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Este trabajo se ha realizado en su parte experimental en
el laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de
Biologia, Tecnologia y Prototipos (UBIPRQ} de la
Escuela Nacional de Estudios Profesionales
(ENEP) iztacala, y en el laboratorio 6 de CINVESTAV
Unidad Irapuato, bajo la direccion de la

Dra. Martha Martinez Garcia.



""'Los cientificos son gente de muy disimil

| temperamento que hacen cosas en muy diferentes
caminos. Entre los cientificos hay colectores,
clasificadores y ordenadores compulsivos, muchos son
detectives por femperamento y muchos son
exploradores, algunos son artistas y otros artesanos. Hay
cientificos poetas y cientificos filosofos, todos un poco

misticos".

Pefer B. Medawar, The art of the soluble, London:
Methuen, 197,P 32.

(Tomado de Ayala ef al,, 1989)
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RAPD: Amplificacion al azar del DNA polimorfico.
DNA: Acido desoxirribonucleico
UPGMA: Analisis de agrupacion por
promedio aritmético no ponderado,
PCA: Analisis por componentes principales.
MST: Analisis de ordenacion por componentes
principates con darbol de tendido minimo.
C z: Cephalobuxbaumia zapotitiana.
N. tetetzo: Neobuxbaumia tetetzo.
CONABIO: Comisiéon nacional para el uso y
conocimiento de la biodiversidad.
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
AFLP: Polimorfismo en la longitud
de fragmentos amplificados.
OTUs: Unidades taxondémicas operativas.
AMOVA: Analisis de Varianza Molecular.
Cl: Componente principal uno,.
Clt: Componente principal dos.
Cill: Componente principal tres.
ONG: Organizaciones no gubernamentales.
Nm: Namero de inmigrantes por generacion.

M: Marcador molecufar AHind{ii



n nuestro pals aproximadamente

21 60% del territorio esta conforma-

do por zonas &ridas y semiaridas,
es en estas zonas donde esta representado
el mayor nimero de endemismos de la flora
mexicana. Las cactaceas ocupan del 42.5
al 45% de la diversidad de plantas vascula-
res en México, lo gue hace necesario
conocer su diversidad genética para asi
establecer estrategias de conservacion
eficientes.

La estructura genélica de las
plantas ha sido estudiada principalmente
en términos de isoenzimas y polimorfismo
morfologico, sin embargo estas descripcio-
nes no distinguen genotipos individuales
como Io hacen los métodos molecutares. El
método RAPD ha simplificado el esfudio de
la variabilidad genética poblacional y es
uno de los mas utilizados en diferentes
campos de la Biologia.

Los primeros estudios en la familia
Cactaceae fueron iniciados a principios de
los noventa, sin embargo pocas especies
han sido analizadas desde el punto de vista
de la genética de poblaciones, por lo que
los resultados de la determinacién de la
estructura genética, el fiujo génico vy la
variabilidad en poblaciones naturales de la
cactacea columnar Neobuxbaumia tetetzo
son pioneros en su tipo y permiten conocer
ladiversidad genéticade la especie.

En cuanto a los resultados, el
namero total de marcadores obtenidos fue
de 133 apartirde 7 cebadores y 40 organis-
mos. El método de agrupacion (UPGMA)
combinado con fos métodos de ordenacion
por componentes principales PCA y MST

indican patrones de variacion compara-
bles, donde se observa que los organismos
no se agrupan a la zona de muestreo a la
que pertenecen y donde
Cephalobuxbaumia zapofitlana, hibrido
entre los géneros Cephalocereus y
Neobuxbaumia se encuentra relacionado
con organismos de la zona C, que es la
zona donde fue colectado, lo que nos hace
suponer que el tiempo de floracion y la
alimentacion de los murciélagos que
actuan como polinizadores de estas
plantas pueden estarimplicados.

El resuitado de la diversidad
genética debe ser comparado con otras
especies de cactaceas columnares en las
que ademas se haya utilizado la misma
técnica, con ef andlisis de varianza molecu-
lar se observa que la mayor parte de la
varianza esta dentro de las zonas y revela
que hay un alto flujo génico, lo que explica
el que los organismos no s& relacionen con
los individuos de su misma localidad de
muestreo, por lo que en el Valle de
Zapotitlan de las Salinas, N. tefetzo no
presenta una estructuracion, sino mas bien
una sola poblacion no subdivididaen la que
los procesos de interaccion comin entre
las especies pueden tener gran relevancia.
Por o cual seria importante el evaluar la
efectividad de la participacion de los
murciélagos polinizadores en el flujo
génico, a través del disefio de un anélisis
que permita correlacionar los tiempos de
floracion de las localidades con la ruta de
forrajeo de los murciélagos del Valle de
Zapotitién de las Salinas.



n Mexico, approximately 60% of the
- territory is conformed by arid and semi

arid zones. In this zones, it is represen-
ted the mayor number of endemism of the
Mexican flora. The cacti represent from
425, to 45% of the diversity of vascular
plants in Mexico; for that reason it is
important to know its genetic diversity in
order to establish efficient conservation
strategies.

The plants genefic structure has
been studied mainly using isozymes and
morphologic polymorphism; nevertheless
these descriptions do not distinguish
individual genotypes as the molecular
methods does. RAPD has simplified the
study of the genetic population's variability
and is one of the most uged in the different
Biology fields. The first studies in the
cactaceae families were initiated at the
early nineties nevertheless, few species
have been analyzed from the paint of view
of the population genetics, reason why the
resuits of the determination of the genetic
structure, the gene flow and the variability in
natural populations of the columnar cacti
Neobuxbaumia tefetzo are pioneering in
theirkind.

The total number of markers
obtained were 133 from 7 primers and 40

individuals. UPGMA was used as a method
of grouping combined with other methods of
arrangement like pringipal components
PCA and MST, wich indicates comparable
patterns of variation, and it was observed
thatindividuals did not group to their zone of
sampling o where they belong and where
the hybrid between Cephalocereus and
Neobuxbaumia (Cephalobuxbaumia
zapotitlana) is related to individuals of the
zone where it was collected. This makes us
suppose that the differences in the flowe-
ring time and feeding of the bafs that act as
poliinators of these plants can be implied.

These results must be compared
whit other from species of columnar cactiin
which the same method has been used.
The analysis of molecular variance shows
that there is a high gene flow, which
explains that the individuals are not related
to the individuals of their same locality of
sampling, this is the reason why in fhe
Valley of Zapotitlan de las Salinas, N.
tetetzo it is not structured, but rather is a
single population no subdivided in which
the process of common interaction among
the species can have great relevance.
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as cactaceas columnares tienen

su centro de diversificacion en la

~region central de Mexico. En esta

region, la zona semiérida def Valle de

Tehuacan y la zona tropical seca de la

cuenca del rio Balsas son las mas ricas, ya

que ahi se encuentran 45 de las 70 espe-

cles presentes en todo el pais (Valiente-
Banuetetal., 1996).

Dentro de la familia Cactaceas, la
tribu Pachycereeae €s un grupo de
cactaceas columnares altamente especiali-
zado que ha evolucionado principalmente
en el hemisferio norte, Se distribuye al sur
de los Estados Unidos, México, las Antillas
y el norte de Sudamérica (Cody, 1998).
Esta tribu incluye 13 géneros y 58 espe-
cies, siendo Stenocereus el género méas
diverso con 20 especies seguido de
Neobuxbaumia y Pachycereus con 9
especies respectivamente. A pesar de su
amplia distribucién, la principal riqueza
floristica de la tribu se encuentra en México,
donde 9 géneros (64%) y 47 especies
(81%) son endémicas al pais (Davila y
Arias, 1998).

La subfamilia Cactoeidea engloba
aproximadamente al 86% de la diversidad

de las especies y muestra los mas grandes

extremos morfolégicos en habitat y
estructura. Estudios sistematicos previos
de esta subfamilia realizados por Buxbaum
en 1958, Gibson y Nobel en 1986, Bartitlott
y Hunt en 1993, permiten dividirla en 10
tribus, basados en caracteristicas morfolo-
gicas, estructura vegetativa, reproductiva y
afinidad biogeografica (Cota y Wallace,
1995).

En particular en la reserva de la
Biosfera de Tehuacan la especie
Neobuxbaumia tetetzo es de particular
interés ya que tiene un papel ecologico-
biologico importante. Es dominante en
algunas zonas, especialmente en &l norte
de la reserva, formando lo que los habitan-
tes denominan tetecheras. Ademas se
sabe que es un recurso material importante
para los pobladores de la region ya que de
esta especie obtienen frutos y flores que
son comestibles, incluse en casos extre-
mos, los tallos secos se utilizan como lefia.

Dasde el punto de vista ecologico,
las tetecheras juegan un papel fundamen-
tal ya que varios organismos (larvas de
insectos y aves ) utilizan sus tallos como
lugares de nidacion o reproduccion.
Asimismo se sabe que tienen interacciones

muy estrechas con los murciélagos, con fos



cuales se denotan procesos coevolutivos
que apenas se empiezan a entender
(Rojas-Martinezetal., 1999).

Dada la importancia bioldgica-
ecoldgica de N. tetetzo, se propone este
estudio con el fin de estudiar la estructura
genética poblacional de fa misma.

