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Resúmen 

Utilizando los marcadores moleculares denominados RAPD's se estudiaron 2 especies de 
cactáceas endémicas r'~ México. 17te{ocactus hastiftr endémica extrema y Thelocactus 
tulel1sis con sus 3 sub especies T. tulensis ssp tulel1sÍs de amplia distribución, T. tulensÍs ssp 
buekií de distribución estrecha y T. tulel1sis ssp maludae endémica extrema y especialista 
edáfica. Todas excepto T. tulensis ssp tulensis están consideradas en- peligro de extinción. 
Las metas de este estudio fueron estimar los niveles de variación genética iotra e 
interpoblacional de 3 poblaciones de T. hastifer y de 5 poblaciones de cada subespecie de 
T. tulensis y detectar la variación ¡ntra e inter-subespecie además evaluar el uso potencial 
del marcador molecular en estas cactáceas. T. hastifer, T. tulensis ssp matudae mostraron 
los niveles más altos de diversidad genética (Hr= 0.2025 y Hr= 0.2297 respectivamente), T. 
tu/ellsis ssp buekir reveló un nivel más bajo (Hr= 0.1970) y mostró el nivel más bajo de de 
variación genética (Hr=0.01616). Tanto las poblaciones de T. hastifer como de T. tulellsis 
están genéticamente diferenciadas. Se discuten la distribución de la variación genética, la 
estructura y relaciones genéticas para cada especie. Se concluye que para las especies más 
amenazadas y de distribución muy restringida los niveles de diversidad genética son más 
altos en comparación con la especie menos amenazada y de distribución más amplia 
contradiciendo lo esperado teóricamente para especies endémicas y amenazadas y de 
pequeños tamaños poblacionales. Los RAPD's son un tipo de marcador molecular muy útil 
para detectar variación genética ¡ntra, e interespecífica para éstas cactáceas. 

ABSTRACT 

Two endemic species of cacti from México were studied using the molecular markers 
RAPD's: Thelocactus hastifer with an extremely restrícted distribution and T. tulensis with 
3 subspecies. T. tulensis ssp. tulensls widely spread, T. tulensis ssp. buekíi oarrowly 
distributed and T. tulensis ssp. matudae with an extremely restricted dístribution. AH, 
except T. tulensis ssp. tulensis, are consídered in danger of extinction The goals ofthis 
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 T. Tu/ensis; 2) to 
determine the variatíon ameng and between subspecies, and 3) to evaluate the potential use 
of the molecular markers in these cacti. 
7: haslifer, and T. tulensis ssp. maludae showed the h:óhest levels of genetic diversity 
(HT~ 0.2025 Y HT~0.2297, respectively), T. tu/ensis ssp buehi showed an intermediate 
level (HT~0.1970) and T. tu/ensis ssp. tu/ellsis showed the lowest level of genetic variation 
(HT~0.1616). Both , T. hastifer and T. tu/ellsis are genetically differentiated. The 
distribution ofthe genetic variation, the structure and genetic relationships of each 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 threatened species with small 
population sizes. The RAPD is a very useful molecular marker to detect inter- and intra
specific genetic variation for these cacti 



INTRODUCCIÓN GENERAL 

Se ha afirmado que el éxito en la conservación de la biodiversidad depende en gran 

medida del conocimiento de las especies o sistemas que se requieren conservar (Maese y 

Henifin 1981 ,Soulé 1986 , Falk y Holsinger 1991). Los biólogos de la conservación se 

enfrentan con la difícil tarea de identificar la información biológica necesaria para evaluar 

las causas de "amenaza" y asegurar la sobrevivcncia de especies blanco en la naturaleza, 

así como desarrollar criterios para determinar cuando la recuperación se ha logrado 

(Schemske el al. 1994). 

Decidir el curso apropiado de acción es más complicado por las opiniones 

contrastantes presentadas en la literatura de la conservación. Una controversia importante 

considera a la importada relativa de los enfoques genéticos y demográficos en los 

esfuerzos de conservación (Lande 1988). 

Falk (1992) puntualizó que la información sobre la distribución de la variación 

genética en especies de plantas raras es la consideración clave para planear estrategias de 

conservación. Holsinger y Gottlieb (1991) concluyeron que" el manejo activo de la 

estructura genética de una especie amenazada requerirá una enorme inversión de tiempo, 

dinero y de expertos". 

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

y su distribución son importantes y básicos como un aspecto clave además de los estudios 



ecológicos y demográficos, sobre todo cuando se trata de diseñar estrategias de 

conservación. 

Dentro de los grupos más amenazados del reino vegetal se encuentran las cactáceas, 

que forman un grupO natural de plantas con aproximadamente 1500 especies la mayoría 

confinadas al continente americano. México es la región donde se concentra la mayor parte 

de la diversidad de especies de esta familia con 48 géneros y 563 especies con un alto 

índice de endemismo a nivel genérico (73 %) Y específico (78 %) (Hernández y Godínez 

1994). Las poblaciones naturales de muchas de las especies han sido afectadas por las 

presiones del desarrollo humano, principalmente a la conversión de terreno para usos 

agrícolas y /0 pecuarios y a las actividades de extracción de las plantas de su hábitat, para 

su venta como plantas de ornato en mercados nacionales e internacionales (Jarvis 1979, 

Sánchez-Mejorada 1982, Fuller y Fitzgerald 1987). Como una consecuencia de este uso 

intensivo, toda la familia Cactaceae ha sido incluída en el Apéndice H de la Convención 

~obrc el tráfico internacional de especies silvestres de flora y fauna amenzadas (CITES 

Anónimo 1990). Esta situación hace urgente que se implementen medidas para proteger a 

estas plantas y a sus sistemas ecológicos asociados, Sin embargo, las acciones de 

conservación deben estar basadas en un conocimiento sólido de los organismos para 

generar y organizar un acervo de información básica indispensable que incluya aspectos 

genéticos, ecológicos, reproductivos y fitogeográficos de las especies a conservar. 

Por otra parte, los estudios de especies de plantas raras son importantes no sólo 

porque conducen las prácticas inmediatas de conservación, sino porque también 

contribuyen al mejor entendímiento de los procesos ecológicos y evolutivos fundamentales 
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para toda la diversidad viviente. Cuando las plantas raras son poco entendidas, también lo 

son las comunes, por ejemplo, hasta recientemente era común suponer que las especies de 

plantas amenazadas o en peligro de extinción son raras porque son competidores 

ineficientes. Muchos estudios has mostrado que esta conclusión es errónea (Karron 1991, 

Hamrick 1996). Las especies de plantas raras son a menudo especialistas en un 

microhábitat raro, y sus características demográficas y competitivas pueden ser idénticas a 

aquellas de sus congéneres O parientes más ampliamente distribuidos (Karron 1991, 

Ilamrick y Godt 1996). 

Los estudios ecológicos y genéticos de poblaciones se complementan unos 

a otros, y sus contribuciones permiten que los biólogos de la conservación entiendan 

mejor 1, biología de especies amenazadas. Sin embargo, poco se Conoce de la estructura 

genética de la mayoría de las especies de plantas y la información morfológica, 

fisiológica, reproductiva y demográfica no está disponible sobre todo para la mayoría de 

las c~pecícs amenazadas o en peligro de extinción. Así, muchos biólogos de la 

conservación han comenzado a usar marcadores bioquímicos y moleculares para 

describir la composición genética de las especies de plantas. Los criteríos genéticos 

obtenidos de marcadores moleculares pueden ser útiles para seleccionar poblaciones de 

vida silvestre como candidatos con prioridad para su conservación (Falk y Holsinger 

1991, Frankham 1996). 

Diversidad genética 

Frankel (1970) postuló que la variación genética es esencial para la sobrevivencia a 

largo plazo de las especies amenazadas, La variación genética es un prerrequisito necesario 
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para algún futuro cambio adaptativo; especies que carecen de la adecuada variación 

genética tienen un gran riesgo de extinción. 

En términos de conservación, el mantenimiento de la variación genética es esencial 

si las poblaciones son reintrorlucidas exitosamente en la naturaleza o introducidas en 

hábitats nuevos (Schaal el al. 1991). En suma, hay muchos datos que sugieren que l. 

variación contribuye a la adecuación inmediata en especies de plantas que mantienen su 

adecuación por heterosis o ventajas heterocigóticas. La reducción de la variación genética 

resulta en una gran pérdida de heterocigosidad y consecuentemente de la adecuación. 

En muchos casos, las medidas o estimaciones de los niveles de variación entre las 

especies, llega a ser crítica para su conservación y manejo. Se han usado tres tipos de 

caracteres para estimar los niveles de variación: los morfológicos, las aloenzimas y, más 

recientemente, secuencias de ADN. Los dos primeros tipos han sido comúnmente utilizados 

en muchas familias de plantas, sin embargo, ni las aloenzimas ni los métodos moleculares 

han sido implementados para el estudio de la variación genética de las cactáceas. Ya 

Gibson y Nobel (1986) mencionaron que existen muy pocos estudios donde se muestren los 

patrones de variación genética de las cactáceas. Uno de ellos es el de Parker y Hamrick 

(1992) donde exploraron los niveles de diversidad genética de un cactus columnar 

LopllOcereus schottii utilizando aloenzimas, sin embargo, este trabajo ha sido el único 

encontrado como antecedente de este estudio. 
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Técnicas moleculares 

Con el desarrollo de las tecnologías de ADN recombinante, ha sido posible 

examinar la variación en las secuencias de ADN en casi cualquier especie de planta. Un 

análisis de las secuencias de ADN evita muchos de los problemas de juicio de la herencia 

en estimaciones de la variación genética realízadas con morfología o con estudios de 

aloenzimas. Debido a que el ADN es directamente analizado, puede estimarse 

directamente la variación genética, en lugar de estimarla del fenotipo; incluso se puede 

analizar algún segmento del genoma de la planta. Las técnicas están disponibles para 

estudiar secuencias que están codificando o no, conservadas o hipervariables, nucleares o 

de organclos. Las diferentes secuencias de ADN tienen un rango de limitantes selectivas y 

son afectadas difercncialmente por mecanismos moleculares que generan la variación 

(Schaal el al, 1991), 

Existen dos alternativas para el análisis de secuencias de ADN, la primera involucra 

d secuenciamiento directo de los alelos y una comparación directa de la secuencia de pares 

de bases, esta aproximación es extremadamente útil para hacer inferencias filogenéticas 

pero consume una gran cantidad de tiempo. Sin embargo, las innovaciones técnicas en 

biología molecular están ocurriendo tan rápido que se ha hecho posible realizar estudios 

poblacionales secuenciando muchos individuos. Esto ha sido posible gracias a la tecnología 

de la amplificación del ADN in vitro a través de la reacción en cadena de la polimerasa 

(peR, Polymerase Chain Reaction) que reduce en mucho el tiempo de secuenciamiento de 

genes. 

Las técnicas moleculares proporcionan métodos alternativos para evaluar la 

diversidad genética dentro y entre organismos (Russell el al, 1993), Los marcadores 

moleculares de ADN comparan cuantitativamente el material genético de las especies 
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proporcionando la información necesaria para determinar las bases moleculares del cambio 

evolutivo. Una ventaja de los marcadores moleculares sobre cualquier característica 

fenotípica es que los primeros no están sujetos a la influencia del ambiente y representan 

una enorme fuente de características cuantitativamente comparables (Avíse 1994, Newbury 

y Ford-L1oyd 1993). 

RAPD's 

Williams y sus colaboradores (1990) describieron un novedoso tipo de marcadores 

genéticos que está basado en la amplificación del ADN a lo largo de todo el genoma de los 

organismos. Estos marcadores se denominan RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA) y son generados por la amplificación de segmentos aleatorios de ADN utilizando 

primcr's u oligonucleótidos de 10 pares de bases de longitud con un contenido de guanina y 

citosina superior al 50 % (Williams op cit.). El objetivo de esta técnica consiste en la 

identificación de polimorfismos entre y dentro de los grupos de organismos que se están 

estudiando. El polimorfismo se identifica mediante la presencia o ausencia de los productos 

amplificados. Se ha documentado que el nivel de variación genética detectado con RAPD's 

es mucho más elevado que el observado con aloenzimas o con RFLP's nucleares para 

distintas especies CLanaud y Berthaud 1984, Atkinson el al. 1986, Wilde el al. 1992, 

Russell el al. 1993 ,de la Cruz 1994, de la Cruz el al. 1995). Los RAPD's pueden ser 

utilizados fácilmente como una técnica para seleccionar áreas de prioridad para la 

conservación, para diseñar y monitorear estrategias de manejo en áreas protegidas, y para 

planear estrategias de conservación para una amplia variedad de recursos genéticos de 

plantas y animales. Se ha visto que la técnica es apropiada tanto para poblaciones de 

mamíferos como para árboles de bosques tropicales o pastizales forrajeros (Newbury y 
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forú-Uoyd 1993). Es importante señalar que para todo el grupo de las cactáceas, la 

metodología de los marcadores moleculares RAPD's no se había desarrollado hasta la 

elaboración de este trabajo. 

