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RESUMEN

Agave deserti pertenece al grupo Deserticolae (Gentry, 1982), el cual se divide en 3
subespecies: A, deserti deserti, A. deserti simplex 'y A. deserti pringle/ y se encuentra
distribuido en el desierto Sonorense, el cual comprende parte de Sonora y parte de la
Peninsula de Baja California por lo que resuita un buen modelo para entender la dindmica
evolutiva de un grupo de organismos separados por una barrera geografica como es la
que forma el mar de Cortés.

Se estimd la estructura genética de 6 poblaciones midiendo ios niveles de variacidn
genética, mediante estos niveles de variacidn se calcularon la heterocigosis, la £st (en
términos de 6 theta), el flujo génico, las distancias genéticas (Nei, 1978). ademas de
calcular las distancias geograficas y las relaciones filogenéticas entre las poblaciones.
Para detectar estd variacién se utilizaron marcadores moleculares del tipo RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA, Williams et al. 1990), los cuales se basan en la
técnica de PCR y permiten obtener patrones de bandeo mediante electroforesis,

Agave deserti presenta niveles altos de heterocigosis (Hs= 0.21) y un alto porcentaje de
loci polimdrficos (P= 68.2%), lo que indica un alte nivel de variacidn genética. Con
respecto a la diferenciacién genética entre las poblaciones se obtuvieron valores
intermedios de 6= 0.14 (6= Fs?) y un flujo génico también intermedio de Nm= 2.22, lo
que nos habla de que a pesar de las distancias geograficas existe flujo génico entre las
poblaciones, lo que concuerda con la elevada variacion genética que se mantiene por el
intercambio de material genético mediante el flujo del mismo, contrarrestando la posible
fijacion de alelos por seleccion natural o deriva génica.

El analisis de las poblaciones nos permite observar como A. deserty deserti junto con A.
deserti pringlei forman un grupo, mientras que A. deserti simplex forma otro, siendo esto
l6gico ya que los primeros se encuentran sobre la peninsula y los segundos en el
continente, con distancias genéticas pequefias, siendo la poblacidon mas alejada
genéticamente la de La Rumorosa (0.063), que a su vez es la mas alejada
geograficamente al localizarse en la frontera con USA. Estés distancias indican la cercania
genética entre las poblaciones, lo que puede entenderse gracias tanto por el flujo geénico,
como porque el tiempo de divergencia y la distancia geografica no han sido o
suficientemente contundentes para generar diferenciacion genética a pesar de la
variacion morfoldgica que se observa. Esta Ultima se puede explicar como la respuesta
locai a las caracteristicas fisicas y climaticas de cada localidad. Lo que sugiere que todas
las subespecies forman una sola especie, sin subespecies y tal vez solo a traves de

mucho tiempo estos dos grupos se alejen genéticamente y geograficamente hasta
generar especiacion.
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ABSTRACT
Agave deserti belongs to the Deserticolae group (Gentry, 1982), which is divided into
three subspecies: A deserti desert], A. deserti simplex and A deserti pringler. 1t's
distributed through the Sonorian desert spread in parts of Sonora and the Baja California
peninsula. Agave deserti is a good model for understands the evolutionary dynamics of a
group of organisms separated by a geographical barrier, the sea of Cortes.

The genetic structure of 6 populations of A. desert/ was estimated by measuring of the
genetic variation of RAPDs marker. Heterozygosity, # (in terms of theta), gene flow and
genetic distances (Nei, 1978) were calculated. The geographic and genetic distances
between populations were aiso caiculated. RAPDs markers (Williams et. al. 1990) which
are based in PCR technique and aliow obtaining electrophoretic band patterns, were used
to detect this variation.

Agave deserti has high levels of heterozygosity {H=0.21) and a high percentage of
polymorphic ioci (P= 68.2%) which indicate a high level of genetic variation. In relation
to the genetic differentiation between populations, intermediate values of theta=0.14
(theta=F,) were obtained; suggesting that gene flow is occurring among populations.
This is consistent with high genetic variation that is maintained by gene flow, opposing
alleles fixation by genic derive or natural selection.

The population analysis allows us to observe that A. desert/ deserti and A. deserti pringle/
group together in the Peninsula, while A. deserti simplex from Sonora forms another
group. The “La Rumorosa” population is the most distant both genetically and
geographically, being located near the US border. These distances indicate the genetic
closeness between populations. This fact allows understanding that gene flow;
divergence time and the geographic distance have not been enough for genetic
differentiation even though morphological variation is observed. This last fact can be
explained as a local answer to the physical and climatic characteristics of each location.
Which suggests that subspecies categories in A. deserti may not be valid and form only
one species, without subspecies and only through a lot of time, these groups will genetic
and geographic separated until generating speciation.




INTRODUCCION

En América, los miembros del género Agave se encuentran distribuidos entre ios
40° de latitud norte y los 20° latitud sur (Alvarez de Zayas, 1989). Muestran una
especial tolerancia a la temperatura y a la aridez, con lo que el gradiente de
ambientes en que se encuentran pueden diferir en altitudes, desde la costa hasta
alturas cercanas a los 3,000 msnm; prefieren suelos principalmente calcareos,
aunque también los suelos derivados de rocas metamdérficas o igneas (Alvarez de
Zayas, 1989). Esto io Jogran principalmente debido a sus adaptaciones para
soportar prolongados periodos de sequia a través del control de la transpiracidn y
las reservas de agua de sus tejidos foliares, caulinares y radiculares. Estas
adaptaciones consisten entre otras, en abundantes fibras duras, cuticula gruesa y
abundantes dientes marginales, ademas de un metabolismo del tipo CAM. Suelen
habitar en vegetaciones xeromorficas, estableciéndose principalmente por los
factores climaticos o por factores edaficos. En cualquiera de estas condiciones
suelen tener a su favor poca competencia para su establecimiento y desarrollo
(Alvarez de Zayas, 1989).

El género Agave ha sido dividido por Gentry (1982) en dos subgéneros: Littaea,
caracterizado por sus inflorescencias de apariencia espigada o racemosa y Agave
con inflorescencias paniculadas y flores en grandes agregados umbelados sobre
peduinculos laterales.

El género Agave presenta el 75% de sus especies en México y del total de éstas

un 58% son endemicas de México (tabla 1). Por lo tanto, es un género de gran




importancia en México y su estudio y conservacion debe considerarse como
una responsabilidad dentro de la comunidad cientifica del pais. Por otra parte
dentro de la biologia de la conservacidn, estudios de genética de poblaciones han
ido adquiriendo importancia en ia ultima década (Equiarte, 1990, Eguiarte et al.
1992, Ellstrand v Ellam, 1993, Hamrick et al. 1991) y recientemente seé han
aplicado a miembros de la familia Agavaceae (Martinez-Palacios, et al. 1999).

Dentro de la Repiblica Mexicana el desierto Sonorense se considera la zona mas
importante en riqueza y endemismo del género Agave, abarcando gran parte de
Sonora, asi como practicamente toda la peninsula de Baja California, siendo éste
un desierto que muestra un gradiente climatico arido de subtropical a tropical
{Axelrod, 1979). La peninsula de Baja California presenta 12 especies endémicas,
5 de ellas en la regién de los Cabos en el extremo sur de la peninsula, mientras
gue fa regidn formada por los limites de Sonora, Chihuahua y Sinaloa,
especialmente entre Navojoa vy los limites con Chihuahua alberga otras 7 especies
endémicas (Garcia-Mendoza, 1995).

La diferenciacion de las especies de Agaves en la Baja California pudo haber
comenzado por lo menos desde el Eoceno-Mioceno, es decir entre 57.5 ma. y 5
m.a. periodos en los que existio una intensa actividad volcanica en la regidn y que
culmind con la separacion parcial de la peninsula respecto al continente
(Moctezuma y Serrato, 1988). Para el Plioceno, hace 12 millones de anos, la
peninsula se hallaba casi totalmente emergida y separada (Moctezuma y Serrato,
1988); esto seguramente implicd que las plantas del subgénero Agave
evolucionaran independientemente de las del continente (Garcia-Mendoza, 1995).



Todo esto nos permite explorar el efecto de la historia geografica v la
tecténica de! desierto Sonorense en la estructura y variacion genética de las
especies que se encuentran en el mismo, donde Agave desertiy sus subespecies
parecen ser un modelo ideal para poner a prueba estos efectos gracias a que
presentan una distribucién que contempla poblaciones en Baja California y
Sonora, asl como hacia los Estados Unidos de América, donde Gentry (1982)
propone que se origing la especie.

Determinar el nivel de diferenciacion genetica entre las poblaciones de Agave
deserti permite evaluar los efectos de la separacidn de Baja California con
respecto al continente. Estd separacién presenta condiciones ambientales
especificas para cada poblacién y esto a su vez puede repercutir en diferencias
genéticas y procesos de especiacion.

Segun estimaciones moleculares (Eguiarte L. et al. datos no publicados) vy
mediante la calibracidn de un reloj molecular, toda la familia Agavaceae se origind
entre hace 30 a 14 millones de anos, y las especies del genero Agave se
separaron hace muy poco tiempo, entre hace 1 a 2 millones de aftos, 1o que nos
sugiere que la peninsula de Baja California ya se encontraba separada con
respecto al continente al momento de que Agave deserti y sus descendientes
colonizaran el desierto Sonorense.
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Tabla 1. Riqueza y endemismos del génere Agave en México {Garcia-Mendoza,

1995).
M Taxa Numero total | Numeroy % de | Numeroy % de |
de especies especies en especies endémicas
México
Género Agave 155 116 (75%) 90 (58%)
Subgénero Littaea 53 47 (88%) 41 (77%)
Subgénero Agave 102 69 (68%) 49 (48%)

CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE Y SUBESPECIES
Agave deserti forma parte del grupo Deserticolae (tabla 2), asi como del

subgénero Agave dentro del género Agave (Gentry, 1982).

Tabla 2. Especies y subespecies del grupo Deserticolae (Gentry, 1982).