La diversidad genética de las
especies silvestres en México s muy poco
conocida {CONABIO, 1998), por lo que es
urgente realizar estudios encaminados a
documentar la variabilidad genética de los
organismos que componen el ecosistema,
va que al conocer el potencial genetico de
las espacies y la organizacion de los genes
en las poblaciones se pueden establecer
estrategias de conservacion integrales.

La disciplina que estudia la forma
en que seorganiza la composicion genética
de las poblaciones, es la genética de
poblaciones; esta érea del conacimiento
explica fa continuidad de las poblaciones a
través de las generaciones y la variacion en
espacio y tiempo como resultado de la
accion de distintos factores como son: la
seleccion natural, migracion, sistemas
reproductivos y deriva génica (Puertas,
1992).

Esta disciplina se ha desarrollado

segun dos lineas principales. Una de ellas
es tedrica la cual, partiendo del conoci-
miento de los mecanismos de fa herencia,
desarrolla modelos matematicos aplicables
a situaciones especificas; otra es experi-
mental, ia cual parte de la observacion y el
analisis de las poblaciones en la naturaleza
y del desarrolio de experimentos en el
laboratorio (Prevosti, 1984).

En los estudios experimentaies de
la genética de poblaciones se han utilizado
varios tipos de marcadores morfologicos y
moleculares, siendo algunos de ellos mas
adecuados para ciertas aplicaciones que
otros (Hsiaoy Lee, 1999).

La estructura genética poblacional
de plantas ha sido estudiada principalmen-
te en términos de enzimas y polimorfismo
morfoldgico. Sin embargo, estas descrip-
clones a veces no son lo bastante variables
para distinguir genotipos individuales
(Hsiaoy Lee, 1999).

Nuevas técnicas han sido disefia-
das para comprender mejor la complejidad
biologica, procesos evolutivos y relaciones
filogenéticas en diferentes grupos de
organismos (Cota y Wallace, 1996). Uno de
los métodos mas utilizados es la amplifica-

¢ién al azar del DNA polimérfico conocida




como RAPD (Random Amplified
Polymarphic DNA) €l cual ha simplificado el
estudio de la variacion genetica y 1a
estructuragenética poblacional.

Las ventajas de este método en
términos de costo y tiempo han hecho de
este méfodo molecular uno de los mas
utilizados en diversos campos de la
biclogia {Otero et al.,1997).

El RAPD es una modificacion de la
técnica de PCR bésica, donde en vez de
utilizar un par de ofigonucledtidos cuidado-
samente disefiados y de tamafio adecuado
para una secuencia especifica, se ufilizaun
solo oligonucledtido de diez bases, el cual
es capaz de unirse a diferentes regiones
del genoma, lo que producira la amplifica-
ci6bn de secuencias aleatorias de un
complejo de DNA utilizado como templado
{Breyne et al., 1997).

Los productos de amplificacion
individuales representan un alelo porlocus,
los cuales son transmitidos como marcado-
res dominantes. (Breyne etal., 1997}.

El polimorfismo es resultado de
cambios tanto en el sitic de union del
oligonucledtido (gj. mutaciones puntuaies)
o cambios que alteran el tamafio o evitan la

amplificacién del DNA (gj. Insercionss,

deleciones, translocaciones) {Breyne et al,,
1997).

El criterio genético permite
identificar y evaluar poblaciones de
especies particulares dignas de conserva-
cién prioritaria, ya que las poblaciones no
son iguales en cuanto a su capacidad para
responder adaptativamente a condiciones
ambientales cambiantes y al considerar
que la pérdida de variabilidad reduce la
capacidad de las poblaciones para adap-
tarse a cambios en el ambiente, los
marcadores moleculares resulian ser una
herramienta Gl para e! analisis de la
diversidad de las poblaciones vegetales,
por lo que diversas técnicas de Biologia
Molecular se han utilizado para llevar a
cabo estudios detailados de la constitucion
genética (Conduit y Hubell, 1991; Hoelzel y
Green 1992; Kijas ef al,. 1995, Chase et &l
1996; Harrison ef af,, 1997; De Greef y
Triest, 1997) y flujo de genes entre pobla-
ciones {Assmussen y Schnabel, 1991;
Ennos, 1994).

Con el desarrollo de estrategias
generales en la deteccion de polimorfismos
moleculares, basados en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), como los

RAPDy AFLP (Amplified Fragment Length



Polimorphism) (Becker et al., 1995),
como esta indicado en las referencias
del cuadro 1, se ha podido dilucidar si
existe aislamiento reproductivo entre
poblaciones, estimar niveles de entrecru-
zamiento (Fritsch y Rieseberg, 1992),
estudiar relaciones de parentesco (Phil-
brick, 1993), relacionar distancias genéti-
cas con caracteristicas geograficas (De la
Cruz ef al., 1995) o funcionales {(Whitty et
al., 1994). £n estudios sobre identificacion
de caracteristicas de interés, como son la
determinacion del sexo en hibridos
(Hormaza et afl,, 1994 y Mulkahy et af,
1992), resistencia a hongos (Lawson et /.,
1996, Procunier ef af., 1995, Dweikat et al.,
1994), resistencia a nematodos (Klein-
Lankhorst ef al., 1991), resistencia a virus
(Ohmori et al., 1995, 1996), morfologia de
polen (Gambier y Mulcahy, 1996), en
estudios sobre mapeo genético {Mouzeyar
et al, 1995 Robbins ef al, 1994,
Maisonneuve et al, 1994; Hombergen y
Bachmann, 1995; Camargo ef al,, 1997} en
estudios de variacion y estructura genetica
de poblaciones, como por ejemplo los
trabajos de Martin y colaboradores (1997)
acerca de la diversidad genética en

poblaciones de Erodium paufarense, el

analisis de la variabilidad genética de una
poblacién de arroz sitvestre de Sudamerica
Oryza glumaepatula con isoenzimas y
RAPD (Buso et al, 1998}, la estructura
genética poblacional de Yushania niitaka-
yamensis (Bambusoideae, Poaceag) en
Taiwan (Hsiao y Rieseberg, 1999), la
variacion genética en Fitzroya cupressoi-
des (alerce), una conifera endémica del
sureste de Chile que se encuentra amena-
zada (Alinut ef al., 1999} y en estudios con
implicaciones evolutivas (Peakall et al,
1995) entre ofros,

Sin embargo, la genética de las
poblaciones de cactéceas ha sido poco
sstudiada {Hamrick, 1998); la gran mayoria
de estudios han estado basados en
aspectos morfologicos de taxonomia
clasica y biogeografia, otros pocos han
empleado ofras herramientas tales como
citologia y bioguimica, o una combinacion
de ambas con caracteres morfolagicos
(Cota y Wallace, 1996), pero los datos
acerca de la variabilidad genética en el
ambito molecular, para esta familia, no
existen, por lo que los resultados obtenidos
en este trabajo, son pioneros en su tipo y
permiten conocer la diversidad infra-

genética existente en la especie estudiada.
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Stercyliaceas T heobrome cacao Amerger y Meicren, (1695)
Leguminasas  Ghcine max, Glricidia sepium y  Helms &l al, (1997) Cnalmers el al, (1992) i
G Macylgla, Phaseolss vulgaris, a1 (1996). Bonmn ef af , (1996). Haley of al Pingceas | Pinus spp., P sylvestris ¥ Whitkus ef al, (1887}
Trlolium pralense y Vick pisiformis  (1994). Skioch y Hienhuis (1995) Pseudotdsuga mensiezif
Mosseler et al., {1982), Szmidt
Malvscase lliamna corei y . Remols Sleward y Portet (1985) et al, (1998), Agaard et al,, 1935)

ot

. Estudio de variacién y estructura genética de poblaciones

de plantas en las que han ylilizade RAPD {fomado de Otero et al, 1997)

" n el Valle de Tehuacan se han Por lo que si los principales

realizado diversos frabajos de  factores ecolégicos que influyen en la
fipo ecolégico ydemograficoque  demografia de las poblaciones de N.
describen aspectos floristicos de las  fefefzo en el Valle de Tehuacan-Cuicatian
comunidades vegetales (Cota y Wallace,  estén ejerciendo una accion homogeniza-

1696; Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet,  dora de las poblaciones, entonces podria-

1998: Valiente-Banuet y Bolongaro-  mos esperar la ausencia de una estructura

Cervena,1991; Valiente-Banuet y Ezcurra,  poblacional subdividida a nivel genético

1991; Valiente-Banuet ef al. 1996; Valiente-  entre las poblaciones de N. tetefzodel Valle

Banuet ef al.,1997; Valiente-Banuet ef al,  de Tehuacan-Cuicatlan,

1991; Harper, 1977; Godinez-Alvarez, en  Los objetivos para el presente trabajo de
prensa; Godinez-Alvarez y Valiente-  investigaciénson:
Banuet, 1998), en los que se ha visto entre Caracterizar genéticamente las
otras cosas, que los murciélagos jueganun  poblaciones de la Cactacea Columnar
papel importante tanto en la polinizacion ~ Neobuxbaumia tetetzo y determinar la
como en la dispersion de las semillas de  estructura genética, el fiujo génico y la

Neobuxbaumia tetetzo {Valiente-Banuet ef  variabilidad en poblaciones naturafes de N.

al., 1991). tetetzo, mediante marcadores RAPD.