En esta investigación se examinaron los niveles y la distribución de la diversidad 

genética de 2 especies de cactus endémicos y amenazados de México, implementando la 

técnica de marcadores moleculares denominados RAPD's. 

En la primera parte de este trabajo se presenta el estudio de la variación genética 

intra e ínter poblacional y la estructura genética de Thelocactus hasliler. En la segunda 

parte, se presentan la diversidad y estructura genética ¡ntca e inter poblacional de T. tulensis 

ssp. matudae, ssp. buekii y ssp. wlensis respectivamente, así como la diversidad y 

estructura genética ¡ntra e inter subespecie de T. tulensis. 
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CAPÍTULO 1 

VARIACIÓN GENÉTICA DE Thelocactus IUlstifer (Cactaceae), UNA ESPECIE 

ENDÉMICA Y EN PELIGRO DE EXTINCIÓN. 

INTRODUCCiÓN 

El género Thelocactus fue propuesto por Britton y Rose (1922 ,1923) ; 

posteriormente, Anderson (1987) realizó una revisión del género en el que incluyó 11 

especies 9 de las cuales SOn endémicas para México (Hunt 1992, Hernández y Godínez 

1994». Poco se CQnoce de su distribución, tipos de vegetación, suelos, simpatría, 

características de hábitats y plantas asociadas para cada especie. No obstante, de manera 

general, el género Thelocactus presenta una distribución latitudinal de más de 1200 Km 

desde aproximadamente 20° e a 32~ e latitud norte en el llamado Desierto Chihuahuense en 

matorral xerófito (Anderson 1987). La mayoría de las especies del género habitan en suelos 

de tipo calcáreo y suelos derivados de éstos, los cuales varían en textura. En cuanto a las 

características de hábitat, Thelocactus se encuentra en elevaciones que van desde 12 msnm 

hasla 2300 msnm, la precipitación varia desde 156.9 a 847.2 mm anuales y la s 

temperaturas máximas varían de 29.1 v a 37.8° e mientras que las mínimas van desde 1.7° a 

14 2' C (Anderson 1987). 

ThelocaCIUS hastifer es una de las especies más raras del género,es endémica de 

México y crece en el límite más sureño de la distribución del género, específicamente en 

Querétaro e Hidalgo (Anderson 1987. Pilbeam 1996, Hunt 1992, Hernández y Godínez 

1994)). Debido a su endemismo, a su baja densidad poblacional y a la sobrecolecta por su 

valor como planta de ornato, T. Iwsrifer ha sido considerada corno una especie en peligro de 

extinción (CITES, Anónimo 1990). Se describe como una planta solitaria, agrupada desde 

la base sólo después de muchos añ05. de crecimiento muy lento, los individuos son muy 

longevos y forman clones, tiene tall05 cilíndricos con la base muy estrecha, mide de 10 a 30 

cm de alto, a menudo se colapsan o s.e reclinan por su propio peso. Tiene de 12 a 18 

costillas verticales o espiraladas ligeíamente. Las areolas algunas veces presentan nectarios 

extra florales. Presentan de 4 a 5 espinas centrales con una central muy larga de color 

ti 



amanHo-café, la espina central llega a ser con la edad, erecta y de color café obscuro; el 

resto se presentan ligeramente radiales. Las espinas radiales se presentan de 20 a 25 de 

color blanco y se obscurecen con la edad. Las flores son rosáceas-magenta (Fig. la), crece 

en simpatría con T. leucacantJlUs en suelos catizos, en matorrales xerófitos espinosos o 

micrófilos a una latitud de 20' 30' a 21' N Y una longitud de 99' 30' a 100' W en 

elevaciones que van de 1800 a 2000 rnsnm (Fig. lb) (Anderson 1987, Pilbeam 1996). 

Hernández y Bárcenas (1996) elaboraron un estudio en el que estimaron un índice 

de rareza para varios especies de cactáceas del Desierto Chihuahuense registrando a T. 

has/ifer en un solo cuadrante de un total de 122 por lo que le correspondió un índice de 

rareza de 122. Hemández y Godínez (1994) asignaron a T. hastifer dentro de la categoría 2 

de acuerdo al número de localidades conocidas. En esta categoría estos autores incluyeron 

laxa con distribuciones muy restringidas, pero que se conocen de otras áreas además de la 

localidad tipo (máximo 5 localidades). 

Es claro que muchos factores que operan en un rango de escalas espaciales tal como 

la cstocasticidad genética, demográfica y ambiental, las Ínteracciones ecológicas, y los 

niveles existentes de variación genética de las poblaciones, pueden determinar la 

abundancia o rareza de las especies de plantas. La información biológica más crítica para 

conservar especies raras has sido sujeto de discusión en los últimos 20 años y no ha habido 

consenso (Falk y Holsinger 1991, Schemske el al. 1994). La mayoría de los científicos 

evocan algún tipo de aproximación ya sea con énfasis ecológico o genético o bien de tipo 

económico o ético (Franklin 1980). El enfoque de la genética de poblaciones menciona que 

el entendimiento de la organización de la díversidad genética es la clave para la 

sobrcvivencia a largo plazo de las especies, debido a que la variación genética es un 

requisito para la adaptación evolutiva (Lande y Bilrrowc1ough 1987, Harnrick el al. 1991). 

Las evaluaciones de la diversidad y la estructura genética de una población son de 

gran valor en la formulación de planes de manejo para especies amenazadas (Prior el al. 

1997). Sin embargo, históricamente las plantas han sido más estudiadas utilizando 

aloenzimas pero los marcadores moleculares han abierto nuevas áreas de investigación 
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Fig. la. Planta de Thelocactus hastifer 



(S no\\' y Parker 1998) y han permitido ver con resolución sin precedentes la dinámica 

dentro de las poblaciones permitiendo un gran avance en el entendimiento de los procesos 

ecológicos de las poblaciones (Snow y Parker 1998). Además, el uso de técnicas de PCR 

(Polyrnerase Chain Reaction) ofrece en general la oportunidad de obtener información 

genética a partir de poco material orgánico para resolver problemas de conservación en 

poblaciones pequeñas (Amos y Hoelzel 1992). 

Existen algunas especies en donde la variación detectada con isoenzimas es poca o incluso 

nula y utilizando marcadores moleculares como los RAPD's se ha podido, detectar 

polimorfismos y describir su estructura genética (Mosseler el al. 1992). 

Teniendo como marco lo anterior se elaboró el presente estudio con el fin de 

determinar los niveles de variación genética intra e Ínter poblacional de T. haslifer 

utilizando los marcadores moleculares denominados RAPD's. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Trabajo de campo 

Se muestreó a lo largo del rango de coordenadas de la distribución de T. hastifer con 

el fin de ubicar y encontrar poblaciones diferentes de esta especie. Debido a su estrecha 

distribución, a sus bajas densidades poblacionales y a lo difícil de su acceso, se lograron 

colectar sólo tres poblaciones de las cuáles dos son registros nuevos en Querétaro. Se eligió 

un ejemplar representativo de cada población y fueron depositados en el Herbario Nacional 

de México del Instituto de Biologia, UNAM. Los ejemplares depositados fueron: F. 

Ramirez y C. Gómez-Hinostrosa C-16G8, F. Ramirez Fh-12, Fh-13, Fh-18 Y Fh-23. 

Se colectaron individuos pequeños pero cuando el ejemplar era grande, sólo se 

obtenía una muestra de tres gramos con un sacabocados para evitar la extracción de los 

ejemplares completos y reducir en lo posible la depredación por sobrecolecta. Se colectaron 

10 individuos por población y las muestras se congelaron a -80°C hasta la extracción de 
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ADN. Algunos ejemplares se sembraron y se depositaron en el invernadero del Instituto de 

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

Trabajo de u.boratorio 

Exlracci6n de ADN. Se llevó al cabo siguiendo el protocolo desarrollado para la extracción 

de ADN de cactáceas (De la Cruz el al. 1997). Los extractos de ADN se analizaron en geles 

de agarosa al 0.8% y se cuantificaron sus concentraciones en un mini~flourómetro DyNA 

Quant 200 (Hoefer Scientific Instruments). Posteriormente se diluyeron para tener una 

concentración uniforme de 5 ng/ml requerido para los RAPD's y se limpiaron con 1 ut de 

Ribonueleasa (Sigma). 

Amplificación de ADN. Se probaron 23 decámeros de las series A,G y F de Operon 

Technologies Inc. (Alameda Calif. USA) como oligonueleótidos para la amplificación. Se 

seleccionaron 10 por producir bandas claras, diferenciables y reproducibles (Ctark y 

unigan 1993). Los RAPD's (Williams el al. 1990) fueron generados en un volumen total 

de reacción de 25 ul. que consistieron de 10 ng de ADN gcnómico, 1X buffer de PCR sin 

cloruro de magnesio Gibco BRL (200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI); 2mM MgCh, 

O.lmM de cada nucleótido dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Pharmacia), 0.2 uM del 

oligonucleótido (Operon) y 1.5 unidades de Taq DNA polimer~sa (Gibco BRL). Las 

reacciones fueron amplificadas en un tennociclador PTe-lOO MJ Research, Inc.). El 

programa utilizado fue: 45 ciclos de 1 mino a 94"C, 1 min a 38"C, 30 seg. a 54"C, 2 mino a 

72fJC y una extensión final de 13 mino a 72QC. 

Los productos amplificados fueron separados por tamaños en geles de agarosa al 

1.4% con buffer O.5X TBE corridos a 150 v por 3 hrs .. Los geles se tiñeron con bromuro 

de etidia, se visualizaron con luz ultravioleta y se fotografiaron usando película Polariod 

667 blanco y negro. Se utilizó el marcador de peso molecular 1 Kb (Gibco BRL) en todos 

los geles. 

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

de Un tamaño particular, que puede ser identificado repetidamente. l.8s bandas fueron 
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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 (O). Los individuos que 

no dieron bandas claras, definidas y fácilmente registradas para el 90% o más del número 

total de bandas, no fueron incJuídas en el análisis. Las bandas que no eran claras en un 

individuo fueron registradas como datos pc!"didos (missing data). Se asumió que cada banda 

se considera como un locus independiente con dos alelas (presencia, ausencia). 

Análisis estadístico. Se efectuaron correlaciones pareadas de rangos de Spearman entre las 

bandas obtenidas con el fin de asegurar que un solo locus fuera muestreado, las bandas que 

formaron grupos de correlación perfecta (1 o -1) fueron eliminadas, salvo uno que 

reprc,enlaba al grupo (Whitkus el al. 1998). Las bandas de RAPD's son típicamente 

heredadas de forma mendeliana y dominante (WilIiams el al. 1990), y existen varios 

métodos para calcular la diversidad genética. Suponiendo que los loci de RAPO's están en 

equilibrio Hardy-Weinberg, se pueden estimar las frecuencias de los dos alelos (presencia 

VS. ausencia) para las poblaciones. Se pueden calcular además las estadísticas estándar de la 

genética de poblaciones, aunque los RAPD's tienden a producir resultados sesgados (Lynch 

y Milligan 1994). Vn análisis 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 autofecundación (Steward y Excoffier 1996). 

