es
igual a cero indica que todas las poblaciones son iguales y si vale uno que
todas son distintas. También refleja como se reparte la variacion genética en
la especie, es decir, que proporcion de la diversidad genética esta contenida

dentro y entre poblaciones. Mientras mas cerca de uno esten los valores de
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Fy se requerira un mayor nimero de poblaciones para tener toda la variacion
genética de la especie. Dos fuerzas pueden ser responsables de la
diferenciacion, la deriva y la seleccion. Probablemente habra seleccion si los
valores de F,; son heterogéneos, ya que esta fuerza actia de manera discreta,
puntual y sobre un caracter particular. La deriva se presenta en el caso
contrario ya que su accion es al azar y la variacion entre loci seria mas
homogénea (Wright, 1978). Por otro lado, la Fy; refleja que tanto flujo génico
existe entre las poblaciones (Slatkin, 1985).

*la F;; (F individuo-total) es la diferenciacion total, ya sea por endogamia o
deriva génica, toma valores entre -1 y +1 y esta relacionada con F, y F;. Se
calcula asi (Nei y Chakravarti, 1977):

Fe=(Ht -Ho)/Ht 6  Fy=Fy+(1-Fg)Fy —
Para saber si las F; y F;; eran distintas de cero se realiz6 la misma prueba de
%* aplicada al indice de fijacion F (Workman y Niswander, 1970) y para las
Fq se utilizo la formula 2NF (k-1), con (k-1)(s-1) grados de libertad. N es el
tamafio muestral, k, el nimero de alelos y s el nimero de subpoblaciones.
- los estadisticos F de Wright, F, 6 y f (Weir y Cockerham, 1984),
equivalentes a las Fy,, F,¢ y Fis, respectivamente. Este analisis involucra
explicitamente, dandoles peso, al nimero de individuos y a las localidades
muestreadas. Ademas, los estimadores que se generan no tienen sesgo. El
modelo parte de la premisa de que un nimero r de poblaciones del mismo
tamafio han descendido en forma independiente de una sola poblacion
ancestral que estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento. En
consecuencia, las poblaciones se mantienen bajo las mismas condiciones y las

diferencias observadas tienen que ver con el muestreo genético entre
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generaciones y el estadistico de los individuos. Asi, los estadisticos diferiran
de los parametros por miiltiplos de las frecuencias alélicas esperadas. El
calculo de los estimadores propuestos por Weir y Cockerham se hizo a través
de un programa de computacion (Alvarez ef al., en prensa).

- el producto del tamaiio efectivo y la tasa de migracion (Nm) utilizando un

método indirecto. Se empled la formula propuesta por Crow y Aoki (1984):
Fy=1/(4aNm+1) = Nm=1-Fy/4Fqa

donde a = [ n/(n-1)]* y n es el nimero de subpoblaciones.

Slatkin y Barton (1989) compararon tres métodos indirectos a través de
los cuales es posible estimar los niveles de flujo génico entre poblaciones o
especies, las Fg (Wright, 1951), la cuantificacion de los alelos raros (Slatkin,
1985) y el método de maxima verosimilitud (Barton et al., 1983). Cada uno
de estos métodos fue aplicado a varios modelos poblacionales
(principalmente a los modelos de islas y al "stepping stone"). Sus resultados
sefialan que el método mas idoneo (considerando todos los modelos) para
estimar el flujo génico entre poblaciones es el de Wright.
- tamafio efectivo de la poblacion, Ne, el cual siempre es menor al real y
corresponde al nimero de individuos reproductivos en una poblacion ideal
(diploide, con reproduccion sexual, apareamientos al azar, con generaciones
discretas y con la posibilidad de autofertilizarse), donde la disminucion de la
heterocigosis tendria la misma magnitud que en una poblacion real. Muchos
factores pueden causar desviaciones a este ideal tedrico y ello permite
conocer que fuerzas evolutivas han sido importantes en la evolucion de un

grupo particular (Hartl y Clark, 1989). Numerosos métodos, tanto directos
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como indirectos, han sido propuestos (Hedrick, 1983, Eguiarte et al., 1993).
Las medidas directas han empleado diversos escenarios (sexos separados,
autofertilizacion, variaciones temporales, estructura de edades) mientras que
los métodos indirectos utilizan las frecuencias alélicas. En este trabajo se
utiliz6 un método indirecto propuesto por Slatkin y Barton (1989):
Ne=2x3.1416 x Nm

donde Ne se refiere al tamafio de la vecindad genética (que considera el area
total de distribucion de las subpoblaciones) y Nm se obtiene a partir de la
formula de Crow y Aoki (1984).
- medida de flujo génico (IOI) entre pares de poblaciones en un modelo de
islas (Slatkin, 1993):

M = (1- Fy/4Fy)

El calculo de M puede hacerse también con Gy (Nei, 1973). Sin embargo,
la definicion de esta medida no considera las diferencias en el tamaiio
muestral y en algunos casos puede llegar a subestimar los niveles de flujo
génico (Slatkin y Barton, 1989).

- matriz de distancias e identidades genéticas entre pares de poblaciones. Esta
distancia (Nei, 1972) representa el niumero de sustituciones de codones que
ha ocurrido desde que dos taxa divergieron y supone que la tasa de
sustitucion génica por locus es uniforme, es decir, que se cumpla el reloj
molecular (Swofford y Olsen, 1990).

I = Jxy/(JxJy)'? D=-Il
donde, Jxy =X pix « pij es la probabilidad de seleccionar un par de alelos, uno

de la poblacion x y otro de la y, y que sean idénticos por descendencia;
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Jx=Xpi’x es la probabilidad de seleccionar un par de alelos de la poblacion x
idénticos por descendencia y Jy =Zp12y es la probabilidad de seleccionar un

par de alelos idénticos por descendencia de la poblacion y.

La identidad de Nei, I, toma valores entre 0 y 1, cero indica que las
poblaciones no comparten ni un alelo y 1 que los comparten todos, con
frecuencias idénticas. Por su parte, D va desde 0 a infinito y si las frecuencias

alélicas son iguales D serd igual a cero.

4.4 RESULTADOS

Las frecuencias alélicas de los loci muestreados para todas las especies
se presentan en el apéndice II. En A. mexicana todos los loci, excepto GOT,
presentaron heterogeneidad (p= 1 x 10”°) en sus frecuencias alélicas (90%)

mientras que en A. lueddemanniana fue el 100%.

De los cinco loci muestreados en A. macvaughii s6lo APX (20%)
presenté heterogeneidad (p= 1 x 10”) en las frecuencias alélicas. Por su
parte, A. tuitensis mostr6 diferencias significativas en 67% de sus loci (CPX,
DIA-1, DIA-2, LAP-2, MDH-4 y 6PGD).

Se calcularon las frecuencias genotipicas para todos los loci en las
cuatro especies del estudio y se evalud si estaban en equilibrio de Hardy-
Weinberg a través de una prueba de x> con correcion de Levene (1949) y

Yates (Sokal y Rohlf, 1981) para tamafios poblacionales pequefios. En
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algunos casos fue necesario agrupar categorias porque las frecuencias
esperadas eran menores que 1 y se estimo nuevamente si estaban o no en
equiibrio de Hardy-Weinberg (apéndice II). La mayoria de las poblaciones de
A. mexicana 'y A. lueddemanniana mostraron mas de un locus en
desequilibrio. En relacion con las especies endémicas, A. macvaughii
presentd un sélo locus (PGI-2) con desvio de las proporciones esperadas y A.

tuitensis tres, CPX, MDH-4 y 6PGD.

Se calcularon 44 indices de fijacion para A. mexicana (Tabla 4.1). De

estos, ocho fueron negativos y 36 positivos. El 61.4% de los indices

Tabla 4.1. Indices de fijacion (F) para los loci polimérficos en ocho
poblaciones de Aechmea mexicana en México.

Poblacion
Locus 1 2 3 4 5 6 7 8
APX-1 -200 .620! 870" -024 802! 918!
CPX-1 -176 -227 -075 -032 415 457 -040
DIA-1 1.000' 202
DIA-2 -.154 760"
LAP-1 Ji8 649!
LAP-2 1.000' -.020 -.080

PGI-1 1.000" 1.000" 1.000" 211 1.000" .885'  911' 256
MDH-4 1.000" 217 4112 1.000' -.024 .833' 345 923!
6PGD-1 915" 700" 1.000! 1.000"  1.000' 1.000!

1:p<0.001; 2: p< 0.05
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resultaron significativamente diferentes de cero (todos positivos), indicando
un exceso de homocigotos. Para A. lueddemanniana se estimaron 38 indices
de fijacion (Tabla 4.2) de los cuales, nueve fueron menores que 0 y 29
mayores. De éstos ultimos, 27 (71% del total) resultaron estadisticamente

diferentes de cero.

Tabla 4.2. indices de fijacion (F) para los loci polimérficos
en siete poblaciones de Aechmea lueddemanniana en México.

Poblacién
Locus 1 2 3 4 5 6 7

APX-1 -091 -174 590" -050 361 .542' 446

CPX-1 616 -023 750" 526" -.128 .774
DIA-2  1.000! -024 -200 1.000" 1.000"
PGI-1 784! -053 5512 1.000 824! 1.000"
GOT-1 1.000* 1.000*
MDH-4 1.000" 1.000" 1.000' -.077 1.000" .843' 902!
6PGD-1 1.000" 916" 817" 1.000' 1.000

1: p<0.001; 2: p< 0.01; 3: p< 0.05

Los indices de fijacion para los 4 loci polimérficos de A. macvaughii.
se presentan en la tabla 4.3. Solo dos fueron positivos y estadisticamente
diferentes de cero (PGI-2 y GOT-1), mientras que en A. tuitensis (tabla 4.4),
de un total de 9 loci, solo dos presentaron valores negativos de F. Solo los

indices positivos fueron significativos, indicando un déficit de heterocigotos.
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Tabla 4.3. Indices de fijacion (F) de los loci polimorficos
en Aechmea macvaughii en México.

Locus
APX-1 CPX-1 PGI-2 GOT-1

F -040 -.071 530 1.000
(p=.001) (p=1x10")

Tabla 4.4. indices de fijacion (F) de los loci polimérficos en Aechmea
tuitensis en México.

Locus
APX-1 CPX-1 DIA-1 DIA-2 LAP-1 LAP-2 MDH-4 6PGD-1

F .38 .703' -053 230° -009 1.000" .867' .965'

1: p< 0.001; 2: p< 0.01

El analisis de la estructura genética de las poblaciones en A. mexicana
a través de los estadisticos F se presenta en la tabla 4.5. Las estimaciones de
las F de Wright a través del programas Biosys resultaron positivos en todos
los niveles jerarquicos. Se aplicé una prueba de ¥ para ver si los valores eran
estadisticamente diferentes de cero, demostrandose que, a excepcion de dos
casos, todos lo fueron. Los valores de F;; estuvieron entre 0.045 y 0.912, con
una media igual a 0.648. Las F; exhibieron como valor minimo 0.667 y 0.981
como maximo, ubicandose el promedio en 0.848 y, finalmente, el valor
promedio para las Fy fue de 0.569 y el intervalo de valores fue de 0.236 a

0.929. Los resultados del analisis a través de los estadisticos propuesto por
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Weir y Cockerham mostraron la misma tendencia que los de Biosys. Asi, los
valores de F (F;) estuvieron entre 0.673 y 1.235, con un valor promedio igual
a 0.860, las 6 (Fy) se ubicaron entre 0.259 y 0.933, con una media igual a
0.615 y, por 1ltimo, las f (Fis) presentaron un promedio igual a 0.643, dentro
del intervalo 0.018-1.042. Los valores de los errores estandar al 95%,

(apéndice II) se emplearon para calcular los intervalos de confianza y asi

Tabla 4.5. Valores promedio de los estadisticos F de los loci analizados en
Aechmea mexicana en México (entre paréntesis se muestra la desviacion
estandar).