3.1 Area de Estudio
| Valle de Tehuacén- Cuicatian se
localiza en el sudeste del Estado

- de Puebla y el noroeste de
Oaxaca entre los 17°39'y 18°53'de latitud
norte y 96°55' y 97°44' de longitud ceste
(Davila et al., 1993).

Las cactaceas columnares ocupan
amplias extensiones en el Valle de
Tehuacén formando "bosques” suculentos
de abundancia sorprendente, se presentan
en densidades de aproximadamente 1,200
a 1,800 individuos por hectarea (Valiente-
Banuet et al, 1995). Los suelos son
rocosos y arcillosos, se derivan
principaimente de roca sedimentaria y
metamorfica. La vegetacion esta
clasificada como matorral xerdfilo

(Rzedowsky., 1978, Zavala-Hurtado.,
1982).

El climadel area puede clasificarse

dentro de los tipos semi aridos a los aridos
con precipitacion media anual de 400 mm
(Valiente-Banuet et al., 1995) y
temperatura media anual de 21°C (Garcia.,
1988).

Para el presente estudio se eligio
una area en el noroeste de este Valle,

conocida como Zapofitlan de las Salinas

(Fig.1). El érea tiene una superficie
aproximada de 3000 hectéreas y se
encuentra situada entre los 18°10'y 18°23’
de latitud norte y los 97°25' y 97°35 de
longitud Oeste,

Zapotitian de las Salinas esta
limitada al Oeste por los cerros Yerba,
Ometepec, Campanario, La Mesa, Xentile
y Yolotepec, asi como por el Paso Agua del
Burro; al noroeste, por fa Sierra
Miahuatepec, al este por la Sierra de
Atzingo. Al sur por la Mesa Buena Vista y
el Cerro Yistepec; y al sudoeste por la
Sierra de Santiago (Davila ef al, 1993).
3.2 Neobuxbaumia Backeb

En este Valle se han realizado
diversos frabajos de tipo ecologico y
demografico que describen aspectos
floristicos de las comunidades vegetales
{Cota y Wallace., 1996). Como la
germinacion y crecimiento temprano de las
semillas tomando en cuenta el papel de los
suelos, la ingestion de las semillas para su
dispersion por aves y murciélagos, el efecto
de la sombra y el nivel de nutrientes en los
suelos sobre el crecimiento de las
plantulas, las modificaciones micro
ambientales producidas por las plantas

nodriza (Godinez-Alvarez y Valiente-



Banuet., 1998) y de las relaciones
ecologicas de las cactéceas columnares y
murciélagos nectivoros para cuantificar las
caracteristicas generales del sindrome de
quiroptercfilia en fa tribu Pachycereeae
(Valiente-Banuet. et al., 1996), entre otros.
Neobuxbaumia Backeb. Es uno de los
géneros mas interesantes de cactaceas
columnares. Perteneciente a la tribu
Pachycereae, es endémico de Mexico y se
distribuye en las regiones semi aridas y
calido secas del noroeste, centro y sur del
territorio. Un miembro de este género es
Neobuxbaumia tetetzo (Coulter)
Backeberg, la cual es una cactacea
columnar endémica de los estados de
Qaxaca y Puebla. En el Valle de Zapotitian
es el elemento dominante del tipo de
vegetacion, alcanza mas de 12 m. de altura
y ocupa aproximadamente 400 Kms® en

este Valle (Valiente-Banuet ef al. 1996).

Aisfes’ Bl drea de estudio 9o localiza en
el sudesis del estadec de Pusbla
Las zonas A a la G, se colectardn en
el Valle de Zapotitlan, las zonas
H, Y ¥ J se encuentran en la
localidad de San Rafael Coxcatlan
que esta en las cercanias
del estado de Oaxaca.

T R T T B R U A T T 6

Valiente-Banuet ef af,(1997) ha
estudiado la biologia de la polinizacion de
las cactaceas columnares gigantes con
floracion invernal, ya que en el Valle 36
especies de cactdceas columnares, en las
que esta incluida Neobtixbaumia tetetzo,
tienen un pico de floracién casi simultaneo
entre abril y junio, no obstante dos espe-
cies, Pachycereus weberii y Pilosocereus
chrysacanthus florecen en invierno y a
principios de primavera cuando hay una
gscasez aparente de murciélagos, encon-
trando que hay una pequefia poblacion de
murciélagos nectivoros residente en el
Valle. Valiente-Banuet y Ezcurra (1991)
estudiaron ¢! efecto de la sombra como
una causa de asociacion entre
Neobuxbaumia tetetzo y la leguminosa
Mimosa luisana quien esta actuando como
planta nodriza, asi como la interaccion

entre estas dos especies. Los autores



indican que e! efecto del nodricismo es
principalmente resultado de una mayor
supervivencia de las plantulas en micro
sitios sombreados con menos radiacién
solar directa, con menor temperatura
durante e! dia y con menor evaporacion.
Valiente-Banuet y Bolongaro-Cervena
(1991) estudiaron las relaciones espaciales
de las cactaceas y las plantas nodrizas, los
resultados muestran que el fendémeno de
nodricismo en las comunidades aridas y
semi aridas dominado por las cactaceas,
como en el Valle de Zapotitlan, puede ser
considerado esencial para el desarrollo de
una estructura dinamica fragmentada en
estas comunidades. Valiente-Banuet ef al.
(1996) sugiere que las grandes distancias
que migran los murciélagos nectarivoros
estan determinadas por la secuencia de
floracién de sus plantas preferidas, de tal
forma que si los murciélagos desaparecen
del Valle de Tehuacan, la polinizacion de las
plantas méas comunes y abundantes podria
suspenderse propiciando que el recluta-
miento de semillas no ocurra, situacion
que podria provocar grandes cambios en la
estructura y composicion de la comunidad
desértica. De aqui que se proponga que |a

germinacion y el establecimiento de las

semillas son las fases mas crificas del ciclo
de vidade estas plantas.

Godinez-Alvarsz (1998), estudio
las interacciones bidticas y fa dindmica
poblacional de Neobuxbaumia tetetzo para
determinar los estadios criticos def ciclo de
vida de esta especie. Sus resultados
muestran que los pajaros y murciélagos
juegan un pape! primario en la dispersion
de las semillas al acarrearlas a sitios
seguros, generando asi un patrdn de
distribucion no aleatorio.

3.3 Método de campo

Para la colecta se determinaron 10
zonas de muestreo. Siete localizadas en la
cuenca de Zapotitidn y tres en fa region de
San Rafael Coxcatlén, Puebla (Fig.1), las
cuales se establecieron con base acriterios
geomorfolbgicos y fisonémicos de la
vagetacion, mediante método preferenciay
utilizando fotografias aéreas escala
1:20 000 y con verificacion de campo.
En cada zona se trazaron cuadrantes de
20 X 20 m. en los que se seleccionaron at
azar de 5 a 13 organismos (Arias et al.,
1997). De los organismos se colectd 10
cm del tallo, las muestras se trasladaron al
|laboratorio donde se almacenaron a-70°C

hasta su procesamiento.



3.4 Método de laboratorio
Para la extraccién del DNA se
utilizé la técnica de Dellaporta y Wood
(1983) que consiste en macerar l0s tejidos
en mortero con vidrio molido y nitrégeno
liquido, posteriormente se realizaron las
amplificaciones (Apéndice).
3.5 Andlisis Estadistico de los datos
En el presente estudio, los
marcadores moleculares (bandas) se
codificaron como datos de presen-
cia\ausencia (Fig. 2), €l alelo dominante
representa la presencia de la banda en la
que los individuos ++ y +- tienen el
fenotipo (1) y los individuos -/- tienen el
fenotipo (0) (Crisci, 1983), de esta forma se
construyd una matriz binaria de 40 OTU's
por 133 marcadores y a partir de ella se
obtuvieron las distancias geneticas
mediante el indice de similitud de Jaccard,
indice de Similitud de Jaccard
La eleccion del indice estd
supeditada al tipo de datos que contiene |a
matriz, el indice de Jaccard es el mejor
cuando se trabaja con datos de presen-
cia\ausencia y como Ja matriz de similitud
es insuficiente para expresar ias relaciones
entre todos los individuos, con el fin de

gintetizar la informacion y permitir el

reconocimiento de las relaciones entre
individuos, se ufiliza el andlisis de agrupa-
miento y el método de ordenacion {Crisci,
1983).

Analisis de agrupacién

El andlisis de agrupamiento se
realiz6 con el método UPGMA (Analisis de
ligamienfo por promedio aritmetico no
ponderado). Como es imposible que el
dendograma sea una representacion
exacta de la matriz de similitud, es necesa-
rio medir que fanto la represenfacion
graficarepresenta alamatriz original.

Para ello se construyd una nueva
matriz a partir de los valores del dendogra-
ma que se denomina matriz cofenética y
se procedio a la comparacién de matrices,
para ko cual se calculd el coeficiente de
correlacion mediante la prueba de Mantel,
entre la matriz que dio origen al dendogra-
ma y la matriz cofenética. Una alta correla-
cion es sefial de escasa distorsion y
viceversa, finalmente se obtiene la gréfica
de dispersion correspondiente, a partir de
esos mismos datos, figura 2 (Crisci, 1983).