Una alternativa para estimar la diversidad genética sin la suposición de un equilibrio 

Hardy-\Vcinberg es calcularla con base en los fenotipos de las bandas y suponer que la 

estimación resultante de la diversidad fenotípica se aproxima a la diversidad genética 

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

En el presente estudio se utilizó este último enfoque, la diversidad de las bandas de 

RAPD's dentro y entre poblaciones, se calculó con el índice de diversidad de Shannon

Weaver, usando la fórmula de Brillouin para eliminar el sesgo de tamaños de muestra 

finilas (Peel 1974). Para cada banda: H= (I/N)(N!/ IT; = 1 n; !), donde N es el número total 

de individuos registrados para la banda, y ni es el número de individuos en la categoría 

alternativa de bandas (n presente + n ausente = N). Estos cálculos se hicieron utilizando el 

programa RAPDDlV escrito por el De. Richard Whitkus (VCR). 
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La diversidad fue estimada para la diversidad en cada una de las poblaciones (Hp), la 

diversidad total de la muestra (HT), la diversidad entre las poblaciones (HT- H p), la 

proporción de la diversidad dentro de las poblaciones ( Hp I HT) Y finalmente la 

proporción de la diversidad entre las poblaciones (HT - Flp) I HT). La contribución relativa 

de cada población a la diversidad total fue calculada mediante el cociente 

Hpl HT• 

La proporción de la diversidad entre las poblaciones (HT - Hp) I HT) es un estimado 

equivalente al cálculo de la diferenciación entre las poblaciones GST• Gsr es equivalente a 

FST (Pérez 1990). La significancia de la diferenciación entre las poblaciones( GST )fue 

probada por calcular X' = 2 N FST (k -1), donde los grados de libertad están dados por (k-

1)(s·I), y donde k = al número de alelas por locus, s = al número de poblaciones, y N = 

tamaño total de la muestra (King y SchaaI1989). El flujo génico se estimó con 

Nm = (0.5 (1. GST ) I GST) (McDermott y McDonald 1993 en Yeh el al. 1997). 

Para la reconstrucción de las relaciones de las poblaciones se generó una matrÍz de 

similaridad utilizando el coeficiente de DICE (Sokal y Michener 1958), posteriormente se 

agruparon mediante un UPGMA y se generó un dendograma utilizando el programa 

estadístico NTSYS-pc (Rohlf 1993). Además se realizó otro análisis de agrupamiento 

convirtiendo los fenotipos de bandas para cada individuo en una secuencia de dinuc1eótidos 

de a para la banda presente y t para la banda ausente. Esta conversión nos permitió 

importar los datos en el programa MEGA (Laurent el al. 1993) y calcular las distancias 

genéticas entre los individuos como una proporción de "a"s y "t"s compartidas sustraídas 

de 1. Se usaron distancias pareadas para construír un dendograma UPGMA y un árbol de 

Neighbor-joining y 1000 repeticiones de Boostrap sobre los fenotipos de bandas de los 

datos originales para proporcionar valores de apoyo de las famas en el árbol (Whitkus et al. 

1998). 
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RESULTADOS 

Obtuvimos 76 bandas de diferente peso molecular con 10 oligonucleótidos para 31 

individuos (Tabla 1). Los datos perdidos (missing data) registrados fueron 54 de un total de 

2356 ( 2.29% del total). La correlación de rangos de Spearman redujo el número de loci a 

62, con ellos se calculó el número de loei polimórficos, el porcentaje de- polimorfismo para 

c.da subpoblación (Tabla 2). 

Tabla 1. Oligonucleótidos (primer's) utilizados en el análisis de RAPD's para detectar 

polimorfismos en T. hastifer y bandas amplificadas. 

Primer Secuencia No. bandas No.bandas No.bandas 
Amplificadas polimórficas manomórficas 

OPAOl CAGGCCCITC 12 11 1 
OPA02 TGCCGAGCfG 8 6 2 
OPA04 AATCGGGCfG 8 7 1 
OPA05 AGGGGTCITG 8 5 3 
OPA06 GGTCCCfGAC 9 9 O 
OPAIO GTGATCGCAG 6 5 1 
OPAll TTGGTACCCC 6 4 2 
OPA12 TCGGCGATAG 10 7 3 
OPA14 TCfGTGCfGG 6 4 2 
OPA15 TTCCGAACCC 3 2 1 

Total 76 60 16 

Tabla 2. Polimorfismos detectados en tres subpoblaciones de T. hastifer en Querétaro, 
México basados en 62 Ioci. 
ID :: subpoblaciones, n = tamaño de muestra, P = porcentaje de polimorfismo 
L = No. de loei polimórficos 

Subpoblación altitud (msnm) 
I.Kinder 1940 

2. Cañada 2035 

3. Cerro 1934 

N-31 Ltotal-60 

ID 
I 
2 

3 

n 
11 
10 

10 

L 
45 
49 

57 

P (%) 
72.58 
79.03 

91.94 
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La diversidad genética basada en el índice de Shannon-Weaver promediada para las 

Ires poblaciones de T. hasti!er fue de 0.1492. Los niveles de polimorfismo de bandas de 

RAPO fueron más bajos en la población No. 1 y los más alIas en la población No. 3 (Tabla 

3.). Un patrón similar se detectó en el número de loei polimórficos y el porcentaje de 

polimorfismo. La conlribución relativa de la población No. 3 al total de la diversidad fue de 

cerca del 85 %. Mientras que para las otras dos fueron del 65 % y 72 % respectivamente. 

Todo lo anterior indica que la población No. 3 es la más diversa. 

La mayor diversidad fue encontrada dentro de las poblaciones con el 73 % de la 

diversidad tolal mientras que el restante 27 % se debió a diferencias entre las poblaciones 

(Tabla 3.). Debido a que el cálculo de la proporción de la diversidad enlre las poblaciones 

es equivalente al cálculo de GST ulilizado por Linharl el al. (1981) y por Nei (1987) (Pérez 

1990), y FST es equivalente a GST. al probar la significancia de ésta última indicó una 

diferencia signifialtiva entre las poblaciones (X2 ~ 16.48, 2 g.l., P < 0.001). 

En el caso de la estructura espacial de las poblaciones se estimó una tasa efectiva de 

migración o flujo génico (Nm) de 1.38 individuos por generación entre las poblaciones 

(Tabla 3). 

Tabla 3. Análisis de la diversidad dentro y entre las 3 sub poblaciones de T. hastifer 
en Querétaro, México basados en 6210ci de RAPD's . 

ID Hp 
1 0.1306 
2 0.1453 
3 0.1718 

Hp - 0.1492 
HT = 0.202529 

Gsr = 0.265914 • 
Nm = 1.38 

P < 0.001 

0.6449 
0.7175 
0.8486 

0.053254 0.737056 0.265914 

Las relaciones genéticas de los individuos de las tres poblaciones de T. has/ifer se 

resumieron en tres dendogramas; el primero está basado en el coeficiente de similaridad de 
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lJlCE generado con el análisis de agrupamiento UPGMA (Ntsys) (Fig. 2). Los otros dos 

c'\lán basados en distancias pareadas (pair-wise) generados con el programa MEGA, uno es 

un UPGMA (Fig. 3) Y el último es un árbol de neighbor-joining. (Fig. 4). 

En todos los dendogramas, el análisis reveló un grupo constante, este fue la 

subpoblación No. 1 que se situó en un solo ciado excepto por 3 individuos (los individuos 

1, 4 Y 11) pertenecientes a esa población que tuvieron un mayor grado de similitud con 

individuos de las poblaciones 2 y 3. 

Las poblaciones 2 y 3 no formaron un solo grupo cohesivo en ningún análisis de UPGMA 

(Figs.2 y 3). En ambos casos no parecen formarse ciados para cada población sino más 

bien los individuos de estas 2 poblaciones parecen estar mezclados, es decir que pareciera 

que comparten un grado de similitud mayor en comparación con la población No. 1. No 

obstante se formó un cIado cohesivo con 3 individuos de la población No. 3 (individuos 24, 

27 Y 30), éstos individuos parecen estar bien diferenciados del resto de su población. El 

íinálisis situó a otro cIado diferenciado de 4 individuos de la población No. 3 (individuos 

23,25,26 Y 28) muy cerca de otro grupo cohesivo formado por individuos de la población 

No. 2 (14, 20 Y 18). Los individuos 12, 13, 16 Y 17 de la población No. 2 formaron un 

grupo cohesivo entre sí pero unido a un grupo constante formado por 2 individuos de la 

mi,ma población 2 (15 Y 19) que en todos los análisis aparecieron con un alto grado de 

similitud con un lndividuos perteneciente a la población No. 3 (individuo 29), éste 

individuo parece ser genéticamente similar al individuo número 15 de la población 2. Este 

no fue el único caso de similitudes compartidas entre individuos pertenecientes a 

poblaciones distintas, el análisis también reveló un cIado constante formado por el 

individuo número 21 y el individuo número 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 las poblaciones 2 y 3 parecieran tener un alto grado de similitud 

entre sí (Fig.3). Sin embargo, al probar la significancia de GS'f entre éstas dos poblaciones, 

resultó que si hay diferencias significativas entre ellas (X2
;: 7.51, P < 0.01) esto coincide 

claramente con lo mostrado en el árbol de neighbor-joining (Fig.4.). En él se situó a las 3 

poblaciones de T. hastifer en tres grupos claramente diferenciados al contrario de lo 

mostrado en los análisis de UPOMA. No obstante, hubo 2 casos en los que se encontró a 

individuos de las tres poblaciones compartiendo sCmilitudes altas y nuevamente fueron los 
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individuos 15 Y 29 Y 21 Y 31 anteriormente descritos. En el caso del ciado formado por los 

individuos 15 y 29 el valor de apoyo de boostrap fue del 35 % y en el ciado formado por los 

individuos 21 y 31 fue del 46 % (Fig. 4.). 

Como se mostró en esta construcción de las relaciones genéticas mediante neighbor-joining 

realmente las poblaciones están diferenciadas (OST = 0.2659, P< 0.001). 
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Fig. 3 UPGMA con 1000 repeticiones de bootstrap de Thelocactus hasúfer 
población kinder (IH), población cañada (2H), población cerro (3H). 
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DISCUSiÓN Y CONCLUSIONES 

Diversidad Genética 

La teoría genética predice que los niveles de variación genética se incrementan con 

el tamaño de la población efectiva. Esta hipótesis conduce entre otras predicciones a las 

siguientes: 1) especies ampliamente distribuídas deben tener mayor variación genética que 

especies de distribución restringida. 2) especies amenazadas deben tener menor variación 

genética que especies no amenazadas (Frankham 1996). Además, una generalización de la 

literatura de aloenzimas es que especies de plantas endémicas tienen menor variación 

genética que especies de mayor distribución. Pequeñas poblaciones endémicas a menudo 

pierden variación genética por deriva génica. Así en algunos casos, tamaños poblacionales 

actuales pueden estar estrechamente asociados con sus niveles de variación genética 

(Hamrick y Godt 1996). Las generalizaciones de la literatura de aloenzimas pueden usarse 

para predecir los niveles y la distribución de la diversidad genética en especies no 

estudiadas pero (aunque no en todos los casos) la exactitud de tales predicciones es baja 

como veremos más adelante. Estimaciones de alta diversidad genética entre especies con 

características similares de historia de vida, indudablemente se debe en parte a las historias 

filogenéticas, biogeográficas y evolutivas de las especies en particular puesto que el nivel 

de variación genética dentro de una especie representa el balance entre mutación, deriva 

génica y selección natural (Hamrick y Godt 1996, Frankham 1996). 

Existen algunas especies en donde la variación detectada con enzimas es poca o 

nula y utilizando RAPD's se ha podido detectar polimorfismos y describir su estructura 

genética (Mosseler el al. 1992). Este es el caso de especies donales, raras o de distribución 
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muy restringida o que han experimentado disminuciones drásticas en su distribución y 

abundancia (Karron 1987, Guslafsson y Gustafsson 1994, Rosseto el al. 1995, Stewart y 

Poner 1995, Friar el al. 1996, Tuskan el al. 1996). El caso de una especie rara en donde se 

encontró un nivel de variación menor que el de otros géneros endémicos de la misma 

región es Lactoris fernandeziana (Brauner el al. 1992). Esta planta es extremadamente rara 

y los análisis aloenzimáticos no revelaron variación genética (Crawford el al. 1991). En 

cambio usando RAPD's para esta misma especie (Brauner el al. 1992) el polimorfismo se 

detectó con 16 oligonucleótidos que produjeron 106 bandas de las cuales 26 fueron 

polimóTficas para un total de 27 plantas. 

