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Resumen

Utilizando los marcadores moleculares denominados RAPD's se estudiaron 2 especies de
cactdceas endémicas c'2 México, Thelocacres hastifer endémica extrema y Thelocactus
fulensis con sus 3 subespecies 1. fulensis ssp fufensis de amplia distribucion, T. tufensis ssp
buekii de distribucién estrecha y 7. filensis ssp matudge endémica extrema y especialista
edafica. Todas cxcepto 7. fulensis ssp fulensis estan consideradas en peligro de extincion,
Las metas de este estudio fueron estimar los niveles de variacién genética intra e
interpoblacionat de 3 poblacicnes de T. srstifer y de 5 poblaciones de cada subespecie de
T. tulensis y detectar la variacion intra e inter-subespecie ademas evaluar e] uso potencial
de! marcador molecular en estas cactéceas. 1. hastifer, 1. fulensis ssp matudae mostraron
los niveles mas altos de diversidad genética (Hy= 0.2025 y Hy= 0.2297 respectivamente), T.
fulensis ssp buekir reveld un nivel mis bajo (Hy= 0.1970) y mostrd el nivel mas bajo de de
variacion genética {H1=0.01616). Tanto las poblaciones de 7. hastifer como de T, tulensis
estan gencéticamente diferenciadas. Se discuten Ja distribucién de la variacion genética, la
estructura y relaciones genéticas para cada especie. Se concluye que para las especies méas
amenazadas y de distribucién muy restringida los niveles de diversidad genética son mas
altos en comparacion con la especie menos amenazada y de distribucidén mas amplia
contradiciendo lo esperado tedricamente para especies cndémicas y amenazadas v de
pequefins tamafios poblacionales. Los RAPD’s son un tipo de marcador molecular muy atil
para detectar variacion genética intra, e interespecifica para éstas cacticeas.

ABSTRACT

Two endemic species of cacti from México were studied using the molecular markers
RAPDY's: Thelacactus hastifer with an extremely restricted distribution and T~ fufensis with
3 subspecies. ¥. fulensis ssp. tnlensis widely spread, T. fulensis ssp. buekif narrowly
distributed and 7. fufensis ssp. matudae with an extremely restricted distribution. All,
except T. fulensis ssp. fulensis, are considered in danger of extinction The goals of this
study were: 1) to estimate the levels of genetic variation among and between populations of
3 populations of T. hastifer and 5 populations of each subspecies of 7. Tulensis; 2)to
determine the variation among and between subspecies, and 3) to evaluate the potential use
of the molecular markers in these cacti.

I- hastifer, and 1. tulensis ssp. matudae showed the hizhest levels of genetic diversity
(HF=0.2025 y 1IT=0.2297, respectively), T. miensis ssp bnekri showed an intermediate
level (HT=0.1970) and 7. fulensis ssp. fudensis showed the lowest level of genetic variation
(HT=0.1616). Both, T. hastifer and 1. fulensis are genetically differentiated. The
distribution of the genetic variation, the structure and genetic relationships of cach species
was discussed. More threatened species with very restricted distribution had higher levels
of genetic diversity compared to the less threatened species with wider distribution These
results contradict the expected theory for endemic and threatencd species with small
population sizes. The RAPD is a very useful molecular marker to detect inter- and intra-
specific genetic variation for these cacti



INTRODUCCION GENERAL

Se ha afirmado que el éxito en la conservacidn de la bindiversidad dep-endc £n gran
medida del conocimiento de las especies o sistemas que se requieren conservar (Morse y
Henifin 1981 , Soulé 1986, Falk y Holsinger 1991). Los bidlogos de la conservacidn se
enfrentan con la dificil tarea de identificar la informacidn bioldgica necesaria para evaluar
las causas de "amenaza “ y asegurar la sobrevivencia de especies blaucoe en la naturaleza |
asi como desarrollar eriterios para determinar cuando la recuperacién se ha logrado
{Schemske ef al. 1994).

Decidir el curso apropiado de accidn es mas complicado por las opiniones
contrastantes presentadas en la literatura de la conservacidn .Una controversia imporiante
considera a la importacia relativa de los enfogques genéticos y demogrificos cn los
esfuerzos de conservacién (Lande 1988),

Falk (1992) puntualizé que la informacién sobre la distribucién de la variacion
genética en especles de plantas raras es la consideracion clave para plancar estrategias de
conservacion. Holsinger y Gottlieb (1991) concluyeron que “ ¢l manegjo activo de la
estructura genélica de una especie amenazada requerird una enorme inversidn de tiempo,
dinero y de expertos”.

Es claro que los estudios que exploren los niveles existentes de diversidad genética

y su distribucién son importantes y bésicos como un aspecto clave ademds de los estudios



ccologicos y demogrificos, sobre todo cuando sc trata de dischar estralegias de

conservacion,

Dentre de Jos grupos méds amenazados del reino vegetal se encuentran las cactéceas,
gue forman un grupo natural de plantas con aproximadamente 1500 especies la mayoria
confinadas al continenie americano, México es la regidn donde se corcentira la mayor parte
de la diversidad de especies de esta familia con 48 géneros y 563 especies con un alto
indice de endemismo a nivel genérico (73 %) y especifico (78 %) (Herndndez y Godinez
1094}, Las poklaciones naturales de muchas de las especies han sido afectadas por as
presiones del desarrollo humano, principalmente a la conversion de terreno para usos
agricolus y /o pecuarios y a las actividades de extraccion de las plantas de su hibilat, para
su veata como plantas de oreate en mercados nacionales e internacionales (Jarvis 1979,
Sanchez-Mejorada 1982, Fuller vy Fitzgerald 1987}, Como una consecuencia de este uso
intensivo, {oda ls fumilia Cactaceae ha sido incluida en el Apéndice I de ta Convencidn
sobre el trifico internacional de especies silvestres de flora y fauna amenzadas (CITES
Andnimo 1990). Esta sitvacidn hace urgenie que se implementen medidas para proteger a
estas plantas y a sus sistemas ecolégicos asociados, Sin embargp, 1us acciones de
conservacin deben estar basadas ¢n un conocimiento s0lido de los organismos para
generar y organizar un acervo de informacidn bésica indispensable que incluya aspectos

genélicos, ecoldgicos, reproductivos y fitogeogréficos de las especies a conservar.

Por otra parte, los estudios de especies de plantas raras son impottantes no sélo
porgue conducen as practicas inmediatas de conservacidn, sino porquc también

contribuyen al mejor enfeadimiento de los procesos ecoldgicos y evolutives fundamentales



para toda la diversidad vivienle, Cuando las plantas raras son poco entendidas, también lo
san lus comures, por ¢jemplo, hasta recientemente era com@n suponer que las especics de
plantas amenazadas o en peligro de extincidn son raras porque son competidores
ineficientes. Muchos estudios has mostrade que esta conclusion es ercdnea (Karron 1991,
Hamrick 1996). Las especies de plantas raras son 3 menudo especialistas en un
microhibital raro, y sus caracteristicas demograficas y competitivas pueden ser idénticas a
aquetlas de sus congéneres o parientes mas ampliamende distribuidos (Karron 1991,
Hamrick y Godt 1996}

Los estudios ecoldgicos y genéticos de poblaciones se complementanr unos
a otros, y sus contribuciones permiten que los hidlogos de la conservacion entiendan
mejor b biologia de cspecies amenazadas, Sin embargo, poco se conoce de la ¢structura
penética de la mayoria de las especies de plantas y la informacién merfoldgica,
fisiolégica, reproductiva y demogréfica no estd disponible sobre todo para la mayoeria de
las ¢species amenazadas o en peligro de extincién. Asi, muchos biglogos de la
conservacion han comenzado a usar marcadores bioguimicos y moleculares para
deseribir la composicidn genética de las especies de plantas. Los crilerios genéticos
obtenidos de marcadores moleculares pucden ser dtiles para seleccionar poblaciones de
vida silvestre como candidatos con prioridad para su conservacidn (Falk y Iolsinger

1991, Frankham 1996).

Diversidad genética
Frankel {1970) postulé que Ja variacion genttica cs esencial para la sobrevivencia a

largo plazo de las especies amenazadas, La variacion genética s un prerrequisito necesario



para algan futuro cambio adaptalive; especies que carecen de la adecuada variacion
genética tienen un gran tiesgo de extincidn.

En términos de conservacion, el mantenimtients de la variacién genética es esencial
si 1as poblaciones son reintroducidas exitesamenie en la naturatera o introducidas en
hibilats nueves (Schaal ef al. 1991). En suma, hay muchos datos que sugieren que la
variacién contribuye a la adecuacidn inmediata cn cspecies de plantas que mantiesten su
adecuacién por heterosis o ventajas heterocigéticas. La reduccidn de la variacién genética
resuita en una gran pérdida de heterociposidad y consecueniemente de la adecuacion.

En muchos casos, las medidas o estimaciones de los niveles de variacion enire las
especies , ltega a scr critica para su conservacion y maneje. Se han usado tres fipos de
caracteres para estimar los niveles de variacion: los morfologices, las aleenzimas y, mis
recientemente, secucncias de ADN. Los dos primeros tipos haa sido cominmente utifizados
en muchas Familias de plantas, sin embargo, ni las aloenzimas ni fos métodos moleculares
han sido implementados para el estudio de la varfacién gendlica de las cactdecas. Ya
Gibson y Nobel (1986) mencionaron que existen muy pocos estudios donde se muestren los
patrones de variacion genética de las cacticeas. Uno de ellos es ¢l de Parker y Hamrick
(1992) donde exploraron los niveles de diversidad genética de un eactus columnar
Luphocerens schottii wtilizando aloenzimas, sin cmbargo, estc trabajo ha sido el itnico

caceonirado como anfecederte de este estudio.



Técnicas moleculares

Con el desarrollo de las tecnologias de ADN recombinante, ha sida posible
examinar fa variacion en las secuencias de ADN e casi cualquier especie de planta. Un
andlisis de las secuencias de ADN evita muchos de los problemas de juicio de 1a herencia
en estimaciones de la variacidn genética realizadas con merfologia o con estudios de
aloenzimas. Debide a que ¢! ADN es directamente analizado, pucde cstimarse
directamente Ia variacién genélica, en lugar de estimarla del fenotipo; incluso se puede
analizar algiin segmento del genoma de la planta. Las técnicas estén disponibles para
estudiar secuencias que estdn codificando o no, conservadas o hipervariables, nucleares o
de organclos. Las difercntes secuencias de ADN lienen un 1ango de limitantes selectivas y
som afectadas diferenciatmeme por meeanismos moleculares que generan la variacion
(Schaal et al. 1961).

Existen dos aliernativas para el anilisis de secuencias de ADN, 1a primera jnvolucra
¢l secuenciamiento directo de los alelos y una comparacidn directa de la secuencia de pares
de bases, esla aproximacidn es extremadamente Util para hacer inferencias filogenéiicas
pero cansume una gran cantidad de tiempo. Sin embargo, las innovaciones tecnicas €n
biologia molecular ¢stdn acurriendo tan répido que sc ha hecho posible realizar estudios
poblacionales secuenciando muchos individuos, Esto ha sido posible gracias a la 1ecnologia
de la amplificacion del ADN in vitro a través de la reaccidn en cadena de lz polimerasa
{PCR, Polymerase Chain Reaction) que reduce en mucho el tiempo de sccuenciamiento de
gcncs,

Las {écnicas moleculares proporcionan métodos alternativos para evaluar iz
diversidad genética dentro y entre organismos (Russell er al. 1993). Los marcadores

meleculares de ADN comparan cuantitativamenie ¢l material genélico de las especies



preparcionando la informacién necesaria para determinar as bases moleculares del cambio
evolufivo, Una ventaja de los marcadores moleculares sobre cualquier caracteristica
fenotipica es que [os primeros no estdn sujetos a 1a influencia del ambicnte y represcntan
una enormic fuente de caracteristicas cuantitativamente comparables (Avise 1994, Newbury

y Ford-Lloyd 1993).