A pesar de su uso comun en el
tratamiento de datos genéticos los metodos
de agrupamiento tienen desventajas ya

que finalmente tienen que unir todos los



datos y a veces se ven incluso forzados a
hacer uniones arbifrarias, por 1o que en
ocasiones este procedimiento es inapro-
piado, sobre todo cuando se pretende
resumir las relaciones en conjunto de los
individuos.

Analisis de ordenacion

Por tal motivo, se realizé tambien
un andlisis de relacién espacial de los
individuos, que provee una representacion
graficade las relaciones entre organismos.

L.a configuracién de los datos que
resulta de los métodos de ordenacion se
proyecta en gréficas bidimensionales
{PCA) v tridimensionales (MST), ademas
en muchas ocasiones los métodos de
ordenacion dan un mejor agrupamiento de
los datos (Guiller, 1998).

El andlisis de estos pardmetros
poblacionales se llevd a cabo con el
programa Ntsys (Version 2).

Anilisis de Varianza Molecular

Un Analisis de varianza molecular
(AMOVA) de las frecuencias de las bandas
puede estimar la estructura genética de
poblaciones diploides en equilibrio Hardy-
Weinberg o con un nivel alto de autofecun-
dacion (Steward y Excoffier, 1996). Sin

embargo, una alternativa para estimar la

estructura genética sin la suposicion de un
equilibrio Hardy-Weinberg, es considerar la
diversidad genotipica de las bandas de
cada individuo como un genotipo distinto y
estimar las similitudes y diferencias con
base en las mismas (Huff ef al 1993,
Whitkus et al. 1997).

De esta Oltima manera fue como se
realizd el AMOVA para los datos de
Neobuxbaumia tetetzo. El programa
AMOVA genera una @ estadistica, anéloga
a la F,; de Wright, y a partir de la cual se
puede deducir el nimero de inmigrantes
por generacion (Nm). La estadistica de
Excoffier et al. (1992) es idéntica a la
de Weir y Cockerham (1984), ecepto que
son estimadas mediante procedimientos
diferentes.

Diversidad Genética

La diversidad genética para N.
tetetzo se estimd por medio del indice de
Shannon a partir de la relacion H, = - Z Pi
log, Pi, donde Pjes la frecuencia del haplo
tipo {presencia o ausencia de cada marca-
dor, tratando cada marcador RAPD como
un focus simpie), con ¢l objeto de proveer
una estimacidn relativa del grado de

variacion entre cada localidad (Hartl, 1994).



Estadistico de Barlett

Se aplict el estadistico de Barlett,
que es una prueba no parametrica de
varianza molecular, para probar si el

resultado de la diversidad genética para N.

fetetzo es estadisticamente significativo.

MST: Red de Tendido Minimo,
AMOVA: Andlisis de Vananze Moleoular.
UPGMA: Método de Ligamente del
Promedio Arimético no Ponderado.
PCA,; Anélisis de Componentes Principeles.
Nm: # de Inmigrantes por Generacién

Diagrama de flujo utilizado

para la ‘realizacion del andlisis estadistico de los resulta

dos, partiendo de la matriz de datos ds presenciafausencia.



4.1 Extraccion de DNA.

el aistamiento de DNA, que se
: ;realizo a 39 organismos de N.

tetetzo y uno de
Cephalobuxbaumia zapotitiana se obtuvo
una concenfracion en ug/ul que va de
0.2463 como valor minimo hasta un valor
maximo de 2.939 (Cuadro 2).
4.2 Ampliificacion

Se utilizaron 7 cebadores: OPE 09,
OPA 11, OPC 07, OPC08, OPJ05 PG18 y
OPD 13, de los cuales se presenta su
secuencia, el numero de marcadores
identificados para cada uno y el peso
molecular de los mismos (Cuadro 3).

Al separar los fragmentos obtenidos de
las amplificaciones mediante electroforesis
en geles de agarosa af 1.2%, se obtuvieron
18 marcadores para el cebador OPE 09, 24
para el OPA 11, 16 para el OPC 07, 17 con
el OPC08, 22 con el OPJ 05, 14 para el
OPG 18 y 22 para el OPD 13, por lo que se
obtuvieron un total de 133 marcadores

polimdrficos para los 40 organismos

analizados.

f

Le-isina” i NGimero de organismos analizados por zona.

YTy ivragd
E _.':i\,x”?-@

Meobwxbaumia
Tetetzo

N. tetetzo
N. tefetzo
N. tetetzo
N. tetefzo
N. tetetzo
N. tetetzo
N. tetetzo
N. tetetzo
N. tetetzo

Cephalobuxhaumia

O C—TOMMUOW®
PR R T  ~ w BN O

Zapotitlana

"hieiet  Secuancia de los 7 cebadores utilizados, ntimero
de marcadores identificados y peso molecular de los mismos.

"GTTCAGCCGA’ 18
2507, 2526 2201, 2083, 1717 1377, 120G, 988
772, 751, 619 510, 444, 377, 278, 184

OPEGE 3517, 2744,

OPCO7  “GTCCCGAGGA’ 16 3165, 17080,
1650, 1590, 1416, 1251 104t, 924, 867
638, 515, 455, 415, 306, 287, 239,

oPCos  “TGGACCGGTE" 17 2438, 2212
2049, 1835, 1798, 1770, 16567, 18637, 15862
1325, 1284, 1000, 889, 737 687, 596, 308,

OPJO  "CCCGGCATAA 24 2759, 2640,
2534 2493, 2404, 1975, 1686 1662 1469.1323, 1196, 1080, 93¢,
882, 758, 603, 545 G502 467 434, 423, 345 289 182

QP05 “CTCCATGGGG 22 2601, 2582,
2555, 2482, 2301, 2254, 2246, 2214, 2175, 2121, 1602, 1444,
1205, 1174, 1006 907, 797, 580, 487, 348, 242 224

OPG18  "GGCTCATGTG’ 14 3521, 2919,
2586, 2352, 1899, 1855 1164, 1239 1180
858, 735 308, 503, 474
OPD13  “GGGGTGACGA’ 22 2795, 2455,

2430, 2292, 7331, 2101 1935, 1846, 1798, 1752, 1580, 1461, 1387,
1254, 1248 965, 784, 688 6§37, £05, 574, 4H1
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. . Andlisls de agrupaciéh mediante el método UPGMA,
obienido a partir de 39 orgamismos de N. fefefzo y uno
Cephalobuxbaumia zapolitana {C.z) usado como referencie externa.



Diversidad Genética

La diversidad genética para
Neobuxbaumia tetefzo se obtuvo por
cebador y por sitio los cuales variaron entre
fos primeros de 1.0 a 2.74, y entre los
segundos de 1.17 a2.74 respectivamente.
El sitio D es el que presenta el mayor valor
dediversidad que es de 2.74, seguido porel
sitio F con un valor de 2.58 posteriormente
se encuentra el sitio E con 1.38 y el sitio C
con 1.33 y por Gitimo el sitio Aque tiene una
diversidad de 1.17, obteniéndose asi una
diversidad promedio para la especie de

1.52(Cuadro4).

. Diversidad genética para N. tefefzo oblenida,
por cebador y por sitio, con el indice de Shannon.

oPCOR 158 1.0 15 280 158 158 3 0710 10
OFJo5 015 10 15 280 150 158 318 152 10 10 10
OPCOT 01510 15 282 015 015 346 232 10 1.0 1.0
opbis 156 10 10 280 158 158 264-232 10 10 19
OPEGS 158 1.0 0.81 280 158 158 294 0.97 1.0 10 10
ops18 158 10 15 223 158 158 153 192 1.0 1.0-10
OPJO1 158 10 15 280 1.58 158 143 232 1.0 10 10
Media 147710 923 274 138 138 258 185710 10 190
He totat 152

Estadistico de Barlett

La prueba no perimétrica de
homogeneidad basadaen el estadisticode
Barlettdioun resultado de 1.2952 con una
probabilidad P= 0.0010 después de 1000
permutaciones, lo cual indica que no hay
diferencias significativas de diversidad
genética entre las diez poblaciones

analizadas.

Alldilale UC Vdlidablad nNiVivediat

El Analisis de varianza molecutar
revela que la mayor parte de Ia variabilidad
genética (73.13%) esta dentro de las zonas
y que solo una parte {26.87%) esta distri-

buida entre las zonas {Cuadro 5).

%% Andllsis de Varianza Molecular (AMOVA)

para N, tetetzo obtenida a parfir de 3% crganismes colectados
an 10 sitios del Valle de Zepotitan de las Salinas.

Analisis de Ordenacion
Componentes principales (PCA)
Los primeros tres componentes
del analisis de ordenacion explican &l
18.37%, 8.81 % y 6.82% respectivamente,

de lavariacion total (Cuadro 6).

.l Porcentaje de Jos  componentes
principales empleados en el andlisis de ordenacitn.