Weir y Cockerham Biosys

Loci F(Fe O0(Fy) f(F;) Nm Fi Fy Fis

APX-1 732 259 640 548 742 268 647
CPX-1 736 726 018 072 667 651 .045*
DIA-1 673 757 407  .062 795 514 578
DIA-2 921 868 441 029 915 871 345*
LAP-1 982 933 762 014 981 929 733
LAP-2 1235 407 1042 279 789 275 710
PGI-1 930 .59 817 131 877 462 F12
MDH-4 822  .320 121 407 788 236 .722
6PGD-1 954  .603 .881 126 957 512 912
prom. .860 615 643 185’ 848 569  .648
(.043) (.087) ' (.100)

*N. S. (p< 0.05)

evaluar si estos eran o no significativos. S6lo un valor no lo fue, el cual
ademas coincidi6 con uno de los no significativos utilizando el analisis de

Biosys.
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La estructura genética en A. lueddemanniana se presenta en la tabla
4.6. Los valores de las F;s van desde 0.244 hasta 1.00, con un promedio igual
a 0.651 y todos fueron significativos excepto para el locus APX (este locus
no fue significativo en ninguno de los niveles). Las F;; presentaron un valor
promedio igual a 0.760 y el intervalo estuvo entre 0.317 y 1.00. Finalmente,

las Fg se ubicaron dentro y el intervalo de valores fue de 0.096 a 0.498, con

Tabla 4.6. Valores promedio de los estadisticos F de los loci analizados en
Aechmea lueddemanniana en México (entre paréntesis se muestra la
desviacion estandar).

Weir y Cockerham Biosys
Loci F(F¢y O0(Fy) f(Fi) Nm Fit Fyt Fis
APX-1 374 105 300 1.633 317*%  096*  244*
CPX-1 741 498 477 193 740 498 482
DIA-2 832 Jd72 53 921 627  .146% 563

PGI-1 876 375 991 319 857 373 72

GOT-1 1.000 .347 1.000 360 1.000  .207* 1.000

MDH-4 941 421 .891 263 913 315 874

6PGD-1 .960 247 949 583 967 267 955

prom. 781 321 675 611 760 311 651
(.086) (.067) (.120)

*N.S. al 95%

la media en 0.311. Sélo los loci CPX-1, PGI-1 y MDH-4 fueron diferentes de
cero. Con el analisis de Weir y Cockerham todos los loci fueron distintos de

cero, las f(F;s) estuvieron entre 0.30 y 1.00, con la media en 0.675, las F(F)
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se ubicaron entre 0.374 y 1.000, con un valor promedio de 0.781 y las 0(Fg)
presentaron valores desde 0.105 hasta 0.498, con una media igual a 0.321.

Se hizo un analisis de regresion entre las F de Biosys y las de Weir y
Cockerham y se graficaron las pendientes para cada especie (Fig. 4.1). En A.
mexicana las pendientes fueron: Fi;= 0.89 (= 0.81, p=0.01), Fy = 0.95
(= 0.90, p=0.0001), F;; = 0.43 (= 0.187, p=0.243) y en 4.
lueddemanniana: Fi;= 097 (r2= 0.94, p=0.0003), F =0.91 (r2= 0.82,
p=0.005), F;; = 0.95 (= 0.95, p=0.001). Todas las regresiones, excepto la

de F; para A. mexicana, fueron significativas.

La Fig. 4.2 muestra los intervalos de confianza al 95% para las F de
Weir y Cockerham (1984) de los diferentes loci en las especies A. mexicana
y A. lueddemanniana. En A. mexicana se oberva mayor heterogeneidad en el
sobrelapamiento de los intervalos. Se forman dos grupos, uno constituido por
los loci APX, LAP-2, PGI, MDH y 6PGD con cierto nivel de homogeneidad
al interior. El segundo grupo quedé conformado por los loci CPX, DIA-1,
DIA-2 y LAP-1 y es bastante heterogéneo. Este patron podria estar reﬂejando
que la seleccién natural estd operando sobre los grupos dos y tres. En A.
lueddemanniana el patréon es mucho mas homogéneo. Los tnicos intervalos
que practicamente no presentaron sobrelapamiento con el resto fueron los

pertenecientes a los loci APX y DIA-2.

En la Tabla 4.5 y 4.6 se presentan los valores de flujo génico (Nm)

para cada locus y el promedio para las especies Aechmea mexicana y
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Fig. 4.1. Pendientes de las regresiones entre dos estimadores de las F de
Wright en Aechmea mexicana (a) y A. lueddemanniana (b).
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A. lueddemanniana, respectivamente. En ambos casos el promedio es menor
que 1, indicando un reducido flujo génico entre las poblaciones. Sin embargo,
el valor promedio de Nm en A. lueddemanniana (0.611) es 3.3 veces mayor
que el de A. mexicana (0.185), indicando un mayor intercambio de genes
entre las poblaciones de esta espe-cie en relacion a las de A. mexicana o, un
menor tiempo de separacion entre las poblaciones de A. lueddemanniana.
Los valores de Ne fueron iguales a 1.16 y 3.83 para 4. mexicana y A.
lueddemanniana, respectivamente, manteniendo la misma relacion de 3:1

entre las dos especies.

Con la finalidad de ver si la relacién entre la flujo génico y la distancia
geografica seguia un modelo de aislamiento por distancia (Slatkin, 1993) se
evalué si los valores del log)o M vs Log) de la distancia geografica entre
pares de poblaciones para las dos especies de amplia distribucion se
ajustaban a una recta. El ajuste para las poblaciones de A. mexicana fue
significativo (= 0.197, p=0.02) y se muestra en la Fig. 4.3. Para A.
lueddemanniana e fue (*= 0.10, p= 0.17). Los valores de flujo génico entre
pares de poblaciones estimados a través de M, utilizando 6 (Slatkin, 1993)
muestran la misma tendencia que Nm. Dentro de A. mexicana el intervalo de
valores fue de 0.060 a 5.582 (x=0.472, 5.d=0.101) y en A. lueddemanniana
los valores estuvieron entre 0.23 y 2.73 (x= 0.684, s.d= 0.560). Claramente se
observa que A. lueddemanniana tiene mayor flujo génico promedio por

poblacién que A. mexicana.
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1.4 1.8 2.2 26 3 34
Logio D

Fig. 43. Ajuste lineal entre el flujo génico (Logjo 91) y la distancia
geografica en Km (Log1o D) entre pares de poblaciones de A. mexicana.

Las matrices de distancias genéticas entre pares de poblaciones (Nei,
1978) en A. mexicana y A. lueddemanniana se muestran en las tablas 4.7 y
4.8, respectivamente. La distancia promedio entre pares de poblaciones en 4.
mexicana (0.345) resulté dos veces mayor que entre las poblaciones de A.

lueddemanniana (0.172). Asimismo, el intervalo de valores fue mucho mas

amplio en A. mexicana.



Tabla 4.7. Matriz de distancias genéticas (arriba de la diagonal) y
geograficas, en Km (abajo de la diagonal), entre ocho poblaciones
de Aechmea mexicana en México.

Poblacion

1

2

3

4

G0 J N h WD e

1096
828
968

1100

1284
736

1748

487
364
156

36
168
540
652

456 481

056
212
388
536
176
964

.008
072
176
328
388
780

536
064
045
082

188
560
648

281
529
510
549
581

708
464

505
.099
079
.104
069
623

1.128

256
544
538
577
664
130
723

Tabla 4.8. Matriz de distancias genéticas (arriba de la

diagonal) y geograficas, en Km (abajo de la diagonal), entre
siete poblaciones de Aechmea lueddemanniana en México.

Poblacién 1 2 3 4 5 6 7
1 — 290 .145 338 .135 .089 .275
2 172 — 174 146 173 .129 .192
3 172 20 — 183 .082 .023 .216
4 160 24 12 — 289 .186 .066
5 356 468 452 444 — 067 .219
6 260 180 204 204 612 — .201
7 84 248 260 248 252 367 —

51
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4.5 DISCUSION

El andlisis de las frecuencias genotipicas reveld que algunos loci de las
especies estudiadas no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg, ello se ve a
través de los indices de fijacion los cuales fueron (en su mayoria) positivos y
significativamente diferentes de cero. El déficit de heterocigotos es mucho
mas alto de lo que se esperaria por azar. En las especies de Podaechmea
predomina la autofertilizacion y/o el apareamiento entre parientes 0 vecinos
genéticamente muy parecidos. El sistema de apareamiento pareciera estar
jugando un papel determinante en los patrones de variacion genética

encontrados.

El que sean especies que predominantemente se autofertilizan podria
constituir una estrategia ventajosa ya que, la produccién de semillas por esta
via es independiente de la disponibilidad de los polinizadores. La evolucion
de esta alternativa reproductiva se favorecera si el costo de producir la
progenie es menor y la adecuacion de los individuos resultantes es igual o
mayor a la de los producidos a través de la fertilizacion cruzada (Barrett y

Eckert, 1990; Waller, 1993).

Una de las consecuencias de la autofertilizacién es la depresion por
endogamia. Hay numerosas evidencias acerca del efecto negativo de la
endogamia en poblaciones naturales (Jain, 1976; Schemske, 1983; Schemske
y Lande, 1985; van Treuren et al., 1993). Sin embargo, es posible que las

especies de Podaechmea hayan evolucionado sin padecer significativamente
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los efectos de depresion por endogamia. Ello dependera de la manera como
se establezca la relacion entre el fenomeno de depresion por endogamia y la
tasa de autofertilizacion (Barrett y Kohn, 1991). Se han planteado varios
escenarios, asociados a la base genética de la depresion endégamica, para
explicar esta relacion. Las alternativas planteadas involucran dos contextos
diferentes, dominancia y sobredominancia. Los valores de heterocigosis
encontrados en las especies de Podaechmea, aunque bajos, indican que hay
eventos de fertilizacion cruzada con cierta frecuencia. Estos
entrecruzamientos permitirian, por un lado, el mantenimiento de cierta
variabilidad genética y, por el otro, evitarian la aparicion de alelos recesivos

delétereos (Wright, 1978).

Se ha reportado que el acarreo de alelos delétereos (carga genética) es
menor en las especies herbaceas en comparacion a las lefiosas (Barrett y
Eckert, 1990). Arroyo y Squeo (1990) encontraron en una comunidad alpina
en la Patagonia chilena que las especies herbaceas y de menor tamaiio
presentaban menores niveles de entrecruzamiento y ello parece estar asociado
con una menor carga genética en este tipo de plantas. Es probable que las |
epifitas por ser plantas herbaceas padezcan en menor grado los efectos de
depresion endogamica. La forma de vida parece ser importante en la

evolucidn de los sistemas de apareamiento.

La autofertilizacion restringe el flujo génico entre las poblaciones e
incrementa su diferenciacion. En las poblaciones en A. mexicana y A.

lueddemanniana los dos estimadores de diferenciacion genética, Fst y D
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(tablas 4.5 a 4.8), apoyan esta afirmacion. Los valores de Fst son
extremadamente altos, esto indica que ambas especies estan muy
estructuradas genéticamente (sobre todo en A. mexicana) y que el flujo
génico no es una fuerza importante en la evolucion del grupo. Valores tan
altos de Fst han sido encontrados en pocas especies (Hamrick, 1983). Dentro
de las Bromeliaceae estos valores son moderados en comparacion a los
reportados para Tillandsia recurvata (0.906), una bromelia epifita autogama
ampliamente distribuida desde el sur de los Estados Unidos hasta Argentina
(Soltis et al., 1987).

En general se encontrd una alta correlacion entre los dos estimadores
de la estructura genética (Fst y 6), ello puede tener que ver con que los
tamafios de muestra fueron homogéneos entre las poblaciones y siempre
estuvieron alrededor de 30 individuos. Los estimadores de F de Weir y
Cockerham parecen ser mejor predictores cuando el tamaiio de muestra es
pequefio y heterogéneo entre las poblaciones. Tal vez seria posible, utilizando

muchos datos, establecer un factor de correccion entre ambos métodos.

Todos los valores de Nm (excepto para el locus APX en A.
lueddemanniana, tabla 4.6) y los de 1 (Fig. 4.3) fueron menores que uno.
Este resultado corrobora la idea del escaso flujo génico que hay entre las
poblaciones de estas especies. Sin embargo, tampoco puede decirse que son
extremadamente bajos si los comparamos con los reportados para otras

plantas que se autofertilizan (Govindaraju, 1989).
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En las poblaciones de A. mexicana hay aislamiento por distancia
(Slatkin, 1987 y 1993), es decir, el flujo génico disminuye con la distancia
fisica que separa a las poblaciones (Fig. 4.3). En A. lueddemanniana no se

encontro patron alguno en relacion al flujo génico.