ESPECIE SUBESPECIE

1. Agave avellanidens

2. Agave cerulata A.cerulata cerulzta
A.cerulata nelsonii
A.cerufata subcerviata
A.cerulata dentiens

3. Agave deserli A.deserti deserti
A.deserti pringlei
A.deserti simplex

4. Agave subsimplex

5. Agave gigantensis

6. Agave margarilae

7. Agave mckelveyana

| 8. Agave moranis

9. Agave sobria A.sobria sobria
A.sobria frailensis
A.socbria roseana

10. Agsve vizcaincensis
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El grupo Deserticolae se caracteriza por estar compuesto por plantas
suculentas de didmetro pequefioc a mediano, con un tono de gris a verdoso,
también podemos encontrar especies no suculentas con diametros de mediano a
grandes, verdes, con 1as rosetas acaulescentes 0 poco acaulescentes. Sus hojas
son pencas rigidas con fibras gruesas, que presentan una cuticula gruesa y
formas lanceoladas con dientes débiles o también podemos encontrar hojas
gruesas con dientes firmes. Sus paniculas presentan pequefias ramas [aterales
con bracteas pedunculadas y grupos de flores umbeladas. Las flores son
relativamente pequefias con un tubo abierto muy corto (4-8 mm) y tépalos largos
que alcanzan entre 3 y 5 veces el largo del tubo. Florecen durante la primavera y
producen capsulas que son entre pequeias y medianas. Se distribuyen en la
region del desierto Sonorense comprendiendo el sureste de California, Arizona,
Baja California y Sonora (Gentry, 1982).

Las principales caracteristicas de la especie Agave deserti y sus subespecies se
presentan en una fabla comparativa (tabla 3), para separar de manera mas
sencilla las diferencias entre ellas (Gentry, 1982).
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Tabla 3. Caracteristicas de las subespecies de Agave deserti (Gentry, 1982).

Agave deserti deserti

Agave deserti pringlei

Agave deserti simplex

Tamafio | Tamafio mediano, de 30 a 50 cm de | Tamano mediano, de 46 a 70 De pequefias 8 medianas.
roseta alto vy de 40 a 60 ¢m de didmetro. | cm de alto y de 50 a 80 cm de
diametro.
Color Gris claro opaco. Verde a verde amarillento o gris | Verde claro a gris claro opaco.
opace.
Tamang | Variables, de25ad40cmdelargoy | Variables, de 40 a 70 cm de | Variables, de 25 a 40 cm de largo
hojas de 6 a 8 ¢m de ancho. largo y de 5 a 7 cm de ancho. y de 6.5 a 10 cm de ancho.
orma de | Lanceoladas a linear-lanceoladas, Triangulares, angostas, Lanceoladas, firmes, rigidas,
as hojas un poco angostas de arriba y lanceoladas, angostas en la concavas en el dorso hacia su
anchas en la base, hacia la zona | punta y ensanchandose hacia la parte media con margenes
central de las hojas se engrosan base, engrosadas en su parte ondulados.
haciéndolas rigidas, céncavas en el | media inferior y delgadas hacia
dorso y convexas en el envés. la punta.
Hojas Con clspides delgadas, dientes Espaciados regularmente con 1 | En la parte media de Ia hoja son
lentadas chicos que van de 23 3 mmde o2cmydeS5a 10 mmde aproximadamente de 5 a § mm
longitud y grandes que van de & a 8 | longitud, esbeltos y ligeramente | de largo, y una distancia entre
mm de largo, grises, con una curvados. ellos de 1 a 3 ¢m, son de café
distancia entre ellos de 15 a2 30 mm. hacia griséceo y presentando
curvaturas variadas.
Espina Es fuerte, generaimente de 2 a 4 Dato no proporcionado por &l Sélida, de 3 a 4 cm de largo,
cm de largo, de café claro a autor. ranurada en el dorso, de café
grisaceo. obscuro a gris claro.
Paniculas | Van de 2.5 a4 mde altoy bracteas | Presentes de 3a 6 mde alte | Alcanzan entre 4 y 6 m de altura
triangulares de 8 a 1S cmde largo y | con ramas laterales, (de 10 a con ramas cortas {de 8 a 15),
ramas laterales umbeladas. 15), umbeladas. umbeladas.
Flores |Amarillas, miden entre 40 y 60 mm| Amarillas, de 40 a 60 mm de Amarillas, pequefias de 40 a 60
de largo y tienen un ovario de 22 a| longitud, con ovario de 20 a 35 mm de longitud con ovario
40 mm de longitud, con un cuello| mm de largo, fusiforme, con el | verdoso de 20 a 30 mm de largo,
angosto y un tubo poco profundo cuellc acanalado y un tubo fusiforme, con cuello de 4a 6
ded a6 mm. ampliode 5 a 8 mm de mm y un fubc corto de 5 a3 8 mm
profundidad. de longitud.
Tépalos Iguales, de 14 a 20 mm de largo. Desiguales, de 15 a2 20 de alto Desiguales, de 15 a 20 de alto
por de 5a 7 mm de ancho. por de 4 a 5 mm de ancho.
Filamen- | De 25 a 35 mm de largo, insertados Insertados en un anillo del De 30 a 42 mm de largo,
tos en la base de los tépalos. nectareo. insertados por debajo de los
tépalos.
Anteras | De 13 a 18 mm delargo, amarillas. | Dato no proporcionadeo por el De 15a 21 mm de fargo,
autor. amarillas y regulares.
Semillas Negras, de4a 5 mm.

Negras, de4a 5 mm.

Negras, de 4 a 5 mm.
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TECNICA (RAPDs)

Los marcadores moleculares RAPDs: Random Ampiified Polymorphic DNA (Williams
et al. 1990), lo que traducido lNamariamos “ADN polimérfico amplificado
aleatoriamente”, se obtienen mediante amplificaciones de PCR (polymerase chain
reaction), es decir “reacciones de la polimerasa en cadena”. Los RAPDs son
marcadores moleculares obtenidos por amplificaciones del ADN total mediante la
técnica de PCR con segmentos de aproximadamente 10pb de ADN tomados
aleatoriamente (es decir, sin tomar en cuenta la secuencia de pares de bases),
conocidos como primers o cebadores. Estos primers tienen como caracteristicas un
contenido de G+C (Guanina-+Citosina) de 50 a 80% y gue las secuencias no sean
palindrémicas (es decir, que no se lea igual la secuencia en un sentido que en el
otro). Obteniendo fragmentos de ADN que forman patrones de bandeo al correr las

muestras en un gel de agarosa mediante electroforesis (Fu et al. 1993).

El niumero de fragmentos de ADN resultantes dependen del primer y del ADN
gendmico utilizados. Una sola substitucion en la secuencia del primer puede resultar
en un cambio totalmente distinto en el patrén de bandeo de los RAPDs. las
condiciones de las reacciones de PCR limitan el tamano de las bandas entre 100 y
3000 pb. Los marcadores moleculares RAPDs son marcadores dominantes, ya que se
detecta la misma banda en el homdcigo dominante y en el heterdcigo y por lo tanto
no se pueden detectar a los heterdcigos.

Para que se produzcan fragmentos (bandas), es necesario que el primer se alinie en
dos sitios en las hebras opuestas del ADN, con una separacion maxima de unos 2 kb

entre ellas (Edwards et. al. 1998). La técnica se aplica tomando en cuenta el hecho



de que en un PCR estandar se necesitan dos diferentes primers (uno para cada
sentide) con la secuencia de bases determinada por la secuencia del fragmento que
se desea amplificar, en cambio los RAPDs utilizan un solo primer escogido al azar.
Durante la etapa de alineacion, este primer actiia en ambos sentidos (Edwards et al.
1998). El polimorfismo en los RAPDs se puede observar con la sustitucion de un solo
par de bases, la insercidn y/o delecion en los sitios de union del primer.
Adicionalmente, inserciones y deleciones pueden cambiar el tamaiio de la banda (Fu
et al. 1993). Como otros marcadores moleculares, los RAPDs se pueden utilizar para
marcar cromosomas Yy genes, para obtener huellas genomicas (fingerprint genomes)
y para producir mapeo de genomas.

Las ventajas en el uso de los RAPDs como marcadores son:

« Existe un universo potencialmente infinito de primers, que pueden ser utilizados
con cualquier especie (Fu et al. 1993).

« No se requiere de librerias génicas, radioactividad, transferencias del tipo
southern o de la secuencia del primer (Fu et al. 1993).

« Es una técnica simple, rapida y barata (Williams, 1990).

s Suelen ser marcadores neutros, que toman en cuenta todo el genoma (genes,
pseudogenes, regiones espaciadoras, regiones reguladoras, etc.) detectando un
alto polimorfismo (ver tabla 12).

« Se observa generalmente mayor polimorfismo que con isoenzimas (Liu y Furnier,
1993). Aungue existen excepciones como en el Agave subsimplex donde se
reporta una Hs de 0.28 con isoenzimas y de 0.14 con RAPDs (Salas-Benito, M.
datos no publicados y Navarro, A. 1999) (ver tabla 12).
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La limitacion o desventajas en el uso de los RAPDs como marcadores son:

¢ Son marcadores dominantes, lo cual puede dejar de ser un inconveniente al usar
mas de un marcador (Fu et al. 1993).

e La concentracidn del primer y magnesio pueden alterar el perfii de la
amplificacion, favoreciendo un mayor nimero de alienaciones faisas (Williams, et
al. 1993). Esto puede repercutir en la baja reproducibilidad de la técnica.

¢ Se requiere ADN de alta calidad, es decir limpio y poco degradado {(Grosberg et
al. 1996).
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GENETICA DE POBLACIONES

La genética de poblaciones es una herramienta principaimente utilizada para la
descripcidon y entendimiento de los procesos evolutivos dentro de poblaciones
naturales, se utiliza para predicciones en poblaciones tedricas, para reconstrucciones
filogéneticas y para describir la estructura genética actual de especies naturales. De
modo que la genética de poblaciones se divide en teoria (cuerpo tedrico) y
observaciones (base de datos empiricos). La teoria es el marco que nos permite
conocer que sucederia bajo el mundo de los supuestos y nos permite contrastario
con el mundo de las observaciones.

Las bases tedricas de la genética de poblaciones fueron asentadas por las leyes de ia
herencia Mendelianas y por las observaciones y teorias Darwinianas, asi como las
aportaciones de Fisher, Haldene y Wright (por mencionar algunos de los destacados)
que de modo general forman la visidn actual de la teoria evolutiva conocida como
teoria neodarwiniana. Sobre estds bases conceptuales se construyd la genética de
poblaciones vy fue reforzada por el uso de estimadores matematicos y estadisticos

para establecer un buen grado de certidumbre en sus estudios.