Componente iy 1
1 15.0139
P2 24087 - A8
3 18627
P4t T RABTRE:
§ 1.0534 .
8 L0048 B
7 09264 33980
8. 0BT 3080
9 0.7885
L0 QTR 20280
K 07206 ,
A2 D C08ee87. ¢ T 244
13 0.6481 :
T R Y17 Ry X
15 05788
4B T TO5T4L
17 0.5253 : ;
1B 0 013751888
1% 0.4871 1.1801 Rt
VoL 04622 A A8 1792



La representacién gréfica del PCA
(Fig. 6) muestra que los individuos de las
zonas A, B, C, D, E, F y G forman un grupo
compacto entre ellos, diferente al confor-
mado por los individuos correspondientes a
las zonas H, 1, J, que se encuentra muy
cercano al grupo de individuos correspon-
dientes a las zonas Ay Gy diferente al que
conforman fos individuos de las zonas A, B,
DyF.

El individuo C. zapotittana (Cz) se
localiza en el centro de la grafica, con una
asociacion mas cercana alos individuos de
laszonasA,B,C,DyE.

Anéalisis de Ordenacidn
Con érbol de tendido
minimo sobrepuesto {MST)

En el arbol de tendido minimo (Fig.
7 Ay B) se observa que los individuos de
las zonas A, B, C, D, E y F, se unen con el
grupo integrade por los individuos de las
zonas H, | y J; ademas los individuos de
este primer grupo se encuentran estrecha-
mente relacionados en el egpacio con
individuos de las zonas GyA, que asu vez
se relacionan con individuos correspon-
dientes a las zonas A, B, D, E, y F
C. zapotitlana se encuentra relacionado

con individuos de Jas zonasA, B, C,DyF.
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0. - Analisis de crdenacién por compenentes principales (PCA)

este andlisis provee una representacion gréfica en dos dimensiones
de las relaciones en e! espacio que se dan entre los organismos
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S 405 Andlisis de ordenacion con rbol de tendido mihimo
schrépuesto {MST), este andlisis proves una representacion
gréfica on 3 dimensionss de |as relaciones enfre los organismos,
las figuras A y B son igueles solo que en 1a primera (A) no estin
raprasentados fos ejes que complstan el sentido de la
tercera dimensién, como en ia segunda (B).



a familia cacfaceae tiene una alta

diversidad de especies y por

tanto muestra una gran variedad
morfoldgica y un alto intervalo de distribu-
cion. Estas son caracteristicas muy
importantes que pueden ser indicadores de
una alta variabilidad genetica. La cual
provee a las poblaciones de las herramien-
tas necesarias para adaptarse a los
cambios ambientales ya que la migracion o
flujo génico entre ias poblaciones garantiza
una mayor capacidad de adaptacion al
aumentar la variabilidad genética que
determina el potencial evolutivo de las
poblaciones.

De los trabajos ecoldgicos
realizados en lazona de estudio, Villa sefior
et al,, (1990) indican que muchos factores
COmo por ejemplo su posicidn geografica,
su clima, su fisiografia asi como el gran
numero de endemismos intervienen en la
riqueza floristica del Valle de Tehuacan-
Cuicatlén,. Sin embargo, el Valle ha sufrido
perturbacion y fragmentacion, porlo que se
pueden apreciar islas de vegetacion. Estos
acontecimientos pueden deberse a
factores naturales o antropogénicos que
favorecen en cierta manera la diferencia-

cion, principalmente de las zonas que

quedan mas alejadas. Es bajo estas
circunstancias cuando entra en juego la
gstrategia reproductiva, junto con los
caracteres morfoldgicos, ya que las
poblaciones con sistemas reproductivos
que favorecen la autofecundacion o que
presentan proporciones inusuales de
apareamiento suelen presentar una
variabilidad genética muy baja, esta es una
situacion critica ya que hace muy vulnera-
ble a la poblacidn llegando incluso a
provocar la extincion.

En el Valle de Tehuacan los
trabajos realizados para conocer las
relaciones de las cactaceas columnares y
los murciélagos nectivoros, con el fin de
estudiar la estrategia reproductiva, asi
como las relaciones espaciales de las
cactaceas columnares y las plantas que les
sirven de nodriza, entre muchos otros,
provee un panorama amplio de las interac-
ciones ecoldgicas en la zona, sin embargo
para tener un estudio completo y detallado
del estado actual de N. fefefzo es muy
importante contar con los datos demografi-
cos como son, el grado de variabifidad
genética y el flujo génico con que cuentala

especie.



Se sabe que Neobuxbaumia es un
género muy interesante dentro de las
cactaceas columnares ya que produce
semillas solo después de que la planta fue
visitada por un murciélago, ya que durante
el dia las partes reproductoras de fa flor no
estan activas y no producen néctar,
ademas los mismos murciélagos que
pofinizan las flores son los dispersores
primarios de las semillas, por lo que juegan
un papel muy importante al conducir las
semillas a sitios seguros donde existen las
condiciones ambientales necesarias para
su germinacién y desarrollo, generando asf
un patron de distribucién no aleatorio.
Todas estas observaciones conducen a
dilucidar que si los murciélagos desapare-
cen del Valle de Tehuacén-Cuicatlan la
polinizacién y el reclutamiento de semillas
no ocurriria, ocasionando la extincion de
las cactaceas lo que provocaria cambios
importantes en la composicion de este tipo
decomunidad desértica.

Por todo esto, la germinacion y el
establecimiento de las semillas son las
fases mas criticas del ciclo de vida de estas
plantas.

En muchas especies las distancias

dedispersion de las semillas estan determi-

nadas por los animales 0 agentes extemos
que las acarrean, por ejemplo, hay repories
de que algunas aves después de comer el
fruto regurgitan las semillas en una
distancia aproximada de 20 a 200m (Levin,
979), sin embargo, Rojas-Martinez et al.,
(1999) reportan que los murciélagos,
polinizadores y dispersores primarios,
pueden volar hasta 60 Kms en una sola
noche. Bonnin et al., (1996} sugieren que el
nivel de entrecruzamiento entre individuos,
ya sea por semiflas 0 polen dispersado por
animales, es suficiente para generar altos
niveles de polimorfismo en algunas
poblaciones. Por otro fado, Valiente-Banuet
y Ezequiel Escurra, (1991) refieren que el
establecimiento y dispersion de las
semillas ocurre principaimente debajo del
dosel de varias especies de arbustos, io
que produce un patrén de distribucion
agregado con respecto a éstos. En el caso
de N. tetefzo se ha visto que la principal
asociacion es con el arbusto Mimosa
luisana la cual actda como planta nodriza,
esta inferaccién es principaimente resulta-
do de una mayor supervivencia de las
plantulas en micro sitios sombreados con
menor radiacion solar directa, con menor

temperatura durante el dia y con menor



Evaporacion. También es en estos y ofros
arbustos que se encuentran en el Valle de
Tehuacan, donde los murciélagos se
perchan para comer los frutos de las
cactaceas, lo que propicia la germinacion
de las semillas en estos sitios que les
brindan las caracteristicas necesarias para
sudesarrollo.

El alto flujo génico encontrado,
debe estar siendo ocasionado por la
eficiencia de los murciélagos, que actuan
como polinizadores y como dispersores
primarios y ademas depositan las semillas
en lugares seguros para su germinacion.

La estrategia reproductora de A,
tefetzo también es un factor importante ya
que esta relacionada con la ruta de forrajeo
de los murciélagos polinizadores y con los
tiempos en que las localidades florecen
(Rojas-Martinez et al,, 1999) ya que como
se ha mencionado anteriormente, las flores
son de una sola noche y solo son poliniza-
das por los murciélagos Leptonycteris
curasoae y Choeronycteris mexicana,
cuyas distancias de migracion estan
determinadas por la secuencia de floracion
de sus plantas preferidas (Rojas-Martinez
et al, 1999). Al respecto Levin (1979)

sefiala que el depositario del polen a

grandes distancias depende tanto de las
caracteristicas de la atmdsfera como del
tamaiio y forma de |a poblacion con la que
el polen se relaciona, por ello la presencia
de polen extranjero en una poblacion
puede ser muy raro, yague aunque el polen
puede ser dispersado a cientos de kilome-
tros y viajar durante varios dias, este polen
no es viable. Diversos estudios han
mostrado que el polen de maiz, frijol y el
avena, entre otras gramineas, no sobrevive
por mas de 24 horas, por lo que ¢l tiempo
puede ser un limite para que el polen viaje
largas distancias. No obstante Ia probabili-
dad de que el polen liegue viable de una
poblacién a otra, es inversamente propor-
cional al nivel de autofecundacion, pero N.
tefetzo no es auto compatible y tanto el
polen como las semillas pueden ser
transportados a varias zonas en una sola
noche por los murciélagos que polinizan
esta especie, ya que como se menciono
anteriormente los murciélagos pueden
desplazarse distancias considerables al
gstarse alimentando. Ademés Rojas-
Martinez et al., (1999) indica, en un reporte
reciente de la distribucion estacional de
Leptonucteris curasoae, que la migracion

latitudinal de este murciélago en Norte



América solo ocurre en latitudes cercanas
a los 30 °N, mientras que los murciglagos
son residentes en latitudes menores a 10s
21 °N, por lo que la presencia de este
murciélago esta asociada siempre a Ia
existencia de recursos florales tanto a nivel
geografico comolocal.