En la Fig. 4.4 se muestra graficamente la relacion entre valores
promedios de H y Gst con Nm en 34 especies que predominantemente se
autofertilizan (Govindaraju, 1989). Nm presento una correlacion positiva con
la heterocigosis (r=0.504, p=1 x 10-5) y negativa con Gst (r=-0.622, p=
0.02). Los datos de A. mexicana 'y A. lueddemanniana se incorporaron en el
analisis. Los valores que muestran las especies de Aechmea se ajustan
bastante bien a este patron. Al aumentar el flujo génico se incrementa, por un
lado, la variabilidad genética y ello se refleja en la heterocigosis y por otro se
disminuye, al menos en poblaciones pequeiias, la probabilidad de fijacion de

alelos por deriva génica.

La distribucion de las epifitas es agregada porque depende de la
disponibilidad de los hospederos (Benzing, 1981; Bennett, 1986). Estos no
son continuos espacialmente y ello tiene un efecto directo sobre el
aislamiento de las poblaciones y la fijacion de alelos diferentes en cada una a
través de deriva génica. El establecimiento de estas plantas esta
estrechamente relacionado con la presencia y calidad de los claros entre las
ramas y con la textura, porosidad, humedad y composiciéon quimica-biol6gica

(presencia de plantas criptogamas) de la corteza (Sugden, 1981; Bennett,
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Fig. 4.4. Relacién entre el flujo génico, Nm, con la heterocigosis, H y la
diferenciacién interpoblacional, Gst, en especies que predominantemente se
autofertilizan (datos tomados de Govindaraju, 1989). La grafica incluye a las
especies A. mexicana (m) y A. lueddemanniana (1).
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1987; van Leerdam et al., 1990). Estas caracteristicas varian dentro y entre

los hospederos generando una diversidad de microhabitas.

Los habitats donde crecen las epifitas carecen de suelo, presentan baja
disponibilidad de agua y nutrientes y son efimeros. El tiempo de vida maximo
de estas plantas es igual a la del hospedero, (= 10-100 afios). En general, es
mas corto ya que depende de la estabilidad de la corteza y de las ramas

(Bennett, 1987).

La autofertilizacion y la propagacion vegetativa son alternativas
reproductivas comunes en las epifitas que garantizan el éxito a corto plazo.
Se ha reportado que las bromelias epifitas tiene una tasa de recambio del 30%
anual a través de regeneracion vegetativa (Bennett, 1986). Es probable que la
temporalidad del habitat haya ejercido una presion selectiva a favor de estas

estrategias.

La deriva génica es la fuerza evolutiva mas importante en las especies
de Podaechmea estudiadas (con poblaciones pequeiias y aisladas). Sin
embargo, es posible que la seleccion contrarreste, en cierta medida, el efecto
de la deriva. Es probable que ello tenga que ver con la variabilidad del
habitat. Silander (1985) encontr6 una correlacion positiva entre una alta
diferenciacion entre poblaciones, plasticidad fenotipica y heterogeneidad
ambiental con bajos niveles de diversidad genética en Spartina patens, una
planta herbacea y perenne. La heterogeneidad ambiental facilitaria que

prevaleciera la seleccion sobre las otras fuerzas evolutivas pero, la accion de



esta seria distinta dentro de cada poblacion y en consecuencia, las

poblaciones se volverian divergentes.
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CAPITULO 5
RELACIONES FILOGENETICAS

5.1 INTRODUCCION

Una filogenia representa una propuesta de la historia evolutiva de un
grupo de organismos que comparten una serie de caracteres y tienen un
origen comun. La separacion de los taxa a partir de un ancestro comin
involucra una serie de procesos de divergencia con o sin especiacion. La
reconstruccion de una filogenia siempre serd una hipétesis sobre la historia
evolutiva del grupo, ya que se basa en informacion incompleta. Es imposible
conocer todas los eventos que permitieron la creacion de una especie, todos
sus ancestros, el orden en que aparecieron y el tiempo que trancurrié entre

cada una de las ramificaciones asociadas a su arbol de vida (Avise, 1994).

En la reconstruccion de una filogenia se pueden utilizar datos
morfoldgicos, de proteinas (inmunoldgicos y aloenzimaticos) y de ADN
(hibridizacion, analisis de fragmentos de restriccion y secuenciacion). En
general, pueden agruparse dentro del siguiente esquema (Swofford y Olsen,
1990):

discretos— multiestados
[cua]itativos —>caracteres (polarizados o no)
continuos

datos
Luantitativos — distancia/similitud
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Los datos de aloenzimas se han utilizado en reconstrucciones
filogenéticas tanto de manera cualitativa como cuantitativa. En el esquema
cualitativo se utiliza al alelo como el caracter y a su presencia y/o ausencia
como los estados. La presencia o ausencia de un alelo puede ser mas
importante que su frecuencia, ya que es probable que esta haya estado
sometida a deriva génica o seleccion. Ademas, el hecho de que la suma de las
frecuencias alélicas para cada locus debe ser igual a uno viola la premisa de
la independencia de los caracteres, ya que el incremento en la frecuencia de al
menos uno de los alelos disminuye la del resto. Frente a este hecho la
utilizacion del locus como caracter represent6 una alternativa a las
desventajas que presentaba el uso de las frecuencias alélicas como estados
del caracter. En este contexto los alelos se consideran como los estados (con
o si polarizacion) del caracter y se pueden codificar de manera cualitativa
(presencia-ausencia) o cuantitativa (Swofford y Olsen, 1990). Sin embargo, el
uso de las frecuencias alélicas transformadas en unidades de distancia
genética no viola la premisa de independencia de los caracteres y por ello ha
se han empleado frecuentemente en reconstrucciones filogenéticas. A través
de esta transformacion se genera una matriz de distancias genéticas entre -
pares de taxa mediante diversos métodos (Avise, 1994). Entre los mas
utilizados esta el propuesto por Nei, que estima el nimero de sustituciones de
codones que han ocurrido desde que dos taxa divergieron. El método de Nei
asume que la tasa de sustitucion génica por locus es homogénea para todos

los taxa analizados (Swofford y Olsen, 1990).
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La reconstruccion filogenética a partir de una matriz de distancias
genéticas se realiza mediante diversos métodos de agrupamiento. Algunas de
las técnicas mas utilizadas han sido el UPGMA ("unweighted pair group
method with arithmetic average") y el Neighbor-joining. El UPGMA
selecciona el valor de distancia mas pequefia y conecta a las taxa
involucrados a través de un nodo que se dibuja en una posicion adecuada a lo
largo de un eje de distancias. Posteriormente, esta distancia se descarta y se
repite el procedimiento varias veces. En cada ciclo se agrupa acorde a la
distancia minima promedio entre los taxa. Una de las premisas basicas de este
método es que la tasa de evolucion de todas las ramas del arbol es igual. El
Neighbor-joining es un método de agrupamiento que construye una matriz de
distancias modificada, en la cual la separacion entre cada par de nodos se
ajusta con base en la divergencia promedio del resto de los nodos y es mas
relajado que el UPGMA en relacién a la premisa de que todos los linajes han
divergido simultaneamente y ademas no asume una tasa de sustitucion

constante entre los taxa (Swofford y Olsen, 1990; Avise, 1994).

La electroforesis de aloenzimas ha sido una herramienta util en la
sistematica (Gotlieb, 1973, 1974; Buth 1984; Wendel y Weeden, 1989). La
aplicabilidad de esta técnica varia segun el grupo y su uso en este campo del
conocimiento ha generado controversias por sus limitaciones. La
electroforesis de enzimas no detecta todos los polimorfismos bioquimicos que
existen en los organismos, ya que el 90% del genoma es ADN que no
codifica; hay diferencias en los nucleétidos que no se transcriben (intrones,

secuencias flanqueantes), ni se traducen (extremidades no codificantes de
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ARNm) y ademas, porque las terceras bases de codones rara vez son
informativas debido a la redundancia del codigo génetico (Nevo, 1978; Hartl
y Clark, 1989). Sin embargo, en la revision de algunos experimentos en los
que se evalua la validez de este procedimiento, Lewontin (1985) concluye
que es bastante confiable para estimar la variacion de aminoacidos en
poblaciones naturales y en algunos casos permite plantear hipétesis acerca de
la evolucion de especies intragenéricas. Es importante tener en cuenta que no
existe una relacion clara entre las similitudes genéticas y los tiempos de
divergencia desde el ancestro comin. Esto se debe, entre otras cosas, a que
no todos los sitios del genoma ni todas las proteinas evolucionan a la misma
tasa. Sin embargo, la divergencia promedio entre loci si puede reflejar una
relacion funcional con el tiempo o el nimero de generaciones particularmente
cuando largos periodos de tiempo estan involucrados (Avise, 1974;

Crawford, 1990).

La sistematica del subgénero Podaechmea ha sido poco estudiada. En
la primera clasificacion que se hizo del grupo se incluyeron seis especies:
Aechmea mexicana, A. lueddemanniana, A. galeotti, A. tuitensis, A.
ferruginea y A. macvaughii (Smith y Downs, 1974, 1977 y 1979).
Posteriormente, Smith y Kress (1990) propusieron elevar el subgénero
Podaechmea a nivel de género. Recientemente, Read y Baensch (1994)
publicaron una nota sefialando un cambio taxonémico en el grupo y
propusieron crear un nuevo género, Ursulaea, que incluiria solo a A.
tuitensis y A. macvaughii. Este planteamiento a priori implica que estas dos

especies son mas cercanas filogenéticamente entre si que cualquiera de ellas
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con A. mexicana o A. lueddemanniana. Sin embargo, todos los cambios
planteados en el grupo se han basado sélo en datos morfologicos tomados de
la literatura y no en una revision exhaustiva de material de herbario ni de
nuevas colectas. Por otro lado, las descripciones morfologicas que se han
hecho de A. mexicana y A. lueddemanniana descansan en la longitud de los
caracteres cuyos intervalos de valores se sobrelapan en muchos casos. Utley
(1994) seiiala que individos robustos de A. lueddemanniana y raquiticos de
A. mexicana son indistinguibles, lo cual puede generar problemas al
identificar las poblaciones. Es posible que algunas de las diferencias entre
estas especies correspondan a plasticidad fenotipica y que en realidad se trate
de una sola especie o por el contrario se trate de mas de dos especies
mezcladas. Sin embargo, las caracteristicas de las partes reproductivas de

estas especies muestran claras diferencias (tabla 5.1).

Considerando que las relaciones filogenéticas propuestas entre las
especies de Podaechmea se han basado sélo en caracteres morfologicos y
que estos parecen ser insuficientes para dilucidar las relaciones taxonémicas
en el grupo, se requiere de herramientas adicionales, diferentes a las
morfologicas, para establecer con mayor precision las relaciones filogenéticas

de este complejo de especies.
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5.2 OBJETIVO

Hacer, con base en datos de electroforesis de enzimas, una propuesta
de las relaciones filogenéticas del subgénero Podaechmea constituido por las
especies Aechmea mexicana, A. lueddemanniana, A. macvaughii 'y A.

tuitensis.

5.3 MATERIALES Y METODOS

Los datos primarios para cumplir con el objetivo de este capitulo
fueron las frecuencias alélicas calculadas para diversos loci y poblaciones.
Estas se transformaron en unidades de distancia genética entre pares de
poblaciones para generar una matriz de distancias (Nei, 1972). Se hicieron
dos analisis, el primero considerd a todas las especies e incluy6 la
informacion de los cuatro loci compartidos por todas (APX, CPX, GOT y
MDH) y el segundo involucré sélo a las especies de amplia distribucion, 4.
mexicana y A. lueddemanniana, abarcando siete loci. En este trabajo todas
las distancias se calcularon a través de la formula de Nei (1972). En ambos
analisis se empleo el método Neighbor-joining, el cual genera un arbol a
partir de agrupamientos sucesivos de linajes (Felsenstein, 1993). Para
establecer el grupo externo en el Neighbor-joining se utilizé a aquella
poblacién o especie genéticamente mas alejada segun el diagrama generado
por UPGMA.
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5.4 RESULTADOS

Aechmea macvaughii limito el uso de un mayor numero de loci en el
analisis global, ya que fue imposible montar mas de cinco loci utilizando los
mismos sistemas aplicados a las otras especies. Por esto y también porque A.
macvaughii resulto la especie mas alejada al emplear el método de UPGMA
se consideré como grupo externo. La Fig. 5.1a muestra las relaciones
filogenéticas entre las diferentes poblaciones y especies de este grupo.
Resulta evidente la gran divergencia entre los taxa. Sin embargo, se observa
que varias poblaciones forman grupos. Las poblaciones.de A. mexicana
(m-COR, m-SAG, m-HID y m-COF) que se encuentran en el extremo
izquierdo del diagrama se ubican en los estados Veracruz, Oaxaca y Chiapas.
Las cuatro poblacidnes restantes de esta especie quedan en dos grupos, uno
conformado por las poblaciones m-NEC de Puebla y m-XIL de San Luis
Potosi y el otro por las poblaciones m-VAL de Jalisco y m-SAT de Oaxaca.
Est4 dltima se encuentra muy cercana geograficamente a m-SAG. Las 7
poblaciones de A. lueddemanniana quedan separadas en tres grupos, uno que
se ubica al extremo derecho de la figura, compuesto por las poblaciones I-
OCO y I-BER de Chiapas, I-MAR y I-AMA de Veracruz (estas dos se
encuentran muy cercanas geograficamente). Luego tenemos a las poblaciones
I-HID de Veracruz y I-HUA de Oaxaca y finalmente I-TUX de Veracruz
queda aislada. 4. tuitensis (TUI) queda muy cerca de 1-SAR.