Otro caso interesante es el estudio de Allimn aaseae (Alliaceae), una especie endémica de 

distribución restringida, en donde se detectaron niveles de variación genética con RAPD's 

comparables a especies de distribución amplia (Smith y Pham 1996). En otro estudio 

utilizando aloenzimas y RAPD's se examinó la diversidad genética de Wyethia bolanderi 

una especie endémica que tiene poblaciones grandes y la de su congénere también 

endémico lV. reticulata que tiene tamaños poblacionales pequeños, y se encontró que W. 

bolanderi tuvo mayor diversidad genética (0.38) mientras que W. reticulata tuvo menor 

diversidad genética (0.28). Además, Wyethia reticulata mostró mayor diversidad entre sus 

poblaciones FST = 0.25 Y W. bolanderi registró una FST = 0.07 (Ayres y Ryan 1999). 

En el presente estudio los niveles de variación genética encontrados en los 

individuos de las tres poblaciones de T. hastifer (HT = 0.20) son elevados en comparación 

con los reportados para otras especies endémicas mediante el uso de dos tipos de 

marcadores moleculares, aloenzimas y RAPD's (Tabla 4.). Además, si comparamos los 

resultados de la diversidad genética de T. hastifer con los obtenidos para su congénere de 

distribución r .ucho más amplia T. tulensis ssp. tuJensis (ver capítulo 2) examinados con 

RAPD's también, encontrarnos que su nivel de diversidad genética fué menor (HT = 0.16), 

contradiciendo lo esperado teóricamente. 

En los estudios comparativos de congéneres de distribuciones estrechas y amplias se han 

encontrado diferencias más marcadas entre ellos (Tabla 4., Ayres y Ryan 1999, Hamrick y 

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

Brown 1996). 

Como se ha mostrado existen varios casos en la literatura y como 10 prueba este estudio en 

donde plantas raras o endémicas con distribuciones restringidas muestran mayor variación 

que sus congéneres con distribuciones más amplias. Estos resultados van en Contra de lo 

esperado teóricamente por lo que resulta interesante la exploración de hipótesis alternativas. 

Fenómenos tales como procesos de especiación recientes, y cambios recientes en los 

patrones de distribución geográfica (Karron 1987,1991); múltiples efectos de colonización 

(Ranker 1994) o refugios del Pleistoceno (Lewis y Crawford 1995) han sido planteados en 

la Iileratura. 

En el caso de T. hastifer el nivel de variación genética es alto en consideración con 

el tamaño de las poblaciones y sugiere que la longevidad de la especie contribuye al 

mantenimiento de la diversidad. El tamaño de algunos individuos de T. hastifer 

conjuntamente con su lento crecimiento observado en el campo y en invernadero (Pilbeam 

1996) sugiere que algunos individuos son extremadamente viejos. La deriva génica ocurrirá 

efectivamente sólo tras la muerte de la generación parental; por consiguiente, el 

mantenimiento de los relativamente altos niveles de variación genética pueden esperarse en 

poblaciones de individuos de vida larga, como es el caso de T. hastifer. Conclusiones 

similares han sido propuestas con respecto a la estructura de la población de Erythronium 

propllllans, una especie cIonal, endémica y de distribución restringida (Pleasants y Wendel 

1989). 
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Tabla 4. Diversidad genética y estructura pobladonal de especies endémicas y sus 
congéneres de distribución más amplia derivada de la literatura de aloenzimas y 
RAPD's. 

Especie 
Endémica 
Welhia relicu/ala 
Achillea milleto/illm mcgacepha/a 
Aleles hlunilis 
Asclepias /nana 
Daviesia suaveofells 
Echinacea tennessens;s 
Erytltroltlum propullans 
RhllS michaw:ii 
SaiL'c si/icifofw 
Stellaria arenicola 
Distribución más amplia 
W. bolanderi 
A.m. hmulosa 
A. acoulis 
A. peremlis 
D. nllmisoldes 
E. a"gllstifolia 
E. albidwn 
R. glabra 
R.copalina 
Sa/ix alaxensis 
S.lollgipes 

Endémicas 
Endémicas 
Regíonales 
Regionales 
Distrib. Amplia 

* Ayres y Ryan 1999 
•• Harnrick y Godt 1996 

Flujo Génico 

0.28 
0.13 

0.07 
0.32 
0.07 
0.18 

0.10 
0.11 
0.09 

0.38 
0.12 

0.08 
0.38 
0.16 
0.42 
0.23 
0.29 
0.22 
0.10 

0.10 
0.096 
0.15 
0.15 
0.202 

FST 

0.25 

0.22 

0.12 
0.09 

0.16 

0.07 

0.36 

0.11 
0.07 

0.10 

0.08 
0.20 
0.07 

0.33 
0.34 
0.16 
0.10 

0.30 
0.28 
0.08 

0.02 
0.20 
0.30 
0.10 
0.18 

0.25 .;. 
0.248 ** 
0.216 ** 
0.22.$ 

0.210 ** 

El análisis genético usando RAPD's proporciona estimaciones indirectas de flujo 

génico. La diferenciación entre las poblaciones de T. hastifer medida como GST fue de 

0.2659 allamenle significaliva (P < 0.001) lo que indica que las subpoblaciones de T. 
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hastifer están genéticamente diferenciadas. Este resultado concuerda con los encontrados 

por Hamrick y Godt (1996) con respecto a especies de distribuciones geográficas amplias y 

restringidas. EHos registraron que la diferenciación genética entre poblaciones (GST) de 

especies endémicas fue similar a aquellas que se encontraron entre poblaciones de especies 

con distribución más amplia. También concuerda con los resultados registrados para W. 

relícl/lala (F", = 0.25, Tabla 4) (Ayres y Ryan 1999) y algunas otras especies endémicas. 

f:stos resultados ilustran una dificultad en la interpretación de tales datos. Debido a que la 

diferenciación entre las poblaciones se supone que es una función del flujo génico entre 

poblaciones (Slatkin y Barton 1989), la heterogeneidad interpoblacional debería reflejar 

aislamiento y escala espacial (Hamrick y Godt 1996). 

En el presente estudio se registró un número de migran tes por generación (Nm) de 

1.38 individuos por generación que es un valor intermedio y que está dentro del rango 

reportado para W. relículata y W. bolander; (Ayres y Ryan 1999). Desafortunadamente, no 

existen trabajos sobre la biología reproductiva de T. hastifer y a pesar de que no se ha 

documentado su tipo de polinización parece ser que se trata de polinización entomófila 

(Hernández com.pers.). No obstante se puede suponer que si Nm = 1.38 individuos por 

generación deben existir un mayor número de subpoblaciones de T. hastifer y no sólo las 

encontradas en este estudio. Y por el tipo y la morfología de la flor también se puede 

suponer que probablemente pudieran ser polinizadas por abejas. Estas flores tienen sólo un 

período de floración al año y esta ocurre en primavera (obs. personal). Se ha documentado 

que restricciones temporales en la floración, limitaciones en la producción de semillas así 

como la baja supetvivencia de las plántulas podrían reducir la oportunidad del flujo génico 

entre las poblaciones y resultar en la divergencia genética de las poblaciones como en el 

caso de T. hastifer. El análisis de fa similitud genética revelada por el árbol de neighbor

joining apoya esta conclusión. Del mismo modo el crecimiento clonal de T. hastifer puede 

reducir las tasas de flujo génico. Los clones grandes pueden dominar reproductivamente 

dentro de una población y reducir la diversidad genética del polen exportado a otras 

poblaciones. 
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Análisis Fenético 

En los dos análisis de agrupamiento UPGMA realizados en los individuos de las 3 

poblaciones de T. hastifer se formó un conjunto cohesivo que agrupó a los individuos de la 

población No. 1 en un solo ciado (Figs. 2 y 3) concordando con el ciado formado por esa 

misma población en el análisis de neighbor-joining (Fig.4). Sin embargo, los dendogramas 

generados mediante UPGMA no mostraron que las otras dos poblaciones de T. hastifer 

formaran grupos claramente diferenciados, sino por el contrario, se obsetvó que las 

poblaciones 2 y 3 presentaron un grado de similitud mayor entre sí de manera gráfica que 

no coincide con la diferenciación Gsr discutida anteriormente. No obstante, al realizar el 

análisis de diversidad genética de Shannon-Weaver y calcular GST sólo para las 

subpoblaciones 2 y 3, resultó que efectivamente existe una diferenciación significativa (X2 

:;: 7.51, Po::: 0.01) entre esas 2 subpoblaciones,lo que coincide claramente con lo mostrado 

en el árbol de neighbor-joining (Fig. 4). 

De lodo lo anterior se puede concluir que probablemente en el pasado, las 3 

subpoblacíones de T. hastífer analízadas aquí, formaban una sola población pero debido a 

la formación de un asentamiento humano que actualmente las separa por medio de caminos 

y una cañada de riego, esa población que probablemente fue continua, actualmente se esté 

comenzando a diferenciar como lo muestran nuestros resultados, a pesar de que sí se sigue 

manteniendo un moderado flujo génico entre ellas. 

La longevidad de T. hastifer así como la probable dominancia de Individuos muy 

longevos probablemente han permitido mantener los altos niveles de diversidad genética 

encontrados en esta especie endémica y amenazada a pesar de sus pequeños tamaños 

poblacionales. 
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CAPÍTULO 2 

V ARlACIÓN GENÉTICA REVELADA POR RAPD's DE 3 SUBESPECIES 

ENDÉMICAS y AMENAZADAS DE Thelocactus tllleflsis (Cactaceae) 

INTRODUCCiÓN 

Una meta de la biología de la conservación es preservar especies de la extinción. 

Las especies con niveles bajos de variabilidad genética son más vulnerables a los cambios 

ambientales y tienen una mayor riesgo de extinción que las especies que tienen una alta 

variabilidad genética (Barret y Kohn 1991, Huenneke 1991, Brussard y Ehrlich 1992). El 

conocimiento de la magnitud y los patrones de dlstribución de la variabilidad genética es 

con ... iderado como parte necesaria del manejo de especies raras (Hamrick el al. 1991, Lande 

1988). Frévillc (el al. 1998) argumentó que con el fin de entender cómo las especies raras 

han llegado a serlo, sería útil estudiar la estructura poblacional de parientes de amplia 

distribución con poblaciones restringidas y diferenciadas geográficamente que tendrían 

mayor probabilidad de generar nuevas especies raras por aislamiento y adaptación local. 

L1S decisiones de manejo pueden ser hechas por tomar en cuenta no sólo a las especies 

amenazadas o en peligro sino también tomando en cuenta algunas poblaciones de especies 

progenitoras de amplia distribución. Éstas últimas pueden ser consideradas como fuentes de 

nuevas especies o fuentes de variabilidad genética (a través de hibridización) para especies 

amenazadas o en peligro (FrévilIe et al. 1998). 

Po otro lado, los estudios ecológicos y genéticos de poblaciones se complementan 

unos a otros, y sus contribuciones hacen posible que los biólogos de la conservación 

entiendan mejor la biología de especies amenazadas. Sin embargo, poco se conoce de la 

estructura genética de la mayoría de las especies de plantas y la información morfológica, 

fisiológica, reproductiva y demográfica no está disponible sobretodo para la mayoría de las 

especies amenazadas o en peligro de extinción (Harnrick y Godt 1996). Así muchos 

biólogos de la conservación han comenzado a usar marcadores bioquímicos y moleculares 

para describir la composición genética de las especies de plantas. Los criterios genéticos 
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obtenidos del estudio de marcadores moleculares pueden ser útiles para seleccionar 

poblaciones de vida silvestre como candidatos con prioridad para su conservación (Petit et 

al. 1998). Una de las metas de muchos programas de conservación, además ue la 

preservación del hábitat, es mantener los niveles existentes de variación genética en 

especies que son raras o que están amenazadas (Fraenkel y Soulé 1981, Simberloff 1988 

Barren y Khan 1991), Tal es el caso de Thelocactus tulensis, que es una especie endémica 

de México y se distribuye al este del Desierto Chihuahuese en Nuevo León, TamauJipas y 

San Luis Potosí, desde 22' 15' a 25' N Y 99' 30' a 100" 55' W en elevaciones desde 750 a 

1400 msnm.(Anderson 1987). Está considerada por la IUCN como vulnerable que es 

definida como la categoría donde los taxa se creé que se moverán a la categoría Hen 

peligro" en un futuro cercano si los factores causales continúan operando. En ella se 

incluyen taxa que la mayoría o todas sus poblaciones están disminuyendo por sobre

explotación. destrucción extensa del hábitat u otros disturbios ambientales; taxa con 

poblaciones que han sido seriamente disminuídas y cuya seguridad no está asegurada; y 

laxa con poblaciones que todavía son abundantes pero están bajo amenaza por varios 

factores adversos en su hábitat (Walter y Gillet 1998 ¡VCN , Hernández y Godínez 1994). 