La evolucion dentro de las poblaciones naturales se genera principalmente por las
fuerzas evolutivas que son: la mutacion, la migracion, la deriva geénica, la estrategia
de apareamiento y la seleccion natural. Estas fuerzas son [as responsables de la
modificacién de la estructura genética dentro de las poblaciones, en donde la
mutacion y la migracion generan variacion genética y la deriva génica y la seleccion
natural tienden a disminuirla. Esto se refleja directamente en la proporcién de las

frecuencias alélicas. Estas proporciones son precisamente las que son cuantificadas
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por la genética de poblaciones, lo que nos permite establecer como se han ido
moldeando en el tiempo para reconstruir su historia y predecir su futuro,

La principal herramienta matematica en la genética de poblaciones la establecieron
G.H. Hardy y W. Weinberg con lo que se conoce como: ia iey del equilibrio de Hardy-
Weinberg en donde establecen en términos algebraicos el comportamiento a través
del tiempo de las frecuencias alélicas, en un caso hipotético de la ausencia de las
fuerzas evolutivas (mutacién, migracion, deriva génica, estrategia reproductiva y
seleccion natural) y se comportan asi:

D= p?
H=2pq
R= g~

donde D es la frecuencia genotipica de los homocigos AA, H es la frecuencia
genotipica de los heterocigos Aa, R la frecuencia de los homocigos recesivos aa, p es
la frecuencia del alelo dominante Ay g la del alelo recesivo a, para los que existen
las siguientes relaciones:

D+H+R=1
por lo tanto p +g = 1

En otras palabras, la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg evalla lo que sucederia si
no existiera evolucion, lo que resulta atil para entender la dinamica de Ilas
proporciones de las frecuencias alélicas y asi, introducir una a una las vartabies y

fuerzas evolutivas en la formula para observar como y cuanto afectan las
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proporciones de las frecuencias alélicas presentes. Este casc hipotético esta
sustentado en una serie de supuestos, como son: Que los ordanismes dentro de la
especie se aparean todos contra todos y de manera aleatoria (panmixia), que el
tamafio de la poblacidon es infinito, que las generaciones no se sobrelapen y que el
material genético de los organismos no sufre alteraciones (no hay mutaciones). Claro
esta que estos supuestos permiten que las frecuencias alélicas sean constantes, lo
que se traduce en la ausencia de evolucion y esto no se observa dentro de las
poblaciones naturales.

VARIACION GENETICA

Una manera de estimar el nivel de variacidn genética dentro de una poblacion es
determinando la heterocigosis, es decir la proporcion de individuos heterdcigos
(2pq), denotada como A, valor que puede encontrarse entre 0 y 1. Cuando H=1, se
tiene la maxima heterocigosis posible, o que supone una poblacion con tamaifio
efectivo infinito, y un nimero de alelos infinito. Bajo los supuestos del equilibrio de
Hardy-Weinberg vy la presencia de 2 alelos, la proporcion maxima en fa frecuencia de

heterdcigos esperados es de 0.5 y por lo tanto la de homocigos también seria de 0.5.

Otro estimador de la variacion genética es la proporcién de loci polimérficos (la cual
se denota como P), medida que nos habla directamente de la variacion en los loci.
Este estimador es menos robusto debido a que se ve directamente afectado por el
numero y tipo de loci analizados. Esta situacion se puede mejorar al muestrear de
manera aleatoria el genoma, como es el caso de los RAPDs (Nevo, 1978).
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Dado que la variaddn genética se mide mediante la estimacién de la heterocigosis,
asi como estimando el porcentaje de loci polimdrficos se recurrid al programa Tools
For Population Genetic Analisis 0 TFPGA (Marck P. Miller, 1997) v tomando en cuenta
que los RAPDs son marcadores moleculares dominantes, la heterocigosis esperada se
obtiene a partir de las frecuencias alélicas p v g pero por la misma razon
(dominancia) no se puede obtener la heteracigosis observada.

La heterocigosis promedio se calcula a partir de la formula H.=1-J donde J=Xx;2

y para la que x; es la frecuencia alélica promedio de p para cada uno de los loci.

VARIACION FENOTIPICA

La variacion morfoldgica o fenotipica entre las especies fue descrita de manera
empirica desde los primeros naturalistas, e inclusive se clasificaron especies desde
los tiempos de Aristételes, asi como lo hiciera Darwin de manera formal en 1859. Sin
embargo la mayor variacion es aquélla que no se ve y esta expresada en el genotipo,
pero en la contraparte podemos encontrar individuos de una misma especie con
genotipos iguales y con variacion morfologica, explicando estd situacion por la
plasticidad fenotipica que esta determinada por la base genética y moldeada por las
condiciones ambientales.

La estructura genética dentro de una especie, entre sus poblaciones o dentro de una
de sus poblaciones, esta definida a partir de la variacion genética que existe dentro y
entre los niveles de estudio (especie, inter o intrapoblacional). Esta estructura

genética estd determinada en parte, por las condiciones ambientales, el tamano
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efectivo de las poblaciones, su adecuacion y su ciclo de vida. Por lo que la estructura
genética de las poblaciones nos refleja su evolucidn.

DIFERENCIACION GENFETICA

Cominmente ia estructura geneética se mide utilizando estimadores de la
heterocigosis, a través de la que podemos calcular estadisticos, como los clasicos
estadisticos F propuestos por Wright (1951, 1965). Que en particular calculan ia
diferenciacion genética entre las poblaciones. Siendo este siempre un valor positivo,

lo que nos indica que tan distintas genéticamente son las subpobiaciones entre si y
se calcula con la formula:

Fot= He— Hs] He
Donde Hs es el promedio de la heterocigosis esperada de cada una de las
poblaciones, para todos los loci y H es la heterocigosis esperada del total de las
poblaciones para todos los loci (Hedrick, 1983). Una Fg de 0 indica que todas las
poblaciones analizadas tienen las mismas frecuencias alélicas para todos los loci.
Entre mayor sea la Fs indicara mayor diferenciacion entre las poblaciones, hasta

llegar a 1, donde las poblaciones estan fijas para diferentes alelos en todos los loci.

Pero para el caso especifico de este estudio, se utilizd un estimador de la estructura
genética conocido como 8 (theta) que es equivalente al estadistico Fg de Wright,
pero con algunas correcciones estadisticas para diferentes tamafios de muestra y
especialmente con tamaios de muestra pequefios presentada por Weir y Cockerham
(1984). De este modo el programa TFPGA calcula ta & (tetha) para cada locus y le

realiza réplicas de jacknife, lo que significa que recalcula 6 (tetha) quitando
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sistematicamente loci del analisis, lo que permite obtener las estimaciones de
varianza de © (tetha). Determina también el intervalo de confianza asimétrico de los
loci con una prueba de bootstrap, que forma nuevos muestreos con reemplazos a
partir de los loci, manteniendo siempre una n de loci igual y repitiendo esto de modo
aleatorio en repetidas ocasiones gue van de 1,000 hasta 10,000 para de este modo
establecer el intervalo de confianza (Weir, 1996).

Los valores de © van de 0 a 1, donde O indica que los genes muestreados de
individuos tomados al azar son iguales y 1 que son {otalmente diferentes, por lo que
este estimador nos permite conocer la diferenciacion genética de los loci dentro del

muestreo. (Este estimador puede dar valores negativos, que se interpretan como 0).

FLUJO GENICO
Para estimar el flujo génico existen diversos métodos directos e indirectos. Los
métodos directos son estimaciones a partir de medidas ecoldgicas, como serian la
dispersion de semillas o polen. Los metodos indirectos se calcula a partir de los
valores obtenidos para la estructura genetica (o diferenciacion interpoblacional),
como son los estadisticos £, G o en nuestro caso § (Slatkin, 1994). Para los que la
relacion esta dada por la formula del modelo de istas de Wright (1951) y modificada
por Crow y Aoki (1984):

0 =1/ (4 Nma+1)
Donde al despejar Nm tenemos que:

Nm = Ya o (1/6 - 1)



Para la que tenemos que Am es igual al flujo génico ¥ a=(n/1)2, donde n es el
ndmero de poblaciones.

Qriginalmente en el modelo de islas de Wrigth (1951) menciona que si #m es mayor
a 1 se debe esperar poca diferenciacion, porque el flujo genético no permite que se
presente deriva génica. Pero Kimura (1983) argumenta que en algunos casos con
valores de AMm mayores a 5 se puede seguir detectando cierta diferenciacion
genética.

El flujo génico permite mantener una variacion genética homogénea entre las
poblaciones, contrarresta la diferenciacidn que pudiera darse por adaptaciones a
condiciones locales y por lo tanto la especiacidn, pero a la vez promueve la
dispersidén de genes y/o la recombinacion genética a lo largo de toda el area de
distribucion de la especie (Slatkin, 1987).

DISTANCIAS E IDENTIDADES GENETICAS

A partir de la distribucion geografica, se espera que los apareamientos entre
individuos de diferentes poblaciones, es decir el flujo génico, suceda en mayor
intensidad entre poblaciones cercanas y por lo tanto genéticamente se espera que
también sean cercanas, fenomeno ltamado por Wright (1958) como “aistamiento por
distancia”. Para este analisis se calculan las distancias genéticas corregidas de Nei
(1978).

Las distancias genéticas entre las poblaciones se caicularon mediante el programa
TFPGA, aplicando las distancias corregidas de Nei (1978).




24

D= -In(J)

Donde 7 es la identidad genética de Nei (1978):

I=((2n-1) Jo) [ (2n Je) (20 Jr1))2/2

Para la que x es una de las poblaciones del analisis, y la otra poblacién con la que se
compara y por ultimo, /7 es el nimero de individuos en cada poblacion.

El programa utiliza los valores de distancia e identidad genética para realizar un
fenograma sobre la base del algoritmo UPGMA de Swofford y Olsen (1990), mismo
que aplica /7 numero de bootstraps (en nuestro caso aplicamos 1,000) para definir la
proporcion de pseudoreplicas que soportan cada nodo. Esto nos permite tener una
representacion grafica de las distancias genéticas con las que podemos inferir las

relaciones filogenéticas entre las poblaciones.

DISTANCIAS GEOGRAFICAS

Se construyd una matriz de distancias geograficas en Km para tomar en cuenta el
posible aislamiento genético por distancia, para lo que se establecieron las distancias
entre las poblaciones con ayuda de sus coordenadas (obtenidas con un GPS y cartas
del INEGI) que permitieron triangular las distancias en Km, asi como su ubicacion
geografica.