RAPD's

Williams y sus colaboradores (1990) describieron un novedoso tipo de marcadores
genéticos que estd basado en la amplificacién det ADN a lo large de todo el genoma de los
erganismas. Estos marcadores se denominan RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA} y son generados por la amplificacion de segmentos aleatorios de ADN utilizando
primer’s u oligenucledtidos de 10 pares de bases de longitud con un contenido de guanina y
citosina superior a1 50 % (Williams op ciz.). El objetivo de esla técnica consiste en la
identificacién de polimorfismas entre y dentro de los grupos de organismos que se estdn
estudiando. El polimorfismo se identifica mediante la presencia o ausencia de los productos
amplificados, Se ha documentado que el nivel de variacién genética detectado con RAPD’s
es mucho més elevado que el observado con aloenzimas o con R¥LP’s nucleares para
diglintas especies (Lanaud y Berthaud 1984, Atkinson et af. 1986, Wilde et al, 1992,
Russell ef af. 1993 ,de la Cruz 1994, de la Cruz ef af. 1993). Los RAPD's pueden ser
utilizados ficilmente como una técnica para seleccionar areas de prioridad para la
conservacitn, para disefiar y monitorear estrategias de manejo en éreas protegidas, y para
planear estrategias de conservacion para una amplia variedad de recursos genéticos de
plantas ¥ animales. Se ha visto que la técnica es apropiada tanto para poblaciones de

mamiferas como para drboles de bosques tropicales o pastizales forrajeros (Newbury y



Ford-Tioyd 1993). Es importante seiialar que para todo el grupo de tas cactéceas, la
metodologia de los marcadores moleculares RAPD’s no se habia desarrellado hasta la
efaboracion de este trabajo.

En esta investigacién se examinaron 1os niveles y la distribucién de la diversidad
genética de 2 especies de cactus endémicos y amenazados de México, implementando la
lécnica de marcadores moleculates denominados RAPD’s.

En la primera parte de este trabajo se presenta el estudio de la variacidn genética
intra ¢ inter poblacional y la estructura genética de Thelocactus hastifer. En la scgunda
parte, se presentan la diversidad y estructura genélica intra € inter poblacional de T fulensis
ssp. matidae, ssp. buekit y ssp. tulensis respectivamente, asi como la diversidad y

estructura genética intra ¢ inter subespecie de 7. fulensis.
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CAPITULO L

VARIACION GENETICA DE Thelocactus hastifer (Cactaceae), UNA ESPECIE
ENDEMICA Y EN PELIGRO DE EXTINCION.

INTRODUCCION

Eil génera Thelocactus fue propuesto por Britton y Rose (1922 ,1923) ;
postetiormente, Anderson (1987) realizé una revisidn del género en el que incluyé 11
especies 9 de las cuales son endémicas para México (Hunt 1992, Herndndez y Godincz
1994}). Poco se canoce de su distribucion, tipos de vegetacidn , suelos, simpalria,
caracteristicas de habitats y plantas asociadas para cada especie. No obstante, de manera
pencral, el pénero Thelocactus presenta una distribucion latitudinal de mds de 1200 Km
desde aproximadamente 20° C a 32° C latitud norte en ¢l llamado Desierlo Chihuahuense cn
matorral xerdfito {Anderson 1987}, La mayoria de las especies del género habitan en suelos
de tipo calcéreo y suclos derivados dz éstos, los cuales varfan en textura. En cuanto a las
caracteristicas de habitat, Thelocactus se encuentra en elevaciones que van desde 12 msam
hasta 2300 msnm, la precipitacidn varia desde 156.9 a 847.2 mm anuales y las
tempetaturas miximas varian de 29.1° a 37.8° C mientras que las minimas van desde 1.7° a
14 2° C (Anderson 1987).

Thelocacius hastifer es una de las especies més raras del género,es endémica de
México y crece er ¢l limile més sureno de la distribucién del género, especificamente en
Querétaro e Hidalgo {Anderson 1987, Pilbeam 1996, Hunt 1992, Herndndez y Godinez
1994)). Debido a su endemismo, a su baja densidad poblacional y a fa sobrecolecta por su
valor como planta de oreate, T, hastifer ha sido considerada como una especie en peligio de
extincisn (CETES, Andnimo 1990). Se describe como una planta solitaria, agrupada desde
fa base sdlo después de muchos afios. de ciecimiento muy lento, los individues son muy
longevos y forman clones, tiene tallos cilindricos con la base muy estrecha, mide de 10 a 30
cm de alto, a menudo se colapsan 0 se reclinan por su propio peso. Tiene de 12 a 18
costillas verticales o espiraladas ligeramente, Las areolas algunas veces presentan nectarios

extraflorzles. Presentan de 4 a 5 cspinas centrales con una ceniral muy larga de color



amante-café, b espina central Uega a ser con la edad, erecta y de color caf€ obscuro; e
resto se presenfan ligeramente radiales. Las espinas radiales s¢ presentan de 20 a 25 de
color blanco y se abscurecen con la edad. Las flores son rosdccas-magenta (Fig. 1a), crece
cn simpairia con T . lencacantimes en sucios calizos, en matorrales xeréfilos espinosos o
micrdfilos a una latitud de 20° 30" & 21° N y una longitud de 99° 30" a 100° Wen
elevaciones que van de 1800 a 2000 msnm (Fig. 1b) (Anderson 1987, Pilbcam 1996),

Herndndez y Bircenas (1996) elaboraron un estudio cr cl que eslimaron un indice
de rareza para varios especics de cactdceas del Desierto Chihuahuense registrando a T
hasiifer en ua solo cuadrante de un total de 122 por lo que le correspondid un indice de
rareza de 122, Hernandez y Godinez (1994) asignaron a T. hasiifer dentro de la categoria 2
de acuerdo al nitmero de localidades conocidas. En esta categoria cstos autores incluyeron
taxa con distribuciones muy restringidas, pero que sc conocen de otras drcas ademis de la

tacalidad tipo (mdximo 5 localidades).

Es claro que muchos factores que operan en un rango de escalas espaciales tal como
la estocasticidad genética, demogréfica y ambiental, las interacciones ecoldgicas, y los
niveles existenles de variacion genética de las poblaciones, pueden determinar la
abundancia o rareza de las especies de plantas. La informacién biolégica miés crilica para
conservar especies raras has sido sujeto de discusidn en os Gltimos 20 afics y no ha habido
consenso (Fatk y Holsinger 1991, Schemske et al. 1994). La mayoria de los cientificos
evocan #lgin tipa de aproximacion ya sea con énfasis ecoldgico o genético o bien de tipo
cconbmice o €tico (Franklin 1980). El enfoque de la genética de poblaciones menciona que
¢l enlendimiento de la organizacion de 1a diversidad genética es la clave para la
sobrevivencia a largo plazo de las especies, debido a que la variacion genética s un

requisito para la adaptacidn evolutiva (Lande y Burrowclough 1987, Hamrick ez af. 1991),

Las evaluaciones de la diversidad y 1a estructura genélica de una poblacicn son de
gran valor en la formulacién de planes de manejo para especies amenazadas (Prior et al.
1997). Sin embargo, histéricamente las plantas han sido mis estudiadas utilizando

aloenzimas pero los marcadores moleculares han abierto nuevas dreas de investigacion
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Fig. 1*, Planta de Thelocactus hastifer



(Snow y Parker 1998) y han permitide ver con resolucién sin precedentes la dindmica
denito de bas pobiaciones permitiendo un gran avance en ¢l entendimiento de los procesos
ecolégicos de las poblaciones (Snow y Parker 1998). Ademds, ¢l uso de técnicas de PCR
(Polymerase Chain Reaction) ofrece en general la oportunidad de obtener informacién
genélica a partir de poco material orgénico para resolver problemas de conservacién en
poblaciones pequefias (Amos y Hoelzel 1992). -

Exislen algunas especies en donde la variacion defeclada con isgenzimas es poca o incluso
nula y ulilizando marcadores molcculares coma los RAPD’s sc ha podido detectar

polimorfismos y describir su estructara genética {Mosseler ef ai. 1992).

Teniende comoe marco lo anterior se elabord el presente estudio con el fin de
determinar los niveles de variacién genética intra e inier poblacional de T. hastifer

utilizando los marcadores moleculares denominados RAPD s,

MATERIALES Y METODOS

Trabajo de campo

Se muesteed a fo largo del ranga de coordenadas de la distribucion de . Aastifer con
¢l fin de ubicar ¥ encontiar poblaciones diferentes de esta especte. Debido 4 su estrecha
distribucidn, a sus bajas densidades poblacionales y a lo dificil de su acceso, se lograron
colectar s6lo tres poblaciones de las cudles dos son registros nuevos en Querétaro. Se eligié
un ejemplar representativo de cada poblacion y fueron depositados en el Herbario Nacional
de México del Instituto de Biologia, UNAM. Los ejemplares depositados fueron : |
Ramirez y C. Gémez-Hinostrosa C-1608, F. Ramirez Fh-12, Fh-13, Fh-18 y Fh-23.

Se colectaron individuos pequefios pero cuando ¢l ejemplar era grande, sélo sc
oblcaia una muestia de tres gramos con un sacabocados para evitar la extraccion de los
cjemplares completos y reducir en lo posible Ia depredacion por sobrecolecta. Se calectaron

10 individuos per poblacion y 1as mucsiras se congelaron a —80°C hasta la extraccidn de
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ADN. Algunos ejemplares se sembraron y se depositaron en el invernadero del knstituto de

Ecologia de la UNAM. Se analizaron un total de 30 plantas.

Trabajo de Laboratorio

Exiraccidn de ADN. Se llev$ al cabo siguiendo el protocolo desarrolladoe para la extraccidn
de ADN de cacticeas (De la Cruz ef al. 1997). Los extractos de ADN se analizaron en geles
de agarosa al 0.8% v se cuantificaron sus concentraciones en un mini-flourémetro DyNA
Quant 200 (Hoefer Scientific Instruments). Posteriormente sc diluycron para tener una
concentracion uniforme de 5 ng/ml requerido para los RAPD’s y se limpiaron con 1 uf de

Ribunucleasa (Sigma).

Ampiticacién de ADN. Se probaron 23 decimeros de las series A,G y F de Operon
Technologies Inc. {Adameda Calif. USA) como oligonucleétidos para la amplificacion. Se
seleccianaron 14 por praducir bandas claras, diferenciabies y reproducibles (Clark ¥
Lanigan 1993). Los RAPD’s {(Williams e al. 1990) fucron generados en un volumen total
de reaccidn de 25 ul. que consistieron de 10 ng de ADN genémico, 1X buffer de PCR sin
cloruro de magnesio Gibeo BRL ( 200mM Tris-HCA (pH 8.4), 500mM KCI); 2mM MgCly,
0.1mM de cada nucledtido dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Pharmacia), .2 uM del
oligonucledtido (Operon) y 1.5 unidades de Taq DNA polimerasa (Gibco BRL). Las
regcciones fueron amplificadas en un termeciclador PTC-100 MJ Research, inc.). El
programa utilizado fue: 43 ciclos de 1 min. a 94"C, I min a 38°C, 30 seg. a 54°C, 2 min. a
72°C y una extensidn final de 13 min. a 72°C.

Los productos amplificados fueron separados por tamanos en geles de aparosa al
1.4% con buffer 0.5X TBE cotridos a 150 v por 3 his.. Los geles se tifieron con bromuro
de etidia, se visvalizaron con luz ultravioleta y se fotografiaron usando pelicula Polariod
667 blanco y negro. Se utilizé €l marcador de peso molecular 1 Kb (Gibeco BRL) en todos

los geles.

Registro de datos. Una banda es definida aqui como un producto o fragmento amplificado

de un tamaifo parlicular, que puede ser identificado repetidamente. 1.as bandas fucron
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identificadas por sus pesos moleculares con respecto al marcador de peso molecular 1 Kb
en cada gel. Cada banda fue registrada como presente (1) o ausente (0). Los individuos que
no dicron bandas claras, definidas y facilmenic registradas para el 90% o mis del ndmero
tatal de bandas, no fueron incluidas en el andlisis. Las bandas que no eran claras eq un
individuo fueron registradas como datos perdidos {missing data). S¢ asumid que cada banda

st considera como un locus independiente con dos alelos {presencia, ausencia).

Anilisis estadistico. Se efectuaron correlaciones pareadas de rangos de Spearman eatre las

bandas obtenidas con €] fin de asegurar que un solo locus fucra muestreado, las bandas que
formaron grupos de correbacién perfecta (1 ¢ -1) fueron eliminadas, salve uno que
representaba al grupo (Whitkus et af. 1998). Las bandas de RAPD’s son tipicamente
heeedadas de forma mendeliana y dominante (Williams ef al. 1990), v existen varios
métodos para calcular ta diversidad genética. Suponiendo que los loci de RAPD's estdn en
equilibrio Hardy-Weinberg, se pueden estimar las frecuencias de los dos alelos {presencia
v§, ausencia) para las poblaciones. Se pueden calcular ademdés las estad{sticas estandar de [a
genética de poblaciones, aungue los RAPD’s tienden a producir resultados sesgados (Lyach
y Milligan 1994), Un andlisis de varianza (AMOVA) de lag frecuencias de las bandas
pucde asignar la estructura genélica de poblaciones diploides en equilibrio Hardy-Weinberg
o con un nivel alio de autofecundacién (Steward y Excoffier 1996).