T/¡e/ocacllIs Illlensis crece en suelos limosos y se describe corno solitaria o cespitosa, de 2.5 

a 25 cm de alto y 18 cm de diámetro con costillas presentes o ausentes según la subespecie, 

los tubérculos son muy variables en forma y tamaño, areolas de 2 a 9 mm de longitud y de 

2 a 6 mm de ancho con un crecimiento parcialmente desarrollado, sin nectarios 

extrallorales (Anderson 1987, Pilbeam 1996). Thelocactus tulensis es una especie altamente 

variable e incluye 3 sub especies geográficamente distintas: sub especie tulensis, subespecie 

buekii y subcspecie matudae. Estas subespecies tienen una distribución geográfica Norte

Sur a lo largo de la orilla oeste de la Sierra Madre Oriental dentro del Desierto 

Chihuahuense. La suhespecie más sureña es la ssp. tlllensis con distribución amplia y 

tamaños poblacionales grandes, la ssp. buekii apareciendo inmediatamente al norte su 

distribución es menos amplia y sus tamaños poblacionales son menores. Y la ssp. matudae 

se encuentre al norte de la ssp. buekii sólo en Nuevo León restringida a un pequeño valle y 

sus tamaños poblacionales son muy pequeños (hasta 10 plantas por población, observo 

personal. (Fig. 5). En la caja 1 se presenta una breve descripción de cada subespecie. 
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I -------------------------------------------------------, 
CAJA 1 

T. Illlellsis ssp.lulellsis 

Se distribuye en San Luí" Potosí y Tamaulipas (Fig. 5) en elevaciones de 1100 a 1400 msnm. se 

d, .. tinguc de la<; otras subespccics porque tiene flores blancas rosáceas y a veces amarillas, costillas presentes, 

tubérculos de 10 a 12 mm de longitud, es globosa o elongada globosa, espinas centrales de 1 a 4 y espinas 

fadl;¡1es de 5 a 12. Hcrnándcz y Godíncz (1994) la incluyeron en la categoría 3 del estado de conservación de 

cactácca~ amenazadas, en esta categoría se encuentran plantas que tienen de 6 a 10 localidades conocidas 

además de la localidad tipo (Flg. 6). 

T. lulensis ssp. buekii 

Se distribuye en San Luis Potosí y Nuevo León (Fig. S) en elevaciones de 1200 a 1800 msnm. se 

lh<;tinguc de las otras subespccics porque presenta flores magenta-púrpura de 3.5 a 4.5 cm de diámetro, 

coslíl!as pobremente desarrolladas o au<¡enles, tubérculos cónicos, es globosa o subglobosa, a veces de color 

rOJI7..0,tiene de 1 a 4 espinas centrales y de 4 a 5 (raramente 8) espinas radiales. Hernández y GocJínez (1994) 

la incluyeron dentro de la categoría 2 del estado de conservación de cactáceas amenazadas; en esta categoría 

~ encuentran plantas que tienen distnbuciones muy restringidas pero que se conocen de otras áreas además 

¡ de la localidad tipo (máximo 51ocalidades) (Flg. 7). 

T.tulensis ssp. matudae 

E.sta es la subespccie más norteña de la distribución de la especie, aparentemente restringida al Valle 

de Ra)ones en Nuevo León en elevaciones de 800 a 1000 msnm. Presenta flores magenta más grandes (7.5 a 

8 cm de diámetro). costIllas indistintas, tubérculos altamente varíables, cónicos que [(egan a parecer costillas. 

Es globosa y tiene 3 a 7 espinas cenlrales y de 7 a 12 espinas radiales; es especialista edáfica en suelos de 

lipo "gypsurn" (Pllbcam 1996). Hernández y Godínez (1994) la incluyeron en la categoría 1 del estado de 

conser .... aclÓn de cactáceas amenazadas, en esta categoría se encuentran especies con áreas de distribución 

extremadamente restringida (Fig. 8). 

Como se mencionó anterIormente. Las evaluaciones de la estructura y diversidad 

genética pueden ser de gran valor en la formulación de planes de manejo para especies 

amenazadas (Prior el al. 1997). Para propósitos de conservación, la información puede 

obtenerse por determinar el nivel y la distribución de la variación genética por 

características morfométricas y fisiológicas, por loci detectados con aloenzimas y 

secuencias de ADN. Sin embargo, muy pocas especies amenazadas o en peligro han sido 

estudiadas y los recursos para tales estudios son frecuentemente limitados (Hamrick et al, 

1991). Todas las especies sean raras o comunes, tienen un perfil genético único que define 
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Fig. 6. Planta de T. lulensis ssp. tulensis 



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



Fig. 8. Planta de T. tulensis ssp. matudae 



la estructura jerárquica de la variación o la arquitectura genética de sus características. La 

existencia de niveles intraespecífieos de variación tiene profundas implicaciones para la 

conservación de las especies. En cada nivel, la variación puede afectar la adecuación y 

viabilidad. A nivel de individuos, la pérdida de variación puede conducir a depresión por 

endogamia; a nivel de poblaciones donde la variación se relaciona a menudo con la 

adaptación a ambientes locales, la reducción de la variación puede disminuir las 

oportunidades de la población a adaptarse a condiciones cambiantes. A nivel de especies,la 

pérdida de diversas poblaciones reduce el potencial de las especies para responder a 

cambios ambientales en escalas regionales y globales (Millar y Libby 1991). La 

distribución y las cantidades de diversidad genética dentro y entre poblaciones de plantas 

raras son probablemente dependientes de sí una especie ha sido siempre rara o si 

recientemente ha llegado a serlo como resultado de la influencia humana (Barret y Kohn 

1991 ). Muchas especies de plantas raras probablemente mantienen cantídades 

considerables de variación genética eeológicamente significativa. No obstante, Karron 

(1991) sugirió que muchas especies raras localmente comunes son genéticamente menos 

diversas que sus congéneres de mayor distribución, aún si son localmente comunes. Como 

Barret y Kohn (1991) puntualizaron, tamaños poblacionales pequeños incrementan la 

probabilidad de cuellos de botella poblacionales. Como un resultado se puede esperar que 

las plantas raras tengan menos diversidad genética que las comunes (Holsinger y Gottlieb 

1991 ). 

Bajo este contexto, se elaboró el presente estudio con el fin de determinar los 

niveles existentes de variación genética ¡ntra e ¡nter poblacional de cada una de las 3 

subespecies de T. tlllensis y detectar la variación genética dentro y entre las subespecies 

utilizando los marcadores moleculares denominados RAPD's. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Trabajo de campo 

Se muestreó a lo largo del rango de coordenadas de la distribución de cada 

sub especie de T lulensis con el fin de ubicar y encontrar poblaciones d~fercntes de cada una 

de las subespecies. Se colectaron 5 poblaciones de cada subespecie con 10 individuos por 

población. En total se analizaron 50 individuos de cada subespecie dando un total de 150 

individuos analizados 

De cada subespecie se eligió un ejemplar representativo por población y fueron 

depositados en el Herbario Nacional de México del Instituto de Biología de la UNAM. Los 

ejemplares depositados fueron: F. Ramírez F-4, F-62, F-l?, F-30,F-40, F-52 de la ssp. 

maludae; F-50, F-22, F-34, F-402, F-48 de la ssp. buekii; y F-2, F-23, F-61, F-69 de la ssp. 

lufcflsis. Se colectaron individuos pequeños pero cuando el ejemplar era grande sólo se 

obtenía una muestra de 3 gramos con un sacabocados para evitar la extracción de los 

ejemplares completos y reducir en lo posible la sobrecolccta. 

Por experimentos previos a la colecta, se observó que al extraer una muestra de parénquima 

con el sacabocados no se producían lesiones severas al individuo y la herida cicatrizaba 

rápidamente si producirse infecciones. 

Trabajo de Laboratorio 

Extracción de ADN. Se molieron 3 gr. De material vegetal con nitrógeno líquido y se 

siguió el protocolo de extracción de ADN total de cactáceas de de la Cruz (el al. 1997). Se 

cuantificaron las concentraciones por fluorometría, se uniformaron las concentraciones a 5 

ng/ml requerido para los RAPD's y se limpiaron con 1 ul de Ribonucleasa (Sigma). 

Primer's. Se probaron 23 decámeros de las series A,U y J:i de Operon Technologies Inc. 

(Alameda Calif. USA), se seleccionaron !O que fueron A01, AOZ, A04, A05, A06, A10, 

A11, A1Z, A14, y A15 porque produjeron bandas claras, diferenciables y reproducibles 

(Clark y Lanigan 1993). 

44 



Amplificación de ADN. Los RAPD's (Williams el al. 1990) fueron generados en un 

volumen total de reacción de 25 u!' que consistieron de la ng de ADN genómico, IX buffer 

de PCR sin cloruro de magnesio Gibco BRL (200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI); 

2mM MgCI" O.lmM de cada nucleótido dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Pharmacia), 0.2 uM 

del oligonucleótido (Operon) y 1.5 unidades de Taq DNA polimerasa (Gibco BRL). Las 

reacciones fueron amplificadas en un termociclador PTC-IOO MJ Research, Inc.), 

programado por: 45 ciclos de 1 mino a 94°C, 1 min a 38°C, 30 seg. a 54°C, 2 mino a 72°C y 

una extensión final de 13 mino a 72°C. 

Elcctroforcsis y fotografía. Los productos amplificados se separaron por tamaños en geles 

de agarosa al 1.4% COn buffer O.5X TBE. Se corrieron 150 v durante 3 hrs. usando el 

marcador de peso molecular 1 Kb (Gibco BRL) en todos los geles. 

Los geles se tiñeron con bromuro de etidio, se visualizaron con luz ultravioleta y se 

fotografiaron usando película Polariod 667 blanco y negro. 

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

de un tamaño particular, que puede ser identificado repetidamente. Las bandas fueron 

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 (O). Los individuos que 

no dieron bandas claras, definidas y fácilmente registradas para el 90% o más del número 

10lal de bandas, no fueron incluídas en el análisis. Las bandas que no eran claras en un 

individuo fueron registradas como datos faltantes (missing data). Se asumió que cada banda 

se considera como un locus independiente. 

Análisis estadístico. Se efectuaron correlaciones pareadas de rangos de Spearman entre las 

bandas obtenidas con el fin de asegurar que un solo locus fuera muestreado, las bandas que 

formaron grupos de correlación perfecta (1 o -1) fueron eliminadas, salvo uno que 

representaba al grupo (Whitkus el al. 1998). Las bandas de RAPD's son típicamente 

heredadas de forma mendeliana y dominante (Williams el al. 1990), y existen varios 

métodos para calcular la diversidad genética. Suponiendo que los loei de RAPD's están en 

equilibrio Hardy-Weinberg, se pueden estimar las frecuencias de los dos alelas (presencia 
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"s. ¡¡usencia) para las poblaciones. Se pueden calcular además las estadísticas estándar de la 

genética de poblaciones, aunque los RAPD's tienden a producir resultados sesgados (Lynch 

y Milligan 1994). Un análisis 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 autofecundación (Steward y Excoffier 1996). 

Una alternativa para estimar la diversidad genética sin la suposición de un equilibrio 

Hardy-\Veinberg es calcularla con base en los fenotipos de las bandas y suponer que la 

estimación resultante de la diversidad fenotípica se aproxima a la diversidad genética 

(Lewontin 1972, King y Schaal 1989, Whitkus el al. 1998). 

En el presente estudio se utilizó este último enfoque, la diversidad de las bandas de 

RAPD's dentro y entre poblaciones, se calculó con el índice de diversidad de Shannon

\Vcavcr, usando la fórmula de Brillouin para eliminar el sesgo de tamaños de muestra 

finitas (Peet 1974). Para cada banda: H~ (l/N)(N!/ rIó ~ 1 n, !), donde N es el número total 

de individuos registrados para la banda, y nI es el número de individuos en la categoría 

alternativa de bandas (n presente + n ausente = N). Estos cálculos se hicieron utilizando el 

programa RAPDDIV escrito por el Dr. Richard Whitkus (UCR). 