El analisis realizado solo con las especies 4. mexicana y A.
lueddemanniana, empleando siete loci, genera un mejor panorama de las

relaciones filogenéticas entre los taxa (Fig. 5.1b). Siguiendo el mismo criterio
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Fig. 5.1. Cladograma mostrando las relaciones filogenéticas entre todas las
especies de Podaechmea en Meéxico (a): Aechmea mexicana, A.
lueddemanniana, A. macvaughii y A. tuitensis y considerando solo a
Aechmea mexicana y A. lueddemanniana (b). Todas las poblaciones de
Aechmea mexicana (m) y A. lueddemanniana (1) estan etiquetadas con la
inicial de la especie seguido por el nombre de la poblacion. Las unicas
poblaciones de las especies A. macvaughii y A. tuitensis aparecen escritas
con las iniciales de cada una.
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que en el analisis de todas las especies, se empled el UPGMA para establecer
el grupo externo. Este quedd conformado por la poblacion m-COF de A.
mexicana (Chiapas). Las poblaciones de A. mexicana siguen mas o menos el
mismo patron del analisis anterior con excepcion de las poblaciones m-NEC y
m-XIL las cuales quedan alejadas. Cuatro poblaciones de A. lueddemanniana
(I-MAR, 1-OCO, I-HUA y I-SAR) forman un grupo poco compacto, I-BER y
L-PER quedan juntas pero mezcladas con m-VAL y m-COF y finalmente,
I-TUX se aleja del resto.

5.5 DISCUSION

El analisis de isoenzimas no dilucido las relaciones filogenéticas entre
las especies de Podaechmea. El patron observado revel6 una historia
evolutiva complicada. Los resultados obtenidos indican que A. tuitensis esta
mas cerca filogenéticamente al complejo mexicana-lueddemanniana que a A.
macvaughii. Este hecho contradice la idea de Read y Baensch (1994) en el
sentido de que A. macvaughii y A. tuitensis estan mas cerca entre si que de A.
mexicana o A. lueddemanniana. En consecuencia, no parece adecuado
colocar a estas dos especies juntas en el nuevo género Ursulaea como lo

proponen estos autores.

El analisis filogenético hecho en este trabajo no logra separar las
poblaciones de A. mexicana de las de A. lueddemanniana, aun cuando hay

algunas poblaciones de ambas especies que se mantienen juntas al considerar
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cuatro o siete loci. Este resultado refleja los altos niveles de estructuracion

obtenidos para estas dos especies por separado.

Crawford et al., (1984) al analizar filogenéticamente poblaciones de
tres especies herbaceas y anuales de Asteraceae (Calliopsis leavenworthii, C.
paludosa y C. tinctoria) encontraron que algunas poblaciones de las dos
especies se parecian tanto o mas que algunos pares de poblaciones dentro de
cada especie. Es relevante mencionar que para estas dos especies de
Asteraceaea se habian hecho revisiones taxonomicas exhaustivas y se les

consideraba como taxa distintos.

Las causas que pueden estar detras de este patron pueden ser varias y
de diferente naturaleza. Las Bromeliaceae son plantas muy propensas a la
hibridizacion, lo que probablemente complica establecer las relaciones
filogenéticas en el grupo Podaechmea. Es posible que la evolucion de las
barreras reproductivas en estas especies ocurra a una tasa menor en
comparacion a los genes relacionados con los niveles de divergencia en el
grupo. Whitkus (1992) estudi6 un complejo de Carex pachystachya
(Cyperaceae) y encontré una alta divergencia entre poblaciones y la relaciono
con un reducido flujo génico, lo que facilita la accion de la deriva génica y la
fijacion de alelos diferentes en cada poblacion. Los resultados obtenidos en
las especies de Podaechmea reflejan una situacion similar al encontado por
Whitkus.



Los datos aloenzimaticos no lograron resover las relaciones
filogenéticas entre las especies de Podaechmea. Para resolver las relaciones
filogenéticas en este grupo es necesario reunir informacion acerca de otros
aspectos. En este sentido seria importante utilizar un mayor niamero de loci,
hacer un analisis morfométrico detallado, conocer la variacion en las
caracteristicas de historia de vida entre las poblaciones mas divergentes,
establecer si hay diferencias, por especies, en la estructura de los tricomas
(Benzing, 1987). Estas estructuras son importantes en el balance hidrico y
son diferentes para cada especie. Finalmente, una comparacion directa de los
niveles de diferenciacion genética entre organismos se puede obtener a través
de datos moleculares. En este sentido el analisis d¢ ADN permitirian dilucidar
los tiempos de divergencia entre las poblaciones y especies y ademas, evaluar

que tanto hibridizan entre si (Avise, 1994).
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CAPITULO 6
DIVERSIDAD GENETICA INTRAPOBLACIONAL EN

Aechmea tuitensis.

6.1 INTRODUCCION

La reproduccion asexual se refiere a todos aquellos mecanismos a
través de los cuales se produce progenie sin que ocurra recombinacion
genética. Al no requerirse un vector para que ocurra la polinizacion, este tipo
de reproduccién puede ser mas eficiente que la sexual en el mantenimiento de
genotipos exitosos y en la fidelidad con que se transmiten los caracteres
maternos. La progenie resultante es genéticamente idéntica a la madre. Sin
embargo, la reproduccion sexual tiene la ventaja de permitir la recombinacion
genética y facilitar la dispersion a nuevos lugares (Abrahamson, 1980;
Harper, 1985). Es probable que ambas estrategias representen alternativas
dentro de la historia de vida de una planta y que exista un balance 6ptimo
entre individuos sexuales y asexuales. El predominio de una u otra forma
reproductiva probablemente depende tanto de factores biodticos
(polinizadores, competencia, densidad, forma de vida) como abiéticos
Abrahamson, 1980; Silander, 1985).

Existen dos tipos de reproduccion asexual (Silander, 1985): la
agamospermia, que incluye a aquellos en los que hay produccion de semillas
o embriones sin fertilizacion y la reproduccion vegetativa o clonalidad, la cual
involucra la reproduccion a través de estructuras vegetativas (rizomas,

bulbos, estolones).
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La propension de las plantas a ser clonales tiene mucho que ver con
que su forma de construccion es una reiteracion secuencial de una estructura
basica o modulo, que consiste en una hoja, su yema axilar asociada y un
segmento de tallo o rama que la conecta con las otras unidades (Abrahamson,
1980; Harper, 1981). Cada uno de estos modulos constituye un ramet y es
capaz de sobrevivir y morir de manera independiente mientras que el
individuo genético derivado de un cigoto y que constituye la unidad sobre la
cual actia la seleccion y las demas fuerzas evolutivas es el genet (Sarukhan y

Harper, 1973).

Entre las ventajas que presenta la clonalidad tenemos una alta
eficiencia en la transmision de los genes maternos, una inmortalidad potencial
de uno o varios genotipos, un desarrollo inmediato de la progenie y una
rapida colonizacion y explotacion de habitats (Abrahamson, 1980; Silander,
1985). La clonalidad afecta la historia de vida, el flujo génico, la dindmica
poblacional y la accion de las fuerzas evolutivas (Cook, 1983; Bayer, 1991;
McClintock y Waterway, 1993; Parks y Werth, 1993). El hecho de que los
ramets estén muy conectados entre si y enraizados a un sitio particular
provoca que la dispersion de los granos de polen y semillas sea muy local. Si
paralelamente a ello hay una fuerte seleccion, es posible que se establezcan

varios clones a muy corta distancia dentro de la poblacion (Cook, 1983).

Se ha sugerido que las plantas clonales tienen poca variacion genética
(Harper, 1977, Janzen, 1977). Sin embargo, algunos estudios recientes
demuestran lo contrario (Cheliak y Dancik, 1982; Price y Waser, 1982;
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Jefferies y Gottlieb, 1983; Ellstrand y Roose, 1987). Hay pocos trabajos que
comparen la variacion genética entre poblaciones o especies cercanas de
plantas asexuales y sexuales. Usberti y Jain (1978) analizaron la diversidad
genética entre plantas sexuales y asexuales de Panicum maximum y
encontraron muy pocas diferencias. Este tipo de estudios serian importantes
de realizar y permitiria conocer que tan probable es que coexistan ambas

tipos reproductivos y que efecto tendria en los patrones de variacién genética.

Estudios recientes en plantas clonales han demostrado que estas, en
general, tienen una estructura genética constituida por un mosaico de clones
donde cada una de las poblaciones pareciera ser inica en su composicion
genética y ello podria tener implicaciones adaptativas y ser importante- enel
contexto de la ecologia evolutiva de las especies clonales (Alper et al., 1993,
Lokker et al., 1994). Al no tener muchos eventos recombinatorios, la
variabilidad genética clonal disminuye la carga genética por un lado y
garantiza el mantenimiento de cierta diversidad genética por otro (Bayer,
1991).

Si bien el crecimiento clonal se ha identificado en numerosas hierbas
perennes (ver Cook, 1983), existen pocos estudios acerca de la estructura y
variacion genética en especies herbaceas tropicales con crecimiento clonal
extensivo. Una gran diversidad genética clonal puede ser determinante en
especies endémicas extremas (con muy pocas poblaciones) para garantizar su

sobrevivencia y disminuir el riesgo de la extincion. En estas plantas la
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probabilidad de perdida de un alelo es menor ya que existen muchas copias o

ramets, y ello practicamente inmortaliza al genet (Pleasants y Wendel, 1989).

Aechmea tuitensis es una especie herbacea y perenne que forma
clones extensivos sobre rocas en un bosque de pino encino a 1,500 msnm.
Sélo esta reportada para una localidad en el mundo conocida como El Tuito,
en Jalisco. Esta especie es una endémica extrema (Rabinowitz, 1980) y con
un crecimiento predominantemente clonal, situacién que ofrece una
extraordinaria oportunidad para estudiar los efectos de la clonalidad y el

endemismo sobre la variacién genética.

6. 2 OBJETIVOS

- Estimar los niveles de variacion genética dentro y entre subpoblaciones en
Aechmea tuitensis.

- Estimar la diversidad de genotipos multilocus en Aechmea tuitensis.

- Establecer si existe alguna relacion entre el area que ocupa cada
subpoblacion de Aechmea tuitensis y su diversidad genética.

- Evaluar si entre las subpoblaciones de A. tuitensis hay aislamiento por

distancia.
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6. 3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1. Muestreo y electroforesis

Se colectaron 112 ramets pertenecientes a veinte puntos de muestreo
(Fig. 6.1), cada uno de ellos corrrespondio a una roca. Se trazo un transecto
que se establecio como eje Y de un plano XY sobre el que se ubicaron los
distintos sitios de colecta que correspondieron a diferentes posiciones en el
eje X. El area de colecta fue de 5.6 ha. Dentro de cada punto el muestreo fue
completamente al azar. Los veinte puntos fueron agrupados en nueve
subpoblaciones. Esto con la finalidad de alcanzar un nimero estadisticamente
adecuado de muestras por subpoblacion para los analisis. Cada muestra fue
etiquetada y refrigerada de inmediato. Posteriormente, se congelaron en
nitrogeno liquido y se transportaron al laboratorio donde se almacenaron en
un ultracongelador a -70°C. El tratamiento de las muestras, las soluciones
buffers utilizadas y la designacion de los alelos se describen en el capitulo
tres. Se analizaron nueve loci que correspondieron a seis enzimas: peroxidasa
catodica y anodica (APX-CPX), malato deshidrogenasa (MDH), diaforasa
(DIA), aspartato amino transferasa (GOT), 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6-PGD) y amino leucino peptidasa (LAP).