Una alternativa para estimar la diversidad genética sin la suposicién de un equilibrio
Hardy-Weinberg es calcularia con base en los fenotipos de las bandas y suponer que la
estimacidn resultanle de la diversidad fenotipica se aproxima a la diversidad genética

{{ cwontin 1972, King y Schaal 1989, Whitkus ef al. 1998).

En ¢l presente estudio se wiilizé este Gltimo enfoque, la diversidad de las bandas de
RAPD’s dentro y enlre poblaciones, se calculd con el indice de diversidad de Shannon-
Weaver, usando la férmula de Briliouin para eliminar el sesgo de tamafios de muestra
finitas (Peet 1974). Para cada banda: H= (I/NYN!/ H; = 1 n; 1), donde N es el némero total
de individuos registrados para fa banda, y n; es ef ndmero de individuos en Ia categoria
ahternativa de bandas (n preseate + n auscnte = NY. Estos célculos se hicieron utilizando cl

programa RAPDDIV escrite por el Dr. Richard Whitkus (UCR). -




La diversidad fue cstimada para la diversidad ¢n cada una de las poblaciones (Hp), fa
diversidad total de [a muestra (Hry), la diversidad entre las poblaciones ( Hr- Hp) la
proporcién de la diversidad dentro de las poblaciones { Hp/Hr)y finalmente la
proporci6n de la diversidad entre las poblaciones (Hy— Hp)/ Hr). La contribucién relativa
de cada poblacidn a la diversidad total fue caiculada mediante el cociente

Hp/ Hr. '

La proporcidn de Fx diversidad entre las poblaciones (Hr — Hp) / Hy) ¢s un estimado
equivalente al cilculo de fa diferenciacidn entre las poblacienes Ggp. Gsr es equivalente a
Fsr (Pérez 1990). La significancia de la diferenciacién entre las poblaciones( Gsr Jue
peobada por calcular X?’=2N Fgr (k — 1}, donde los grados de libertad estin dados por (k-
1}s-1), ¥ donde k = al nitmero de alelos por locus, § = al nftmero de poblaciones, y N =
tamano total de la muestra (King y Schaal 1989). El flujo génico sc estimd con

Nm = (0.5(1 - Ggr )/ Gst) (McDemmott y McDonald 1993 en Yeh ef 2!, 1997).

Para la reconsiruccion de las relaciones de las poblaciones se generd una matriz de
similaridad ufilizando el coeficiente de DICE (Sokal y Michener 1958), posteriormente se
agruparan mediante un UPGMA y se generd un dendegrama utitizando el programa
estadistico NTS¥S-pe {Rohlf 1993). Ademds se realizé otro andlisis de agrupamicnto
convirtiendo Ios fenotipos de bandas para cada individuo en una secoencia de dinucledtidos
dc a para la banda presente y ¢ para 1a banda ausenic. Bsta conversidn nos permitio
importar los datos en el programa MEGA (Laurcnt ef af. 1993) y calcular las distancias
genéticas enfre los individuos como una proporcidn de “a”s y “1”s compartidas sustraidas
de . Sc usaron distancias pareadas para constrair un dendograma UPGMA y un 4rbol de
Neighbor-joining ¥ 1000 repeticiones de Boostrap sebre los fenotipos de bandas de los
datos originales para proporcionar valores de apoyo de las ramas en cl arbol (Whitkus et al.

1998).
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RESULTADOS

Obtuvimos 76 bandas de diferente peso molecular con 10 oligonucledtidos para 31
individuos (Tabla 1). Los datos perdidos (missing data) registrados fueren 54 de un total de
2356 ( 2.29% del 1o1al). La correlacitn de rangos de Spearman redujo ¢l némero de foci a
62, con ellos se calculé el némero de loci polimorficos, ¢l porcentaje de polimorfismo para

cada subpoblacion {Tabla 2).

Tabla 1. Oligonucledtidos (primer’s) utilizados en el andlisis de RAPIY's para detectar

polimorfismos en T hastifer y bandas amplificadas.

Primer Secuencia No. bandas No.bandas No.bandas
Amplificadas  polimérficas  monomdrficas

oPA  CAGGCCCTTC 12 11 1
0PA02 TGCCGAGCIG S [ 2
OPARY  AATCGGGCTG 8 7 1
OPADS  AGGGGTCYITG 8 5 3
OPAle  GGTCCCTGAC 9 @ 0
OPAID GTGATCGCAG 6 5 1
OFPALL TTGGTACCCC 6 4 2
Oralz  TCGGCGATAG H} 7 3
Oraig TCTGTGCTGG 6 4 2
OPA1S TTCCGAACCC 3 2 L
Total 16 60 16

Tahta 2. Polimorfismos detectados en tres subpoblaciones de T. hastifer en Querétaro,
México basadas en 62 loci.
IN = subpoblaciones, n = tamano de muestra, P = porcentaje de polimorfismo
L = No. de loci polimorficos

Subpoblacién altitud {msnm) D n L P (%)
L.Kinder 1940 1 il 45 72.58
2. Canada 2035 2 10 49 79.03
3. Cerro 1934 3 10 57 01.94

N=31 L total = 60




La diversidad genética basada en ¢l {ndice de Shannon-Weaver promediada para {as
tres poblacicnes de 1. Aastifer fue de 0.1492. Los niveles de polimorfismo de bandas de
RAPD fueron mis bajos en [z poblacidn Ne. 1y los mis altos en la poblacion No. 3 (Tabla
3.). Un patron similar se detectd en el namero de loci polimérficos y el porcentaje de
polimorfismo, La contribucidn relativa de 1a poblacidn Mo. 3 al total de la diversidad fue de
cerca def BS %. Micntras que para las otras dos fueron del 65 % y 72 % respectivamcnte.
Todea lo anterior indica que la poblacién No. 3 ¢s Ia mds diversa.

La mayor diversidad fue encontradu deniro de las poblaciones con ¢l 73 % de 1a
diversidad total micntras que el restante 27 % se debid a difercncias entre Jas poblaciones
{Tabla 3.). Debido a que ef célculo de {a proporcion de {a diversidad entre las poblaciones
es cquivalente at calculo de Ger utilizado por Linhart ef al. (1981) y por Nei (1987) (Pérez
1990}, y Fsr es equivalente a Gsr, al probar la significancia de ésta Gltima indicd una
difercncia significativa emtre las poblaciones (X* = 16.48, 2 g1, P <0.001).

En ¢f caso de la estructura espacial de las poblaciones se estimé una tasa efectiva de
migracidn o flujo génico (Nm) de 1.38 individuos por generaci6n entre las pablaciones
(Tabila 3).

Tabla 3. Analisis de la diversidad dentro y entre fas 3 subpoblaciones de T. hastifer
en Querétaro, México hasados en 62 foci de RAPIYs

1D HP pr Hr Hr- }:IP Hp {Hy (HT - I_‘[p}} Hr
! 0.1306 0.6449
2 0.1453 0.7175
3 0.1718 0.8486

Fip = 0.1492 0.053254  0.737056 0.265914
Hr = 0.202529

Ger = 0.265914 *

Nm = 1.38

* P <00

Las relaciones genéticas de los individuos de las tres poblaciones de T. hastifer se

resumiecron en tres dendogramas; el primero est basado en ¢l coeficiente de similaridad de
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DICE gencrado con el andlisis de agrupamiento UPGMA (Nisys) (Fig. 2). Los ofros dos
eslin basados en distancias pareadas (pair-wise} generados con ef programa MEGA, uno es
un UPGMA (Fig. 3) y el dltimo ¢s un &rbol de neighbor-joining. ( Fig. 4).

En tedos los dendogramas, el andlisis reveld un grupo constante, este fue la
subpoblacién No. 1 gue se situd en un sole clado excepto por 3 individuos (los individuos
1.4 y 11) pertenecientes a esa poblacidn que tuvieron un mayor grado de similitud con
individuos de las poblaciones 2 y 3.
1.as poblaciones 2 y 3 no formaron un solo grupe cohesivo en ningdn andlisis de UPGMA
(Figs. 2 y 3). En ambos casos no parecen formarse clados para cada poblacién sino mis
bien los individuos de estas 2 poblaciones parecen estar mezelados, es decir que pareciera
que comparten un grado de similitud mayor en comparacidn con la poblacion No. {. No
obstante s formdé un clado cohesivo con 3 individuos de 1a poblacién No. 3 (individues 24,
27 v 30), éstos individuos parecen estar bien diferenciados del resto de su poblacion. Rl
andlisis situd a otro clado diferenciado de 4 individuos de la poblacién No. 3 (individuos
23,25, 26 y 28) muy cerca de otro grupo cohesivo formade por individuos de fa poblacion
No. 2 (14, 20 y 18). Los individuos 12, 13, 16 y 17 de la poblacién No. 2 formaron un
grupe cohesivo eatre si pero unido a un grupo constante formado por 2 individuos de la
misma pohlacidn 2 (15 y 19) que cn lodos los andlisis aparecieren con un alio grado de
similitud con un individuos perteneciente a la poblacion No. 3 (individuo 29), éste
individuo parcce ser genéticamente similar al individuo nimero 15 de Ia poblacién 2. Esie
no fue ¢l dnico case de similitudes compartidas entre individuos perienecientes a
poblaciones distintas, el andlisis también revelé un clado constante formado por el
individuo nitinero 21 y cl individuo nimero 31 pertenecientes a las poblaciones No. 2 y No.
3 respectivamente {Figs. 2 y 3 ver valores de apoyo de boostrap). Estos dos casos nos
revelan nuevamente que fas poblaciones 2 y 3 parecieran tener un alte grado de similitud
eatre si {Fig.3). Sin embargo, al probar la significancia de Gsr entre éstas dos poblaciones,
resulld que si hay diferencias significalivas entre ellas (}'(2 = 7.51, P < 0.01) esto coincide
claramente con lo mostrado en el arbol de neighbor-joining (Fig.4.). En él se situé a las 3
poblacicnes de T hastifer en tres grupos claramente diferenciados al contrario de la
mostrado en los andlisis dc UPGMA. No obstante, hubo 2 casus en los que se encontrd a

individuos de las tres poblaciones compartiendo similitudes allas y nuevamente fueron los
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Fig. 2. Dendograma de UPGMA (Ntsys) de 3 peblaciones de T, hastifer



indmaduos 15y 29 y 21 y 31 anteriormente descrites. En el caso del clado (ormado por {os
individuos 15 y 29 ¢l valor de apoyo de boostrap fue del 35 % y en el clado formado per los
individuos 21 y 31 fue del 46 % (Fig. 4.),

Como s¢ MOSIrS en gsta construccion de las refaciones genélicas medianie neighbor-joining

renimente las poblaciones estén difecenciadas (Gger = 0.2659, P< 0.001).

b
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Diversidad Genélica

La teoria genética predice que los niveles de variacién genética se incrementan con
¢l tamadio de la poblacién efectiva. Esta hipdtesis conditce entre otras prediceiones a las
siguientes: 1} especies ampliamente distribuidas deben tener mayor variacion genética que
especics de distribucion reslringida, 2) especies amenazadas deben tener menor variacion
genélica que especies no amenazadas {Frankham 1996). Ademds, una generalizacion de ta
titeratura de aloeazimas s que especies de plantas endémicas tienen menor variacion
gendlica que especies de mayor distribucién. Pequefias poblaciones endémicas a menudo
pierden variacién genética por deriva génica. Asi en algunos casos, tamafios poblacionales
acluales pueden estar estrechamente asociados con sus niveles de variacidn genética
(Hamrick y Godt 1996}, Las generalizaciones de la literatura de aloenzimas pueden usarse
para predecir los niveles y 1a distribucién de la diversidad genética en especies no
estudiadas pero (aunque ne cn todos los casos} la exactitud de tales predicciones es baja
como veremos més adelante. Estimaciones de alta diversidad penética enire especies con
caraclerfslicas similares de historta de vida, indudablemente se debe en parfe a las historias
filogenélicas, biogeograficas y evolutivas de las especies en particular puesto que el nivel
de variacidn gendtica dentro de una especie representa el balance entre mutacidn, deriva

génica y seleccion natural (Hamrick y Godt 1996, Frankhiam 1996).

Existen glgunas especies en donde fa variacidn detectada con enzimas es poca o
aula v utilizando RAPD's se ha podido detectar polimorfismos v describir su estructura

genélica (Mosseler et al. 1992). Este es el caso de especies clonabes, raras o de distribucién



muy restringida o que han experimentado disminuciones drdsticas en su distribucion y
abundancia {Karron 1987, Gusiafsson y Gustafsson 1994, Rosseto ef ¢l, 1995, Stewart y
Porter 1993, Friar e¢f al. 1996, Tuskan ef al. 1996). El caso de una especic rara en dondc se
enconlié un nive] de variacién menor que el de otros géneros endémicos de la misma
region es Lactoris fernandeziana {Brauncr et al. 1992). Esta planta es extremadamente rara
y los analisis aloenzimdticos o revelaron variacidn genélica (Crawford et af. 1991). En
cambio usando RAPD’s para esta misma especie (Brauner et al, 1992) el polimorfismo s¢
detecld con 16 oligonucledtidos que produjeron 106 bandas de las cuales 26 {ucron
polimérficas para un tolal de 27 plantas.