ESTRUCTURA GEOGRAFICA DE LA VARIACION GENETICA

Para determinar si existe alguna correlacion entre la distancia genética y la distancia
geografica se realiza una prueba de Mantel (Mantel 1967, Sokal 1979). Estd prueba
se aplica a partir del supuesto de que fas dos matrices no estan correlacionadas y se
intenta analizar si cualquier aparente relacién es efecto del azar. Esto se logra
calculando el estadistico 2

Z= ZiLj my e

Donde m corresponde a los elementos de la matriz 1 (distancia genética) y e a los
elementos de la matriz 2 (distancia geografica).

Mismo que realiza 7 numero de permutaciones azarosas de las posiciones de los
elementos de una de las matrices (cualquiera de ellas), generando una distribucién
normalizada (en este caso se aplicaron 1,000 permutaciones). St la Z observada es
mayor que la Z promedio obtenida de las permutaciones aleatorias indica una
correlacion positiva. De este modo el programa TFPGA calcula la Z observada y la
distribucion de la Z obteniendo un promedio a partir de las permutaciones, asi como

la proporcion de permutaciones que coinciden con la Z original.
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OBJETIVOS

Estimar los niveles de variacidn genética de la especie Agave deserti mediante
marcadores maoleculares (RAPDs).

o Estimar la estructura genética de algunas de las poblaciones vy subespecies de
Agave deserti, asi como las distancias genéticas y sus relaciones filogenéticas.

o Relacionar la estructura genética y las relaciones filogenéticas con la historia
geografica y tectonica del desierto Sonorense.

» Determinar el nivel de flujo génico entre las poblaciones y subespecies de Agave
deserti en el desierto Sonorense.

HIPOTESIS

Basandose en lo que sugiere Gentry (1982), se considera que la especie ancestral de
Agave deserti es nativa de Arizona y a partir de ahi comenzd a migrar hacia el sur
hasta alcanzar latitudes de hasta 20° sur, con lo que al encontrar dos rutas, una por
la peninsula y otra por el continente las poblaciones perdieron contacto por la
barrera geografica, con la consecuente reduccion de la poza genica para cada
subpoblacién, mismas que al paso del tiempo se convirtieran en poblaciones
independientes con condiciones ambientales particulares, lo que todo sumado puede

explicar los procesos de subespeciacion.
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PREDICCIONES
Por lo tanto se espera encontrar que:

La variacidn genética de las poblaciones hacia la frontera norte sea mayor que las
poblaciones mas surefias que sufrieron reducciones en su poza génica tanto de [a
peninsula de Baja California como del continente en Sonora.

Se espera que el flujo génico entre las poblaciones sea reducido, lo que
fomentaria los procesos de subespeciacion junto con la mencionada reduccién de
la poza génica.

Al analizar las relaciones filogenéticas debemaos encontrar que existen distancias
genéticas importantes entre las subespecies y a su vez distancias genéticas
menores entre poblaciones de una misma subespecie, apoyando ia hipdtesis
taxondmica de Gentry (1982).
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MATERIAL Y METODO

Colecta del material biologice

Se realizd un viaje de colecta de campo en el desierto Sonorense, en la cual se
visitaron seis poblaciones de Agave deserti incluyendo sus variedades Agave deserti
deserti, Agave deserli simplex 'y Agave deserti pringlei (tabla 4). Se colectaron 50
individuos por poblacion, aunque en algunos casos se redujo el nimero de individuos
trabajados por poblacidn por llegar en mal estado algunos individuos (tabla 4).

Para evitar colectar genetos (individuos clonales con informacidn genética idéntica),
se procurd colectar plantas alejadas por lo menos dos metros entre individuos dentro
de una misma pobtacién y entre 50 y 100 Km entre poblaciones.

Las coordenadas se estimaron via satélite con la ayuda de un aparato GPS (Ensign
GPS de Tremble Navigation) y con cartas geograficas del INEGI (escala 1:250,000).

Una vez colectadas las muestras (cortes de aproximadamente 25 cm? de ias hojas
jovenes de las plantas) se colocaron en bolsas de plastico grueso, etiquetadas con
los datos de colecta y para su transportacion sumergidas en un tangue con nitrégeno
liquido. A su llegada al laboratorio se trasladaron para su mejor conservacion a un
ultracongelador vertical a -80°C (REVCO Scientific, Inc.).



29

EXTRACCICN DE ADN

Las muestras de ADN se obtuvieron mediante el protocolo de extraccion de ADN,
Miniprep (Vazquez Lobo, 1996), en donde se muelen las muestras con nitrégenc
liquido v la ayuda de un mortero. Se obtiene mediante este procedimiento un polvo
fino, al que se le agrega el buffer de extraccion CTAB2x (CTAB 2%, PVP40 2%, Tris
pH 8.0 100 mM, EDTA pH 8.0 20 mM, NaCl 1.4 M y B-Mercapto- etanol 0.2 %),
mismo que requiere la adicidon del p-Mercapto-etancl en el momento de usar el
buffer. Se centrifugan las muestras (10,000 rpm durante 10 min. a 4°C), para
incubarlas por un periodo de 10 min. a 60°C. En este momento se agrega
cloroformo: alcoho! isoamilico que permite la separacion del ADN y las proteinas con
ayuda de otro ciclo de centrifugacion (7,000 rpm durante 15 min. a 4°C),
precipitando el ADN con isopropanol frio (aprox. —20°C). Con la intencién de mejorar
el rendimiento de la precipitacién se mantienen aproximadamente 12 hrs. en el
congelador a —20°C. Se obtiene un botdn (pellet) previa centrifugada (9,000 rpm
durante 5 min. a 4°C), mismo que se seca agregando etanol al 70% frio (aprox. -
20°C), obteniendo al término del procedimiento el ADN que se resuspende en 200 i
del buffer TE (Tris-HCl 10mM pH 8.0, EDTA 1mM). El ADN resuspendido presenta
una concentracion que va de 15 ng/u! a 45 ng/ul aproximadamente. La
concentracién se determind con un espectrofotometro Perkin-Etmer Lamda Bio

UV/Vis programado para cuantificar ADN de doble cadena.




30

Tabla 4. Caracteristicas de las poblaciones colectadas.

Poblacién/Sitio Fecha Coordenadas Especie No. Ind.
Colecta geograficas colectados

1. Laguna Amarga, Km 176 de San| 8-Nov-97 N31° 19406 | Agave desertf 50

Felipe a Ensenada. W115° 12.781 | deserti

2. Leyes de la Reforma. 8-Nov-97 N31i° 31.010 : Agave deserti 50
W115° 47.869 | deserti *

3. R. Rumorosa, entre Mexicali y 16-Feb98 | N320 34.86 Agave deserti 47

Tecate. W115° 58.24 | deserti

4. Quitobac, Km 223 entre Caborca; 7-Nov-97 N31° 36.598 | Agave deserti 46

y Sonoita. W112° 47.343 | simplex

5. Pinacate, Km 107 entre Soncgita] 7-Nov-97 N32° 07.834 | Agave deserti 50

y SLR Colorado. W113° 53.910 | simplex

6. Paso de San Matias después de! 8-Nov-97 N31° 20.104 | Agave deserti 50

la desviacion Km 137 W115° 33.025 | pringles

*Poblacidon intermedia entre Agave deserti y Agave deserti pringler.

RAPDs

La técnica de los RAPDs se trabajo segun el protocolo de Williams et al. (1990, ver
también Karp, 1998) donde se prepara para cada individuo una reaccidon mezclando
18.8ul de agua bidestilada y esterilizada, 1.5nl de buffer para PCR con magnesio
(Boehringer Mannheim 15mM de MgCl:), 1.0ul de buffer para PCR sin magnesio
(Boehringer Mannheim), 0.5u! de nuclectidos premezclados para PCR (PCR
nucleotide mix de Boehringer Mannheim 10 mM para cada nucleotido dNTP), 1
unidad de Taq polimerasa (Boehringer Mannheim Tag DNA polymerase, obtenida de
Thermus aquaticus BM, recombinante con £.cof), 1.5uf de la muestra de ADN




31

(resuspendido previamente en TE, ver extraccién de ADN) y 1.0ul de primer de 10
pb (Operon Technologies, Inc.), sumando un veolumen final de 24.5ul en cada
reaccion de PCR.

Las reacciones de PCR se realizaron con un termociclador (ERICOM, modelo
Deltacycler II™ System), mismo que corrid un programa de 44 ciclos. Cada ciclo
inicialmente eleva la temperatura hasta 94°C durante un minuto (desnaturalizacion
del ADN), baja a 36°C por un minuto (alineamiento del primer) y eleva nuevamente
la temperatura hasta 72°C por un periodo de dos minutos (polimerizacion de la
cadena complementaria). Se finaliza con un periode de polimerizacion de 15 minutos
a 72 °C, que aumenta el rendimiento de ADN en las reacciones.,

Para obtener los resultados de los productos de PCR, se corren en una electroforesis
(horizontal) de gel de agarosa al 1.4%, mezclado con buffer TBE al 1% (Trisma base
17.8 mM, Acido Bdrico 17.8 mM y EDTA Na 2Hz0 0.4mM), al que se le adiciona para
su tincién 6% del volumen final de Bromuro de Etidio al 0.5%.

Las muestras se corrieron mediante la técnica de electroforesis a 130 volts por
espacio de 2 horas, junto con un marcador de pesos moleculares (DNA molecular
Weight marker XIV Boehringer Mannheim), mismo que permite calcular el peso
molecular de las bandas resultantes de los RAPDs.

Se probaron 40 primers de 10 pb (serie A 20 primers y serie B 20 primers de Operon
Technologies, Inc.), de los cuales se seleccionaron 2 primers, que fueron los gque
presentaron mayor numero de loci polimorficos, el OPA-10 (5-GTGATCGCAG-3") y el
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OPB-20 (5-GGACCCTTAC-3") (a los que en lo subsecuente me referiré como A10 y
B20 respectivamente),mismos que presentaron 28 y 25 loci (bandas polimorficas)
respectivamente. El resto de los primers se descartaron por no presentar loci
polimorficos o inclusive no presentar patrones de bandeo.

Una vez realizada la electroforesis se fotografiaron los geles (figura 2 y 3) con una
camara digital (Digital Camara 40, Kodak) y se procesaron las imagenes mediante el
programa Bio Max 1D version 1.5 (Kodak Scientific Imaging Systems) en sistema
operativo Macintosh.

Figura 2. Electroforesis de gel de agarosa al 1.4% con el primer
A10 con individuos de 1a poblacién de La Rumorosa, Agave deserti deserti.
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F:ga 3. EIctrofresn de ge agarosa al 1.4% con el p
B20 con individuos de la poblacion de Quitobac, Agave deserti simplex.