Todos estos factores han contri-
buido a que en el Valle de Tehuacan la
distribucion de la variabilidad genética
dentro y entre las zonas estudiadas parala
especie sea muy parecida. Por lo que N.
tetetzo no presenta una estructuracion, si
no una sola poblacion no subdividida o no
estructurada, 1o que en pocas palabras
indica que las diez diferentes zonas
estudiadas en el Valle de Tehuacan son en
realidad una sola poblacion, la cual hastael
momento presenta una diversidad genética
comparable a la de otras especies vegela-
lesy unalto flujogénico.

En estudios geneticos con
enzimas para cactaceas columnares
{Carnegiea gigntea, Lophocereus schottii,
Pachycereus pringlei y Stenocereus
thurber) indican que estas especies de
cactus tienen niveles de diversidad algo
mayores que ofras plantas lefiosas de larga

vida, por lo cual no resuita sorprendente

que Neobuxbaumia tetelzo y Fitzroya
cupressoides (alerce, Cupressaceas)
muastren una variacion poblacional muy
similar con valores de 73.13%y 26.87%de
variacion entre y dentro de la poblacion
para N. tetetzo y de 85.6%y 14.4% para F
Cupressoides.

Por otra parte Parker y Hamrick
(1992) observaron gue la reproduccion del
cactus columnar Lophocereus schotfii es
predominantemente asexual, pero la
poblacion estudiada muesira relativamente
altos niveles de diversidad y exceso de
heterocigotos, o cual es indicativo de un
alto nivel de entrecruzamiento, lo cual no
es extrafio ya que aunque en estudios
previos acerca del sistema de apareamien-
to de Lophocereus schottii se reporta que
muchos miembros de la familia
Pachyceresae son autocompatibles, se
han encontrado otros, como Carnegiea
gigntea, Stenocereus thurberi y
Stenocereus stellatus que requieren
entrecruzamiento ya que son auto incom-
patibles y son polinizados Gnicamente por
murciélagos, lo cual constituye un mecanis-
mo fuerte de flujo génico que es importante
para el mantenimiento de la diversidad

genética en las poblaciones, y es precisa-



mente este mecanismo el que ha provoca-
do que en ¢! Valle de Tehuacan N. tetefzo
presente una estructura genética poblacio-
nal panmictica, ya que los proceses de
interaccion comin entre las especies

tienen gran relevancia {Levin, 1979)




as agreas naturales protegidas,

como es ¢l caso del Valle de

Tehuacan-Cuicatlan que ha sido
decretado como reserva de la biosfera, son
instrumentos para Ja proteccion de la
biodiversidad, pero también deben tomarse
como proyecios de desarrolio sustentable,
ya que la regulacion del uso de vida
silvestre da lugar para la introduccion legal
de muchas especies en el mercado
econdmico Jo cual aunado con ofras
practicas como el ecoturismao beneficia en
gran medida a los habitantes de estas
zonas.

Se puede aumentar el conocimien-
to de las areas naturales protegidas y los
apoyos mediante convenios con ONG y
con la participacién ciudadana.

Se sabe que en el Vale de
Zapofitlan de las Salinas los habitantes
aprovechan las cacldceas como ornato,
forraje, combustible o alimento, por
ejemplo en la época de floracion masiva
utilizan las flores de N. tefefzo para prepa-
rarlas en vinagre, quitan las espinas de los
cactus para que estos sirvan de forraje af

ganado, preparan dulces, ficores, congela-

das efc. con los frutos de las cactaceas.
Por lo que si estamos seguros de que la
especie no se encuentra en procesos que
conlleven a la degradacion o a la extincién,
es conveniente que se haga uso de estos
recursos naturales, y si por el conirario
sabemos que &$ una especie que se debe
mantener bajo proteccién especial,
entonces hacer todo lo necesario para
asegurar su conservacion.

En el caso de la especie esiudiada
para tener un panorama mas amplio que
nos conduzca a la elaboracion de conclu-
siones completas acerca de su estado
actual, se puede disefiar un anélisis por el
cual se muestren {os sifios mas representa-
fivosde todoelvalle y pormediodefcual se
puedan comparar los caracteres morfologi-
cos y los caracteres genéticos de los
organismos. Asi mismo un andlisis que
permita correlacionar los tiempos en que
las localidades florecen con la ruta de
forrajeo de los murciélagos del Valle de
Zapotitian para evaluar !a efectividad de la
participacion de estos polinizadores en el

flujo génico delaespecie.



7.1 Método de Extraccién
De DNA para N. tetetzo.

e utilizd fa técnica de Dellaporta y

Wood (1983), que consiste en

macerar los fejidos en mortero
con vidrio molido y nitrégeno liquido.
Posteriormente se coloca 1 gr. de tejido en
tubos eppendorfde 1.5mly se agregan 500
ul de mercaptoetanol y 34 wi de SDS al
20%. La solucidn se coloca en aguaa65°C
durante 10 minutos. Al {érmino, se agregan
167 wl de acetato de potasioc 5 M y se
mantiene en hielo, o, a ~20°C durante 20
minutos. Se centrifuga a 14000 rp.m.
durante 20 minutos, se decanta el sobre
nadante a ofro tubo que contiene 350 i de
isopropanol y se mantiene en hielo durante
30 minutos para después volver a centrifu-
gar a 14000 r.p.m. durante 15 minutos. La
pastilla asf obtenida se deja secaren papel,
se resuspende en 600 pil de agua esteril y
se agregan 500 ul de Fenol Cloroformo 1:1,
la mezcla se agita por inversion y se deja
reposar de 2 a 3 minutos, se vuelve a agitar
y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 20
minutos, al termino de los cuales se recobra
lafase acuosa, sin traer la fase fendlica. Ala
fase acuosa se le agregan 50 il de Acetato

de Sodio, se agita y se agrega 1 ml de

etanol absoluto, se mantiene en hielo
durante 60 minutos, se centrifuga a 14000
ro.m. durante 30 minutos. Finalmente la
pastilla se lava con etanol al 70%, se seca
en papel y se resuspende en 50 pl de agua
estéril, El DNA asi obtenido se guarda a
4°C.
Visualizacién del DNA obtenido
Por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 0.8%, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados con luz
ultravioleta, se abservé la cantidad de DNA
obtenido {Fig. 7). Posteriormente se
cuantifico la concentracion de acidos
nucleicos en un espectro de luz ultravioleta,
con el factor dptico de extension 0.50 y con
celdade cuarzo.
7.2 Amplificacién al azar del DNA
poiimorfico (RAPD)
Las reacciones de amplificacion se
desarrollaron utilizando condiciones
estandar, se utilizd un amortiguador de tris
HCI 10 mM {pH 7.6) KCI 50 mM, MgCl, 1.5
mM asi como 10 mM de cada nucledtido
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP); 0.25 mM de
primer Operon Technology, de 50 a 200 ng
de DNA genomico y 1 unidad de taq
polimerasa Boehringer Mannheim. Se

probaron al azar 10 cebadores decanucleo-



tidos, cuyas secuencias se disefiaron
cuidando la proporcion Guanina Citosina.
Es importante probar con diferentes
temperaturas de alineacion y extension,
ademas del niimero de ciclos por reaccion.
La amplificacion se realizé en un termoci-
clador Perkin Eimer Gene Amp PCR
Systern 9600 programado a 40 ciclos bajo
las siguientes condiciones: 94°C para la
desnaturalizacion durante 1 minuto.
37° C para el alinea mienfo durante 2
minutos. 72°C para la polimerizacion o
extension durante 2 minutos. En el Glftimo

ciclo, la temperatura de polimerizacién a

72°C se mantiene por 7 minutos y poste-
riormente se flevaa4°C.
Visualizacién de los productos
de la ampiificaciodon
Una vez realizado el RAPD-PCR a
todas las muestras la separacién de los
productos obtenidos de la Amplificacion se
flevd a cabo por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados con luz
ultra violeta (Fig. 8). Lainterpretacion de los
patrones de las bandas se realizé en el
analizador de imagenes Aipha Imager

™2000.

DNA Neobuxtbaumia lefetzo, M represenia el marcador malecular
»/Hind 14, los nimeres del 1 a! 10 represenian el DNA de 10 organismes.

N : Amplificacion RAPD de organismes N, fefelze con
el cebador OPC 08, M reprasenta el mareador molecular A/Hind Hi.



Alinut T.R., Newton A.C., LaraA., Premoli
A., Armesto J.J., Vergara R., and
Gardner M. (1999) Genetic
Variation in Fitzroya cupresoides
(alerce), a threatened South
American conifer Molecular
Ecology 8, 975-987.

Assmusen M.A. and Schnabel
A.(1991)Comparative effects of
pollen and seed migration on the
citonuclear structure of plantspo-
putations. [, Maternal citoptasma-
tics inheritance. Genetics 128:639-
654.

Arias M., Gama S. y Guzman 1. U. (1997)
Flora del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan. Fasciculo 14 Cactaceae
A.L. Juss. Institufo de Biologia
UNAM. 95-96

Ayala F., McCormick R, Chilton M,
Holton G. (1989) On Being a
Scientist. National Academy
Prass. Washington D.C.

Becker J. Vos P. Kuiper M., Satamini F. ad
Heun M. (1995) Combined
mapping of AFLP and RFLP
markers in barley. Genetics.

249:65-73.

Bonnin 1., Huguer T, Gherardi M,
Prosperi M., Olivieri 1. (1996)
High level of polimorphism  and
structure in a selfing plant species,
Medicago truncatula {Legumino-
sae} show using RAPD markers.
American Journal of Botany 83
843-855.