Otro caso interesante es el estudio de Alfium ngseae (Alliaceac), una especic cndémica de
distribucion restringida, en donde se deteclaron niveles de variacién genélica con RAPD's
comparzhles a cspecies de distnibucidn amplia (Smith y Pham 1996). En otro estudia
ulilizando aloenzimas y RAPD’s se examino la diversidad genética de Wyethia holanderi
una especie endémica que liene poblaciones grandes y la de su congénere también
endémico W. reticulnte que tiene lamaiios peblacionales pequenos, y se cncantrd gue W,
bolanderi luvo mayor diversidad genética (0.38) mientras que W. reticufata tuvo menor
diversidad genética (0.28). Ademas, Wyethia reticulate mostréd mayor diversidad entre sus

poblaciones Fst = 0.25 y W, bolanderi registe6 una Fsy = 0.07 (Ayres y Ryan 1999).

En el presente estudio los niveles de variacion genética encontrados cn los
individuos de las tres poblacioncs de T, hastifer {Hr = 0.20) son elevados en comparacién
con los reporiados para otras especies endémicas mediante el uso de dos tipos de
marcatlores molcculares, aloenzimas y RAPD’s (Tabla 4.). Ademds, si comparamos los
resultados de 1z diversidad genélica de T. hastifer con los obtenidos para su congénere de
distribucidn r .ucho mas amplia T. {ulensis ssp. nlensis (ver capitulo 2) examinados con
RAPD’s también, enconiramos que su nivel de diversidad genética fué menor (Hy = 0.16),
contradiciendoe to esperado tedricamente.

En los estudios comparativos de congéneres de distribuciones estrechas y amplias se han
encontrado diferencias mds marcadas cnire ellos (Tabla 4., Ayres y Ryan 1999, Hamrick y

Godt 1996), aunque también se ha encontrado que pares de congéneres manticnen niveles
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comparables de diversidad genética (Linbart y Premoli 1993, Purdy y Bayer 1996, Young y
Brown 1996).

Como sc ha mostrado existen varios casos ea ia litcratura y como lo prucha este esludio en
donde plantas raras o endémicas con distribuciores restringidas muestran mayor variacion
que sus congéneres con distribuciones mds amplias. Fstos resultados van en coatra de lo
esperado tedricamente por lo que resulta interesante la exploracion de hipdtesis alternativas,
Fenémenos tales como procesos de especiacién recienies, y cambios recicntes cn los
patrones de distribucidn geogrifica (Karron 1987, 1991); miltiples efectos de colonizacién
(Ranker 1994) o refugios del Pleistoceno (Lewis y Crawford 1995) han sido planteados en

{a fileratura.

En el caso de T. Aastifer el nivel de variacion genética es alto en consideracién con
¢l tamano de las poblaciones y sugiere que la fongevidad de 1a especie contribuye al
mantenimiento de la diversidad. El tamano de algunos individuos de T hastifer
conjuntamente con su lento crecimiento observado en el campo y en invernadero (Pilbeam
1996} sugiere que algunes individuos son extremadamente viejos. La deriva génica ocurritd
efectivamente s6lo tras la muerte de 1a generacidn pareatal; por consiguiente, el
mantenimiento de los relativamente altos niveles de variacidn genética pueden csperarse en
poblaciones de individuos de vida larga, como es el caso de T. hastifer. Conclusiones
similares han sido propucslas con respecto a la estruclura de la poblacidn de Erythronium
propullans, una especie clonal, endémica y de distribucién restringida (Pleasants y Wendel

1989).
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‘Tabla 4., Diversidad genética y estructura poblacional de especics endémicas y sus
congéneres de distribucion mas amplia derivada de la literatura de 2loenzimas y

RAPD's.
ESPCCEC HT Fg'r Gs’r
Endémica
Wethia reticulara 0.28 0.25
Achiflea milletolium megacephala 013 e 0.08
Aletes hwomilis - 0.22 0.20
Asclepias texana 007 e 0.07
Daviesia suaveolens 0.32 012 e
Fohinacea tennessensis 0.07 0o0e e
Erythraninm praopullans 018 e n.33
Rbus michawxii 010 0 e 0.34
Salwx silicifoha 0.11 0.16 0.16
Stellaria arenicoln 0.09 - (.10
Distribucion mas amplia
W. holgnderi 0.38 007 0 e
A.m. lanulosa 012 0 e 0.30
Acacaulis e 0.36 0.28
A. perennis 008 000 - 0.08
D, rumisodes 0.38 011 e
E. angustifolia 0.16 0.07 e
E. albidum 042 e 0.02
R glabra .23 e 0.20
R.copalina 029  eeeeeen 0.30)
Salix alaxensis 0.22 0.10 0.10
5. longipes g1 e 0.18
Endémicas 0.10 125+
Endémicas 00% 0 - -- 0.248 **
Regionales 0.15 e 0.216**
Regionales 015 0 e 022+
Distrib. Amplia 0202 e 0.210 **

*  * Ayres y Ryan 1999
*  ** Hamrick y Godt 1996

Flujo Génico

El andlisis genético usanda RAPD’s proporciona estimaciones indirectas de flujo
génico. La diferenciacidn entre las poblaciones de T. hastifer medida como Ggr fue de

.265Y allamente significativa (P < 0,001} lo que indica que las subpoblaciones de T.



hastifer estin genéticamente diferenciadas. Este resultade concuerda con los encontrados
per Hamrick y Godt (1996) con respecto a especies de distribiciones geograficas amplias y
restringidas. Ellos registraron que fa diferenciacion genética entre poblacionss (Gyr) de
especies endémicas fue similar a aquellas que se encontraron entre poblaciones de especics
con disteibucién mas amplia. También concuerda con los resultados registrados para W.
reticilata (Fsr = 0.25, Tabla 4) (Ayres y Ryan 1999) y algunas otras cspecies endémicas.
Estos resultados ilustran una dificultad en la interpretacion de tales datos. Debido a que la
diferenciacion entie lus poblaciones se supone que es una funcidn del flujo génico entre
poblaciones (Slatkin v Barton 1989), 1a heterogeneidad interpoblacional deberfa reflejar
aislamiento y escala espacial (Hamrick y Godt 1996).

En e} presente estudio se registré un nimero de migrantes por generacion {Nm) de
1.38 individuos por generacién que es un valor intermedio y que esté dentro del rango
reportado para W. reticulata y W. bolanderi (Ayres y Ryan 1999), Desaforfunadamente, no
existen trabajos sobre la biologia reproductiva de T, haseifer y a pesar de que no se ha
documentado su tipo de polinizacidn parece ser que se trata de polinizacion entoméfila
(Hemdndez com.pers.). No obstante se puede supener que si Nm = 1.38 individuos por
genegacién deben existir un mayor niimero de subpoblaciones de T, hastifer y no sélo las
cnconlradas en este estudio. Y por el tipo y la morfologia de la flor también se pucde
supaner gue probablemente pudieran ser polinizadas por abejas. Estas flores tiznen sélo un
periado de floracidn al afio y esta ocufre en primavera {obs, personal). Se ha documentado
que resiricciones temporales en la Horacidn, limitaciones en la produccion de semillas asi
como la baja supervivencia de las plintulas podrian reducir la oportunidad del flujo génico
entre las poblaciones y resultar en la divergencia genélica de las poblacienes como en cl
caso de T, hastifer. El anélisis de 1a similitud genética revelada por el drbol de neighbor-
joining apoya esta conclusion. Del mismo modo el crecimiento clonal de T. hastifer pucde
reducir las tasas de flujo génico. Los clones grandes pueden dominar reproductivamente
dentro de una poblacién y reducir la diversidad genélica del polen exporiado a otras

pablacicnes.
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Andlisis Fenético

En los dos andlisis de agrupamiento UPGMA realizados en los individuos de las 3
poblaciones de T. hastifer se forms un conjunto cohesivo que agrup6 a los individuos de la
poblacién No. 1 en un solo clado (Figs. 2 y 3) concordando con el clade formado por esa
misma poblacién en el analisis de neighbor-joining (Fig.4). Sin embargo, los dendogramas
generados mediante UPGMA no mostraron que las otras dos poblaciones de 7. Aastifer
formaran grupos claramente diferenciados, sino por el contrarie, se observé que las
poblaciones 2 y 3 presentaron un grado de similiiud mayor entre s de mancra grafica que
no coincide con la diferenciacion Gst discutida anterionmente. No obstanie, al realizar el
analisis de diversidad genética de Shannon-Weaver y calcular Ggy s0lo para las
subpoblaciones 2 y 3, resullé que efectivamente cxiste una diferenciacién significativa {X?
=7.51, P< 0.01} entre esas 2 subpoblaciones, to gue coincide claramente con lo mostrado
en ¢ dtboe} de neighbor-joining {Fig. 4).

De todo o anterior s¢ puede concluir que probablemente en el pasado, las 3
subpoblaciones de 7. Aastifer analizadas aqui, formaban una sofa poblacién pero debido a
la formaciéa de un asentamicnto humano que actualmentc las scpara por medio de caminos
y una cafada de riego, esa poblacion que probablemente fue continua, actualmenle se esté
comenzando a diferenciar como lo muestran nuesiros resultados, a pesar de que si se sigue
manteniendo un moderado flujo génico entre ellas,

La longevidad de T. hastifer asi como la probable dominancia de individuos muy
fongevos probablemente han permitido mantener los ultos niveles de diversidad genética
enconlrados en esta especie enhdémica y amenazada a pesar de sus pequefios tamanos

poblacionales.
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CAPITULO 2

VARIACION GENETICA REVELADA POR RAPD’s DE 3 SUBESPECIES
ENDEMICAS Y AMENAZADAS DE Thelocactus tulensis (Cactaceae)

INTRODUCCION

Una meta de la biologia de la conservacidn es preservar especies de fa extincion.
Las especies con niveles bajos de variabilidad genética son més vulnerables a los cambios
ambientales y tienen una mayor riesgo de extincién que las especies que tienen una alta
vartabilidad genética (Barret y Kohn 1991, Huenneke 1991, Brussard y Ehrlich 1992). El
conocimicnto de la magnitud y los patrones de distribucién de la variabilidad penélica es
considerade como parte necesaria del ranejo de especies raras (Hamrick ef el. 1991, Lande
1988}, Fréville (ef af. 1998) arguments que con el fin de entender edmo las especies raras
han llegado a serlo, seria ttil estudiar [a estructura poblacional de parientes de amplia
distribucion con poblaciones restringidas y diferenciadas geograficamente que tendrian
mayor probabilidad de generar nuevas especies raras por aislamiento y adaptacién focal,
Las decisiones de manejo pueden ser hechas por tomar en cuenta no sélo a las especies
amenazadas o en peligro sino también tomando ¢n cuenta aigunas poblaciones de especies
progeniloras de amplia distribucion. Estas Gltimas pueden ser consideradas como fucates de
nuevas especies o fuentes de variabilidad genética (a través de hibridizacién) para especies
amenazadas o en peligro (Fréville e af. 1998),

Po otro lado, los estudios ecoldgicos y genélicos de poblacienes se complementan
unos a otros, y sus contribucionces hacen posible que los bidlegos de 1a conservacion
enliendan mejor la biologia de especies amenazadas. Sin embargo, poco se conoce de la
cstruciura genética de la mayoria de las especies de plantas y la informacion morfol6gica,
fisiologica , reproductiva y demogréfica no estd disponibrie sobretodo para la mayoria de las
especies amenazadas o en peligro de extincién (Hamrick y Godt 1996). Asi muchos
bidlogos de la conservacidn han comenzado a usar marcadores bioquimicos y moleculares

para describir 12 composicion genética de lag especies de plantas. Los criterios genéticos