ANALISIS DE DATOS

Mediante fa observacion de los geles y con ayuda de! programa Bio Max 1D (Kodak
Scientific Imaging Systems) se realiza el andlisis de las imagenes digitales de ios
geles. Este programa puede detectar las bandas, adicionandoles una marca
sobrepuesta con un numero, permitiendo detectar rapidamente la presencia y
posicion de la banda en el gradiente de pesos moleculares. Asimismo, el programa
permite asociar los valores de peso molecular en términos de pb (pares de bases) al
marcador de pesos moleculares que viajé a través del gel junto con las muestras y
en las mismas condiciones de corrida electroforética. Esto permite que el programa
pueda calcular extrapolando [os valores del peso molecular en pb para cada banda
que presente cada uno de los individuos, obteniendo asi un patron de bandeo, gue

permite crear una matriz de presencia/ausencia de bandas para cada locus.



RESULTADOS

El analisis de variacion genética se realizd usando 2 primers el A10 y el B20, estos
primers produjeron 53 bandas polimdrficas, claramente detectables y reproducibles en
fas 6 poblaciones de Agave deserti. En promedio se analizaron 45.5 individuos por
poblacidn (tabla 5).

Se obtuvieron los valores de frecuencias alélicas para cada uno de los loci obtenidos a
partir de los primers A10 y B20, suponiendo equilibrio de H-W. Para analizar si existia
diferencia significativa en la frecuencia alélica entre poblaciones se aplico la prueba
exacta de Fisher,1954 (tabla 6). Se encontraron diferencias significativas en todos los
loci estudiados, con P< 0.05 y alin con P< 0.0001, existen diferencias significativas en
40 loci del total de 53, lo que representa el 75.47% del total.

VARIACION GENETICA

Se estimaron [os niveles de variacién genética mediante los valores de la heterocigosis
(Hs) de las diferentes poblaciones y subespecies, asi como el promedio de las mismas
(tabla 6). Ademas se obtuvo como segundo estimador de la variacion genética el
porcentaje de loci polimdrficos (tabla 6).

La poblacion que presentd el valor mas alto de heterocigosis fue la de La Rumorosa,
correspondiente a Agave deserti deserti H= 0.26, la que geograficamente se encuentra
mas nortefia, haciendo frontera con USA, mientras que la poblacion con el valor mas
bajo fue la de Leyes de Reforma H.= 0.13, siendo esta Uitima también una poblacion de
Agave deserti deserti, localizada aproximadamente al centro de Baja California Norte
(figura 1).
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El mayor porcentaje de ioci polimdrficos lo encontramos en la poblacién de Agave
deserti deserti de Laguna Amarga (77.36%) vy €l porcentaje menor corresponde a la
poblacién de Agave deserti simplex en €l Pinacate (47.17%). Localizada en el centro de
Baja California Norte la primera y al noroeste de Sonora la segunda (figura 1). Aunque
debe de tomarse en cuenta que la caracteristica de los RAPDs como marcadores
dominantes tiende a sobrevalorar ios valores del porcentaje de loci polimdrficos, por to
que estos datos se deben interpretar con cuidado.

Se analizé la relacion entre ambos pardmetros de variacion genética, es decir entre el
porcentaje de loci polimérficos y la heterocigosis, para establecer si existia una
correlacion. Es natural esperar que entre mayor sea la heterocigosis de igual modo
aumente el porcentaje de loci polimorfico (figura 4). Pero aparentemente y basados en
la grafica podemos decir que este supuesto no se cumple por lo menos para Agave
deserti y sus subespecies. Lo que pueda explicarse por efectos de fijacion de alelos, lo
que romperia con la relaciéon proporcional entre ambos estimadores de variacion

genetica.

DIFERENCIACION GENETICA Y FLUJO GENICO
Se obtuvo la diferenciacion genética, mediante los valores de 6 (theta) para cada uno
de los loci v sobre fa base de estos valores se estimd la Am (tablas 7 y 8) de los
mismos a partir de la formula:

Nm=1/4 o (1/6 -1)
Se estimaron los valores de F~; en términos de @ (theta) y mediante 10,000 replicas del

tipo bootstrapping se calculd el promedio para cada subespecie.



Tabla 6. Frecuencias alélicas y prueba de Fisher para cada uno de ios loci.

A o deserii| 4 d. deserti | A, d. deserti| A, d. Simplex| A. d. pringlei] A. d, pringlef
Pobl.flocus |1 Lag. Amarga] 2 Ley. Reforma | 3 Rumorosa | 4 Quitobac 5 Pinacate 6 S, Matias

Primer A10 Pde Fisher| S.E.
450 0.273 0.06 0.286 0.316 0.132 0.191 0.0 .0
480 Q.135 Q.24 0.031 0.143 0.235 0.128 0.0 a.0
500 0.0 0.0 0.02 0.01 0.0 0.117 0.0 0.0
520 0.011 0.03 0.02 0.061 0.0 0.0 0.046 0.004
550 0.659 0.34 0.316 0.153 0.015 0,457 0.0 0.0
580 0.0 0.29 0.051 0.031 0.147 0.213 0.8 0.0
620 0.023 0.01 0.275 0.378 0.0 0.128 0.0 0.0
650 .057 0.09 Q.02 0,061 0.102 0.149 0.G31 0.008
690 0.148 0.55 0.133 0.112 0.176 0.287 0.0 0.0
720 0.011 0.03 0.143 0.204 0.0 0.021 0.0 6.0
750 0.068 0.16 Q.194 0.235 0.221 0.479 3.0 0.0
775 0.25 0.04 0.02 0.112 0.0 0.032 0.0 0.0
800 0.204 0.16 0.255 0.357 0.294 0.011 0.0 0.0
250 0.17 0.25 0.051 0.122 0.083 0.16 0.003 0.003
S00 0.079 0.06 0.143 0.204 0.088 0.298 0.0 0.0
950 0.114 0.04 0.01 0.01 0.088 0.138 C.0 0.0
1000 Q.011 0.06 0.153 0.153 0.485 0.149 0.0 0.0
1050 0.216 0.14 0.082 0.286 0.0 0.043 0.0 0.0
1100 0,023 0.23 0.163 0.194 0.147 0.213 0.001 0.001
1150 0.023 0.16 0.071 0.071 0.0 0.117 0.001 0.001
1200 0.079 0.11 0.133 0.214 0.132 0.383 0.0 0.0
1300 0.034 0.03 0.194 0.255 0.059 0.043 0.0 0.0
1350 0.011 0.0 0.0 0.061 0.0 0.032 0.006 0.001
1400 0.034 0.07 0.143 0.092 0.0 0.351 0.0 0.0
1450 0.25 0.21 0.02 0.02 0.0 0.0 0.0 .0
1500 0.07% 0.14 0.02 0.01 0.0 0.053 Q.0 ao
1650 0.057 0.16 0.122 0.163 0.0 0.032 0.0 0.0
1800 0.034 0.08 0.296 0.378 G.0 0.362 0.0 0.0

Primer B20
450 0.398 0.31 0.316 0.571 0.0 0.787 0.0 0.0
5G0 G.216 0.06 0.275 0.071 0.0 0.319 ¢.0 oo
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550 0.07% 0.03 0.01 0,235 0.015 0.021 0.0 6.0
580 0.17 0.09 0.214 0.133 6.0 0.064 0.0 0.0
620 0.068 011 0.00 0.02 0.0 0.011 0.0 0.0
&80 0.273 0.18 0.347 0.0 C.0 0.787 0.0 0.0
700 0.17 0.18 0.673 0.826 0.338 0.457 0.0 0.0
750 0.17 0.18 0.01 0.296 0.044 0.128 0.0 0.0
800 0.17 0.63 0.184 0.041 0.059 0.362 0.0 0.0
850 0.021 0.03 0.092 0.02 c.0o 0.149 0.0 0.0
880 0.079 0.0 0.01 0.0 0.029 0.117 0.0 0.0
900 0.204 0.04 0.275 0.143 0.176 0.255 c.0 0.0
980 0.159 0.28 0.347 0.449 0.073 0.213 Q.0 0.0
1620 0.159 0.13 0.133 0.03 0.162 0.202 0.015 0.006
1050 0.125 0.14 0.184 0.112 0.102 0.298 0.019 0.006
1100 0.295 0.09 0.153 0.184 0.294 0.479 0.0 0.0
1200 0.42 0.23 0.255 0.378 0873 0.521 0.0 Q.0
1250 0.148 0.28 0.0 0.122 6.0 0.021 0.0 0.0
1300 0.273 0.0 0.061 0.0 0.088 0.298 0.0 0.0
1400 0.159 0.29 0.153 0.194 0.03 0.011 0.0 0.0
1500 0.057 0.0 0.51 0.245 0.673 0.032 0.0 0.0
1700 0.091 0.01 0.0 0.071 ¢.0 0.67 0.0 0.0
2000 0.125 0.0 0.633 0.531 0.618 0.117 0.0 0.0
2200 0.398 0.060 0.03 0.0 0.0 0.085 0.0 0.0
2500 0.273 0.14 0.071 0.031 0.044 0.128 ¢.0 0.0




heterocigosis {#5) de las poblaciones, asi como los promedios de cada subespecie estudiada.
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Tabla 5. Namero de individuos analizados (N), porcentaje de loci pelimérficos (A y

Poblacion N P (% loci polimérficos) Hs |
Agave deserti deserti
1 Laguna Amarga 44 77.36 022
2 Leyes de Reforma 50 67.92 0.13
La Rumorosa 49 69.81 0.26
Promedio 476 71.36 0.20
Agave deserti simplex
Quitobac 49 7358 0.22
Pinacate 34 4717 0.20
Promedio 415 60.37 0.21
- I B ) J
Agave deserti pringlei
&  San Matias T 47 73.58 0.23
PROMEDIO TOTAL 455 68.23 0.22

Tabla 7. Diferenciacion genética entre las poblaciones estudiadas.

Subespecie 8 (theta)| Desv. Std. I.C. 95% Nm
(Jacknife) (Bootstrap) J
Agave deserti deserti 0.13 0.021 0.09 - 0.17 1 2.3
Agave deserti simplex 0.11 0.025 0.07 - 0.16 2.8
Agave deserti pringlei * * * *
Total 0.14 0.018 0.10-0.17 2.2

—_—

tanto, los demas datos.