Breyne P., Boerjan W., Gerats T.(19973)
Appliations of AFLP in plant
breeding molecular biology and
genstics. Belgican Journal of
Botany.. 129:107-117.

Breyene P, Buysschaert C., Kremer A,,
Van Montagu M. and Van Gysel
A.(1997b) Distribution of genetic
diversity within pilot species of the
tropical forest. Belgican Journat of
Botany. 129:160.

Buso G. S., Rangel P.H., Ferreira M.E.
(1998} Analisis of genetic variabi-
lity of South American rice popula-
tions {Oryza glumaepatula) with
isozymes and RAPD markers.
Molecular Ecology 7, 107-117.

Buth D.G. (1984) The application of
electrophoretic data in systematic
studies. Ecological Systems.
15:501-522.



Camargo L.E.A, Savides L., Jung G.,
Nienhuis J. y Osborn T.C. (1997)
Lacation of the self-incompatibility
locus in and RFLP and RAPD map
of Brassica oleraceae. Journal of
Heredity 88:57-60.

Conabio 1998, La diversidad biolégica de
México: Estudio de pais, 1998,
Comisién Nacional para el uso de
la Biodiversidad. México. 341 pp.

Conduit R. And Hubbell 8. (1991)
Abundance and DNA sequence of
two-based repeat regions in
tropical tree genomes. Genome
34:66-71.

Cota H. y Wallace R.S. (1395) Karyotipic
studies in the genus Echinocereus
(Cactaceae) and their taxonomic
significance. Caryologia. 48 105-
122,

Cota H. y Wallace R.S. (1996) La citologia
y sistematica molecular en la
familia Cactaceae. Cactaceas
Suculentas de México. XLI: 27-43.

Cody M.L. (1998) Nichos estructurales de
especies de cactaceas columna-
res. Memorias del Taller
Internacional de la Evolucion,
Ecologia y Conservacion de

cactaceas columnares. Del 28 de

junio al 3 de julio de 1998,
Tehuacan, Puebla.

Chakaborty R. and Bogemans J. {1997)
Determination of relatedness of
different ecotypes of Aster fripo-
fium germplasm by RAPD analy-
sis. Belgican Journal of Botany.
83:51-57.

Chase M., Kesseli R. and Bawa K. (1996)
Microsatellite markers for popula-
tion and conservation genetics of
tropical trees. American journal of
hotany 83.51-57.

Crisi J.V., M.F. Lopez-Armengdl,
Introduccion a la teoria y practica
de la Taxonomia Numérica, serie
de Biologia, Monografia (Secreta-
ria General de {a Organizacién de
los Estados Americanos,
Washington, D.C., 1983) vol. 26.
132pp.

Davila P. y Arias S. (1998). Fitogeografia
de las cactaceas columnares
(Pachycereeae) en México.
Memorias del Taller Internacional
de la evolucion, ecologia y
conservacion de cactaceas
columnares, Del 28 de junio al 3de
julio de 1998, Tehuacan, Puebla.



ESTA TEs;s
NO

Davila P., Villasefor J.L., Medina
R.,Ramirez A., Salinas
A.Sanchez-Ken J. y Tenorio P.
(1993) Flora del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan. Listados
floristicos de México X. Instituto de
Biologfa, Universidad Nacional
Autdnoma de México. México D.F.

De Greef B. and Triest L. (1997) Genetic
diversity assessment in Primufa
populations. Belgican Journal of
Botany. 129:161.

De la Cruz M., Whitkus R, Gomez-
PompaA. y Mota-Bravo L. (1995)
Origins of cacao cultivation. Nature
375:542-543.

Dellaporta,S.L. ,J. Wood, and J.B. Hicks.
{1983) A plant DNA miniprepara-
tion: Version Il. Plant Molecular
Biology Reproduction. 1:19-21.

Dweikat Y., Ohm H., Mackenzie S,
Patterson F., Cambrén S. y
Ratcliffe R. (1994) Association of a
DNA marker with Hessian fly
resistence gene H9 in wheat.
Theoretical and Applied Genetics
89: 964-968.

Dobzhansky, T. 1983. Evolucion.Omega.
Barcelona, Espafia. PP558.

Ennos R.A. (1994)Estimating the relative

rates of pollen and seed migration
among plant populaions. Heredity
72:250-259.

Fritsch P. y Rieseberg L.H. {1992} Hig
outcrossing rates maintain male
and hermafrodite individuals in
populations of the flowering plant
Datisca Glomerata. Nature
359:633-636.

Gambier R.M. y Mulcahy D.L. (1996) The
association between pollen size
and Renner complex in Oenothera
Villaricae and O. Picensis ssp.
Picensis and their hybrids:
evidence for preanthesis pollen
competition. Theoretical and
Applied Genetics, 92:140-144.

Gareia E. {1988) Modificaciones al sistema
de clasificacion climatica de
Kopen. Instituto de Geografia,
UNAM, México. 153,

Godinez ~Alvarez H. and Valiente-
Banuet, A. (1998) Germination
and early seedling growth of
Tehuacan Valley cacti species: the
role of soils and seed ingestion by
dispersors on seedling growth.
Journal of arid environments 39
21-31.



Godinez-Alvarez H., Valiente-Banuet, A.,

Valiente-Banuet, L. (En prensa
para Canadian Journal of Botany)
Biotic interactions and the popula-
tion dynamics of the long-lived
columnar cactus Neobuxbaumia
tetetzo in the Tehuacan Valley,

Mexico.

Guiller A., Bellido A. and Madec L. (1998)

Genetic distances and Ordination:
The land snail Helix aspersa in
North Africa as test case. Syst.
Biol. 47:208-227

Hamrick J.L. Nason Jhon D. y Fleming

Theodore H. (1998) Memorias del
Talter Internacional de Evolucion,
Ecologia y Conservacion de
cactaceas columnares. Del 28 de
junio al 3 de julio de 1998,

Tehuacén, Puebla.

Harper ,J.L. {1977) Population Biology of

Plants. New York. Academic Press.

Harrison R.E., Luby J.J., Furnier G.R.

and Hancock J.F.
{1997)Morphological and molecu-
lar variation among populations of
octoploid Fragaria virginiana and
F. chiloensis {Rosaceae)from
North America , American journal
ofbotany 84.612-620.

Hartt L. Daniel and Clark C. Andrew.

(1989) Principles of population
genefics. Sinauer Associate, Inc.
Suderland Massachusets. Pp.
576.

Hartl G.B., Willing R., Nadlinger K. (1994)

Allozymes in Mammalian
Population genetics and systema-
tics: Indicative function of a marker
system reconsidered. Molecular
Ecology and Evolution:
Approaches and Applications. Ed.

B. Schierwater, Switzerland.

Hoelzel A.R. and Green A. (1992) Analysis

of population-level variation by
sequencing PCR-asmplified DNA:
159-188. En :Hoezel AR. {De)
Molecular Genetic Analysis of
Population. A practical approach.
IRL Press, Oxford.

Hombergen E.J. y Bachmann K. {1995)

RAPD mapping of three QTLS
determining trichome formation in
Microseris  hybrid H27 (Astera-
ceae: lLactucaceae). Theoretical
and Applied Genetics 90:853-858.

Hormaza J.L., Dollo L. y Polito V.S, {1994)

Identification of a RAPD marker
inked to sex determination in

Pistacia vera using bulked segre-



gant analisis. Theoretical and
Applied Genetics 89:9-13.

Hsiao J.K. and Lee M. (1999) Genetic
diversity and microgeographic
differentiation of Yushan cane
(Yushania niitakayamensis,
Poaceae) in Taiwan. Molecular
Ecology 8, 263-270.

Huff D.R., Peakal R. y Smouse P.E.
{1993) RAPD variation whitin and
among natural populations of
outcroussing buffalograss (Bucloé
dactyloides (Nutt) Engeim).
Theoretical and Applied Genetics
86:927-934.

Kijas J., Flowler J. and Thomas M.(1995)
An evaluation of sequences
tagged microsateliites site markers
for genetic analysis within citrus
and relates species. Genome
38:349-355.

Klein-Lankhorst R.M., Vermunt A.,
Weide R,, Liharska T. y Zabel P.
(1991) isolation of molecular
markers for tomato (L.
Esculentum) using random
amplified polymorphic DNA
(RAPD). Theoretical and Applied
Genetics 83: 108114.

Lande R. and Barrowclough G.F. (1987)
Effective population size, genetic
variation and their use in popula-
tion management. En Soule M. E.
(Ed.) Viable populations for
conservation., Cambridge
University Press. Cambridge. pp.
87-123.

Lawson W.R., Goulter K.C., Henry R.J.,
Kong G.A. y Kochman J.K
(1996) RAPD markers for a
sunflower rust resistance gene.
Australian Journal of Agricultural
Research 47:395-401.

Levin D.A. (1979) The nature of plant
species. Sciencie 204. 381-384.

Lin J.J. and Kuod. (1995) AFLP™ A novel
PCR-based assay for plant and
bacterial DNA fingerprinting.
FOCUS 17:66-70

Lynch M. and Milligan B.G. (1994)
Analysis of Population genetic
structure with RAPD markers.
Molecuiar Ecology. 3:91-99.