36



obtenidos def estudio de marcadores moleculares pueden ser dtiles para seleccionar
poblaciones de vida silvesire como candidatos con prioridad para su conservacion {Petit et
al. 1998). Una de las metas de muchos programas de conscrvacion, ademis de la
preservacion del hibitat, es mantener los niveles existentes de variacién genética en
especies que son raras o que estin amenazadas (Fraenkel y Soulé 1981, Simbcrloff 1988
Barrett y Khon 1991). Tal es cl caso de Thefocacius tulensis, que es una especie endémica
de México y se distribuye al este del Desierto Chihuahuese en Nuevo Leén, Tamaulipas y
San Luis Potosi, desde 22" 15 a 25° N y 997 30" 4 100° 55’ W en elevaciones desde 750 a
1400 msnm.{Anderson 1987). Est4 considerada por la [UCN como vuinerable que es
definida como la catcgoria donde los taxa sc creé que se moverdn a la categoria “en
peligro” en un futuro cercano si los Factores causales contindan operando. En ella se
incluyen taxa que la mayoria o todas sus poblaciones estin disminuyendo por sobre-
explotacidn, destruccion extensa del habilal u otros disturbios ambientales; taxa con
poblaciones que haa sido seriamente disminuidas y cuya seguridad no estd ascgurada; y
taxa con poblaciores que todavia son abundantes pero estin bajo amenaza por varios
factores adverses en su habitat {(Walter y Gillet 1998 IUCN , Heméndez y Godinez 1994).
Thelocactus tulensis crece en suelos limosos y se describe como solitaria o cespitosa, de 2.5
a25cmdealto y 18 em de didmetre con costillas presentes o ausentes segiin fa subespecie,
los tubércalos son muy variables en forma y tamaiio, areolas de 2 a 9 mm de longitud y de
2 a 6 mm de anche con un crecimiento parcialmente desarrollado, sin nectarios
extraflorales (Anderson 1987, Pilbeam 1996). Thelocactus tulensis es una espscie altamente
vartable ¢ incluye 3 subespecies geogrificamente distintas: subespecie tufersis, subespecie
buekii y subespecie matudae. Estas subespecies tienen una distribucion geogrifica Norte-
Sur a lo largo de 1a orilla ceste de la Sicrra Madre Oriental dentro del Desietto
Chihuahuense. La subespecie mas surefia es la ssp. fulensis con distribucion amplia y
tamanos poblacionales grandes, la ssp. buekif apareciendo inmediatamente al noste su
distsibucién es menos amplia y sus tamafios poblacionales son mencres. Y la ssp. matidae
s¢ encuentre al norte de la ssp. buekii s6lo en Nuevo Leén restringida a un pequeiio valle y
sus tamanos poblacionales son muy pequeiios (hasta 10 plantas por peblacidn, observ.

personal. {Fig. 5). En la caja 1 se presenta una breve descripcion de cada subcspecie.
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CAJAT
T tifensis ssp. tulensis

Se dintribuye cn San Luis Potost ¥ Tamaulipas (Tig. 5} en clevaciones de 1100 a 1400 msnm, sc
distingue de Tas otras subcspecics porque ticne flores blances rosiceas y a veces amaritias, costillas presentes,
tubérculos de [0 a 12 mm de longitud, es globosa o vlungada glabosa, cspinas centrales de 1 a4 y cspinas
rudhales de 5 a 12, Herndndez y Godinez (1994) fa inclzyeron ¢n la categoria 3 del estado de conservaciin de
cacticeas amenazadss, € esla categoria se encuentran piantas que tenen de 6 2 10 locatidades conocidas
ademas dr la localidad tipa (Fig. 6).
T. tulensis ssp. buekii

Se distubuye en San Luis Potosi y Nueve Ledn (Fig. 5) en elevaciones de 1200 a 1800 msnm, s¢
distingue de [as otras subgspecics porque presenta flores magemta-pirpura de 3.5 8 4.5 om de didmetro,
costillas pobiemente desarmolladas o ausenles, tubEsculos cénices, cs globosa o subglobosa, a veces de color
ropzo, tiene de 1.3 4 espinas ecntrales y de 4 a S {raramentc 8) espinas radiales. Herndndez y Godinez {1$94)
ta inclyyeron deatro de fa categoria 2 del estado de conservacidn de cacticeas amenazadas; en csta catogoria
sc encuenlran plantas guc tienen distribuciones muy restringidas pero gue se conocen de otras dteas ademds
de ta focalidad tipo {méximo § lecalidades) (Fig. 7).
T.tulensis ssp. matudae

Csta es 1 subespecie mas nortefia de la distribucidn de 1a especie, aparentemente resiringida al Valle
de Rayones cn Nugve Ledn en elevaciones de 800 a 1000 msam, Pecsenta flores magenia mds grandes (7.5 a
& em de diimetes), costillas indistintas, tubérculos altamenie variables, odnicos que [legan a parccer costillas.
Es giobosa y tizne 3 a 7 cspinas centrales y de 7 a 12 espinas radiales; es especialista eddfica en suelos de
tipo “gypsum” (Prlbcam 1996). Heridndez y Godinez {(1994) la incluyeron £n la categaria | ded estada de
conservacion de cacticeds amenazadas, en ¢5la categorfa se encuentran especies coa areas de distribucién

cxbremadamente restringida {Fig. 8).

Como se menciond anteriormente. Las evaluaciones de Ia estructura y diversidad
genética pueden ser de gran valor en la formulacion de planes de manejo para especies
amenazadas (Prior er al. 1997). Para propésitos de conservacion, la informacion pucde
abienerse por determinar el nivel y 1a distribucidn de (a variacidn genética por
caracteristicas morfemétricas y fisiolGgicas, por loci detectados con aloenzimas y
secuencizs de ADN, Sin embargo, muy pocas cspecics amenazadas o en peligro han sido
cstudiadas y los recursos para tales estudios son frecuentemente limitados (Hamrick ef al,

1991). Todas las especies sean raras o comunes, lienen un perfil genético dnico que define
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Fig. 6, Planta de T. fulensis ssp. tulensis



Fig. 7. Planta de 7. tulensis ssp. buekii



tulensis ssp. maindae
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Fig. 8. Planta de



Lt estruciura jerdrquica de la variacion o la arquitectura genética de sus caracteristicas. La
existencia de piveles intraespecificos de vartacidn tiene profundas implicaciones para la
conservacidn de 1as especies. En cada nivel, la variacion puede afectar la adecuacion y
viabilidad. A nivel de individuos, 1a pérdida de variacion puede conducir a depresidn por
endogamia; a nivel de poblaciones donde Ja variacién se relaciona a menudo con la

adaptacidn a ambicntes locales, la reduccién de la variacion puede disminais las

aportunidades de la pobizcion a adaplarse a condiciones cambiantes. A nivel de especies, la

pérdida de diversas poblaciones reduce el potencial de las especies para responder a
cambios ambientalcs en escalas regionales y glabales (Millar y Libby 1991). La
distribuciin y las cantidades de diversidad genética dentro ¥ entre poblaciones de planias
raras son probablemente dependientes de si una especie ha sido siempre rara o si
recicptemente ha liegado a serlo como resultado de la influencia humana (Barmet y Kohn
1991 ). Muchas especies de plantas raras ptobablemente mantienen cantidades
cansiderables de variacidn penética ecoldyicamenie significativa. No obstante, Karron

(1991) sugirid que muchas especies raras localmente comunes son genélicamente menos

diversas gue sus congéneres de mayor distribucidn, ain st son localmente comunes. Como

Rarret y Kohn (1991 ) puntualizaron, tamafios poblacionales pequeiios incrementan la
probabilidad de eucllos de botella peblacionales. Como un resultado se puede esperar que
las plantas raras tengan menos diversidad genética que las comunes {Holsinger y Gottlieb

1991),

Bajo este contexlo, s¢ elabotd el presente estudio coa gl fin de determinar los
niveles existentes de variacidn genélica intra ¢ inter poblacional de cada una de las 3
subespecics de 1, tulensis y detectar la variacién genélica deniro v entre las subespecies

ulilizando los marcadores moleculares denominados RAPD’s,
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MATERIALES ¥ METODOS

Trabajo de campo

Se muestred a lo largo del rango de coordenadas de la distribucién de cada
subespecie de T. trelensis con el fin de ubicar y encontrar poblaciones diferentes de cada una
de tas subcspecies. Se colectaron 5 poblaciones de cada subespecie con 10 individuos por
poblacién. En total se analizaron 50 individuos de cada subespecie dando ua total de 150
individuos analizados

De cada subespecie se eligid un ejemplar representativo por poblacién y fueron
depositados en el Herbario Nacional de México del Instituto de Biologia de la UNAM. Los
ejemplares depositados fueren : F. Ramirez F-4, F-62, F-17, F-30,F-40, F-52 de la ssp.
matudae; F-50, F-22, F-34, F-402, F-48 de la ssp. buekii; y F-2, F-23, F-61, F-69 de 1a ssp.
filensis. Se colectaron individuos pequeios pero cuando el ejemplar era grande solo se
obtenia una muestra de 3 gramos con un sacabocados para evitar Ia extraccion de los
ejemplarcs completos y reducir en lo posible Ja sobrecolecta.

Por experimentos previos a la colecta, se observo gue al extracr una muestra de parénguima
con ¢l sacabocados no se producian lesiones severas al individuo y la herida cicatrizaba

rdpidamente s{ producirse infecciones,

Trabajo de Laboratorio

Extraccidn de ADN. Se molieron 3 gr. De material vegetal con nitrogeno liguido v se

siguié el protocolo de extraccion de ADN tolal de cactdceas de de la Cruz (etal. 1997), Se
cuanlificaron las concentraciones por fluoromeiria, se uniformaron las concentraciones 4 5
ng/mi requerido para los RAPD’s y se limpiaron con 1 vl de Ribonucleasa (Sigma).
Primer’s. Se probaron 23 decameros de las series A,G y I de Operon Technologies [nc.
(Alameda Calif. USA), se scleccionaron 10 que fueron AQ1, A02, AD4, ADS, A, AlQ,
All, Al12, Atd, y ALS porgue produjeron bandas claras, diferenciables y reproducibles
(Clark y Lanigan 1993).
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Amplificacion de ADN. Los RAPD’s (Williams et al. 1990} fueron generados ¢n un
volumen total de reaccién de 25 ul. que consisticron de 16 pg de ADN gendmico, 1X buffer
de PCR sin cloruro de magnesio Gibeo BRL { 200mM Tris-HCI (pH 8.4), 560mM KCl);
2mM MgCly, 0.1mM de cada aucledtido dATY, dCTP, dGTP, dTTP (Pharimacia), 0.2 uM
del oligonuciesiido (Operon) y 1.5 unidades de Tag DNA polimerasa {Gibce BRL). Las

reacciones fueron amplificadas en un termociclador PTC-100 MJ Research, Inc.),
progeamado por : 45 ciclos de T min. 2 94°C, 1 min a 38°C, 30 seg. 2 54°C, 2 min. a 72°Cy

una extension final de 13 min. a 72°C.

Electrgforesis y fotoprafia. Los productos amplificados se separaron por tamafos en geles
de agarnsa al 1.4% con buffer 0.5X TBE. Se cerrieron 159 v durante 3 hrs. usando el
marcador de peso malecular 1 Kb {Gibco BRL} en todos fos geles.

Los geles se tifieron con bromueo de clidio, se visualizaron con luz ultravioleta y se

fotografiaron usando pelicula Polariod 667 blanco y negra.

Registro de datos. Una banda es definida aqui como ua producto o fragmento awptificado
de un {amano particular, que puede ser ideetificado repetidamente. Las bandas fueron
identificadas por sus pesos moleculares con respecio al marcador de peso molecufar | Kb
en cada gel. Cada banda fue registrada como presente (1) o 2usente (0). Los individuos que
no dieron bandas claras, definidas y ficilmente registradas para el 90% o mds del niimero
total de bandas, no fucron incluidas en el andlisis. Las bandas que no eran claras en un
individuo fueron registradas como datos fallanles (missing data). Se asumis que cada banda

st considera eomo un jocus independiente.

Anilisis esladistico. Se efectuaren correlaciones pareadas de rangos de Spearman entre fas
bandas obienidas con el fin de asegurar que un solo locus fuera muestreado, las bandas que
tormaron grupos de correlacion perfecta (4 ¢ -1) fueron eliminadas, salvo uno que
representaba al grupo (Whitkus ef al, 1998), Las bandas de RAPD's son tipicamente
heredadas de forma mendeliana y dominante (Williams et al. 1990), y existen varios
métodos para calcwlar 1a diversidad genética. Suponiendo que fos boct de RAPD s estén en

cquilibric Hardy-Weinberg, se pueden estimar las frecuencias de os dos alelos {presencia
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vs. auscncia)} para fas poblaciones. Se pueden calcular ademds las estadisticas esldndar de la
genélica de poblaciones, aunque los RAPI's tienden a producir resullados sesgados (Lynch
y Milligan 1994). Un andlisis de varianza (AMOVA} de las frecuencias de las bandas
puede asignar la estructura genética de poblaciones diploides en equilibrio Hardy-Weinberg
o con un nivel alto de autofecundacidn (Steward y Lxcoffier 1996).