* En el caso de A. deserti pringlei, al ser una sola poblacién, no se pudo calcular 0 y por lo



Tabla 8. Valores de 0 (theta) y Mm para cada locus, de todas las poblaciones analizadas de
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Agave, deserti

Locus 0 (Theta) Nm Locus 8 {Theta) f Nm
Primer A10 Primer B20
450 0.050 6.712 450 0.245 1.107
480 0.037 89.291 500 0.108 2581
500 0.075 4.440 550 Q.113 2814
520 0.014 24.992 580 0.041 8.293
550 0.193 1.501 620 0.047 7.218
580 0.118 2880 680 0.391 0.558
620 0.180 1533 700 0.284 0.904
650 0.017 20.816 750 0.076 4.321
690 0.150 2.035 800 0.122 2,581
720 0.095 3.425 850 0.039 8.870
750 103 3414 880 0.054 8.221
775 0.105 3042 900 0.044 7.803
8C0 0.078 4226 980 0.075 4383
850 0.034 10.044 1020 0.019 18.185
SO0 Q056 6.068 1050 Q028 12 360
950 0,040 8.550 1100 0.102 3159
1000 0157 1.024 1200 0 0g6 3366
1050 0.085 3.830 1250 0.126 2483
1100 0029 11.884 1300 0162 1.8€0
1150 0.034 9.984 1400 0 Q76 4.370
1200 0080 4.101 1500 0286 0.897
1300 0,092 3527 1700 0.515 0339
1350 0024 14156 2000 0353 0.652
1400 0.132 2352 2200 0.235 1171
1450 0.152 1997 2500 0.064 5247
1500 0.045 7534
1650 0.041 8.231 Promedio 0.139 222
1800 0.162 1 850 Desv. Std. 0.018
. C.95% 0.10 -~ 0.17
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Figura 4. Correiacién entre el porcentaje de loci polimérﬁcos y la

v

heterocigosis de las pobiaciones,

DISTANCIAS E IDENTIDADES GENETICAS

Las distancias genéticas de Nei (1978), asi como los valores de identidad genética de

Nei (1978); (tabla S) entre las poblaciones, se obtuvieron a través del programa de

computo TFPGA, mediante el cual se pudieron realizar las matrices de distancia

genética segdn Nei (1978).

Tanto las distancias genéticas, asi como las identidades coinciden y sugieren una gran

cercania genética entre las poblaciones con un rango de distancias genéticas pequenias,

que van de 0.015 entre la poblacion de San Matias y Laguna amarga, hasta una

distancia genética de 0.079 que presentan La Rumorosa y Leyes de Reforma.
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DISTANCIAS GEOGRAFICAS

Se calcularon las distancias geograficas utilizando ias coordenadas para triangular la
distancia entre las poblaciones (tabla 11). Obteniendo distancias en linea recta,
donde las poblaciones mas cercanas son las de Leyes de Reforma y San Matias con
una distancia entre ellas de 32.6 Km, mientras que las mas alejadas son Quitobac
con respecto a La Rumorosa que se separan por 365.4 Km de distancia.

Tabla 9. Valores de distancia e identidad genética entre las poblaciones analizadas de
Agave deserti en el desierto Sonorense.

Quitobac | Pinacate | Lag. Amarga | S.Matias | L.de Reforma | Rumorosa
Quitobac 0
Pinacate 0.02/0.98 o
Lag. Amarga | .04/0.96 | 0.04/0.96 o
S. Matias 0.05/0.65 | 0.04/0.96 0.02/0.98 0
L.de Reforma | 0.04/0.96 | 0.03/0.97 0.03/0.97 0.04/0.96 i)
Rumorosa 0.05/0,95 | 0.06/0.94 0.06/0.94 0.07/0.93 0.08/0.92 0

Distancia genética en texto normal e identidad genética en negritas.

Tabla 10. Distancias geograficas en Km entre todas las poblaciones analizadas de Agave
deserti en el desierto Sonorense,

Quitobac | Pinacate | Lag. Amarga | 5. Matias | L. de Reforma | Rumorosa
Quitobac 0

El pinacate 133.02 0
Lag. Amarga | 27048 7796 0
5. Matias 307.66 198.81 37.47 0
lL.de Reforma | 334.09 | 219.00 67.54 32.59 0

Rumorosa 365.40 234,08 147.75 125.08 10457 ¢




Se trataron de encontrar otro tipo de correlaciones, como la posible relacion de los
estimadores de variacion genética con la latitud, para lo que sé grafico el gradiente
latitudinal contra la heterocigosis y contra el porcentaje de loci polimorficos. Para lo
que en ambos casos nNo existe una relacidon proporcional, ni mucho menos
significativa.

ESTRUCTURA GEOGRAFICA DE LA VARIACION GENETICA

(Prueba de Mantel)

Para determinar si la distancia geografica tenia una correlacion con la distancia
genética sé graficaron ambas matrices de distancia y se aplicé la prueba de Mantel
(figura 5), en donde obtenemos una Z original mayor (121.86) que la Z promedio a
la que se le aplican 999 permutaciones (117.15), P=0.21 a pesar de ser limitrofe y
con una probabilidad mayor a 0.05 entre ambas matrices, nos indica que no existe
correlacion. Aungue graficamente se puede apreciar una cierta tendencia a formar
una recta, sobre todo si se elimina la poblacion de La Rumorosa que presenta la
mayor distancia genética (marcada en la figura 5).



44

Figura 5. Resultado del analisis de aislamiento genético por distancia geografica en Km

para todas las poblaciones de Agave deserti, con los puntos de la poblacion de La
Rumorosa marcados para distinguir su comportamiento atipico.
(Zoriginal = 121.8562, Zpromedic después de 999 permutaciones = 117.1481,
Correlacion entre las dos matrices /= 0.1800 y /A= 0.2210).

Partiendo de la observacién de la grafica de la figura 5, el comportamiento particular
de una sola de las poblaciones y de su resultado no significativo, pero limitrofe para
ser considerado estadisticamente significativo, sugirid que se analizara nuevamente
omitiendo los puntos correspondientes a la Rumorosa (figura 6), que se comportaban
de manera particutar, encontrando un patron gue a simple vista da la impresion de

tener una cierta tendencia y que al someter a una prueba de Mantel (Mantel, 1967;
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(Mantel, 1967; Sokal, 1979), obtenemos una Z original mayor (65.6) a la Z promedio
(59.4), obtenida después de aplicar 999 permutaciones y con una probabilidad de P=
0.05 por lo que puede asegurarse como significativa la correlacidn entre la distancia
geografica vy la distancia genética.
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Figura 6. Analisis de las matrices de distancia genética contra distancia geografica de las
poblaciones de Agave deserti, con excepcion de la poblacion de La Rumorosa.
(Prueba de mantel: Z (original) = 106.16, Z (promedio) después de 999 permutaciones = 83.89,
correiacion entre las matrices r= 0.6837 y P= 0.0020).
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RELACIONES GENETICAS

Se construyd un fenograma mediante el algoritmo UPGMA vy las distancias genéticas.
Se hizo un analisis estadistico de bootstrapping con 1.000 permutaciones, con lo que
se determina el nimero de réplicas que sustentan cada noedo, obteniendo valores
consistentes y robustos que se observan en la figura 7. Debe tenerse particular
atencidn en las distancias genéticas, que en ningin caso son muy grandes, [0 que
indica una gran cercania genética entre las poblaciones.

P L LBguna Armarga Ao daserti

946.9%
f—e . B San Matias A.d. pringles

2. Leyves de Refarma A deserti

Figura 7. Fenograma (UPGMA) de las poblaciones Agave deserliy sus subespecies,
presentando las distancias genéticas de los nodos del lado izquierdo del mismo yla
proporcion de réplicas que apoyan los nodos después de aplicar un hootstrapping de
1000 permutaciones, en el centro de 1a horquilla a modo de porcentaje y en letras
negritas.
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DISCUSION

RAPDs VS. OTROS MARCADORES MOLECULARES

El uso de RAPDs como marcadores moleculares esta justificado a partir de sus
caracteristicas, donde el elevado niimero de loci detectables y el muestreo aleatorio
a lo largo de todo el genoma, son razones suficientes para contrarrestar la
desventaja que implica su caracter dominante. Por estas mismas razones y por su
relativo bajo costo en tiempo y dinero, los han convertido en una herramienta de uso
comin para detectar la variacion genética entre poblaciones naturales (Bucci y
Menozzi, 1993, Ayres y Ryan, 1997, Moodie y Marshall, 1997, Smith y Vuong, 1996,
Rowe et al. 1997, Schierenbeck et al. 1997, Fofana et al. 1997, Otero et al. 1997,
Palacios y Gonzalez-Candelas, 1997, Fajardo et al. 1998, Corre et al.1997) y de igual
modo para determinar la estructura genética de las poblaciones (Bonnin et al. 1996,
Ayres y Ryan, 1997, Dyer y Rice, 1997, Wolff et al. 1997).

Probablemente los marcadores moleculares mas comparados con los RAPDs, son Jas
isoenzimas debido a que es una técnica bien desarrollada y utilizada por muchos
anos, mientras que los RAPDs es una técnica relativamente nueva y en ambos casos
sus costos operacionales son reducidos y su capacidad de resolucion es parcial, si se
le compara con una secuenciacion, por lo que él compararlos resulta obligado. En
este aspecto resultan tedricamente mejores los RAPDs partiendo de gue analizan [a
variacion genética a partir del total de la secuencia de ADN, de manera neutral y
aleatoriamente, mientras que en las isoenzimas se trabaja a partir de las proteinas,
las que esconden mucha de la variacion genética de la secuencia de ADN que les dio
origen.
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Regularmente esto es cierto en términos de la capacidad de deteccion de variacidn
genética de ambos marcadores moleculares, ya que suelen obtenerse valores mas
altos de heterocigosis con los RAPDs, que con las isoenzimas para un mismo grupo
de organismos, existiendo numerosos ejemplos de esto: Le Corre et al. (1997) con
Quercus petraea, Dominguez et al. (dnp) con Erythoxylum havanense. Aunque
encontramos excepciones donde se detecta mayor variacidn genética con isoenzimas
gque con RAPDs como en el caso de Salas-Benito, (dnp) y Navarro, 1999 con Agave
subsimplex (ver tabla 12).

VARIACION GENETICA

En el caso particular de este estudio el nimero de loci detectados por cada primer
fue alto, puesto que se detectaron un total de 53 bandas polimdrficas, 28 con el
primer OPA-10 y 25 con el OPB-20. Otros autores han reportado ndmeros elevados
de bandeo en sus trabajos como es el caso de Mogdie et al. {(1997), que obtuvo 22
bandas en promedio por primer para la mostaza silvestre (Sinapis arvensis). Palacios
y Gonzalez-Candelas (1997) obtuvieron 21 bandas con el primer OPA-4 y Stewart v

Porter (1995) que reportan 35 bandas con dos primers en una especie del género
Liiamna.