La diversidad fue estimada para la diversidad en las poblaciones (Hp), la diversidad total de 

la muestra (HT), la diversidad entre las poblaciones (Hr H p),la proporción de la 

diversidad dentro de las poblaciones ( Hp / HT) Y finalmente la proporción de la 

diversidad entre las poblaciones (HT - Hp) / HT). La contribución relativa de cada 

población a la diversidad total fue calculada mediante el ceciente Hp / HT. 

La proporción de la diversidad entre las poblaciones (HT - Hp) / HT) es un estimado 

equivalente al cálculo de la diferenciación entre las poblaciones GST. GST es equivalente a 

F,'T (Pérez 1990). La significancia de GST fue probada por calcular X' ~ 2 N FST (k - 1), 

donde los grados de libertad están dados por (k-1)(s-l), y donde k ~ al número de alelas 

por locus, s = al número de poblaciones, y N = tamaño total de la muestra (King y Schaal 

1989). El flujo génico se estimó con Nm ~ (0.5 (! - GST) / GST) (McDermott y McDonald 

1993 en Yeh el al. 1997). 

Para la reconstrucción de las relaciones de las poblaciones se generó una matriz de 

similaridad utilizando el coeficiente de DICE (Sokal y Michener 1958) posteriormente se 
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agruparon mediante un UPGMA y se generó un dendograma utilizando el programa 

estadístico NTSYS-pc (Rohlf 1993). Además se realizó otro análisis de agrupamiento 

convirtiendo los fenotipos de bandas para cada individuo en Una secuencia de dinucleótidos 

de ".1" para la banda presente y ''1'' para la banda ausente. Esta conversión nos permitió 

importar los datos en el programa MEGA (Laurent el al. 1993) y calcular las distancias 

genéticas entre los individuos como una proporción de "a"s y "t"s compartidas sustraídas 

de 1. Se usaron distancias pareadas para construir un dendograma UPGMA con 1000 

repeticiOnes de boostrap y un árbol de Neighbor-joining y 500 repeticiones de boostrap 

sobre los fenotipos de bandas de los datos originales para proporcionar valores de apoyo de 

las ramas en el árbol (Whitkus el al. 1998). 

RESULTADOS 

Obtuvimos 84 bandas de diferente peso molecular con 10 oligonucleótidos 

(primer' s) para 146 individuos (Tabla 5). Los datos faltantes (missing data) registrados 

fueron 685 de un total de 12264 datos (5.58 % del total). 

La correlación por rangos de Spearrnan redujo el número de 10ci a 83 loei 

informativos y con ellos se calculó el número de loei polimórficos, el porcentaje de 

polimorfismo para cada población y la diversidad de bandas de RAPD's (Tabla 6). La 

subespeeie maludae fue la que presentó el mayor número de loei polimór[jcos (83) y el 

mayor porcentaje de polimorfismo (98.81 %, Tabla 6). Seguida por la subespecie buekii 

con 79 lOel polimórficos y un 95.18 % de polimorfismo y por úHimo la subespecie tulensis 

con 61 loei polimórficos y 96.83 % de polimorfismo. 
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Tabla 5. Primer's usados en el análisis de RAPD's para detectar polimorfismos en 
3 subespecies de T. tulellsis. 

Primer Secuencia No. de bandas No. de bandas No. de bandas No. de bandas No. de bandas No. de bandas 
amplificadas amplificadas amplificadas polimórficas polimórficas pollmórficas 
malluJae bllekli fulellSis matuCÚle buekli wlellsis 

OPAOI CAGGCCCITC 7 7 4 7 6 3 
OPA02TGCCGAGCfG 9 13 6 9 12 6 
OPAO.; AATCGGGCrG 10 6 7 10 5 7 
OPAOS AGGGGTCITG 8 7 4 8 6 4 
OPAnñ CiCiTCCc:TGAC 8 11 7 8 11 7 
OPAIO GTGATCGCAG 9 10 l\ 9 10 (( 

OPAll TfGGTACCCC l\ n 8 11 l\ 8 
OPA12TCGOCOATAG 10 6 9 10 6 9 
OPA14 TCfGTOCfGG 7 8 4 6 8 4 
OPA15 TTCCOAACCC 5 4 3 5 4 2 

TOT,\L 84 83 63 83 79 61 
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Tabla 6. Polimorfismos detectados en las poblaciones de las 3 subespecies de T. 
Illfensis en los estados de SLP, Tamaulipas y Nvo. León en México 
basados en 233 loci. n == tamaño de muestra, L = No. de loei 
polimórficos, P = porcentaje de polimorfismo, U = bandas únicas para la 
subespecie. 

Subespccie tulensis 
Población individuos n L P (%) U 
IT 101-110 !O 48 76.19 
2T 111-120 10 46 73.02 
3T 121 - 130 10 44 69.84 
4T 131 -140 10 49 77.78 
5T 14/-146 6 51 80.95 

46 x = 61 x = 96.83 2 
Subespecie buekii 
lB 51-60 10 57 68.67 
2B 61-70 10 44 53.01 
3B 71-80 10 51 61.45 
4B 81-90 10 62 74.70 
5B 91-100 10 56 67.47 

50 x = 79 x = 95.18 9 
Subcspecíe maludae 
1M 1 -10 10 70 83.33 
2M 11-20 10 76 90.48 
3M 21-30 10 69 82.14 
4M 31 - 40 !O 81 96.43 
5M 41- 50 10 64 76.19 

50 x= 83 x = 98.81 6 

Diversidad genética en las poblaciones de cada sub especie. 

La diversidad genética basada en el Índice de Shannon-Weaver en las poblaciones de 

cada subespecie se presenta en la Tabla 7. Para la subespecie matudae la diversidad genética 

promediada para las 5 subpoblaciones muestreadas fue de 0.1501, la subpoblación 4 fue la más 

diversa contribuyendo con un 85 % a la diversidad total de esta subespecie (HT = 0.22). La 
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mayor diversidad para matudae se encontró dentro de las poblaciones (65 %) mientras que h.l 

proporción de la diversidad entre las subpoblaeiones fue menor (34 %). El cálculo de la 

diferenciación entre las subpoblaciones de la subespecie matudae fue GST =0.3464 altamente 

significativa (X2 = 34.64, P< 0.001) indicando que si hubo una diferenciación entre las 

subpoblaciones de esta subespecie. En el caso de la estructura espacial de las sub poblaciones se 

estimó un nivel de flujo génico (Nm) de 0.94. 

Para la subespecie buekii la diversidad genética promediada para las 5 subpoblacioncs 

muestreadas fue de 0.1134 (Tabla 7), la subpoblación 4 fue la más diversa (Hp; 0.13) 

contribuyendo con el 68.5 % de la diversidad total de esta subespecie (HT ; 0.1993). La mayor 

diversidad genética para buekii se encontró dentro de las poblaciones con el 56. 90 % de 

diversidad total mientras que el restante 43. 09 % se debió a diferencias entre las poblaciones. 

El cálculo de la diferenciación entre las subpoblaciones de buekii fue GST= 0.4309 y fue 

altamente significativa (X' ~ 43. 09, P <0.001) lo que indicó que si hay diferencias 

significativas entre las subpoblaciones de la subespecie buekii. En el caso de la estructura 

espacial de las subpoblaciones se estimó un nivel de flujo génico (Nm) de 0.66. 

Finalmente, para la subespecie tulensis, la diversidad genética promediada para las 5 

subpoblaciones muestreadas fue de 0.1030 (Tabla 7). La subpoblación 4 fue la más diversa con 

un Hp ~ 0.1243 Y contribuye con el 76.91 % de la diversidad total para la subespecie que fue de 

H T = 0.1616. La mayor diversidad genética se encontró dentro de las subpoblaciones con un 

63.73 % de la diversidad total y el restante 34.47 % se encontró entre las subpoblaciones. El 

valor de GST para esta subespecie fue de 0.3447 (Tabla 7) y también fue significativo (X' ~ 

31.71. P < 0.001), indicando que para la subespecie tulensis también se encontraron diferencias 

significativas entre las subpoblaciones. En el caso de la estructura espacial se estimó un nivel de 

flujo génico (Nm) de 0.95 para esta subespecie. 
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Tabla 7. Análisis de la diversidad dentro y entre las poblaciones de las 3 subespecies de 
T. tulensis en los estados de SLP, Tamaulipas y Nvo. León en México. 
ID = población. 

Subcspcc[c mallldae 

ID !lp Hp/l-h 
1M 0.1275 0.555 
2M 0.1672 0.7279 
3M 0.1537 0.6691 
4M 0.1969 0.8572 
5M 0.1052 0.4579 

Bp= 0.1501 00796 
liT::: 0.2297 
Gs"O 3464-
Nm::: 0.9433 
X~ = 34.6425 P< 0.001 

Subcspccie buekii 
ID Hp Hp/lh HT - Hp 
lB O.ll25 0.5644 
2B 0.0904 0.4535 
3B 0.1103 0.5534 
4B 0.1367 0.6859 
5B 0.1172 0.5880 

fIp= 0.ll34 0.0858 
HT =O.t993 
GH ::: 0.4309-
Nm=06603 
X 2 

::: 43.0905 P < 0.001 

Subcspccie lu{eflsis 

ID Hp Hp/HT HT - Hp 
lT 0.1102 0.6819 
2I' 0.1037 0.6417 
3T 0.1059 0.6553 
41' 0.1243 0.7691 
5T 00713 0.4412 

Bp = 0.1030 0.0586 
11,=01616 
OST::: 0.3447 • 
Nm =0.9505 
X 2

::: 31.7124 P< 0.001 

ver e~pl¡C~Clón en cllcx!o 

(Ih- Hp)/H, 

0.6534 0.3464 

IIp/H, (H,- IIp)/H, 

05690 0.4309 

Hp/H, (H,- Hp)/H, 

0.6373 0.3447 
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Diversidad genética entre subespecies. 

La diversidad genética basada en el índice de Shannon-Weaver de las sub especies de T. 

tufensis se presenta en la Tabla 8. La diversidad en las poblaciones de la subespecie matlldae 

fue la más alta (Hp = 0.22), seguida de la sub especie buekii (Hp = 0.19) Y en último lugar la 

sub especie tulensis (Hp;:;: 0.16), éste mismo patrón de orden descendente de la diversidad 

genética se observó en el número de bandas polimórficas amplificadas con RAPD's para cada 

subespede (Tabla S) y el porcentaje de polimorfismo detectado (Tabla 6). Se obtuvo una 

diversidad promedio para la especie de 0.19 y una diversidad total para la especie de 0.26. La 

subcspecie matudae es la más diversa y contribuye más a la diversidad total con un 85.52 % 

seguida de la subespecie buekii con 73.35 % y la subespecie tulellsis con 60.17 % de la 

diversidad total. 

La mayor diversidad genética se encontró repartida dentro de las subespecies con el 73. 

01 % de la diversidad total. El restante 26. 63 % se encontró entre las subespecies de esta 

especie. El valor significativo obtenido para la proporción de la diversidad entre las subespecies 

(eqUivalente al cálculo de GST) indicó que existe una diferenciación substancial entre ellas. Con 

respecto al cálculo del valor de flujo génico (Nm) fue de 1.37 individuos por generación lo que 

indica que a pesar de que las sub especies se estén diferenciando todavía existe un nivel de flujo 

génico entre ellas. 
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Tabla 8. Análisis de la diversidad genética de las 3 subespecies de T./ulensis 

en los estados de SLP, Tamaulipas y Nvo. León en México 

ID = subespecie 

ID Hp Hp/lh 

ma/Udae 0.2297 0.8552 

b/lekii 0.1970 0.7335 

t/l/clISis 0.1616 0.6017 

Hp = 0.1961 
HT = 0.2685 
GST = 0.2663 * 
X' = 79.90 P< 0.0001 
Nm = 1.37 

Relaciones Genéticas 

HT- Hp Hp/HT (HT- Hp)/HT 

0.0724 0.7301 0.2663 

Las relaciones genéticas entre los individuos de las diversas poblaciones analizadas de 

las subespecics tulensis, buekii y maludae, se resumieron en 2 dendogramas el primero está 

ba<;ado en el cálculo de distancias pareadas (pair-wise) generado con el análisis de 

agrupamiento UPGMA con 1000 repeticiones de boostrap con el programa MEGA (Fig. 9), Y el 

segundo es un árbol no enraizado de neighbor-joining con 500 repeticiones de boostrap también 

generado con el programa MEGA (Fig. 10). 