Una alternativa para estimar la diversidad genética sin la suposicion de un equilibrio
tHardy-Weinberg es caleularia con base en tos fenolipos de las bandas y suponer que la
cstimacion resultante de la diversidad fenotipica se aproxima a [a diversidad gonética

(Lewonlin 1972, King y Schaal 1989, Whitkus ef al. 1998).

En eb presente estudio sc utilizé este dltimo enfoque, 1a diversidad de fas bandas de
RAPD’s dentro y entee poblaciones, se calculd con el indice de diversidad de Shannon-
Weaver, usando la formula de Brillouin para eliminar el sesgo de tamaiios de muestra
finitas {Pect 1974). Para cada banda: H= (1/NY(NY/ II; = 1 1, !}, donde N s ¢l nimero total
de individuos registrados para la banda, y o, es el nlunerc de individuos en la calegoria
alternativa de bandas {n presente + n ausente = N). Hstos cilculos se hicieron utilizando cl
programa RAPDDIV escrito par el Dr. Richard Whitkus (UCR).
La chversidad fue estimada para la diversidad en las poblaciones (Hp), 1z diversidad total de
la muestia {Hy), la diversidad entre las poblaciones ( Hr- H p), la proporcion de la
diversidad dentro de las poblaciones { Hp / Hr)y finalmente {a proporcién de la
diversidad entre las poblaciones (Hr — Hp) / Hy). La cortribucién relativa de cada
poblacién a la diversidad total fue calculada mediante el ceciente Hp / Hy.
La proporcidn de la diversidad entre las poblaciones (Hr— Hp) / Hy) ¢s un estimado
equivalente al calculo de la diferenciacion entre las poblaciones Gsr. Gsr es equivalente a
Fyr (Pérez 1990). 1. significancia de Gsr fue probada por calcular X% = 2 N Fyr {(k-1),
donde los grados de libertad estin dados por (k-1)(s-1), y donde k = al nimero de alelos
por tocus, s = al miimero de poblaciones, y N = tamaiio total de Ja muestra (King v Schaal
1989). El flujo génico se estimé con Nmy = (0.5 {1 - Gsr )/ Ggr) (McDermott y McDonald
1993 en Yeh et af, 1997).

Para la reconstruccitn de las relaciones de fas poblaciones sc peneré una malrfz de

similaridad utilizando el coeficienle de DICE (Sokal y Michener 1958) posteriormente se
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agruparon mediante va UPGMA v se penerd un dendograma utilizando el programa
estadistico NTSYS-pe (Rohlf 1993). Ademids se realizd otro andlisis de agrupamiento
convirtiendo los fenolipos de bandas para cada individuo en una secuencia de dinucledtidos
de “'a” para la banda presente y “t” para la banda ausente. Hsta conversién nos permitié
imporlar los datos en el programa MEGA (Laurent et al. 1993) y caleutar las distancias
gendlicas entre los individuos como una proporcidn de “a”s y “t”s compartidas sustraidas
de 1. Sc usaron distancias pareadas para construir un dendograma UPGMA con 1000
repeticiones de boostrap ¥ un drbol de Neighbor-jeining y S00 repeticiones de boostrap
sobre Jos fenotipos de bandas de los datos originales para proporcionar valores de apoyo de

las ramas en ¢l drbol (Whitkus et al. 1998).

RESUITADOS

Obtuvimos 84 bandas de diferente peso molecular con 10 oligonuciedtidos
{primer’s) para 146 individuos (Tabla 5). Los datos faltantes {missing data) registrados
fucron 685 de un total de 12264 datos (5.58 % del total).

Lu correfacidn por rangos de Spearman redujo el ndmere de loci a 83 loci
informativos y con ellos se calculo el nimerc de loci polimérficos, el porcentaje de
polimorfismo para cada poblacion y la diversidad de bandas de RAPD’s (Tabia 6). La
subespecie matudae fue la que presentd el mayor mimero de loci polimdrficos (83) y el
mayor porcemaje de polimerfismo (98.81 %, Tabla 6). Seguida por la subespecic buekii
con 77 loci polimdrficos y un 95.18 % dc polimerfismo y por dltimo la subespecic tulensis

con 61 loct polimérficos y 96.83 % de polimorfismo,
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Tabia 5. Primer’s usados en el analisis de RAPD’s para detectar polimorfisnios en
J subespecies de T. fulensis.

Primer Secucneiz Mo, de bandas Mo, de bandas Mo, de bandas  No. de bandas Mo. de bandas  No, de bapdas
amplificadas  amplificadas  amplificadas  polimdrficas  polimdrficas  polundreicas

marndae brekif Hufensis matidae buekn milensiz
UPANL CAGGCCCTTC 7 7 4 7 6 a
OPAD? TGCOGAGCTG b 13 il g E2 [
OPAT AATCGGOOTG 10 & 7 i 5 r
OPADS AGGGGTCTTG 8 ? 4 8 & 4
OPANR GOTOCOTGAC B 11 7 g il T
OPAIC GTOATOGCAG ¢ 0 il 9 18 [l
OPAI TTGGTACCCC il 1 & il 11 8
OPAL2 TCOGGUGATAG 10 6 9 i0 & 9
OPAL TCTOTGETGO 1 g 4 6 ¥ 4
OPALS TTCCGAACCC S 4 3 3 4 Z

TOTAL 84 T s T 25" =




‘T'abla 6. Polimarlismos detectades en las poblaciones de las 3 subespecies de T
tulensis en los estados de SLP, Tamaulipas y Nvo. Ledn en México
basades en 233 loci. n = tamaie de muestra, L = No. de loci
polimérficos, P = porcentaje de polimorfismo, U = bandas (nicas para la
subespecie,

Subespecie fulensis

Pablacion individuos n L P (%) L]
't 101 - 11D 10 48 76,19
2T 111-120 10 46 73.02
aT 121 - 130 10 44 69.84
4T 131 - 140 10 49 7178
5T 141 - 146 6 51 80.95

46 x=61 x=9683 2
Subespecie buekii

1B 51-60 10 57 68.67
2B 61— 70 10 44 53.01
38 71-80 10 51 61.45
4B B1-90 10 62 74.70
5B 21— 100 10 56 67.47

S0 x=79 x=09518 9

Subespecic matudae

1M 1-10 10 70 83.33
2M 11--20 10 76 90.48
3M 21-3) 10 69 82.14
4M 31-40 10 81 96.43
M 41 - 50 10 64 76,19

50 x=83 x=988l 6

Diversidad genética en las poblaciones de cada subespecie,

La diversidad genética basada cn cl indice de Shannon-Weaver en las poblaciones de
cada subespecie se presenla en la Tabla 7. Para la subespecie matudae la diversidad genética
promediada para las 5 subpoblaciones muestreadas fue de 0.1501, la subpoblacién 4 fue 1a més

diversa contribuyendo con un 85 % a la diversidad total de esta subespecie (Hy = 0.22). La
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mayor diversidad para maiudae sc ercontré dentro de las poblaciones (65 %) micatras uc 1
proporcién de ia diversidad entre las subpoblaciones fue menor (34 9%). Bl cdlculo de la
diferenciacion entre tas subpoblaciones de la subespecie matudae fue Ggr =0.3464 altamente
significativa (X° = 34.64, P< 0.001) indicando que sf hubo una difcrenciacion eatre las
subpoblaciones de esta subespecie. En el caso de 1a estructura espacial de 1as subpoblaciones se

estimd uo nivel de flujo génico (Nm) de (.94,

Para la subespecie buekii 1a diversidad genélica promediada para las 5 subpoblaciones
miestreadas fue de $1.1134 (Tabla 7, la subpoblacitn 4 fue la més diversa (Hp = 0.13)
contribuyendo con el 68.5 % de la diversidad to1al de esta subespecie (Hy = 0.1993). La mayor
diversidad genética para buekii se encontré dentro de las poblaciones con el 56. 90 % de
diversidad total mientras que el restante 43. 0% % se debio a diferencias entre las poblaciones.
Ei céleulo de Ja diferenciacidn entre las subpoblaciones de buekii fue Ggr= 0.4309 y fue
altamente significativa {X* = 43. 09, ¥ <0.001) lo que indic que si hay diferencias
significalivas entre las subpoblaciones de la subespecie buekil. En el caso de la estructura

espacial de fas subpoblaciones se estimoé un nivel de flujo génico (Nm) de (.66.

Finalmente, para ta subespecie tulensis, la diversidad genética promediada para las 5
subpobiaciones muestreadas fue de (1030 (Tabla 7). La subpoblacidon 4 fue la mas diversa con
un Hp = 0.1243 y contribuye con el 76.91 % dc lu diversidad total para la subespecie que fue de
H = 0.1616. La mayor diversidad genética se encontrd denlro de las subpoblaciones con un
63.73 % de la diversidad total y el restante 34.47 % se encontrd entre las subpoblaciones. E
valor de Gsr para esta subespecic fue de 0.3447 (Tabla 7) y también fue significativo (J'(2 =
3171, P < 0.001), indicando que para la subespecie fulensis también se encontraron diferencias
significativas entre fas subpobiaciones. En el caso de la estructura espacial se estimd un nivel de

flujo génico (Nm) de 0.95 para esta subespecic.
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‘Tabla 7. Anslisis de 1a diversidad dentro y entre 1as pobfaciones de las 3 subespecies de
7. tulensis en los estados de SLP, Tamaulipas y Nvo. Ledn en México.
1D = pobfacion.

Subwspecic matudae

N Hp  HpH, Hy— Hp HApH,  (Hy- Hp)/lk
IM 0275 0555

IM 01672 0.7279

3M 01537 0.6691

4M 01969  0.8572

M 01052 0.4579

Tip= (1508 0 0796 0.6534 0.3464
Hy = 0.2297

Gy .0 3464°

Nm = 049433

X' = 346425 P<0.001

Subespecic buekii

N Hp Hpfily  He- Hp  Hpily  (Hy;- Tip)/H,
1B 01125 05644

IR 0904 0.4535

B 01103 05534

4B 01367 D.6859

50 01172 0.5880

Fip= 01134 0.0858 0 5690 0.4309
H, = 0.1993

(}ST =1.4209~

Nm = 0} 6603

X?=43.0905 P <0001

Subespecic fulensis

D Hp HpHy  Hy- Hp  HpfHs (Hy- He)/Hy
IT 00102 (0.6819

I 01037 06417

IT 01059 06553

4T 01243 07691

5T 0GO0713  0.4412

Tlp = 0.1030 0.0586 0.6373 0.3447
H; =0 I616

Gy =10.3447 "

Nm = 0.9505

X?= 317124 P<0.001

ver eapliscinen cl texin
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EYiversidad genélica entre subespecies.

La diversidad genética busada en el indice de Shannon-Weaver de las subespecies de T.
tulensis se presenta en la Tabla 8. La diversidad cn las poblaciones de la subespecie matudue
fue la mis aita (Hp = 0.22), seguida de ta subespecie buekii (Hp = C.19) y en iltimo lugar la
subespecie tulensis (Hp = 0.16), éste mismo patrén de orden descendente de la diversidad
srendtica sc observa en cf nimero de bandas polimdrficas amplificadus con RAPD’s para cada
subaspecie (Tabla 5) y el porcentaje de polimorfismao detectado (Fabla 6}, Se obluvo una
diversidad promedio para la especie de 0.19 y una diversidad fotal para la cspecie de (1.26. T.a
subespecie matudae s ba mis diversa y contribuye mas a la diversidad totat con un 85.52 %
sepuida de la subespecie buekif con 73.35 % y la subespecie tufensis con 60.17 % de la
diversidad total.