6.3.2. Analisis de los datos

Para analizar la diversidad genética se calculo, a partir de las
frecuencias alélicas:
- el nimero promedio de alelos por locus, el porcentaje de loci polimérficos,

la heterocigosis promedio observada y esperada para cada subpoblacion.
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Fig. 6.1. Ubicaciéon de las nueve subpoblaciones muestreadas en Aechmea
tuitensis en El Tuito, Jalisco, México. Cada subpoblacion estuvo formada por

uno o varios puntos de muestreos (*).



77

La estructura genética se analizo a través del calculo de:
- las frecuencias alélicas y genotipicas. Se evaluo si las primeras eran
homogéneas con una prueba de G y si las segundas estaban en equilibrio de
Hardy-Weinberg.
- los indices de fijacion, los parametros de estructura genética F, 0 y f(Weir y
Cockerham, 1984). Se evaluo su significancia.

- la matriz de distancias genéticas entre pares de poblaciones (Nei, 1972).

Para analizar graficamente las relaciones genéticas entre las

subpoblaciones se hizo un UPGMA (Felsestein, 1993).

La dinamica del flujo génico entre las subpoblaciones se evalu6 a
través de:
- la formula propuesta por Crow y Aoki (1984).
- analisis de aislamiento por distancia (Slatkin, 1993)

En el contexto de la clonalidad se hicieron las siguientes estimaciones:
- nimero de genotipos multilocus diferentes, su frecuencia a nivel global y en
cada sitio
- porcentaje de poblaciones que comparten los genotipos multilocus mas
frecuentes
- indice de diversidad, Dg, de Simpson corregido (Pielou, 1969; Parker,

1979) a través de la siguiente formula:

Dg=1- ¥ $mm-1)/NN-1)t
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donde n; - nimero de individuos del genotipo i y N = numero total de
individuos.

Este indice es una medida de diversidad que hace énfasis en los
cambios de las unidades mas comunes y que ha sido muy utilizado en la
biologia para estimar diversidad. En el contexto de la biologia, este indice
evalua la probabilidad de que dos individuos escogidos al azar provenga de la
misma especie (o clon en este caso). Esta medida puede tomar valores entre 0
y 1. Cero indica que se trata de una muestra homogénea, poco diversa,
mientras a medidad que se acerca a uno refleja mayor diversidad (Elistrand y
Levin, 1982).

- proporcion distinguible” (PG) que representa un descriptor general robusto
de la diversidad clonal no cubierta por el estudio y se obtiene dividiendo el
numero de clones detectados entre el tamafio muestral (Ellstrand y Roose,
1987).

6.4 RESULTADOS

Los estimadores de diversidad, el porcentaje de loci polimérficos y la
heterocigosis observada y esperada para cada subpoblacion de A. tuitensis se
presentan en la tabla 6.1. Aechmea tuitensis presenté 90% de loci
polimorficos. Sin embargo, el promedio dentro de las subpoblaciones fue de
38.26%, con el valor mas alto en la subpoblacion ocho (66.7 %) y el mas bajo
(22.2%) en las subpoblaciones dos y tres. La heterocigosis esperada presentd

un valor promedio igual a 0.120 y la observada igual a 0.061.



Tabla 6.1. Area, nimero de ramets presentes y muestreados y diferentes
estimadores de diversidad genética en nueve subpoblaciones de Aechmea
tuitensis en México (errores estandar entre paréntesis).

area total ramets % loci heterocigosis | heterocigosis
Subpob | (m’) | ramets | colectados | polimérficos | observada esperada

1 81.6 | 278 20 55.6 078 c0say | .143 (055)
2 16.7 14 8 222 042 042y | .062 (042)
3 6.9 35 11 222 061 (o30y | 075 (03%)
4 9.1 29 8 333 083 o042y | 078 (039
5 849 | 104 12 44 4 048 o2y | 129 057y
6 5.6 21 12 333 046 o028y | .149 (om2)
7 69 109 11 333 091 (ossy | 113 cosyy
8 75.9 31 14 66.7 048 o031y | .179 o62)
9 87.8 63 14 333 056 o3y | .152 (078)

los loci que mostraron heterogeneidad en las frecuencias alélicas fueron CPX,

DIA-1, DIA-2, LAP-1, MDH y 6PGD (tabla 6.2).

Tabla 6.2. Loci que mostraron heterogeneidad en
sus frecuencias alélicas en nueve subpoblaciones

de Aechmea tuitensis en México.

Locus alelos G gl p=
CPX-1 3 9868 16 1x10°
DIA-1 2 15.89 8 .04
DIA-2 3 3772 16 008
LAP-2 2 2596 8 1x10°
6PGD-1 2 9221 8 1x10°
MDH-4 2 2054 8  .008
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El locus CPX-1 en la subpoblacion ocho fue el inico que mostré
diferencias significativas en sus frecuencias genotipicas. Es importante
sefialar que en algunos casos se reordenaron las categorias genotipicas para

alcanzar frecuencias mayores de uno y poder hacer la prueba de .

Se calcularon 41 indices de fijacion asociados a nueve loci de A.

tuitensis (tabla 6.3) de los cuales 19 (46.3%) fueron positivos, 22 (53.6%)

Tabla 6.3. Indices de fijacion de los loci polimérficos en nueve
subpoblaciones de Aechmea tuitensis en México.

Locus
Subpobl. APX-1 CPX-1 DIA-1 DIA-2 LAP-1 LAP-2 6PGD-1 MDH-4

1 640° -333 -053 -.026 1.000"  1.000'
2 1.000° -231
| 3 -158 -048 -048 614

4 -143 -143 -.143

5 -.043 -091 758 -053  1.000?
6 579 -043 -043 1.000* 1.000?
7 -.048 -294 -158 1.000?
8 1.000' 491 -037 1.000 1.000 .627  1.000"
9 -037 -561 .627 -.037 1.000"

1:p<0.05;,2: p<0.01; 3: p< 0.001
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negativos y 13 (31.7%) resultaron significativamente diferentes de cero
(todos positivos). Esto indica un exceso de homocigos en algunos loci, en
particular para el locus MDH. Ningiin valor negativo de F fue

estadisticamente diferente de cero.

El analisis de la estructura genética de las subpoblaciones en A.
tuitensis a través de los estimadores de Weir y Cockerham (1984) se presenta
en la tabla 6.4, los valores de los errores estandar se emplearon para calcular
los intervalos de confianza y asi evaluar si estos eran o no significativos. Los
valores promedio de las F fueron 0.631, 0.196 y 0.536 para f (Fis), 6 (Fst) y F

(Fit), respectivamente.

Tabla 6.4. Valores promedios de las F
(Weir y Cockerham, 1984) y Nm en nueve
loci de Aechmea tuitensis (los errores
estandar se muestran entre paréntesis).

Locus F@Esy Orwy fry Nm

APX-1 475 -.027 .493 0
(413)  (015) (412)

CPX-1 756 297 653 .053
(036) (079 (039)

DIA-1 -065- 045 -111 4.044
(114)  (034) (146)

DIA-2 254 017 239 10938
(.201) (.001) (.204)

LAP-1 -010 -015 .005 0
(007)  (015) (012)

LAP-2 1.889 273 1.889 .509
(.889) (.128) (.889)

6PGD-1 1.141 805 884 .046
(366) (446)  (282)

MDH-4 968 020 967 9.192
(036)  (037) (037

prom. (631 196 (536 '( 0.810
(167)  (09%) (192)
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Dentro de las / hubo dos valores negativos asociados a los loci DIA-1
y LAP-. En las 8 hubo 2 valores negativos (APX-1 y LAP-1). Sin embargo,
deben tomarse como si fueran iguales a cero. Estos pueden darse porque los
componentes de varianza en la estimacion de las F de Wright a través del
método de Weir y Cockerham son en realidad covarianzas y no estan
restringidas a valores positivos solamente. Finalmente el locus DIA-1 mostro
un valor menor que cero en las F. Los resultados indican que hay
mayor variacion dentro de las subpoblaciones que entre estas y que la

relaciones de 3 a 1.

La figura 6.2 muestra los intervalos de confianza para las 0 de cinco
loci de A. tuitensis. Los intervalos de confianza son muy heterogéneos entre
si. Basicamente, hay tres grupos que no se sobrelapan. De estos, dos estan
formados por dos loci, el primero por CPX-1 y LAP-2 y el segundo por DIA-
1 y DIA-2. Finalmente, el terce grupo sélo contiene al locus 6PG-1. El patrén
que muestran los intervalos de confianza de las 0 (Fy) es heterogéneo. Ello
podria indicar que la seleccion natural esta operando sobre algunos de estos

loci.

En la tabla 6.4 se presentan los valores de flujo génico estimados a
través de Nm para cada locus de A. tuitensis. Los valores van desde 0 a
10.938. El analisis de aislamiento por distancia (Slatkin, 1993) no fue
significativo en las subpoblaciones de A tuitensis, es decir, el flujo génico

entre estas no disminuye con la distancia (= 0.026 p= 0.347).
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Fig. 6.2. Intervalos de confianza de las Fg (Weir y Cockerham, 1984) en
cinco loci de nueve subpoblaciones analizadas de A. tuitensis en México.

La matriz de distancias e identidades genéticas para pares de
subpoblaciones (Nei, 1978) en A. tuitensis se muestra en la tabla 6.5, los
valores promedio fueron 0.970 para las identidades y 0.030 para las
distancias. Este resultado indica que las subpoblaciones son muy parecidas
genéticamente. Esta poca diferenciacion puede deberse a que existe

considerable flujo génico entre ellas y/o el que sean clonales.

El analisis de agrupamiento, UPGMA, muestra graficamente las
relaciones genéticas entre las subpoblaciones de esta especie (Fig. 6.3).
Basicamente se forman tres grupos, el primero contiene sélo a la

subpoblacion 1 (muy separada del resto), el segundo esta formado por las



"00IXN U sisuazing ' Ip sauotoejqodqns sasnu anus (VADJ()) SEONuad sauoroe[al se| opuensou eurerdopusaq ¢'9 §14

00° ¢o- €0° S0° Lo 80° (V)

+
+
+
+
4

-+

00° ¢o- €0° s0° LO" 80° otT*



85

Tabla 6.5. Matriz de distancias (arriba de la diagonal) e idéntidades
genéticas (debajo de la diagonal) entre nueve subpoblaciones de
Aechmea tuitensis en El Tuito, Jalisco, México.

Poblacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 —— .070 061 .041 .066 .069 .062 .078 .105
2 933 —— .005 .001 .014 .015 .007 .019 .034
3 941 995 —— .001 .004 .018 .000 .033 .041
4 959 999 999 —— 011 023 .002 .030 .048
5 936 98 996 989 —— 019 .002 .043 .046
6 933 985 982 977 981 —— .021 .008 .000
7 940 993 1.000 998 998 979 —— .039 .044
8 925 981 968 970 958 992 962 —— .010
9 901 967 960 953 955 1.000 957 990 ——

subpoblaciones 2, 3,4, 5 y 7 y el tercero por las subpoblaciones 6, 8 y 9.

En la tabla 6.6 se muestran los 33 genotipos multilocus
detectados, es probable que cada uno corresponda a un genet. Estos
genotipos A8 fueron numerados en forma consecutiva. Se encontraron ramets
separados que poseian genotipos idénticos. La tabla 6.7 muestra cuantos
genotipos multilocus (clones) estaban presentes en cada una de las
subpoblaciones y a cuales correspondieron. Hay genotipos presentes mas de

una vez,

En la Fig. 6.4 se exponen las frecuencias de cada uno de los treinta y
tres genotipos multilocus detectados en A. tuitensis . Los genotipos que

aparecieron solo en una vez se reunieron en la categoria de Winicos y



Tabla 6.6. Genotipos multilocus encontrados en Aechmea tuitensis en
México. Los genotipos estan ordenados asi: APX, CPX, DIA-1, DIA-2, LAP-1,
LAP-2, 6-PGD, GOT Y MDH

17 2245333322 11112211

2234535332211 112222
223433332211222222
223433442211112222
223432332211112222
2233323322 112222 22
223332332211222211
223332322211222222
223332332211112222
22 333233 22 11.22.22 22
2233323322 1111 22 11
223332332211112212
223333333211112222
223333322211112222

223333332211112222
2233333322111122 18
2233333322 11222222 19
334533332222112222 20
3233333322 11122222 2l
324433332211112222 22
323333332211112222 23
224433332211112222 24
224433332211112211 25
224432332211222222 26
224433322211112222 27
224432332211122222 28
224433332222112222 29
225533332211112222 30
224533332211112222 31 223333332211122222
224533332222112233 32 223333442211112222

33 223322342211112211
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Tabla 6.7. Genotipos multilocus (clones) presentes en cada
una de las nueve subpoblaciones de A. tuitensis en México.