El análisis de UPGMA (Fig. 9) reveló claramente 3 grupos bien diferenciados entre sÍ, 

separando perfectamente a las subespecies de T. tulensis en subespecie tulensis (T), matudae 

(M) y bueki; (B) (ver valores de apoyo de boostrap en las ramas del dendograma). Se observó 

que las subespecies tulensis y matudae se encuentran genéticamente más cercanas entre sí que 

con respecto a la subespecie buekii. 

Dcnlro del grupo formado por los individuos de la subespecie tulensis (marcados con T 

en la Fig. 9) se formaron cIados cohesivos agrupando cierto número de individuos 

pertenecientes a las diferenctes poblaciones de tulensis por ejemplo, el grupo formado por los 
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individuos 114, 118, 115, 113 Y 117 todos pertenecientes a la subpoblación 2 T (ver tabla 6). En 

olro ciado se agruparon 4 individuos genéticamente similares entre si que pertenecen a la 

subpoblacíón 4 T (individuos 133, 132, 131,y 134). Hubo otros 2 grupos de 2 individuos 

genéticamente similares que fueron los individuos 138, 139 Y 136, 140, los cuatro son de la 

población 4 T. Y el último grupo formado fueron los individuos 143, 141 Y 145 que son de la 

población S T Y que compartieron similitudes entre sí. El resto de los individuos de las 

poblaciones restantes parecen estar mezclados entre sí, es decir, comparten un grado de 

similitud alto; sin embargo. se diferencían de las subespecies restantes. Esto claramente 

concuerda con los valores significativos obtenidos para la proporción de la diversidad genética 

cnlre las poblaciones de la subespecie tulensis y de la diferenciación entre las subespecies. Las 

relaciones genéticas mostradas para los individuos de las diferentes poblaciones de tulensis (T) 

concuerdan también con el valor obtenido de flujo génico entre ellas (Nm = 0.95) Y con la 

dIferenciación significativa de las poblaciones (GST == 0.34 , 

P< (1.001). 

Dentro del grupo formado por los individuos de la subespecie matudae (marcados con M 

en la Fig. 9) se formaron cIados o grupos cohesivos bien diferenciados. Primero, se formó un 

ciado con los individuos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 todos de la subpoblación 1 M (ver Tabla 6 

también), sólo un individuo de esta subpoblación no se agrupó en este cIado sino 

que pareció compartir una similitud genética mayor con los individuos de la subpoblación 2 M 

que también formaron un grupo. Además se fonnó otro grupo con 105 individuos de la 

subpoblación 5 M (individuos 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, Y 50). En cambio el análisis reveló que 

las subpoblaciones 3 M Y 4 M comparten un grado mayor de similitud entre sí y con individuos 

de las otras poblaciones. Todo esto concuerda con los valores obtenidos de flujo génico y de 

{hfercnclación entre las subpoblaciones obtenidos en el análisis de la diversidad genética (Tabla 

7) para la subespecie matudae. Además de estos agrupamientos, en un nivel mayor se asociaron 

algunos individuos de las subpoblaciones 2 M, 3 M Y 4 M Y en otro grupo los restantes 

individuos de todas las subpoblaciones maludae, en este nivel el primer grupo se asoció más 

cercanamente al grupo de la subespecie tulensis lo que indicó que comparten similitudes 

mayores entre sí. 
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El último grupo mayor se formó con los individuos de la subespecie buekii (marcados 

con II en la Fig. Y). Dos grupos se formaron con los individuos de la población 1 B (53, 58, 54, 

55,56,57,51,52) Y olro con la mayoría de los individuos de la población 5 B (95, 94, 93, 97, 

96,99, 98) aunque en este agrupamiento se mezclaron algunos individuos de las poblaciones 4 

Il Y 3 13. Olros grupos menores se formaron como los individuos 83, 84, 88 Y 82 de la 

subpoblación 4 B Y los individuos 62, 69, 63 Y 67 de la sub población 2 B. Pero el resto de los 

individuos parecen tener un alto grado de similaridad genética. 

Sin embargo el análisis de agrupamiento concuerda con los resultados obtenidos en el 

análisis de diversidad genética, es decir, si existe un nivel de flujo génico para las 

sub poblaciones de buekii pero también existe una diferenciación significativa entre las 

subpoblaciones. 

En el análisis de Neighbor-joining (Fig. 10) se corroboró la diferenciación entre 

~ubcspecics debido a que se formaron 3 grupos cohesivos y bien diferenciados (ver valores de 

apoyo de boostrap). Primeramente se fonnó el grupo de las poblaciones de la subespecíe 

matudae (marcados con M en la Fig.l0). En una primera asociación se segregaron los 

individuos de la población 5 M (46, 48, 49, 50, 45, 47, 43, 44) como se segregaron en el análisis 

de UPGMA. Lo mismo ocurrió con los individuos de la población 1 M que conformaron un 

grupo cohesivo. 

En general, al igual que en el análisis de agrupamiento, las relaciones genéticas entre los 

individuos de las distintas poblaciones de la subespecie matudae siguieron formando los 

mismos grupos en el análisis de Neighbor-joining, y en este caso también se formaron 2 

subgrupos mayores. 

En segundo lugar, el otro grupo cohesivo principal fue el formado por los individuos de 

las poblaciones de la subespecie tulensis (Marcados con T en la Fig. 10). En este análisis de 

Neíghbor-joining se siguieron conservando los grupos formados en el análisis de UPGMA, 

segregándose algunos individuos de las poblaciones 4 T, 5 T Y 2 T Y el resto de los individuos 

tienen un alto grado de similitud genética, lo que concuerda también con los resultados de 
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diferenciación entre poblaciones pero también el nivel de flujo génico entre las poblaciones de 

la subespecic lulellsis. 

y el último grupo cohesivo importante se formó por individuos de las poblaciones de la 

~ubcspccie buekii (Marcados con B en la Fig. 10). Se conservaron los mismos cIados e incluso 

o;;c asociaron de forma más cohesiva los individuos de la población 5 B, se observó además la 

a,ociación de los individuos de la población 1 B claramente diferenciados. Los demás 

individuos comparten similitudes altas por lo que las poblaciones restantes están mezcladas en 

un cierto grado. Esto concuerda con los resultados obtenidos de la diferenciación significativa 

entre las poblaciones de la sub especie buekii y del flujo génico entre ellas. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Diversidad Genética 

En el presente estudio, los niveles de diversidad genética encontrados en los individuos 

de las 3 subespecies de T. tulensis (HT = 0.26 %) son altos comparados con los encontrados en 

olras especies endémicas (fabla 4). Esto contradice lo esperado teóricamente puesto que la 

teoría genética a partir de estudios de aloenzimas, predice que los niveles de variación genética 

son elevados sólo en las especies que tienen distribuciones amplias, que son perennes, 

polinizadas por viento y que se entrecruzan (Harnrick , Godt, Murawski y Loveless 1991). 

Además se ha documentado que las especies endémicas tienen menos de la mitad de la 

diversidad genética ( He = 0.096) que las especies de distribuciones amplias (He = 0.202), 

Y especies estrecha o regionalmente distribuidas tienen valores intermedios (Hamrick el al. 

199 1, Hamrick y Godt 1989). 

A nivel de la diversidad genética dentro de las poblaciones, en este estudio se encontró 

que la subespecie matudae que es la que tiene la distribución más restringida, es especialista 

cdáfica, endémica y tiene densidades poblacionales muy bajas (aproximadamente 10 individuos 

por población, obs. personal), fue la que mantiene la diversidad genética promedio más alta 

( Bp = 0.1501) y una diversidad total también muy grande (HT = 0.2297 Tabla 7) 

contradiciendo lo esperado teóricamente. La mayor proporción de la diversidad genética se 

encontró repartida dentro de ías 5 poblaciones analizadas. Esta subespecie también fue la que 

tuvo el mayor porcentaje de loci polimórficos ( P = 98.81 % Tabla 6 ). Hamrick y sus 

colaboradores (1991) registraron que dentro de las poblaciones, las plantas son polimórficas, en 

promedio en el 34 % de sus loci. La diversidad genética media dentro de 468 taxa que ellos 

revisaron fue de 0.113, claramente menor a lo encontrado en este estudio. También 

documentaron que las especies endémicas tienen mucho menor diversidad genética dentro de 

las poblaciones ( He = 0.063) que las especies de distribución estrecha o restringida ( He = 

0.1(5) o las especies regionalmente distribuídas ( He = 0.118). Las poblaciones de especies de 

amplia distribución tienen la mayor diversidad genética ( He = 0.159) según estos autores. 
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elbe señalar que estos datos proceden de otro tipo de maréador, es decir provienen de la 

literatura de isocnzimas. En este estudio el marcador molecular empleado (RAPD's), reflejó 

claramcnte que es un marcador mucho más útil para encontrar polimorfismos y determinar con 

certeza los niveles de variación genética e~ poco tiempo y utilizando bajas cantidades de ADN 

crudo extraído dc poco material vegetal con un método no destructivo. 

Dc las 3 sub especies aquí analizadas, T. tulensis ssp. matlldae fue la más diversa 

manteniendo niveles elevados de díversidad genética como ya se mencionó, probablemente 

debido a que se trata de una especie perenne de vida larga que tal vez tenga mecanismos 

reproductivos que le pennitieran mantener esos niveles elevados de diversidad genética a pesar 

de ser una especie endémica, rara y en peligro de extinción. La distribución y cantidades de 

diversidad genética dentro y entre las poblaciones de plantas raras son probablemente 

dependientes de si las especies siempre han sido raras o si lo han llegado a ser recientemente 

como un resultado de la influencia humana (Barret y Kohn 1991) o bien como resultado de 

cambios climáticos recientes. Mecanismos tales como la especialización edáfica que presenta la 

suhcspecie matudae, quizás sea el responsable del tipo de rareza de esta especie y 

prohablemente nos proporcione un indicio de que tal vez la subespecie siempre ha sido rara y se 

haya adaptado y evolucionado bajo esas condiciones de tal forma que se presenten dichos 

tllvelcs de diversidad genética. Y que a pesar de la sobrecolecta y la presión humana ejercida 

sobre las poblaciones naturales de T.I. ssp. maludae (obser. Pers. (IVeN 1998) y su hábitat no 

se han presentado efectos o eventos como el stréss genético que erosionen la diversidad genética 

de la especie. Especies que existen naturalmente en distribuciones poco densas, pueden poseer 

sistemas genéticos ajustados a estrecha endogamia, también como adaptaciones que compensen 

la desventaja de rareza - por ejemplo durante el apareamiento-o En contraste, especies que han 

expeflmentado severas reducciones en sus poblaciones, debido a la destrucción de su hábitat o 

al pastoreo, pueden ser más susceptibles a stréss genético impuesto por tamaños poblacionales 

pequeños. Estas consideraciones subrayan o resaltan la importancia de considerar la ecología de 

especies raras y las diversas fonnas que la rareza puede alcanzar. E.;;as diferencias tendrán 

importantes implicaciones para la estructura genética de la población, el muestreo del material 

genético, y los tipos específicos de programas de reproducción que sean planeados (Barret y 

Kohn 1991). 
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Para la subcspecic buekii los niveles de diversidad genética fueron menores a los 

encontrados para la subespecie matudae, no obstante también son elevados en comparación a lo 

reportado en otros estudios (Tabla 4). En este caso se encontró una diversidad total para la 

subespccie de 0.1993 y una diversidad promedio de 0.1134 contrastando con lo reportado en la 

literatura para especies endémicas y de distribución restringida (Hamrick y Godt 1996). 