La mayor diversidad genética se encontr repartida dentro de ias subespecies con el 73,
01 %% de la diversidad total, El restante 26. 63 % se encontré entre las subespecies de esta
especie. El valor significativo obtenido para la proporcién de fa diversidad entre las subespecies
(equivalente al cileulo de Ger) indicé gue existe una diferenciacion substancial entre eltas. Con
respecto al Caleule del valor de flujo génico (Nm) fue de 1.37 individuos por generacidn lo gue
indica que a pesar de que las subespecies se estén diferenciando todavia exisle un nivel de flujo

génico entre ellas.
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Tabla 8. Anilisis de la diversidad genética de las 3 subespecies de 7', tulensis
en Ios estados de SLP, Tamaulipas y Nvo. Leén en México
1) = subespecie
iD Hp Hp/Hr lly— Hp  HpHy (Hr— Hp)/Hr
matudae  0.2297 08552
breekii 0.1970 0.7335
fifensis 01616 ©,6017

Hp = 0.1961 0.0724 0.7301 0.2663
Hr = 0.2685
Gt = .2663 *
X' =7990 P<0.0001
Nm = 1.37

Relaciones Genéticas

1.as relaciones genéticas entre los individuos de las diversas poblaciones analizadas de
las subespecies tulensis, buekii y matudae, sc resumicron en 2 dendogramas ¢f primero estd
hasado en ¢l cileulo de distancias pareadas (pair-wise) generado con el andlisis de
agrupamiento UPGMA con 1000 repeticionces de boosirap con ¢l programa MEGA (Fig. 9), y ¢l
segundo es un drbol no enraizado de aeighbor-joining con 500 repeticiones de boostrap también
gencrado con el programa MEGA (Fig. 10},

El andlisis de UPGMA {Fig. 9) reveld claramente 3 grupos bien diferenciados entre si,
separando perfeclamente a las subespecies de 7. fulensis en subespecie tulensis {T), matudae
{M) y buekii (B) (ver valores de apoyo de boostrap en las ramas del dendograma). Se observd
que las subespecies tulensis y matudae sc encuentran genéticamente més cercanas entre sf que

con respecto a la subespecie uekil,

Brentro del grupo formade por los individuos de ta subespecie tulensis (marcados con T
en la Fig. Y} se formaron clados cohesivos agrupando cierto mimero de individuos

perlerecientes a las diferenctes poblaciones de fulensis por ejeniplo, el grupo formado por los
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individuos 114, 118, 115, 113 y 117 todos pertenccientes a la subpoblacién 2 T (ver tabla 6). En
utro clade se agruparen 4 individuos genéticamente similares entre si que pertenceen a la
subpablacién 4 T (individuos 133, 132, 131,y 134). Hubo olros 2 grupos de 2 individuos
genéticamente similares que fueron los individuos 138, 135 y 136, 140, los cuatro son de la
poblacién 4 T. Y el iiltimo grupo formado fueron los individuos 143, 141 y 145 que son de la
poblacin S T y que compartieron similitudes entre s{. El resto de los individuos de las
poblaciones restanies parecen estar mezclados entre si, ¢s decir, comparten un grado de
similitud alto; sin embarpo, se diferencian de las subespecies restantes, sto claramente
concuerda con los valores significativos obtenidos para la proporcidn de la diversidad genélica
entre las poblacioncs de la subespecie tulensis y de la diferenciacion entre las subespecies. Las
relaciones genélicas mostradas para los individuos de las diferentes poblaciones de tulensis (T)
concuerdan también con el valor obienido de flujo génico entre ellas (Nm = 0.95) y con la
diferenciacion significativa de las peblaciones (Gst = 034,

P< 0.001).

Dentro del grupo formado por los individuos de Ja subespecie matudae (marcados con M
en la Fig. 9) se formaron clados o grupos cohesivos bien diferenciados, Primera, se formé un
clado con los individuos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ¢ todos de la subpoblacién 1 M (ver Tabla 6
también}, s6lo un individuo de csta subpoblacidn no se agrupd en este clado sino
que parecio compartir una similitud genética mayor cen los individuos de la subpablacion 2 M
que también formaron un grupo. Ademds se formé otro grupo con fos individuos de la
subpoblacién 5 M (individuos 43, 44, 45, 40, 47, 48, 49, y 50). En cambio ¢l andlisis reveld que
las subpoblaciones 3 M y 4 M comparten un grado mayor de similitud entre si y con individuos
de las otras poblacioncs. Todo esto concucrda con los valeres oblenidos de fluje génico y de
diferenciacion entre las subpoblaciones obtenidos en el analisis de la diversidad genética (Tabla
7} para la subespecie matudae. Ademds de estos agrupamicntos, en un nivel mayor se asociaron
atpunos individuos de las subpoblaciones 2 M, 3 M y 4 M y en otro grupo los restantes
individuos de todas las subpoblaciones matudae, en esle nivel cl primer grupo se asocié mas
cercanamente al grupo de la subespecie fidensis o que indicd que comparten similitudes

mayores enire si.
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tl dbime grupo mayor se formo con los individuos de la subespecie buekif {marcados
con B en la Fig. 9). Dos grupos se formaron con los individuos de la poblacién 1 B (53, 58, 54,
53, 36,37, 51, 52) y olro con la mayoria de los individuos de ta poblacion 5 B (95, 94, 93, 97,
96, 99, 98) aunque en este agrupamiento se mezclaron algunos individuos de las poblaciones 4
B y 3 B. Otros grupos meneres se formaron como los individuos 83, 84, 88 y 82 de Ia
subpoblacidn 4 B y los individuos 62, 69, 63 y 67 dc la subpeblacidn 2 B. Pero ¢l resto de los
individuos parecen tener un alto grado de similaridad genética.

Sin cmbargo cl andlisis de agrupamienio concuerda con los resulados obtenidos en el
anélisis de diversidad genética, es decir, si existe un nivel de flujo génico para las
subpoblaciones de buekit pero tambicn existe una diferenciacion significativa entre las

subpoblaciones.

En el andlisis de Neighbor-joining (Fig. 10) se corrabord la diferenciacion entrc
subespecies debido a que se formaron 3 grupos cohesivos y bien diferenciados (ver valores de
apoyo de boastrap). Primeramenie se formé el grupo de las poblaciones de la subespecie
mattudne (marcados con M en 1a Fig.10). En una primera asociacion se scgregaron los
individuos de la poblacidn 5 M (46, 48, 49, 50, 45, 47, 43, 44) como sc scgregaron en el anslisis
de UPGMA. Lo mismo acurrié con los individuos de la poblacion 1 M que conformaron un

grupo cohesivo.

En general, al igual que en ek analisis de agrupamiento, las relaciones genéticas entre los
individuos de las distintas poblaciones de la subespecie matudne siguieron formando los
mismos grupos en el andlisis de Neighbor-joining, y en este caso también se formaron 2

subgrupos mayores,

En segundo lugar, el olre grupo cohesivo priacipal fue ¢l formado por los individuos de
las poblaciones de la subespecie tufensis (Marcados con T en la Fig. 10). En este andlisis de
Neighbor-joining se siguieron conservando los grupos formados en el andlisis de UPGMA,
segregdndose algunos individuos de las poblacioncs 4 T, 5 Ty 2 T y el resto de los individuos

ticnen un alto grado de similitud genélica, lo que concuerda fambién con los resultados de
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difereneiacién entre poblaciones pere también el nivel de flujo génico entre fas poblaciones de

ta subespeeie tufensis.

Y el éHtimo grupo cohesivo importante se formo por individuos de las poblaciones de la
subespecie buekii {(Marcados con B en la Fig, 18). Se conservaron los mismos clados e incluso
s¢ asaciaron de forma mds cohesiva los individuos de la poblacién 5 B, se observé ademis ka
asociacion de los individuos de la poblacion 1 B claramente diferenciados. Los demds
individuos comparten similitudes altas por lo que las poblaciones restantes estdn mezcladas en
un cierto grado. Este concuerda con los resultadas obtenidos de Ea diferenciacién significativa

entre {as poblaciones de Ia subespecie buekii y del fiujo génico entre ellas.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
Ihversidad Genética

En el presente estudio, los aiveles de diversidad genética encontrados en los individuos
de fas 3 subespecies de T. tulensis {(Hy = 0.26 %) son altos comparados con los encontrados en
otras especies endénticas {Tubla 4). Esto confradice lo esperado tedricarmente puesto que la
teoria genélica a partir de estudios de aloenzimas, predice que los niveles de variacidn genética
son clevades sélo en las cspecies que tienen distribuciones amplias, que son perennes,
polinizadas por viento y que se entrecruzan (Hamrick , Gadt, Murawski y Loveless 1991}
Ademds se ha documentado que las especies endémicas ticnen menos de a mitad de la
diversidad genética ( He = 0.096) gue las especies de distribuciones ampliass  ( He = (.202),
y especies estrecha o regionalmente distribufdas tienen valores intermedios (Hamrick ef al.

1991, Hamrick y Godt 1989).

A nivel de 1a diversidad genética dentro de las poblaciones, en este estudio se encontrd
que la subespecie matudae que es la que liene la distribucion mds restringida, es especialista
cdafica, endémica y tiene densidades poblacicnales muy bajas (aproximadamente 10 individuos
pot peblacion, obs. personal), fue la que mantiene la diversidad genética promedic més alta
( Hp =0.1501) y una diversidad total también muy grande (Hr = 0.2297 Tabla 7 )
contradiciendo lo esperado tedricamente. La mayor proporcién de 1z diversidad genética se
encontrd repartida dentro de 1as 5 poblaciones analizadas. Esta subespecie también fue la que
tuvo ¢l mayar porcentaje de loci polimérficos (P = 98.81 % 'l'abla 6 ). Hamrick y sus
colaboradores {1991) registraron que dentro de las poblaciones, las plantas son polimérficus, en
promedio en el 34 % de sus locl. La diversidad genética media dentro de 468 taxa que ellos
revisaron fue de 0,113, claramente menor a lo encontrade en este estudio. También
documientaron quc las especies endémicas tienen mucho menor diversidad genética dentro de
fas poblaciones ( He = 0.063) que las especies de distribucién estrecha o reslringida ( He =
(1.105) ¢ las especies regionalmente distribuidas ( He = 0.118), Las poblaciones de especies de

amplia Gistribucién tienen la mayor diversidad genética ( EHe = 0.159) seglin estos autores.
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Cabe scnalar gue estos datos praceden de otro tipo de marcador, es decir provienen de la
literatura de isoenzimas. En este estudio el marcador molecular empleado (RAPD’s), reflejd
claramente que es un marcador mucho mas Gtil para encontrar polimorfismos y determinar con
cerleza los niveles de variacién genética en poce tiempo y wilizando bajas cantidades de ADN
crudo extyaido de poco material vegetal con un método no destructivo.

De ias 3 subespecies aquf analizadas, T. tulensis ssp. matudae fue fa més diversa
mantenicndo niveles elevados de diversidad genética como ya se menciond, probablemente
debido a que sc trata de una cspecie perenne de vida larga que tal vez tenga mecanismos
reproductivos que le permitieran mantener esos niveles elevados de diversidad genética a pesar
de ser una especie endémica, rara y en peligro de extincidn, La distribucion y cantidades de
diversidad genélica dentro y entre las poblaciones de plantas raras son probablemente
dependicntes de si las cspucies siempee han sido raras o si lo han liegado a ser recicntcmente
como un resultado de la influencia humana (Barret y Kohn 1991} o bien como resultado de
cambios climalicos recientes, Mecanismos tales como la especializacion edifica que presenta la
subespecic matudae, quizas sea el responsable del tipo de rareza de esta especie y
probablemente nos propercione un indicio de que tal vez fa subespecie siempre ha sido rara y se
haya adaplado y evelucionado bajo esas condiciones de tal forma que se presenten dichos
niveles de diversidad genélica. Y que a pesar de la sobrecolecta y la presion humana ejercida
sobre las poblaciones naturales de 7.4, ssp. matudace (obser. Pers. (IUCN 1998) y su habitat no
se han presentado efeclos o eventos como el stréss genético que erosionen la diversidad genética
de la especie. Especies que existen naturalmente en distribuciones poco densas, pucden poseer
sistemas genéticos ajustados a esteecha endogamia, también como adaptaciones que compensen
la desventaja de rareza — por cjemplo durante el apareamiento-. En contraste, espevies que han
experimentado severas reducciones en sus poblaciones, debido a la destruccion de su habitat o
al pastureo, pueden ser mas susceptibles a stréss genético impueste por tamados poblacienales
pequefios. Estas consideraciones subrayan o resaltan la importancia de considerar 1a ecologfa de
cspecics raras y fas diversas formas que la rareza puede alcanzar. Fsas diferencias tendran
importantes impliczciones para la estructura genética de la poblacién, el muestreo del material
gendlico, y los tipos cspecificos de programas de reproduccidn que sean planeados (Barret y
Kohn 1991}
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Para la subespecic buekii los niveles de diversidad genética fueron menores a los
cncontrados para la subespecie matudue, no obstante también sor elevados en comparacién a lo
reportado en otros estudios (Tabla 4). En este caso se encontrd una diversidad total para la
subespecic de .1993 y una diversidad promediv de 0.1134 contrastando con lo reportado en la
lilcratura para especies endémicas y de distribucién restringida {Hamrick y Godt 1996).
Ademas, ta mayor diversidad genélica se encontrd repartida dentro de las poblaciones de buekii
(56 %). Para esia subespecie, ¢l aivel de polimorfismo detectado con RAPD’s fue mucho mayor
( P =95.18%)puesto que se ha registrado que las especies endémicas tienen significativamente
menos loci polimérficos ( P = 26%) que especies de distribucién amplia ( P = 43 %) (Hamrick
etal. 1991). Probablemente esta subespecie también tenga algunos mecanismos reproductivos
quc le permilan mantener clevados niveles de diversidad genélica puesto que también sc trata de
una cspecie petenne, de vida muy larga, de crecimiento lento y suponemos que tenga algiin tipo
de mecanismo reproductivo ya sea a través de un tipo de polinizacién (tal vez por abejas)
cficiente que contrarreste la desventaja de rareza, manienga elevados niveles de diversidad

genética y mantenga un nivel intermedio de fluje génico como mas adelante se discutira.