SUBPOB. NO. CLONES GENOTIPOS MULTILOCUS
1 9 1,2,3,10, 18,22, 23,24, 29
2 3 1,11, 30
3 6 1, 25, 27, 28, 29, 30
4 5 1, 25, 26, 30, 31
5 5 1,5, 27, 30, 32
6 8 1,2,8,9,14,15,18, 24
7 5 1,2,7,25,30
8 8 1,4,8, 12,13, 16, 19, 20
9 8 1,6,8, 14,15, 17,21, 33
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Fig 6.4, Frecuencia de los treinta y-tres genotipos multilocus
(genets) encontrados en nueve subpoblaciones de A. tuitensis
en México.
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Fig. 6.5. Porcentaje de subpoblaciones de A. tuitensis que
comparten los genotipos multilocus mas frecuentes.
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presentaron (en conjunto) una frecuencia de 17.43%. Basicamente, existe un
genotipo predominante, el nimero 1, con una frecuencia igual a 32.11%y
varios con frecuencias que van de 1.83% a 9.17%. La distribucion de los
diferentes genotipos en las subpoblaciones se muestra en la Fig. 6.5. En esta
figura se presenta el porcentaje de poblaciones que compartieron los distintos
genotipos multilocus. El genotipo mas frecuente (1) esta en el 100 % de las
subpoblaciones, mientras que un 55.6% de las subpoblaciones presentan el
genotipo 30, el 33.3% los genotipos 2, 8 y 25 y el resto de los genotipos, no
unicos (14, 18, 24, 27, 29), lo comparten el 22% de la subpoblaciones. El
genet mas comun abarca a todas las subpoblaciones muestreadas y los demas
genotipos multilocus ocurren dentro de este. La correlacion entre el area de
cada subpoblacion y el nimero de genotipos multilocus diferentes presentes

no resulto significativa (p< 0.05).

El indice de diversidad clonal, Dg (Parker, 1979; Ellstrand y Levin,
1982), fue igual a 0.878. este valor estd muy cercano a 1. Esto indica una
gran heterogeneidad entre las muestras. La unica poblacion de A. tuitensis
consiste de una gran diversidad de genets. La proporcién distinguible fue
igual a 0.303, este valor refleja que sélo se muestre6 un 30% de la variacién

que existe en la especie.
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6.5 DISCUSION

El mapeo de los genotipos en la inica poblacion que existe en el
mundo de A. tuitensis indica que esta especie es policlonal y consiste de un
genet con una frecuencia moderada, varios que aparecen una sola vez
(anicos) y otros que se presentan con una frecuencia relativamente baja. Este
resultado también ha sido reportado para otras especies con crecimiento
clonal (Cheliak y Dancik, 1982; Bayer, 1991; McClintock y Waterway, 1993;
Parks y Werth, 1993).

Aechmea tuitensis, como planta fundamentalmente clonal presentd una
considerable cantidad de variacion genética, estimada a través de el nimero
de genotipos multilocus (33), el indice de diversidad genética Dg (0.878) y la
proporcion distinguible, PD (0.303). Estos valores estan dentro de los
reportados para varias especies con algin tipo de propagacion vegetativa
(Ellstrand y Roose, 1987). El estudio comparativo realizado por ellos abarco
27 especies y 11 loci y el intervalo de valores que encuentran para el nimero
de genotipos multilocus es de 1 a 222 (x=16.1), para Dgvade 0.1 a 1 |
(x=0.61) y para PD de 0.002 a 1 (x = 0.17). Aechmea tuitensis presentd
valores mas altos que el promedio para los tres estimadores. El valor de PD
estima la probabilidad de que en un muestreo aleatorio la siguiente muestra
tenga un genotipo distinto. Esta medida refleja que ain existe un 30.3% de
variacion no detectada a través del estudio. Ello podria sefialar que la
variacion genética encontrada en este estudio subestima los niveles reales que

contiene la especie. En la tabla 6.8 se pueden apreciar valores de diferentes



Tabla 6.8. Diversidad genética en ocho especies con crecimiento clonal estimadas
a través del % de loci polimorficos (P), nimero de genotipos multilocus, indice de
diversidad (D) y la proporcion distinguible. Ademas se presentan el nimero de
poblaciones/individuos muestreados (pob./N) y el nimero de loci analizados (L).

genotipos

Especie pob./N L; P multilocus D P.D.
Carex lasiocarpa’ 39/1329 12 92 489 764 368
C. pellita' 20/558 12 67 176 718 315
Aechmea magdalenae®  9/430 18 33 17 .855  .039
Populus tremuloides’ 7/222 26 87 222 1 1
Tretaria capillaris’ 1/100 11 54 68 970 680
Pteridium aquilinum’ 1/89 6 --- 45 ---  .506
Antennaria rosea® 21/560 4 ———- 37 .999 .066
Aechmea tuitensis’ 1/109 9 383 33 878 303

1: McClintock y Waterway, 1993; 2: Murawski y Hamrick, 1990; 3: Ckeliak y
Dancik, 1982; 4: von Perger, et al., 1994; 5: Parks y Werth, 1993; 6: Bayer, 1991;
7: este estudio.

estimadores de diversidad genética en algunas plantas clonales (en su mayoria
herbéceas). En particular, A. fuitensis con una unica poblacion presentod
mayor diversidad genética que siete poblaciones de A. magdalenae
(Murawski y Hamrick, 1990), una especie perteneciente al mismo género

pero que exhibe una distribucion geografica mucho mas amplia (se encuentra

desde México a Ecuador).

El origen de los altos niveles de variacion genética encontrados en
muchas plantas clonales no esta del todo claro. Existen varias hipétesis al
respecto. Es posible que ocurra de manera simultanea eventos reproductivos

sexuales y asexuales (en A. tuitensis se observaron ramets con
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inflorescencias), que la mutacion sea una fuerza evolutiva importante, que
historicamente la especie haya tenido niveles altos de variacion, o que se
mantenga un considerable flujo génico entre las subpoblaciones (Bayer,

1991).

La poca diferenciacion entre las subpoblaciones de A. tuitensis
estimada a través de las Fy pareciera indicar que la reproduccion sexual es un
evento frecuente. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que la

estructura genética de A. fuitensis este mas relacionada con su clonalidad.

El papel de las mutaciones somaticas en los niveles de variacion
genética en plantas ha sido muy cuestionado. Whitman y Slobodchikoff
(1981) le confieren gran importancia a este proceso (reportando evidencias de
ello en plantas cultivadas) y sefialan que estas mutaciones pueden ocurrir en
las células de las yemas y posteriormente propagarse a través de mecanismos
sexuales y asexuales. En plantas con crecimiento clonal, larga vida y una alta
tasa regenerativa existe una mayor probabilidad de que aparezcan mutaciones
somaticas y que esos cambios se mantengan, favoreciendo la adaptacion a
condiciones locales Sin embargo, en plantas silvestres las evidencias son
escasas y la frecuencia con que ocurren parece ser bastante baja (Antolin y

Strobeck, 1985).

Burdon (1980) sefiala que la heterogeneidad del ambiente favoreceria
una alta diversidad genética a través de la coexistencia de clones con

diferentes capacidades adaptativas por seleccion diversificadora. Asi, la
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variacion espacio-temporal del ambiente favoreceria la evolucion, como
biotipos especializados, en aquellas especies con potencial de propagacion
vegetativo (Schmid, 1985 y 1990). Sin embargo, Soane y Watkinson (1979)
demostraron, a través de simulaciones, que una alta diversidad genética en
plantas que se propagan clonalmente puede mantenerse por largos periodos
en ausencia de seleccion. A partir de datos demogréficos de ramets y
propagulos describieron el ciclo de vida de Ranunculus repens y utilizaron
esta informacién como base para simular el flujo de ramets y el
comportamiento de clones en poblaciones donde no operaba la seleccion. Sus
resultados sefialan que en ambientes estables el mantenimiento de
poblaciones, por crecimiento clonal, es una manera de preservar un genotipo
exitoso, mientras que en uno inestable, es posible que ello ocurra de una
manera mas compleja. Asi, la seleccion seria intensa en la fase de plantula y
en consecuencia la diversidad genética de las plantas adultas funcionaria
como una memoria de eventos pasados de seleccion. Cada uno de los sitios
donde se encuentran las plantas de A4. tuitensis es particular en relacion a su
supercie total, forma y exposicion a la luz. Una gran diversidad genética
clonal le permitiria a esta especie desarrollarse diferencialmente dependiendo
de las condiciones de cada roca (condiciones microclimaticas: humedad,

incidencia de luz, presencia y cantidad de hojarasca).

Si A. tuitensis tiene eventos reproductivos sexuales y originalmente
tuvo altos niveles de variacion genética (quizas porque su establecimiento se
di6 por mas de una semilla), la probabilidad de erosion de esa variacion es

muy baja si consideramos que los genets son potencialmente inmortales.
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CAPITULO 7
CONSIDERACIONES FINALES

Las especies de Podaechmea, tienen niveles moderadamente bajos de
diversidad genética aloenzimatica. Sin embargo, contrario a lo que se
esperaba, las especies Aechmea macvaughii y A. tuitensis, que solo tienen
una poblacién en el mundo, mostraron (en general) mayor polimorfismo
genético que todas las poblaciones de A. mexicana y que algunas de A.
lueddemanniana, especies con una distribucion geografica mas amplia. Esto
demuestra que la distribucion geografica no siempre explica los niveles de
variacion genética presentes en las especies. La cantidad y distribucion de la
diversidad genética tiene que ver con la interaccion diferencial entre las
fuerzas evolutivas y las caracteristicas de historia de vida. En este sentido la

distribucion geografica es un aspecto mas.

En las especies analizadas en este trabajo los niveles de diversidad
genética y su distribucion estan directamente relacionados con su forma de
crecimiento (hierbas, perennes), su sistema de apareamiento predominante
(autofertilizacién), una alta tasa de propagacion vegetativa y con las
caracteriticas asociadas a los habitats donde crecen. Estos presentan una
distribucion discontinua y severas restricciones en la disponibilidad de agua y

nutrientes, en comparacion al suelo (Bennett, 1986 y 1987).

Los altos indices de fijacion, la considerable diferenciacion entre

poblaciones (altos valores de F y D) y bajos niveles de flujo génico



94

(Nm < 1) son caracteristicas tipicas de plantas que predominantemente se
autopolinizan. Sin embargo, los indices de diversidad y la estructura genética
encontrados en este estudio indican que estas especies difieren en el grado de
endogamia. Dentro de las especies de amplia distribucion geografica, A.
mexicana es mucho mas endogamica que A. lueddemanniana. Este hecho
hace que A. mexicana sea menos dependiente de los polinizadores y ello
posiblemente le confiere ventajas en la colonizacion de nuevos sitios,
mantenimiento de mas poblaciones y en mayor numeros de habitats. Aechmea
mexicana se distribuye desde México hasta Ecuador, mientras que A.
lueddemanniana sélo llega hasta Honduras. La distribucion ecolégica de A.
mexicana (bosques mesofilos, perennifolios y secos) también es mas amplia

que la de A. lueddemanniana que sélo se encuentra en bosques perennifolios.