Para minimizar la posibilidad de incurrir en un error estadistico en donde se obtuviera
una identidad genética sesgada (<0.05), Nei {1987) sugiere utilizar un minimo de 29
loci, esto es particularmente importante en los casos donde las distancias genéticas

son pequenas. Este es el caso del presente estudio, por lo que de especial
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importancia es el destacar que se utilizaron 53 loci cbtenidos a partir de dos primers,
logrando obtener un buen respaldo estadistico.

Los valores de variabilidad genética de las poblaciones de Agave deserti resultaron
valores intermedios dentro de los valores reportados para piantas con isoenzimas y
RAPDs (tabla 12), coincidiendo con Jos valores obtenidos en especies de plantas
monocotiledéneas perennes, longevas, con patrones de distribucion restringidos (en
este caso endemismo) y con sistema de fertilizacion predominantemente cruzado,
quedando entonces los valores obtenidos para Agave desertiy sus subespecies entre
los valores de otros agaves y plantas desérticas.

Tomando en cuenta otros reportes de heterocigosis en plantas Selander (1976)
menciona que el promedio de variacion genética con isoenzimas para plantas es de
H.= 0.17 y el porcentaje de loci polimorficos P= 46.4%, mientras que Hamrick et al.
(1992) plantea que la H== 0.15 y el P= 50%, también con isoenzimas. Mientras que
en el presente estudio obtuvimos valores con RAPDs de heterocigosis promedio para
todas las poblaciones de Agave deserti de: Hs= 0.2152 y el porcentaje de loci
polimdrficos P= 68.2%, valores relativamente mas altos que los promedio de todas
las plantas medidos con isoenzimas, pero se debe tomar en cuenta que los RAPDs
tienden generalmente a detectar mayor variacion genética que las isoenzimas,
aunque esto no es una regla siempre (ver tabla 12).

Deben tomarse en cuenta otros factores que pueden afectar los valores de variacion
genética, como el endemismo, ya que segun Hamrick y Godt (1996) las especies
endémicas tienden a tener menor variacion en términos de heterocigosis.




Tabla 11, Tabla Comparativa ordenada en forma creciente de heterocigosis y porcentaje

de loci polimorficos reportados para plantas con marcadores moleculares (isoenzimas y

RAPDs).
Especie Hs % P Marcador Refarencia
Washingtonia filifera 0.017 9.8 | Iscenzimas McClenaghan, L.R. et al. 1986
Cucurbita pepo 0.079 - Isoenzimas Deena, S. et al. 1987
Alkdnna orientalis 0.103 - RAPDs Wolff, K. et al. 1997
Abjes religiosa 0.108 - Isoenzimas Aguirre, et al. En prensa
Douglas-fir (pseudotsuga) 0.13 - RAPDs Aagaard, J.E. et al. 1995
Astrocaryum mexicanum 0.135 31.8 Isoenzimas _ Eguiarte, 1994
Hierbas 0.14 35.0 Ispenzimas Hamyrick, et al. 1879
Agave subsimplex 0.142 78.6 RAPDs Navarro, A. 1999
Medicago truncatula 0.145 62.5 RAPDs Bonnin, et al. 1996
Aechimea tuilensis 0.155 - Ispenzimas Izquierdo v Pifiero (dnp)
Lophocereus scholtii 0.159 34.4 Isoenzimas Parker, K.C. et al. 1992 f
Douglas-fir (pseudotsuga) 0.16 - Isoenzimas Aagaard, J.E. et al. 1895
Coniferas 0.17 52.0 Iscenzimas Ledig, 1996
Agave cerulata 0.181 77.5 RAPDs Navarro, A. 1999
Yueeca flamentosa 0.2 67.6 Isoenzimas Massey y Hamrick, 1998
Alfium aaseae 0.203 - RAPDs Smith, J.F. et al. 1996
Agave deserti deserti 0.204 | 717 RAPDs Presente estudio l
Agave deserti simplex 0.209 | 60.3 RAPDs Presente estudio ]
Agave deserti pringlei 0.232 | 735 RAPDs Presente estudio 1
Agave deserti 0.215 | 68.2 RAPDs Presente estudio
Quercus petraea 0.233 - RAPDs Le Corre, et al. 1997
Wyethia reticulata 0.28 100 | RAPDs Ayres y Ryan, 1997
Agave subsimplex 0.28 87.5 Ispenzimas Salas-Benito, M. {dnp)
Erythoxylum havanense 0.316 70.6 Isoenzimas Dominguez, et ai. (dnp) |
Agave victonia-reginae 0.335 83.0 Isoenzimas Martinez-Palacios, et al. |
Allium 3aseae 0.343 56.9 RAPDs Smith y Pham, 1996 |
Chamaedorea alternans 0.35 45.5 RAPDs Otero, 1997
Agave lechugifia 0.29 - Isoenzimas Silva, A. (dnp)
Euphorbia esula 0.417 - RAPDs Rowe, et al. 1997
Bdallophyton bambusarum 0.455 98.6 Isoenzimas Garcia-Franco, 1.G, et al. 1998
Manfreda brachystachva 0.48 100 Isoenzimas Eguiarte, et al. {(dop) B




DIFERENCIACICN GENETICA

La diferenciacién genética entre las poblaciones de Agave deserti estimada mediante
8 (theta), resulté intermedia (6= 0.1395, ver tabia 13), lo que sugiere que el flujo
génico entre las poblaciones y/o que el tiempo de separacion de las poblaciones es
decir, la divergencia geografica no han sido suficientes para generar una divergencia
genética importante entre las poblaciones. También podemos pensar que las
distancias geograficas resultan pequefias en términos de la capacidad de dispersicn
de los polinizadores, entre los que se reportan murciélagos, con algunas especies
capaces de cubrir areas con radios de 56 Km lo que nos permite pensar que pudieran
alcanzar poblaciones con distancias de 112 km. sin mayor problema (Myolis sp.
reportado por Fenton, 1983).

ESTIMACIONES DEL FLUJOQ GENICO

Cuando se calcula €l flujo génico (Wm) entre poblaciones se debe tomar en cuenta
que segun Wright (1951), la Am debe ser mayor a 1 para que se detecte la
diferenciacion, pero segun Kimura (1993) no debe de pasar de 4, ya que este seria el
limite para la diferenciacion. En este estudio, al calcular el flujo génico a partir de los
valores de 6 (theta), se obtuvo una Mm promedio= 2.22, valor intermedio que
sugiere de igual modo un flujo génico intermedio entre las poblaciones de Agave
deserti.

Al mantenerse el flujo genético entre las poblaciones se mantiene un efecto
homogeneizador que no permite la fijacion de alelos en las poblaciones por 1o que se
impide la diferenciacion y especiacion incipientes gracias a los agentes de dispersidn,

especialmente los murciélagos por su amplia area de accidn.




Tabla 12. Tabia Comparativa de valores ordenados 2n forma creciente de diferenciacion

genética reportados para plantas con marcadores moleculares (isoenzimas y RAPDs).

—_

Especie Valores| Fsto o Marcador Referencia
Protium glabrum 0.012 ] RAPDs Schierenbeck, K.A. et al. 1997
Chamaedorea alternans 0.0136 Fst RAPDs Otero. M.A. 1998
Degrpanax arboreus 0.023 8 RAPDs Schierenbeck, K.A. et al. 1957
Quercus petraea 0.024 Fst RAPDs Le Corre. et al. 1995
Inga thibaudiana 0.025 8 RAPDs Schierenbeck, K.A. et al. 1997
Quercus petraca 0.027 Fst Isoenzimas Le Corre et al. 1997
Manfreda brachystachya 0.03 Fst Isoenzimas Eguiarte. (dnp)
Washinglonia filifera 0.038 Fst Ispenzimas McClenaghan, L.R. et al. 1986
Astrocaryum mexicanum 0.042 Fst Isoenzimas Eguiarte. L.E. 1994
Pinus leucodermis 0.067 Fst Isoenzimas Bucci. et al. 1997
Pinaceae 0.073 Fst Isoenzimas Hamrick y Godt. 1996
Agave subsimplex 0.08 3] RAPDs Navarro. A. (dnp), 1999
Agave lechugilla 0.08¢9 Fst Isoenzimas Silva. A. (dnp)
Agave cerulata 0.0% 8 RAPDs Navarro. A. (dnp), 1599
Erythroxylum havanense 0.105 Fst RAPDs Dominguez, C.A. et al. (dnp)
A. deserti simplex 0.11 ] RAPDs Presente Estudio
A deserti deserti 0.13 0 RAPDs Presente Estudio
A. deserti pringlei - 0 RAPDs Presente Estudio
Allium aaseae 0.136 Fst RAPDs Smith y Pham. 1996
Agave deserti 0.139 0 RAPDs Presente Estudio
Yueca filamentosa 0.172 Fst Isoenzimas Massey y Hamrick. 1998
Pinus leucodermis 0.179 Fst RAPDs Buccl. et al. 1997
Laphiocereus schottii 0.187 Fst Isoenzimas Parker, K.C. et al. 1992 1
Wyethia reticulata 0.19 Fst Isoenzimas Ayres y Ryan. 1997 l
Asteraceae 0.20 Fst Isoenzimas Hamrick et al. 1979 |
Agave victorig-reginae 0.24 Fst Isoenzimas Martinez-Palacios et al. (dnp) |
Abies refigiosa Q.24 Fst Isoenzimas Aguirre et al. (prensa)
Wyethia raticuiala 0.25 Fst RAPDs Ayres y Ryan. 1997
Pseudotsuga menziesii 0.26 Fst Isoenzimas Aagard et al. 1995
Erythroxylum havanense 0.28 Fst Iscenzimas Dominguez, C.A. et al. (dnp)
Agave subsimplex 0.31 Fst Isoenzimas Salas-Benito. M. (dnp)
Solanaceae 0.43 Fst Isoenzimas Hamrick y Godt. 1996
Medicago truncatula 0.448 8 RAPDs Bonnin. et al. 1996
Euphorbia esula 0.46 Fst RAPDs Rowe et al. 1997
Aechmea mexicana 0.62 Fst Isgenzimas | Izquierdo v Pifier. (dnp)
Fseudotsuga menziesii 0.73 Fst RAPDs Aagard et al. 1995
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ESTRUCTURA GENETICA

Las poblaciones de Agave deserti tienen una estructura geneética que indica que son
de origen reciente, lo que concuerda con las estimaciones con reloj molecular, en
donde se sugiere que el género Agave se origino no hace mas de 1 a 2 millones de
afios, esto coincide con los datos de variacion genética en donde se mantiene una
gran variacion genética y una baja diferenciacién entre las poblaciones gracias en
parte a que el flujo génico no se ha visto muy detenido por la barrera geogréfica que
representa la separacion de la peninsula con respecto al continente y por supuesto el
mar de Cortés que las divide se mantiene un flujo génico entre las poblaciones
sostenido por las capacidades de dispersién de sus polinizadores (especialmente
murciélagos) que permite mantener un efecto homogeneizador de la variacién
genética, asi como unas distancias genéticas muy pequefias.