Mackill D., Zhang E., Redona E. and
Colowit P. {1996) Level of poly-
morphism and genetic mapping of
AFLP markers in rice. Genome 39.
969-977.



species: Erodium paularense

Fem. Gonz. and fzco Malacular

and Hustis G.(1996) Amplified
fragment length polymorphism

diversily, inheritance, and near
isogenic line analysis, Theoretical

gt e

and Applied Genetics 83:392-401.

3& to downy mildew from Lacluca

serriofata o existing ciusiers of

x>
o
gl
=8
=
B
Lod
T3
v
ce
w
<=}
&

Associations among protein

Mitton J.B. y Grant M.C. (1884}

iations among protein

I>
(72
o
=)
ili

Ecological Systems. 15 476-492.

.T. Osama A., El-Kholi, E. EI-
hinnnawi, Holdgate M.V,
ficmichael D.F. and MUNN R.E.
(1992) The World Environment
1972-1952: Two Decades of

Chailenge. Chapman and Hall.pp

Mouzevar 5., Rockal-Drevet P, \genizhit-

tel L., Philippon J., Tourvieille De
Labrouhe D, Vear F, y Nicolag .
(1995} RFLP and RAFD mapping
of the sunflower P/ locus for
resistanse to Plasmopara haistedii
Race 1. Theoretical and Applied

Genetics 91: 733-737

Mulkahi D.L. Weeden N.F,, Kesseli R

y Carrelis B, (1597) DNA probes
for The Y chromosome of Silene
latifolia, a divecious angiosparm.

Sex Plant Reproduction 5:86-88.

Nason, J., Hamrick, |, Fleming, 7. 1008

Fitogeografia de una cactacea

columnar del desierto Sonorense.

Memorias def Taller infernacional




de la evolucion, ecologia Y
conservacion de cactaceas
columnares. Del 28 de junio al 3de

julio de 1998, Tehuacan, Puebla.

Ohmori T. Murata M. y Motoyoshi F.

(1995) ldentificaction of RAPD
makers linked fo the Tm-2 locus in
tomato. Theorefical and Applied

Genetics 90:307-311.

Otero A.,De la Cruz My Oyama K. (1997)

El uso de los RAPDs como
marcadores moleculares en
plantas. Instituto de Ecologia
UNAM. Boletin de la Sociedad
Botanica de México. 60:85-117.

Peakall R., Smouse P. E., and Huff D. R.

(1995) Evolutionary implications of
allozyme and RAPD variation in
diploid populations of dioecious
buffalograss Buchlog dactyloides.

Molecular Ecology 4, 135-147.

Philbrick C.T. {1993) Underwater cross-

pollination in Calitriche hermaphro-
ditica (Cailitrichaceae): evidence
from random amplified polimorphic
DNA markers. Americal Journal of

Botany 80:391-394.

Prevosti A. (1984} La genética de pobla-

ciones hoy. Mundo Cientifico 4.

316-323.

Puertas M. J. (1992) Genética

Fundamentos y Perspectivas. Mc.
Graw-Hill, Interamericana de

Espaiia.

Procunier J.A., Toweiy-Smith T.F., Foxs.,

Prashars., Gray M., Kim WK
And Ducky PL. (1995) PCR-
based RAPD-DGGe markers
linked fo leaf rust resistanse genes
Lr29 and Lr25in wheat (Tricoticum
aestivum L.} Journal of Genetics

and Breeding, 49:87-91.

Robbins M.A., Witsenboer H,,

Micheimore R.W., Lailberte J. F.
y Fortin M.G. (1994) Genetic
mapping of tumip masaic Virus
resistence in Lactuca Sativa.
Theoretical and Applied Genetics.

89:583-589.

Rojas-Martinez A. y Valiente-Banuet, A.

(1996) Analisis Comparative de la
quiropterofauna del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, Puebla-
Oaxaca. Acta Zoologica Mexicana,

(n.8)67:1-23.

Rojas-Martinez A., Valiente-Banuet, A,

Arizmendi M., Alcantara A., and

Arita T. {1999) Seasonal distribu-




tion of the long-nosed bat (Lep-
tonycteris curasoae) in North
America: does a generalized
migration pattern really exist,
Journal of Biogeography. 26. 1068-
1077.

Rzedowsky J. (1962} Confribuciones & ia

fitogeografia floristica de México y
Algunas consideraciones acerca
del elemento endémico en fa flora
de México. Boletin de la Sociedad

Botanicade México. 27:52-65

Rzedowsky; J. (1978) Vegetacion de

México. México, D. F. Limusa, SA.

432pp.

Sharma S., Knox M. and Ellis T.(1996)

AFLP analysis of the diversity and
phylogeny of lens and its compara-
tion with RAPD analysis. Genetics.

93:751-758.

Scheepers D. Eloy M.C. and Briquet M.

(1997} Use of RAPD for clones
verification and in studing rela-
fionships among provenances in
Norway spruce (Picia abies].
Belgican Journal of Botany.

129158,

Steward C.N. Jr. y Excoffier L. (1996)

Assesing population genetic

structure and variability with RAPD
data; Application to Vaccinium
macracarpon {American cran-
berry). Journai of Evolutionary

Biology ©: 1563-171.

Valiente-Banuet, A., Davila,P.,

Arizmendi.P.C.Rojas, A. y Casas
A.(1995) Bases Ecologicas del
Desarrollo Sustentable en Zonas
aridas: El caso de los bosques de
cactaceas columnares en el Valle
de Tehuacan y Baja California Sur,
México. En: G.M. Anaya y C. Diaz
Editores. Memorias del IV Curso
sobre desertificacion y desarrollo
Sustentable. PNUMA, FAO.
Colegio de postgraduados,

Chapingo, México. Pp. 20-36.

Valiente-Banuet, A., Arizmendi M,

Rojas-Martinez A. and
Dominguez-Canseco L. (1996)
Ecological relationships between
columnar cacti and nactar-feeding
bats in Mexico. Journal of Tropical
Ecology.12:103-119.

Valiente-Banuet, A., Bolongaro-

Cervenna, A, 0., Ezcurra, E.,
Rosas M., Nuiiez, H., Barnard, G.

and Vazquez, E. (1991 Spatial



relationships between cacti and
nurse shrubs in a semi arid
environment in central Mexico.
Joumal of Vegetation Science 2:
15-20.

Valiente-Banuet, A, Rojas ~Martinez, A.,
Casas, A., Arizmendi M., and
Davila P. (1997) Pollination biclogy
of two winter-blooming giant
columnar cactiin the Valley, central
Mexico. Joumnal of arid environ-
ments 37:331-341.

Valiente-Banuet, A. and Escurra E.,
(1991) Shade as a cause of the
association between the cactus
Neobuxbaumia tetetzo and the
nurse plant Mimosa luisana in the
Tehuacan Valley, Mexico. Journal
of Ecology 79: 961-971.

Valiente-Banuet, A., Vite F., And Zavala-
Hurtado J. (1981} Interaction
between the cactus
Neobuxbaumia tetetzo and the
nurse shurb Mimosa luisana.
Journal of Vegetation Science 2
11-14.

Valiente-Banuet, A., Flores-Hernandez
N., Verdit M., and Davita P. (1998)

The chaparral vegetation in Mexico

under nonmediterranean- Tethyan
Hypoteses reconsidered. Americal
Journal of Botany 85 (10): 1398-1408.
Van Eck H.J., Rouppe vander Voort J.,
Draaistra J., van Zandvoort P,
van Enckevoort E., Segers B,
Pelman J., Jacobsen E., Helder
J. and Bakker J. (1995} The
inheritance and cromosomal
jocalization of AFLP markers in a
non-inbred potato offspring.
Molecular Breeding 1:397-410.
Weir B.S. y Cockerham C.C.(1984)
Estimating F-statics for the
analysis of population structure:
Evolution 38: 1358-1370.
Welsh J. y McClelland M. (1990)
Fingerprinting genomes using
PCR with arbitrary primers Nucleic
Acids Research 18:7213-7218.
Whitkus R. De la Cruz M., Mota-Bravo L.
y Goémez-Pompa A. (1997)
Genetic diversity of tropicai crops
maintained by ancient cultures: An
example in Cacao. Theoretical and
Applied Genetics (en prensay.
Whitty PW., Powell W. and Sprent J. L.
(1994) Molecular separation of

genera in Cassiinae (Legumino-



sae), and analisis of variationin the
nodulating species of
Chamaecrista. Molecular Ecology
3:507-515.

Williams J. G. K., Kubelik A. R,, Livak K.
J. Rafalski J. A, Tingey S. V.
(1990) DNA polimorphisms
ampliefed by arbitrary primers are
useful as genetic markers. Nucleic
Acids Research 18, 6531-6535.

Zavala-Hurtado, J. A. (1982) Estudios
acoldgicos en el Valle semiarido de
Zapotiflan, Puebla. 1, Clasificacion
numérica de la vegetacion basada
en atributos binarios de presencia
0 ausencia de las especies. Bidtica

(México). 7:99-120.



Este trabajo se imprimio
el dia 6 de octubre det 2000

en ia Ciudad de México.

g few«mm' e

DRy 2

Hoiats Tﬂr-’:ci»# BAU&WM»