El habitat de las epifitas se presenta en parches, es inestable y ofrece
una serie de restricciones fisicas para el desarrollo de estas plantas. En estos
ambientes aquellas especies que dependan menos de agentes polinizadores
tendran mayores posibilidades de dejar descendencia. En consecuencia, es de
esperar la evolucion de sistemas genéticos que favorezcan una rapida
diferenciacion entre poblaciones pequeiias a través de la autocompatibilidad,
retencion de compatibilidad interespecifica y algunas veces poliploidia. Estas
caracteristicas son frecuentes en las epifitas (Bawa y Ashton, 1991). Gentry y
Dodson (1987) encontraron en comunidades de tierras bajas tropicales que
las especies epifitas presentaban mayores niveles de autocompatibilidad y

autogamia que las terrestres.
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En las Bromeliaceae se desconocen los efectos de la depresion por
endogamia. Sin embargo, en estudios con otras especies, la literatura es
contradictoria. Karron (1989) evalu6 en varias especies de 4Astragalus la
magnitud de la depresion por endogamia en semillas producidas por dos tipos
de plantas, autofertlizadas y de fertilizacion cruzada y no encontré diferencias
significativas entre los dos sistemas de cruzamiento en cuanto al nimero de
semillas producidas y el porcentaje de germinacion, mientras que si las hubo
en el peso de las semillas. La depresion por endogamia también puede ser
evidente en etapas posteriores en el ciclo de vida de una planta (Schaal,
1980). Estas evidencias sugieren la posibilidad de que las especies de
Podaechmea padezcan los efectos de la depresion endogamica. Sin embargo,

es posible que a través de seleccion se eliminen los alelos deletéreos.

Los bajos niveles de diversidad genética a consecuencia de la
endogamia pueden no ser importantes en los efimeros habitats que explotan la
mayoria de estas plantas. La dinamica temporal de los ambientes a los que se
asocian las epifitas provoca constantes reducciones en el tamaiio poblacional
(Benzing, 1981; Bennett, 1986 y 1987). En esta situacion las especies que
puedan autofertilizarse tendran una mayor probabilidad de dejar descendencia

(Karron, 1991).

La gran diferenciacion interpoblacional, los pequefios tamafios
efectivos y los altos niveles de endogamia encontrados en las especies de
Podaechmea refleja que existe poco flujo génico entre sus poblaciones y que

la deriva es una fuerza evolutiva importante. Adicionalmente, el hecho de que
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las caracteriticas fisicas de cada hospedero pueden ser muy especificas indica
que la seleccion puede estar jugando un papel determinante en la evolucion
del grupo. Sytsma y Schaal (1985) encontraron un patron similar en un

complejo de especies pertenecientes al género Lisianthius.

A. tuitensis, la Gnica especie no epifita del grupo y con un crecimiento
predominantemente clonal presenté niveles de variacion genética
relativamente altos en comparacion a otras especies herbaceas endémicas
extremas (Baskauf et al., 1994) Ademas, mostr6 una alta diversidad clonal.
Es probables que estos niveles de variacion se deban a eventos de
fertilizacion cruzada que ocurren con cierta frecuencia o, de que el
establecimiento inicial de la especie involucré a muchas semillas o, aunque

pocas portaban considerables niveles de polimorfismo genético.

El polimorfismo genético a nivel de aloenzimas encontrado en estas
especies es menor en comparacion al reportado para otras hierbas tropicales y
perennes, no Bromeliaceae (Hamrick, 1983 y 1987). Esto no necesariamente
implica que genéticamente tengan poca variacion. Es posible que las especies
de Podaechmea presenten una gran variabilidad en caracteres cuantitativos
heredables los cuales tienen, en general, mayor valor adaptativo (Lande y
Barrowclough, 1987).

En el contexto de la biologia de la conservacion, la genética de
poblaciones es una disciplina que permite conocer una parte de la historia

evolutiva y ecologica de las especies y eso constituye informacién basica
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necesaria en el planteamiento de estrategias en la materia. Sin embargo, hay
que tener claro que en la bioconservacion los aspectos demograficos son
vitales y deben ser evaluados ya que estan muy relacionados con las
probabilidades de extincion de las especies (Oyama, 1993). Lande (1988)
reporta que hay especies que se han extinguido a pesar de tener una
considerable cantidad de polimorfismo genético y ello tiene que ver con que
las fluctuaciones en las proporciones macho-hembra afectan la varianza en el

tamaiio efectivo de la poblacion.

A diferencia de los arboles tropicales que mantienen la mayor parte de
su variacion dentro de las poblaciones (Eguiarte, 1990, Hamrick y Murawski;
1991), las especies herbaceas y perennes presentan mayor variacion entre las
poblaciones que dentro de ellas y esto tiene repercusiones en las estrategias
de conservacion in situ a proponer. Las especies de Podaechmea, en su
mayoria epifitas, son plantas muy endogamicas, con poblaciones altamente
diferenciadas que reflejan poco flujo génico entre si. Estas caracteristicas
plantean la necesidad de conservar el nimero suficiente de poblaciones, a
expensas de un menor nimero de individuos, para garantizar el
mantenimiento de toda la diversidad genética que contienen. Dole y Sun
(1992) proponen la misma estrategia en Limnanthes floccosa una especie
herbacea y endémica para California que presenta el mismo patrén en los

niveles y distribucion de la variacién genética.

En términos de reservas seria recomendable tener informacion de las

especies claves dentro de cada forma de vida. En el caso particular de las
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especies de Podaechmea, que son plantas epifitas con tamafios efectivos

pequeiios, seria necesario un mayor nimero de reservas aunque pequenas.

El hecho de que las plantas de Podaechmea sean muy endogamicas
hace necesario evaluar el efecto de la depresion por endogamia durante su
ciclo de vida. En particular, durante la fase de plantula que es critica en estas
plantas (Benzing, 1989). También seria importante conocer qué tanta
variacion existe en los caracteres cuantitativos de estas plantas y como
influyen estos en su adecuacion y adaptacion a los habitats en que se

establecen.
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CONCLUSIONES

- Los niveles de variacion encontrados en las especies del complejo
Podaechmea estan dentro de los reportados en la literatura para plantas con

caracteristicas similares (herbaceas, perennes).

- Contrario a lo que se esperaria, las especies con una distribucion geografica
restringida A. macvaughii 'y A. tuitensis, con una unica poblacion en el
mundo, no estan depauperadas genéticamente. Por el contrario, exhibieron
niveles de variacion considerables y, en general, mas altos a los que reporta la
literatura y a los encontrados en A. mexicana. La distribucion geografica no

resulté ser un buen predictor de la variacion genética.

- Los niveles de heterocigosis encontrados en estas especie indican que la

autofertilizacion es el sistema de apareamiento predominante.

- Existe una marcada estructuracion entre las poblaciones de las especies de
amplia distribucion A. mexicana y A. lueddemanniana como lo sefialan los

valores de las Fst y D.

- A través de la técnica de electroforesis no se logré separar

filogenéticamente a las especies.

- La variacion genética dentro de las nueve subpoblaciones de Aechmea
tuitensis resultdo mayor que entre estas. En relacion a la diversidad genética

clonal esta especie presento niveles considerables de variabilidad.
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APENDICE 1

1. Composicion quimica de los sistemas electroforéticos utilizados
en el estudio de la variacién genética en cuatro especies del
género Aechmea (Bromeliaceae).

SISTEMA GEL GEL CHAROLA
Solucion A
Sol. A: 76.8 ml LiOH:2.4 g
8- Sol. B: 3264 © | AcBGrico:239 | 501 A: 682 mi
gua: 8 Sol. B: 318 ml

se ajustael pH a
Seajustael pHa | g con LiOH

7.6 con HCL
Solucion B:
Tris: 1236 g
Ac.Citrico:3.36
g
Dilucion del buffer del electrodo Ac. Citrico:
4 35mly aforar con agua 16.52 g.
pH: 7.5 Tris: 27 g

pH: 7.5

2. Caracteristicas de los sistemas de corrida empleados
en el estudio de la variacion genética en cuatro
especies del género Aechmea (Bromeliaceae)

Caracteristica | Sistema 8- | Sist. Soltis 4

pH gel i 7.6 7.5
pH charola 7.5
corriente(mA) 55 40-45

dist.de cormda 6 cm 10 cm




3. Recetas de las enzimas utilizadas en el analisis electroforético

DIA
Los componentes secos se pesan
por separado.

1) 2,6 Diclorofenol indofenol 4 mg
2) b-NADH 12 mg
3) Agar 36 mg
afiadir:
Agua destilada a 3 y hervir 24 ml
Tris-HCL pH:8.6 0.025M a2 20 ml
MTT (1%) a2 0.8 ml
Agua destilada a 1 4 ml
Mezclar 1,2y 3
APX/CPX
3-Amino-9-etil carbazol 100 mg
Dimetilformamida 7 ml
Agua destilada 90 ml
Peroxido de Hidrogeno (3%) 1 ml
Cloruro de Calcio (10%) 2 ml
Buffer Acetato de Na pH:5 1 5 ml
PGI
D-fructosa 6-fosfato Na, 20 mg
Tris-HCL pH:8 IM 10 ml
Agua destilada 90 ml
Cloruro de Magnesio (10%) 1 ml
G6PDH (10 w/ml) 4 ml
TPN (1%) 1 ml
MTT (1%) 2ml
PMS (1%) 0.1 ml
LAP (pesar por separado)
1) L-leucil B-naptyl amida 20 mg
2) Fast black K sal 50 mg
afiadir a 1:
Dimetilformamida 5 ml
Buffer de fosfatopH: 6 IM 10 ml
Agua destilada 50 ml

Anadir esta mezclaa 2

GOT

Piridoxal 5-fosfato 5 mg

Fast Blue BB sal 100 mg

Sustrato GOT 100 ml

Sustrato GOT:

Tris-HCL ph:8 IM 10 ml

Agua destilada 90 ml

a-ac. Ketoglutarico 100 mg
L-ac. Aspartico 100 mg

Ajustar a pH:8 con NaOH

MDH

DPN 10 mg
Tris-HCL pH:8 IM 10 ml
Agua destilada 80 ml
DL-malato de Na

pH:8 2M 10 ml
MTT (1%) 1 ml
PMS (1%) 0.1 ml
6PGD

Ac. fosfogluconico 30 mg
NBT 20 mg
EDTA Na, 50 mg
Tris-HCL pH:8 IM 10 ml
Agua destilada 50 ml
Cloruro de Mg(10%) 2 ml
TPN (1%) 0.5 ml
MTT (1%) 0.5 ml
PMS (1%) 0.1 ml

102
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4. Abreviaciones de los reactivos utilizados

APX
CPX
GOT
MDH
6-PGD
PGI
DIA
PMS
NBT
MTT

TPN
B-NADH
LiOH
Tris
G6PDH
HCL
NaOH

Peroxidasa anddica
Peroxidasa catodica
Aspartato amino transferasa
Malato deshidrogenasa
6-Fosfogluconato deshidrogenasa
Fosfogluco isomerasa
Diaforasa
Phenazine methasulfate (sigma P-9625)
Nitro blue tetrazolium (sigma N-6876)
3-4,5-Dimethylthiazol-1,2-y1-2,5 diphenyltetrazolium
(sigma 2128)
B-Nicotidamide dinucleotido phosphate (sigma N-0505)
B-Nicotidamide adenine dinucleotido (sigma N-8129)
Hidroxido de litio
(Hidrometil) aminometano (sigma T-1378)
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (sigma G-8878)
Acido clohidrico
Hidroxido de Sodio

4. Numero de individuos (N), loci (L), alelos (A) y enzimas analizados en
las especies A. mexicana, A. lueddemanniana, A. macvaughii 'y A.

tuitensis.
ESPECIE N L A ENZIMAS ENSAYADAS
A. mexicana 212 10 27 APX, CPX, DIA, GOT, LAP,

MDH, 6-PGD, PGI

A. lueddemanniana 180 7 21 | APX, CPX, DIA, GOT, MDH,

; 6-PGD, PGI
A. macvaughii 30 5 @ 8 :APX, CPX, GOT, MDH, PGI

A. tuitensis 112 9 20  APX,CPX, DIA, GOT, LAP,

: MDH, 6-PGD,
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APENDICE N1

1.Frecuencias alélicas en 10 loci, de ocho poblaciones de
Aechmea mexicana en México.