Por lo que al colonizar la peninsula de Baja California y parte del continente en lo que
comprende el desierto Sonorense, Agave deserti no sufrid una reduccién de su poza
génica de manera sensible y lo que reconocemos en la actualidad como variacion
morfoldégica es mas bien una expresion fenotipica local en funcidn de las
caracteristicas fisicas y climaticas especificas de cada localidad en que encontramos
una poblacion.

Adicionalmente debemos tomar en cuenta que hace 1 a 2 millones de afios en que
probablemente ocurrio el origen del género Agave no son muchos si observamos las
caracteristicas del metabolismo y desarrollo de las plantas del desierto, en este caso

de los agaves, en donde encontramos que son plantas con metabolismo tipo CAM




con tiempos de desarroilo muy largos y tendencia a la propagacién vegetativa (o
bien reproduccion asexual), 1o que tiene como resultado plantas con crecimiento muy
lento y que solo manifiestan un evento reproductivo en su vida después de por lo
menos 25 afos de desarrolio y en algunos casos mas dependiendo de lo favorable de
las condiciones climatoldgicas y de la propagacion vegetativa que genera una
elevada clonalidad en estas especies.

Por lo que si consideramos estos tiempos en términos generacionales 1 a 2 millones
de afios, que corresponden de 40,000 a 80,000 generaciones, mismas que resultan
pocas generaciones para generar variaciones genéticas importantes entre las
poblaciones.

CORRELACION ENTRE LOS PARAMETROS

En primer lugar, se buscé la posible relacion entre el porcentaje de loci polimorficos y
fa heterocigosis de las poblaciones, siendo ambos parametros indicadores de la
variacidn genética, uno pensaria encontrar una relacion directamente proporcional
entre ambos parametros dado que entre mayor variacion genética se esperaria que
ambos parametros lo reflejaran de igual modo indicando valores altos, pero a pesar
de esto y de que se detectd flujo génico entre las poblaciones, no existe ninguna
relacion directa entre ambos indicadores. Esto puede deberse a que a pesar de que
ambos indicadores nos permiten estimar fa variacion genética, cada uno de ellos
detecta caracteristicas diferentes, por un lado la heterocigosis nos indica la
proporcion en las frecuencias alélicas, mientras que el porcentaje de loci polimdrficos
nos indica la variedad de loci que presenta la especie, esto resulta

independientemente de la proporcion en fa frecuencia alélica de cada loci.




En busca de otras relaciones sé grafico tanto la heterocigosis como el porcentaje de
loci polimdrficos contra la latitud en grados, para tratar de encontrar la posible
correiacidn entre la posicién geografica y la variacion genética, esto basado en la
hipdtesis de Gentry (1982), que nos indica que el origen de Agave deserti es norteno
(Arizona, U.S.A) y a partir de ahi migrd hacia el sur, para luego sufrir la
fragmentacion de las poblaciones por la separacion de la peninsula con respecto al
continente v la consecuente reduccion de la poza génica, por lo que esperariamos
que entre mas al norte se encuentre la poblacion tendria mayor variacién genética,
pero nuevamente en ninguna de las graficas encontramos ninguna relacidn, lo que
nos permite cuestionar la hipdtesis de Gentry o bien pensar que el flujo génico
mantiene un nivel homogéneo de variacion genética independientemente de [a
posicidn geografica, gracias a que las distancias no parecen ser problema para [os
vectores de dispersion, especialmente en el caso de los murciélagos.

ESTRUCTURA GEOGRAFICA DE LA VARIACION GENETICA

Por Ultimo se aplico una prueba de Mantel (Mantel, 1967; Sokal, 1979) para
determinar la correlacidn entre las matrices de distancia genética y distancia
geografica en km de las poblaciones, donde obtenemos el estadistico Zy su
probabilidad (A), asi como un indice de correlacidn (), indicadores suficientes para
establecer si existe una correlacion estadisticamente significativa. Originalmente se
obtuvo una grafica (figura 4) con todas las poblaciones en la que el estadistico Z
resultd no significativa y una probabilidad estadistica poco confiable por lo que en
conjunto se rechaza la correlacion.
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Al observar que a simple vista aparentaba cierta tendencia a formar una recta en la
gréfica de la figura 5, con excepcion de los puntos que marcadamente se salfan de la
tendencia, dio pie a que se analizaran estos puntos para buscar una explicacion a su
comportamiento. Resultando ser los puntos formados por las distancias genéticas v
geograficas de todas poblaciones con respecto a la poblacion de La Rumorosa, en
donde La Rumorosa es la poblacion de Agave deserti deserti mas nortena.

Por lo anterior se realizd una nueva prueba de Mantel eliminando los puntos atipicos
(figura 6) asociando el estadistico Z y P correspondientes, donde el resuitado
confirmo una correlacion positiva, por lo que podemos afirmar que entre mayor
distancia geografica mayor es ia distancia genética lo que hace sentido con un nivel
de flujo génico intermedio como el que obtuvimos y con las capacidades de
dispersion de los murciélagos y los demas vectores de dispersion, con excepcion de
fa poblacion de [a Rumorosa.

La posible explicacidn para la poblacion de La Rumorosa, podria estar dada
entendiendo que la poblacidn de La Rumorosa presenta mayor distancia genética de
la esperada en términos de su distancia geografica, debido a que se localiza
geograficamente en el punto de bifurcaciéon de la migracion que realiza Agave deserti
desde los Estados Unidos de América (Gentry 1982), formandose a partir de ahi las
dos rutas de migracién que presenta Agave deserti dentro del desierto Sonorense,
por un lado la ruta que migra sobre el continente hacia Sonora y da origen a Agave
deserti simplex y por el otro lado la ruta de migracidn de la Peninsula de Baja

California donde encontramos Agave desrti desertiy Agave deserti pringley.
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La presencia del mar de Cortés, origino las dos rutas migratorias y por lo fanto la
reduccion de la poza genética correspondiente a cada una de las mismas, por o que
podemas entender entonces que {a pobiacion de La Rumorosa tenga mavyor distancia
genética con respecto a las demas poblaciones por ser la Unica poblacién que no
sufrié una reduccidn en su poza génica, ademas de ser la que mantiene mayor
contacto con las poblaciones de los Estados Unidos de América, que fuesen las
poblaciones que dan origen al grupo segin Gentry, 1982.

RELACIONES GENETICAS

En la figura 7, observamos un fenograma de las relaciones genéticas de las
poblaciones de Agave deserti presentes en el estudio, donde se observan dos grupos
y una rama independiente constituida por una sola poblacion (La Rumorosa) gue
resulta ser la poblacion de Agave deserti deserti mas nortefia ubicada en la frontera
con U.S.A. por lo que tomando en cuenta la correlacion entre la distancia genética y

la distancia geografica, resulta logico que sea la mas alejada en ambos sentidos.

Luego podemos observar un clado formado por las dos poblaciones del continente
(en Sonora) y que estan formadas por individuos de Agave deserti simplex, mientras
qgue el segundo clado estd formado por poblaciones de la peninsula de Baja
California, las que corresponden a poblaciones de Agave deserti deserti e insertado
en el centro del clado la poblacidn de Agave deserti pringlei, lo que curiosamente
coincide con la situacidén geogrdfica de sus poblaciones, que se encuentran en el
centro de la distribucion de Agave deserti deserti en la peninsula (ver figura 1

correspondiente al mapa de la distribucion).
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Adicionalmente es importante hacer notar lo corto de las distancias genéticas, ya que
en el caso de mayor distancia tan solo es de 0.063, por lo que podemos decir que la
diferenciacion genética es despreciable, a pesar de delimitar adecuadamente las
poblaciones en grupos que reflejan la distribucion geogréfica de las poblaciones
analizadas.
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CONCLUSIONES

P

N

P

A pesar del caracter dominante de ios RAPDs, éstos tuvieron la capacidad
resolutiva para cumplir satisfactoriamente con los objetivos planteados en este
estudio, demostrando ser un excelente método para estimar la variacion y
estructura genética de poblaciones naturales, gracias al gran nimero de loci que
se puede obtener por primer, 10 que aumenta considerablemente su poder de
resolucion.

Podemos decir que las poblaciones de Agave deserti se encuentran establecidas
como de origen reciente en términos evolutivos, porque a pesar de la separacion
de la peninsula de Baja California con respecto al continente y la correspondiente
barrera geografica que forma el mar de Cortés, no ha generado un efecto
importante en la variacion genética entre las poblaciones, gracias al flujo génico
entre las mismas, al nimero relativamente bajo de generaciones durante ese
periodo de tiempo y a distancias geograficas también relativamente cortas en
términos de las capacidades de sus polinizadores.

Tomando en cuenta la relativamente elevada variacidn genética, la diferenciacién
genética moderada entre las poblaciones, el flujo génico y lo corto de fas
distancias genéticas podemos decir que las subespecies consideradas por Gentry,
no son otra cosa que la especie Agave deserti, que presenta variacion fendtipica
por efectos medioambientales pero no subespecies y que probablemente solo a lo
largo de otros millones de afos pudieran tener un efecto de subespeciacion y
finalmente de especiacion.
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» Sobre la base de la correlacion positiva entre la distancia geografica y la distancia
genética entre las poblaciones, asi como las relaciones filogenéticas podemos
concluir que la estructura genética de Agave deserti esta intimamente ligada con
su distribucidn, manteniendo un flujo génico importante que mantiene una
pequefia diferenciacion genética entre las poblaciones, ademas de una variacion
genética homogénea entre las poblaciones que limitan la posibilidad de fijacion de
alelos y por lo tanto Ia especiacion.
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