Finalmente, 7. tulensis ssp. tulensis la ultima de las subespecies analizadas en este
estudio y gue es la de distribucién més amplia con densidades poblacionales mucho més
grandes que las otras dos, encontramos el nivel mis bajo de diversidad genética (Hp = 0.1030 y
Hy = (0.1616) en comparacidn a las dos variedades anteriormente discutidas. Estos resultados
también conirastan y centradicen lo predicho por la teoria genética para especies endémicas y
amenazadas. Sin embargo éste nivel de diversidad genética estd dentro del rango registrado en
la literatura (Tabla 4 ). Para esta variedad el marcador molecular sdlo detectd 63 loci de los
cuales 61 fueron polimérficos (96.83 %), y nuevamsnte fue el nivel més bajo en comparacién a

los 79 y 83 loci polimérficos de las subespecies buekii y matudae encontrados (Tabla 6).

En cuanto a la proporcién de la diversidad genética entre las poblaciones (Gsr) en los 3
casos fue menor que la diversidad genética dentro de éstas, sin embargo en los 3 casos fue
mayor al reportado en la literatura, Es decir, para las 3 subespecies (Tabla 7) el valor de Gsr fue

mayor al 22 % promedio reportado para los 406 taxa analizados por Hamnck (et ¢f. 1991).
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Tambidn fucron mayores a los registzados por Ayres y Ryan {1999) pasz especies endémicas y

regionales (Tabla 4).

Flujo Génico

Fn estc estudio para las 3 subespecies la diferenciacién entte sus subpoblaciones fue
significativa (Tabla 7) y elevada como se discutio anteriormente, por o tanto se esperaria que
Tas niveles de fTujo génico fueran bajos pucsto que encontramos que las subpoblacienes sc estdn
diferenciando. Esto concuerda con lo encontrado en este estudio puesto que los niveles de flujo
génico (Nm) encontrados son bajos (Tabla 7) en ningiin caso se llegd a 1 que indicarfa que por
fo menes 1 individuo estarfa migrando por generacion entre las subpoblaciones. El nive] mias
bajo de Nm fuc ¢l de 1a subespecie buekii {0.66) que corzesponde bien 4 Ia relactén
inversamenle proporcional entre Nm y Gsr puesto gue para la misma subespecie correspondié

el valor mis alto de Gsr (0.43},

A nivel de la diferenciacién de las subespecies, ésta fue altamente significativa y £}
andlisis fendético de similaridad genética v de Neihbor-joining apoyan esta diferenciacion entre
tas 3 subespecies de 1. nulensis, Sin embargo, todavia existe un nivel de Blujo génico entre ellag
que tal vez permifa que exislan esos altos niveles de diversidad genética y la esté manteniendo;
usi mismo, fa literatura indica claramente que estas subespecies son 3 subespecies alopétricas
(Anderson 1987). Ne obstante, serfa importante explorar en los limites de las zonas de
dislribucion de las 3 subespecies si existen zonas donde coexistan las subespecies fufensis -
buickii y buekii- matudae y detectar hibridos. También seria importante explorar la biologia
reproductiva de cada subespecie, debido a que se desconoce el tipo de polinizacién de cada una,
la época de floiacién , Ia cantidad de semillas producidas, la viabilidad de éstas, [a distancia de
dispersidn de polen ¥ de las scmillas y lo que es afin mas imporianie, cual lipo de reproduccién
sexual o asexual (por medio de 1a produccién de clones) s 1a que se da con mayor frecuencia cn
cada subespecie, para que con esla informz;ciénjunto con la informacion gendlica aqui

presentada se pudieran tener explicaciones mias precisas del flujo génico y sus implicaciones.
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Andlisis Fenético

El andfisis fenético de los individuos de las subespecies de T fulensis mostrd en ambos
casos, UPGMA y Neighbor-joining, una diferenciacidn entre atpunas poblaciones de cada
subespecic pero sobre todo una clara diferenciacion enire las subespecies puesto que en ambos
anlisis se segrepgaron Ia subespecie filensis en un clade, la subespecie matudae en otre clado
bien diferenciado y por dkiimo la subespecie buekii en otro clado separado. Estas relaciones
concterdan perfectamente con lo registrado por Anderson (1987), es decir no hay duda de que
éslas son subespecies geogrificas bien delimitadas tanto geogrdfica como morfolégicamente,
aungque cabe senalar que con e marcador molecular (RAPD's) empleado en este esfudio, se
descubrieron bandas (Gatcas de cada subespecie que sirven perfectamente para diferenciar catre

subespecies.

Los andlisis también revelaton que las subespecies fulensis y matudae son
genéticamenle mas cercanas entre si gue con respecto a buekii, que claramente se segregd
aparte. Lo raro de este hecho ¢s que tulensis y matudae geograficamente estdu separadas por
buekii, ademds mutudae es una especie cspecialista edéfica, restringida al Valle de Rayones y
sus densidades peblacionales son muy bajas, y por el conlrario, fulensis tiene mayor
distribucion y densidades poblacionales altas. Por lo que es necesario examinar mds
detaltadamente a biologia reproductiva de estas subespecies ¥ determinar fa probable existencia

de individuos hibridos entre ellas,

{.as subespecies buekil y matudae fueron las que presentaron mayor estruciura genética
al terer mas poblaciones cuyos individuos se segregaron en clados diferenciados 1al y como to
indicd et valor significativo de Ggr. Y los individuos que no se agruparon en clados
diferenciados parccen terer mayor grado de simititud que concuerda claramente con los valores

oblenidos de flujo génico para cada subespecie (Tabla 7).
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DISCUSION GENERAL

En esle estudio los niveles encontrades de variacion genética cn las 2 especies
vxaminadas, son elevados en comparacién con los registrados para olras especies faras y
epdémicas. En ambes casos se encontré que Ias poblaciones estdn estruchiradas
gendlicamente; y presenian en el caso de T. hastifer, un flujo génico moderado ; mientras
que para cada subespecie de 7. fulensis el flujo génico registrado fue bajo, lo que concuerda
con ¢l nivel de diferenciacién genética entre las poblaciones de cada una de 1as subespecies.
También se enconird que la variacién genética se disiribuye diferencialmente, es decir, la
mayor cantidad de variacién genética sc enconfrd repartida dentro de las peblaciones tanta
de ¥. hastifer como de T. tulensis ssp. matudae, ssp. buekii y ssp. tulensis.

A nivel de la diversidad genética entre las subespecies de T tulensis, se enconted
que ba ssp. matudae presentd el nivel més alto de variacion genética, seguida de a ssp.
buckii y por iHimo la ssp, tlensis; también en este caso ta mayor variacion genética se
cicontrd repartida dentro de l1as subespecies, Ademds, en este nivel también se registré una
matcada diferenciacién genética entre las subespecies, lo que indica que verdaderamente se
trata de subespecies bien delimitadas genética y geograficamente. Aunque cabe sedalar que

se desconoce la existencia de hibridos entre éstas.

Al contrastar los niveles de diversidad genética ercontrados para T. hastifer vy T.
tulensis ssp. matudae por cuyas caracteristicas de rarcza, endemismo, estado de
conservacion y distribucién, se esperaria que presentaran niveles muy bajos de diversidad
genética como lo predice la {eoria para especies con distribuciones restringidas, raras y / o

endémicas, amenazadas y con lamanos peblacivnales pequeios; se encontrd que ios niveles
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i diversidad penética de estas dos especies sont mury aktos y contiadicen lo esperado
wearicamente. Y al comparar la vanacién genética de estas dos especies con la de su
vongénere de distribucién mds amplia, gue tiene tamafios poblacionales grandes y que
probablemente no esté amenazada T, fulensis ssp. tulensis, encontramos nuevamente que T.
hastifer y T.tulensis. ssp. matudae presentaron los niveles mds altos de diversidad genética

contrasiando y contradiciendo dc nucva cuenta jo predicho por la teotia genética,

Suponremos primeramente gue en cl caso de T. hastifer el nivel mds alto de
variacidn genética se mantenga debido que se trata de una especic perenne muy longeva,
En la literatura se han planteado hipdtesis alternativas que cxpliquen la variacién genclica
clevada para algunas plantas raras o endémicas con distribuciones restringidas, una de cstas
hipotesis es la referente a cambios recicntes en los patrones de distribucion geografica
(Karron 1987, 1991). Y suponemos que fal hipétesis sea valida v expligue el proceso que
esté mantenienda la diversidad genética y Ia estructuracidn de las poblaciones de T,
hastifer.

Sospechamos que probablemente en el pasado, las 3 subpoblaciones de T hastifer
analizadas, formaban una sola poblacién continua., pero debido a la formacidn de un
asentamiento humano que actualmente las separa por medio de caminos y una caiada de
riggo, actualmente se estén comenzando a diferenciar. Suponemos ademas por la
morfologia floral, que csa antigua poblacién grande mantenia un elevado flujo génico gue
le pernritiera tener una alla diversidad genética como 1e corresponderia a una especic

perenne de vida larga tal y como o es 1. hastifer.



En lo referente o 7. tidensis sep. matudae argumentamos que ia alta diversidad
genética cncontrada se deba probablemente a que se trata de una especie perenne de vida
larga y que tenga algan mecanismo reproductivo que le permita maniener elevados niveles
de variacion genélica a pesar de que se trata de una especie rara, endémica en peligro de
cxlincion y restringida a un pequeito valle. Barret y Kohn {1991} han planteado que fa
distribucidn de las cantidades de diversidad genética dentro y entre las poblaciones de
plantas raras probablemente dependan de si las especies siempre han sido raras o si lg han
Hegado a ser recientemente como consceuencia de la influencia humnana 6 como
cansecuencia de cambios climéticos recientes.

En ¢l caso de T.ridensis ssp. matudae, sospechamos que al ser una especie con una
marcady especializacion edafica (crece s6io en suclos de tipo gypsum y en laderas
verdaderamente escarpadas), so trata de una especie que siempre ha sido rara y se haya
adaplado de ¢5a forma 2 un habitat también rare y que a pesar de fa sobrecolects v a la
presion humana ejercida sobre sus poblaciones naturales y en su hébitat, no se han
presenlado efectos © eventos que ergsionen su alfa diversidad genética.

El mismo argumento se utiliza cn el caso de T, tulensis ssp. buekit gue reveld
tambi€n alta diversidad genética pero menor a la hallada en T. hastifer y en T.2ulensis var
matidae. Sin embargo, también contradijo lo esperado tedricamente pata una especic
eadémica, restringida ¥ amenazada. Ista especie también sospechamos que tenga algin
mecanismo reproduciive que fe permita mantener una alta diversidad genética ademis de
que existe un nivel (aunque bajo) de flujo génico que tak vez también csté manteniendo los
niveles de diversidad genética encontrados.

Firatmcnle, jos RAPD's como marcadores moleculares utitizados en esla

investigackdn, revelarou niveles elevudos de politmorfismo dentro y eatre poblaciones y



mostruion ser marcadares moleculares muy adecuados para estudios poblacionaies v cn ¢l
caso de especies en peligro de extincidn, raras y endémicas; son muy apropiados y
convenientes puesto que no requieren de cantidades clevadas de ADN gendmico y permiten

obtener mochos resiltados en poco tiempo.



CONCLUSIONES

Los niveles de variacién genélica enconirados en T. higstifer y en T. tulensis son altos
comparados a los encontrados para otras especies endémicas y/o raras.

. hastifer y T. tulensis ssp. matudge tienen la diversidad genética mds alta a pesar de
ser axa raras, endémicas, con distribucién muy restringida y densidades muy bajas.
Gst indicé que las subpoblaciones de 7. hastifer estan genéticamente diferenciadas y
existe un moderado flujo génico.

Los niveles de diversidad genética encontrados para la especie de mayor distribucian,
con poblaciones grandes ¥ que prabablemente no csté amenazada T, fulensis ssp.
fulensis tueron los mds bajos en comparacion a las ssp, buekii y matudae,

El analisis de agrupamiento y Gst indicaron que existe una diferenciacion genética para
fas poblacicnes de cada una de las variedades de T. ruleasis aungue todavia se mantiene
un nivel de flejo génico.

Existc una marcada diferenciacién genética entre las subespecies de T, tulensis.

Los RAPIY's mostraron ser marcadores molecularcs muy adecuados en estudios

poblacionales y de especies cercanas de cacticeas,
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