Además, la mayor diversidad genética se encontró repartida dentro de las poblaciones de buekií 

(56 %). Para esta subespecie, el nivel 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 polimórficos ( P = 26%) que especies de distribución amplia ( P = 43 %) (Hamrick 

el al. 1991). Probablemente esta subespecie también tenga algunos mecanismos reproductivos 

que le permitan mantener elevados niveles de diversidad genética puesto que también se trata de 

una especie perenne, de vida muy larga, de crecimiento lento y suponemos que tenga algún tipo 

de mecanismo reproductivo ya sea a través de un tipo de polinización (tal vez por abejas) 

eficiente que contrarreste la desventaja de rareza, mantenga elevados niveles de diversidad 

genética y mantenga un nivel intermedio de flujo génico como más adelante se discutirá. 

Finalmente, T. tulensis ssp. tulensis la última de las subespecies analizadas en este 

estudio y que es la de distribución más amplia con densidades poblacionales mucho más 

grandes que las otras dos, encontramos el nivel más bajo de diversidad genética (Hp:;: 0.1030 Y 

HT ;:: 0.1616) en comparación a las dos variedades anteriormente discutidas. Estos resultados 

también contrastan y contradicen lo predicho por la teoría genética para especies endémicas y 

amenazadas. Sin embargo éste nivel de diversidad genética está dentro del rango registrado en 

la literatura (Tabla 4 ). Para esta variedad el marcador molecular sólo detectó 63 loci de los 

cuales 61 fueron polimórficos (96.83 %), y nuevamente fue el nivel más bajo en comparación a 

los 79 y 83 loei polimórficos de las sub especies bl<ekii y matudae encontrados (Tabla 6). 

En cuanto a la proporción de la diversidad genética entre las poblaciones (GST) 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 sub especies (Tabla 7) el valor de GST fue 

mayor al22 % promedio reportado para los 406 taxa analizados por Hamnck (el al. 1991). 
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También [ueron mayores a los registrados por Ayres y Ryan (1999) para especies endémicas y 

regionales (Tabla 4). 

Flujo Génico 

En este estudio para las 3 subespecies la diferenciación entre sus subpoblaciones fue 

significativa (Tabla 7) y elevada como se discutió anteriormente, por lo tanto se esperaría que 

los niveles de flujo génico fueran bajos puesto que encontramos que las subpoblaciones se están 

dIferenciando. Esto concuerda con lo encontrado en este estudio puesto que los niveles de flujo 

génico (Nm) encontrados son bajos (Tabla 7) en ningún caso se llegó a 1 que indicaría que por 

(o menos 1 individuo estaría migrando por generación entre las subpoblaciones. El nivel más 

bajo de Nm fue el de la sub especie buekii (0.66) que corresponde bien a la relación 

inversamente proporcional entre Nm y GST puesto que para la misma subespecie correspondió 

cf valor más alto de GST (0.43). 

A nivel de la diferenciación de las subespecies, ésta fue altamente significativa y el 

análisis fenético de similaridad genética y de Neihbor-joining apoyan esta diferenciación entre 

las 3 sub especies de T. tulensis. Sin embargo, todavía existe un nivel de flujo génico entre ellas 

que tal vez permita que existan esos altos niveles de diversidad genética y la esté manteniendo; 

asi mismo, la literatura indica claramente que estas subespecies son 3 subespecies alopátricas 

(Anderson 1987). No obstante, sería importante explorar en los límites de las zonas de 

distribución de las 3 subespecies si existen zonas donde coexistan las subespecies tulensis -

bllekii y buekii- matudae y detectar híbridos. También sería importante explorar la biología 

reproductiva de cada sub especie, debido a que se desconoce el tipo de polinización de cada una, 

la época de flolación , la cantidad de semillas producidas, la viabilidad de éstas, la distancia de 

disperSIón de polen y de las semillas y lo que es aún más importante, cual tipo de reproducción 

sexual o asexual (por medio de la producción de clones) es la que se da con mayor frecuencia en 

cada sub especie, para que con esta información junto con la información genética aquí 

presentada se pudieran tener explicaciones más precisas de] flujo génico y sus implicaciones. 
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Análisis Fenético 

El análisis fenélico de los individuos de las subespecies de T. tulensis mostró en ambos 

c",sos, UPGMA y Neighbor-joining, una diferenciación entre algunas poblaciones de cada 

subespecic pero sobre todo una clara diferenciación entre las subespecies puesto que en ambos 

análisis se segregaron la subespecie tltlensis en un ciado, la subespecie matudae en otro cIado 

bien diferenciado y por último la subespecie buekii en otro ciado separado. Estas relaciones 

concuerdan perfectamente con lo registrado por Anderson (1987), es decir no hay duda de que 

éstas son sub especies geográficas bien delimitadas tanto geográfica como morfológicamente, 

aunque cabe señalar que con el marcador molecular (RAPD's) empleado en este estudio, se 

descubrieron bandas únicas de cada subespecie que sirven perfectamente para diferenciar entre 

sub especies. 

Los análisis también revelaron que las subespecies tulensis y matudae son 

gcnélicamcnte más cercanas entre sí que con respecto a buekii. que claramente se segregó 

aparle. Lo raro de este hecho es que tulensis y matudae geográficamente están separadas por 

lJllekil, además matudae es una especie especialista edáfica, restringida al Valle de Rayones y 

sus densidades poblacionales son muy bajas. y por el contrario, tulensis tiene mayor 

distribución y densidades poblacionales altas. Por lo que es necesarÍo examinar más 

detalladamente la biología reproductiva de estas subespecies y determinar la probable existencia 

de individuos híbridos entre ellas. 

Las subespecies buekii y matudae fueron las que presentaron mayor estructura genética 

al tener más poblaciones cuyos individuos se segregaron en cIados diferenciados tal y como lo 

indicó el valor significativo de GST' Y los individuos que no se agruparon en ciados 

diferenciados parecen tener mayor grado de similitud que concuerda claramente con los valores 

obtenidos de flujo génico para cada subespecie (Tabla 7). 
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DISCUSIÓN GENERAL 

En este estudio los niveles encontrados de variación genética en las 2 especies 

examinadas, son elevados en comparación con los registrados para otras especies raras y 

endémicas. En amb0s casos se encontró que las poblaciones están estructuradas 

genéticamente; y presentan en el caso de T. hastifer, un flujo génico moderado; mientras 

que para cada subespecie de T. tulensis el flujo génico registrado fue bajo, lo que concuerda 

con el nivel de diferenciación genética entre las poblaciones de cada una de las subespecies. 

También se encontró que la variación genética se distribuye diferencialmente, es decir, la 

mayor cantidad de variación genética se encontró repartida dentro de las poblaciones tanto 

de T. Iwstifer como de T. tulensis ssp. matudae, ssp. buekii y ssp. tulensis. 

A nivel de la diversidad genética entre las subespecies de T. tulensis, se encontró 

que la ssp. matudae presentó el nivel más alto de variación genética, seguida de la ssp. 

buekii y por último la ssp. tulensis; también en este caso la mayor variación genética se 

encontró repartida dentro de las subespecies. Además, en este nivel también se registró una 

marcada diferenciación genética entre las subespecies, lo que indica que verdaderamente se 

trata de subespecies bien delimitadas genética y geográficamente. Aunque cabe señalar que 

se desconoce la existencia de híbridos entre éstas. 

Al contrastar los niveles de diversidad genética encontrados para T. hastifer y T. 

tulensis ssp. matudae por cuyas características de rareza, endemismo, estado de 

conservación y distribución, se esperaría que presentaran niveles muy bajos de diversidad 

genética COmo lo predice la teoría para especies con distribuciones restringidas, raras y I o 

endémicas, amenazadas y con tamaños poblacionales pequeños; se encontró que los niveles 
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de diversidad genética de estas dos especies son muy altos y con!radiccn lo esperado 

teóricamente. Y al comparar la variación genética de estas dos especies con la de su 

congénere de distribución más amplia, que tiene tamaños poblacionales grandes y que 

probablemente no esté amenazada T. tlllensis ssp. tulensis, encontramos nuevamente que T. 

ha:iIIfer y T.tulensis. ssp. matudae presentaron los niveles más altos de diversidad genética 

contrastando y contradiciendo de nueva cuenta lo predicho por la teoría genética. 

Suponemos primeramente que en el caso de T. hastifer el nivel más alto de 

variación genética se mantenga debido que se trata de una especie perenne muy longeva. 

En la literatura se han planteado hipótesis alternativas que expliquen la variación genética 

elevada para algunas plantas raras o endémicas con distribuciones restringidas, una de estas 

hipótesis es la referente a cambios recientes en los patrones de distribución geográfica 

(Karron 1987, 1991). Y suponemos que tal hipótesis sea válida y explique el proceso que 

esté manteniendo la diversidad genética y la estructuración de las poblaciones de T. 

has/ifer. 

Sospechamos que probablemente en el pasado, las 3 sub poblaciones de T. hastifer 

analizadas, formaban una sola población continua., pero debido a la formación de un 

asentamiento humano que actualmente las separa por medio de caminos y una cañada de 

riego, actualmente se estén comenzando a diferenciar. Suponemos además por la 

morfología floral, que esa antigua población grande mantenía un elevado flujo génico que 

le permitiera tener una alta diversidad genética como le correspondería a una especie 

perenne de vida larga tal y como lo es T. hastiter. 
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En Jo referente a T. tulensis ssp. matudae argumentamos que la alta diversidad 

genética encontrada se deba probablemente a que se trata de una especie perenne de vida 

larga y que tenga algún mecanismo reproductivo que le permita mantener elevados niveles 

de variación genética a pesar de que se trata de una especie rara, endémica en peligro de 

extinción y restringida a un pequeño valle. Barret y Kohn (1991) han planteado que la 

distribución 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 lo han 

llegado a ser recientemente como consecuencia de la jnfluencja humana ó como 

consecuencia de cambios climáticos recientes. 

En el caso de T.wlellsis ssp. matudae, sospechamos que al ser una especie con una 

marcada especialización edáfica (crece sólo en suelos de tipo gypsum y en laderas 

verdaderamente escarpadas), S~ trata de una especie que siempre ha sido rara y se haya 

adaptado de esa forma a un hábitat también raro y que a pesar de la sobrecolecta y a la 

presión humana ejercida sobre sus poblaciones naturales y en su hábitat, no se han 

presentado efectos o eventos que erosionen su aIta diversidad genética. 

El mismo argumento se utiliza en el caso de T. tulensis ssp. buekii que reveló 

también alta diversidad genética pero menor a la hallada en T. hastifer yen T.tulellsis var 

It/allldae. Sin embargo, también contradijo lo esperado teóricamente para una especie 

endémica, restringida y amenazada. Esta especie también sospechamos que tenga algún 

mecanismo reproductivo que le permita mantener una alta diversidad genética además de 

que existe un nivel (aunque bajo) de flujo génico que tal vez también esté manteniendo los 

niveles de diversidad genética encontrados. 

Finalmen/e, los RAPD's como marcadores moleculares utilizados en esta 

investigación, revelaron niveles elevados de polimorfismo dentro y entre poblaciones y 
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moc,traron ser marcadores moleculares muy adecuados para estudios poblacionalcs y en el 

C<lSO de especies en peligro de extinción, raras y endémicas; son muy apropiados y 

convenientes puesto que no requieren de cantidades elevadas de ADN gcnómico y permiten 

obtener muchos resultados en poco tiempo. 
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CONCLUSIONES 

Los niveles de variación genética encontrados en T. hastifer yen T. tulensis son altos 

comparados a los encontrados para otras especies endémicas y/o raras. 

T. Jlllstifer y T. tulellsis ssp. matudae tienen la diversidad genética más alta a pesar de 

ser laxa raras, endémicas, con distribución muy restringida y densidades muy bajas. 

C;st indicó que las subpoblaciones de T. hasti[er están genéticamente diferenciadas y 

existe un moderado flujo génico. 

Los niveles de diversidad genética encontrados para la especie de mayor distribución, 

Con poblaciones grandes y que probablemente no esté amenazada T. tulensis ssp. 

fldellsis fueron los más bajos en comparación a las ssp. buekii y matudae. 

El análisis de agrupamiento y Ost indicaron que existe una diferenciación genética para 

I;:\S poblaciones de cada una de las variedades de T. tulensis aunque todavía se mantiene 

un nivel de flujo génico. 

Existe una marcada diferenciación genética entre las subespecies de T. tulensis. 

Los RAPD's mostraron ser marcadores moleculares muy adecuados en estudios 

poblacionales y de especies cercanas de cactáceas. 
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