Pobl. alelo locus

APX-1 CPX-1 DIA-1 DIA-2 LAP-1 LAP-2 PGI-1 GOT-1 MDH4 6&PGD-1

1 N 30 30 30 3 3 30 3 30 30 30
1 .167 1.000
2 .833 1.000 1.000 1.000 1000 .087 1.000 .833
3 .167 .855 .933
4 .150

2 N 30 30 24 30 2 18 2 3] 30 26
1 1.000 1.000 1.000 .034 .087 .308
2 433 .183  1.000 .897 1.000 .883 873
3 533 800 .089 .050 .019
4 033 .017

3 N 30 30 » 3 30 » 30 30 30 7
1 .033 .887 1.000 1.000 A17
2 1.000 .050 1.000 133 800 1.000 .800 558
3 .800 .100 .083 444
4 017

4 N 1 18 18 18 1 18 15 1 18 14
1 1.000 1.000 1.000 .087 .083 .as7
2 408 733 .800 1.000 .813 843
3 594 089 267 133 125
4 .031

5 N 2 il 20 b3 2 21 19 n 3| 19
1 1.000 1.000 .619
2 976 .071 1.000 381 789 1.000 976 1.000
3 024 810 21 .024
4 .119

[ ] N 25 28 20 24 25 25 22 25 28 15
1 920 875 980 045 1.000 .220 487
2 720 .080 .325 1.000 800 .020 .750 680 .533
3 .280 .100 .205 .100

7 N 30 30 29 Fo] 3 30 30 3 RTi] 27
1 1.000 1.000 1.000 .750 .083 074
2 1000 .017 1.000 250 1.000 917 926
3 .950
4 .033

8 30 30 k'] 30 30 b4 o] 30 30 26
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2,Frecuencias alélicas en siete loci de siete
poblaciones ue Aechmea lueddemanniana en México.

Pobl. alelo locus

1 APX-1 CPX-1 DIA-2 PGI-11 GOT-1 MDH4 6PGD-1
N 30 30 30 sl 30 30 18
1 967 603 833 375
2 917 033 397 1.000 .167 625
3 083 1.000

2 N 20 20 20 20 20 20 18
1 1.000 .950 .300
2 650 .850 050 1.000 .700 1.000
3 225 .025
4 125 125

3 N 2 22 21 20 22 22 13
1 114 976 700 045
2 727 024 250 1000 955 1.000
3 114 977 .050
4 045 .023

4 N 21 2 21 21 18 21 15
1 833 143 067
2 .762 762 167 .857 1.000 .929 .833
3 238 .190 .071
4 .048

5 N 28 28 8 28 28 28 20
1 .038 018 1.000 1.000 036 .143 .500
2 91 .179 984 857 375
3 .018 .768 125
4 038 .036

6 N b 29 20 Fo ] 29 bl 29
1 .103 966 741 293 .086
2 .828 034 241 1000 890 .897
3 052 .690 017 .017 .017
4 017 310

T 30 30 27 24 28 30 20
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3, Frecuencias alélicas en cinco loci de
Aechmea macvaughii en México.

alelo locus

APX-1 CPX-1 PGI-2 GOT-1 MDH<4

N 3 30 30 28 30
1 050 179

2 033 883 821  1.000
3° 950 067

4 017 933

5 087

T ——

o ——
- =

alelo locus

APX-1 CPX-1 DIA-1 DIA-2 LAP-1 LAP-2 GOT-1 MDH-<4 6PGD-4

161 .031

N 112 112 112 112 112 112 112 112 109
1 973 .138 .835
2 .78 121 063 .991 .027 1.000 .853 .165
3 022 .781 879 906 .009 .009

4

5

1]
n
1
|




107

8 Frecuencias genotipicas que no estuvieron en equilibrio Hardy-Weinberg en 8
poblaciones de Aechmea mexicana en México. Previamente corregidas con los métodos
de Levene y de Yates.

frecuencia
Pobl. locus  genotipo obs. esp. x p=
2 APX-1 2-2 10 5.51
2-3 6 14.10
24/34/44 1 1.99
3-3 13 841
11.31 .04
PGD-1 1-2 0 1098
11/13/23 9 335
2-2 17 11.67
22.94 1x10*
3 PGD-1 2-2 13 821
2-3 4 1358
3.3 10 521
11.86 .001
MDH4 1-2 1 5.69
11/13/33 3 .59
2-2 21 19.12
2-3 5 407
7.42 02
4 APX-1 2-2 6 2.52
2-3 1 197
3-3 9 552
10.40 .001
s LAP-2 1-1 13 7.93
12/22 8 13.08
521 .02
6 APX-1 2-2 17 12.86
2-3 2 10.29
3-3 6 1.86
14.07 .000
MDH4 1-2 1 7.63
11133 7] 1.32
1-3 0 1.12
2-2 16 11.45
23 1 3.47
34.89 1x10°
PGD-1  1-1 7 314
- 0 7.72
2-2 8 414
13.09 .000



cont......

7

PGI-1

APX-1

MDH-+4

2-2
2-3
33

2-2
2-3
33

16.78
11.44
1.78

15.31
12.39
231

2.9
13.20
13.90

22.48

23.04

23.46

1

.000

108
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6. Frecuencias genotipicas que no estuvieron en equilibrio Hardy-Weinberg
en 7 poblaciones de Aechmea lueddemanniana en México. Previamente corregidas
con los métodos de Levene y de Yates.

frecuencia
Pobl. locus genotipo obs.  esp. o gl p=
1 DIA-2 1-1 29 28.027
1-2 0 1.97
2-2 1 02
14.87 1 1x10*
PGI-1 1-1 16 1044
1-2 3 1412
22 10 444
16.22 1 .00
PGD-1 2-2 10 613
11112 6 987
3.96 1 04
2 CPX-1 2-2 16 1439
44/2334 1 126
24 1 436
522 1 022
3  PGI-1 1-1 13 969
1-2 2 718
13/23/33 2 198
2-2 3 115
7.84 2 002
CPX-1 2-2 15 12.10
23124 2 78
33/34/44 4 1.09
12.78 1 4x10*
5  APX-1 22 24 23.18
11/14/13/33/34/44 1 0.19
T 23R4/12 3 4.66
4.07 1 043
PGD-1 1-1 10 487
13 ()} 7.69
1-3 0 2.56
2-2 7 269
23/33 3 2.18
22.87 3 4x10°



PGI-1

MDH-4

CPX-1

DIA-2

PGI-1

GOT-1

PGD-1

1-1

1323
2-2

1-1
1-2
13723
2-2

2-2
23
2434
33

1-1
1-2
2-2

1-1
1-2
2-2

15.84
10.56
1.00
1.60

2.39
11.93
1.00
13.68

13.90
12.51
1.01
2.59

13.26
11.47
2.26

1.94
10.13
11.94

1.78
10.43
13.78

3.92
10.15
592

2244

2225

22.00

24.67

21.66

23.53

18.06

110

1x10*

1x10°*

2 x10*
1x10*
lx;U’
1x10°

2x10*




7 Frecuencias genotipicas que no estuvieron en equilibrio
Hardy-Weinberg en Aechmea macvaughii en México
(corregidas con los métodos de Levene y de Yates).

frecuencia
Locus clase obs. esp. ¥ gl p=

PGI-2 22 25 2336
1/1¢/13/33 5 3.05
23 0 3359

49 1 7x10°

8 Frecuencias genotipicas que no estuvieron en equilibrio
Hardy-Weinberg en Aechmea tuitensis en México
(corregidas con los métodos de Levene y de Yates).

frecuencia
Locus clase obs. esp. x* gl p=

CPX-1 33 85 68.36
34 5 2813
3.5 0 1016
4 12 2.89
45/55 10 247
8490 3 1x10°
MDH4 11 15 2.14
12 1 26.43
1372333 1 2
222 95 8143
10501 2 1x10°
PGD-1 1-1 89 7597
1-2 4  30.06
22 16 297
7659 1 1x10°




8 Frecuencias alélicas en nueve loci, de nueve subpoblaciones
de A. tuitensis en Mexico.

Suppoblacicn

Locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9

MN) 20 8 11 8 12 12 I 14 14
2 1.000 1.000 1.000 1.000 .958 1.000 .955 .929 .964
3 000 000 000 .000 042 000 .045 071 .036

MmN 20 8 11 8 12 12 11 14 14
3 925 .875 1.000 1.000 1.000 .542 1.000 .500 .321
4 075 .125 000 .000 .000 292 .000 429 .429
5 000 .000 000 000 000 .167 .000 .071 .250
DIA-1

™ 220 8 11 8 12 12 11 14 14
2 250 000 (136 .125 083 .042 227 .036 .107
3 750 1.000 864 875 917 958 .773 964 .893

N 20 8 11 8 12 12 11 4 14

2 050 .188 .045 .125 042 042 .136 .000 .000
3 95 813 955 875 .792 958 864 .929 .964
4 000 000 .000 000 .167 .000 .000 .071 .036

N) 20 8 11 8§ 12 12 11 14 14
2 975 1.000 .955 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
3 025 .000 .045 000 .000 .000 .000 .000 .000
LAP-2

M™N) 20 8 11 g8 12 12 11 | 14
1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 .786 1.000
2 000 .000 .000 000 000 .000 .000 .214 .000
PGD-1

MN) 20 8 11 g8 10 12 11 14 13
1 300 1000 1.000 875 .950 .917 1.000 893 1.000
2 700 .000 .000 .125 .050 .083 .000 .107 .000
GOT-1

M) 20 8 11 8§ 12 12 11 14 14
2 1000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
MDH-4

MN) 20 8 11 8 12 12 11 14 14
1 100 000 .136 .000 .333 250 182 000 214
2 .900 1.000 .864 1.000 .667 .750 818 929 .786
3 .000 .000 .000 .000 .000 .000 000 .071 .000




APENDICE I

L1. Valores promedios de los estadisticos F
(Wright, 1951) de los loci analizados en
Aechmea mexicana en México.

Locus F. p= Fi p= | Fu p=
APX-1 647 1x10® | 742 1x10° | 268 01
CPX-1 045* 667 1x10® | .651 1x10°
DIA-1 578 1x10? | 795 1x10® | .514 1x10°®
DIA-2 .345¢ 915 1x10° | 871 1x10°%
LAP-1 733 1x10”® | 981 1x10”® | 929 1x10°
LAP-2 10 2x10° | 789 1x10% | 275 .02
PGI-1 772 1x10° | 877 1x10° | 462 2x10°
MDH-4 |.722 1x10® | .788 1x10® | .236 .03
6PGD 912 1x10%* | 957 1x10* | 512 2x10°
prom. .648 .848 569
*N. S.

1.2. Valores promedios de los estadisticos F
(Weir & Cockerham, 1984) y Nm para los loci
analizados en Aechmea mexicana en México.

Loci F(Fy) Theta(F) f(Fu) Nm

APX-1 132 259 640 548
(.119) (.098) (.163)

CPX-1 736 726 018 072
(.185) (.176) (.133)

DIA-1 673 157 407 062
(.187) (.306) (.522)

DIA-2 921 868 441 029
(.068) (.084) (.599)

LAP-1 982 933 762 014
(.010) (.039) (.084)

LAP-2 1235 407 1.042 279
(.7113) (.218) (.694)

PGI-1 .930 594 817 131
(.065) (.193) (.097)

MDH4 822 320 721 407
(.136) (.222) (.113)

6PGD-1 954 603 881 126
(.036) (.165) (.078)

prom. 860 615 643  .18S

(.043) (.087) (.100)
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2.1 Valores promedios de los estadisticos F
(Wright, 1951) para los loci analizados en dechmea
lueddemanniana en México.

Locus |Fy p= Fu p= | Fa p=
APX-1 | .244* 317* .096*
CPX-1 | .482 6x10” |.740 1x10° | .498 1x10°
DIA-2 |.563 5sx10? | .627 2x10° | .146*
PGI-1 |.772 1x10® | 857 1x10® | 373 3xl10*
GOT-1 |1.00 1x10° | 1.00 1x10® | .207*
MDH-4 | 874 1x10° | 913 1x10% | 315 1xl0?
6PGD | .955 1x10% | 967 1x10% | .267*

*N.S.

22 Valores promedios de los estadisticos F
(Weir & Cockerham, 1984) y Nm para los loci
analizados en Aechmea lueddemanniana en México.

Loci F(F) Theta(F) f(F) Nm
APX-1 374 .105 300 1.633
'(.129)  (054) (.129)

CPX-1 741 498 477 193
17 (106) (.209)

DIA-2 832 An 753 921
(423) (08D (.443)

PGI-l 876 375 797 319
(065)  (.161) (.074)

GOT-1 1.000 347 1.000 360
(000)  (182) (.000)

MDH-4 941 421 891 263
(061)  (283) (.061)
6PGD-1  .960 247 949 583
(022) (072 (.032)
prom  .781 )| 675 611
(086) (067 (.120)
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